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RESUMO

Neste trabalho, eletrodos de pasta de carbono vitreo (EPCV) foram modificados com
nanoparticulas de ouro estabilizadas no polissacarideo sulfatado porfirana (PFR) e
aplicados para a determinagdo do agente antitumoral 5-fluorouracil (5-FU), utilizando
voltametria de pulso diferencial (VPD). A PFR foi extraida a partir de alga Nori
comercial, e sua caracterizacéo foi realizada por FTIR, RMN-13C e pela determinac&o dos
teores de carboidratos totais e de grupos SO4%, 0s quais resultaram em 82,8% e 11,9%,
respectivamente. Tais experimentos confirmaram a pureza e a identidade quimica do
polissacarideo extraido, que foi empregado como agente redutor e estabilizante para a
sintese de nanoparticulas de ouro (AuNps-PFR). A temperatura, a concentracdo do
precursor AuCls e a concentragdo de PFR empregadas para a sintese das AuNps-PFR
foram otimizadas por meio de um planejamento fatorial 2% com triplicata no ponto central.
Um menor tamanho de particula (128,7 nm) foi alcancado ao se empregar uma
temperatura de 70 °C e concentragBes de AuCls e PFR iguais a 2,5 mmol L e 0,25 mg
mL?, respectivamente. As AuNps-PFR obtidas foram caracterizadas pelas
espectroscopias UV-VIS, FTIR e DLS, MEV-FEG, potencial zeta e DRX. O espectro de
UV-VIS mostrou uma banda em 524 nm (banda plasmon), que ndo apresentou variacdes
significativas na forma e frequéncia de absor¢do durante 90 dias. Tais observacdes
sugeriram que as AuNps-PFR sdo estaveis em suspensdo, o que corrobora com o potencial
zeta de -30,5 mV obtido para a mesma. O espectro de FTIR evidenciou a existéncia de
interacdes entre as AUNps e a PFR, devido a deslocamentos das bandas apresentadas no
espectro das AuNps-PFR em relacdo ao obtido para a PFR. A caracterizagdo
eletroquimica do EPCV/PFR, realizada por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica em meio da sonda Fe(CN)¢*'*, evidenciou que o
polissacarideo conferiu aos eletrodos maiores valores de corrente e menor resisténcia a
transferéncia de carga para o processo redox da sonda eletroquimica em comparacao aos
eletrodos ndo modificados. Respostas de corrente ainda maiores foram obtidas ao se
empregar o EPCV/AuNps-PFR, como uma consequéncia da elevada condutividade e alta
area superficial apresentada pelas nanoparticulas. Por VC, verificou-se que o 5-FU foi
oxidado irreversivelmente na superficie do EPCV/AuNps-PFR segundo um mecanismo
dependente do pH e controlado por difusdo, apresentando um processo anodico em +1,1
V em tamp&o BR 0,04 mol L. O pH do tamp&o BR para a determinagio de 5-FU foi
otimizado por VPD, tendo-se observado um maximo de corrente em pH 8,0, valor
empregado para a obtencdo das curvas analiticas. A relacdo linear observada entre o
potencial de pico e o pH do meio com inclinagdo de -69,0 mV pH* evidenciou que o
mesmo numero de prétons e elétrons estdo envolvidos no processo de oxidacdo. O
EPCV/AuNps-PFR apresentou linearidade de resposta na faixa de 29,9 a 234,0 umol L
de 5-FU, com limites de deteccdo e de quantificacdo iguais a 0,66 e 2,22 umol L%,
respectivamente. Além da boa sensibilidade ao 5-FU, o EPCV/AuNps-PFR apresentou
reprodutibilidade de resposta, e ndo sofreu interferéncia significativa de compostos como
glicose, &cido ascérbico, ureia, albumina e fons Na* e K*, sugerindo sua potencial
aplicacédo para a determinacdo de 5-FU em matrizes bioldgicas. O eletrodo modificado
foi aplicado para a quantificacdo do 5-FU em formulagdo farmacéutica comercial
injetavel, tendo-se obtido uma porcentagem média de recuperacdo igual a 104,0, com
desvio padrao relativo dentro dos limites aceitaveis (2,25%). Confirma-se, deste modo, o
bom desempenho analitico do sensor e da metodologia voltamétrica desenvolvida para a
eletroanalise do 5-FU em amostras reais.

Palavras-chave: eletrodo de pasta de carbono vitreo; nanoparticulas de ouro; porfirana;
voltametria; 5-fluorouracil.



ABSTRACT

In this work, glassy carbon paste electrodes (GCPE) were modified with porphyran-
capped gold nanoparticles (GCPE/AuNps-PFR) and applied for the determination of an
anticancer drug, 5-fluorouracil (5-FU), by using differential pulse voltammetry (DPV).
The PFR polysaccharide was isolated from commercial Nori seaweed, and its
characterization was carried out by FTIR and *3C-NMR as well as by determining its total
sugar and sulfate contents, which resulted in 82.8% and 11.9%, respectively. These
experiments confirmed the chemical identity and purity of the extracted polysaccharide,
which was used as reducing and capping agent to the synthesis of gold nanoparticles
(AuNps-PFR). The temperature and the concentrations of AuCls and PFR for the AuNps-
PFR synthesis were optimized by a 22 full factorial design including a central point
assayed in triplicate. The smallest particles were produced with 128.7 nm by employing
a temperature of 70 °C and concentrations of 2.5 mmol L™ for AuCls” and 0.25 mg mL™*
for PFR. The characterization of the AuNps-PFR nanocomposite was performed by UV-
VIS, FTIR and DLS spectroscopies, FESEM, zeta potential and XRD. The UV-VIS
spectrum showed an absorption at 524 nm (plasmon band), with no significant changes
in its shape and absorption frequency for 90 days. This observation suggests that the
AuUNps-PFR are stable in suspension, which is in good agreement with the zeta potential
of -30.5 mV obtained for the sample. The FTIR spectrum revealed that interactions
between the AuNps and the PFR may exist, as a consequence of displacements in the
frequency of the bands in the AuNps-PFR spectrum compared to that obtained for the
PFR individually. The electrochemical characterization of the porphyran modified GCPE
(GCPE/PFR) was carried out by cyclic voltammetry and electrochemical impedance
spectroscopy in the presence of the Fe(CN)s*"* probe, revealing that the polysaccharide
had a positive effect on the electrode response, since higher current values and a lower
charge transfer resistance for the electrochemical probe redox process were achieved
compared to the unmodified GCPE. Even better responses were obtained after the
modification of the GCPE with the synthetized AuNps-PFR, as a consequence of the high
electrical conductivity and large surface area displayed by the nanocomposite. The 5-FU
was oxidized on the GCPE/AuNps-PFR surface according to an irreversible, pH
dependent and diffusion controlled mechanism, showing an anodic wave at +1,1 V in BR
buffer solution 0.04 mol L. The highest current value for 5-FU determination was
achieved in BR buffer with pH 8.0, by DPV; therefore, this value was chosen for the
further analysis. A linear relationship was observed between the anodic peak potential
and the pH of the medium with a slope of -69 mV pH, demonstrating that the same
number of protons an electrons participate in the 5-FU oxidation mechanism. The
GCPE/AuNps-PFR exhibited a linear relationship between the peak current and 5-FU
concentration over the range of 29.9 to 234.0 pmol L, with low detection (0.66 umol L°
1y and quantification limits (2.22 umol L™). Besides the good sensitivity for detecting 5-
FU, the modified electrode showed reproducibility, and its response was not influenced
by interfering compounds such as glucose, urea, albumin, ascorbic acid, Na* and K™,
suggesting its potential application to determine 5-FU in biologic matrices. The practical
utility of the developed sensor was demonstrated for the quantification of 5-FU in
pharmaceutical injection sample. A good average recovery percentage of 104.0% was
achieved, with an acceptable relative standard deviation of 2.25%. So, these results could
confirm the promising analytical performance of the modified electrode for the
electroanalysis of 5-FU in real samples.

Keywords: glassy carbon paste electrode; gold nanoparticles; porphyran; voltammetry;
5-fluorouracil.
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1 DELIMITACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

O agente antitumoral 5-fluorouracil (5-FU) é um dos farmacos mais empregados
para o tratamento quimioterapico de uma variedade de tumores, principalmente 0s
colorretais e de mama. Entretanto, a possibilidade da ocorréncia de efeitos colaterais
severos, como resultado da ndo especificidade tipicamente apresentada pelos agentes
quimioterapicos, faz com que o desenvolvimento de metodologias analiticas para sua
determinacdo em amostras de medicamentos e de fluidos bioldgicos consista em um
topico de consideravel relevancia para a medicina oncoldgica.

Neste cendrio, técnicas eletroanaliticas surgem como alternativas aos métodos
espectroscopicos e cromatograficos comumente aplicados para a determinacgédo de 5-FU,
pois possibilitam andlises mais rapidas, com boa sensibilidade e seletividade, alem de
possuirem um custo consideravelmente menor e permitirem a miniaturizagao do sistema
de deteccdo. A utilizacdo dos chamados eletrodos quimicamente modificados (EQM)
torna os métodos eletroanaliticos ainda mais atrativos, pois a modificacdo quimica dos
eletrodos pode aumentar sua seletividade, sensibilidade e estabilidade.

Os eletrodos de pasta de carbono (EPC) estéo entre os mais empregados para o
desenvolvimento de EQM, pois possuem vantagens como estabilidade em uma ampla
faixa de potenciais, baixa corrente de fundo e também um baixo custo, e podem ser
fabricados com uma variedade de materiais. Sua modificagdo com compostos
inorganicos, organicos e biomoléculas vem sendo extensivamente estudada, como uma
estratégia para aprimorar o seu desempenho eletrogquimico. De maneira especial, EPC
modificados com nanoparticulas metalicas podem constituir dispositivos analiticos
sensiveis, estaveis e seletivos, pois combinam propriedades atrativas apresentadas por tais
nanomateriais, como elevada condutividade elétrica e alta area superificial, com as
caracteristicas positivas apresentadas pela pasta de carbono. Assim, tais eletrodos sédo
ferramentas em potencial a serem aplicadas na determinacéo de 5-FU em procedimentos
clinicos, assim como para o controle de qualidade de medicamentos.

Neste sentido, este trabalho propde o desenvolvimento de eletrodos de pasta de
carbono vitreo (EPCV) modificados com nanoparticulas de ouro estabilizadas no
polissacarideo sulfatado porfirana (PFR), o qual é encontrado na parede celular de algas
vermelhas. Tais eletrodos foram caracterizados eletroquimicamente, e sua potencialidade

para deteccdo de 5-FU em amostras reais foi investigada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

O estudo da modificacdo quimica da superficie de eletrodos dos mais diferentes
géneros, assim como as potenciais aplicaces destes novos dispositivos, tem sido uma
das mais atrativas areas de pesquisa cientifica em Quimica nas Ultimas décadas. O
desenvolvimento de estratégias para a modificacdo de eletrodos surgiu como uma
poderosa ferramenta para melhorar o seu desempenho, uma vez que o funcionamento
satisfatorio e aplicacdo de um eletrodo eram muitas vezes comprometidos por fatores
como o potencial aplicado, 0 meio em que o eletrodo seria empregado e o tipo de material
a partir do qual o eletrodo era confeccionado. (ALKIRE et al., 2010).

O desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados é particularmente
importante para pesquisa em Quimica Eletroanalitica, uma vez que a modificacao confere
aos mesmos um aumento em sua sensibilidade, aléem de melhorar suas propriedades
eletrocataliticas e aumentar sua seletividade, o que possibilita a sua aplicacdo em amostras
complexas, como fluidos bioldgicos ou amostras ambientais. (ALKIRE et al., 2010)

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido em 1975 por
Murray e colaboradores para definir eletrodos que possuem espécies quimicamente ativas
convenientemente imobilizadas sobre suas superficies, numa tentativa de controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solu¢do, resultando em uma alteracdo na
sensibilidade e seletividade do sensor base frente as espécies de interesse. (PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002; SOUZA, 1997).

