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RESUMO 

Neste trabalho, foram desenvolvidos dois eletrodos baseados na modificação de pasta 

de carbono com nanopartículas metálicas sintetizadas por rotas sintéticas verdes. O primeiro é 

um eletrodo de pasta de carbono vítreo (EPCV) modificado com nanopartículas de ouro 

(AuNPs) estabilizadas na goma do abacaxi (Ananas comosus; GA). Tal eletrodo foi aplicado 

na determinação do Cloridrato de Prometazina (PMZ). O segundo é um eletrodo de pasta de 

grafite modificado com nanopartículas de prata (AgNPs) sintetizadas empregando-se extrato de 

Garcinia conchichinensis (GAR), o qual foi empregado na determinação do 5-Fluorouracil (5-

FU). Em ambas as sínteses, os extratos naturais empregados (GA e GAR) atuaram 

simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes para as nanopartículas formadas. As 

caracterizações por espectroscopia de UV-VIS das nanopartículas revelararam uma banda de 

absorção em 524 e 407 nm para as AuNPs-GA e AgNPs-GAR, respectivamente. A análise de 

TEM mostrou diâmetros médios de partícula de 10,33±1,6 nm para as AuNPs-GA e 9,2±1,5 

nm para as AgNPs-GAR. A caracterização eletroquímica do EPCV/AuNPs-GA e do 

EPC/AgNPs-GAR, realizadas por voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIE) em meio da sonda Fe(CN)6
3-/4-, evidenciou que os nanomateriais obtidos 

conferiram aos eletrodos maiores valores de corrente e menores resistências à transferência de 

carga (Rct). O EPCV/AuNPs-GA foi aplicado na determinação da PMZ, a qual por VC foi 

oxidado em duas etapas, apresentando dois processos anódicos em aproximadamente 0,75 e 

0,48 V e um processo catódico em aproximadamente 0,40 V. Para a determinação da PMZ foi 

utilizada a técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ). Os parâmetros da VOQ foram 

otimizados por meio de um planejamento fatorial Box-Behnken com triplicata no ponto central 

e os valores obtidos foram a = 90 mV, f = 100 Hz e ΔEs = 8 mV. A ANOVA evidenciou que a 

variância explicada pelo mesmo é bem próxima da máxima variância explicável (Rsqr = 0,9997; 

Radj = 0,999).  O EPCV/AuNPs-GA apresentou linearidade de resposta na faixa de 3,98 a 15,7 

μmol L-1 de PMZ, com limites de detecção e de quantificação iguais a 1,09 e 3,62 μmol L-1, 

respectivamente. Este foi aplicado para a quantificação de PMZ em formulações farmacêuticas 

comerciais, tendo-se obtido porcentagens de determinação entre 94,89 a 97,30 %, com valores 

de DPR abaixo de 5,0%. A hemocompatibilidade das AuNPs-GA foi avaliada por ensaios de 

citotoxicidade e fragilidade osmótica em leucócitos e eritrócitos humanos e o nanomaterial 

sintetizado no presente trabalho não exibiu efeitos citotóxicos para as referidas células. O 

EPC/AgNPs-GAR foi aplicado na determinação do 5-FU. Por VC, verificou-se que o agente 

antitumoral 5-Fluororacil (5-FU) foi oxidado irreversivelmente em 1,13 V na superfície do 

EPC/AgNPs-GAR segundo um mecanismo dependente do pH e controlado por difusão. O pH 

do tampão BR para a determinação de 5-FU foi otimizado por VOQ, tendo-se observado um 

máximo de corrente em pH 8,0. Os parâmetros da VOQ otimizados por meio de um 

planejamento fatorial Box-Behnken com triplicata no ponto central foram de a = 80 mV, f = 85 

Hz e ΔEs = 17 mV. A ANOVA evidenciou que a variância explicada pelo mesmo é bem 

próxima da máxima variância explicável (Rsqr = 0,9896; Radj = 0,9818) e a falta de ajuste não 

foi significativa. O EPC/AgNPs-GAR apresentou linearidade de resposta na faixa de 30 a 300,0 

μmol L-1 de 5-FU, com limites de detecção e de quantificação iguais a 0,76 e 2,53 μmol L-1, 

respectivamente. O eletrodo modificado foi aplicado para a quantificação do 5-FU em 

formulação farmacêutica comercial injetável, tendo-se obtido uma porcentagem média de 

recuperação igual a 99,83 com desvio padrão relativo dentro dos limites aceitáveis (0,11%). 

 

Palavras-chave: eletrodo de pasta de carbono; nanopartículas de ouro; nanopartículas de prata 

síntese verde; voltametria de onda quadrada; Cloridrato de Prometazina; 5-Fluorouracil 



 
 

ABSTRACT 

Two electrodes were developed based on the modification of carbon paste with metallic 

nanoparticles synthesized by green synthetic routes. The first one is a glassy carbon paste 

electrode (GCPE) modified with gold nanoparticles (AuNPs) stabilized in pineapple gum 

(Ananas comosus; PG). This electrode was applied in the determination of Promethazine 

Hydrochloride (PMZ). The second electrode developed was a graphite paste electrode modified 

with silver nanoparticles (AgNPs) synthesized using (GAR) extract. In both syntheses, the 

natural extracts used (PG and GAR) simultaneously acted as a reducing and stabilizing agents 

for the formed nanoparticles. The UV-VIS spectroscopy characterization of the nanoparticles 

revealed an absorption band at 524 and 407 nm for AuNPs-PG and AgNPs-GAR, respectively. 

TEM analysis showed mean particle diameters of 10.33 ± 1.6 nm for AuNPs-PG and 9.2 ± 1.5 

nm for AgNPs-GAR. The electrochemical characterization of GCPE/AuNPs-PG and 

CPE/AgNPs-GAR, carried out by cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance 

spectroscopy (EIS) in precense of Fe(CN)6 
3-/4- probe, showed that obtained nanoparticles 

conferred to the electrodes higher current values and a lower charge transfer resistance (Rct). 

GCPE/AuNPs-PG was applied to determine PMZ, which by VC was oxidized in two stages, 

with two anodic processes at approximately 0.75 and 0.48 V and a cathodic process at 

approximately 0.40 V. For the determination of PMZ, the square wave voltammetry (SWV) 

technique was used. The SWV parameters were optimized by means of a Box-Behnken factorial 

design with triplicate at the central point and the obtained values were a = 90 mV, f = 100 Hz 

and ΔEs = 8 mV. ANOVA showed that the variance explained is very close to the maximum 

explainable variance (Rsqr = 0.9999; Radj = 0.999) and the lack of adjustment was not 

significant. The GCPE/AuNPs-PG showed linear response in the range of 3.98 to 15.7 μmol L-

1 of PMZ, with detection and quantification limits equal to 1.09 and 3.62 μmol L-1, respectively. 

The GCPE/AuNPs-PG was applied for the quantification of PMZ in commercial 

pharmaceutical formulations, obtaining recovery percentages between 94.89 to 97.30%, with 

RDS values below 5.0%. The hemocompatibility of the obtained AuNPs-PG were evaluated by 

cytotoxicity and osmotic fragility assays in human leukocytes and erythrocytes and the 

nanomaterial synthesized in the present work did not exhibit toxic effects towards the referred 

cells. CPE/AgNPs-GAR was applied to determine 5-FU. By VC, it was found that the antitumor 

agent 5-Fluororacil (5-FU) was irreversibly oxidized at 1.13 V on the surface of the 

CPE/AgNPs-GAR according to a pH dependent and diffusion-controlled mechanism. The pH 

of the BR buffer for the determination of 5-FU was optimized by SWV, with a maximum 

current at pH 8.0 being observed. The SWV parameters optimized through a Box-Behnken 

factorial design with triplicate at the central point were a = 80 mV, f = 85 Hz and ΔEs = 17 mV. 

ANOVA showed that the variance explained is very close to the maximum explainable variance 

(Rsqr = 0.9896; Radj = 0.9818) and the lack of adjustment was not significant. The 

CPE/AgNPs-GAR showed a linear response in the range of 30 to 300.0 μmol L-1 of 5-FU, with 

detection and quantification limits equal to 0.76 and 2.53 μmol L-1, respectively. The modified 

electrode was applied for the quantification of 5-FU in commercial injectable pharmaceutical 

formulation, with an average recovery percentage equal to 99.83 with relative standard 

deviation within acceptable limits (0.11%). 

 

Keywords: carbon paste electrode; gold nanoparticles; silver nanoparticles; green synthesis; 

square wave voltammetry; Promethazine Hydrochloride; 5-Fluorouracil 
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INTRODUÇÃO 

 

O interesse acerca de materiais cujas partículas que os constituem encontram-se na 

escala nanométrica (1 nm = 10-9 m) ganhou destaque no final do século XX, levando ao 

surgimento da Nanotecnologia (ZARBIN, 2007). Os nanomateriais apresentam diferentes 

propriedades comparando-se às observadas quando o mesmo material encontra-se em escala 

macroscópica (ou bulk), evidenciando o fato de que as propriedades dos materiais são 

fortemente dependentes do tamanho das partículas do mesmo (ZARBIN, 2007; BUZEA; 

PACHECO; ROBBIE, 2007).  

Dentre os materiais nanoestruturados, as nanopartículas metálicas (MNps) são 

amplamente estudadas e utilizadas pelas mais diversas áreas. (VIJAYARAGHAVAN; 

ASHOKKUMAR et al, 2017). Existem dois efeitos principais responsáveis pela variação nas 

propriedades das MNps: efeitos de superfície e efeitos quânticos. Os efeitos de superfície estão 

relacionados à fração de átomos de superfície. O número de átomos presentes na superfície de 

uma MNPs é maior comparado ao que se observa para o mesmo metal em uma dimensão bulk, 

o que acarreta em um aumento significativo em sua área superficial. Esta particularidade 

possibilita uma melhora em processos dependentes de fenômenos de superfície, tais como 

reatividade química e atividade catalítica. Além disso, os átomos na superfície das MNps 

possuem um número de coordenação menor. Consequentemente, tais átomos são menos 

estáveis termodinamicamente, apresentando elevada energia e susceptibilidade para formar 

ligações. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007; FILIPPONI; SUTHERLAND, 2012). Os 

efeitos quânticos estão relacionados com variações nas propriedades ópticas e eletrônicas de 

um nanocomposto e são explicados pelo fato de que, nos nanomateriais, os portadores de carga 

ficam confinados nas dimensões reduzidas da nanopartículas. Os nanomateriais que exibem tal 

comportamento são denominados quantum dots.  Essas nanoestruturas comportam-se como 

átomos individuais, obedecendo às leis da mecânica quântica. O confinamento quântico 

acarreta no aparecimento de momento magnético em nanopartículas de materiais que não são 

magnéticos na dimensão bulk e alterações na tendência do material em ceder ou receber 

elétrons, interferindo diretamente em sua reatividade. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007; 

FILIPPONI; SUTHERLAND, 2012).  

 Vários métodos são utilizados para sintetizar as MNps, os quais podem ser divididos em 

métodos físicos (top down) e métodos químicos (bottom up). O método top down consiste da 

obtenção da MNps partindo-se do material em escala bulk, sendo que este é manipulado até que 

se atinja a escala de tamanho desejada. Processos físicos como desintegração térmica e 
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mecânica são comumente utilizados, entretanto, tais processos eventualmente produzem 

imperfeições na superfície das MNps sintetizadas. (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013). No 

método bottom up, são gerados átomos do precursor metálico utilizado (número de valência 

igual à zero) via redução ou decomposição química do metal precursor. Esses átomos gerados 

aglomeram-se em estruturas denominadas clusters que crescem e dão origem às MNps. Agentes 

redutores como sais e compostos inorgânicos (como borohidreto de sódio e citrato de sódio), 

compostos orgânicos (como ácido fórmico, brometo de tetraoctilamônio e ácido ascórbico), 

biomoléculas (como mono e polissacarídeos), dentre outros, são usualmente utilizados. 

(SOUZA et al, 2019) 

 Por possuírem uma elevada área superficial e, consequentemente, uma alta energia 

associada à superfície, as MNps são termodinamicamente instáveis e tendem a formar 

aglomerados. Essa aglomeração é indesejada, uma vez que pode acarretar na perda das 

propriedades que foram adquiridas pelos materiais ao alcançarem a escala nanométrica. Assim, 

faz-se necessário a aplicação de estratégias de estabilização das nanopartículas. (VOLLMER; 

JANIAK, 2011). Os principais agentes estabilizantes utilizados na síntese de MNPs são: 

hidrocarbonetos de cadeias longas (como oleilamina, ácido oleico e octadecilamina), polímeros, 

compostos supramoleculares (como calixarenos e dendrímeros), moléculas pequenas (glicose, 

oxalato, citrato, etileno glicol, formaldeído, dimetilformamida e ácido ascórbico) e 

biomoléculas (como peptídeos, proteínas e polissacarídeos). (DUAN; WANG; LI, 2015; NIU; 

LI, 2014; TAURAN et al., 2013).   

 Outra propriedade que diversifica as aplicações das MNPs é a possibilidade de sua 

obtenção em uma variedade de morfologias, o que pode favorecer a interação com moléculas e 

biomoléculas específicas, além de modificar suas propriedades ópticas (fenômeno RPS). 

Dependendo das condições empregadas durante o processo de obtenção, as MNps podem ser 

produzidas em formas como nanoesferas, nanobastões, nanocubos, nanoestrelas, nanoconchas, 

nanobowls, octaedros etc. (DYKMAN; KHLEBTSOV, 2012; GARCIA-LEIS; RIVERA-

ARREBA; SANCHEZ-CORTES, 2017) 

Apesar das inúmeras características atrativas que as nanopartículas possuem, impactos 

negativos ao meio ambiente e a saúde podem eventualmente acontecer devido ao emprego de 

tais compostos na produção desses materiais. (KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; 

LATHER; PANDITA, 2015). Simultaneamente, apesar do intenso desenvolvimento no estudo 

e produção de materiais nanoestruturados, os efeitos adversos dos mesmos ao meio ambiente 

não são totalmente conhecidos. Processos de síntese empregando-se reagentes ecologicamente 

amigáveis e biocompatíveis podem diminuir a toxicidade dos nanomateriais resultantes, 
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causando um menor impacto ao meio ambiente. (SANCHEZ; VILCHIS, 2012; KHARISSOVA 

et al., 2013). A denominada “nanotecnologia verde” tem por objetivo principal reduzir as 

eventuais consequências atreladas à produção de nanomateriais via introdução de reagentes de 

fontes naturais nos processos de síntese. Dentre esses reagentes, destacam-se os extratos 

vegetais, vitaminas, polímeros biodegradáveis, microorganismos e polissacarídeos que atuam 

como agentes redutores e/ou estabilizantes. (DUAN; WANG; LI, 2015; KHARISSOVA et al., 

2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015; MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; 

RAUWEL et al., 2015). A síntese verde de nanopartículas possui vantagens em comparação 

aos métodos convencionais, uma vez que compostos e extratos naturais são empregados para 

as reações de síntese, e desta forma procedimentos mais econômicos são desenvolvidos. 

Destaca-se também a reprodutibilidade de síntese e a maior estabilidade das nanopartículas 

sintetizadas. (KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015). A 

utilização de extratos vegetais, os quais são constituídos de biomoléculas (como flavonoides, 

compostos fenólicos, proteínas e polissacarídeos) conferem praticidade na síntese, uma vez que 

tais biomoléculas são capazes de atuar, simultaneamente, como agentes redutores e 

estabilizantes. Assim, a reação de geração das MNps ocorre em apenas uma etapa, sem a 

necessidade de adição de outros reagentes. (KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; LATHER; 

PANDITA, 2015; RAUWEL et al., 2015). Além das vantagens anteriormente citadas, 

nanopartículas obtidas por métodos verdes de síntese possuem uma maior biocompatibilidade, 

o que aumenta o potencial de aplicação biológica das mesmas. A utilização de reagentes 

derivados de extratos naturais pode minimizar eventuais efeitos tóxicos (KUMAR; LATHER; 

PANDITA, 2015; SCHRÖFEL et al., 2014) e também favorecer a interação com sistemas 

biológicos tais como células, proteínas ou tecidos.  

Dentre as MNPs, destacam-se as nanopartículas de metais nobres, em especial as 

nanopartículas de ouro (AuNPs) e de prata (AgNPs) devido as suas características tais como 

maior biocompatibilidade, alta área superficial, possibilidade de funcionalização em sua 

superfície, além de facilitarem processos de transferência de elétrons. As características das 

AuNPs e das AgNPs têm estimulado diferentes campos de aplicação nos últimos anos e a 

exploração de suas propriedades tem permitido a aplicação das mesmas em diversas áreas como 

medicina, biotecnologia e no desenvolvimento de sensores e biossensores. (ALEXANDRIDIS, 

2011; KLEIJN et al., 2014; MODY et al., 2010). 

Esses nanomateriais possuem propriedades diferenciadas e características que 

favorecem a sua aplicação no desenvolvimento de dispositivos eletroquímicos. Fatores como 

facilidade de preparação, biocompatibilidade, estabilidade em suspensão e possibilidade de 
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funcionalização, juntamente com propriedades como interação com a luz visível, elevada 

condutividade elétrica e alta área superficial, fazem com as AuNPs e as AgNPs estejam entre 

os mais empregados para detecção de analitos de importância biomédica, farmacológica, 

industrial e ambiental. Além disso, pode-se dizer que as suspensões das referidas nanopartículas 

podem ser facilmente incorporadas a diversos tipos de eletrodos como filmes, eletrodos sólidos 

e eletrodos de pasta de carbono. (SAHA et al., 2012).  

As rotas verdes de síntese de MNPs, além de trazerem vantagens ao nanomaterial 

sintetizado, acarretam em vantagens também para o sensor. Dentre essas, pode-se citar a 

viabilidade econômica no processo de fabricação, o que minimiza o custo total do dispositivo. 

Além disso, a maior biocompatibilidade das MNPs resultantes de processos verdes de síntese, 

permite sua interação com biomoléculas (como proteínas, enzimas e anticorpos) e favorece as 

aplicações do sensor desenvolvido em sistemas biológicos.  

Dentro deste contexto, o presente trabalho propõe o desenvolvimento de dois 

dispositivos eletroquímicos simples e eficientes para a determinação do Cloridrato de 

Prometazina e do 5-Fluorouracil. Tais dispositivos baseiam-se na modificação de um EPC  

modificado com AuNPs e AgNPs sintetizadas por rotas verdes empregando-se o polissacarídeo 

extraído da goma do abacaxi (GA) e o extrato de Garcinia cochinchinensis (GAR), 

respectivamente. Tais extratos foram escolhidos por possuírem grupos passíveis de oxidação e 

serem de fácil obtenção, uma vez que são abundantes na natureza. Além disso, o emprego de 

extratos naturais em rotas verdes de síntese é uma potencial aplicação biotecnológica para os 

mesmos. Neste trabalho também está apresentado a síntese e caracterização das MNPs. A GA 

e a GAR atuaram simultaneamente como agente redutor e estabilizante na síntese dos referidos 

nanomateriais. A utilização de tais extratos na síntese de nanopartículas metálicas é inédito, não 

sendo reportado nenhum trabalho anterior na literatura. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 NANOPARTÍCULAS DE OURO E DE PRATA: PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS 

E APLICAÇÕES 

 

As particularidades das nanopartículas de ouro (AuNPs) têm estimulado diferentes áreas 

nos últimos anos. A exploração das propriedades ópticas, eletrônicas, magnéticas e a 

biocompatibilidade deste nanomaterial tem permitido seu emprego em diferentes campos de 

aplicação. (SHI; ZHU; WU, 2015). É relatado na literatura a aplicação de AuNPs em catálise 

(em especial em reações de hidrogenação e degradação de compostos orgânicos) (SHI; ZHU; 

WU, 2015; CHOI et al., 2014), medicina e biomedicina (no tratamento de câncer, drug delivery 

e atividade antioxidante) (CRUZ et al., 2014; POOJA et al., 2015), biotecnologia (explorando 

sua atividade antimicrobiana) (RATTANA, et al., 2016) e no desenvolvimento de sensores e 

biossensores (SAHA et al., 2012).  

As AuNPs, assim como algumas nanopartículas metálicas, exibem um fenômeno é 

denominado ressonância plasmon de superfície (RPS) o qual ocorre sempre em valores 

específicos de frequência (Figura 1). Este é decorrente do fato de que ao expor à radiação uma 

suspensão de AuNPs, o campo eletromagnético incidente irá induzir uma oscilação dos elétrons 

livres presentes na banda de condução do metal. Consequentemente, os elétrons deslocam-se 

de suas posições de equilíbrio, causando uma polarização em toda a superfície da 

nanopartículas. O dipolo criado oscila juntamente com o componente elétrico da radiação. 

(HUANG; EL-SAYED, 2010; KHLEBTSOV; DYKMAN, 2010). A energia associada a esse 

fenômeno depende de fatores que afetam a densidade eletrônica na superfície das partículas, 

tais como tamanho, morfologia, distância entre essas partículas e o meio no qual estão dispersas. 
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Figura 1 – Representação esquemática do fenômeno de RPS em uma nanopartícula metálica, mostrando a oscilação 

dos elétrons da banda de condução com a radiação incidente. 

 

Fonte: Adaptado de FONG; YUNG, 2013. 

 

Para as AuNPs, o fenômeno da RPS ocorre na região do visível do espectro 

eletromagnético, fato este que explica a coloração intensa que as suspensões de AuNPs 

apresentam. (HUANG; EL-SAYED, 2010; SAHA et al., 2012; YESHCHENKO et al., 2013). 

O espectro de absorção de uma suspensão de AuNPs caracteriza-se por uma banda única 

denominada de banda plasmon em torno de 520 nm, podendo apresentar variações dependendo 

do tamanho das partículas. Conforme mencionado anteriormente, um dos fatores que alteram a 

energia de absorção decorrente do fenômeno RPS é o tamanho das partículas. Em decorrência 

disso, uma variação no diâmetro das AuNPs acarretará em uma alteração na coloração da 

suspensão. Para AuNPs com tamanhos inferiores a 10 nm, a banda plasmon apresenta pouca 

proeminência, em consequência de mudanças de fase resultantes do grande número de colisões 

entre os elétrons oscilantes na superfície da partícula. Já em suspensões de AuNps com mais de 

100 nm, observa-se um alargamento da banda plasmon, em resposta da contribuição de 

oscilações de ordens superiores para o fenômeno RPS. (HUANG; EL-SAYED, 2010). A 

agregação das partículas também é um fator que altera a energia da RPS para as AuNPs, sendo 

observado um alargamento da banda plasmon quando as partículas formam agregados. Nesse 

caso, observa-se um deslocamento do máximo de absorção para comprimentos de onda maiores 

e a suspensão apresenta uma mudança de coloração de vermelha para azul. (SAHA et al., 2012). 

A possibilidade de obter AuNPs em morfologias diferentes amplia o potencial de aplicação 
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destes nanomateriais. Além de modificar suas propriedades ópticas através de alterações no 

fenômeno RPS, a síntese de AuNPs em diferentes formas pode beneficiar a sua interação com 

moléculas específicas. Ao empregar condições ideais, é possível se obter AuNPs em formas 

como nanoesferas, nanobowls, nanobastões, nanocubos, nanoestrelas, octaedros, bipirâmides e 

tetraedros. (KHLEBTSOV; DYKMAN, 2010). 

Devido às suas propriedades únicas tais como estabilidade química, elevada 

condutividade elétrica e térmica, interessantes propriedades óticas, atividade catalítica, relativo 

baixo custo de produção e uma acentuada ação antimicrobiana frente a bactérias, vírus, fungos 

e protozoários, as nanopartículas de prata (AgNPs), são vastamente estudadas. Tais 

características permitem que as AgNPs sejam amplamente utilizadas em diferentes áreas 

(DURÁN, et al., 2019).  É relatado na literatura a aplicação de AgNPs em catálise 

(KALANTARI, et al., 2017; YAO, et al., 2018) e na medicina, em especial no tratamento de 

câncer (RAJAWAT; MALIK, 2019; GOMATHI, et al., 2020; MAJEED, 2019) e drug delivery 

(PRAPHAKAR, et al., 2018; ÖZTÜRK KÜP; ÇOŞKUNÇAY; DUMAN, 2020). Na indústria 

alimentícia, as AgNPs são utilizadas no desenvolvimento de embalagens de alimentos com 

atividade antimicrobiana (KOWSALYA et al., 2019; YU, et al., 2019; MOURA; MATTOSO; 

ZUCOLOTTO, 2012). A indústria têxtil também vem empregando esse nanomaterial devido a 

sua pronunciada atividade antimicrobiana, sendo uma aplicação interessante para vestimentas 

médicas, curativos, roupas de cama dentre outros (BUDAMA, et al., 2013; HASSAN, 2019; 

BALLOTIN, et al., 2017). As propriedades condutoras das AgNPs também vêm sendo 

exploradas, em especial no desenvolvimento de sensores (ZHANG, et al., 2018; SUN, et al., 

2019) e biossensores (HASSANPOUR; SAADATI; HASANZADEH, 2020; 

THUNKHAMRAK, et al., 2020). A elevada área superficial, a capacidade de acelerar a 

transferência de elétrons entre substâncias eletroativas e a superfície do eletrodo bem como a 

capacidade de incluir as nanopartículas em várias configurações durante o desenvolvimento do 

sensor e biossensor estão entre as principais razões pelo qual houve um aumento no interesse 

das pesquisas em utilizar AgNPs na construção de dispositivos eletroquímicos. (DODEVSKA, 

et al., 2019). 

As AgNPs, assim como as AuNPs, absorvem e dispersam a luz com eficiência 

extraordinária e esta interação ocorre porque os elétrons de condução na superfície do metal 

sofrem uma oscilação coletiva quando são excitados pela luz em comprimentos de onda 

específicos, a qual é conhecida como ressonância plasmônica de superfície (RPS).  O espectro 

de absorção de uma suspensão de AgNPs caracteriza-se por uma banda RPS única em torno de 

400 nm podendo apresentar variações relacionadas ao diâmetro deste nanomaterial (no caso de 
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nanopartículas esféricas) e também a agregação. Nanopartículas de prata esféricas com 

diâmetros em cerca de 10 nm apresentam uma banda RPS em 400 nm. Com o aumento no 

diâmetro, a banda RPS desloca-se para comprimentos de onda maiores. Um alargarmento no 

formato da banda também é obervado. (NANOCOMPOSIX, 2019; SMITHA, et al., 2007). Tal 

comportamento foi observado por Paramelle e colaboradores (2014), e encontra-se na Figura 

2. Os autores observaram um deslocamento do comprimento de onda para regiões maiores a 

medida em que se aumentou o diâmetro das AgNPs.  

 

Figura 2 – Deslocamento dos valores de comprimento de onda com o diâmetro das AgNPs estabilizadas em citrato 

de (a) 19,0 nm (b) 30,4 nm (c) 57,0 nm (d) 64,1 nm (e) 95,3 nm 

 

Fonte: Adaptado de Paramelle et al (2014). 

As propriedades ópticas das AgNPs também são influenciadas pela agregação das 

mesmas. Quando as partículas se agregam, os elétrons de condução próximos a cada superfície 

de partícula se deslocalizam e são compartilhados entre as partículas vizinhas. Assim, a 

ressonância plasmônica da superfície muda para energias mais baixas, fazendo com que os 

picos de absorção se desloquem-se para regiões de maiores comprimentos de onda do espectro. 

Deste modo, a espectroscopia UV-Visível pode ser usada como um método simples e confiável 

para monitorar a estabilidade das soluções de nanopartículas. À medida que as partículas se 

desestabilizam, a intensidade do pico de absorção diminui (proporcionado pelo esgotamento de 

nanopartículas estáveis) e, muitas vezes, o pico se amplia ou um pico secundário se forma em 
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comprimentos de onda mais longos (devido à formação de agregados). (NANOCOMPOSIX, 

2019; SMITHA, et al., 2007). 

Conforme citado anteriormente, nanopartículas de metálicas são extensivamente 

estudadas em relação às suas aplicações biomédicas. Trabalhos recentes relatam a utilização de 

nanopartículas (principalmente AuNPs) em diferentes áreas médicas, como terapia 

fotodinâmica (CALAVIA, et al., 2018), terapia fototérmica (RILEY, et al., 2017), diagnóstico 

por imagem (COLE, et al., 2015) e sistemas de administração de medicamentos 

(PRAPHAKAR, et al., 2018). Tais aplicações envolvem principalmente a administração 

intravenosa de nanopartículas como uma maneira de atingir tecidos e órgãos específicos. 