Um EQM ¢ constituido por duas partes: o eletrodo base e o modificador quimico,
responsavel por melhorar o desempenho do eletrodo. A forma de preparacdo de um EQM
é escolhida levando-se em conta as caracteristicas analiticas desejadas no sensor.
(PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002; KALCHER, 1990). De maneira geral, o0s
métodos mais importantes para a modificacdo consistem em adsorcao, ligacdo covalente
a sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos e
utilizacdo de materiais compositos. E importante ressaltar que os modificadores a serem
imobilizados ou incorporados ao eletrodo base devem manter suas propriedades fisicas,

quimicas e/ou biologicas mesmo apds o processo de imobilizacdo. (RADI, 2010).
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A fim de que os propositos de aumento de seletividade e sensibilidade sejam
alcancados, além da escolha adequada do material modificador, é importante que se
selecione corretamente o material do qual é constituido o eletrodo base. Este deve
apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser adequado para o
método de imobilizacdo selecionado. A grande variedade de materiais disponiveis, aliada
a possibilidade de combinagdo entre 0s mesmos, proporciona a esses dispositivos um
grande campo de aplicacdo. (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002). Entre os materiais
mais empregados para a modificacdo estdo os de carbono, como carbono vitreo, grafite,
diamante (dopado com boro) e nanotubos (SERPI; KOVATSI; GIROUSI, 2014; SIARA
et al., 2015; TAEI;, RAMAZANI, 2015; TYSZCZUK-ROTKO et al.,, 2014) e os
metélicos, como ouro e platina (OLIVEIRA, F. C.; SERRANO, 2014; POGACEAN et
al., 2014).

No que diz respeito aos materiais modificadores, pode-se afirmar que uma
imensa variedade de compostos foi e continua a ser empregada na tentativa de
desenvolver novos dispositivos, com potencial cada vez maior de aplicagdo em
procedimentos industriais, clinicos e ambientais na investigacdo de espécies quimicas e
bioldgicas de interesse. Neste sentido, é constante 0 emprego de compostos organicos,
como polimeros condutores, calixarenos, alcanotidis, entre outros (LI, B. et al., 2015;
ROUIS et al., 2013; SHERVEDANI et al., 2014; WANG, H. et al., 2012); inorganicos,
como complexos, ftalocianinas, porfirinas, 6xidos metalicos, entre outros (CASELLA;
CONTURSI, 2015; SANTOS et al., 2014; SANDRINO et al., 2013); e bioldgicos, como
enzimas, anticorpos, proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos (JESUS et al., 2013;
MENG et al., 2012; SATYANARAYANA; REDDY; GOBI, 2014; SILVA et al., 2015).
Com o advento da nanotecnologia, é ainda cada vez mais comum a modificacdo de
eletrodos com materiais nanoestruturados, podendo-se citar as nanoparticulas metalicas e
de 6xidos metalicos (CHEN, J. et al., 2015; IBRAHIM et al., 2015), nanotubos de carbono
(FAGAN-MURPHY; ALLEN; PATEL, 2015) quantum dots (WANG, G. et al., 2015) e
dendrimeros (ERDEM; CONGUR; MESE, 2014).

2.2 ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO
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Os eletrodos de pasta de carbono (EPC) sdo um tipo especial de eletrodos de
carbono desenvolvidos por Adams nos anos 1950. (KALCHER, 1990). A chamada pasta
de carbono, que consiste em uma mistura preparada a base de um material de carbono em
p6 com um liquido organico, tornou-se, com o passar dos anos, um dos mais populares
materiais utilizados para a preparacao laboratorial de eletrodos e sensores. (SVANCARA
et al., 2009). Este fato pode ser tomado como uma consequéncia das vantagens que 0S
EPC oferecem a Eletroanalise, tais como facil preparacdo, baixo custo, superficie
renovavel, baixa corrente de fundo, possibilidade de utilizacdo em uma ampla faixa de
potenciais e também possibilidade de miniaturizacdo. (AFKHAMY et al., 2012;
KALCHER, 1990).

Para que o desempenho eletroquimico de um EPC seja satisfatdrio, €
conveniente que o material de carbono empregado para a fabricacdo da pasta possua alta
pureza quimica e seja homogéneo no que diz respeito ao tamanho das particulas, as quais
devem ter dimensio micrométrica. (SVANCARA et al., 2009). Embora o material mais
empregado seja o grafite em pd, existe uma crescente utilizacdo de outros materiais
carbonaceos para a confeccdo da pasta. Tais materiais incluem carvdo ativado
(GHOLIVAND; MOHAMMADI-BEHZAD, 2013), negro de fumo (DENG; XU; FENG,
2014), p6 de diamante (STEFAN; BAIRU, 2004), grafeno (SREEDHAR; KUMAR,;
KRISHNAVENI, 2015) nanotubos (IZADKHAH; FARMANY; MORTAZAVI, 2015),
carbono vitreo (IBRAHIM; TEMERK, 2015), entre outros.

O liquido organico atua na pasta como um aglutinante, unindo mecanicamente
as particulas do material de carbono, de modo a fixar a mistura resultante ao corpo do
eletrodo. Ele deve ainda apresentar caracteristicas como imiscibilidade com a agua, ndo
possuir carater eletrolitico, ser inerte e ter uma pureza elevada. (AFKHAMY et al., 2012;
PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002; USLU; OZKAN, 2007). E importante mencionar
que a quantidade de liquido organico empregada na obtencdo da pasta tem um grande
impacto sobre a resposta eletroquimica dos eletrodos, pois uma elevada quantidade faz
com que a velocidade de transferéncia de elétrons seja reduzida, provocando uma
diminuicdo nos valores de corrente resultante. Portanto, este pardmetro deve ser
rigorosamente controlado. (KALCHER, 1990; USLU; OZKAN, 2007). Os liquidos
organicos mais utilizados para a confec¢io de EPC sdo os 6leos minerais (Nujol® e
Uvasol®), porém outros tipos, como parafina e graxa de silicone, também podem ser
empregados. (SVANCARA et al., 2009).
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Recentemente, a utilizacdo de liquidos i6nicos como aglutinantes em EPC tem
sido reportada em uma crescente quantidade de trabalhos (AFKHAMI et al., 2014; GAN
et al., 2014; OPALLO; LESNIEWSKI, 2011). Tais compostos sdo fluidos inteiramente
compostos por ions e que sdo liquidos a temperatura ambiente. Sua utilizacdo na
preparacdo de EPC é uma consequéncia de sua estabilidade quimica e eletroquimica, boa
condutividade idnica, baixa volatilidade e viscosidade adequada para unir mecanicamente
as particulas do material de carbono empregado. Neste sentido, EPC preparados com
liquidos ibnicos podem apresentar uma maior sensibilidade, e, portanto, um melhor
desempenho eletroanalitico do que os seus analogos preparados com liquidos organicos
como agentes aglutinantes. (OPALLO; LESNIEWSKI, 2011; SHE et al., 2010)

A preparacdo dos EPC é bastante simples, sendo esta uma das principais
vantagens de sua utilizacdo. Primeiramente, € realizada a mistura fisica do material de
carbono em po juntamente com a quantidade adequada de aglutinante e, ap0s a sua
completa homogeneizacdo, a pasta resultante é inserida e compactada no corpo do
eletrodo. Este geralmente consiste em um tubo confeccionado de material apropriado
(como vidro, plastico ou Teflon®), e que possui contato elétrico.

Além das propriedades ja citadas, os EPC sdo extensivamente empregados para
a obtencdo de EQM, uma vez que a pasta constitui uma matriz adequada para a
incorporacdo de diferentes tipos de modificadores. (USLU; OZKAN, 2007). A
diversidade de formas de modificacdo e a ampla gama de modificadores disponiveis
podem ser consideradas como algumas das principais vantagens do emprego da pasta para
a fabricacéo de eletrodos. (SVANCARA et al., 2009).

A modificacdo dos EPC permite a fabricacdo de eletrodos mais sensiveis e
seletivos ao analito em estudo, ja que os modificadores podem facilitar os processos de
transferéncia de elétrons que ocorrem na interface eletrodo/solucéo (JOSEPH; KUMAR,
2009) e também estabelecer interagcbes com moléculas especificas. Outro fato importante
acerca da modificacdo dos EPC é que estes eletrodos possibilitam a modificacdo interna
do material eletrodico, ao contrario do que ocorre com eletrodos sélidos convencionais,
em que a modificacdo ocorre apenas na superficie. Isto permite a co-imobiliza¢do de
diferentes tipos de modificadores, resultando em uma configuracédo de eletrodo onde nédo
existe a necessidade de adicdo de reagentes durante a determinagdo. (PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002.).

A modificacdo quimica da pasta pode dar-se por uma variedade de metodologias,

sendo que podem ser consideradas como as principais: (i) a incorporacdo mecanica do
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modificador no momento da preparacdo da pasta, sendo bastante Util no caso de
modificadores soélidos; (ii) a dissolugdo do modificador no liquido aglutinante, o que é
aplicado muitas vezes no caso de compostos lipofilicos; e (iii) a impregnacdo do material
de carbono, onde este é primeiramente disperso em uma solucdo do modificador, e, apos,
a evaporacdo do solvente, o material resultante € misturado com o aglutinante escolhido.
(SVANCARA et al., 2009).

As principais classes de compostos empregados na modificagdo de EPC podem
ser verificadas em um consideravel nimero de trabalhos de revisdo (BELLIDO-MILLA
et al., 2013; RADI, 2006; STOZHKO et al., 2008; SVANCARA et al., 2009;
SVANCARA et al., 2009; ZIMA et al., 2009), podendo-se citar principalmente as
nanoparticulas e 6xidos metélicos (GHOLIVAND; TORKASHVAND; YAVARI, 2015;
JEREZ et al., 2014; IBRAHIM; TEMERK, 2015), complexos inorganicos (BENVIDI et
al., 2013; MUENA; VILLAGRAN; AGUIRRE, 2013; OLIVEIRA, K. M. et al., 2013),
polimeros condutores (XU, G. et al., 2015) e biomoléculas como enzimas (MATERON
etal., 2014) e polissacarideos. (CAVALCANTI et al., 2014; XU, J. et al., 2014).

O carbono vitreo (CV) em po esta entre os materiais de carbono que podem ser
empregados para a construcdo de EPC. Trata-se de um tipo de material carbonaceo dito
como nao-grafitizavel (o que significa que o mesmo nédo pode ser transformado em grafite
cristalino mesmo a temperaturas superiores a 3000 °C), preparado por meio da pirdlise
lenta de materiais poliméricos, incluindo cloreto de polivinila, cloreto de polivinilideno,
celulose, resina fendlica e poliacrilonitrila. (HARRIS, 1997; POCARD et al., 1992).

As principais caracteristicas que fazem do CV em pd um material com boa
potencialidade de aplicagdo na preparacdo de EPC sdo sua boa estabilidade eletroquimica
(o fato do CV possuir uma baixa velocidade de oxidacdo permite que os eletrodos
confeccionados possam ser utilizados em uma ampla faixa de potenciais), sua
biocompatibilidade (CHEN; SWAIN, 1998; DEKANSKI et al., 2001; HARRIS, 2004;
ZHAO et al., 2008) (o que possibilita a aplicacdo dos eletrodos em sistemas biol6gicos e
a sua modificacdo com biomoléculas) e sua elevada condutividade elétrica.

A estrutura do CV tem sido objeto de investigacgdo cientifica desde que 0 mesmo
foi pela primeira vez produzido, no inicio da década de 60. (HARRIS, 2004). Entre as
estruturas propostas e mais bem aceitas encontra-se a descrita por Jenkins e Kawamura
(1971 apud HARRIS, 2004), representada na Figura 1A. Segundo estes autores, 0 CV é
formado por um emaranhado de estreitas fibrilas (fitas) de carbono grafitico, que se

curvam e torcem, resultando em uma estrutura randomicamente orientada. (POCARD et
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al., 1992). Na micrografia apresentada na Figura 1B e obtida por Harris (2004), € possivel
observar claramente a estrutura desordenada do CV, assim como as fibrilas contendo

diversos planos de carbono grafitico.

Figura 1 — (A) Estrutura proposta para o carbono vitreo por Jenkins e Kawamura (1971). (B) Micrografia
(microscopia eletronica de transmissdo) obtida por Harris (2004) para uma variedade comercial de CV
(Toyo Tanso®).

Fontes: (A) GLASSY CARBON, 2015. (B) HARRIS, 2004.
Nota: L, e L. sdo as dimensdes das fibrilas grafiticas.