Nesse contexto, a avaliação primária dos possíveis efeitos tóxicos das nanopartículas 

metálicas para as células sanguíneas consiste em um tópico essencial para uma aplicação mais 

segura dessas nanoestruturas (WEBER, et al., 2018). Com esse objetivo, estudos de 

hemocompatibilidade para nanopartículas metálicas e de óxidos metálicos já são reportados na 

literatura (ANGELOVA, et al., 2017; UCHIYAMA, et al, 2014; RUNDLE, et al., 2016; 

GOSHI, et al., 2012). Este também é um estudo relevante para a aplicação das nanopartículas 

sintetizadas em biossensores, visando a detecção de analitos em amostras sanguíneas. 

Como grande parte das propriedades e aplicações das MNps estão relacionadas ao seu 

tamanho e forma, a avaliação destas é de grande importância de forma a direcionar a aplicação 

das nanopartículas obtidas. As principais técnicas para avaliação destas propriedades são o 

Espalhamento Dinâmico da Luz (DLS) e Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM). 

 

1.2 TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO DA MORFOLOGIA E TAMANHO DAS MNPS 

 

1.2.1 Espalhamento Dinâmico da Luz   

 

Dentre as técnicas mais importantes na caracterização de MNPs, pode-se citar o 

Espalhamento dinâmico da luz (DLS) e a Microscopia eletrônica de trasnmissão (TEM), as 

quais tem por objetivo determinar o tamanho das partículas sintetizadas. 

O DLS é um dos métodos mais utilizados na determinação do tamanho de 

nanopartículas metálicas. Nesta análise, a suspensão de nanopartículas é exposta a um feixe de 

luz. Ao incidir sobre as nanopartículas que estão em constante movimento (Movimento 

Browniano), a direção e a intensidade da luz são alterados em um determinado ângulo, 

conforme pode ser visualizado na Figura 3. Esta análise, portanto, irá fornecer informações 
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acerca do movimento das nanopartículas, o qual é responsável pelo espalhamento da luz que 

foi inicialmente incidida. 

 

Figura 3 – Esquema representando a medida da intensidade da luz espalhada por um ângulo 𝜃. 

 

Fonte: Adaptado de Schartl, 2007. 

 

Para amostras monodispersas com partículas não-interagentes (ou seja, diluídas), em 

movimento Browniano, é possível extrair o coeficiente de difusão translacional da partícula, 

DT a partir do ângulo de espalhamento. Considerando as partículas esfericamente, usa-se a 

equação de Stokes-Einstein para o cálculo do diâmetro hidrodinâmico, das partículas em 

equilíbrio térmico com o solvente:  

𝐷𝑓 =  
𝑘𝐵𝑇

6𝜋 𝜂 𝑅𝐻
 

 

onde Df é o coeficiente de difusão, kB é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, η é a 

viscosidade do meio dispersante e RH é o raio hidrodinâmico das partículas em suspensão (LIM 

et al., 2013). Entretanto, as partículas em suspensão nem sempre são esféricas e, além disso, 

são solvatadas ou estabilizadas por outras moléculas (Figura 4). As estruturas ao redor das 

nanopartículas movem-se juntamente com as mesmas e como consequência o diâmetro 

hidrodinâmico obtido por DLS inclui a camada de hidratação e o conjunto de moléculas que 

estabilizam as nanopartículas (MALVERN INSTRUMENTS LIMITED, 2011). 
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1.2.2 Microscopia Eletrônica de Transmissão  

 

O diâmetro real de uma nanopartícula é frequentemente obtido pela técnica de 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) que não detecta as moléculas arranjadas ao seu 

redor e é capaz de fornecer, deste modo, o tamanho da partícula em si, conforme pode ser 

visualizado na Figura 4. (LIM et al., 2013). 

 

Figura 4 – Esquema representando o raio hidrodinâmico obtido por DLS 

 

Fonte: Adaptado de Chaâbani, 2019 

 

O TEM é uma técnica que permite a visualização e análise de amostras em escala 

nanométrica (1 nanômetro / nm = 10-9 m). Tal equipamento revela níveis de detalhe e 

complexidade de micro e nanoestruturas inacessíveis para um microscópio ótico, uma vez que 

um feixe focalizado de elétrons de alta energia é utilizado para se “iluminar” a amostra no TEM. 

O equipamento também permite a investigação de estruturas cristalinas, orientações de 

amostras e composições químicas de fases, precipitados e contaminantes através padrão de 

difração, raios X e análise de energia eletrônica. (MA; SHIEH; QIAO, 2006) 

O fundamento do TEM baseia-se na geração de um feixe de elétrons, o qual é 

transmitido através de uma amostra suficientemente fina (transparente ao feixe). Os feixes 

resultantes da interação com a amostra, combinados através da lente objetiva fornecem 

informação interna do material analisado como morfologia, estrutura cristalina e defeitos. Além 

disto, usando detectores especiais, os sinais gerados pela interação do feixe com a amostra 

podem ser coletados, por exemplo, para se obter informação da composição da amostra. O 
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instrumento usa como fonte de iluminação elétrons devido a seu pequeno comprimento de onda 

que é inversamente proporcional a energia do feixe incidente na amostra, por exemplo, 0,0025 

nm a 200 kV e 0,0017 nm a 300 kV, permitindo observar estruturas com resolução até em escala 

atômica (WILLIAMS; CARTER, 2009). 

Por meio de uma diferença de potencial aplicado (na ordem de dezenas ou centenas de 

kV), um feixe de elétrons é acelerado ao longo da coluna do microscópio, passando por uma 

série de aberturas e lentes magnéticas condensadoras antes de atingir a amostra. Ao atingir a 

amostra, o feixe de elétrons interage com ela à medida em que a atravessa. A amostra é disposta 

entre a fonte de elétrons e um anteparo, onde a imagem ampliada é formada pelo impacto dos 

elétrons transmitidos e difratados. A imagem gerada é uma projeção bidimensional da amostra, 

em campo claro ou escuro, ou ainda de difração de elétrons, dependendo do modo de operação 

do equipamento (ASTUTO, 2020) 

O TEM é constituído basicamente por um sistema de iluminação, uma coluna que 

contém o sistema de lentes, um sistema de aquisição de informação, o porta-amostras, e 

detectores externos que podem ou não serem acoplados ao equipamento. O sistema de 

iluminação é encarregado de gerar o feixe de elétrons. As principais fontes de emissão de 

elétrons utilizadas são de emissão termiônica (filamento tungstênio e LaB6) e de emissão de 

campo (FEG). Dentro da coluna, que deve estar a vácuo, encontram-se o sistema de lentes 

condensadoras, objetivas, intermediárias e projetoras. A lente objetiva limita o poder de 

resolução do microscópio. As lentes intermediárias e projetoras são as encarregadas de projetar 

e magnificar seja a imagem ou o padrão de difração. Finalmente, a imagem é projetada numa 

tela fosforescente, podendo também ser impressa num filme fotográfico, ou capturada por uma 

câmera CCD. No geral parece um sistema simples, mas existe uma complexidade de elementos 

dentro do instrumento, conforme pode ser observado na Figura 5. (WILLIAMS; CARTER, 

2009; JEOL 2100, 2004) 
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Figura 5 – Esquema geral de um microscópio eletrônico de transmissão 

 

Fonte: JEOL 2100, 2004 

 

1.3 SÍNTESE VERDE DE NANOPARTÍCULAS DE OURO E DE PRATA 

 

As nanopartículas de ouro são geralmente produzidas pela redução do ácido 

tetracloroaúrico com vários agentes, como borohidreto, aminas, álcoois, ácidos carboxílicos, 

citrato de sódio, ácido ascórbico e outros. Ao mesmo tempo, moléculas orgânicas ou polímeros 

podem ser adicionados ao sistema para impedir a agregação das nanopartículas formadas. A 

morfologia final é geralmente esférica. No entanto, conforme já dito anteriormente, o emprego 

de tais agentes químicos pode vir a causar efeitos negativos na saúde humana e no meio 

ambiente, uma vez que frequentemente utilizam-se agentes redutores e estabilizantes tóxicos. 

Portanto, é crucial explorar opções alternativas para a síntese de AuNPs (KHAN et.al.,2019; 
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SOUZA; NOGUEIRA; ROSTELATO, 2019; KALIMUTHU, K.; CHA, B.S.; KIM, S.; PARK, 

K.S, 2020). 

A utilização de estratégias verdes para a produção de AuNPs apresenta vantagens tanto 

ao processo de síntese quanto ao produto final. Uma vez que são empregados para as reações 

compostos e extratos de fontes naturais, procedimentos economicamente mais viáveis podem 

ser desenvolvidos. Em alguns casos é possível ainda a obtenção de tais extratos a partir de 

resíduos oriundos de atividades agrícolas e agroindustriais, como de cascas, sementes e bagaços 

(desde que estejam livres de contaminantes), o que pode otimizar ainda mais o custo do 

processo. (KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015). De maneira geral, pode-se afirmar que 

extratos vegetais que possuem biomoléculas tais como compostos fenólicos, terpenoides, 

flavonoides, polissacarídeos, proteínas, enzimas e aminoácidos podem ser empregados na 

síntese verde de MNPs como as AuNPs. Tais compostos possuem grupos passíveis de sofrer 

oxidação e podem atuar tanto como agentes redutores quanto como agentes estabilizantes. 

(KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015; RAUWEL et al., 2015). 

Diversos trabalhos recentes são reportados na literatura os quais empregam rotas verdes 

para a síntese de AuNPs. Manikandakrishnan e colaboradores (2019) relataram a síntese de 

AuNPs empregando-se um extrato aquoso de uma alga marinha denominada Caulerpa 

racemosa. A síntese se deu misturando-se o extrato de Caulerpa racemosa juntamente com 

HAuCl4 1 mol L-1, na relação 1:1 v/v. A mistura permaneceu sob agitação durante 24 horas. O 

espectro de absorção no UV-VIS das referidas nanopartículas apresentou uma banda de 

absorção em 528 nm, sugerindo a presença das AuNPs formadas. A análise de DLS evidenciou 

um diâmetro hidrodinâmico de 425,2 nm e a análise de potencial zeta confirmou a estabilidade 

das nanopartículas formadas, com um valor de -27,4 mV. Os espectros obtidos pela técnica 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para o extrato e para as 

nanopartículas exibiram absorções similares. No entanto, no espectro das AuNPs foi observado 

uma diminuição nas bandas de absorção referentes aos estiramentos C-O de ácidos carboxílicos 

e aminas e C=O de amidas, sugerindo que tais grupos estariam envolvidos no processo de 

redução do ouro para a formação das nanopartículas. 

Chellapandian e colaboradores (2019) reportaram a utilização do extrato de uma alga 

vermelha denominada Gracilaria verrucosa na síntese verde de AuNPs. Para a síntese, 

aqueceu-se uma 50 mL do extrato de Gracilaria verrucosa sob 60oC por 20 minutos. 

Posteriormente, adicionou-se por gotejamento a solução do precursor metálico HAuCl4, até 

atingir a concentração de 0,0199 molL−1 . Tal mistura permaneceu sob agitação vigorosa por 

mais 20 minutos. Pela técnica de UV-VIS observou-se uma banda de absorção em 520 nm, 
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demonstrando assim a formação das nanopartículas. A análise de TEM revelou diversas 

morfologias para as AuNPs (esférica, oval, pentagonal, romboédrica e triangular). O diâmetro 

das nanopartículas obtidas foi de aproximadamente 20 nm e a análise de potencial zeta revelou 

o caráter aniônico das nanopartículas formadas, com um valor de -21,3 mV. Os autores 

concluíram a partir da caracterização das AuNPs obtidas que as biomoléculas presentes no 

extrato aquoso de Gracilaria verrucosa, como proteínas, compostos fenólicos e aromáticos, 

desempenharam um papel importante na formação e estabilização das AuNPs.  

Thangamani e Bhuvaneshwari (2019) relataram o emprego do extrato da folha de 

Simarouba glauca, uma espécie de árvore comum na América do Sul, na síntese verde de 

AuNPs. A síntese se procedeu adicionando-se diferentes alíquotas do precursor metálico (2,7; 

2,4; 2,1; 1,8 mL) HAuCl4 na concentração de 0,4 mg mL-1 juntamente com alíquotas do extrato 

de Simarouba glauca (0,3; 0,6; 0,9; 1,2 mL). Dentre esses valores, otimizou-se como condição 

ótima de síntese 0,3 mL do extrato e 2,7 mL de HAuCl4, uma vez que apresentou o menor 

diâmetro de partícula pela análise de TEM, que foi de 10 nm. A análise de FTIR realizada com 

o extrato utilizado revelou uma banda referente ao estiramento do grupo C=O. Tal grupamento 

provavelmente é responsável pela redução do precursor metálico, promovendo-se, assim, a 

síntese das AuNPs. O espectro de UV-VIS revelou uma absorção em 530 nm. A análise de 

DRX confirmou a estrutura cúbica de face centrada apresentada pelo ouro metálico e a análise 

de potencial zeta revelou um valor de -29,3 mV.  

Com relação as AgNPs, apesar de suas excelentes propriedades, são reportados 

trabalhos anteriores na literatura os quais mencionam que estas podem apresentar níveis de 

citotoxicidade e induzir alterações cromossômicas, parada do ciclo celular além de ocasionar 

um aumento na produção de espécies reativas de oxigênio. (ASHARANI, et al, 2009; 

ANTONY; SIVALINGAM; CHEN, 2015). No entanto, o método de síntese, o tamanho, a 

morfologia, funcionalidade e agentes estabilizadores estão relacionados a esses efeitos. 

(GIRÓN-VÁZQUEZ, 2019). Dentre os métodos convencionais de síntese de AgNPs pode-se 

citar os físicos, que envolvem técnicas como evaporação-condensação, ablação a laser, 

irradiação elétrica, irradiação gama e litografia. Os métodos químicos convencionais envolvem 

a redução da Ag+ para Ag0 na forma nanoparticulada com reagentes reduores tais como citrato 

de sódio, ascorbato e borohidreto de sódio. (GÜZEL; ERDAL, 2018). Entretanto, tais métodos 

apresentam desvantagens como alto custo, alta demanda de energia, uso de agentes redutores 

nocivos à saúde e ao meio ambiente e produção de resíduos tóxicos. (GIRÓN-VÁZQUEZ, 

2019). Neste sentido, faz-se necessário explorar opções alternativas para a síntese de AgNPs. 
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Diversos trabalhos recentes vêm empregando rotas verdes na síntese de AgNPs. É 

reportado na literatura o uso de microrganismos como fungos (HULIKERE; JOSHI, 2019; 

NANDA;NAYAK; MOORTHY, 2018) e bactérias (DESAI; PATIL; PAWAR, 2020; 

DAKHIL, 2017; SHANTHI, et al, 2016) para se promover a síntese de nanopartículas de prata.   

Hulikere e colaboradores (2019) reportaram a síntese de AgNPs empregando-se o fungo 

marinho Cladosporium cladosporioides, que foi isolado da alga marrom Sargassum wightii. 

Para se realizar a síntese, adicionou-se 10 mL da cultura do fungo previamente purificado à 90 

mL de AgNO3 1 mmol L-1. A mistura reacional permaneceu sob agitação em temperatura 

ambiente por determinado período de tempo. A suspensão de AgNPs obtida apresentou uma 

banda de absorção de UV-VIS em 440 nm, indicando a presença do nanomaterial formado. 

Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo mostraram que 

as AgNPs sintetizadas apresentaram morfologia esférica e com um tamanho de partícula 

variando entre 30 e 60 nm. Uma análise de DRX demonstrou a natureza cristalina das AgNPs, 

exibindo picos referentes a estrutura cúbica de face centrada característica da prata metálica.  

Contudo, a utilização de extratos de plantas apresenta vantagens como fácil preparação, 

uma vez que não requer culturas específicas para o crescimento de microorganismos e 

processos de purificação trabalhosos, além de ser uma opção mais econômica  e de fácil acesso 

para se promover a síntese verde de AgNPs. (HERNÁNDEZ-MORALES, et al, 2019).   

Siddiquee e colaboradores (2019) reportaram a síntese verde de AgNPs empregando-se 

extratos da folha de Delonix regia, conhecida como flamboiã no Brasil. Neste trabalho, o 

extrato atuou como agente redutor e estabilizante para a síntese de AgNPs. A síntese foi 

realizada misturando-se alíquotas do extrato de D.regia à uma solução de AgNO3, de modo que 

a proporção na síntese fosse de 20:80 V/V. Tal mistura permaneceu sob em agitação constante 

e em temperatura de 25oC por 10 minutos. O espectro de UV-Vis da suspensão revelou uma 

única banda em 455 nm e a pela análise de DLS obteve-se um diâmetro hidrodinâmico de 72,77 

nm. A análise de DRX confirmou a natura cristalina das nanopartículas sintetizadas, e a partir 

da análise de FTIR pode-se confirmar os fenóis e as aminas presentes no extrato de D.regia 

atuaram na formação das  AgNPs. 

Ravichandran et al (2019) relataram a síntese verde de AgNPs empregando-se o extrato 

aquoso da folha de Parkia speciosa. Para a síntese, misturou-se 1 mL do extrato obtido com 1 

mL solução de AgNO3 0,01 mol L-1. A suspensão obtida revelou uma banda em 410 nm, o que 

denota a presença das AgNPs. A análise de DRX confirmou a estrutura cúbica de face centrada 

da prata metálica. A análise de TEM revelou uma morfologia esférica para as AgNPs 

sintetizadas e o diâmetro médio foi igual a 35 nm. Neste trabalho, os flavonóides e os compostos 
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fenólicos presentes na estrutura do extrato das folhas de P. Speciosa foram os responsáveis por 

promover a redução da Ag+ para a formação de AgNPs. 

Hamedi e Shojaosadati (2019) realizaram a síntese de AgNPs empregando-se extratos 

aquosos da folha da planta Diospyros lotus. A síntese foi realizada de maneira similar as demais 

descritas.  O espectro de UV-Vis da suspensão obtida revelou uma banda em 410 nm, referente 

a formação das AgNPs. A análise de TEM revelou que as AgNPs sintetizadas possuiam um 

diâmetro médio de 20 nm. Os padrões de DRX comprovaram a natureza cristalina das AgNPs 

sintetizadas. As imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostraram a 

presença de nanopartículas esféricas sem evidência de agregados.  

Pode-se observar nos trabalhos relatados, referentes as sínteses da nanopartículas 

metálicas, que as análises de UV-VIS apresentaram valores próximos ao valor característico da 

suspensão de AuNPs de 520 nm e de 410 nm para as AgNPs, confirmando a presença das 

mesmas, sendo sua morfologia esférica. Além disso, as nanopartículas obtidas apresentaram 

boa estabilidade, uma vez que os valores de potencial zeta aproximaram-se do valor 

característico de -30 mV. Assim, as AuNPs e AgNPs obtidas pelas rotas verdes apresentadas 

apresentam pequena tendência de sofrerem coalescência (ŠEGOTA; HEIMER; TEŽAK, 2006). 

Os grupamentos passíveis de sofrerem oxidação como O-H, C=O, compostos fenólicos e 

amidas, presentes nos extratos citados foram responsáveis pela formação das nanopartículas. 

Portanto, é possível afirmar que além de promoverem a redução íon Au3+ para Au0 e do Ag+ 

para Ag0 na forma de nanopartículas, os extratos empregados nos referidos trabalhos também 

foram eficientes agentes estabilizantes para as nanopartículas formadas. 

 

1.4 POLISSACARÍDEOS DE GOMAS DE EXSUDATOS  

 

Polissacarídeos são polímeros naturais e consistem em um dos principais constituintes 

dos seres vivos, exercendo papel essencial na constituição estrutural e na geração de energia. 

Essas biomoléculas são formadas por longas cadeias poliméricas de mono-, di- ou 

oligossacarídeos unidos por ligações glicosídicas. Possuem grupos funcionais tais como –NH2, 

–OSO3
- , –NH(CO)CH3 e –COOH covalentemente ligados ao esqueleto carbônico em 

diferentes posições. Os polissacarídeos podem ser extraídos de plantas (incluindo algas), 

animais, fungos ou obtidos por fermentação microbiológica. Em plantas superiores, estes 

podem ser obtidos de exsudatos, frutos, tubérculos e sementes. (RAVEENDRAN et al., 2013; 

CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009). 
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Um exsudato consiste em um fluído orgânico emitido através das paredes e membranas 

celulares, tanto de animais quanto de plantas, em resposta a uma inflamação ou lesão. Em 

plantas, exsudatos são produzidos como mecanismo de defesa contra o estresse causado por 

injúrias físicas ou ataque de microorganismos, prevenindo uma possível infecção ou 

desidratação da planta (VERBEKEN; DIERCKX; DEWETTINCK, 2003). Nesse processo, há 

a secreção de um fluído viscoso, geralmente no tronco da planta. Quando exposta ao ar, esse 

fluído solidifica-se dando origem a um sólido amorfo e translúcido que é conhecido como goma 

(CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009; OLORUNSOLA et.al, 2016).  

Em geral, gomas de plantas são constituídas majoritariamente de polissacarídeos, 

apresentando uma massa molecular elevada e variável. Sua estrutura é composta de uma 

variedade de monossacarídeos, ligações glicosídicas e ramificações. (STEPHEN; PHILILIPS; 

WILLIAMS, 2006). A intensa aplicação industrial de gomas de exsudatos é em decorrência de 

sua capacidade de reter água, produzir géis ou soluções de alta viscosidade e de incrementar a 

estabilidade de emulsões e espumas. Tais propriedades dependem da estrutura química dos 

polissacarídeos das gomas de exsudatos bem como sua conformação em solução. (TOSIN, et.al, 

2014). Dentre as aplicações tecnológicas das gomas, destacam-se a sua utilização como agentes 

espessantes, gelificantes, emulsificantes, floculantes, adesivos, inibidores de cristalização, 

formadores de filmes e protetores coloidais. (SILVA; RODRIGUES; PAULA, 1998).  

A estrutura polissacarídica mais abundante encontrada em gomas de exsudatos são as 

arabinogalactanas, como as da Acacia senegal (goma arábica). É composta por uma cadeia 

principal de β-D-galactopiranose com ligação 1→3 e cadeias laterais compostas por duas a 

cinco unidades de β-D-galactopiranose ligadas à cadeia principal por ligações 1→6. Ambas as 

cadeias contêm unidades de α-L-arabinofuranose, α-L-ramnopiranose, β-Dglucuronopiranose, 

e 4-O-metil-β-D-glucuronopiranose. Outras gomas de exsudato frequentemente utilizadas 

comercialmente são a goma ghati (Anogeissus latifólia), tragacante (Astragalus sp) e caraia 

(Sterculia urens). (CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009). 

Outros polissacarídeos como as Glucoronoarabinoxilanas (GAX) também são 

encontrados em gomas de exsudatos, embora menos frequentemente. Estudos de caracterização 

de tais gomas revelaram uma composição variada de monossacarídeos, destacando-se a 

arabinose, xilose, galactose, fucose e ácido urônico. (TOSIN et al., 2013; TOSIN et al., 2014). 

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) é a terceira fruta tropical mais cultivada no Brasil. 

Dentre as doenças que podem atingir o abacaxi, a gumose, que é causada pela contaminação 

pelo fungo Fusarium subglutinans, caracteriza-se pela exsudação de uma goma a partir da casca 

da fruta. O polissacarídeo da goma do abacaxi (GA) foi extraído e caracterizado como uma 
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GAX composto por arabinose, xilose, galactose e ácido glucurônico na razão molar de 

40:23:7:30. A cadeia principal é composta por unidades de β-D-xilopiranose com ligações 1→4 

altamente substituídas em O-2 e O-3 por unidades de - arabinofuranose e ácido -

glucuronopiranose, com unidades terminais não redutoras de -arabinofuranose, -

arabinopiranose, −xilopiranose, -galactopiranose e ácido -glucurônico piranose (TOSIN et 

al., 2013).  

 

1.5 Garcinia conchichinensis 

 

O gênero Garcinia (Clusiaceae) é composto por cerca de 550 espécies, em sua maioria 

árvores, distribuídas em áreas tropicais da África, América, Polinésia e Ásia. Algumas espécies 

são frutíferas, como a Garcinia mangostana, Garcinia buchananii, Garcinia atroviridis, 

Garcinia dulcis, Garcinia xanthochymus e Garcinia cochinchinensis (FARINAZZI-

MACHADO, et al, 2016). Estudos de fitoquímicos tem revelado que as espécies da Garcinia 

são ricas fontes de metabólitos secundários, incluindo flavonoides e biflavonoides e alguns 

destes compostos apresentam inúmeras atividades biológicas. É reportado na literatura estudos 

sobre as propriedades antioxidantes (JUNG, et al, 2006; SHARMA; JOSEPH; SINGH, 2014; 

PANDA; ASHAR; SRINATH, 2012), anti-inflamatórias (SERUJII; KHONG; KUTOI, 2013; 

SANTA-CECÍLIA, et al, 2011; ZHANG, et al, 2014) e até mesmo anti-câncer (AISHA, et al, 

2012; LI, et al, 2013; WANG, et al, 2012) de diversas espécies de Garcinia. Usada na medicina 

tradicional em várias partes do mundo, espécies de Garcinia vem sendo estudadas no 

tratamento e prevenção de patologias neurólogicas como o Alzheimer (WANG, et al, 2016; 

SABOGAL-GUÁQUETA, et al, 2017) e o Parkinson (ANTALA, et al, 2012). Também é 

relatado na literatura sua utilização no tratamento de doenças auto-imunes como lupus 

eritematoso (LI, et al, 2015), psoríase (CHEN, et al, 2017) e esclerose múltipla (WANG, et al, 

2016).  

A Garcinia cochinchinensis (Figura 6), conhecida por mangostão amarelo, garcinia e 

falso mangostão, pertence ao mesmo táxon genérico. É uma fruta nativa do Vietnã e é utilizada 

pela medicina popular vietnamita. A casca da Garcinia cochinchinensis é usada para curar 

alergia, irritações e doenças de pele. É encontrada no Brasil e comumente é confundida com a 

Garcinia mangostana, em especial na fase jovem do fruto, pela morfologia de suas folhas 

(SACRAMENTO et al., 2007). A árvore atinge até 20 metros de altura, seus frutos são 

comestíveis e é uma espécie muito utilizada em parques e jardins públicos.  

 



35 
 

Figura 6 - Frutos, flores e folhas da Garcinia cochinchinensis 

 

Fonte: MACHADO, 2016 

 

Os principais compostos encontrados nos extratos dos frutos, folhas e sementes dessa 

espécie são benzofenonas poliisoprenadas e biflavonóides. Estudos de caracterização da flora 

do estado do Paraná reportam a presença de espécies do gênero Garcinia. Contudo, até o 

presente momento, são escassos os relatos a respeito do estudo fitoquímico de G. 

cochinchinensis. Nguyen e colaboradores (2011) isolaram e elucidaram benzofenonas 

poliisopreniladas (Figura 7) do pericarpo do fruto da Garcinia conchinchinesis. Um estudo 

fitoquímico da casca das sementes dessa espécie foi realizado, das quais foram isoladas a 

morelloflavona (Figura 8) e a garcianina (Figura 9), dois biflavonóides. (SCHAFFKA, et al, 

2019). 
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Figura 7 – Estrutura química de benzofenonas poliisopreniladas isoladas do pericarpo do fruto da Garcinia 

conchinchinesis. 

 

 

 

Fonte: Nguyen, et al, 2011 

 

Figura 8 – Estrurura química da morelloflavona 

 

Fonte: Adaptado de SCHAFFKA et al, 2019 
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Figura 9 – Estrutura química da garcianina 

 

Fonte: Adaptado de CANUTO, 2007 

 

 

1.6 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS COM NANOPARTÍCULAS DE 

OURO E DE PRATA SINTETIZADAS POR ROTAS VERDES 

 

Já é reportado na literatura alguns trabalhos utilizando-se da síntese verde de 

nanopartículas de ouro na fabricação de eletrodos modificados para diversas aplicações. Dentre 

esses estudos, pode-se citar o trabalho de Taib e claboradores (2019) onde é proposta uma rota 

de síntese verde de AuNPs empregando-se um extrato aquoso das folhas de Hibiscus sabdariffa, 

que atuou simultaneamente como agente redutor e estabilizante para a síntese. As 

nanopartículas obtidas foram utilizadas para modificação de um eletrodo de carbono vítreo 

(ECV), gotejando-se uma alíquota da suspensão de AuNPs na superfície do mesmo e 

posteriormente realizou-se a secagem em estufa por 6 horas.  O eletrodo desenvolvido foi 

utilizado no estudo do processo de eletrooxidação de nitrito, um contaminante que está 

relacionado com o desenvolvimento de câncer. O ECV não apresentou nenhuma resposta 

eletroquímica frente ao analito estudado, apenas corrente capacitiva e ao adicionar a suspensão 

de AuNPs obtida, pode-se observar o pico de oxidação do nitrito em 0,8 mV. A elevada área 

superficial das AuNPs conferiu ao eletrodo modificado uma maior sensibilidade frente ao 

analito em estudo no referido trabalho. O ECV modificado (ECVM) com as AuNPs exibiu 
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sensibilidade frente ao processo de eletrooxidação do nitrito, obtendo-se um limite de detecção 

de 0,11 nmolL-1. Foi observado que o eletrodo desenvolvido apresentou uma estabilidade em 

21 dias de estudo, perdendo 20% de sua resposta inicial de corrente. O estudo de 

reprodutibilidade de confecção do eletrodo apresentou um valor de desvio padrão relativo 

aceitável menor que 5% (4,27%).  

Lima e colaboradores (2018) relataram a utilização da porfirana, um polissacarídeo 

sulfatado extraído de algas vermelhas como agente redutor e estabilizante na síntese de AuNPs. 

A suspensão de AuNPs (que apresentou um diâmetro de 16 nm) foi utilizada na modificação 

de um eletrodo de pasta de carbono (EPC) para a posterior detecção do agente anti-tumoral 5-

flurouracil (5-FU). Estudos de voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIE) mostraram que o nanocompósito melhorou o desempenho eletroquímico 

dos eletrodos, sendo observado um aumento de corrente e uma diminuição na resistência de 

transferência de carga. Tal melhora foi atribuída a alta condutividade e grande área superficial 

apresentada pelas AuNPs. O EPCM com as AuNPs obtidas pela rota verde proposta 

eletrocatalisou o processo de eltrooxidação do 5-FU, sendo observado uma diminuição de 30 

mV no valor de potencial de pico de oxidação (Epa) para o eletrodo modificado com as AuNPs 

em comparação ao eletrodo sem modificação. Por voltametria de pulso diferencial (VPD), uma 

relação linear entre as correntes de pico (Ipa) e a concentração de 5-FU foi verificada, na faixa 

de concentração de 29,9 a 234 µmol L-1. Os valores de limite de detecção (LD) e limite de 

quantificação (LQ) foram de 0,66 e 2,22 µmol L-1, respectivamente. O bom desempenho 

analítico do eletrodo modificado foi confirmado para determinação 5-FU em uma formulação 

farmacêutica comercial. O eletrodo desenvolvido apresentou percentagens de recuperações 

variando de 96,6 a 101,4%, bem como um desvio padrão relativo aceitável (RSD = 2,80%). 

Emmanuel e colaboradores (2014) reportaram a síntese verde de AuNPs empregando-

se extratos do galho da Acacia nilotica e a posterior aplicação da suspensão obtida como 

modificador em eletrodos de carbono vítreo (ECV) para a determinação do poluente 

nitrobenzeno (NB). A modificação do ECV se deu gotejando-se uma alíquota de volume 

conhecido das AuNPs obtidas pela síntese verde na superfície do eletrodo previamente limpa, 

deixando-se secar em temperatura ambiente. Uma comparação por VPD entre o ECV e o 

ECVM com as AuNPs na presença do analito NB revelou uma maior resposta de corrente para 

o eletrodo modificado com as nanopartículas obtidas, bem como um deslocamento de potencial 

de oxidação para regiões mais negativas. Os resultados indicaram que o ECVM com as AuNPs 

é mais adequado para a determinação do NB comparado ao ECV pois as nanopartículas 

conferiram uma maior sensibilidade ao ECV, além de promover a eletrocatálise do processo de 
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oxidação do analito. Uma relação linear entre as correntes de pico do VPD e a concentração de 

NB foi verificada, na faixa de concentração de 0,1 a 600 µmol L-1. A partir das curvas analíticas 

obtidas, calculou-se um limite de detecção o qual foi de 0,016 µmol L-1. A estabilidade do 

eletrodo foi avaliada em 8 dias e 92, 3% da resposta inicial de corrente foi mantida. A 

reprodutibilidade de confecção do eletrodo e a repetibilidade de medida apresentaram valores 

de DPR aceitáveis de 2,1% e 2,7%, respectivamente. 

Karuppiah e colaboradores (2015) relataram a síntese verde de AuNPs empregando-se 

extratos da folha de Justicia glauca. Posteriormente, realizou-se a modificação de um ECV com 

a suspensão de AuNPs obtida e aplicou-se na determinação de íons Pb2+. Para a modificação 

do ECV, gotejou-se uma alíquota conhecida de AuNPs sobre a superficie do ECV previamente 

limpa, deixando-se secar em temperatura ambiente. Uma comparação por VPD entre o ECV e 

o ECVM com as nanopartículas obtidas na presença de íons Pb2+ revelou que, para o eletrodo 

sem modificação, nenhum processo eletroquímico foi observado. Entretando, o ECVM com as 

AuNPs apresentou um pico de anódico referente a eletrooxidação do analito pode ser 

observado, indicando ser um eletrodo adequado para a determinação do referido analito. Uma 

relação linear entre as correntes de pico do DPV e a concentração de Pb2+ foi verificada, na 

faixa de concentração de 0,005 à 800 µmol L-1. A partir das curvas analíticas, obteve-se um LD 

de 0,07 nmol L-1. Bons níveis de reprodutibilidade e repetibilidade de resposta foram obtidos, 

com valores de RSD de 2,9 e 3,6 %, respectivamente. 

Também é reportado na literatura trabalhos utilizando-se da síntese verde de AgNPs na 

fabricação de eletrodos modificados para diversas aplicações. Dentre esses estudos, pode-se 

citar o trabalho de Shivakumar e colaboradores (2017). Neste estudo, empregou-se descarte 

industrial da madeira Nilgiri, denominado como licor, para se promover a síntese de AgNPs. 

Os ECVs foram modificados com as AgNPs sintetizadas a partir do gotejamento de uma 

solução contendo 10 mL da suspensão das mesmas, 20 mL de Nafion e 980 mL de água 

destilada sobre este eletrodo. Uma comparação entre o ECV e o ECVM com as AgNPs na 

presença do nitrito revelou que, para o ECVM, o potencial de oxidação eletroquímico do nitrito 

foi menor em comparação ao eletrodo sem modificação, evidenciando deste modo as 

propriedades catalíticas das AgNPs. Além disso, uma maior resposta de corrente para a 

eletrooxidação do nitrito foi observada para o e ECVM. Isso se deve às propriedades condutoras 

bem como a elevada área superficial apresentada pelas AgNPs. Curvas analíticas foram obtidas 

por amperometria, na faixa de concentração 0,1 - 8,0 mmol L-1 e, a partir delas, obteve-se um 

LD de 0,031 mmol L-1. 
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Khalilzadeh e Borzoo (2016) relataram a síntese verde de AgNPs empregando-se extrato 

aquoso de cebola. Após isso, EPCs foram modificados com a suspensão de AgNPs obtida, 

misturando-se a mesma com uma massa conhecida de grafite em pó. Posteriormente, adicionou-

se parafina que atuou como um agente aglutinante. O EPC/AgNPs foi empregado na 

determinação do ácido ascórbico. Uma comparação por VOQ entre um EPC sem modificação 

e o EPC/AgNPs em presença de uma solução de ácido ascórbico revelou que o EPC/AgNPs 

possui uma maior sensibilidade frente ao analito estudado, uma vez que apresentou maiores 

respostas de corrente em comparação ao eletrodo sem modificação. Curvas analíticas foram 

obtidas para o EPC/AgNPs frente ao ácido ascórbico numa faixa de concentração de 0,4 – 450,0 

µmol L-1, obtendo-se um limite de detecção de 0,1 µmol L-1. 

A partir dos trabalhos acima citados, pode-se notar que ambos apresentam sínteses 

verdes que promovem de maneira eficiente a formação das AuNPs e AgNPs. Tais 

nanopartículas sintetizadas melhoraram o desempenho eletroquímico dos eletrodos nao 

modificados utilizados. Isso se deve às propriedades apresentadas pelos nanomaterias como 

elevada condutividade, alta área superficial e eletrocatalização. Ressalta-se ainda a praticidade 

das sínteses apresentadas, uma vez que os extratos naturais atuaram simultaneamente como 

agentes redutores e oxidantes, bem como a fácil preparação dos eletrodos acima mencionados. 

Além disso, ambos os eletrodos foram capazes de detectar os analitos mencionados em baixas 

concentrações. 

 

1.7 ANALITOS EMPREGADOS NESTE TRABALHO 

 

1.7.1 Cloridrato de Prometazina 

 

Uma reação de hipersensibilidade, comumente denominada de reação alérgica, 

caracteriza-se por uma resposta imunológica exagerada a um determinado antígeno (alérgeno) 

e se apresenta em duas fases. A primeira fase, conhecida como fase imediata, ocorre minutos 

após o contato com o alérgeno e caracteriza-se pela liberação de mediadores, em especial a 

histamina. A histamina é sintetizada e liberada por diferentes células humanas, especialmente 

basófilos, mastócitos, plaquetas, neurônios histaminérgicos, linfócitos e células 

enterocromafínicas, sendo estocada em vesículas ou grânulos liberados sob estimulação 

(CRIADO et al., 2010). Vários mediadores estão envolvidos na fisiopatologia das doenças 

alérgicas, entretanto, a histamina continua sendo o principal deles, exercendo papel 

fundamental na gênese dessas doenças, particularmente da rinite e da urticária. A segunda fase 
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é denominada fase tardia ou inflamatória onde há a liberação de citocinas e interleucinas. 

(NUNES; LADEIRA,2005; IBIAPINA et al.,2008; DÁVILA et al., 2011; NUNES, 2006). Os 

efeitos da histamina são mediados pela sua ligação com quatro subtipos de receptores: receptor 

de histamina (H1, H2, H3 e H4). A histamina exerce seus efeitos nas doenças alérgicas 

interagindo principalmente com os receptores H1 presentes nos diferentes órgãos. No nariz, a 

histamina estimula as terminações nervosas sensoriais (prurido e espirros), aumenta a 

permeabilidade vascular (edema e obstrução) e as secreções glandulares (coriza). Na pele, 

provoca vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular (eritema e edema) e estimula as 

terminações nervosas sensoriais (prurido). Nos pulmões, atua, principalmente, na musculatura 

lisa brônquica (broncoconstrição). Os anti-histamínicos são denominados de acordo com o 

receptor para histamina com o qual interagem. Aqueles que atuam preferencialmente em 

receptores H1, H2, H3 e H4 são denominados, respectivamente, anti-H1, anti-H2, anti-H3 e anti-

H4. Os anti-H1 são os mais utilizados no tratamento das doenças alérgicas. (CRIADO et al., 

2010; NUNES, 2006).  

O Cloridrato de Prometazina (cloridrato de N,N-dimetil-1-fenotiazina-10-il-propan-2-

amina) (PMZ) pertence a primeira geração de anti-histamínico H1 e é um derivado fenotiazínico 

de cadeia lateral alifática, que possui atividade anti-histamínica, sedativa, antiemética e efeito 

anticolinérgico (Figura 10). É indicada para situações de rinite sazonal, reações de 

hipersensibilidade a medicamentos, prevenção de urticárias, tratamento de picadas de insetos, 

reações alérgicas oculares (como por exemplo conjuntivite alérgica e nasais). Uma vez que 

possuiu efeito sedativo, pode ser utilizada no controle de náuseas, vômitos e enxaqueca além 

de prolongar o sono induzido por barbitúricos, sendo seu emprego terapeuticamente útil em 

anestesia clínica. (KAMEI et al., 2005; MENEGATTI et al., 2004).  

 

Figura 10 – Estrutura do anti-histamínico Cloridrato de Prometazina 

 

 

Fonte: A autora. 
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 Apesar de seus efeitos benéficos, como um receptor anti-histamínico H1, a prometazina 

pode causar efeitos adversos a saúde humana. Os receptores H1 encontram-se distribuídos no 

sistema nervoso central e os anti-H1 podem ocasionar efeitos tais como: sedação, variando de 

sonolência leve a sono profundo; depressão, identificada por sintomas do tipo distúrbio de 

coordenação, tontura, lassidão e falta de concentração. Os anti-H1 de primeira geração, como 

no caso da PMZ, são bastante lipossolúveis, têm baixo peso molecular e alta afinidade pelos 

receptores H1 cerebrais, o que faz com que os efeitos anteriormente citados ocorram com 

freqüência, mesmo em doses terapêuticas. Além disso, pode apresentar efeitos farmacológicos 

não relacionados à ligação ao receptor H1, podendo também ligar-se a receptores muscarínicos, 

ocasionando boca seca, taquicardia e retenção urinária. (NUNES, 2006). Devido à sua ampla 

utilização e a seus possíveis efeitos adversos, a determinação da PMZ em formulações 

comerciais é de grande importância. Inúmeras técnicas já foram anteriormente empregadas na 

determinação da PMZ em compostos farmacêuticos, tais como cromatografia líquida de alta 

eficiência (WOJCIAK-KOSIOR; SKALSKA; MATYSIK, 2006; GILPIN; GILPIN, 2007), 

eletroforese capilar (LARA, et al.,2005) e espectrofotometria aliada a injeção de fluxo. 

(DANIEL; GUTZ, 2003; FENG et al., 2007; RAMA et al., 2004). Apesar de tais métodos 

apresentarem uma boa sensibilidade, são em sua maioria métodos caros, em muitos casos é 

necessário um pré-tratamento da amostra antes da análise, bem como a utilização de solventes 

tóxicos. Nesse sentido, as técnicas eletroanalíticas revelam-se uma excelente alternativa a tais 

métodos, uma vez que apresenta um menor custo, um menor tempo de análise e possibilita a 

medição diretamente na amostra, sem a necessidade de um tratamento prévio. (GALLI, et.al., 

2006; JESUS et al, 2011; RIBEIRO, et al, 2008). 

 

1.6.2 5-Fluorouracil 

 

O câncer caracteriza-se na rápida multiplicação e disseminação de células anormais que 

crescem em ritmo superior ao natural e de modo desordenado, podendo invadir outros órgãos e 

regiões do corpo. (INCA, 2015). Consequentemente, as células cancerosas vão substituindo as 

saudáveis e os tecidos invadidos vão perdendo suas funções. (ALMEIDA et al., 2005). 

A quimioterapia é o principal tratamento realizado contra o câncer. O objetivo de uma 

quimioterapia é a destruição das células doentes. Todavia, a maior parte dos agentes 

quimioterápicos utilizados atualmente atua de modo não específico, comprometendo assim as 

células saudáveis. Assim, células saudáveis, em especial as de rápido crescimento, como as 
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gastrointestinais, capilares e as do sistema imunológico, são afetadas pela quimioterapia. Esta 

é a razão pela qual frequentemente observam-se efeitos colaterais deste tipo de tratamento, 

como náuseas, perda de cabelo e maior vulnerabilidade a infecções. (ALMEIDA et al., 2005). 

Em geral, o mecanismo de ação da maior parte dos agentes quimioterápicos consiste na 

interação direta com os ácidos nucleicos DNA e RNA, e/ou na inibição dos mecanismos 

bioquímicos envolvidos em sua síntese e replicação. (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 

2003). 

O 5-fluorouracil (Figura 11) é um agente quimioterápico amplamente utilizado no 

tratamento de tumores do colo do útero, cólon, mama, estômago e pâncreas. 

(HEIDELBERGER; ANSFIELD, 1963; HUA et al., 2013). O mecanismo de ação deste 

medicamento baseia-se na incorporação direta aos ácidos nucleicos quanto por meio da inibição 

de sua biossíntese das células cancerosas. (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). No 

entanto, o 5-FU tem algumas limitações na aplicação clínica devido à sua não especificidade, 

resultando em possíveis efeitos colaterais graves. O monitoramento da concentração de 5-FU 

livre circulante na corrente sanguínea é uma estratégia clínica para se avaliar as variações 

individuais no metabolismo e na resposta ao tratamento. (CATALDI et al., 1988; PRASAD et 

al., 2012). 

 

Figura 11 – Estrutura química do agente quimioterápico 5-FU 

 

Fonte: A autora. 

 

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos analíticos sensíveis e seletivos para 

concentrações de 5-FU em produtos farmacêuticos e amostras biológicas é extremamente 

importante. Várias técnicas analíticas foram propostas para a detecção de 5-FU, como HPLC 

(SANSON, et al, 2011), eletroforese capilar (LIU, et al, 2018; SANCHEZ; VALENZUELA; 
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RODRIGUEZ-CACERES, 2015), cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa 

(LI, et al, 2018), cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (YU, et al, 2012) e 

espectroscopia de fluorescência. (KHOT, et al, 2010). Apesar do bom desempenho analítico 

dos métodos citados, estes muitas vezes proporcionam análises lentas e de custo elevado, uma 

vez que usualmente exigem procedimentos laboriosos de preparação de amostras, além de 

fazerem uso de equipamentos bastante caros. Assim, o desenvolvimento de métodos mais 

práticos, rápidos e de baixo custo para a determinação de 5-FU torna-se um tópico de grande 

importância. (HUA et al., 2013). Dentro deste contexto, as técnicas eletroquímicas são 

alternativas às técnicas mencionadas para a detecção de 5-FU. Os métodos eletroanalíticos 

apresentam vantagens tais como baixo custo, boa sensibilidade e seletividade, possibilidade de 

miniaturização e de análises diretamente na amostra (LIMA, et al, 2018) 

Já é relatado na literatura estudos que empregam técnicas eletroanalíticas na 

determinação do 5-FU. Como exemplo pode-se citar o trabalho de Zahed e colaboradores 

(2018). Neste estudo, modificou-se um eletrodo de grafite com um nanocompósito de AgNPs 

com polianilina e nanotubos de carbono (AgNPs@PANINTs). O eletrodo foi posteriormente 

utilizado na determinação do 5-FU. Estudos de caracterização do eletrodo modificado por VC 

e VPD mostraram uma maior sensibilidade ao 5-FU para o AgNPs@PANINTs em comparação 

aos eletrodos sem modificação. Um estudo de pH empregando-se o AgNPs@PANINTs revelou 

que o pH 8 foi o ideal para a determinação do 5-FU, apresentando uma maior resposta de 

corrente. Curvas analíticas foram construídas na faixa de concentração de 1.0 µmol L-1 à 300 

μmol L-1 e o limite de detecção calculado foi de 0,06 μmol L-1.  Estudos de detecção do 5-FU 

com o AgNPs@PANINTs em amostras de sangue apresentaram percentagens de recuperação 

de 95,08 a 101,8%. 

Bukkitgar e Shetti (2016) descreveram a obtenção de um eletrodo de um EPC 

modificado por deposição eletroquímica de azul de metileno para a determinação do 5-FU. Uma 

comparação por VC entre o EPC e o EPCM com azul de metileno na presença de 5-FU mostrou 

um ganho de corrente bem como uma diminuição de potencial de oxidação do analito para o 

EPCM, demonstrando assim que a modificação do EPC com o azul de metileno foi vantajosa 

na determinação do 5-FU. Curvas analíticas foram obtidas por VPD na faixa de concentração 

de 4x10−5 à 1x10−7 mol L-1 com um LD de 2,04 nmol L-1 e um LQ de 6,18 nmol L-1. Além 

disso, o eletrodo desenvolvido demonstrou boa reprodutibilidade para a determinação do 5-FU, 

com um valor de DPR de 1,4%. 

Rahimi-Nasrabadi e colaboradores (2020) obtiveram um EPCM incorporando-se um 

compósito de tungstato de praseodímio e érbio (Pr:Er). Realizou-se uma comparação por VC 
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na presença de 5-FU de um EPC sem modificação e EPCMs com diferentes quantidades do 

compósito de tungstato de praseodímio e érbio incorporados na pasta. Pode-se verificar que o 

EPC sem modificação apresentou a menor resposta de corrente em comparação aos 

modificados. O EPC modificado com uma proporção de 5% do compósito de tungstato de 

praseodímio e érbio na pasta apresentou a maior resposta de corrente, portanto, essa proporção 

foi escolhida nos estudos subsequentes. Estudos de reprodutibilidade e repetibilidade 

apresentaram valores de DPR de 3,6% e 1,02%, respectivamente. Curvas analíticas foram 

obtidas na faixa de concentração de 0,01 a 50 μmol L-1 e a partir dessas curvas, com um LD de 

0,98 nmol L-1. Análises em formulação farmacêutica comercial empregando-se o eletrodo 

desevolvido revelaram porcentagens de recuperação de 96,4 a 104,4%. 

Neste sentido, o presente trabalho propõe o desenvolvimento de dois dispositivos 

eletroquímicos simples e eficientes obtidos com a modificação de AuNPs e AgNPs sintetizadas 

por rotas verdes para a determinação do Cloridrato de Prometazina e do 5-Fluorouracil, 

respectivamente. Tais dispositivos baseiam-se na modificação de eletrodos de pasta de carbono 

modificados com AuNPs estabilizadas na GA ou AgNPs estabilizadas na GAR. Ressalta-se que 

a utilização da goma do abacaxi e da Garcinia cochinchinesis na síntese de nanopartículas 

metálicas é inédita, não sendo reportado nenhum trabalho anterior na literatura.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho tem como objetivo geral sintetizar e caracterizar nanopartículas de ouro e 

de prata estabilizadas na goma do abacaxi (GA) e no extrato de Garcinia cochinchinesis (GAR), 

respectivamente (AuNPs-GA e AgNPs-GAR). As AuNPs-GA serão empregadas na 

modificação de eletrodos de pasta de carbono vítreo (EPCV/AuNPs-GA) para a determinação 

eletroquímica do Cloridrato de Prometazina e a hemocompatibilidade deste nanomaterial será 

avaliada por meio de testes com sangue. As AgNPs-GAR serão empregadas na modificação de 

eletrodos de pasta de carbono (EPC/AgNPs-GAR) para a determinação eletroquímica do 5-

Fluorouracil. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Sintetizar as suspensões de AuNPs-GA e AgNPs-GAR e caracterizá-las utilizando as 

técnicas de espectroscopia de absorção na região do ultravioleta-visível (UV-VIS), 

espectroscopia da região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 

difração de raios X (DRX), espalhamento dinâmico da luz (DLS); determinação do 

potencial zeta (Potencial-ζ) e por meio de microscopia eletrônica de transmissão (TEM);  

• Preparar eletrodos de pasta de carbono vítreo modificados com AuNPs-GA 

(EPCV/AuNPs-GA), bem como eletrodos não modificados (EPCV) e eletrodos 

modificados apenas com a GA (EPCV/GA), e caracterizar os mesmos por técnicas 

eletroquímicas (voltametria cíclica e espectroscopia de impedância química); 

• Avaliar a hemocompatibilidade das AuNPs-GA através de testes em leucócitos e 

eritrócitos humanos; 

• Modificar eletrodos de pasta de carbono com AgNPs-GAR (EPC/AgNPs-GAR) e 

comparar a resposta dos mesmos com eletrodos não modificados (EPC) e eletrodos 

modificados apenas com a GAR (EPC/GAR). Caracterizar estes eletrodos por técnicas 

eletroquímicas; 

• Determinar as melhores condições de resposta do EPCV/AuNPs-GA e do EPC/AgNPs-

GAR como pH, tipo de eletrólito suporte, além dos parâmetros da voltametria de onda 

quadrada (incremento ∆E, frequência f e amplitude a) por planejamento fatorial Box-
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Behnken para a determinação de PMZ e do 5-FU em formulação farmacêutica 

comercial. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 

 

A goma do abacaxi (GA) foi cedida pela Profª. Drª. Fernanda Simas, do Departamento 

de Biologia Celular (Biocel) da Universidade Federal do Paraná (UFPR), extraída e 

caracterizada de acordo com procedimento descrito na literatura. (TOSIN et al., 2013). O 

extrato alcóolico de Garcinia cochinchinesis (GAR) foi cedido pela Profª. Drª. Cássia 

Magalhães, do Departamento de Química da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). 

Todas as soluções foram preparadas com água destilada. O carbono vítreo em pó, a PMZ, os 

sais K4Fe(CN)6 e K3Fe(CN)6, o ácido tetracloroáurico trihidratado (HAuCl4.3H2O) e o nitrato 

de prata (AgNO3) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O grafite em pó foi adquirido da 

Fluka®. Todos os demais reagentes empregados na preparação de soluções e dos eletrodos 

foram de grau analítico, e utilizados sem purificação prévia. Para a preparação do tampão 

Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L-1 foram empregados os ácidos acético (CH3COOH), 

fosfórico (H3PO4) e bórico (H3BO3). As soluções estoque de PMZ e 5-FU foram preparadas 

imediatamente antes do uso, dissolvendo-se a quantidade apropriada do fármaco em água 

destilada, para obtenção de uma concentração igual a 1 x 10-2 mol L-1.  

 

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

3.2.1 Síntese das Nanopartículas de Ouro Estabilizadas na GA (AuNPs-GA) e de Prata  

Estabilizadas na GAR (AgNPs-GAR) 

 

Para a obtenção das nanopartículas de ouro estabilizadas na GA (AuNPs-GA), 

adicionou-se uma alíquota da solução estoque de GA (10 mg mL-1 ) sobre um volume 

apropriado de HAuCl4.3H2O e H2O destilada, de modo que as concentrações finais na mistura 

reacional fossem de 3 mg mL-1 de GA e e 1,5 mmol L-1 for HAuCl4.3H2O. Em seguida, 

adicionou-se gotas de uma solução de NaOH 2,0 mol L-1 até atingir o pH 11,0. A reação foi 

mantida sob agitação magnética e em aquecimento em banho-maria (70 ºC) durante 25 minutos 

e observou-se a mudança de coloração do meio reacional de amarelo para vermelho escuro. 

Após isso, a suspensão resultante foi resfriada até temperatura ambiente.  

Para a síntese das AgNPs-GAR, adicionou-se uma alíquota da solução estoque de GAR 

(2 mg mL-1 ) sobre um volume apropriado de AgNO3 (10 mmol L-1) e H2O destilada, de modo 
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que as concentrações finais na mistura reacional fossem de 0,1 mg mL-1 de GAR e 0,5 mmol 

L-1 para o AgNO3. Posteriormente, adicionou-se gotas de NaOH 2 mol L-1 até o pH 11,0. A 

reação foi  mantida sob agitação magnética e em banho de gelo durante 10 minutos e observou-

se a mudança de coloração do meio reacional de incolor para amarelo. 

As AuNPs-GA e AgNPs-GAR formadas foram devidamente acondicionadas em 

recipientes apropriados, com a posterior realização das análises de DLS e de potencial Zeta 

(equipamento Malvern, modelo NanoZ590). Quando não utilizadas, as suspensões foram 

mantidas refrigeradas.  

 

3.2.3 Caracterização das Nanopartículas Metálicas 

 

Seguiu-se os mesmos procedimentos para a caracterização de ambas as nanopartículas 

sintetizadas. As suspensões obtidas das nanopartículas metálicas, AuNPs-GA e AgNPs-GAR, 

foram inicialmente caracterizadas por espectroscopia de absorção na região do ultravioleta-

visível (equipamento Varian, modelo Cary 50). A obtenção dos espectros de FTIR foi realizada 

no modo de reflectância total atenuada (attenuated total reflectance – ATR) em espectrômetro 

PerkinElmer (modelo Frontier), para filme cast da suspensão de AuNPs-GA e das AgNPs-GAR 

depositado sobre substrato de silício previamente limpo. O filme foi obtido pelo gotejamento 

de uma alíquota da suspensão sobre o substrato, seguido pela secagem do mesmo. Para fins de 

comparação, espectros de FTIR para um filme cast de uma solução de GA 10 mg mL-1 e de 

GAR 2 mg mL-1 foram também obtidos. Em ambos os casos, os espectros foram registrados na 

faixa de 4000 a 500 cm-1. 

 Os difratogramas de raios X foram obtidos em difratômetro Rigaku Ultima IV operando 

a 40 kV com corrente de 30 mA e com fonte de radiação Cu Kα de comprimento de onda igual 

a 1,54 Å, para amostra das AuNPs-GA liofilizadas (em liofilizador Liotop, modelo L202). Os 

dados foram coletados para valores de 2θ na faixa de 10° a 80°, a uma velocidade de varredura 

igual a 2° min-1. 

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (TEM) para as AuNPs-GA foram 

realizadas no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) da Universidade Federal do Paraná em 

microscópio eletrônico de transmissão JEOL JEM 1200EX-II. Para as AgNPs-GAR, essas 

análises foram realizadas no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) 

em microscópio eletrônico de transmissão JEOL JEM-1400 Plus operando a 120 kV. As 

amostras foram preparadas pelo gotejamento de 10 µL da suspensão de AuNPs-GA e das 

AgNPs-GAR sobre grids de carbono recobertos com cobre, seguido da secagem em 
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temperatura ambiente. Para a construção do histograma de distribuição de tamanho, contou-se 

aleatoriamente 450 partículas e anotou-se seus respectivos tamanhos, utilizando-se o programa 

Image J a partir das imagens geradas pelo TEM. A partir destes dados construiu-se o gráfico de 

numero de ocorrências em função do diâmetro. 