2.3 NANOMATERIAIS E NANOPARTICULAS METALICAS

O desenvolvimento, estudo e aplicacdo de materiais constituidos por particulas
cujo tamanho encontra-se em dimensdo nanométrica (1 nm = 10°° m, um bilionésimo de
um metro) ganhou importancia significativa no final do século XX, levando ao
surgimento e consolidagdo de uma nova &rea do conhecimento, denominada
Nanotecnologia. (ZARBIN, 2007). Este ramo inovador e revolucionario da ciéncia tem
como principais objetivos planejar, sintetizar e aplicar os referidos materiais, que devem
possuir pelo menos uma de suas dimensdes no que se convenciona chamar de nanoescala.
(BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007). Tais nanoestruturas, convencionalmente
denominadas como nanomateriais, podem consistir em solucbes para desafios
tecnoldgicos e ambientais, em areas como geracdo de energia, catdlise e medicina.
(SHARMA; YNGARD; LIN, 2009), como uma consequéncia de novas e revolucionarias
propriedades quimicas, fisicas, mecanicas e opticas que emergem quando a materia esta
nanometricamente estruturada. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).
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Os nanomateriais apresentam propriedades distintas comparando-se as observadas
guando o mesmo encontra-se em escala macroscépica (ou bulk). Este fenbmeno é uma
clara evidéncia de que as propriedades dos materiais sdo dependentes, entre outros
fatores, das dimensGes do mesmo. (FILIPPONI; SUTHERLAND, 2012). Em outras
palavras, é possivel dizer que todas as propriedades, de qualquer material, manifestam-se
a partir de um determinado tamanho — o chamado tamanho critico. Quando as particulas
de um material estdo abaixo do referido tamanho critico, as propriedades tornam-se
diferenciadas. Além disso, quando abaixo do tamanho critico, as propriedades do material
dependem também da forma das particulas que o constituem. (ZARBIN, 2007).

Os nanomateriais podem ser definidos, neste sentido, como materiais que
possuem ao menos uma dimensdo em escala nanométrica, abaixo do tamanho critico
capaz de alterar alguma de suas propriedades. Deste modo, os limites de tamanho
convencionalmente tidos como caracteristicos para 0os nanomateriais (1 a 100 nm)
(ADAMS; BARBANTE, 2013; FILIPPONI; SUTHERLAND, 2012; SHARMA,
YNGARD; LIN, 2009; KHARISSOVA et al., 2013), nem sempre podem ser
considerados como corretos. Isto porque ndo basta a um material ter apenas dimensoes
nanométricas para que seja considerado um nanomaterial, j& que, para isso, deve possuir
um tamanho que seja inferior ao tamanho critico. (ZARBIN, 2007).

Uma ampla variedade de nanomateriais continua a ser desenvolvida por
pesquisadores de diferentes areas do conhecimento. De modo especial, podem ser citados
aqueles constituidos a partir de metais (nanoparticulas metalicas e de 6xidos metalicos,
quantum dots), de al6tropos de carbono (nanotubos de carbono, fulerenos e grafeno) e de
biomoléculas e estruturas orgénicas (dendrimeros, micelas, lipossomos). Na Figura 2
estdo representados 0s nanomateriais citados, assim como uma comparacdo simplificada

dos mesmos com estruturas e objetos de dimensdes micro e macroscopicas.
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Figura 2 — Exemplos de nanomateriais e comparacdo de tamanho com outras estruturas em escala micro e
macroscopica.
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Fonte: Adaptado de: MULTIFUNCTIONAL BIOPOLYMERS, 2016.

Em relacéo as aplicacdes, podem ser destacadas aquelas em medicina e ciéncias
biomédicas (SMITH; SIMON; BAKER JR., 2013; SASIDHARAN; MONTEIRO-
RIVIERE, 2015; SUN, T. et al.,, 2014;), biotecnologia (BEYTH et al.,, 2015;
PERREAULT et al.,, 2015), cosmetologia (KATZ; DEWAN; BRONAUGH, 2015),
ciéncias ambientais (PATIL et al., 2016; PERREAULT; FARIA; ELIMELECH, 2015;
XIA et al., 2014), geracdo e armazenamento de energia (HUSSEIN, 2015; QIU et al.,
2015), eletronica (YAO; ZHU, 2015) e desenvolvimento de sensores e biossensores
(KUMAR et al., 2015; SANGHAVI et al., 2015; YANG, C. et al., 2015).

As nanoparticulas metalicas (MNps) consistem nos tipos de nanomateriais mais
estudados pelas mais diferentes areas. Suas propriedades altamente atrativas e muitas
vezes Unicas diferem significativamente das apresentadas pelos materiais metalicos
quando estes estdo em escala bulk, o que confere as mesmas uma grande versatilidade e
possibilita um substancial nimero de diferentes aplicacdes que podem trazer impactos
positivos a sociedade. Entre tais propriedades, podem ser citadas sua biocompatibilidade,
sua elevada area superficial (que pode ainda ser facilmente funcionalizada), sua
pronunciada condutividade elétrica e suas interessantes propriedades oOpticas
(principalmente para MNps a base de ouro, prata e cobre) (Figura 3). Devido a estas
caracteristicas, um crescimento quase exponencial de publicacdes e patentes que relatam
o0 desenvolvimento e novas aplicacGes de MNps tém sido observado. (ALEXANDRIDIS,
2011; KLEIJN et al., 2014; MODY et al., 2010).
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Figura 3 — Algumas propriedades, formas e exemplos de nanoparticulas metélicas.
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“Principalmente para nanoparticulas de Ag, Au e Cu.

As propriedades diferenciadas apresentadas pelas MNps surgem como uma
consequéncia, principalmente, de efeitos de superficie e efeitos quénticos que estéo
presentes quando 0s materiais sdo constituidos por particulas nanométricas. Os efeitos de
superficie relacionam-se ao fato de que a fracdo de atomos na superficie de uma
nanoparticula metélica é maior comparada ao que se observa para 0 material quando este
esta nas dimensoes bulk, o que faz com que sua area superficial seja drasticamente maior.
Esta particularidade faz com que propriedades dependentes de fendmenos de superficie,
como reatividade quimica e atividade catalitica, sejam incrementadas. A maior
reatividade observada € uma consequéncia do fato de que os &tomos situados na superficie
do nanomaterial possuem menos vizinhos que os a&tomos da superficie do material bulk.
Logo, tais atomos possuem uma maior energia, possuindo uma maior tendéncia a formar
ligagbes. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007; CASTRO, 2009; FILIPPONI;
SUTHERLAND, 2012).

Os efeitos quénticos sdo aqueles relacionados ao fato de que os portadores de
carga, nos nanomateriais, ficam confinados nas dimensdes reduzidas das nanoparticulas
(o que é comumente chamado de confinamento quantico). (FILIPPONI; SUTHERLAND,
2012; ZARBIN, 2007). Os nanomateriais que exibem este comportamento sao
conhecidos como quantum dots. Possuindo tamanho de apenas alguns nanémetros, estas
nanoestruturas comportam-se como atomos individuais, obedecendo as leis da mecénica

quantica. Outros resultados do efeito de confinamento quantico sdo o aparecimento de
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momento magnético em nanoparticulas de materiais que ndao sdo magnéticos na dimensao
bulk (como ocorre com o ouro, a platina e o paladio) e alteragdes na tendéncia do material
de aceitar ou doar elétrons. (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007), o que afeta
diretamente a sua reatividade.

Entre os métodos empregados para a sintese de MNps, duas principais
estratégias podem ser citadas: os procedimentos denominados “top down” e aqueles
conhecidos como “bottom up”. Em uma sintese do tipo top down, as MNps s&o produzidas
por meio da reducdo de tamanho de um material de partida, geralmente na escala bulk.
Isto pode ser alcancado principalmente utilizando-se processos fisicos (como
desintegracdo térmica e mecanica). (ZAHMAKIAN; OZKAR, 2011; MITTAL; CHISTI,
BANERJEE, 2013). Este procedimento pode induzir imperfei¢des na superficie das
MNps sintetizadas, o que é considerado como uma limitacao, pois as propriedades fisicas
e quimicas destes nanomateriais sdo diretamente dependentes de sua estrutura superficial.
(MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013).

Em contrapartida, a estratégia bottom up (Figura 4) é geralmente preferida e mais
utilizada para a sintese de MNps. Neste caso, primeiramente sdo gerados atomos (valéncia
zero) por meio da reducdo ou decomposi¢do quimica de um precursor metalico (sal ou
complexo). Em seguida, os atomos gerados se aglomeram e geram clusters, que crescem
e ddo origem as MNps. (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; ZAHMAKIAN;
OZKAR, 2011). O processo de reducido do precursor é realizado com a utilizagdo de
agentes redutores tais como sais e compostos inorganicos (como citrato de sodio,
borohidreto de sddio, hidrazina e géas hidrogénio), compostos organicos (como acido
férmico, &cido ascorbico e compostos fendlicos) e biomoléculas (como mono e
polissacarideos), entre outros. (DUAN; WANG; LI, 2015; RAUWEL et al., 2015;
TAURAN et al., 2013; ZAHMAKIAN; OZKAR, 2011).

Figura 4 — Mecanismo provavel para a sintese de MNps via procedimento bottom up.
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Fonte: Adaptado de: MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013.
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O fato das nanoparticulas possuirem uma alta area superficial, e, por
consequéncia, uma alta energia associada a superficie, faz com que as mesmas sejam
termodinamicamente instaveis. Assim, tais nanoestruturas possuem uma tendéncia
natural de diminuir este estado energético, sendo que isto é alcancado principalmente por
meio de sua coagulacdo e aglomeracao, resultando em particulas maiores e mais estaveis.
(KRAYNOV; MULLER, 2011; VOLLMER; JANIAK, 2011). Do ponto de vista da
nanotecnologia, a aglomeracdo nédo € desejavel, pois pode culminar na perda das novas
propriedades manifestadas pelos materiais quando estes encontram-se em escala
nanométrica. Assim, estratégias para que nanoparticulas em suspensdo sejam
estabilizadas precisam ser aplicadas, a fim de se superar as forgas atrativas e deste modo,
conservar as propriedades.

A estabilizacdo de nanoparticulas é tradicionalmente realizada de trés modos
principais, 0s quais estdo representados na Figura 5:

e Estabilizacdo eletrostatica. Esta estratégia para estabilizacéo é originada a partir
de forcas de repulsdo eletrostatica que as particulas experimentam quando séo
envolvidas por uma dupla camada de cargas elétricas. (KRAYNOV; MULLER,
2011). No meio de suspensao (que neste caso precisa ser aquoso), ions podem se
adsorver a superficie das particulas e formar uma camada carregada, que é
contrabalanceada por ions de carga oposta. Logo, a repulsdo entre estas duas
camadas de uma particula para outra assegura a estabilizacdo (Figura 7A). (SHI,
J., 2002).

e Estabilizacdo estérica. Este tipo de estabilizagdo € alcancada por meio da ligagdo
ou adsor¢do de macromoléculas (como polimeros ou biopolimeros de alto peso
molécular) a superficie das particulas, podendo ser empregada tanto para meios
aquosos quanto organicos. A repulsdo estérica existente entre as camadas
poliméricas envolvendo as particulas é o que confere estabilidade a estas Gltimas.
A interacdo existente entre a camada polimérica e a particula é frequentemente
um resultado da doacdo de densidade eletrénica de atomos do polimero para
orbitais vazios existentes nos atomos do metal do qual a particula é constituida
(Figura 7B). (KRAYNOV; MULLER, 2011).

e Estabilizacdo eletrostérica. Como a propria denominagdo sugere, estes
mecanismos de estabilizacdo ocorrem pela combinacéo de efeitos eletrostaticos e

estéricos. Podem acontecer para 0 caso, por exemplo, de particulas carregadas
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envoltas por uma camada polimérica neutra, ou, como é mais comum, quando as

particulas s&o estabilizadas por polieletrolitos (Figura 7C). (SHIH, 2002).

Figura 5 — Métodos convencionalmente empregados para estabilizacdo de nanoparticulas metalicas em
suspensdo: (A) estabilizacdo eletrostatica, (B) estabilizacdo estérica e (C) estabilizacdo eletrostérica.
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Fonte: Adaptado de: HE, 2014.