 

3.2.4 Preparação dos Eletrodos Modificados e Não Modificados 

 

 A pasta de carbono vítreo (EPCV) e de grafite (EPC) não modificadas foram preparadas 

por meio da mistura e homogeneização de 50 mg de carbono vítreo ou grafite em pó com um 

volume fixo de 10 μL de óleo mineral (Nujol®). A pasta foi então devidamente introduzida e 

compactada na extremidade do corpo do eletrodo, resultando no EPCV ou EPC não modificado.  

A confecção dos eletrodos modificados (EPCV/AuNPs-GA, EPCV/GA, EPC/AgNPs-

GAR e EPC/GAR) deu-se de maneira semelhante à dos não modificados. Ao carbono vítreo 

em pó foram acrescentadas diferentes alíquotas de AuNPs-GA (125, 250, 500 e 1000 µL), no 

caso do EPCV/AuNPs-GA e 75 µL da solução da GA (de concentração 10 mg mL-1) no caso 

do EPCV/GA. Para o EPC/AgNPs-GAR, ao grafite, foram adicionadas diferentes alíquotas de 

AgNPs-GAR (250, 500, 750 e 1000 µL) e no caso do EPC/GAR 25 µL da solução da GAR (de 

concentração 2 mg mL-1).  

Após homogeneização e secagem de tais misturas sob fluxo de ar, acrescentou-se para 

cada caso 10 μL de óleo mineral, homogeneizando-se as misturas novamente. As pastas de 

carbono vítreo modificadas foram então inseridas no corpo de eletrodo, assim como no caso 

dos eletrodos não modificados. A limpeza dos eletrodos foi realizada a partir da renovação de 

sua superfície em papel e em placa de vidro. Quando não utilizados, os mesmos foram 

acondicionados secos e à temperatura ambiente.  

 

3.2.5 Caracterização Eletroquímica dos Eletrodos 

 

As medidas eletroquímicas com os eletrodos modificados (EPCV/AuNPs-GA, 

EPCV/GA, EPC/AgNPs-GAR e EPC/GAR), ou sem modificação (EPCV e EPC), foram 

realizadas à temperatura ambiente em uma célula convencional de 10 mL, à qual foram 

conectados três eletrodos, sendo empregados os eletrodos modificados e não modificados como 

eletrodos de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referência e um fio de platina 

como contra-eletrodo. Os experimentos para a caracterização eletroquímica dos eletrodos foram 

realizados por meio das técnicas de voltametria cíclica (VC) e espectroscopia de impedância 
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eletroquímica (EIE), utilizando-se como eletrólito suporte uma solução equimolar de 

K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 0,010 mol L-1 (sonda eletroquímica), preparada em tampão fosfato-

salino (PBS) 0,15 mol L-1 pH 6,5. As medidas de VC foram realizadas na faixa de - 0,7 V a + 

0,9 V, com uma velocidade de varredura de potencial () igual a 50 mV s-1. Para as medidas de 

EIE, uma onda senoidal de 10 mV foi aplicada sobre os eletrodos em potencial de circuito 

aberto, na faixa de frequências de 10 kHz a 100 mHz. Todas as medidas foram conduzidas em 

um potenciostato/galvanostato Autolab (modelo PGSTAT 100), controlado pelo software 

NOVA 2.1.3.  

 

3.2.6 Determinação Voltamétrica do Cloridrato de Prometazina 

 

O comportamento voltamétrico da PMZ foi verificado por VC empregando-se o 

EPCV/AuNPs-GA, o EPCV/GA e o EPCV não modificado. Para estes estudos, empregou-se 

uma concentração de PMZ igual a 1,96 µmol L-1, sendo as medidas realizadas em KCl 0,1 mol 

L-1.  Em condições apropriadas e empregando o EPCV/AuNPs-GA, um estudo em diferentes 

velocidades de varredura de potencial (10-100 mV s-1) foi realizado, para determinação da 

natureza do transporte de massa que governa a reação de oxidação da PMZ sobre o eletrodo 

modificado. 

Para avaliação do efeito da variação do pH do eletrólito de suporte sobre a resposta 

voltamétrica do EPCV/AuNPs-GA na presença do analito foi empregada a técnica de 

voltametria de onda quadrada (VOQ). As medidas foram realizadas em tampão BR 0,04 mol L-

1, em diferentes valores de pH (3,0 a 7,0), e na presença de uma concentração fixa de PMZ igual 

a 4,76 x 10-4 mol L-1. Uma vez estabelecido o pH ótimo para a determinação da PMZ, avaliou-

se a influência do eletrólito de suporte sobre a resposta do EPCV/AuNPs-GA na presença do 

analito na concentração de 4,76 x 10-4 mol L-1. Tais medidas foram realizadas utilizando-se 

VOQ. As seguintes soluções-tampão foram testadas (no pH escolhido): tampão McIlvaine 

(ácido cítrico e Na2HPO4), tampão BR 0,04 mol L-1 (H3PO4, H3BO3 e CH3COOH), tampão 

citrato (ácido cítrico e citrato de sódio) e tampão acetato (CH3COOH e CH3COONa). 
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3.2.7 Otimização dos Parâmetros da Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) Empregando-se 

o EPCV/AuNPs-GA para a Determinação do PMZ 

 

A fim de que uma maior sensibilidade de corrente fosse alcançada para a detecção da 

PMZ com o EPCV/AuNPs-GA, os parâmetros da VOQ (incremento ∆E, frequência f e 

amplitude a) foram otimizados. As medidas foram realizadas em meio de tampão McIlvaine 

pH = 5,0, na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 da PMZ. A otimização foi conduzida de maneira 

multivariada por meio de um planejamento fatorial Box Behnken, de acordo com a Tabela 1. 

Os parâmetros da VOQ otimizados foram então aplicados na obtenção das curvas analíticas 

para a PMZ. Os valores dos fatores escolhidos foram baseados em experimentos previamente 

realizados. 

 

Tabela 1 - Níveis e fatores estudados no Planejamento Box Behnken para a otimização dos parâmetros da VOQ 

para o EPCV/AuNPs-GA na determinação da PMZ 

 

Fatores - 1 0 + 1 

∆E (mV) 6 8 10 

a (mV) 80 90 100 

f (Hz) 80 100 120 

 

3.2.8 Obtenção de Curvas Analíticas com o EPCV/AuNPs-GA na Presença da PMZ 

 

As curvas analíticas foram obtidas por VOQ, na faixa linear de concentrações de 3,98 a 

15,7 μmol L-1 de PMZ, e empregando-se o EPCV/AuNPs-GA nas condições experimentais 

otimizadas nos itens anteriores. Os valores dos limites de detecção (LD) e de quantificação 

(LQ) foram calculados segundo os critérios definidos pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2003). Parâmetros como precisão intra e inter-corrida, assim 

como a reprodutibilidade de preparação dos eletrodos foram também avaliados, com os 

resultados expressos na forma de porcentagem de desvio padrão relativo à média (%DPR). O 

nível de exatidão dos EPCV/AuNPs-GA para a determinação da PMZ foi avaliado por meio de 

ensaios de recuperação em eletrólito suporte puro. Uma quantidade conhecida do fármaco foi 

adicionada ao eletrólito, e sua determinação foi feita em seguida empregando-se a equação da 

reta obtida na curva analítica determinada anteriormente.  



53 
 

3.2.9 Determinação da PMZ em Formulações Farmacêuticas Comerciais 

 

A potencialidade de aplicação do EPCV/AuNPs-GA para a determinação da PMZ em 

amostras de formulação farmacêutica foi estudada por meio da realização de ensaios de 

recuperação empregando quatro amostras de medicamentos, três na forma de comprimidos e 

uma na forma de solução oral. As soluções foram preparadas em água destilada e, para os 

medicamentos na forma de comprimido, estas foram posteriormente  filtradas. O medicamento 

na forma de solução oral dispensou uma filtração posterior. Alíquotas das soluções estoque das 

formulações comerciais preparadas foram adicionadas à cela eletroquímica, correspondendo a 

concentração final de PMZ 9,90 µmol L-1. Sua determinação foi feita em seguida empregando-

se a equação da reta obtida na curva analítica determinada anteriormente. Para tais medidas, 

empregou-se o tampão McIlvaine em pH 5,0, como eletrólito suporte. 

 

3.2.10 Ensaios de Hemocompatibilidade 

 

3.2.10.1 Ensaio de citotoxicidade em leucócitos humanos 

 

Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas em tubos heparinizados e misturadas com 

solução de dextrano a 0,5% (m/v). A mistura foi deixada repousar por 45 minutos e os 

leucócitos foram separados por sedimentação diferencial. Em seguida, o sobrenadante foi 

coletado, centrifugado por 10 min a 2000 rpm e o sedimento obtido foi suspenso em uma 

solução de tampão de lise eritrocitária (150 mmol L-1 NH4Cl, 10 mmol L-1 NaHCO3 e 1 mmol 

L-1 EDTA), homogeneizado e deixado por 5 min. Os tubos foram centrifugados por 2 min a 

2000 rpm e o sedimento foi lavado novamente com o tampão de lise dos eritrócitos. Em seguida, 

o sedimento obtido foi suspenso em 2 mL de solução tampão de Hank (5,4 mmol L-1 KCl; 0,3 

mmol L-1 NaHPO4; 0,4 mmol L-1 KH2PO4; 4,2 mmol L-1 NaHCO3; 0,5 mmol L-1 MgCl2; 122,6 

mmol L-1 NaCl; 0,01 mmol L-1 D-glicose; 10 mmol L-1 Tris-HCl; 1,3 mmol L-1 CaCl2; pH 7,4). 

A concentração de leucócitos foi ajustada para 2 x 106 células mL-1 com a solução tampão de 

Hank. 

O efeito citotóxico de AuNPs-GA e GA em leucócitos foi determinado pelo ensaio de 

exclusão do azul de tripano, seguindo um método previamente relatado. Primeiramente, 2,5 µL 

de AuNPs-GA foram misturados com suspensão celular e incubados por 3 h a 37 ° C em banho-

maria. Após a incubação, 50 µL de suspensão de células foram misturados com 50 µL de 0,4% 

(m/v) de solução de azul de Tripan e deixados por 5 minutos. A viabilidade celular foi 
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determinada microscopicamente em uma câmara de Neubauer e calculada como o número de 

células vivas (aquelas que não foram coradas com azul de Tripan) dividido pelo número total 

de células multiplicadas por 100%. Água destilada e solução de 10 mmol L-1 de hidroperóxido 

de terc-butil (TBHP) foram usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. 

 

3.2.10.2 Ensaio de fragilidade hosmótica em eritrócitos humanos 

 

Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas em tubos contendo EDTA e os eritrócitos 

foram separados por centrifugação das amostras de sangue a 2000 rpm por 5 min. A fração 

plasmática obtida foi descartada e o sedimento celular foi lavado três vezes com tampão PBS 

0,15 mol L-1. A influência dos AuNPs-PG e PG nos eritrócitos humanos foi avaliada medindo 

sua resistência à hemólise em concentrações crescentes de soluções de NaCl, como descrito 

anteriormente. Em resumo, 500 μL de eritrócitos, 100 µL de AuNPs-PG ou PG e 900 µL de 

solução de PBS foram incubados por 3 h a 37 ̊ C em banho-maria. Após a incubação, as misturas 

foram centrifugadas por 10 min a 2500 rpm e os sobrenadantes foram descartados. Os 

eritrócitos foram lavados duas vezes com tampão PBS 0,15 mol L-1, centrifugados a 2500 rpm 

por 2 min e o sobrenadante foi novamente descartado. Dois conjuntos duplicados de tubos de 

ensaio contendo 1,5 mL de soluções de NaCl a 0,0 - 0,9% (m/v) em água destilada foram 

incubados com 7,5 µL de eritrócitos tratados ou não tratados por 20 minutos. Em seguida, os 

tubos foram homogeneizados e centrifugados a 2000 rpm por 5 min à temperatura ambiente. O 

sobrenadante obtido de cada tubo foi transferido para uma microplaca e o conteúdo de 

hemoglobina foi medido a 540 nm em um leitor de microplacas (Leitor Híbrido Biotek 

µQuant® Synergy H1). Água destilada foi usada como controle. 

 

3.2.10.2 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o software GraphPad Prism 5.0. Os valores foram 

expressos como média ± desvio padrão (DP). Foi realizada análise de variância unidirecional 

(ANOVA), com nível de confiança de 95%, e os resultados foram considerados 

significativamente diferentes quando p <0,05. 
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3.2.13 Determinação Voltamétrica do 5-Fluorouracil 

 

O comportamento voltamétrico do 5-FU foi verificado por VC empregando-se o 

EPC/AgNPs-GAR, o EPC/GAR e o EPC não modificado. Para estes estudos, empregou-se uma 

concentração de 5-FU igual a 4,76 x 10-4 mol L-1, sendo as medidas realizadas em tampão BR 

0,04 mol L-1 pH 8,0.  Nas condições otimizadas e empregando o EPC/AgNPs-GAR, um estudo 

em diferentes velocidades de varredura de potencial (10-100 mV s-1) foi realizado, para 

determinação da natureza do transporte de massa que governa a reação de oxidação do 5-FU 

sobre a superfície do EPC/AgNPs-GAR. 

Para avaliação do efeito da variação do pH do eletrólito de suporte sobre a resposta 

voltamétrica do EPC/AgNPs-GAR na presença do 5-FU, empregou-se a técnica de voltametria 

de onda quadrada (VOQ). As medidas foram realizadas em tampão BR 0,04 mol L-1, em 

diferentes valores de pH (2,0 a 12,0), e na presença de uma concentração fixa de 5-FU igual a 

4,76 x 10-4 mol L-1. Após estabelecer o pH ótimo para a determinação do analito, avaliou-se a 

influência do eletrólito de suporte sobre a resposta do EPC/AgNPs-GAR na presença do analito 

na concentração de 4,76 x 10-4 mol L-1. Para essas medidas empregou-se a VOQ. As seguintes 

soluções-tampão foram testadas (no pH escolhido): tampão PBS 0,15 mol L-1 , tampão 

McIlvaine, tampão BR 0,04 mol L-1 , tampão H3BO3.KCl – NaOH e tampão fosfato. 

 

3.2.14 Otimização dos Parâmetros da Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) Empregando-se 

o EPC/AgNPs-GAR para a Determinação do 5-FU 

 

Os parâmetros da VOQ (incremento ∆E, frequência f e amplitude a) foram otimizados 

de maneira multivariada, empregando-se um planejamento fatorial Box-Behnken, de acordo 

com a Tabela 2. As medidas foram realizadas em meio de tampão McIlvaine pH = 5,0, na 

presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 da 5-FU. Os parâmetros da VOQ otimizados foram aplicados 

na obtenção das curvas analíticas para a 5-FU. Os valores dos fatores escolhidos foram baseados 

em experimentos previamente realizados. 
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Tabela 2 - Níveis e fatores estudados no Planejamento Box Behnken para a otimização dos parâmetros da VOQ 

para o EPC/AgNPs-GAR na determinação do 5-FU 

 

Fatores - 1 0 + 1 

∆E (mV) 11 14 17 

a (mV) 60 80 100 

f (Hz) 45 65 85 

 

3.2.15 Obtenção de Curvas Analíticas para o EPC/AgNPs-GAR na Presença de 5-FU 

 

Curvas analíticas foram obtidas por VOQ, na faixa linear de concentrações de 3,0 x 10-

5 to 3,0 x 10-4 mol L-1 de 5-FU, e empregando-se o EPC/AgNPs-GAR nas condições 

experimentais otimizadas nos itens anteriores. Os valores dos limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ) foram calculados segundo os critérios definidos pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2003). Parâmetros como precisão intra e inter-

corrida, assim como a reprodutibilidade de preparação dos eletrodos foram também avaliados, 

com os resultados expressos na forma de porcentagem de desvio padrão relativo à média 

(%DPR). O nível de exatidão dos EPC/AgNPs-GAR para a determinação do 5-FU foi avaliado 

por meio de ensaios de recuperação em eletrólito suporte puro. Uma quantidade conhecida do 

fármaco foi adicionada ao eletrólito, e sua determinação foi feita em seguida empregando-se a 

equação da reta obtida na curva analítica determinada anteriormente.  

 

3.2.16 Determinação do 5-FU em Formulações Farmacêuticas Comerciais 

 

A potencialidade de aplicação do EPC/AgNPs-GAR para a determinação do 5-FU em 

amostras de formulação farmacêutica foi estudada por meio da realização de ensaios de 

recuperação empregando um medicamento na forma de solução oral. Para tanto, adicionou-se 

uma alíquota de uma solução estoque da formulação comercial estudada, correspondendo a 

concentração final de 5-FU 1,92 x10-4 mol L-1 e realizou-se medidas de corrente. Sua 

determinação foi feita em seguida empregando-se a equação da reta obtida na curva analítica 

determinada anteriormente e inserindo-se os valores de corrente obtidos com as adições 

realizadas. Como eletrólito suporte, empregou-se o tampão BR 0,04 mol L-1 em pH = 8,0. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 NANOPARTÍCULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM POLISSACARÍDEO    

EXTRAÍDO DA GOMA DO ABACAXI (Ananas comosus): OBTENÇÃO, 

CARACTERIZAÇÃO E APLICAÇÃO EM ELETRODO DE PASTA DE CARBONO 

PARA A DETERMINAÇÃO DO CLORIDRATO DE PROMETAZINA  

4.1.1 Síntese e Caracterização das AuNPs-GA  

 

Os parâmetros da síntese das AuNPs-GA foram estipulados a partir do estudo relatado 

por Lima e colaboradores (2018). Desta forma, para se proceder a síntese das AuNPs-GA, 

adicionou-se uma alíquota da solução estoque de GA (10 mg mL-1) sobre um volume apropriado 

de HAuCl4.3H2O e H2O destilada, de modo que as concentrações finais na mistura reacional 

fossem de 3 mg mL-1 de GA e e 1,5 mmol L-1 for HAuCl4.3H2O. Tais valores de concentração 

foram baseadas em estudos de otimização anteriores.  

A formação das AuNPs utilizando-se a GA foi indicada pela mudança na coloração da 

solução, de amarelo (coloração característica do íon complexo AuCl4 
-) para vermelho escuro, 

cor característica das AuNPs em suspensão (Figura 12). A mudança na cor, e consequentemente 

a formação e estabilização das AuNPs, não ocorreu instantaneamente. Após a adição da GA e 

das gotas de NaOH, verificou-se que a solução de AuCl4
– exibiu descoloração. Após 25 minutos 

de reação sob aquecimento a 70º C, a solução apresentou coloração vermelha, sugerindo a 

formação das AuNPs estabilizadas pela GA. 

 

Figura 12 – (A) Solução aquosa a 10 mmol L-1 do complexo AuCl4
-. (B) Suspensão de AuNPs-GA 

 

 

(A) 
(B) 
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A GA atua simultaneamente como agente redutor e estabilizante na síntese de 

nanopartículas de ouro. A redução dos íons AuCl4 
– a Au 0 (na forma de AuNPs) pela GA ocorre 

devido ao fato de que as extremidades das cadeias do polissacarídeo possuem propriedades 

redutoras. Monossacarídeos como a glicose e a galactose podem atuar como agentes redutores 

moderados na presença de íons metálicos em um meio básico (VINOD et al.; 2011). O carbono 

carbonílico de suas estruturas pode ser oxidado a um grupo carboxilato, gerando derivados 

oxidados denominados de ácidos aldônicos (ácido glucônico para a glicose e ácido galactônico 

para a galactose). Todavia, este processo é possível apenas quando o monossacarídeo encontra-

se em sua forma linear, que existe nas soluções em equilíbrio com a forma cíclica. (NELSON; 

COX, 2002). Isto ocorre devido ao fato de que, na forma de cadeia fechada, o carbono 

anomérico (C1) (Figura 13) está diretamente envolvido em uma ligação covalente 

intramolecular com o átomo de oxigênio da hidroxila ligada na posição C5. Desta maneira, é 

necessário que a cadeia esteja aberta para que o grupo aldeído seja exposto e a oxidação possa 

ocorrer. O meio básico favorece o deslocamento do equilíbrio em direção à forma de cadeia 

aberta, de modo a expor o grupo aldeído e possibilitando desta forma a oxidação. (VINOD et 

al.; 2011, PEIXOTO et al., 2002). A Figura 14 apresenta o mecanismo envolvido na formação 

da forma linear do monossacarídeo β-D-galactopiranose. 

 

Figura 13 – Processo de oxidação do monossacarídeo β-D-galactopiranose. 

 

Fonte: Lima, D. (2016) 

 

 

 

 

 

C1 

C5 
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Figura 14 – Processo de desprotonação que origina a forma linear do monossacarídeo β-D-galactopiranose

 

 

Fonte: A autora. 

 

Uma vez que o carbono anomérico está envolvido em uma ligação glicosídica, como 

ocorre nos oligossacarídeos e polissacarídeos, o resíduo correspondente torna-se não redutor, 

pois a forma linear da cadeia não é possível de ser formada. Assim, somente a extremidade da 

cadeia que possuir um carbono anomérico livre (isto é, não envolvido em uma ligação 

glicosídica), denominada extremidade redutora, será passível de sofrer oxidação. (NELSON; 

COX, 2002). Na estrutura polissacarídica que compõem GA, apenas as extremidades das 

cadeias estão envolvidas no processo de redução do complexo AuCl4
 - a Au0, com os resíduos 

restantes atuando provavelmente na estabilização das partículas formadas. 

Antes de adicionar a solução de NaOH na mistura reacional, pode-se afirmar que o meio 

estava ácido, devido ao fato do precursor metálico empregado possuir caráter ácido. Assim, 

sugere-se que no primeiro momento da síntese, a alta temperatura utilizada possibilitou que 

algumas cadeias tenham sido hidrolisadas, mesmo em pequena extensão. Consequentemente, 

há a formação de cadeias menores e uma maior quantidade de extremidades redutoras passa a 

estar disponível para a reação. (RAVEENDRAN et al., 2015). Assim, pode-se dizer que o 

processo de aquecimento pode ser tomado como essencial para a formação das AuNPs-GA. 

Posteriormente, adicionou-se NaOH, e o meio básico favoreceu com que o resíduo da 

extremidade das cadeias ficasse com o grupo aldeído disponível. Conforme pode ser observado 

nos experimentos desenvolvidos, somente após a adição das gotas de NaOH à mistura reacional 

é que se observou a descoloração da solução, e início do processo de formação das AuNPs. 

Uma vez formadas, pode-se assumir que as AuNPs são envolvidas e estabilizadas pelas cadeias. 

Esta estabilização pode ser resultante, principalmente, de efeitos estéricos exercidos pelo 

invólucro dos polissacarídeos. Tal efeito pode ser relacionado ao volume de polissacarídeo que 
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envolve cada nanopartícula, permitindo a estabilização das AuNPs recém-formadas, impedindo 

a agregação das mesmas. 

A espectroscopia de absorção na região do UV-VIS é uma ferramenta importante para 

o estudo e caracterização de nanopartículas de ouro, uma vez que AuNPs em suspensão 

apresentam o fenômeno da RPS o qual ocorre na região do espectro visível. Além disso, a 

frequência e a forma da banda plasmônica pode sugerir informações a respeito do tamanho e 

da morfologia das partículas (MUTHUVEL et al., 2014). O espectro na região do UV-VIS da 

AuNPs-GA é ilustrado na Figura 15, bem como a sobreposição dos espectros das soluções do 

complexo AuCl4 
- e de GA.  

 

Figura 15 – Espectros de absorção na região do UV-VIS da suspensão de AuNPs-GA, HAuCl4 0,625 mmol L-1 e 

GA 3,33 mg mL-1 
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Observa-se que a solução do complexo AuCl4
 - apresentou uma única banda dentro da 

faixa analisada, em 300 nm, referente às transições de transferência de carga ligante-metal 

(TCLM). (LIANG; WANG; LIU, 2010). Nenhuma banda de absorção foi observada para a 

solução de GA na faixa de comprimento de onda estudada. A suspensão de AuNPs-GA 

apresentou uma única banda em 524 nm, a qual pode ser atribuída ao efeito de RPS das AuNPs 
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(banda plasmon). Essas bandas sugerem a presença das AuNPs, e também indicam que as 

nanopartículas sintetizadas possuem propriedades ópticas típicas deste tipo de nanomaterial. 

(FONG; YUNG, 2013; HUANG; EL-SAYED, 2010; NIESEN et al., 2010). A banda referente 

ao precursor AuCl4
- desapareceu totalmente no espectro das AuNPs-GA, sugerindo que 

possivelmente todos os íons AuCl4
 - inicialmente presentes foram reduzidos a Au0. 

O perfil de distribuição de tamanho de partículas da suspensão de AuNPs-GA obtida 

por DLS (Figura 16) revelou uma distribuição bimodal, com intensidades iguais a 8,48% e 

6,8%, correspondentes aos diâmetros hidrodinâmicos médios de 52,91 e 318,5 nm, 

respectivamente. Tal distribuição bimodal pode ser explicada pelo fato de que como intensidade 

I de uma partícula esférica com raio r é proporcional a r6, a intensidade dispersa das partículas 

de maiores contribui fortemente para a medição do DLS, em relação às partículas menores 

(HOO et al, 2008). Desta forma, a presença dos polissacarídeos que estabilizam as 

nanopartículas, pode ser atribuída a esta distribuição. Outra possibilidade consiste na 

possibilidade de aglomeração de parte das AuNPs, as quais também podem ser formadas no 

exterior do invólucro da GA. No entanto, conforme  será apresentado em seguida, as AuNPs-

GA permaneceram estáveis por um período de dois meses. Portanto, tal justificativa deve ser 

menos provável. 

 

Figura 16 - Distribuição de tamanho de partículas obtida por DLS para as AuNPs-GA (A) correspondente à 52,91 

nm e (B) correspondente à 318,5 nm. 
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O diâmetro real de uma nanopartícula é frequentemente obtido pela técnica de 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM), (LIM et al., 2013) que não detecta as moléculas 

arranjadas ao seu redor e é capaz de fornecer deste modo o tamanho da partícula em si, além de 

mostrar dados acerca da morfologia das mesmas. Logo, o tamanho das partículas em suspensão 

resultante de análises de TEM é geralmente menor que o obtido por DLS. Deste modo, a 

(A) (B) 
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morfologia e o tamanho de partícula das AuNPs-GA foram investigados pela análise de TEM. 

Pode-se verificar na micrografia obtida para as AuNPs-GA, mostrada nas Figura 17A que as 

nanopartículas sintetizadas são esféricas, exibem homogeneidade de tamanho e poucos 

agregados são observados. O histograma de distribuição de tamanho (obtido pela contagem de 

450 partículas encontradas em áreas das micrografias arbitrariamente escolhidas, Figura 17B) 

revelou que os tamanhos das AuNPs-GA sintetizadas variaram no intervalo de 6,5 - 14,5 nm, 

com um tamanho médio de partículas de 10,33 ± 1,6 nm. 

 

Figura 17 – (A) Micrografias obtidas na análise de TEM para as AuNPs-GA. (B) Histograma de distribuição de 

diâmetro das AuNPs-GA. 

 

 

 

A fim de se estudar a existência de interações entre a GA e as AuNPs e comprovar assim 

o papel dos polissacarídeos na síntese e na estabilização AuNPs, a espectroscopia de FTIR foi 

empregada. Os espectros de FTIR de filmes cast de uma solução de GA 10 mg mL-1 e do 

nanocompósito AuNPs-GA são mostrados na Figura 18, com as atribuições relativas listadas 

na Tabela 3. 
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Figura 18 – Espectros vibracionais na região do infravermelho de filmes cast de GA 10 mg mL-1 e das AuNPs-GA 

sobre substratos de silício.  
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Tabela 3 – Principais bandas observadas no espectro de FTIR para filmes cast de GA (10 mg mL-1 ) e de AuNPs-

GA, com as respectivas atribuições.  

Número de onda (cm-1) Modos 

Vibracionais 

(PRETSCH; BÜHLMANN; 

BADERTSCHER, 2009) 

GA AuNPs-GA 

3477 3493 ν O-H 

2931 2939 ν C-H 

- 1776 ν C=O ác. Carboxílico 

1606 1625 ν C=O 

1415 1348 δ C-O-C  

1110 1107 νas C-O-C 

*ν: deformação axial; δ: deformação angular; as: assimétrica. 

 

ν C=O; ác. 

carboxílico 

  

 O-H  

 C=O  

 O-H  

 C=O  

 C-H  

 C-H  
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As bandas apresentadas pelas AuNPs-GA podem ser atribuídas às mesmas vibrações 

apresentadas pela estrutura da GA e esta similaridade denota a presença da GA nas AuNPs-GA 

sintetizadas (CHIEN; CHEN, 2010). Entretanto, os deslocamentos nos valores de frequência 

observados evidenciam que existem interações entre a GA com as nanopartículas sintetizadas 

(BALAVANDY et al., 2014; MAITY; SEM; ISLAM, 2012). Adicionalmente, pode-se observar 

no espectro obtido para as AuNPs-GA o surgimento de uma banda em 1776 cm-1  atribuída à 

vibração de estiramento dos grupos C=O de ácidos carboxílicos. (PRETSCH; BÜHLMANN; 

BADERTSCHER, 2009) os quais são produtos da oxidação do polissacarídeo que compõem a 

GA, gerados na reação de redução do complexo [AuCl4
 -] a AuNPs. Observações semelhantes 

foram verificadas no trabalho de Muthuvel e colaboradores (2014). 

A análise de DRX foi realizada a fim de se determinar a natureza cristalina das AuNPs-

GA obtidas, após liofilização da suspensão. O difratograma resultante é apresentado na Figura 

19. 

 

Figura 19 – Difratograma de raios X das AuNPs-GA após liofilização, com atribuição dos picos observados. 
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A presença de picos em valores de 2Ө iguais a 38,24º, 44,50º, 64,84º e 77,82º são 

referentes aos planos (111), (200), (220) e (311), respectivamente, para a estrutura cúbica de 

face centrada apresentada pelo Au metálico. (PANDEY; GOSWAMI; NANDA, 2013; 

MAITY; SEM; ISLAM, 2012). Além dos picos característicos para o Au, foram identificados 
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no difratograma picos referentes à presença de NaCl na amostra de AuNPs-GA analisada. 

(BLOSI et al., 2012). Este comportamento pode ser justificado pela provável formação de 

cristais do sal mencionado durante o processo de liofilização, os quais ficaram aderidos às 

nanopartículas. A presença dos íons Na+ pode ser tomada como consequência da adição de 

NaOH durante a síntese das AuNPs-GA para ajuste do pH da mistura reacional, ao passo que 

os íons Cl foram possivelmente originados como produtos do processo de redução do complexo 

AuCl4
- a Au0. 

A análise de potencial-ζ das AuNPs-GA sintetizadas revelou um valor de -31 mV, o que 

indica que as AuNPs foram adequadamente estabilizadas com a GA, que possui um caráter 

aniônico. Como esse valor excedeu a faixa de potencial típica para colóides instáveis (-30,0 mV 

a +30,0 mV), pode-se afirmar que as AuNPs-GA sintetizadas apresentam uma boa estabilidade, 

com pequena tendência de sofrerem coalescência (ŠEGOTA; HEIMER; TEŽAK, 2006). 

A fim de se avaliar a estabilidade das AuNPs sintetizadas a longo prazo, foram 

realizadas medidas periódicas de espectroscopia UV-VIS em uma mesma suspensão de AuNPs-

GA (Figura 20). A estabilidade foi avaliada por meio de variações na banda plasmon das 

partículas sintetizadas. Analisou-se a alteração dos perfis em relação à sua forma, intensidade 

e deslocamento. 

 

Figura 20 – (A) Espectros de absorção na região do UV-VIS da suspensão de AuNPs-GA ao longo de 60 dias. (B) 

Correlação entre os máximos de absorbância e o número de dias. 
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É possível observar que não ocorreram variações significativas na forma da banda 

plasmônica. O aumento de intensidade observado pode ser um indicativo de que, até 50 dias, a 

reação de formação das AuNPs-GA continuou ocorrendo lentamente, com a formação de novas 

partículas e reorganização daquelas já existentes. Os resultados obtidos dentro do período 

analisado sugerem que as AuNPs-GA permaneceram relativamente estáveis em suspensão, 

(A) (B) 
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indicando-se, deste modo, a eficiência da GA como agente estabilizante das nanopartículas 

sintetizadas, o que está de acordo com o resultado obtido para o potencial-ζ para a mesma (-

31,0 mV).  

 

4.1.2 Caracterização Eletroquímica do EPCV Modificado com AuNPs-GA (EPCV/AuNPs-

GA) 

 

Inicialmente, realizou-se um estudo comparativo a fim de se verificar as diferenças entre 

o comportamento eletroquímico de eletrodos de pasta de carbono à base de grafite (EPC-grafite) 

com o comportamento de eletrodos preparados com carbono vítreo (EPCV), ambos 

modificados com 250 µL de AuNPs-GAR, utilizando-se VC e EIE, na presença da sonda 

eletroquímica [Fe(CN)6] 
3-/4-. Os resultados obtidos são mostrados na Figura 21. 

 

Figura 21  – (A) Voltamogramas cíclicos e (B) espectros de impedância eletroquímica (diagramas de Nyquist) do 

EPC-grafite e do EPCV, ambos modificados com 250 µL de AuNPs-GA, em meio de solução equimolar de 

K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 0,010 mol L-1 preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1 (pH 6,5). 
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A partir dos voltamogramas cíclicos da Figura 21A pode-se verificar que ambos os 

eletrodos apresentaram picos de corrente para o processo redox típico da sonda eletroquímica 

[Fe(CN)6
4-] ⇌ [Fe(CN)6 

3-]. Entretanto, o EPCV/AuNPs-GA apresentou maiores valores de 

corrente de pico anódico (Ipa) e de pico catódico (Ipc) para ambos os processos comparando-se 

com os valores obtidos para o EPC modificado com as AuNPs-GA, além de ter mostrado 

também um menor valor de separação entre os potenciais de pico (ΔEp) em comparação ao 

observado para este último (Tabela 4). Isto sugere que para o EPCV/AuNPs-GA a cinética de 

transferência eletrônica é mais efetiva, além de apresentar uma maior reversibilidade para o 

processo (BRETT; BRETT, 1993) em comparação ao EPC/AuNPs-GA. Uma possível 

(A) (B) 
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justificativa para tal comportamento pode ser relacionada ao fato de que a suspensão de AuNPs-

GA se incorporou mais eficientemente à pasta de carbono vítreo em relação a pasta de grafite. 

Ressalta-se também o fato de que o EPCV combina em si a elevada reatividade eletroquímica 

das esferas de carbono vítreo com as vantagens apresentadas por eletrodos compósitos de pasta 

de carbono. (WANG, J. et al., 2001).   

A literatura afirma que o diâmetro do semicírculo obtido é igual à resistência à 

transferência eletrônica (Rct) (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993). Verifica-

se que o diâmetro do semicírculo obtido para o EPC-grafite/AuNPs-GA foi maior do que o 

obtido para o EPCV/AuNPs-GA, sugerindo que a resistência à transferência de carga para o 

carbono vítreo foi menor comparada a observado para o grafite. Tais resultados corroboram 

com os obtidos anteriormente por VC, e podem ser melhor compreendidos com base nos valores 

de Rct obtidos para cada caso, os quais são apresentados na Tabela 4. A Rct verificada para o 

EPCV justifica, portanto, a utilização do carbono vítreo para a fabricação de eletrodos. 

 

Tabela 4 – Valores de Ipa, Ipc, ΔEp e Rct obtidos em estudo comparativo para o EPC-grafite e para o EPCV 

modificados com AuNPs-GA 

Eletrodo Ipa (µA) - Ipc (µA) Epa (mV) Epc (mV) ΔEp Rct (Ω) 

EPC grafite/AuNPs-

GA 

52,01 53,35 430 16 414 1589,7 

EPCV/AuNPs-GA 71,22 69,50 335 119 216 1065,8 

 

A fim de se avaliar a influência das AuNPs-GA no eletrodo, realizou-se uma 

comparação por VC e EIE na presença de uma solução equimolar de K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 

0,010 mol L-1 (sonda eletroquímica) preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1, pH = 6,5, entre o 

EPCV/AuNPs-GA, um eletrodo não modificado (EPCV) e modificado apenas com a solução 

de GA (EPCV/GA). Os resultados encontram-se nas Figuras 22 A e 22 B e na Tabela 5 estão 

os valores dos parâmetros obtidos dos voltamogramas e dos espectros de impedância. 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

Figura 22 – (A) Voltamogramas cíclicos e (B) Espectros de impedância eletroquímica do EPCV/AuNPs-GA, 

EPCV/GA e EPCV não modificado, em meio de solução equimolar de K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 0,010 mol L-1 

preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1 (pH 6,5). 
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Tabela 5 – Valores de Ipa, Ipc, ΔEp e Rct obtidos para o EPCV, para o EPCV/GA e para o EPCV/AuNPs-GA 

Eletrodo Ipa (µA) - Ipc (µA) Epa (mV) Epc (mV) ΔEp Rct (Ω) 

EPCV 42,29 49,23 430 75 355 4990,5 

EPCV/GA 56,69 69,76 415 65 350 3266,4 

EPCV/AuNPs-GA 69,04 76,83 400 95 305 1065,8 

 

A partir da Tabela 4, é possível observar que o EPCV modificado apenas com a goma 

do abacaxi (EPCV/GA) apresentou maiores valores de Ipa e Ipc para o processo redox da sonda 

eletroquímica comparando-se com os valores obtidos para o EPCV sem modificação, além de 

um menor valor de ΔEp, o que sugere uma maior reversibilidade no processo. Verifica-se 

também que o diâmetro do semicírculo obtido para o EPCV foi maior do que o obtido para o 

EPCV/GA. Este aumento no diâmetro do semicírculo para o EPCV sem modificação em relação 

ao EPCV/GA, sugere que a Rct para o eletrodo modificado com a GA foi menor comparada a 

observada para o eletrodo não modificado. Os maiores valores de Ip, menores valores de Rct e 

um menor valor de ΔEp para o EPCV/GA podem ser explicados devido ao fato de que a 

modificação da pasta com a GA possivelmente proporciona ao material um maior caráter 

hidrofílico, devido à grande quantidade de hidroxilas existentes na estrutura dos polissacarídeos 

que compõem as gomas. A presença destes grupos pode ter modificado as propriedades 

interfaciais da superfície do eletrodo, de modo a favorecer a chegada da sonda eletroquímica e 

facilitar a transferência eletrônica. (RICE; GALUS; ADAMS, 1983).  
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Ao observar o voltamograma e o espectro de impedância obtidos para o EPCV/AuNPs-

GA, verifica-se que um incremento ainda maior na resposta de corrente é obtido, além de uma 

maior diminuição no valor da Rct, em comparação ao comportamento observado para o EPCV 

e para o EPCV/GA. Uma progressiva redução no valor de ΔEp na ordem EPCV/AuNPs-GA < 

EPCV/GA < EPCV pode ser observada, demonstrando que a modificação dos eletrodos com as 

AuNPs-GA proporcionou uma reversibilidade ainda maior ao processo redox da sonda 

eletroquímica do que a observada para o EPCV/GA. 

Os maiores valores de corrente, menor valor de ΔEp e menor valor de Rct apresentado 

pelo EPCV/AuNPs-GA (em comparação ao EPCV/GA e ao EPCV) podem ser atribuídos às 

propriedades características das AuNPs aliadas com a GA, como elevada condutividade e alta 

área superficial. Isto sugere que a modificação dos eletrodos com o nanocompósito sintetizado 

é um procedimento vantajoso para a aplicação do mesmo como sensor eletroquímico. 

O valor da área eletroativa de cada um dos eletrodos estudados foi estimado pela 

equação (Equação 5) de Randles-Sevik. Tal equação foi empregada no presente trabalho 

adaptando-se para eletrodos modificados. 

 

Ip = (2,69x105)n3/2AD1/2C1/2 (5) 

 

onde n é o número de elétrons transferidos na reação; A é a área do eletrodo (em cm2 ); D é o 

coeficiente de difusão (7,6 x 10-6 cm2 s-1 para o íon [Fe(CN)6]
3- a uma concentração de 5 mmol 

L-1 em meio de KCl 0,1 mol L-1 ); C é a concentração da espécie eletroativa em solução (em 

mol cm-3 ) e  é a velocidade de varredura de  potencial (em V s-1 ).  (BARD; FAULKNER, 

2001; BRETT; BRETT, 1993). De acordo com a equação, para uma mesma concentração de 

espécie eletroativa e a uma mesma velocidade de varredura, a corrente de pico dependerá 

diretamente da área do eletrodo. Os resultados obtidos para a determinação das áreas 

eletroativas dos eletrodos estudados são apresentados na Tabela 6. Neste caso analisou-se o 

valor de Ipc de cada eletrodo, a qual é originada no processo de redução [Fe(CN)6]
3- + e- → 

[Fe(CN)6] 
4-. As áreas eletroativas estimadas são apresentadas em cada caso como uma média 

obtida a partir de três replicatas. 
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Tabela 6 – Valores médios da área eletroativa estimados do EPCV não modificado, EPCV/GA e EPCV/AuNPs-

GA (n = 3 para cada um dos eletrodos).  

Eletrodo - Ipc (µA) Área eletroativa estimada (cm2) 

EPCV  40,65 ± 0,59 0,048 ± 0,60 

EPCV/GA 42,46 ± 0,62 0,05 ± 0,60 

EPCV/AuNPs-GA 51,39 ± 0,18 0,062 ± 0,18 

 

O valor da Ipc, e consequentemente o da área eletroativa, aumentou na ordem EPCV < 

EPCV/GA < EPCV/AuNPs-GA. A maior área obtida para o EPCV/GA em comparação ao 

EPCV pode ser uma consequência da superfície mais hidrofílica dos eletrodos modificados 

apenas com a GA, o que pode ter proporcionado um aumento na quantidade de sítios 

eletroativos em relação ao EPCV, cuja superfície é apolar. No caso do EPCV/AuNPs-GA, uma 

maior área foi observada comparando-se ao EPCV/GA, e com o EPCV.  Provavelmente, isso é 

devido ao efeito da presença das AuNPs na superfície eletródica.  

A fim estudar a influência que a quantidade de AuNPs-GA presente exerce sobre a 

resposta do EPCV, foi realizado um estudo com diferentes volumes de AuNPs-GA (125, 250, 

500 e 1000 µL) adicionados em uma massa fixa de 50,0 mg de carbono vítreo em pó. Os estudos 

foram realizados na presença de 10,0 mmol L-1 [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-, com solução tampão 

de 0,15 mol L-1 PBS como eletrólito de suporte. Os resultados obtidos são mostrados na Figura 

23. 
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Figura 23 – Voltamogramas cíclicos ( = 50,0 mV s-1) do EPC com diferentes volumes of AuNPs-GA (125,250, 

500, e 1000 µL), na presença de 0,15 mol L-1 tampão PBS (pH 7.4) contendo 10,0 mmol L-1 K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6.  
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Conforme mostrado na Figura 23, a corrente de pico aumentou até a adição de 250 µL 

de AuNPs-GA e, em seguida, foi observada uma diminuição acentuada na corrente de pico. O 

aumento da quantidade de AuNPs pode ser prejudicial a performance do eletrodo, uma vez que 

pode ocorrer a agregação das mesmas na pasta, fazendo com que o nanomaterial perca suas 

propriedades condutoras e diminuindo sua área superficial. Assim, a corrente de pico também 

diminui (OREN; ANIK, 2017; ÇUBUKÇU;TIMUR; ANIK,2007). Portanto, 250 µL de 

AuNPs-GA foram empregados para a confecção dos eletrodos nos estudos subsequentes.  

A fim de se comprovar a presença das AuNPs-GA no EPCV confeccionado, foram 

realizadas medidas de VC com o eletrodo modificado em meio ácido (tampão BR 0,04 mol L-

1, pH 2,0). Medidas nas mesmas condições foram realizadas para um eletrodo de ouro 

policristalino, para o EPCV e para o EPCV/GA. Os resultados são mostrados nas Figuras 24A 

e 24B. 
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Figura 24 – Voltamogramas cíclicos (A) de um eletrodo sólido de ouro e (B) do EPCV/AuNPs-GA, EPCV/GA e 

EPCV não modificado, em meio ácido (tampão BR 0,04 mol L-1 pH 2,0) 

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
-25

-20

-15

-10

-5

0

5

10

 

 

I 
(

A
)

(E) (V) vs. Ag/AgCl 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4
-30

-20

-10

0

10

20

30

40

 

 

I 
(

A
)

E (V) vs Ag/AgCl

 EPCV

 EPCV/GA

 EPCV/AuNPs-GA

 

É possível observar no voltamograma cíclico obtido do eletrodo de Au sólido processos 

redox característicos do ouro, com picos anódicos na região de +1,18 V e um pico catódico em 

+0,85 V (BURKE; NUGENT, 1997; WANG, Y.et al., 2013).  Estes processos são referentes à 

formação de óxidos de ouro durante a varredura anódica que permanecem adsorvidos na 

superfície do eletrodo, e são posteriormente reduzidos durante a varredura catódica. Pode-se 

visualizar esta sequência de reações por meio das seguintes equações:  

 

                                        𝐴𝑢 + 𝐻2𝑂 → 𝐴𝑢𝑂𝐻 + 𝐻 + + 𝑒 – (1)  

                                      𝐴𝑢𝑂𝐻 + 2 𝐻2𝑂 → 𝐴𝑢(𝑂𝐻)3 + 2 𝐻 + + 2𝑒 –  (2)  

                                    𝐴𝑢(𝑂𝐻)3 + 3 𝑒 − + 3 𝐻 + → 𝐴𝑢 + 3 𝐻2𝑂 (3) 

 

onde as equações (2) e (3) referem-se aos processos de oxidação e a equação (4) ao processo 

de redução. O produto formado Au(OH)3, pode ser representado também na forma Au2O3.3H2O, 

correspondente ao óxido hidratado. Salienta-se que o processo é restrito à superfície eletródica 

e as moléculas de água que participam das reações estão adsorvidas à superfície do metal. 

(BURKE; NUGENT, 1997; WANG, Y.et al., 2013).  

Pode-se observar pela Figura 24 B que o voltamograma obtido em meio ácido para o 

EPCV/AuNPs-GA apresentou um processo anódico em +1,18 V e um processo catódico em 

+0,87 V. Estes podem ser atribuídos ao processo redox típico para o Au, de acordo com as 

equações (1) a (3). Por outro lado, os voltamogramas obtidos em meio ácido para o EPCV não 

modificado e para o EPCV/GA não revelaram picos anódicos ou catódicos, exibindo apenas 

corrente capacitiva. Deste modo, pode-se afirmar que as AuNPs-GA exibiram eletroatividade 

e foram devidamente incorporadas nos EPCV/AuNPs-GA. A aplicação de ciclos voltamétricos 

(A) (B) 
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sucessivos não acarretou em um decréscimo significativo de corrente para os processos 

identificados, o que sugere que as nanopartículas permaneceram estáveis no eletrodo, não 

havendo a lixiviação das mesmas para o eletrólito.  

 

4.1.3 Determinação do Cloridrato de Prometazina  (PMZ) 

 

4.1.3.1 Comportamento voltamétrico  

 

Inicialmente, verificou-se o mecanismo de eletroxidação da PMZ na superfície do 

EPCV/AuNPs-GA. Os voltamogramas obtidos na faixa de 0,0 a 1,0 V (vs. Ag/AgCl) são 

mostrados na Figura 25. 

 

Figura 25 – Voltamogramas cíclicos para o EPCV/AuNPs-GA na presença 4,76 x 10-4 mol L-1 de PMZ em meio 

de KCl 0,1 mol L-1 e ν = 50 mV s-1.  
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O pico III apareceu apenas na segunda varredura voltamétrica, o que pode ser 

visualizado na Figura 25. Conforme pode ser observado na Figura 26, esse comportamento 

evidencia que o mecanismo de oxidação da PMZ ocorre em duas etapas: 

Pico III 

Pico I 

Pico II 
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• Etapa I - Primeiro, um elétron é removido do átomo de nitrogênio da molécula de PMZ 

para produzir um radical cátion relativamente estável, gerando o Pico I em 0,75 V. Parte 

desses radicais são reduzidos novamente à PMZ, dando origem ao pico catódico II em 

0,40 V. (NI; WANG; KOKOT, 2001; DANIEL; GUTZ, 2003; RIBEIRO, et al., 2008).;  

 

• Etapa II - Os radicais catiônicos restantes formados no Pico I são mais facilmente 

oxidados com um potencial mais baixo, em 0,48 V (Pico III) e sofrem hidrólise para 

produzir sulfóxido de prometazina, o produto final da via de oxidação. (NI; WANG; 

KOKOT, 2001; DANIEL; GUTZ, 2003; RIBEIRO, et al., 2008), proporcionando um 

decréscimo do pico I. 

Determinou-se o Pico I para ser avaliada as respostas dos eletrodos, uma vez que as 

correntes geradas pelo Pico I são maiores e também devido ao fato de que o Pico de oxidação 

III é dependendo do processo I. Além disso, esse é o pico estudado na maioria dos estudos 

eletroquímicos envolvendo a PMZ encontrados na literatura (MARCO et al., 2013; 

HONARMAND; MOTAGHEDIFARD; GHAMARI, 2014; HONARMAND et al., 2016; 

ALIZADEH; AKHOUNDIAN, 2010; JESUS, et al., 2011). 

 

Figura 26 - Mecanismo de oxidação da PMZ 

 

 

Fonte: Adaptado de HONARMAND; MOTAGHEDIFARD; GHAMARI, 2014. 

 

Etapa I 
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Posteriormente, a fim de se verificar a eletroatividade da PMZ sobre os eletrodos 

estudados, foram realizados estudos por voltametria cíclica, empregando uma concentração fixa 

PMZ igual a 1,96 µmol L-1, em meio de uma solução de KCl 0,1 mol L-1. Os voltamogramas 

obtidos na faixa de 0,0 a 1,0 V (vs. Ag/AgCl) são mostrados na Figura 27. 

 

Figura 27 – Voltamogramas cíclicos do EPCV, do EPCV/GA e do EPCV/AuNPs-GA na presença de 1,96 µmol 

L-1 de PMZ, em meio de KCl 0,1 mol L-1 e ν = 50 mV s-1. As linhas pontilhadas representam os voltamogramas 

dos mesmos eletrodos na ausência dos analitos. 
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Pode-se observar nos voltamogramas da Figura 27 que, na ausência do analito, não 

houve o surgimento de picos de corrente para nenhum dos eletrodos estudados. Desta maneira, 

os mesmos não apresentam resposta eletroquímica na faixa de potencial e no pH estudados, 

possuindo apenas corrente capacitiva. No entanto, na presença de PMZ, foram identificados 

dois processos de oxidação em torno de 0,75 V (pico I) e 0,48 V (pico III) e um processo de 

redução (pico II) em torno de 0,40 V. É possível notar que os picos anódicos e catódicos da 

PMZ no EPCV/AuNPs-GA apresentaram maiores valores de corrente (10,54 e 26,29 µA para 

os picos I e III, respectivamente, e -11,09 µA para o pico II) em comparação aos mostrados pela 

EPCV/GA (7,38 e 19,02 µA para o pico I e III, respectivamente, e -7,90 µA para o pico II) e o 

EPCV (4,09 e 11,46 µA para o pico I e III, respectivamente, e -3,72 µA para o pico II). O 

Pico I 

Pico II 

Pico III 
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incremento nas correntes de pico deve estar relacionado à alta condutividade elétrica dos 

AuNPs, associada ao aumento da área eletroativa proporcionada pela incorporação do 

nanocompósito no eletrodo, conforme foi apresentado previamente. Vale ressaltar que a GA 

também pode ter facilitado o processo de oxidação da PMZ devido aos seus grupos funcionais 

polares. Tais grupos podem ter proporcionado uma interação inicial mais forte com as 

moléculas de PMZ, provavelmente através de forças intermoleculares de ligação de hidrogênio 

e dipolo-dipolo, facilitando o processo de oxidação de PMZ.  

 

4.1.3.2 Influência do pH na resposta voltamétrica da PMZ  

 

Uma vez que há o envolvimento de prótons no mecanismo de oxidação eletroquímica 

da PMZ, pode-se inferir que o pH do meio terá influência direta sobre a resposta do 

EPCV/AuNPs-GA na presença do analito. O pH do eletrólito suporte é um dos parâmetros de 

maior importância para o desempenho analítico de um sensor, influenciando muitas vezes de 

maneira direta a resposta eletroquímica do dispositivo durante a detecção do analito. (HONG; 

ZHU; ZHANG, 2012). A fim de que esta influência fosse avaliada, estudos por meio de VOQ 

com o EPCV/AuNPs-GA foram realizados na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de PMZ 

utilizando-se o tampão BR 0,04 mol L-1 como eletrólito de suporte, variando o valor de pH na 

faixa de 2,0 a 6,0. Avaliou-se separadamente o comportamento de ambos os picos anódicos 

com a mudança do pH. Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Pico I e para o Pico 

III assim como as relações de Epa em função do valor de pH são mostrados na Figura 28. A 

técnica de VOQ foi escolhida pelo fato de que fornece picos de corrente mais definidos e com 

uma sensibilidade superior aos obtidos com a VC. (BRETT; BRETT, 1993; WANG, J., 2001). 

Devido a isso, tal método empregado também para todos os estudos posteriores. 
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Figura 28 – (A) Voltamogramas de onda quadrada para o Pico I (A) e para o pico III (B) do EPCV/AuNPs-GA na 

presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de PMZ, em meio de tampão BR 0,04 mol L-1 , com valores de pH variando na 

faixa de 2,0 a 6,0. Os gráficos inseridos em ambos são referentes as relações de Epa em função do pH obtidas a 

partir dos voltamogramas.  
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Pode-se observar na Figura 28A que para o Pico I houve um pequeno deslocamento, à 

medida em que o pH era elevado e o Epa, permanecendo praticamente constante, sendo 

observado um valor máximo e mínimo de Epa de 0,75 V e 0,70 V, respectivamente. Já para o 
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Pico III, um deslocamento foi verificado, conforme pode ser visualizado na Figura 28B, 

indicando que há prótons envolvidos nesse processo de oxidação. Comportamento semelhante 

a este também foi observado no trabalho de Ribeiro et al. (2008). Isso corrobora com o 

mecanismo de oxidação apresentado para a PMZ na Figura 26. Na Etapa I, há apenas o 

envolvimento de 1 elétron na eletroxidação, não havendo o envolvimento de prótons e, portanto, 

não são observadas mudanças significativas no valor de Epa com o pH para o pico I. Entretanto, 

na Etapa II, responsável pela formação do sulfóxido de prometazina há o envolvimento de 

prótons e consequentemente o deslocamento foi observado. Uma relação linear foi observada 

entre o Epa e o pH do eletrólito suporte para o Pico III (Figura 23B), com uma inclinação igual 

a -36,0 mV pH-1 (Epa (vs. Ag/AgCl) = 0,606 – 0,036 pH, R = -0,991). Este valor aproxima-se 

da inclinação nernstiana teórica de -29,0 mV pH-1, que corresponde a processos onde 2 elétrons 

e 1 próton estão envolvidos no processo de eletroxidação (HONARMAND, et al, 2016), o que 

corrobora com o mecanismo da PMZ apresentado na Figura 26.  

Pode ser observado que para o Pico III da PMZ, o potencial desloca-se para valores mais 

baixos com o aumento do pH do eletrólito de suporte, indicando que nestas condições o 

processo ocorre mais facilmente, uma vez que a oxidação se dá com a retirada de dois prótons. 

Consequentemente, o cátion radicalar formado nas primeiras duas etapas será oxidado em um 

potencial mais baixo. Em pHs ácidos, ao contrário, os prótons a serem removidos da molécula 

encontram-se mais firmemente ligados à mesma, pois a concentração de íons OH- nestes pHs é 

baixa. Neste caso, a remoção de prótons pode estar dificultada e um maior valor de potencial é 

necessário para que os mesmos possam ser retirados da molécula, resultando então em sua 

oxidação (ARVAND; ANSARI; HEYDARI, 2011). 

 Pode-se observar pela Figura 28A que o pH 5,0 apresentou a melhor resposta 

eletroquímica em termos de intensidade de corrente, o que está de acordo com trabalhos 

anteriormente reportados na literatura (JESUS, et al., 2011; PRIMO et al., 2014). Desta 

maneira, o pH 5,0 foi utilizado nos estudos subsequentes.   

 

4.1.3.3 Influência do eletrólito suporte 

 

O tipo de eletrólito suporte a ser utilizado nas medidas eletroquímicas pode modificar a 

termodinâmica e a cinética do processo eletródico, assim como o transporte de massa no interior 

da célula eletroquímica tendo, portanto, influência direta sobre a resposta eletroquímica do 

eletrodo de trabalho. (AGOSTINHO et al., 2004). Como a reação de oxidação da PMZ 

apresentou dependência em relação ao pH, foram escolhidos quatro meios tamponantes para 
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serem testados para o fármaco, todos com pH ajustado para 5,0, os quais foram: tampão 

McIlvaine (ácido cítrico e Na2HPO4), tampão BR 0,04 mol L-1 (H3PO4, H3BO3 e CH3COOH), 

tampão citrato (ácido cítrico e citrato de sódio) e tampão acetato (CH3COOH e CH3COONa). 