Entre os principais agentes estabilizantes j& empregados na sintese de
nanoparticulas metalicas encontram-se, de maneira geral, polimeros (como
polivinilpirrolidona, polivinilalcool, polietilenoglicol, polipropilenoglicol, acido
poliacrilico e polieletrélitos), hidrocarbonetos de cadeia longa funcionalizados (como
oleilamina, acido oleico, dodecanotiol, octadecilamina, docecilamina e trioctilfosfina),
biomoléculas (como peptideos, proteinas e polissacarideos), compostos estudados pela
chamada quimica supramolecular (calixarenos, dendrimeros e éteres-coroa), moléculas
pequenas (glicose, oxalato, citrato, etileno glicol, formaldeido, dimetilformamida e acido
ascorbico) (DUAN; WANG; LI, 2015; DUMUR et al., 2011; NIU; LI, 2014; TAURAN
et al., 2013), e, mais recentemente, liquidos i6nicos (VOLLMER; JANIAK, 2011;
KRAYNOV; MULLER; 2011).

2.4 SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS METALICAS

A utilizagdo de processos “verdes” para o desenvolvimento de rotas quimicas de
sintese que sejam mais sustentaveis e menos agressivas ao meio ambiente esta se tornando
cada vez mais popular e necessaria, como uma consequéncia de problemas mundiais

associados a contaminacdo ambiental. (KHARISSOVA et al., 2013). No ramo da
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nanotecnologia, a demanda por principios verdes ocorre porque, apesar das propriedades
inovadoras e extremamente atrativas que 0s materiais nanoestruturados possuem, um
impacto ambiental e a salde pode ocorrer como consequéncia do emprego de compostos
potencialmente tdxicos para a producdo de tais materiais. Esta situacdo pode ser agravada
pelo fato de que a producéo e aplicacdo dos mesmos em procedimentos industriais é
crescente, o que aumenta a possibilidade de descarte de residuos no ambiente. Por outro
lado, a possibilidade de se encontrar residuos destes reagentes no produto final pode nao
somente impactar de modo negativo a salide humana, como também diminuir as suas
possibilidades de aplicacdo. (KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015).

Nos dias atuais, portanto, existe um constante e considerdvel esfor¢o por parte
da comunidade cientifica para a minimizagdo do uso de solventes, agentes redutores e
estabilizantes nocivos que sdo empregados para a sintese de nanomateriais (representados
principalmente pelas MNps), assim como para a substituicdo dos mesmos por alternativas
que sejam eco e biocompativeis, no intuito de se diminuir os riscos a saude. Neste cenério,
a chamada “nanotecnologia verde” vem como uma alternativa para se reduzir as possiveis
consequéncias negativas associadas a producao de nanomateriais, por meio da introducgéo
de reagentes de fontes naturais nos processos sintéticos. (KUMAR; LATHER;
PANDITA, 2015). Entre tais reagentes podem ser citados extratos vegetais, vitaminas,
polissacarideos, polimeros biodegradaveis, peptideos, proteinas e até mesmo
microorganismos gue atuam como agentes redutores e/ou estabilizantes, sobretudo para
sintese de MNps. (DUAN; WANG,; LI, 2015; KHARISSOVA et al., 2013; KUMAR;
LATHER; PANDITA, 2015; MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; RAUWEL et al.,
2015).

A utilizacdo de estratégias verdes para a producdo de MNps traz substanciais
vantagens tanto ao processo de sintese quanto ao produto final. Uma vez que séo
empregados para as reacfes compostos e extratos de fontes naturais, procedimentos
economicamente mais vidveis podem ser desenvolvidos. Em alguns casos é possivel
ainda a obtencdo de tais extratos a partir de residuos oriundos de atividades agricolas e
agroindustriais, como de cascas, sementes e bagacos (desde que estejam livres de
contaminantes), o que pode otimizar ainda mais o custo do processo. (KUMAR,;
LATHER; PANDITA, 2015).

Nanoparticulas obtidas por metodos verdes possuem também uma maior
biocompatibilidade, o que leva a um aumento das suas possiveis aplica¢des biologicas. O

emprego de reagentes originados de fontes naturais pode minimizar provaveis efeitos
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toxicos (KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015; SCHROFEL et al., 2014), e também
favorecer a interacdo com células, tecidos, proteinas e outros alvos existentes em sistemas
biologicos.

A praticidade das rotas verdes é outro ponto positivo que pode ser destacado,
principalmente quando emprega extratos vegetais, 0s quais contém biomoléculas (como
compostos fendlicos, terpenoides, flavonoides, polissacarideos, proteinas, enzimas e
aminoacidos) que podem atuar tanto como agentes redutores quanto como agentes
estabilizantes. Deste modo, a reacdo de formacdo das MNps ocorre em apenas uma etapa,
sem a necessidade da adi¢do de outros reagentes durante o processo. (KHARISSOVA et
al., 2013; KUMAR; LATHER; PANDITA, 2015; RAUWEL et al.,, 2015). Como
resultado, tem-se a obtencdo de MNps geralmente em bom rendimento, com a geracao de
uma grande quantidade de nanoestruturas que possuem tamanho e morfologia bem
definidos. (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; SCHROFEL et al., 2014).

Considerando-se as vantagens apresentadas pela utilizacdo de reagentes verdes
na sintese de MNps, é possivel pressupor uma gama ainda maior de aplicagdes que podem
ser dadas a tais nanomateriais. Sua utilizacdo para propdsitos biomédicos é talvez a mais
estudada atualmente. Assim, sdo frequentemente reportados na literatura trabalhos que
relatam a sintese verde de MNps com a posterior investigacdo de sua atividade
antimicrobiana (SHENDE et al., 2015), anticancerigena (JIA et al., 2015) e antioxidante
(SATHISHKUMAR et al., 2016), assim como da sua possibilidade de aplicacdo em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (drug delivery) (PATRA et al., 2015) e em
sensores e biossensores para diagnostico de doencas (BRONDANI et al., 2014). Além da
aplicacdo em sistemas biomédicos, podem ser encontrados trabalhos recentes que aplicam
MNps no desenvolvimento de solucBes para problemas ambientais, como para
degradacéo de poluentes (PAUL et al., 2016) e adsorcdo de metais pesados (AN; ZHAO,
2012). Merecem destaque também as aplica¢cdes no &mbito industrial e tecnolégico, como
para a catalise de reacGes organicas (NASROLLAHZADEH et al., 2014),
desenvolvimento de sensores para deteccdo de compostos de relevancia farmacoldgica
(SATYANARAYANA et al.,, 2015), e no desenvolvimento de dispositivos para
armazenamento de energia (NAGAMUTHU; VIJAYAKUMAR; MURALIDHARAN,
2013).

A utilizacdo de polissacarideos para a sintese de MNps é, no ambito da
nanotecnologia verde, uma das estratégias mais exploradas. A natureza polar apresentada

por estas biomoléculas permite que as reagdes sejam realizadas em meio aquoso,
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eliminando a necessidade de se utilizar solventes toxicos. A elevada quantidade de
ligagbes de hidrogénio existentes entre as cadeias biopoliméricas pode prevenir as
nanoparticulas sintetizadas de sofrer agregacdo, o que, juntamente com a presenca de
grupos funcionais em sua estrutura que sdo passiveis de oxidacdo, permite que o0s
polissacarideos, em muitos casos, possam atuar simultaneamente como agentes redutores
e estabilizantes. O fato de que as interacdes entre os polissacarideos e as MNps formadas
sdo relativamente fracas possibilita ainda que as particulas obtidas sejam separadas das
misturas reacionais quando desejado. (DUAN; WANG,; LI, 2015; SHARMA; YNGARD;
LIN, 2009). Tais caracteristicas, juntamente com a biocompatibilidade e
biodegradabilidade tipicamente apresentadas para estas biomoléculas (YAN et al., 2015),
fazem com que os polissacarideos estejam entre os reagentes verdes mais estudados para

a sintese de MINps.

2.5 POLISSACARIDEOS SULFATADOS E PORFIRANAS

Os polissacarideos sdo um dos principais constituintes dos organismos Vvivos,
estando presentes em plantas, animais (vertebrados e invertebrados) e micro-organismos.
Sédo constituidos por longas cadeias poliméricas de mono, di ou oligossacarideos unidos
através de variadas possiblidades de ligacGes éteres, especificamente denominadas de
ligagdes glicosidicas. Sdo responsaveis por desempenhar papéis bioldgicos de extrema
importancia, como constituicdo estrutural e geracdo de energia. Tais biomoléculas
apresentam geralmente um ou mais grupos funcionais ligados covalentemente ao
esqueleto de carboidrato em diferentes posi¢cdes (RAVEENDRAN et al., 2013), como por
exemplo NH, —COOH, —0SO0s3 e
—NH(CO)CHa. O grande nimero de polissacarideos com diferentes estruturas quimicas e
propriedades fisicas faz desta classe de biomoléculas uma expressiva fonte de materiais
para aplicacdo em diversas areas, como farmécia, medicina, biotecnologia e engenharia.
(RINAUDO, 2008).

Polissacarideos com um elevado grau de funcionalizacdo com grupos sulfatos
(OS03") sdo chamados de polissacarideos sulfatados (PLS). Sua principal fonte natural
sdo as algas marinhas, onde estdo presentes em sua matriz extracelular, desempenhando

fungdes estruturais, além de auxiliar na regulacdo osmotica, ibnica e mecanica para
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adaptacdo ao ambiente marinho. (KADAM; TIWARI; O’DONNELL, 2015; SOUZA,
2010; ZHANG, Z. et al., 2010). Esta classe de polissacarideos tem chamado a atencao de
pesquisadores de diversas areas devido as suas propriedades bioquimicas, das quais
podem ser citadas suas atividades anticoagulantes, antioxidantes, antitumorais, anti-
inflamatdrias e antivirais. (COSTA et al., 2010; RAVEENDRAN et al., 2013,
WIJESEKARA; PANJESTUTI; KIM, 2011; SOKOLOVA et al., 2014). Além das
atrativas propriedades farmacoldgicas, os PLS podem ainda encontrar aplicacbes em
biotecnologia e engenharia, atuando como estabilizantes, geleificantes, emulsificantes e
espessantes em industrias de alimentos, de cosméticos e farmacéuticas. (JIAO et al., 2011;
KADAM; TIWARI; O’CONNELL, 2015).

Nos Ultimos anos, o emprego de PLS para a sintese verde de MNps tem ganhado
destague como consequéncia das caracteristicas observadas para estas biomoléculas,
como biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, baixo custo e abundancia
natural. Portanto, MNps produzidas a partir de PLS combinam em si as interessantes
propriedades bioldgicas de tais biomoléculas com as propriedades fisico-quimicas Unicas
apresentadas pelas nanoparticulas. (MANIVASAGAN; OH, 2016). Assim, é frequente
na literatura o desenvolvimento de MNps com a utilizacdo de PLS como fucoidanas
(LEUNG; WONG; XIE, 2010), carragenanas (ELSUPIKHE et al., 2015) e porfiranas
(VENKATPURWAR; POKHARKAR, 2011; VENKATPURWAR; SHIRAS;
POKHARKAR, 2011), sobretudo visando aplica¢des biotecnoldgicas e biomédicas.

As porfiranas (PFR) estdo entre os PLS mais estudados (JIAO et al., 2011). Séo
produzidas pelas algas vermelhas da ordem Bangiales, especialmente as do género
Porphyra (VO et al., 2015), as quais s@o extensivamente cultivadas no leste e sudeste
asiaticos para consumo como alimento. Sua estrutura consiste em uma cadeia polimérica
linear formada por unidades de p-D-galactopiranose substituidas glicosidicamente no
carbono 3 (unidade A) e de a-L-galactopiranose substituidas no carbono 4 (unidade B),
mostrando um arranjo dissacaridico alternante repetitivo (STEWART, 1974; VIANA,
2005):

[—3)-f-D-galactopiranose-(1—4)-a-L-galactopiranose-(1—],
A J (. J

As unidades dissacaridicas apresentadas acima podem ainda possuir variado

padrdo e grau de substituicdo por grupos funcionais, principalmente metil éter (no
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carbono 6 de unidades de f-D-galactopiranose) e grupos sulfato (os quais esterificam o
carbono 6 de unidades de de a-L-galactopiranose), conferindo as biomoléculas em
questdio uma ampla variabilidade estrutural. (STEWART, 1974; VIANA, 2005). E
importante ressaltar também que residuos do tipo 3,6-anidro-a-L-galactopiranose
também estdo presentes, o que aumenta a complexidade estrutural destes polissacarideos
(Figura 10). (JIANG et al., 2012; JIAO et al., 2011; NOSEDA et al., 2000; STEWART,
1974; VIANA, 2005).