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos com o EPCV/AuNPs-GA para 4,76 x 10-4 mol L-

1 de PMZ são mostrados na Figura 29.  

 

Figura 29 – Voltamogramas de onda quadrada do EPCV/AuNPs-GA na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de PMZ, 

em diferentes tipos de soluções tampão, em pH 5,0 (parâmetros utilizados: a = 50 mV; ∆Es = 2 mV;  f = 100 Hz) 
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Verifica-se que a natureza do eletrólito influenciou a resposta do EPCV/AuNPs-GA 

para a PMZ, uma vez que pequenos deslocamentos de potencial e diferenças na magnitude da 

Ipa foram observados comparando-se os diferentes eletrólitos testados. Observou-se que 

soluções tampão contendo ácido cítrico em sua composição (McIlvaine e citrato) exibiram 

maiores respostas atuais. Isto sugere que a composição de tais soluções tampão pode de alguma 

forma facilitar a chegada da molécula de PMZ à superfície EPCV/AuNPs-GA. Verificou-se 

também que houve um considerável incremento de corrente para o tampão McIlvaine frente às 

demais soluções (tampão citrato = 341,04 μA; tampão acetato = 167,70 μA; tampão BR = 

134,69 μA, tampão McIlvaine = 404,81). Assim, selecionou-se o tampão McIlvaine (em pH 

5,0) para todas as análises subsequentes.  
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4.1.3.4 Influência da velocidade de varredura 

 

 Com o objetivo de se determinar o mecanismo de transporte de massa envolvido na 

reação de oxidação da PMZ na superfície eletródica do EPCV/AuNPs-GA, realizou-se um 

estudo de velocidade de varredura (ν), por meio de VC. As medidas foram realizadas variando-

se a ν no intervalo de 10 mVs-1 a 100 mVs-1. Empregou-se uma concentração fixa de PMZ igual 

a 4,76 x 10-4 mol L-1, e como eletrólito de suporte o tampão McIlvaine em pH 5,0. Os 

voltamogramas obtidos são apresentados na Figura 30.  

 

Figura 30 – Voltamogramas cíclicos obtidos para 4,76 x 10-4 mol L-1 de PMZ, em meio de tampão McIlvaine em 

pH 5,0, com ν variando de 10 a 100 mV s-1.  
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 Para se estimar a natureza do processo redox da PMZ sobre a superfície do 

EPCV/AuNPs-GA, utilizou-se da relação de duplo logaritmo entre a Ipa e a v, assim como no 

trabalho realizado por Shih e colaboradores (2004). Tal método é baseado nas seguintes 

deduções: 

i.  Processos reversíveis controlados por difusão são descritos pela equação: 

Pico III 

Pico I 

Pico II 
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Ip = (2,69x105)n3/2AD1/2Cv1/2 (5) 

onde: n é o número de elétrons transferidos na reação; A é a área do eletrodo (em cm2); Γ é a 

concentração da espécie eletroativa adsorvida na superfície do eletrodo (mol cm-2), D é o 

coeficiente de difusão, C é a concentração da espécie eletroativa em solução e v é a velocidade 

de varredura de potencial (em V s-1). Assim, a corrente de pico (e também qualquer outro valor 

de corrente do voltamograma) é proporcional a v1/2. (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; 

BRETT, 1993).  

Aplicando-se o logaritmo (base 10) na equação (5), obtém-se: 

 

                         (log) Ip = log [(2,69x105)n3/2AD1/2C] + Iog v1/2 (7) 

 

Esta equação pode ser reduzida a: 

 

                                           (log) Ip = log constante + ½  Iog (v) (8) 

 

Aplicando-se derivadas parciais e rearranjando, obtém-se: 

 

                                        inclinação = 0,5 = 
 log 𝐼𝑝

log 
 

 

(9) 

 

ii. O mesmo tratamento acima mostrado acima para a equação (5) pode ser dado à equação 

(6). 

 

                 Log (Ip) = log ( 
𝑛² 𝐹²

4𝑅𝑇
 A Γ) + log v 

 

                           (10) 

 

                       log (Ip) = log ( 
𝑛² 𝐹²

4𝑅𝑇
 A Γ) + log v 

 

                         (11) 

 

                                  log (Ip) = constante+ log v  (12) 
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                                        inclinação = 1,0 = 
 log 𝐼𝑝

log 
 

 

    (13) 

 

De acordo com a equação 9, uma inclinação do gráfico de log Ipa vs. Log v igual a 0,5 é 

obtida no caso de processos puramente difusionais. Segundo a equação 13, o processo será 

inteiramente adsortivo quando uma inclinação de 1,0 é obtida para o mesmo gráfico. 

Inclinações entre 0,5 e 1,0 indicam mecanismos mistos, controlados simultaneamente por 

difusão e adsorção. Apesar de tais relações apresentadas serem definidas para eletrodos sólidos 

não modificados (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993), estas foram utilizadas 

como forma de estimar a natureza do transporte de massa, de acordo com trabalhos já citados 

na literatura (SHIH et al., 2004; LIMA et al, 2018; TURUNC; GUMUS; ARSLAN, 2019; 

KUMAR et al, 2019).  A fim de se verificar a natureza do transporte de massa do processo de 

oxidação da PMZ sobre o EPCV/AuNPs-GA, aplicou-se a relação do duplo logaritmo no 

sistema em estudo. Os gráficos resultantes são mostrados na Figura 31. 

 

Figura 31 – Relações do duplo logaritmo (log Ipa vs. Log ν) obtida para a PMZ. 
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As correlações do duplo logaritmo obtidas foram obtidas pelas equações log Ipa = 0,31 

log ν + 0,74, R2 = 0,989 para o pico I e log Ipa = 1,55 log ν – 2,08, R2 = 0,9968  para o pico III. 

Assim, pode-se afirmar que o transporte de massa referente ao pico I é controlado 

predominantemente por difusão uma vez que o valor de inclinação da reta obtido (0,31) se 
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aproximou do valor característico para processos difusionais, sendo, portanto, este pico o mais 

adequado para acompanhar em determinações eletroanalíticas. Por sua vez, o transporte de 

massa do pico III é controlado predominantemente por adsorção, devido ao fato do valor da 

inclinação da reta obtida (1,55) ser próximo ao valor característico para processos adsortivos.  

 

4.1.3.5 Otimização dos parâmetros da VOQ 

 

Nos últimos anos, planejamentos fatoriais vêm sendo frequentemente empregados na 

otimização de métodos analíticos, uma vez que permitem a redução no número de experimentos 

que precisam ser executados, resultando em um menor consumo de reagentes. Além disso, os 

planejamentos fatoriais possibilitam o desenvolvimento de modelos matemáticos capazes de 

avaliar a relevância estatística dos efeitos dos fatores em estudo, bem como investigar os efeitos 

de interação entre os mesmos. Os experimentos de Box-Behnken são caracterizados por 

planejamentos fatoriais com 3 níveis dos fatores e por modelos de segunda ordem e consistem 

em uma eficiente metodologia para a obtenção de superfícies de resposta. (FERREIRA, et al, 

2007). Tal planejamento foi empregado pois os resultados obtidos são utilizados para a 

construção de modelos matemáticos que descrevem o comportamento do sistema dentro da 

região experimental investigada. (BREITKREITZ; SOUZA; POPPI, 2014). 

Desta forma, a fim de obter uma maior intensidade de corrente para a determinação da 

PMZ com o EPCV/AuNPs-GA, os parâmetros instrumentais da VOQ amplitude de pulso a, 

incremento ∆Es e frequência f foram otimizados por meio de um planejamento fatorial Box-

Behnken com triplicata no ponto central. Empregou-se para a otimização uma concentração 

fixa de 4,76 x 10-4 mol L-1 de PMZ, com todas as medidas realizadas em solução tampão 

McIlvaine em pH 5,0. Os resultados obtidos são mostrados na Tabela 7. Os valores dos 

parâmetros escolhidos foram determinados através de estudos anteriores. Para a realização 

deste estudo, um mesmo EPCV/AuNPs-GA foi empregado, realizando-se uma limpeza da 

superfície eletródica entre as medidas. Tal limpeza foi realizada lixando-se gentilmente a 

superfície do eletrodo em uma folha de papel sulfite limpa. Ressalta-se ainda que se seguiu uma 

ordem aleatória na realização de cada ensaio. 
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Tabela 7 – Coeficientes de contraste para o planejamento fatorial Box-Behnken empregado para a otimização dos 

parâmetros da VOQ. (∆Es : (-) = 6 mV , (0) = 8 mV , (+) = 10 mV  ; a : (-) = 80 mV, (0) = 90 mV, (+) = 100 mV 

; f : (-) = 80 Hz , (0) = 90 Hz , (+) = 100 Hz)  

Ensaio ΔEs a f I (µA) 

1 - - 0 387,97 

2 + - 0 457,34 

3 - + 0 424,45 

4 + + 0 490,69 

5 - 0 - 340,50 

6 + 0 - 414,69 

7 - 0 + 445,31 

8 + 0 + 496,67 

9 0 - - 357,76 

10 0 + - 388,19 

11 0 - + 450,35 

12 0 + + 499,09 

13 0 0 0 627,15 

14 0 0 0 628,40 

15 0 0 0 630,42 

 

A análise de variância (ANOVA) foi realizada a fim de se avaliar a significância do 

modelo quadrático gerado, bem como verificar se o mesmo apresenta um bom ajuste aos dados 

experimentais obtidos. A ANOVA (Tabela 8) do modelo matemático quadrático ao qual os 

dados experimentais foram ajustados evidenciou que a variância explicada pelo mesmo é bem 

próxima da máxima variância explicável (Rsqr = 0,99975; Radj = 0,9993) e que a falta de ajuste 

não foi significativa. Além disso, observou-se que os efeitos principais das variáveis estudadas, 

bem como os efeitos de interação de segunda ordem entre ΔEs e f e a e f  foram significativos 

para a obtenção de um maior valor de corrente a um nível de confiança de 95%. Portanto, 

confirma-se que o modelo quadrático proposto pode explicar satisfatoriamente os dados 

experimentais obtidos, sendo capaz de predizer com uma confiabilidade de 99,93% o 

comportamento da variável dependente (no caso, a resposta Ipa) frente às variáveis 

independentes estudadas (ΔEs, f e a).  
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Tabela 8 – ANOVA obtida no tratamento estatístico dado aos resultados 

 

Fator 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F calculado p 

ΔEs  41185,2 2 20592,61 7563,49 0,000132 

a  35744,6 2 17872,29 6564,34 0,000152 

f   61583,3 2 30791,66 11309,51 0,000088 

ΔEs*f 165,2 2 82,58 30,33 0,031917 

a*f 83,8 1 83,81 30,78 0,030982 

Falta de ajuste 58,4 3 19,47 7,15 0,125134 

Puro erro 5,4 2 2,72 - - 

Total 126578,6 14 - - - 

 

Pode-se observar também pela ANOVA que os efeitos principais (ΔEs, a e f ) bem como 

as interações de segunda ordem (ΔEs*f  e a*f ) foram significativos. Portanto, para a obtenção 

de uma maior resposta de corrente, a interação entre as variáveis deve ser levada em 

consideração, e os demais efeitos não devem ser interpretados individualmente (BARROS 

NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Observa-se também que o fator que possui o maior 

efeito na resposta de corrente é f. Isso corrobora com a literatura (SOUZA; MACHADO; 

AVACA, 2003)., uma vez que para sistemas reversíveis, o aumento da corrente é proporcional 

à raiz quadrada da freqüência:  

Ip = kr  f 
1/2 

 

O aumento da freqüência de aplicação dos pulsos de potencial causa um aumento na 

resposta de corrente, com a conseqüente melhoria na sensibilidade da análise. Entretanto, este 

aumento na freqüência deve ser observado, uma vez que reversibilidade da reação pode 

diminuir. (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). 

A Figura 32 apresenta a distribuição aleatória dos resíduos, indicando que o modelo 

obtido não foi tendencioso. 
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Figura 32 - Distribuição dos resíduos  
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Os resultados obtidos a partir deste planejamento foram ajustados a um modelo 

matemático quadrático. A resposta de interesse (Ipa) é representada em função das variáveis 

estudadas (a, f e ΔEs). O modelo gerado é apresentado a seguir: 

 

Ipa = 628,66 + 32,65 x ΔEs + 18,63 x a + 48,79 x f - 94,05 x ΔEs2 - 94,50 x a2 - 110,31 x f 2 -

0,7825 x ΔEs x a - 5,71 x ΔEs x f + 4,58 a x f 

 

As superfícies de resposta obtidas estão representadas na Figura 33. 

 

Figura 33 – Superfícies de resposta em função das variáveis (A) ΔEs e a, (B) f e ΔEs e (C) f e a. 

 

 

(A)  (B) (C) 
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Analisando-se a Figura 21, verifica-se que, dentro do intervalo em que as variáveis ΔEs, 

a e f  foram avaliadas, o valor da Ipa passa por uma região de máximo (área vermelho-escura do 

gráfico de superfície de resposta), a qual corresponde à região experimental ótima para a 

determinação da PMZ empregando-se o EPCV/AuNPs-GA utilizando-se a VOQ. Além disso, 

pode-se observar no gráfico de curvas de nível que nesta região encontra-se o ponto central do 

planejamento. Portanto, tais condições foram adotadas como os valores ótimos, as quais são a 

= 90 mV, f = 100 Hz e ΔEs = 8 mV. 

 

4.1.3.6 Obtenção de curvas analíticas 

 

Após a otimização das variáveis experimentais (pH, tipo de eletrólito suporte e 

parâmetros da VOQ), curvas analíticas foram obtidas para a PMZ empregando-se o 

EPCV/AuNPs-GA por meio de VOQ, na faixa de concentração 3,98 a 15,7 µmol L-1. Escolheu-

se esta faixa de concentração a fim de se verificar se o EPCV/AuNPs-GA era capaz de 

apresentar uma resposta linear de corrente em função de baixos valores de concentração de 

PMZ em amostras de padrão analítico e reais. Foi utilizada uma solução estoque do analito de 

concentração 1,0 x 10-3 mol L-1, com adições de alíquotas de 20 μL à célula eletroquímica. Para 

fins de comparação, curvas analíticas nas mesmas condições descritas foram construídas para 

o EPCV não modificado e para o EPCV/GA. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 

34. As equações das retas obtidas pela regressão linear das três curvas analíticas bem como os 

respectivos coeficientes de correlação são mostradas na Tabela 8.  

Uma vez que houve o aumento linear da Ipa com o aumento na concentração de PMZ 

possibilitou o cálculo dos limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) para os eletrodos 

estudados. O LD pode ser definido como a mais baixa concentração de analito que pode ser 

detectada, porém não quantificada de modo que o sinal analítico produzido seja distinguível do 

ruído do equipamento. O LQ, por sua vez, é definido como a menor quantidade de analito que 

pode ser detectada e quantificada pelo método com um elevado nível de confiança, consistindo 

em um valor maior que o LD. (ARMBRUSTER; PRY, 2008). O LD e o LQ para a determinação 

da PMZ foram calculados da maneira recomendada pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2003), por meio das seguintes equações: 

 

                                                 𝐿𝐷 =
3 𝑥 𝑑𝑝 

𝑏
             𝐿𝑄 =

10 𝑥 𝑑𝑝

𝑏
                                       (14) 
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onde dp é o desvio padrão do intercepto com o eixo Y de três curvas analíticas e b é a inclinação 

ou coeficiente angular da curva estatística (construída a partir de três curvas analíticas). Os 

valores de LD e LQ obtidos para cada um dos eletrodos também são apresentados na Tabela 9. 

 

Figura 34 – (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o EPCV/AuNPs-GA na faixa de 3,98 a 15,7 µmol 

L-1 de PMZ, em tampão McIlvaine pH 5,0, com a = 90 mV, f = 100 Hz e ΔEs = 8 mV. (B) Curva analítica obtida 

para o EPCV/AuNPs-GA (média de três determinações). 
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Tabela 9 – Parâmetros analíticos e valores de LD e LQ obtidos a partir da regressão linear das curvas para a 

determinação de PMZ com o EPCV não modificado, EPCV/GA e EPCV/AuNPs-GA 

 Eletrodo 

Parâmetro EPCV EPCV/GA EPCV/AuNPs-GA 

Faixa linear 

estudada (μmol L-1) 

3,98 a 15,7 3,98 a 15,7 3,98 a 15,7 

Equação  

da reta 

I (µA) = 3,30 [PMZ] 

-3,11 x 10-6 

I (µA) = 3,56 [PMZ] 

+ 1,84 x 10-5 

I (µA) = 4,99 [PMZ] 

+ 2,28 x 10-5 

Coeficiente de 

correlação (R2) 

0,990 0,989 0,991 

LD (µmol L-1) 5,67 2,32 1,09 

LQ (µmol L-1) 10,71 7,72 3,62 

 

As curvas analíticas indicaram um aumento linear do valor de Ipa com o aumento da 

concentração de PMZ dentro da faixa estudada para cada um dos eletrodos. Entretanto, observa-

se que a inclinação obtida para a curva analítica do EPCV/AuNPs-GA (4,99) foi superior às 

(A) 
(B) 



89 
 

observadas para os demais eletrodos (3,30 e 3,56 para o EPCV e o EPCV/GA, respectivamente), 

evidenciando assim sua maior sensibilidade ao fármaco em estudo. Pode-se atribuir que o 

melhor desempenho analítico do EPCV/AuNPs-GA é uma consequência da inserção das 

AuNPs estabilizadas na GA sintetizadas, já citadas anteriormente.  

A partir dos valores de LD e LQ obtidos para cada eletrodo, pode-se verificar novamente 

a maior sensibilidade e desempenho analítico superior do EPCV/AuNPs-GA, pois valores 

inferiores para os dois parâmetros foram encontrados para este eletrodo em comparação aos 

demais.  

Na Tabela 10, estão mostrados alguns trabalhos descritos na literatura relacionados a 

determinação da PMZ. Pode ser observado que, apesar de alguns valores de LD e LQ 

apresentados serem menores que os obtidos empregando-se o EPCV/AuNPs-GA, ressalta-se a 

vantagem de confecção simples e rápida do sensor desenvolvido neste trabalho perante aos 

demais listados. Adicionalmente, dentre os sistemas de detecção os quais utilizam 

nanopartículas metálicas, este é um dos únicos baseados na síntese verde das mesmas. O LD e 

o LQ alcançados para o EPCV/AuNPs-GA podem ser considerados como satisfatórios para a 

determinação de PMZ em amostras de medicamentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 
 

Tabela 10 – Valores de LD e de LQ obtidos para a determinação de PMZ em diferentes trabalhos reportados na 

literatura. 

Técnica Eletrodo de 

trabalho 

LD  

(µmol L-1) 

LQ  

(µmol L-1) 

Referência 

VPD 1 p-ABSA/ZnO/ 

ECV 2 

0,004 - (CHEN, et al, 2014)  

VPD 1 FeMoNPs/ECV3 0,010 - (ARUMUGAM, et 

al, 2020) 

 

 

VPD 1 

 

 

Au-NPs/EPC 4 

 

 

0,648 

 

 

- 

(HONARMAND; 

MOTAGHEDIGAR

D; GHAMARI, 

2014) 

VPD 1 MPSI-Au SAM 5 0,246 - (HONARMAND, et 

al, 2016) 

VOQ SiPy+Cl-/CuTsPc6 0,009 0,093 (JESUS, et al, 2011) 

AIS 7 - 2,180 7,170 (FENG, et al, 2007) 

Fluorescência CQDs-MIPs8 0,500 - (ENSAFI;NASR- 

ESFAHANI; 

REZAEI, 2017) 

VOQ EPCV/AuNPs-GA 1,090 3,620 Este trabalho 

1 VPD: Voltametria de pulso diferencial 
2 p-ABSA/ZnO/ECV:etrodo de carbono vítreo modificado com ZnO  
3FeMoNPs/ECV: eletrodo de carbono vítreo modificado com nanoplacas de molibdato de ferro  
4 Au-NPs/EPC: eletrodo de pasta de carbono modificado com nanopartículas de ouro 
5 MPSI-Au SAM: eletrodo de ouro modificado com bis-N-(2-mercaptofenill) salicilaldimina (MPSI) 
6 SiPy+Cl-/CuTsPc: filme de LBL com cloreto de silsesquioxano de 3-n-propilpiridínio e ftalocianina de cobre 

tetrasulfonada (II) 
7 Análise por injeção sequencial 
8 CQDs-MIPs: sensor óptico baseado em quantum dots de carbono revestidos com polímeros molecularmente 

impressos 

 

4.1.3.7 Determinação de níveis de repetibilidade, reprodutibilidade e ensaios de determinação 

 

A precisão do EPCV/AuNPs-GA para a determinação da PMZ foi avaliada por meio da 

determinação dos níveis de repetibilidade (precisão intra-corrida) e precisão intermediária 

(precisa inter-corrida) da resposta voltamétrica gerada pelo sensor na presença do analito, assim 

como a partir do nível de reprodutibilidade de preparação do eletrodo modificado. Para a 
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determinação da repetibilidade de medida foi realizada uma série de dez medidas (n = 10) de 

VOQ sucessivas, nas condições experimentais otimizadas e no mesmo dia, com o 

EPCV/AuNPs-PG na presença de 2,44 x 10-4  mol L-1 de PMZ.  A precisão intermediária, por 

sua vez, foi avaliada por meio da realização de cinco medidas (n = 5) com um mesmo 

EPCV/AuNPs-GA, em dias e em soluções diferentes, igualmente na presença de 2,44 x 10-4  

mol L-1  do analito. Para a determinação da reprodutibilidade de preparação dos eletrodos, foram 

preparados cinco EPCV/AuNPs-GA, e cada um deles testado na mesma concentração 

empregada nos estudos anteriores. 

Os resultados de repetibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade de 

preparação do eletrodo foram expressos em termos de porcentagem de desvio padrão relativo à 

média (%DPR) entre as Ipa obtidas, sendo este calculado por meio da seguinte equação: 

 

                                           %𝐷𝑃𝑅 =
𝑠

𝑥
 𝑥 100                                                                 (15) 

 

onde s é a estimativa do desvio padrão das Ipa obtidas em cada caso e 𝑥 é a média aritmética 

simples das mesmas. Os resultados para os estudos de precisão são mostrados na Tabela 11. 

 

Tabela 11 – Resultados para repetibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade de preparação do eletrodo 

para a determinação de PMZ com o EPCV/AuNPs-GA. 

Parâmetro % DPR 

Repetibilidade 1,61% 

Precisão intermediária 0,48% 

Reprodutibilidade 2,47 % 

 

Segundo a ANVISA, considera-se um % DPR igual a 5% como o máximo aceitável em 

estudos de precisão para metodologias analíticas. (BRASIL, 2003). Verifica-se, portanto, que 

bons níveis de precisão foram encontrados para a determinação de PMZ com o EPCV/AuNPs-

GA em relação a resposta gerada pelos eletrodos bem como quanto a sua preparação. Tais 

resultados sugerem uma boa potencialidade analítica para o sensor desenvolvido. 

A seguir, ensaios de determinação da PMZ em eletrólito suporte puro (tampão 

McIlvaine em pH 5,0) foram realizados utilizando-se VOQ a fim de se verificar quanto da 

amostra de PMZ adicionada pode ser realmente quantificada pelo EPCV/AuNPs-GA. Tais 

estudos foram realizados utilizando-se a equação da reta da curva analítica obtida anteriormente 
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para o EPCV/AuNPs-GA, e seus resultados podem ser tomados como uma medida da 

viabilidade de utilização do sensor desenvolvido para a determinação do fármaco em amostras 

reais. Para tanto, adicionou-se alíquotas de 60, 100 e 140 µL de uma solução estoque de PMZ 

de concentração igual a 1 x 10-3 mol L-1, correspondendo as concentrações de PMZ de 5,96; 

9,90 e 13,80 µmol L-1, respectivamente. Registrou-se o valor de corrente para cada adição e 

posteriormente, verificou-se se a concentração obtida através da equação da reta I (µA) = 4,99 

[PMZ] + 2,28 x 10-5 era próxima ao valor adicionado. Tal análise foi realizada em triplicata e 

em 3 dias diferentes para cada uma das concentrações estudadas.  Na Tabela 12 a seguir são 

apresentados os valores de recuperação para cada replicata realizada, assim como as médias 

obtidas nos três ensaios. Verifica-se que os mesmos estão dentro dos padrões aceitáveis, uma 

vez que todos aproximaram-se do valor ideal de 100,0%, o que evidencia a potencialidade de 

aplicação do EPCV/AuNPs-GA na determinação de PMZ em amostras reais.  

 

Tabela 12 – Valores de recuperação obtidos com o EPCV/AuNPs-GA na determinação de PMZ 

Adicionado (µmol L-1) Encontrado (µmol L-1)  (DPR%) Recuperação (%) 

Mesmo dia 

5,96 

9,90 

13,82 

 

Dias diferentes 

5,96 

9,90 

13,80 

 

 

6,01±0,09 

9,91±0,20 

13,73±0,35 

 

 

6,08±0,01 

9,95±0,09 

13,74±0,05 

 

1,50 

2,02 

2,55 

 

 

0,15 

0,90 

0,36 

 

100,92 

100,17 

99,51 

 

 

101,00 

101,72 

99,13 

 

 

4.1.3.8 Determinação em formulação farmacêutica comercial 

 

A aplicação do EPCV/AuNPs-GA na determinação da PMZ em amostras de formulação 

farmacêutica comercial (em comprimido e em gotas) foi avaliada pela realização de ensaios de 

recuperação por VOQ, empregando-se amostras de quatro medicamentos. Novamente utilizou-

se a equação da reta obtida anteriormente. Adicionou-se alíquotas de soluções estoque 

preparadas anteriormente das formulações comerciais estudadas, correspondendo a 
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concentração final de PMZ 9,90 µmol L-1. Registrou-se o valor de corrente para cada adição e 

posteriormente, verificou-se se a concentração obtida através da equação da reta I (µA) = 4,99 

[PMZ] + 2,28 x 10-5 era próxima ao valor adicionado. Tal análise foi realizada em triplicata. Os 

resultados obtidos encontram-se na Tabela 13. 

 

Tabela 13 – Resultados obtidos por VOQ para o estudo de recuperação em amostras de formulação farmacêutica 

comerciais empregando-se o EPCV/AuNPs-GA. 

 
Amostra A 

 

Amostra B 

 

Amostra C 

 

Amostra D 

 

Rotulado  

 

25,0 

mg/comprimido 

5,0 

mg/comprimido 

25,0 

mg/comprimido 
5,0 mg//1,5 mL 

Determinado 

 

25,67 ± 0,15  

mg/comprimido 

4,83 ± 0,09  

mg/comprimido  

24,32 ± 0,6 

mg/comprimido  

4,77 ± 0.05 

mg/comprimido/1,5 

mL 

Erro (%) 2,68 3,40 2,72 4,6 

DPR (%) 0,58 1,86 2,47 1,05 

 

Os resultados obtidos para a análise da formulação farmacêutica confirmaram a exatidão 

da metodologia voltamétrica desenvolvida. Verifica-se que os valores de dosagem 

determinados pelo método desenvolvido aproximaram-se dos valores rotulados para todas as 

formulações comerciais estudadas, com erros inferiores a 5%. Ressalta-se também o bom nível 

de precisão, uma vez que os desvios padrões relativos resultaram em valores abaixo de 5%. 

Destaca-se ainda a praticidade do método, uma vez que não foram necessárias etapas prévias 

de extração do princípio ativo a partir da amostra, conduzindo a análises mais rápidas. Assim, 

pode-se afirmar que o EPCV/AuNPs-GA, aliado à técnica de VOQ é uma alternativa viável 

para a determinação da PMZ em amostras reais de medicamentos. 

 

4.1.4 Ensaios de hemocompatibilidade 

 

Neste trabalho, investigou-se a hemocompatibilidade da suspensão de AuNPs-GA e da 

solução do extrato de GA, avaliando seus possíveis efeitos tóxicos em leucócitos e eritrócitos 

humanos. Este é um estudo importante para futuras aplicações biomédicas da AuNPs-GA 

sintetizadas, bem como para sua aplicação em biossensor, visando a detecção de analitos 

biologicamente relevantes em amostras de sangue. 
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4.1.4.1 Ensaio de citotoxicidade em leucócitos humanos 

 

A citotoxicidade para leucócitos foi avaliada usando o ensaio de exclusão por azul de 

Tripan, em que o número de células viáveis em uma suspensão previamente exposta aos 

materiais ou compostos em estudo é determinado, considerando que as células vivas possuem 

membranas plasmáticas intactas que podem excluir certos corantes (como o azul de Tripan). 

Por outro lado, as células mortas podem ser coradas com o corante mencionado devido à perda 

da integridade da membrana (HILLEGASS, et al, 2010). 