Figura 10 — Estrutura quimica das porfiranas (PFR).
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Fonte: VIANA, 2005.

Assim como os demais PLS, as PFR sdo conhecidas por suas propriedades
farmacoldgicas antitumorais, antivirais, imunoestimulantes, hipotensivas, antioxidantes,
anticoagulantes, entre outras. (VO et al., 2015; ZHOU et al.,, 2012). Por também
possuirem uma elevada quantidade de grupos sulfato ligados a cadeia, configuram-se
como auténticos polianions bioldgicos, podendo apresentar propriedades em comum com
os polieletrélitos convencionais sintéticos. (RAVEENDRAN et al., 2013). Neste sentido,
quando aplicadas como agentes modificadores de eletrodos, podem melhorar o
desempenho destes dispositivos, conferindo a eles maior sensibilidade, estabilidade e
seletividade. A existéncia de uma elevada quantidade de grupos polares ligados a cadeia
polimérica pode modificar ainda as propriedades da interface eletrodo/solucéo (RICE;
GALUS; ADAMS, 1983), e permitir desta maneira a interacdo com moléculas
especificas, otimizando o processo de deteccao.

A possibilidade de sintese de MNps utilizando PFR, juntamente com o elevado
potencial de aplicacdo de tais polissacarideos e das nanoparticulas na modificacdo de
eletrodos, sugere que nanocompdsitos constituidos por estes dois materiais podem
encontrar uma atrativa e promissora aplicabilidade no desenvolvimento de EQM, sendo

esta caracteristica explorada neste trabalho.
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2.6 NANOPARTICULAS DE OURO: PROPRIEDADES E APLICACOES

As propriedades Unicas apresentadas pelo ouro na forma nanoestruturada faz
com que tais nanoparticulas encontrem aplicacdes em indmeras areas. Consideraveis
avancos cientificos tém demonstrado com sucesso a utilizacdo de nanoparticulas de ouro
(AuNps) em aplicagdes em medicina e biomedicina (por exemplo, no tratamento de
cancer, em sistemas de diagnostico por imagem e como carregadores de farmacos em
sistemas drug delivery), biotecnologia (como consequéncia de sua pronunciada atividade
antimicrobiana), catélise (principalmente em reacdes de degradagdo e hidrogenacao de
compostos organicos), ciéncias ambientais (como adsorvente de poluentes como corantes
e pesticidas) (NORUZI, 2015) e no desenvolvimento de sensores para deteccdo de uma
ampla diversidade de analitos de importancia biomédica, farmacoldgica, industrial e
ambiental. (SAHA et al., 2012).

As propriedades Opticas das AuNps constituem uma de suas caracteristicas mais
marcantes, e que possibilitam grande parte de suas aplica¢gdes. Quando uma suspenséo de
AuUNps é exposta a radiacdo, o campo eletromagnético incidente induz uma oscilagdo
coletiva dos elétrons livres presentes na banda de condugdo do metal, deslocando-os de
suas posi¢oes de equilibrio e causando uma separacdo global de cargas ou polarizagdo em
toda a superficie das particulas. O dipolo criado oscilara, portanto, juntamente com o
componente elétrico da radiacdo (Figura 6). Este fenbmeno, que ocorre sempre em
valores de frequéncia especificos, € denominado ressondncia plasmon de superficie
(RPS), e também ocorre em nanoparticulas de outros metais, tais como prata e cobre.
(HUANG; EL-SAYED, 2010; KHLEBTSOV; DYKMAN, 2010). A energia associada a
tal fenbmeno é dependente de fatores que afetam a densidade eletrénica na superficie das
particulas, como o tamanho, a forma e a morfologia, a natureza do meio em que estdo
dispersas e a distancia existente entre as mesmas. (HUANG; EL-SAYED, 2010; SAHA
etal., 2012; YESHCHENKO et al., 2013). No caso especifico de AuNps, o fendbmeno da
RPS ocorre dentro da regido visivel do espectro eletromagnético, o que explica a intensa
coloragéo apresentada pelas suspensbes das referidas nanoestruturas. (SAHA et al.,
2012).
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Figura 6 — Representacdo esquematica do fendbmeno de RPS em uma nanoparticula metalica, mostrando a
oscilacdo dos elétrons da banda de conducdo com a radiagdo incidente.
/ Campo elétrico
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Fonte: Adaptado de: FONG; YUNG, 2013.

Assim, 0 espectro de absorcao de uma suspensao de AuNps é caracterizado pela
presenca de uma Unica banda, denominada de banda plasmon ou plasménica, que ocorre
por volta de 520 nm. Entretanto, este valor pode variar de acordo com os fatores
mencionados anteriormente. Para AuNps com tamanho inferior a 10 nm, a banda
plasménica apresenta-se pouco proeminente, como uma consequéncia de mudancas de
fase resultantes do elevado nimero de colisdes entre os elétrons que oscilam na superficie
da particula. Em contrapartida, um alargamento da banda plasmon € observado para
suspensdes de AuNps com mais de 100 nm, como resultado da contribuicdo de oscilagdes
de ordens superiores para o fendbmeno de RPS. (HUANG; EL-SAYED, 2010).

Assim como mencionado, um dos fatores que afetam a energia da absorcao
decorrente do fenbmeno da RPS é o tamanho das particulas em suspensao.
Consequentemente, uma variacdo no didmetro das AuNps sera acompanhada por uma
alteracdo visual da coloracdo da suspensdo. A Figura 7, retirada do trabalho de Baik;
Hong e Park (2011), ilustra bem tal afirmacdo. Sao representadas micrografias obtidas
por microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo (MEV-FEG) de AuNps com
diferentes tamanhos estabilizadas em citrato e dispersas em meio aquoso (Figuras 7A a
7D) e em tolueno (Figuras 7E a 7H). Nota-se, para os dois casos, uma clara variagdo na
coloracdo das suspens@es com a variagdo nos tamanhos médios das particulas. Além
disso, comparando-se os dois conjuntos de micrografias, é possivel verificar que o meio
de dispersdo possui também influéncia direta sobre o fendbmeno da RPS, j& que cores
diferenciadas para os mesmos tamanhos médios podem ser observadas ao se empregar

agua ou tolueno como dispersantes.
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Figura 7 — Micrografias obtidas por MEV/FEG para AuNps estabilizadas em citrato e dispersas em agua
(A-D), com diametros de (A) 13 (1) nm, (B) 33 (x3) nm, (C) 49 (x4) nme (D) 72 (4 nm), e em tolueno
(E-F), com diametros de (E) 13 (1) nm, (F) 32 (¥2) nm, (G) 46 (£5) nm e (H) 72 (5 nm). As imagens
inseridas mostram as cores das suspensdes observadas para cada tamanho.

Fonte: BAIK; HONG; PARK, 2011.

O estado de agregacdo € outro fator que altera a energia da RPS para AuNps.
Geralmente, um alargamento da banda plasménica é observado quando as particulas
formam agregados, o qual costuma ser acompanhado por um deslocamento do maximo
de absorcdo para maiores comprimentos de onda e mudanca da coloracdo da suspensdo
de vermelho para azul. Devido a isto, AuNps constituem um plataforma atrativa e pratica
para o desenvolvimento de sensores colorimétricos. (SAHA et al., 2012).

Outra propriedade que diversifica as aplicacfes das AuNps € a possibilidade de
sua obtengcdo em uma variedade de formas e morfologias, assim como destacado por
Dykman e Khlebtsov (2012) e por Langille e colaboradores (2012). A sintese de AuNps
em diferentes morfologias e formas pode favorecer, por exemplo, a interagdo com
moléculas e biomoléculas especificas, além de modificar suas propriedades Opticas
(fenébmeno RPS). Dependendo das condigbes empregadas durante o processo de
obtencdo, AuNps podem ser produzidas em formas como nanoesferas, nanobastdes,
nanocubos, nanoestrelas, nanoconchas, nanobowls, octaedros, bipirdmides e tetraedros,

para citar apenas algumas das formas ja observadas (Figura 8).
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Figura 8 — Diferentes formas e morfologias observadas para AuNps: (A) nanoesferas, (B) nanobastdes, (C)
nanoconchas (nanoparticulas core shell SiO2/Au), (D) nanobowls, (E) nanocubos, (F) nanoestrelas, (G)
bipiramides e (H) octaedros.
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Fonte: KHLEBTSOV; DYKMAN, 2012,

As nanoparticulas de ouro possuem propriedades diferenciadas e caracteristicas
que favorecem a sua aplicacdo no desenvolvimento de sensores quimicos e bioquimicos
(Figura 9). Fatores como facilidade de preparacdo, biocompatibilidade, estabilidade em
suspensdo e possibilidade de funcionalizacdo, juntamente com propriedades como
interagdo com a luz visivel, elevada condutividade elétrica e alta area superficial, fazem
com que estes nanomateriais estejam entre 0s mais empregados para detec¢do de uma
ampla diversidade de analitos de importancia biomédica, farmacoldgica, industrial e
ambiental. (SAHA et al., 2012).

Figura 9 — Algumas propriedades fisicas e quimicas de AuNps e exemplo de funcionamento de um sistema
de detec¢do baseado neste nanomaterial.
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Fonte: Adaptado de: SAHA et al., 2012.
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Particularmente, a utilizacdo de AuNps como agentes modificadores de
eletrodos consiste em um topico de elevado interesse para o desenvolvimento de sensores
e biossensores eletroquimicos, uma vez que a alta condutividade e &rea superficial
apresentadas por este tipo de nanomaterial fazem com que a sensibilidade dos dispositivos
seja geralmente aumentada. Suas propriedades cataliticas podem reduzir o sobrepotencial
de muitas reacgdes eletroquimicas, aperfeicoando desta maneira o processo de deteccao.
Assim, eletrodos modificados com AuNps sdo frequentemente reportados para a
determinacéo, por exemplo, de ions de metais pesados, farmacos, pesticidas, horménios
e compostos fendlicos, com um bom desempenho analitico e elevada sensibilidade.
(KUMAR et al., 2015; SAHA et al., 2012).

Adicionalmente, a interacdo de AuNps com biomoléculas permite que este
nanomaterial seja explorado como uma eficiente plataforma de imobilizacdo para
estruturas bioldgicas, como anticorpos, enzimas, antigenos e acidos nucleicos, sem que
as mesmas percam sua bioatividade. Além de atuar como suporte, as AuNps geralmente
atuam como amplificadores nanomeétricos de sinal, possibilitando a deteccéo in vitro e até
mesmo in vivo de antigenos, tais como virus e bactérias, e de uma série de biomarcadores
para diagnéstico precoce de cancer e outras doencas. (DEVI; DOBLE; VERMA, 2015;
KHAN; VISHAKANTE; SIDDARAMAIAH, 2013; SAHA et al., 2012).

2.7 ELETRODOS MODIFICADOS COM NANOPARTICULAS E
POLISSACARIDEOS

A versatilidade apresentada por MNps sintetizadas por rotas verdes empregando
extratos naturais e biomoléculas como polissacarideos faz com que exista um aumento
consideravel em suas possibilidades de aplicacdo. Além das aplicacdes ja citadas, tem-se
percebido nos ultimos anos um crescente interesse relacionado a utilizacdo destes
nanomateriais em ramos como eletroquimica e eletroanalitica, para desenvolvimento de
sensores e biossensores capazes de detectar niveis traco de compostos de relevancia
bioldgica, farmacologica e ambiental. Isto acontece como uma consequéncia das
vantagens que as rotas verdes trazem ao processo de sintese e ao produto final, as quais
sdo também desejaveis para o desenvolvimento de sensores. Dentre essas vantagens,
podem ser destacadas a maior viabilidade econémica do processo, 0 que minimiza o custo

total do dispositivo, assim como a maior biocompatibilidade das MNps resultantes, a qual
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permite a interacdo com biomoléculas (como proteinas, enzimas e anticorpos) e favorece
as aplicacdes do sensor desenvolvido em sistemas bioldgicos.