O efeito dos AuNPs-GA e da GA nos leucócitos humanos é demonstrado na Figura 35. 

Como esperado, a água destilada não afetou a integridade da membrana (apresentando uma 

viabilidade celular em torno de 100%), enquanto apenas 50% das células foram viáveis após a 

incubação em presença de TBHP (p <0,05). O TBHP é um peróxido orgânico que apresenta 

propriedades citotóxicas bem conhecidas. Os efeitos citotóxicos do TBHP são atribuídos a dois 

mecanismos principais: sua decomposição em radicais alcoxila e peroxila que podem induzir a 

produção de ERO (incluindo H2O2 e radical hidroxila) na presença de Fe2+ celular, que acelerará 

as reações em cadeia da peroxidação lipídica e danificará o DNA; e alteração no metabolismo 

da glutationa que leva a concentrações elevadas de cálcio citosólico e, finalmente, lesão da 

membrana (ALIA, et al, 2005; BARTOLI, et al, 1994). 

Cerca de 98% de viabilidade celular foi observada após a exposição de leucócitos a 

AuNPs-GA ou GA, que foi estatisticamente equivalente ao controle negativo em ambos os 

casos (p> 0,05). Esse comportamento indica claramente que as nanopartículas e o 

polissacarídeo não romperam a membrana plasmática, mesmo após 3 horas de exposição. 

Assim, a ausência de efeitos tóxicos para a integridade da membrana plasmática dos leucócitos 

pode ser confirmada. 
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Figura 35 - Efeito de AuNPs-GA e GA em leucócitos humanos. Os resultados são expressos em porcentagem em 

relação ao controle negativo (água destilada). Os valores são  a média de 3 experimentos independentes 

realizados em duplicata ± desvio padrão.  

 

 

 

 

 

 

4.1.4.2 Ensaio de fragilidade osmótica em eritrócitos humanos 

 

As propriedades hemocompatíveis da AuNPs-GA e da GA foram ainda avaliadas pela 

realização de ensaios de fragilidade osmótica em eritrócitos humanos. Este ensaio é um 

indicador útil para avaliar se a interação de nanopartículas com a membrana celular pode levar 

a efeitos de citotoxicidade in vitro e se baseia na resistência dos eritrócitos à ação de agentes 

hemolíticos (ANGELOVA; YORDANOV, 2017). Nas soluções salinas hipotônicas, os 

eritrócitos absorvem a água do ambiente externo e incham, com a consequente desintegração 

da membrana celular e liberação da hemoglobina intracelular (hemólise). Em soluções 

contendo NaCl em concentrações em torno de 0,5% ou mais, a membrana plasmática dos 

eritrócitos normalmente permanece estável e não ocorre hemólise detectável (KAUSHANSKY, 

et al, 2016; ROSSI et al, 2006). Se algum composto ou agente externo ao qual os eritrócitos 

estão expostos de alguma forma desestabilizam a membrana celular, espera-se que as células 

sofram hemólise em concentrações de sal superiores ao normal (ANGELOVA; YORDANOV, 
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2017).  Nesse sentido, realizou-se esse ensaio para verificar a influência da AuNPs-GA e da 

GA na estabilidade da membrana plasmática de eritrócitos. 

Como mostrado na Figura 36, um comportamento semelhante foi observado em relação 

à fragilidade dos eritrócitos após a incubação do sangue com AuNPs-GA, GA e água destilada 

(controle). Além disso, não observou-se diferença significativa entre os eritrócitos tratados em 

comparação com o respectivo controle (água destilada) (p > 0,05). Isso sugere que o tratamento 

dos eritrócitos com as amostras estudadas não desestabilizou sua membrana plasmática. 

A ausência de efeitos tóxicos detectáveis nos glóbulos brancos e vermelhos evidencia a 

natureza hemocompatível da GA aliadas com as AuNPs, o que é um pré-requisito importante 

para estudos biomédicos futuros. O comportamento observado pode ser atribuído à 

biocompatibilidade exibida naturalmente pelos AuNPs e também à abordagem da síntese verde, 

que não utiliza reagentes potencialmente tóxicos para a produção de nanopartículas. Ressalta-

se ainda que este estudo é importante para futuras aplicações do eletrodo modificado com as 

AuNPs-GA em sistemas de detecção em amostras sanguíneas. 

 

Figura 36 -  Efeito das AuNPs-GA e da GA na fragilidade osmótica de eritrócitos humanos (os valores médios de 

absorvância foram obtidos de três experimentos independentes realizadas em duplicata e são proporcionais às 

células lisadas e à hemoglobina liberada). 
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4.2 UM NOVO SENSOR ELETROQUÍMICO PARA O AGENTE ANTI-TUMORAL 5-

FLUOROURACIL BASEADO EM UM ELETRODO DE PASTA DE CARBONO 

MODIFICADO COM AgNPs ESTABILIZADAS EM EXTRATO DE Garcinia 

Cochinchinensis 

 

4.2.1 Síntese e Caracterização das AgNPs-GAR 

 

Para realizar a síntese, adicionou-se uma alíquota da solução estoque de GAR (2 mg 

mL-1) sobre um volume apropriado de AgNO3 (10 mmol L-1) e H2O destilada, de modo que as 

concentrações finais na mistura reacional fossem de 0,1 mg mL-1 de GAR e 0,5 mmol L-1 para 

o AgNO3. Tais concentrações foram baseadas em estudos prévios de otimização. Visualmente, 

a formação das AgNPs empregando-se o extrato de GAR foi indicada pela mudança na 

coloração da solução de incolor (característica da solução de AgNO3) para amarelo, coloração 

característica das AgNPs em suspensão. A suspensão obtida está mostrada na Figura 37.  

 

Figura 37 - Suspensão de AgNPs-GAR 

 

 

Os espectros de absorção na região do UV-VIS das AgNPs-GAR sintetizadas e da 

solução de GAR são mostrados na Figura 38. A suspensão de AgNps-GAR exibiu uma banda 

em 407,40 nm, a qual pode ser atribuída ao efeito de RPS das AgNPs (banda plasmon), 

sugerindo a presença das AgNPs. Também pode-se observar uma banda de absorção 

característica de flavonóides (TSIMOGIANNIS, et al, 2007; MARKHAM; MABRY, 1975), 
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em 290 nm no espectro da solução de GAR (referente a transições eletrônica π- π*), 

corroborando com a caracterização prévia do referido extrato.  É possível observar um 

decréscimo desta banda com a formação das AgNPs. O espectro da solução de AgNO3 não 

apresenta absorção nesta faixa de comprimento de onda (não mostrado). 

 

Figura 38 – Espectros de absorção na região do UV-VIS da suspensão de AgNPs-GAR e da solução de GAR 0,25 

mg mL-1. 
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A GAR atua simultaneamente como agente redutor e estabilizante na síntese de 

nanopartículas de prata. A redução dos íons Ag+ a Ag0 (na forma de AgNPs) pela GAR ocorre 

uma vez que a GAR possui elevadas concentrações de benzofenonas poliisoprenadas e 

biflavonóides. Tais compostos possuem em sua estrutura grupos O-H, passíveis de sofrer 

oxidação e promover, assim, a redução da Ag+. O mecanismo apresentado na Figura 39 

demonstra como a forma enólica, presente nos biflavonóides encontrados na estrutura do 

extrato de GAR, atua na redução dos íons Ag+. O produto final é um composto estábilizado por 

ressonância. O pH básico da síntese favorece o equilíbrio da reação no sentido da formação do 

produto final, por desprotonação da forma enólica. 
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Figura 39 – Mecanismo da oxidação da forma enólica presente na estrutura da GAR 

 

Fonte: Adaptado de Ravichandran et al, 2019 

Uma vez formadas, pode-se assumir que as AgNPs são envolvidas e estabilizadas pelas 

moléculas orgânicas existentes na estrutura da GAR. Esta estabilização pode ser resultante, 

principalmente, de uma combinação de efeitos estéricos e eletrostáticos (estabilização 

eletrostérica). Os efeitos estéricos podem ser relacionados ao volume das moléculas orgânicas 

que envolvem cada partícula, ao passo que os efeitos eletrostáticos relacionam-se à repulsão 

existente entre os grupos COO- formados a partir da redução da prata. Assim, a combinação 

destes dois efeitos permitiu que a estabilização das partículas recém-formadas fosse alcançada, 

o que impediu que as mesmas sofressem coalescência. 

O perfil de distribuição de tamanho de partículas da suspensão de AgNps-GAR 

sintetizada obtido por DLS (Figura 40) revelou uma distribuição unimodal com um diâmetro 

hidrodinâmico médio de 17,09 ± 2,80 nm.  
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Figura 40 - Distribuição de tamanho de partículas obtida por DLS para as AgNPs-GAR 
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A morfologia e tamanho de partícula do AgNPs-GAR foram posteriormente 

determinados por análise de TEM (Figura 41 A). O histograma de distribuição de tamanho 

(obtido pela contagem de 450 partículas encontradas em áreas das micrografias arbitrariamente 

escolhidas, Figura 41 B) revelou que o tamanho das AgNPs-GAR sintetizadas variaram no 

intervalo de 4,0 – 15,0 nm, com um tamanho médio de partícula de 9,20 ± 1,5 nm.  

 

Figura 41 – (A) Micrografias obtidas na análise de TEM para as AuNPs-GAR (B) Histograma de distribuição de 

diâmetro das AgNPs-GAR. 
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A área selecionada de difração de padrão de elétrons (SAED) revelou a presença de 

halos brilhantes, indicando a natureza cristalina dos AgNPs-GAR (Figura 42). Os halos podem 

ser atribuídos aos planos (111), (200), (220) e (311) da estrutura cristalina cúbica de face 

centrada da prata. (SINGH; SINGH; DU, 2017) 

Figura 42 - A área selecionada de difração de padrão de elétrons das AgNPs-GAR 

 

Para se estudar a existência de interações entre a GAR e as AgNPs, a espectroscopia de 

FTIR foi empregada. Os espectros de FTIR de filmes cast de uma solução de GAR 2 mg mL-1 

e do nanocompósito AgNPs-GAR são mostrados na Figura 43, com as atribuições relativas 

listadas na Tabela 14.  
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Figura 43 – Espectros vibracionais na região do infravermelho de filmes cast de GAR 2 mg mL-1 e das AgNPs-

GAR sobre substratos de silício.   
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Tabela 14 – Principais bandas observadas no espectro de FTIR para filmes cast de GAR (2 mg mL-1 ) e de AgNPs-

GAR, com as respectivas atribuições.  

Número de onda (cm-1) Modos 

Vibracionais 

(PRETSCH; BÜHLMANN; BADERTSCHER, 

2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 

2005), 

GAR AgNPs-GAR 

3352 3309 ν O-H 

2929 2926 ν C-H 

1633 1612 ν C=O 

- 1348 ν C-C(=O)-C 

1103 1008 δ C-H ar. 

*ν: deformação axial; δ: deformação angular; as: assimétrica. 

 

ν O-H   

ν O-H   

ν C-H   

ν C-H   

ν C=O   

ν C=O   

δ C–H ar. 

ν C-C(=O)-C 

δ C–H ar. 
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Verifica-se que as bandas apresentadas pelas AgNPs-GAR podem ser atribuídas às 

mesmas vibrações apresentadas pela estrutura da GAR. Entretanto, deslocamentos nos valores 

de frequência podem ser observados, evidenciando que existem interações entre a GAR e as 

AgNPs. (BALAVANDY et al., 2014; MAITY; SEM; ISLAM, 2012). Verificou-se um 

deslocamento relativamente grande para as bandas referentes aos grupos O-H, evidenciando 

que os mesmos podem estar envolvidos no processo de formação das AgNPs-GAR. 

(VENKATPURWAR; SHIRAS; POKHARKAR; 2011). Constatou-se também no espectro 

obtido para as AgNPs-GAR o surgimento de uma banda de alta intensidade em 1348 cm-1 , que 

pode ser atribuída à vibração de estiramento do grupo C-C(=O)-C de cetonas (PAVIA et al., 

2009; PRETSCH; BÜHLMANN; BADERTSCHER, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; 

KIEMLE, 2005), que são produtos da reação de redução da Ag+ a AgNPs, conforme foi 

apresentado anteriormente. 

O potencial zeta de AgNPs-GAR foi igual a - 42,60 mV, o que indica que as 

nanopartículas foram adequadamente estabilizadas com a GAR, além de apresentarem carga 

negativa. A carga negativa deve-se a aderência de íons NO3
- provenientes do precursor metálico 

utilizado para a síntese na superfície das AgNPs-GAR. A estabilidade a longo prazo das 

AgNPs-GAR foi avaliada por análise de espectroscopia UV-VIS, com medições periódicas 

sendo realizadas na mesma suspensão. Como pode ser observado nas Figuras 44A e 44B, não 

houveram variações significativas na forma da banda plasmon e nos valores de absorbância ao 

longo de três meses. Portanto, os resultados sugerem que as AgNPs-GAR, no período analisado, 

permaneceram estáveis em suspensão, corroborando com o resultado obtido na análise do 

potencial zeta. Assim, a eficiência do extrato de GAR como agente estabilizante das partículas 

sintetizadas foi confirmada. 
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Figura 44 – (A) Espectros de absorção na região do UV-VIS da suspensão de AgNPs-GAR ao longo de 90 dias. 

(B) Correlação entre os máximos de absorbância e o número de dias. 
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4.2.2 Caracterização Eletroquímica do EPC Modificado com AgNPs-GAR (EPC/AgNPs-GAR) 

 

Inicialmente, realizou-se um estudo comparativo a fim de se verificar as diferenças entre 

o comportamento eletroquímico de eletrodos de pasta de carbono à base de grafite (EPC-grafite) 

com o comportamento de eletrodos preparados com carbono vítreo (EPCV), ambos 

modificados com 500 µL de AgNPs-GAR, utilizando-se VC e EIE, na presença da sonda 

eletroquímica [Fe(CN)6] 
3-/4-. Os resultados obtidos são mostrados na Figura 45. 

 

Figura 45 – (A) Voltamogramas cíclicos e (B) espectros de impedância eletroquímica (diagramas de Nyquist) do 

EPC-grafite e do EPCV, ambos modificados com 500 µL de AgNPs-GAR, em meio de solução equimolar de 

K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 0,010 mol L-1 preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1 (pH 6,5). 
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Pode-se verificar na Figura 45 que ambos os eletrodos apresentaram picos de corrente 

para o processo redox típico da sonda eletroquímica (Fe(CN)6
4- ⇌ Fe(CN)6

3-). Apesar das 

diferenças nos valores de corrente não serem acentuadas comparando-se o EPCV e o EPC 

(A) (B) 
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modificados com as nanopartículas, o EPC/AgNPs-GAR apresentou um menor valor de 

separação entre os potenciais de pico (ΔEp) em comparação ao observado para este último 

(Tabela 15), sugerindo que cinética de transferência eletrônica é mais efetiva no EPC/AgNPs-

GAR, o que resultou em uma maior condutividade e também em uma maior reversibilidade 

para o processo (BRETT; BRETT, 1993). Verifica-se também que o diâmetro do semicírculo 

obtido para o EPC/AgNPs-GAR foi menor do que o obtido é para o EPCV/AgNPs-GAR, 

indicando que a resistência à transferência de carga para o grafite incorporado com o 

nanomaterial foi menor comparada ao observado para o carbono vítreo. Uma possível 

explicação para tal comportamento é que a suspensão de AgNPs-GAR foi capaz de melhorar 

as propriedades eletroquímicas da pasta de grafite, entretanto, aumentaram a resistência a 

transferência de carga do EPCV. O EPCV sem modificação já possuiu um desempenho 

eletroquímico satisfatório devido a elevada reatividade eletroquímica das esferas de carbono 

vítreo (WANG, J. et al., 2001). Provavelmente, as AgNPs-GAR não se incorporaram 

eficientemente à pasta de carbono vítreo e prejudicaram a resposta do eletrodo. Justifica-se, 

portanto, a utilização do grafite para a fabricação dos eletrodos no presente capítulo. 

 

Tabela 15 – Valores de Ipa, Ipc, ΔEp e Rct obtidos em estudo comparativo para o EPC-grafite e para o EPCV. 

Eletrodo Ipa (µA) - Ipc (µA) Epa (mV) Epc (mV) ΔEp Rct (Ω) 

EPC/AgNPs-GAR 81,30 67,82 400 633 233 718,99 

EPCV/AgNPs-

GAR 

76,57 68,21 430 23 407 795,81 

 

Realizou-se uma comparação por VC e EIE, na presença da sonda eletroquímica, entre 

o EPC/AgNPs-GAR, o EPC e um eletrodo modificado apenas com a solução de GAR 

(EPC/GAR). Os resultados encontram-se nas Figuras 46A e 46B, enquanto que os parâmetros 

eletroquímicos obtidos a partir dos gráficos de VC e EIE estão descritos na Tabela 16. 
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Figura 46 – (A) Voltamogramas cíclicos e (B) Espectros de impedância eletroquímica do EPC/AgNPs-GAR, 

EPC/GAR e EPC não modificado, em meio de solução equimolar de K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 0,010 mol L-1 

preparada em tampão PBS 0,15 mol L-1 (pH 6,5). 
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Tabela 16  – Valores de Ipa, Ipc, ΔEp e Rct obtidos para o EPC, para o EPC/GAR e para o EPC/AgNPs-GAR 

Eletrodo Ipa (µA) - Ipc (µA) Epa (mV) Epc (mV) ΔEp Rct (Ω) 

EPC 54,59 48,30 420 582 162 1587,50 

EPC/GAR 63,85 50,79 415 129 286 1344,00 

EPC/AgNPs-GAR 81,30 67,82 400 633 233 718,99 

 

Todos os eletrodos estudados apresentaram um processo quasi-reversível típico do 

[Fe(CN)6]
3-/4-. O EPC/AgNPs-GAR apresentou maiores respostas de corrente, além de um 

menor valor de Rct, em comparação ao comportamento observado para o EPC e para o 

EPC/GAR. Apesar do valor de ΔEp apresentado pelo EPC/AgNPs-GAR ser maior que o valor 

apresentado pelo EPC não modificado, pode-se inferir que a incorporação das nanopartículas 

sintetizadas melhoram o desempenho eletroquímico do EPC uma vez que proporcionaram uma 

maior sensibilidade ao eletrodo (o que pode ser observado pelos maiores valores de corrente) 

bem como uma menor resistência a transferência de carga (verificado pelo menor valor de Rct). 

Esse incremento na resposta eletroquímica do EPC após a incorporação das AgNPs-GAR na 

pasta de grafite pode ser atribuído às propriedades características dos AgNPs, como alta 

condutividade e alta área superficial, provenientes das nanopartículas. (FEKRY, 2017). 

Portanto, a modificação dos eletrodos com as nanopartículas sintetizadas é um procedimento 

vantajoso para a aplicação do mesmo como sensor eletroquímico. Pode-se observar também 

que somente a incorporação da GAR na pasta de grafite ocasionou em um ganho de corrente. 

Uma possível justificativa para este comportamento pode ser dada com base no fato de que a 

modificação da pasta com a GAR pode proporcionar ao material um maior caráter hidrofílico. 
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Conforme já foi dito anteriormente, o extrato da GAR foi caracterizado por possuir uma elevada 

quantidade de benzofenonas poliisoprenadas e biflavonóides e tais compostos apresentam em 

sua estrutura uma grande quantidade de hidroxilas. Assim como foi apresentado para a GA 

(cuja estrutura polissacarídica também exibe hidroxilas) a presença de tais grupos pode ter 

modificado as propriedades interfaciais da superfície do eletrodo, de modo a favorecer a 

aproximação da sonda eletroquímica, favorecendo o processo de transferência de elétrons. 

(RICE; GALUS; ADAMS, 1983). 

Os resultados obtidos para a determinação aproximada das áreas eletroativas dos 

eletrodos estudados são apresentados na Tabela 17. As áreas eletroativas estimadas são 

apresentadas em cada caso como uma média obtida a partir de três replicatas. 

 

Tabela 17 – Valores médios da área eletroativa estimados do EPC não modificado, EPC/GAR e EPC/AgNPs-GAR 

(n = 3 para cada um dos eletrodos).  

Eletrodo - Ipc (µA) Área eletroativa estimada (cm2) 

EPC não modificado 43,22 ± 1,27 0,052 ± 1,30 

EPC/GAR 45,48 ± 0,57 0,054 ± 0,60 

EPC/AgNPs-GAR 47,91 ±  0,33 0,057 ± 0,33 

 

O valor da Ipc, e consequentemente o da área eletroativa, aumentou na ordem EPC < 

EPC/GAR < EPC/AgNPs-GAR. A maior área obtida para o EPC/GAR em comparação ao EPC 

pode ser uma consequência da superfície mais hidrofílica dos eletrodos modificados apenas 

com a GAR, a qual pode ter proporcionado um aumento na quantidade de sítios eletroativos em 

relação ao EPC, cuja superfície é apolar. Uma maior área foi observada para o EPC/AgNPs-

GAR.  Provavelmente, isso é devido ao efeito da presença das AgNPs na superfície eletródica. 

Apesar de ter sido observado um aumento na área, é possível afirmar que este não foi 

significativo e não é o responsável pela melhor resposta do EPC/AgNPs-GAR.  

A fim estudar a influência que a quantidade de AgNPs-GAR presente exerce sobre a 

resposta do EPC, foi realizado um estudo com diferentes volumes de AgNPs-GAR (250, 500, 

750 e 1000 µL) adicionados em uma massa fixa de 50,0 mg de grafite em pó. Os estudos foram 

realizados na presença de 10,0 mmol L-1 [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-, com solução tampão de 0,15 

mol L-1 PBS como eletrólito de suporte. Os resultados obtidos são mostrados na Figura 47. 
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Figura 47 – Voltamogramas cíclicos do EPC com diferentes volumes of AgNPs-GAR (250; 500; 750 e 1000 µL), 

na presença de tampão PBS 0,15 mol L-1 (pH 7,4) contendo 10,0 mmol L-1 K4Fe(CN)6/K3Fe(CN)6 e  = 50,0 mV 

s-1) 
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Como pode ser observado na Figura 47, a corrente de pico aumentou até 500 µL e, em 

seguida, foi observada uma diminuição acentuada da mesma. Conforme já foi observado 

anteriormente para o EPCV/AuNPs-GA, o aumento da quantidade de nanopartículas 

adicionadas pode ser prejudicial a performance do eletrodo, uma vez que pode ocorrer a 

agregação das mesmas na pasta. Consequentemente, as nanoparticulas adicionadas perdem suas 

propriedades condutoras, além de diminuir a área superficial das mesmas. Assim, a corrente de 

pico também diminui. (OREN; ANIK, 2017; ÇUBUKÇU;TIMUR; ANIK,2007). Portanto, 500 

µL de AgNPs-GAR foram empregados para a confecção dos eletrodos nos estudos 

subsequentes.  
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4.2.3 Determinação eletroanalítica do 5-Fluorouracil (5-FU) 

 

4.2.3.1 Comportamento voltamétrico 

 

A fim de se verificar a eletroatividade do analito 5-FU sobre os eletrodos, estudos foram 

conduzidos por VC, empregando uma concentração fixa de 5-FU igual a 4,76 x 10-4 mol L-1 , 

em meio de tampão BR 0,04 mol L-1 em pH 8,0. Os voltamogramas obtidos na faixa de 0,8 a 

1,3 V (vs. Ag/AgCl) são mostrados na Figura 48. 

 
Figura 48 – Voltamogramas cíclicos do EPC, do EPC/GAR e do EPC/AgNPs-GAR na presença de 4,76 x 10-4 

mol L-1 de 5-FU, em meio de tampão BR 0,04 mol L-1 pH 8,0. As linhas pontilhadas representam os voltamogramas 

dos mesmos eletrodos na ausência dos analitos (ν = 50 mV s-1). 
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Na ausência do analito, não são observados picos de corrente para nenhum dos eletrodos 

estudados. Isto evidencia que os mesmos não apresentam resposta eletroquímica na faixa de 

potencial estudada, exibindo apenas corrente capacitiva. Na presença de 5-FU, um pico anódico 

foi observado para todos os eletrodos, correspondendo ao processo de oxidação do fármaco na 

superfície dos mesmos. Como nenhum processo catódico foi observado nas varreduras 
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voltamétricas reversas, pode-se considerar que a oxidação do 5-FU como um processo 

irreversível. Observou-se também que a oxidação do 5-FU ocorre em aproximadamente 1,15 V 

Tais resultados se assemelham a outros trabalhos que reportam a determinação eletroanalítica 

de 5-FU sobre eletrodos confeccionados à base de materiais de carbono (GOYAL; SINGH; 

ABDULLAH, 2002; HUA, et al., 2013; SATARADDI; NANDIBEWOOR, 2011; 

SATYANARAYANA et al., 2015; SHAH et al., 2012). 

O provável mecanismo para a oxidação eletroquímica do 5-FU é mostrado na Figura 

49.  De acordo com Bukkitgar e Shetti (2016), a eletrooxidação do 5-FU procede-se com a 

remoção de dois elétrons e dois prótons. Na primeira etapa, há a remoção de um elétron do anel, 

dando origem ao produto 1, que é instável e prontamente converte-se no produto 2 pelo ataque 

de moléculas de H2O. Posteriormente, há a remoção de um elétron e um próton, dando origem 

ao produto final da reação.  

 
Figura 49 – Mecanismo do processo de oxidação eletroquímica do 5-FU sobre os eletrodos estudados. 

 

 

Fonte: Bukkitgar; Shetti, 2016. 
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Como pode ser verificado na Figura 48, o pico de corrente para a oxidação de 5-FU no 

EPC/AgNPs-GAR (11,77 µA) foi maior em comparação aos mostrados no EPC/GAR (3,02 

µA) e no EPC não modificado (2,74 µA). Além disso, o potencial de pico anódico observado 

para EPC/AgNPs-GAR (Epa = 1,13V) foi inferior aos valores correspondentes observados para 

EPC/GAR (Epa = 1,16V) e para o EPC (Epa = 1,19V). O aumento nos valores de corrente e a 

diminuição no potencial de oxidação são evidências do efeito eletrocatalítico causado pelas 

AgNPs-GAR, que possibilitaram uma transferência eletrônica mais rápida entre o 5-FU e a 

superfície do eletrodo, em comparação aos demais. Este comportamento pode ser atribuído à 

elevada condutividade das AgNPs, aliada ao aumento na área eletroativa (valores que foram 

estimados previamente e calculados em 0,052, 0,054 e 0,057 cm2 para o EPC, EPC/GAR E 

EPC/AgNPs-GAR, respectivamente) proporcionado pela incorporação de tais nanoestruturas 

aos eletrodos. 

 

4.2.3.2 Influência do pH na resposta voltamétrica da 5-FU  

 

Uma vez que há prótons envolvidos no mecanismo de oxidação eletroquímica do 5-FU, 

é possível inferir que o pH do meio terá influência direta sobre a resposta do EPC/AuNPs-GAR 

na presença do analito. A fim de que esta influência fosse avaliada, e para que se encontrasse 

um valor de pH ótimo para as análises seguintes, estudos por meio de VOQ com o EPC/AgNPs-

GAR foram realizados na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de 5-FU utilizando-se o tampão BR 

0,04 mol L-1 como eletrólito de suporte, variando o valor de pH na faixa de 2,0 a 12,0. Os 

voltamogramas obtidos, assim como a relação de Epa em função do valor de pH são mostrados 

na Figura 40. 
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Figura 50 – (A) Voltamogramas de onda quadrada do EPC/AgNPs-GAR na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de 5-

FU, em meio de tampão BR 0,04 mol L-1, com valores de pH variando na faixa de 2,0 a 12,0. (B) Relação de Epa 

em função do pH obtidas a partir dos voltamogramas. 
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Pode-se observar na Figura 50A que um máximo de corrente foi obtido em pH 8,0. 

Assim, todas as análises posteriores foram realizadas neste pH, devido à melhor resposta de 

corrente obtida. Verificou-se que a corrente gerada pela oxidação do 5-FU sobre o EPC/AgNPs-

GAR seguiu uma tendência de aumento do pH 4,0 até pH 8,0, onde atinge um valor máximo, e 

em seguida apresenta uma queda nos pHs 9,0 e 10,0. Este comportamento pode ser justificado 

sabendo-se que o valor de pKa para o analito é igual a 8,1 (HONG et al., 2010), sendo este 

correspondente à desprotonação do átomo de nitrogênio designado como N3 no equilíbrio 

apresentado na Figura 51. A desprotonação em N1 também pode ocorrer, sendo observada em 

valores de pH acima de 13,0. (PENDEKAL; TEGGINAMAT, 2012).  

 

Figura 51 – Desprotonação do 5-FU 

 

Fonte: Adaptado de JANG et al., 2001. 