De fato, hd na literatura um numero consideravel e crescente de trabalhos
envolvendo a modificacdo quimica de eletrodos de diferentes materiais condutores com
nanocompositos constituidos por nanoparticulas metalicas ou de 6xidos metalicos e
polissacarideos para determinacdo de diferentes tipos de analito em vérios tipos de
matrizes. Dentre os polissacarideos estudados nos trabalhos mais recentes, estdo a
quitosana, a goma guar e o amido, cujas aplicacdes serdo abordadas com mais detalhes
nos paragrafos a seguir.

A quitosana (QT) é um dos polissacarideos mais empregados como estabilizante
de nanoparticulas para a construcdo de sensores eletroquimicos, estando presente em
diversos trabalhos recentes (CIFTCI et al., 2014; DEHDASHTIAN et al, 2016; MALIK
etal., 2016; TIWARI; KUMAR; PRAKASH, 2015; XIANG et al., 2015). Trata-se de um
biopolimero obtido pela desacetilacdo da quitina (Figura 11), a qual é o principal
constituinte estrutural do exoesqueleto de crustaceos. (SATYANARAYANA; REDDY;
GOBI, 2014). Sua estrutura € linear e caracterizada por ligacdes glicosidicas do tipo -
(1—4) entre unidades de glucosamina. Devido a grande quantidade de grupos amino, a
QT pode facilmente ser solubilizada em meio &cido, gragas a protonagdo dos referidos
grupos. (MANIVASAGAN; OH, 2016). A existéncia de tais cargas positivas faz
aumentar ainda mais as suas possibilidades de aplicacdo. Devido a propriedades como
biocompatibilidade, baixa toxicidade, biodegradabilidade, hidrofilicidade, baixo custo e
alta capacidade de adsorcdo, entre outras, a QT é considerada um excelente agente
estabilizante para a sintese de nanoparticulas, e também um atrativo modificador de
eletrodos para a construcdo de sensores e biossensores eletroquimicos. (DEHDASHTIAN
etal., 2016).

Figura 11 — Obtenc¢do da quitosana a partir da quitina.

« Desacetilagdo .

NH HO-

. Quitosana
Quitina

Fonte: Adaptado de: MANIVASAGAN; OH, 2016.
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Como exemplo, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Brondani e
colaboradores (2014), onde imunossensores para diagnostico de infarto agudo do
miocéardio por meio da detec¢do da proteina troponina cardiaca (Tn) foram desenvolvidos,
baseados na modificacdo de um eletrodo com carbono vitreo com a molécula idnica 1-Py
(iodeto de (E)-4-[(4-deciloxyfenil)diazenil]-1-metilpiridinio) e com AuNps estabilizadas
em QT e ligadas ao anticorpo monoclonal anti-Tn (AuNps-QT-antiT-n). As
nanoparticulas foram caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissédo (MET) e
de varredura por efeito de campo (MEV/FEG) e por espectroscopia de absorc¢ao na regido
do ultravioleta-visivel (UV-VIS). Tais experimentos evidenciaram que as nanoparticulas
foram obtidas com um tamanho médio igual a 13 nm, e provaram que uma ligacao estavel
foi formada entre as AuNps-QT e os anticorpos anti-Tn (por meio dos grupos —NHs* da
QT com os grupos —COO" dos anticorpos). O principio de deteccdo baseou-se no
processo redox da molécula I-Py, cujo sinal de corrente foi diminuido de modo
proporcional a concentracdo dos antigenos Tn ligados aos anticorpos anti-Tn
imobilizados na superficie do eletrodo. Utilizando voltametria de onda quadrada (VOQ)
e apds a otimizacdo de fatores como as quantidades dos modificadores no eletrodo,
parametros voltamétricos e tempo de incubacdo do sensor na solucdo do antigeno Tn,
uma resposta linear na faixa de 0,20 a 1,00 ng mL™* de Tn foi obtida (em meio de tamp&o
PBS 0,01 mol L! pH 7,4). O limite de detec¢do (LD) encontrado foi igual a 0,10 ng mL"
! valor que estéa abaixo do limite considerado pela Organizacdo Mundial da Salide (OMS)
para diagnostico de infarto (0,3 ng mL™1). O imunossensor apresentou ainda seletividade,
reprodutibilidade e exatiddo para a determinacdo de Tn em amostras reais de soro
sanguineo.

Tiwari; Kumar; e Prakash (2015), por sua vez, empregaram a QT como
estabilizante de nanoparticulas de prata (AgNps-QT), as quais foram aplicadas como
modificadores de eletrodos de grafite impressos, a fim de se desenvolver sensores
descartaveis e de baixo custo para a deteccdo de azidotimidina (AZT, que consiste no
farmaco mais empregado para tratamento de pessoas infectadas com o virus HIV) em
plasma humano. As AgNps-QT foram sintetizadas pelo método da redugdo quimica com
NaBHjs e caracterizadas por meio de técnicas como espectroscopia de absorgao na regiao
do UV-VIS e do infravermelho (FTIR), MET, microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e espectroscopia de energia dispersiva por raios X. Tais experimentos sugeriram
que interagdes eletrostaticas existiam entre a QT e as AgNps, e foram as responsaveis

para a boa estabilidade encontrada para a suspensao (potencial zeta de +38,2 mV). A
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modificacdo de eletrodos de grafite impressos modificados com as AgNps-QT
possibilitou a determinagdo de AZT por voltametria ciclica (VC) na faixa de 10 a 533
umol Lt (em tampdo PBS 0,1 mol L pH 7,6) em amostra de plasma sanguineo humano
diluido, com um LD baixo e da ordem de 10 umol L. As boas respostas apresentadas
pelos eletrodos modificados foram atribuidas a alta condutividade aliada a elevada area
superficial das nanoparticulas, assim como a interacdo existente entre as moléculas de
AZT e as nanoestruturas presentes no eletrodo. Além disso, percebeu-se que as AgNps-
QT eletrocatalisaram o processo de oxidacdo da AZT, ja que um menor potencial foi
apresentado para a reagdo, em comparacédo aos eletrodos ndo modificados.

A chamada goma guar (GG) consiste em outro polissacarideo relatado na
literatura como estabilizante de nanoparticulas sintetizadas para aplicacbes em
eletroanalitica. A GG possui origem vegetal (encontrada na leguminosa Cyamopsis
tetragonoloba), e sua estrutura € caracterizada pela presenca de residuos de D-manose e
galactose, em um arranjo onde os residuos de manose sdo unidos por ligacGes glicosidicas
B-(1—4), formando uma cadeia linear principal, a qual esta ligado um residuo de D-
galactose a cada duas unidades de manose (ligacdo a(1—6)), como cadeia lateral (Figura
12). (MUDGIL; BARAK; KHATAR, 2014). Propriedades como hidrofilicidade, alta
solubilidade em meio aquoso, biodegradabilidade, baixo custo, capacidade de formar
filmes sobre diferentes superficies e de atuar como agente estabilizante (MALIK et al.,
2016; PANDEY; GOSWAMI; NANDA, 2013; RASTOGI; GANESAN;
KRISHNAMOORTHI, 2014) fazem com que este biopolimero possa ser explorado tanto
para a sintese de nanoestruturas, quanto para a modificacdo de eletrodos.

Figura 12 — Estrutura quimica da goma guar.
D-Galactose

Cadeia de D-manose

Fonte: Adaptado de: MUDGIL; BARAK; KHATAR, 2014.
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O trabalho de Malik e colaboradores (2016) pode ser tomado como exemplo da
aplicacdo da GG. Neste estudo, nanoparticulas de SnO> encapsuladas em GG (SnO2-GG)
foram sintetizadas e aplicadas na modificacdo de substratos de ITO (vidro recoberto com
filme fino de 6xido de indio) para a determinacdo do poluente emergente hidrazina. O
nanocomposito SnO,-GG foi caracterizado por técnicas como difracdo de raios X, FTIR,
UV-VIS, MEV e MET, que indicaram a natureza cristalina das particulas de SnO2, assim
como a formacdo e estabilidade do composito SnO2-GG. Estudos por VC na presenca da
sonda eletroquimica [Fe(CN)s]** revelaram que o eletrodo ITO/SnO.-GG apresentou
um melhor comportamento do que o substrato de ITO ndo modificado e do que os
eletrodos modificados com SnO; ou com GG separadamente. Os maiores valores de
corrente e menores potenciais observados para o ITO/SnO.-GG foram consequéncia da
elevada condutividade e area superficial disponivel no nanocompdsito SnO2-GG. O
dispositivo desenvolvido mostrou-se eficiente para a determinacdo de hidrazina em
tampdo PBS 5 mmol L pH 7,0, uma vez que a corrente de oxidagdo da sonda
eletroquimica cresceu de modo linear com 0 aumento da concentracdo do analito na faixa
de 3 a 22 mmol L. O sensor desenvolvido apresentou ainda estabilidade, bons niveis de
reprodutibilidade e um LD igual a 2,76 mmol L?, de maneira que tais resultados
potencializam a aplicacdo do ITO/SnO,-GG para a determinagdo de hidrazina em
amostras ambientais, farmacéuticas e clinicas.

Eletrodos modificados com nanoparticulas sintetizadas em amido também tém
sido desenvolvidos, pelo fato de ser um biopolimero altamente hidrofilico, biocompativel,
biodegradavel e de baixo custo. (ENGELBREKT et al.,, 2009; HAN et al., 2012;
OLIVEIRA, R. D., 2014; WANG, W.; WANG, Q.; ZHANG, Z., 2008). O amido € o
principal polissacarideo de armazenamento e reserva energética encontrado em células
vegetais, estando presente em elevadas quantidades especialmente nos tubérculos e nas
sementes. Sua estrutura é caracterizada pela presenca de dois polimeros de D-glicose: a
amilose, de estrutura linear e ndo-ramificada, formada pela unido dos residuos de D-
glicose por meio de ligacBes a(1—4); e a amilopectina, que apresenta alta quantidade de
ramificagbes. Na amilopectina, as ligagdes também sdo do tipo a(1—4), mas os pontos
de ramificagéo séo a(1—6). (NELSON; COX, 2002).

Han e colaboradores (2012), por exemplo, sintetizaram nanoparticulas de
paladio por redugdo com hidrazina estabilizadas em amido (PdNps-Am), e aplicaram o
nanomaterial para a modificacdo de eletrodos de carbono vitreo (ECV/PdNps-Am). As

PdNps-Am foram caracterizadas por MET, e 0 seu processo de formacao foi estudado por
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meio de espectroscopia UV-VIS. Os ECV/PdNps-Am foram aplicados para a
determinacdo de H2O> utilizando-se amperometria em potencial fixo de -0,45 V. Além de
ter aumentado a &rea e a condutividade do eletrodo, as PANps-Am catalisaram 0 processo
de reducéo do H,0> (em tampéo PBS 0,1 mol L pH 7,0) possibilitando sua determinagéo
na faixa linear de 1 a 820 umol L%, com um LD igual a 0,68 umol L*. A imobilizacio da
enzima glicose-oxidase sobre os eletrodos possibilitou a deteccéo de glicose, por meio da
determinacdo do H>O> produzido pela reacdo enzimatica, tendo-se observado linearidade
de resposta entre 0,004 a 22 mmol L%, com LD de 6,1 pmol L (em meio de tamp&o PBS
0,1 mol L pH 7,0). O biossensor desenvolvido apresentou estabilidade, reprodutibilidade
e seletividade para glicose, o que possibilitou a sua aplicagéo para a determinagéo do
monossacarideo em amostras de sangue humano, alcancando niveis de recuperagdo
satisfatorios entre 95,7 a 105,1%.

Até o momento, ndo existem na literatura relatos de trabalhos que estudam a
modificacdo quimica de eletrodos com nanoparticulas metélicas estabilizadas em PFR.
Neste sentido, a sintese de nanoparticulas de ouro empregando a PFR simultaneamente
como agente estabilizante e redutor foi realizada neste trabalho, e o nanocomposito
resultante foi aplicado na modificacdo de EPCVs. Tais eletrodos foram entdo empregados
para a determinagdo do farmaco antitumoral 5-fluorouracil (5-FU), a fim de se verificar
a potencialidade de aplicacdo dos mesmos como sensores para o referido analito.

2.8 CANCER E AGENTES QUIMIOTERAPICOS: 5-FLUOROURACIL (5-FU)

Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), o cancer esta entre as maiores
causas de mortalidade no mundo, com aproximadamente 14 milhGes de novos casos e 8,2
milhdes de mortes registradas em 2012 (STEWART; WILD, 2014). O cancer consiste na
rapida multiplicacdo e disseminacédo de células anormais, que crescem em ritmo superior
ao natural e de modo desordenado, podendo invadir outros érgdos e regides do corpo.
(INCA, 2015). Tais ceélulas sdo, geralmente, menos especializadas em suas funcbes do
que as duas correspondentes normais. Assim, conforme as células cancerosas véo
substituindo as saudaveis, os tecidos invadidos vao perdendo progressivamente as suas
funcbes. (ALMEIDA et al., 2005).
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A quimioterapia consiste em uma das principais formas de tratamento
empregadas contra o cancer. Seu principal objetivo consiste na destruicdo das células
doentes, com a preservacdo das normais. Entretanto, a maior parte dos agentes
quimioterapicos utilizados atualmente ainda atua de modo ndo especifico. Assim, sdo
lesadas tanto as células malignas quanto as saudaveis, principalmente as de rapido
crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunolégico. Isto
explica o aparecimento dos muitos efeitos colaterais da quimioterapia, como nauseas,
perda de cabelo e maior susceptibilidade a infeccbes. (ALMEIDA et al., 2005). O
mecanismo de acdo da maior parte dos agentes quimioterapicos consiste na interacao
direta com os é&cidos nucleicos DNA e RNA, e/ou na inibi¢do dos mecanismos
bioquimicos envolvidos em sua sintese e replicagdo. (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003).

O agente quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU) esta entre os farmacos mais
empregados para o tratamento quimioterdpico de tumores como os colorretais e os de
mama, possuindo eficacia também no combate a outros tipos de céncer do sistema
gastrointestinal e também cerebrais. (HEIDELBERGER; ANSFIELD, 1963; HUA et al.,
2013). E considerado pela OMS como um medicamento fundamental para a sadde bésica,
estando presente na sua Lista Modelo de Medicamentos Essenciais. (WHO MODEL
LIST OF ESSENTIAL MEDICINES, 2013).

O 5-FU (Figura 13A) atua nas células cancerosas tanto por incorporacéao direta
aos acidos nucleicos quanto por meio da inibicdo de sua biossintese. Por ser um analogo
estrutural da base nitrogenada uracila (Figura 13B), seus metabolitos podem ser
incorporados ao DNA e ao RNA, além de possuirem acdo inibitéria sobre a enzima
timidilato sintase, que é uma das enzimas responsaveis pela sintese de nucleotideos.
(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). Como pode ser visto na Figura 13, a Unica
diferenca estrutural entre o 5-FU e a uracila consiste no atomo de fltor ligado ao carbono
5 do anel, em substituicdo ao 4&tomo de hidrogénio existente na molécula da base

nitrogenada.
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Figura 13 — Estrutura quimica do agente quimioterapico 5-FU (A) e da base nitrogenada uracila (B).
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Fonte: O autor.

O uso clinico dos agentes quimioterapicos em geral exige que os beneficios
obtidos pelo tratamento sejam confrontados com a toxicidade e os efeitos colaterais, de
modo que um indice terapéutico adequado seja encontrado para a administracdo aos
pacientes. (ALMEIDA et al., 2005). Neste sentido, a determinacdo de tais agentes na
corrente sanguinea consiste em um aspecto de suma importancia para a maximizagao dos
resultados positivos do tratamento e minimizagdo dos efeitos toxicos. De modo especial,
0 monitoramento da concentracdo de 5-FU livre circulante na corrente sanguinea consiste
na melhor estratégia clinica para estudar varia¢fes individuais no metabolismo e na
resposta ao tratamento. (CATALDI et al., 1988). Uma vez que a elevada toxicidade do
farmaco em questdo pode causar danos severos ao organismo se uma dosagem
inadequada for administrada, sua determinacdo em plasma sanguineo e em formulactes
farmacéuticas torna-se também um aspecto de elevada importancia. (PRASAD et al.,
2012).

No caso particular do 5-FU, uma consideravel gama de técnicas foi e continua
sendo empregada e pesquisada para a sua quantificacdo e também de seus metabdlitos,
tanto em amostras de fluidos biol6gicos quanto em amostras comerciais do medicamento.
Assim pode-se citar as espectroscopias UV-VIS (MORIMOTO et al., 1981 apud
BREDA; BARATTE, 2010), de fluorescéncia (KHOT et al., 2010) e de espalhamento
Raman (FARQUHARSON et al., 2005), eletroforese capilar (MAHNIK et al., 2004),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (ZHU et al., 2012), e as cromatografias gasosa e
liquida acopladas a espectrometria de massas (L1U et al., 2010; RUBINO et al., 2006).

Apesar do bom desempenho analitico dos métodos citados, estes muitas vezes
proporcionam analises lentas e de custo elevado, uma vez que usualmente exigem
procedimentos laboriosos de preparacdo de amostras, além de fazerem uso de

equipamentos bastante caros. Em particular, as técnicas cromatograficas utilizam uma
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elevada quantidade de solventes organicos, que, se ndo forem corretamente descartados,
podem ser prejudiciais a0 meio ambiente. Frente a esta situagdo, o desenvolvimento de
métodos mais praticos, rapidos e de baixo custo para a determinacdo de 5-FU torna-se um
topico de grande importancia. (HUA et al., 2013). Neste contexto, técnicas eletroquimicas
despontam como alternativas as técnicas mencionadas para a detec¢do de 5-FU, devido a
vantagens como baixo custo, boa sensibilidade e seletividade, possibilidade de
miniaturizacdo e versatilidade. Adicionalmente, o tempo necessario para a realizagdo das
analises geralmente é menor, ja que em VAarios casos ndo sdo necessarios procedimentos
complexos para o preparo de amostras.

Ainda que o numero de estudos que reportam a determinacdo eletroanalitica de
5-FU seja relativamente pequeno, existe um crescente interesse por parte de
pesquisadores no desenvolvimento de métodos para aplicacdo na deteccdo do analito em
questdo em amostras comerciais e biologicas, e também para avaliacdo da interacdo do
mesmo. Os estudos mais recentes relatam a determinagéo de 5-FU empregando-se tanto
eletrodos ndo modificados (SHAH et al., 2012; SATARADDI; NANDIBEWOOR, 2011)
quanto modificados. (HUA et al., 2013; PATTAR; NANDIBEWOOR, 2015; PRASAD
etal., 2012; SATARADDI; NANDIBEWOOR, 2011; SATYANARAYANA et al., 2015;
ZEYBEK et al., 2015; ZHAN et al., 2011).

Como exemplo, pode-se mencionar o trabalho desenvolvido por Satyanarayana
e colaboradores (2015), onde um eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi modificado com
um nanocomposito formado por AuNps estabilizadas em QT e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (ECV/AuNps-QT-MWCNT), com posterior aplicacdo na determinacao
de 5-FU em amostras de formulacdo farmacéutica e de fluidos bioldgicos. A
caracterizacdo eletroquimica realizada para os eletrodos evidenciou que o0 ECVV/AuNps-
QT-MWCNT possuia uma maior area eletroativa e menor resisténcia a transferéncia de
carga em relagdo ao eletrodo ndo modificado, como uma consequéncia da presenca do
composito AuNps-MWCNT, altamente condutor. O comportamento voltamétrico do 5-
FU sobre os eletrodos modificados foi investigado por VC, de modo que melhores
respostas foram alcancadas para o ECV/AuNps-QT-MWCNT (Epa = +1,10 V em
comparagdo a +1,25 V, valor observado para o eletrodo ndo modificado). Uma boa
relacdo linear entre a concentracdo de 5-FU e a corrente de pico anddico foi observada
utilizando voltamteria de pulso diferencial (VPD) para o0 ECV/AuNps-MWCNT (em
tampdo BR 0,04 mol L™ pH 8,0), na faixa de 0,03 a 10 umol L do farmaco, com LD

igual a 20 nmol L. O sensor mostrou-se estavel e seletivo para o 5-FU, apresentando
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bons niveis de reprodutibilidade de resposta. A analise de amostras do medicamento na
forma injetavel e de amostras de urina demonstrou que o0 método desenvolvido pode ser
eficazmente aplicado na determinagdo do 5-FU em andlises de rotina, j& que recuperagoes
médias proximas a 100% foram alcancadas para ambos 0s casos.

No trabalho de Zeybek e colaboradores (2015), um ECV foi modificado com
poli(purpura de bromocresol) seguido pela deposicdo de DNA (dupla-fita) oriundo de
células de peixe (ECV/PPBC/DNA). As duas etapas de modificacdo foram realizadas
eletroquimicamente, e o sensor produzido foi aplicado tanto para a deteccdo de 5-FU,
quanto para avaliacdo do processo de interacdo do farmaco com o acido nucleico presente
no eletrodo. Experimentos de caracterizagdo comprovaram a eletropolimeragéo do PPBC
e também a imobilizacdo do DNA. O principio de detec¢do do 5-FU sobre os eletrodos
modificados baseou-se no decréscimo da corrente de oxidacdo da base nitrogenada
guanina, como uma consequéncia da interacdo do analito com o material genético. Um
comportamento linear entre a corrente e a concentracdo de 5-FU foi observado entre 1 a
8,5 e entre 8,5 a 50 mg mL do farmaco, com um LD igual a 0,31 mg L (em tampéo
acetato 0,5 mol L pH 4,8). O biossensor apresentou resposta estavel e reprodutivel, e
também uma boa sensibilidade, que possibilitou a sua aplicacdo para a determinacao de
5-FU em amostra real de medicamento na forma injetavel, com porcentagens de

recuperacdo satisfatorias no intervalo 93,2 a 102,6%.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas de ouro

estabilizadas no polissacarideo sulfatado porfirana (AuNps-PFR), as quais serdo

utilizadas na modificacdo de eletrodos de pasta de carbono vitreo (EPCV/AuNps-PFR)

aplicados a determinagdo eletroanalitica do agente antitumoral 5-fluorouracil (5-FU).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair uma fracdo polissacaridica a partir de algas vermelhas obtidas de fonte
comercial (Nori) e caracteriza-la por meio da determinacdo dos teores de
acucar total e grupos sulfato, por técnicas espectroscopicas (infravermelho —
FTIR; ressonancia magnética nuclear de 3C — RMN-13C) e por espalhamento
dindmico da luz (DLS);

Otimizar a sintese das AuNps-PFR a partir de planejamento fatorial 2° com
triplicata no ponto central;

Caracterizar as AuNps-PFR utilizando as técnicas de espectroscopia de
absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS) e FTIR; DLS;
determinacdo do potencial zeta (potencial-C); e por meio de microscopia
eletronicas de varredura por efeito de campo (MEV-FEG);

Preparar eletrodos de pasta de carbono vitreo modificados com AuNps-PFR
(EPCV/AuNps-PFR), assim como eletrodos ndo modificados (EPCV) e
eletrodos modificados apenas com PFR, e caracterizar 0s mesmos por
técnicas eletroquimicas e estudos morfolégicos;

Determinar as melhores condicdes de resposta do EPCV/AuNps-PFR (como
pH, tipo de eletrdlito e parametros da voltametria de onda quadrada (VOQ))

para a determinacdo de 5-FU em formulacgdo farmacéutica comercial.



50

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucBes foram preparadas com &gua destilada. O carbono vitreo em
pé, 0 5-FU, os sais KisFe(CN)s e KsFe(CN)s, 0 &cido tetracloroaurico trihidratado
(HAuCl4.3H20), a albumina de soro bovino, o acido ascorbico e a glicose foram
adquiridos da Sigma-Aldrich®. A galactose foi adquirida da Merck®. Todos os demais
reagentes empregados na preparacdo de solugdes e dos eletrodos foram de grau analitico,
e utilizados sem purificagdo prévia. O tampdo fosfato-salino (PBS) 0,15 mol L? foi
preparado empregando-se os sais Na2HPO4, NaH.PO4 e NaCl. Para a preparacédo do
tampao Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™t empregou-se os &cidos acético (CHsCOOH),
fosférico (H3POs) e bdrico (H3BOs). As solugbes estoque de 5-FU foram preparadas
imediatamente antes uso, dissolvendo-se a quantidade apropriada de farmaco em agua
destilada, em banho de ultra-som, para obtencdo de uma concentracgéo igual a 1 x 102
mol L1 A solucdo do analito 5-FU foi mantida ao abrigo da luz e sob refrigeragéo a 4 °C,

quando n&o utilizada.