 

A 
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Verificou-se na Figura 50B que houve um deslocamento no valor de Epa para valores 

menos positivos com o aumento do pH do eletrólito suporte. Este deslocamento pode ser 

justificado com base no fato de que prótons estão envolvidos na reação de oxidação do 5-FU. 

Segundo o mecanismo apresentado na Figura 49, a segunda etapa da oxidação ocorre com a 

remoção de 1 próton do intermediário designado como (2). Neste sentido, pode-se afirmar que 

em pHs mais básicos tal desprotonação ocorre mais facilmente, como consequência deste fato, 

o analito será oxidado em um potencial mais baixo. Em pHs ácidos um comportamento 

contrário é observado pois um potencial mais alto foi necessário para que os prótons pudessem 

ser removidos da molécula, culminando com sua oxidação. 

Uma relação linear foi observada entre o Epa e o pH do eletrólito suporte, com uma 

inclinação igual a -66,0 mV pH-1 (Epa (vs. Ag/AgCl) = 1,63 – 0,066 pH, R = -0,991). Este valor 

aproxima-se da inclinação nernstiana teórica de -59,0 mV pH-1 para mecanismos em que o 

número de prótons e elétrons transferidos no processo é o mesmo. (KISSINGER; HEINEMAN, 

1996). 

 

4.2.3.3 Influência do eletrólito suporte 

 

Como a reação de oxidação do 5-FU apresentou dependência em relação ao pH, foram 

escolhidos quatro meios tamponantes para serem testados, todos com pH ajustado para 8,0, os 

quais foram: tampão PBS 0,15 mol L-1 , tampão McIlvaine, tampão BR 0,04 mol L-1 , tampão 

H3BO3.KCl – NaOH e tampão fosfato. Os voltamogramas cíclicos obtidos com o EPC/AgNPs 

para 4,76 x 10-4 mol L-1 de 5-FU são mostrados na Figura 52. 
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Figura 52 – Voltamogramas de onda quadrada do EPC/AgNPs-GAR na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de 5-FU, 

em diferentes tipos de solução tampão, em pH 8,0 
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Uma vez que pequenos deslocamentos de potencial e diferenças na magnitude da Ipa 

foram observados comparando-se os diferentes eletrólitos testados, verificou-se pela Figura  39 

que a natureza do eletrólito influenciou a resposta do EPC/AgNPs-GAR para o 5-FU. A partir 

deste estudo, observou-se que o tampão BR apresentou o melhor desempenho, uma vez que 

exibiu um maior valor de corrente frente aos demais eletrólitos testados (tampão McIlvaine = 

11,70 μA; tampão H3BO3.KCl = 4,87 μA; tampão PBS = 7,42 μA; tampão BR = 27,70 μA). 

Além disso, o tampão BR apresentou um deslocamento de potencial para valores mais 

negativos. Assim, selecionou-se o tampão BR (em pH 8,0) para todas as análises subsequentes. 

 

4.2.3.4 Influência da velocidade de varredura 

 

Com a finalidade de se determinar a natureza do transporte de massa envolvido na 

reação de oxidação do 5-FU sobre o EPC/AgNPs-GAR, foi realizado um estudo de variação da 

velocidade de varredura, por meio de VC. As medidas foram realizadas variando-se a ν no 

intervalo de 10 mV s-1 a 100 mV s-1. Empregou-se uma concentração fixa de 5-FU igual a 4,76 

x 10-4 mol L-1, e como eletrólito de suporte o tampão BR 0,04 mol L-1 em pH 8,0. Conforme já 

discutido anteriormente no estudo de velocidade de varredura realizado para o EPCV/AuNPs-
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GA na presença da PMZ, utilizou-se da relação do duplo logaritmo para se estimar o mecanismo 

de transporte de massa envolvido. Os voltamogramas obtidos bem como a relação do duplo 

logaritmo são apresentados na Figura 53.  

Figura 53 – (A) – Voltamogramas cíclicos obtidos para o EPC/AgNPs-GAR na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de 

5-FU, em meio de tampão BR 0,04 mol L-1 em pH 8,0, com ν variando de 10 a 100 mV s-1. (B) Relação do duplo 

logaritmo (log Ipa vs. log ν) obtida para o 5-FU 
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A correlação do duplo logaritmo obtida é descrita pela equação: log (Ipa) = 0,137 + 0,456 

log(ν); R = 0,993. Assim pode-se confirmar a natureza difusional do processo de oxidação do 

5-FU sobre o EPC/AgNPs-GAR, uma vez que a inclinação da reta obtida pela regressão linear 

aproxima-se mais de 0,5 (valor característico para mecanismos difusionais) (BARD; 

FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993), sendo este um fato favorável para a utilização 

deste eletrodo em aplicações quantitativas. 

 

4.2.3.5 Otimização dos parâmetros da VOQ 

 

Assim como foi realizado no estudo anterior para a otimização dos parâmetros da VOQ 

para a determinação da PMZ com o EPCV/AuNPs-GA, a fim de que uma maior intensidade de 

corrente fosse alcançada para a determinação da 5-FU com o EPC/AgNPs-GAR, os parâmetros 

instrumentais da VOQ foram otimizados por meio de um planejamento fatorial Box-Behnken 

com triplicata no ponto central. Empregou-se para a otimização uma concentração fixa de 4,76 

x 10-4 mol L-1 de 5-FU, e as medidas realizadas em BR 0,04 mol L-1, pH 8,0. Os resultados 

obtidos são mostrados na Tabela 18. Os valores dos parâmetros escolhidos foram determinados 

a partir de estudos preliminares. Ressalta-se que entre cada medida realizou-se a limpeza da 

superfície do eletrodo e tais ensaios foram realizados de forma aleatória. 

 

(A) (B) 
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Tabela 18 – Coeficientes de contraste para o planejamento fatorial Box-Behnken empregado para a otimização 

dos parâmetros da VOQ (∆Es : (-) = 11 mV , (0) = 14 mV , (+) = 17 mV  ; a : (-) = 60 mV, (0) = 80 mV, (+) = 100 

mV; f : (-) = 45 Hz , (0) = 65 Hz , (+) = 85Hz) . 

 

Ensaio ΔEs a f I (µA) 

1 - - 0 56,38 

2 + - 0 68,26 

3 - + 0 54,44 

4 + + 0 62,50 

5 - 0 - 43,47 

6 + 0 - 53,70 

7 - 0 + 63,55 

8 + 0 + 75,36 

9 0 - - 49,60 

10 0 + - 45,74 

11 0 - + 67,81 

12 0 + + 62,86 

13 0 0 0 59,62 

14 0 0 0 58,72 

15 0 0 0 59,27 

 

 

A ANOVA (Tabela 19) do modelo matemático quadrático ao qual os dados 

experimentais foram ajustados evidenciou que a variância explicada pelo mesmo é bem 

próxima da máxima variância explicável (Rsqr = 0,993980; Radj = 0,999604) e que a falta de 

ajuste não foi significativa. Os efeitos principais das variáveis estudadas foram significativos 

para a obtenção de um maior valor de corrente a um nível de confiança de 95%. Portanto, 

confirma-se que o modelo quadrático proposto pode explicar satisfatoriamente os dados 

experimentais obtidos, sendo capaz de predizer com uma confiabilidade de 98,96% o 

comportamento da variável dependente (no caso, a resposta Ipa) frente às variáveis 

independentes estudadas (ΔEs, f e a).   
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Tabela 19 – ANOVA obtida no tratamento estatístico dado aos resultados 

 

Fator 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F calculado p 

ΔEs  232,99 2 116,4948 565,967 0,001764 

a  35,70 2 17,8476 86,709 0,011401 

f   757,81 2 378,9038 1840,828 0,000543 

Falta de ajuste 5,841 6 1,9471 9,460 0,097110 

Puro erro 0,41 2 0,2058 - - 

Total 1039,60 14 - - - 

 

Observou-se também que o fator que possui o maior efeito na resposta de corrente é f. 

Tal comportamento corrobora com o encontrado na literatura, uma vez que para sistemas 

irreversíveis, como a eletrooxidação do 5-FU, o aumento da corrente é proporcional à 

freqüência.  

Ip = kr  f  

 

O aumento da freqüência de aplicação dos pulsos de potencial ocasiona em um aumento 

na resposta de corrente, com a conseqüente melhoria na sensibilidade da análise, o que pode 

ser um dos artifícios utilizados para se melhorar a resposta da VOQ. (SOUZA; MACHADO; 

AVACA, 2003). 

A Figura 54 apresenta a distribuição dos resíduos aleatória dos resíduos, indicando que 

o modelo obtido não foi tendencioso. 
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Figura 54 - Distribuição dos resíduos 
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O modelo matemático obtido é apresentado a seguir:  

 

I (µA) = 59,20 + 5,25 x ΔEs -2,06 x a + 9,63 f + 1,85 x ΔEs2 – 0,662 x a2 – 2,04 x f 2 - 0,96 x 

ΔEs x a + 0,39 x ΔEs x f – 0,27 x a x f  

  

As superfícies de resposta obtidas encontram-se representadas na Figura 55. 

 

Figura 55 – Superfícies de resposta em função das variáveis (A) ΔEs e a, (B) f e ΔEs e (C) f e a. 

 

  

 Verifica-se pela Figura 55 que, dentro do intervalo em que as variáveis ΔEs, a e f  

foram avaliadas, o valor da Ipa passa por uma região vermelho-escura, a qual corresponde à 

(A) (B) (C) 
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região experimental de maior corrente para a determinação do 5-FU. Além disso, pode-se 

observar na superfície de resposta  que esta região corresponde ao ensaio 8 do planejamento, o 

qual apresentou o maior valor de resposta de corrente (conforme pode ser observado na Tabela 

14). Logo, tais condições foram adotadas como os valores ótimos, as quais são a = 80 mV, f = 

85 Hz e ΔEs = 17 mV. 

 

4.2.3.6 Obtenção de curvas analíticas 

 

Após a otimização das variáveis experimentais (pH, tipo de eletrólito de suporte e 

parâmetros voltamétricos), curvas analíticas foram obtidas para o 5-FU empregando-se o 

EPC/AgNps-GAR por meio de VOQ, na faixa de concentração 2,99 x 10-5 a 2,34 x 10-4 mol L-

1. Escolheu-se esta faixa de concentração a fim de se veriricar se o EPC/AgNPs-GAR era capaz 

de apresentar uma resposta linear de corrente em função de baixos valores de concentração do 

analito estudado. Foi utilizada uma solução estoque do analito de concentração 1,0 x 10-2 mol 

L-1, com adições de alíquotas de 30 μL à célula eletroquímica. Os resultados obtidos encontram-

se mostrados na Figura 56. Para fins de comparação, curvas analíticas nas mesmas condições 

descritas foram construídas para o EPC não modificado e para o EPC/GAR (Tabela 20). 

 

Figura 56 – (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o EPC/AgNPs-GAR na faixa de 2,99 x 10-5 a 2,34 

x 10-4 mol L-1 de 5-FU, em tampão BR 0,04 mol L-1 pH 8,0. (B) Curva analítica obtida. 
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As equações das retas obtidas pela regressão linear das três curvas analíticas são 

mostradas na Tabela 20, juntamente com os respectivos coeficientes de correlação. O aumento 

linear da Ipa com o aumento na concentração de 5-FU possibilitou o cálculo dos limites de 

detecção (LD) e de quantificação (LQ) para cada eletrodo estudado. Os cálculos foram 
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realizados empregando-se a equação 14. Os resultados obtidos também se encontram na Tabela 

20. 

Tabela 20 – Parâmetros analíticos obtidos a partir da regressão linear das curvas analíticas para a determinação de 

5- FU com o EPC não modificado, EPC/GAR e EPC/AgNPs-GAR. 

 Eletrodo 

Parâmetro EPC EPC/GAR EPC/AgNPs-GAR 

Faixa linear 

estudada (μmol L-1) 

2,99 x 10-5 a 2,34 x 

10-4 

2,99 x 10-5 a 2,34 x 

10-4 

2,99 x 10-5 a 2,34 x 

10-4 

Equação  

da reta 

I (µA) = -1,070 + 

71996,180 [5-FU] 

I (µA) = -1,192 + 

74130,246 [5-FU]  

I (µA) = -1,059 + 

106632,08 [5-FU] 

Coeficiente de 

correlação (R) 

0,999 0,998 0,998 

LD (μmol L-1) 5,24 2,32 0,76 

LQ (μmol L-1) 15,33 7,09 2,53 

  

A partir dos valores de LD e LQ obtidos para cada eletrodo, pode-se verificar novamente 

a maior sensibilidade e desempenho analítico superior do EPC/AgNPs-GAR, uma vez que 

valores inferiores para os dois parâmetros foram encontrados para este eletrodo frente aos 

demais.  

Os valores de LD e LQ obtidos para o EPC/AgNPs-GAR são comparáveis aos obtidos 

em outros trabalhos reportados na literatura que utilizam outros métodos de análise para a 

determinação do 5-FU, conforme pode ser visualizado na Tabela 21. Apesar do bom 

desempenho analítico dos outros métodos analíticos apresentados na Tabela, estes muitas vezes 

proporcionam análises lentas e de custo elevado, uma vez que usualmente exigem 

procedimentos laboriosos de preparação de amostras, além de fazerem uso de equipamentos de 

alto custo de aquisição e manutenção. Em particular, as técnicas cromatográficas utilizam uma 

elevada quantidade de solventes orgânicos, que, se não forem corretamente descartados, podem 

ser prejudiciais ao meio ambiente. 
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Tabela 21 – Valores de LD e de LQ obtidos para a determinação de 5-FU por diferentes trabalhos reportados na 

literatura. 

Método Eletrodo  

de trabalho 

LD 

µ mol L-1 

LQ 

µ mol L-1 

Referência 

VPD a GQDs-PANI/ZnONCs/GCE f 0,023 - HATAMLUYI, 

et al, 2019 

VPD PANINTs@AgNPs PGE g 0,060 - ZAHED, et al, 

2018 

VPD ECV/P(BCP)/dsDNAh 2,38 - ZEYBEK, et 

al, 2015 

ECb - 1,040 3,570 LIU, et al, 

2018 

EC - 1,922 6,380 HURTADO-

SANCHEZ, et 

al, 2015 

HPLC c - - 7,688 SANSON, et 

al, 2011 

HILIC d - 0,0845 0,284 AMASYA, et 

al, 2018 

LC-MS/MS e - - 0,788 LI, et al, 2018 

VOQ EPC/AgNPs-GAR 0,760 2,530 Este trabalho 

a   VPD: voltametria de pulso diferencial 
b   EC: eletroforese capilar 
c   HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência 
d   HILIC: cromatografia líquida de interação hidrofílica 
e    LC-MS/MS: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 
f GQDs-PANI/ZnONCs/GCE: eletrodo de carbono vítreo modificado com nanocompósito de quantum dots-

polianilina/óxido de zindo 
g   PANINTs@AgNPs PGE: eletrodo de gráfite de lápis modificado com o nanocompósito AgNPs@PANINTs 
h   ECV/P(BCP)/dsDNA: eletrodo de carbono vítreo modificado com poly (bromocresol purple) e DNA.  

 

 

2.4.3.7 Determinação de níveis de repetibilidade, reprodutibilidade e ensaios de determinação 

 

Avaliou-se a precisão do EPC/AgNPs-GAR para a determinação do 5-FU por meio da 

determinação dos níveis de repetibilidade (precisão intra-corrida) e precisão intermediária 

(precisa inter-corrida) da resposta voltamétrica gerada pelo sensor na presença do analito, assim 

como a partir do nível de reprodutibilidade de preparação do eletrodo modificado. Para a 

determinação da repetibilidade de medida foi realizada uma série de dez medidas (n = 10) de 
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VOQ sucessivas, nas condições experimentais otimizadas e no mesmo dia, com o EPC/AgNPs-

GAR na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 de 5-FU.  A precisão intermediária foi avaliada por 

meio da realização de cinco medidas (n = 5) com um mesmo EPC/AgNPs-GAR, em dias e em 

soluções diferentes, igualmente na presença de 4,76 x 10-4 mol L-1 do analito. Para a 

determinação da reprodutibilidade de preparação dos eletrodos, foram preparados cinco 

EPC/AgNPs-GAR, e cada um deles testado na mesma concentração empregada nos estudos 

anteriores.  

Os resultados de repetibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade de 

preparação do eletrodo foram expressos em termos de porcentagem de desvio padrão relativo à 

média (%DPR) entre as Ipa obtidas, sendo este calculado por meio da equação 15, apresentada 

no capítulo 1 do presente trabalho. Os resultados para os estudos de precisão são mostrados na 

Tabela 22. 

 

Tabela 22 – Resultados para repetibilidade, precisão intermediária e reprodutibilidade de preparação do eletrodo 

para a determinação do 5-FU com o EPC/AgNPs-GAR . 

Parâmetro % DPR 

Repetibilidade 0,61% 

Precisão intermediária 0,31% 

Reprodutibilidade 1,02 % 

 

Verifica-se que bons níveis de precisão foram encontrados para a determinação do 5-

FU com o EPC/AgNPs-GAR em relação a resposta gerada pelos eletrodos bem como quanto a 

sua preparação, uma vez que os valores de DPR foram abaixo do limite aceitável máximo de 

5%. (BRASIL, 2003). Tais resultados sugerem uma boa potencialidade analítica para o sensor 

desenvolvido. 

Em seguida, ensaios de recuperação do 5-FU foram realizados utilizando-se VOQ. 

Empregou-se neste estudo a equação da reta da curva analítica obtida anteriormente para o 

EPC/AgNPs-GAR. Para tanto, foram adicionadas alíquotas consecutivas de 90, 180 e 270 µL  

uma solução estoque de 5-FU de concentração igual a 1 x 10-3 mol L-1, correspondendo as 

concentrações de 90, 180 e 270 µmol L-1, na cela eletroquímica. Registrou-se o valor de corrente 

para cada adição e posteriormente, verificou-se a concentração obtida através da equação da 

reta I (µA) = -1,059 + 106632,08 [5-FU] era próxima ao valor adicionado. Tal análise foi 

realizada em triplicata e em 3 dias diferentes para cada uma das concentrações estudadas.  Na 

Tabela 23 a seguir são apresentados os valores de recuperação para cada replicata realizada, 
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bem como as médias obtidas nos três ensaios. Pode-se observar que os mesmos estão dentro 

dos padrões aceitáveis, uma vez que todos aproximaram-se do valor ideal de 100,0%, 

evidenciando a potencialidade de aplicação do EPC/AgNPs-GAR na determinação de 5-FU em 

amostras reais.   

 

Tabela  23 – Valores de recuperação obtidos com o EPC/AgNPs-GAR na determinação do 5-FU 

Adicionado 

(µmol L-1) 

Encontrado 

(µmol L-1) 

Precisão 

(DPR%) 

Recuperação 

(%) 

Mesmo dia 

90,00 

180,00 

270,00 

 

Dias 

diferentes 

90,00 

180,00 

270,00 

 

 

90,20±1,34 

178,70±0,95 

270,10±1,61 

 

 

 

93,90±2,76 

177,13±1,62 

269,86±1,11 

 

1,49 

0,53 

0,60 

 

 

 

2,94 

0,91 

0,41 

 

100,22 

99,26 

100,04 

 

 

 

104,18 

98,40 

99,95 

 

4.2.3.8 Determinação em formulação farmacêutica comercial 

 

A aplicação do EPC/AgNPs-GAR na determinação da 5-FU em amostra de formulação 

farmacêutica comercial foi avaliada por meio da realização de ensaios de recuperação por VOQ 

empregando amostras do medicamento FAULDFLUOR® (5-fluorouracil 50 mg mL-1), na 

forma de solução injetável. Novamente utilizou-se a equação da reta obtida anteriormente 

(Tabela 24). Para tanto, adicionou-se uma alíquota de uma solução estoque da formulação 

comercial estudada, correspondendo a concentração final de 5-FU 1,92 x10-4 mol L-1. 

Registrou-se o valor de corrente para cada adição e posteriormente, verificou-se se a 

concentração obtida a partir da equação da reta I (µA) = -1,059 + 106632,08 [5-FU] era próxima 

ao valor adicionado. Tal análise foi realizada em quintuplicata e os resultados obtidos 

encontram-se na Tabela  24.  
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Tabela 24 – Resultados obtidos por VOQ para o estudo de recuperação em amostra de formulação farmacêutica 

injetável de 5-FU empregando-se o EPC/AgNPs-GAR. 

Rotulado 

(mg mL-1) 

 

Determinado 

(mg mL-1) 

Adicionado  

(mol L-1) 

x10-4 

Encontrado 

(mol L-1) x10-4 

Recuperação 

(%) 

50,00 49,97 1,92 1,919 99,94 

50,00 50,00 1,92 1,920 100,00 

50,00 49,87 1,92 1,915 99,74 

50,00 49,87 1,92 1,915 99,74 

50,00 49,87 1,92 1,915 99,74 

 

Média 49,87 - 1,917 99,83 

DPR% 0,11 - 0,11 0,11 

 

Uma recuperação média igual a 99,83%, com uma %DPR igual a 0,11%, foi obtida para 

a determinação de 5-FU na amostra analisada com o EPC/AgNPs-GAR empregando-se a 

técnica VOQ. Os valores de composição determinados para o medicamento a partir do método 

voltamétrico desenvolvido aproximaram-se do valor rotulado, e estão dentro dos limites 

estabelecidos pela Farmacopeia Americana (45 a 55 mg mL-1 , equivalentes a recuperações no 

intervalo entre 90,0 a 110,0%) (USP, 2007) para a determinação de 5-FU em medicamentos na 

forma injetável. 

Os resultados obtidos para a análise da formulação farmacêutica confirmaram a exatidão 

da metodologia voltamétrica desenvolvida com o EPC/AuNPs-GAR para a determinação de 5-

FU. Além da exatidão apresentada, é importante mencionar o seu bom nível de precisão, uma 

vez que os desvios padrões relativos resultaram em valores abaixo de 5%. É conveniente 

destacar ainda a praticidade do método desenvolvido, uma vez que não foram necessárias etapas 

prévias de extração do princípio ativo a partir da amostra para a obtenção de resultados 

satisfatórios, indicando que a método voltamétrico apresentado pode conduzir a análises mais 

rápidas. Neste sentido, pode-se afirmar que o presente método desenvolvido constitui em uma 

potencial alternativa para a determinação do agente antitumoral estudado em amostras reais de 

medicamentos. 
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5 CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho, dois novos sensores eletroquímicos foram desenvolvidos, baseado 

na modificação de eletrodos de pasta de carbono com nanocompósitos constituído por 

nanopartículas de ouro e prata estabilizadas na goma do abacaxi e no extrato de Garcinia 

cochinchinesis, respectivamente. 

A GA e a GAR foram eficientes agentes redutores (devido a presença de grupos 

funcionais C=O e O-H presentes nas estruturas da GA e da GAR) e estabilizantes para a 

formação das AuNPs e AgNPs, cujas suspensões permaneceram estáveis por mais de 60 dias, 

não demonstrando variações significativas da banda plasmônica durante o período estudado. A 

análise de TEM revelou que as AuNPs-GA e AgNPs-GAR apresentaram morfologia esférica e 

homogeneidade de tamanho, com diâmetros médios de partículas de 10,33 ± 1,6 e 9,2 ± 1,5 nm, 

respectivamente. A análise de potencial zeta revelou valores de -31 e -42,6 mV para as AuNPs-

GA e AgNPs-GAR, respectivamente. Tais valores confirmaram a estabilidade de ambas as 

suspensões obtidas. 

A modificação dos eletrodos de pasta com os nanocompósitos resultou em um 

incremento em suas propriedades eletroquímicas, gerando maiores valores de corrente bem 

como menores resistências a transferência de carga para o processo redox da sonda [Fe(CN)6]
3-

/4-, em comparação aos eletrodos sem modificação e aos modificados apenas com a GA ou a 

GAR. Este comportamento foi atribuído como consequência da combinação das propriedades 

proporcionadas pelas MNps (onde M=Au e Ag) aliadas aos polissacarídeos GA e GAR, como 

alta condutividade elétrica, elevada área superficial e mais fácil interação com as espécies redox 

no meio.  

O EPCV/AuNPs-GA e o EPC/AgNPs-GAR foram aplicados na detecção do anti-

histamínico PMZ e do antitumoral 5-Fluorouracil, respectivamente, pela técnica de VOQ. Os 

dois analitos estudados foram oxidados na superfície dos respectivos eletrodos segundo um 

mecanismo difusional e dependente do pH do meio. Os parâmetros instrumentais da técnica 

para a determinação dos mesmos foram otimizados por meio de um planejamento fatorial do 

tipo Box-Behnken com triplicata no ponto central. Para ambos os eletrodos, as ANOVAS dos 

modelos matemáticos quadráticos aos quais os dados experimentais obtidos nos planejamentos 

foram ajustados evidenciaram que, em ambos os casos, as variâncias explicadas pelo mesmo 

são bem próximas da máxima variância explicável. Além disso, a falta de ajuste não foi 

significativa nos dois planejamentos. Os eletrodos modificados com as nanopartículas metálicas 

estabilizadas pelos polissacarídeos (EPCV/AuNPs-GA e o EPC/AgNPs-GAR) apresentaram 
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maiores sensibilidades em relação aos analitos empregados quando comparados aos eletrodos 

modificados apenas com GA ou GAR (EPCV/GA e EPC/GAR) e os eletrodos de carbono não 

modificados (EPCV ou EPC). Os valores de LD e LQ calculados para os eletrodos 

desenvolvidos foram satisfatoriamente baixos  (para PMZ: LD =0,76 μmol L-1 e o LQ= 2,53 

μmol L-1; para 5-FU: LD =0,76 μmol L-1  e o LQ =2,53 μmol L-1 ) e comparáveis aos de outros 

métodos existentes na literatura para a determinação dos fármacos estudados. Estudos de 

determinação em formulações farmacêuticas comerciais, tanto da PMZ como do 5-FU, 

confirmaram os desempenhos analíticos promissores dos eletrodos desenvolvidos com 

porcentagens de determinação entre 94,89 a 99,83%, e DPR aceitáveis inferiores a 5%, 

evidenciando a exatidão e precisão apresentadas pelos eletrodos modificados para a 

determinação dos analitos em amostras reais. 

As AuNPs-GA sintetizadas foram consideradas hemocompatíveis, uma vez que não 

apresentaram efeitos citóxicos detectáveis em ambos os tipos de células sanguíneas in vitro 

estudadas. Tal resultado é importante para futuras aplicações biomédicas das AuNPs-GA bem 

como para a futura aplicação do eletrodo modificado em amostras sanguíneas. 

Por fim, é possível afirmar que os extratos vegetais empregados nas sínteses verdes 

relatadas foram capazes de atuar simultaneamente como agentes redutores e estabilizantes, 

promovendo-se de forma simples e eficiente a síntese de nanopartículas de prata e de ouro. Os 

referidos extratos foram capazes de promover a obtenção das nanopartículas uma vez que 

possuem grupos passíveis para sofrer oxidação, promovendo-se assim a redução dos 

precursores metálicos na forma de nanopartículas. Ressalta-se que as sínteses empregando-se a 

GA e a GAR são inéditas. A aplicação dos nanomateriais sintetizados aliados com os extratos 

vegetais como modificadores químicos de eletrodos de pasta de carbono foi benéfica, 

melhorando as propriedades eletroquímicas dos dispostivos, sendo os dois sensores 

desenvolvidos de fácil confecção. Pode-se dizer ainda que ambos os eletrodos foram capazes 

de determinar concentrações dos analitos estudados em formulações farmacêutica comerciais, 

apresentando níveis de recuperação próximos a 100%. Conclui-se que as rotas verdes inéditas 

de síntese foram eficientes e suas aplicações no desenvolvimento de dispositivos eletroquímicos 

proporcionaram resultados promissores, o que pode promover futuras aplicações destes 

materiais no desenvolvimento de biossensores. 
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6 PERSPECTIVAS  

I. Realizar o estudo de hemocompatibilidade com as AgNPs-GAR; 

 

II. Aplicação do EPC/AgNPs-GAR na determinação eletroanalítica de outros agentes 

antitumorais, como cisplatina, carboplatina, clorambucil, capecitabina e doxorrubicina; 

 

III. Utilizar as AuNPs-GA e as AgNPs-GAR como plataforma para imobilização de 

anticorpos e antígenos, a fim de se desenvolver imunossensores eletroquímicos para a 

detecção para a detecção de biomarcadores de câncer e de doenças infecciosas e 

neurológicas. Ressalta-se neste tópico a vantagem da utilização das nanopartículas 

obtidas pelas rotas verdes apresentadas no presente trabalho. Uma vez que apresentam 

uma maior biocompatibilidade, os presentes nanomateriais são interessantes 

plataformas de imobilização para biomoléculas como anticorpos e antígenos. 
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