4.2 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO POLISSACARIDEO SULFATADO PFR

4.2.1 Extragéo

O polissacarideo sulfatado utilizado neste trabalho foi obtido a partir de algas
vermelhas do género Porphyra em uma de suas formas comerciais, conhecida como Nori
(Otafuku®), por meio de extragio aquosa segundo procedimento previamente descrito
(NOSEDA et al., 2000). Utilizou-se 55,0 g da alga desidratada cortados manualmente em
pequenos fragmentos, que foram inicialmente triturados em um liquidificador com um
pequeno volume de &gua destilada. A mistura resultante foi submetida & extracdo aquosa

sob agitacdo mecéanica durante 5 horas a 60 °C, empregando-se um volume total de agua



51

destilada igual a 2 L. O extrato assim obtido foi posteriormente filtrado e centrifugado
(25 °C e 10000 rpm, em centrifuga Hitachi, modelo Himac CR21GllI), reservando-se o
sobrenadante. A este foram adicionados 6 L de etanol absoluto, e ap6s a total precipitacéo
do polissacarideo, a fracdo resultante foi submetida novamente a centrifugacdo, nas
mesmas condi¢cbes da etapa anterior. Os polissacarideos foram purificados por
redissolugcdo em agua destilada e diélise, que foi monitorada por meio da realizacdo de
testes qualitativos para CI- utilizando uma solucio de AgNO3 0,25 mol L. Apds a dialise
(cujo fim foi determinado pelos resultados negativos para a presenca de CIY), a fracdo
polissacaridica obtida foi congelada e liofilizada (liofilizador Liotop, modelo L202), para

obtencéo do polissacarideo em sua forma sélida.

4.2.2 Caraterizacdo fisica e quimica

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (Fourier Transform
Infrared Espectrophotometer — FTIR) para a fracdo polissacaridica extraida foram
obtidos em equipamento da marca PerkinElmer, modelo Frontier, no modo transmitancia
e empregando amostras do polissacarideo em pastilhas de brometo de potéssio (KBr), na
faixa de 4000 a 500 cm'™,

A aquisicio de espectros de ressonancia magnética nuclear de 3C (RMN de **C)
foi realizada em espectrometro Bruker, modelo Avance I11, em probe de didmetro externo
de 5 mm. As amostras foram dissolvidas em agua deuterada (D20) para analise, a uma
temperatura de 80 °C. Os deslocamentos quimicos, expressos em ppm, foram
determinados utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. As analises para o
nticleo de carbono (*3C) foram obtidas na frequéncia base de 100,61 MHz, com intervalo
de aquisicdo de sinal de 2,0 segundos, sendo feitas no total 8000 aquisicoes.

As medidas de espalhamento dindmico da luz (dynamic light scattering — DLS)
foram realizadas a fim de se avaliar o padrdo de distribuigcdo das cadeias polissacaridicas
em suspensao, como um meio de se estimar o grau de homogeneidade da fracdo
polissacaridica. As suspensdes de PFR foram preparadas em agua destilada, em uma
concentragéo igual a 1 mg mL™ e as medidas foram realizadas & temperatura ambiente

em equipamento da marca Malvern, modelo NanoZ590.
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A caracterizacdo quimica da fracdo polissacaridica obtida neste trabalho foi
realizada por meio da quantificagdo de acucar total (carboidratos totais) e de grupos
sulfato presente nas amostras nas amostras.

A determinacdo do teor de acUcar total foi realizada segundo o método
colorimétrico Fenol-Acido Sulfurico, descrito por Dubois e colaboradores (1956),
empregando-se como padrdo o monossacarideo galactose. Um volume de 1 mL da
solugdo padrdo ou da solugdo da amostra polissacaridica foi adicionado em um tubo de
ensaio, seguido pela adicdo de 1 mL de solugdo aquosa de fenol a 5%. A seguir,
acrescentou-se rapidamente a mistura 5 mL de H2SO4 concentrado. Os tubos foram
homogeneizados, €, apds resfriamento, a coloracdo resultante foi lida em 490 nm em
espectrofotdbmetro da marca Varian, modelo Cary 50 Bio. As curvas analiticas para a
determinacéo foram construidas na faixa de 10 a 70 ug mL™* de galactose, e a leitura das
amostras e dos padrées foram realizadas em triplicata.

O teor de grupos SO4% foi determinado nas amostras por meio do método
turbidimétrico desenvolvido por Dogson e Price (1962). Inicialmente, realizou-se a
reacao de hidrdlise do polissacarideo, utilizando para tanto 32 mg da amostra pesada em
um vial, seguido pela sua dissolucdo em 1 mL de solugéo de HCI 1 mol L. A mistura foi
mantida em estufa a 105 °C durante 5 horas. Utilizou-se como padréo solucdes de NaSO4
anidro, preparadas em HCI 1 mol Lt Em um tubo de ensaio adicionou-se 0,2 mL de
amostra hidrolisada ou de solucdo padrdo, 3,8 mL de solucdo de acido tricloroacético
3,8% e 1 mL de reativo gelatina-bario (preparado por meio da dissolucdo de 200 mg de
gelatina em pé em 40 mL de &gua destilada, seguido por 5 horas de repouso sob
resfriamento e por fim adicdo e dissolugdo de 200 mg de BaCl,). O contetido dos tubos
foi homogeneizado, e, ap6s repouso de 20 minutos, realizou-se a leitura em 360 nm, no
mesmo equipamento empregado para a determinacéo de agucar total. As curvas analiticas
foram construidas na faixa de 0,1 a 1 mg mL™ de SO4%, sendo a leitura das amostras e

dos padrdes realizadas também em triplicata.
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4.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO
ESTABILIZADAS NA PFR (AuNps-PFR)

A sintese das AuNps-PFR foi realizada de acordo com a metodologia descrita
no trabalho de Venkatpurwar, Shiras e Pokharkar (2011). Uma determinada aliquota da
solucéo estoque de PFR (10 mg mL™?) foi adicionada a um volume apropriado de solucio
de HAuCl4.3H20, sob aquecimento em banho térmico, seguido pela adi¢cdo de gotas de
uma solucéo de NaOH 2 mol L até pH 11,0. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo
magnética e ao abrigo da luz durante 2 horas. Apos este intervalo de tempo, a suspensao
resultante foi resfriada até temperatura ambiente, ainda sob agitacdo. As AuNps-PFR
formadas foram acondicionadas em recipientes protegidos da luz, com a posterior
realizacdo das andlises de DLS e de potencial Zeta (equipamento Malvern, modelo
NanoZ590). Quando ndo utilizadas, as suspensdes foram mantidas ao abrigo da luz e sob
refrigeracdo a 4 °C.

A fim de que um menor tamanho de particula fosse obtido, as variaveis
experimentais concentracdo da solucdo de HAuUCI4.3H.O ([AuCls]), concentracdo da
solucdo de PFR ([PFR]) e a temperatura de reacdo (T) foram otimizadas por meio de um
planejamento fatorial completo 2° com triplicata no ponto central, sendo os resultados de
tamanho (diametro) obtidos por DLS e tratados em software Statistica®7.0. Os valores
dos niveis utilizados para cada variavel sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores dos niveis! das varidveis empregados na otimizagdo da sintese do
nanocompositoAuNps-PFR via planejamento fatorial 22,
Variavel ) 0) +)
[AuCls] (mmol L) 2,50 3,00 3,50
[PFR] (mg mL™Y) 0,25 0,50 0,75
T (°C) 50 60 70

Valores baseados no trabalho de Venkatpurwar, Shiras e Pokharkar (2011).

A suspensédo de AuNps-PFR, sintetizada nas condic¢Ges 6timas, foi caracterizada
pelas espectroscopias na regido do UV-VIS (equipamento Varian, modelo Cary 50) e de
FTIR, difracdo de raios X (DRX) e por microscopia eletronica de varredura por efeito de
campo (MEV-FEG). A obtencdo dos espectros de FTIR foi realizada no modo de
reflectancia total atenuada (attenuated total reflectance — ATR) em espectrdmetro
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PerkinElmer (modelo Frontier), para filme cast da suspensdo de AuNps-PFR depositado
sobre substrato de silicio previamente limpo em solugdo composta por H202:NHsOH:H20
(proporgéo 1:1:5), sob aquecimento a 100 °C. O filme foi obtido pelo gotejamento de uma
aliquota da suspenséo sobre o substrato, seguido pela secagem do mesmo sob fluxo de ar.
Para fins de comparacédo, espectros de FTIR para um filme cast de uma solugdo de PFR
10 mg mL* foram também obtidos. Em ambos os casos, os espectros foram registrados
na faixa de 4000 a 500 cm™,

As analises de MEV-FEG foram realizadas em microscopio eletronico TESCAN
(modelo MIRA3) operando a 10 ou 15 kV para filme cast da suspensdo de AuNps-PFR,
depositado diretamente no porta-amostra do equipamento (stub). As micrografias foram
obtidas nas magnificagcdes 6000, 8000, 10000, 12000, 15000 e 40000 vezes.

Os difratogramas de raios X foram obtidos em difratbmetro Rigaku Ultima IV
operando a 40 kV com corrente de 30 mA e com fonte de radiagdo Cu Ka de comprimento
de ondaigual a 1,54 A, para amostra das AuNps-PFR liofilizadas (em liofilizador Liotop,
modelo L202). Os dados foram coletados para valores de 26 na faixa de 10° a 80°, auma

velocidade de varredura igual a 2° min™.

44 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS NAO
MODIFICADOS (EPCV) E MODIFICADOS (EPCV/PFR OU EPCV/AuNps-
PFR)

A pasta de carbono vitreo ndo modificada foi preparada por meio da mistura e
homogeneizacdo de 80 mg de carbono vitreo em pé com um volume fixo de 25 pL de
6leo mineral (Nujol®). A pasta foi entdo devidamente introduzida e compactada na
extremidade do corpo do eletrodo com auxilio de uma placa de vidro, resultando no EPCV
ndo modificado. O corpo de eletrodo empregado consiste em um tubo de Teflon®, com
cavidade para inser¢do da pasta de carbono medindo 0,3 cm de diametro e 0,3 cm
profundidade, e com um disco de cobre conectado a um fio de niquel-cromo para contato
elétrico.

A confeccdo dos eletrodos modificados (EPCV/PFR ou EPCV/AuNps-PFR)
deu-se de maneira semelhante a dos ndo modificados, a excec¢do de que ao carbono vitreo
em po foi acrescentado um volume determinado de uma solugdo do polissacarideo

sulfatado PFR de concentragdo 10 mg mL,no caso do EPCV/PFR, ou uma aliquota da
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suspensdo AuNps-PFR, no caso do EPCV/AuNps-PFR. Apds homogeneizacdo e
secagem de tais misturas sob fluxo de ar, acrescentou-se para cada caso 25ul de 6leo
mineral, homogeneizando-se as misturas novamente. As pastas de carbono vitreo
modificadas foram entdo inseridas no corpo de eletrodo, assim como no caso do EPCV
ndo modificado. A limpeza dos eletrodos foi realizada a partir da renovacdo de sua
superficie em papel e em placa de vidro. Quando ndo utilizados, os mesmos foram
acondicionados a seco e a temperatura ambiente.

As medidas eletroquimicas com os eletrodos modificados e com 0s sem
modificacdo foram todas realizadas a temperatura ambiente em uma célula convencional
de capacidade 10 mL, a qual foram devidamente conectados trés eletrodos, sendo
empregados o EPCV/AuNps-PFR, o EPCV/PFR ou o EPCV sem modificagdo como
eletrodos de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e um fio de
platina como contra-eletrodo.

A caracterizacdo morfologica dos materiais empregados na construcdo dos
eletrodos foi realizada utilizando-se a técnica de MEV-FEG (microscopio TESCAN,
modelo MIRAS3). Foram obtidas micrografias para amostras de CV em po, CV + PFR e
CV + AuNps-PFR (proporcdes 1%), assim como para as respectivas pastas de carbono
(proporcdes 1%, apds adicdo de 6leo mineral e homogeneizagdo). As micrografias para
cada um dos materiais foram obtidas na magnificagéo de 4000 vezes.

A maior parte dos experimentos para a caracterizacdo eletroquimica dos
eletrodos foram realizados por meio das técnicas de voltametria ciclica (VC) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) utilizando-se como eletrolito suporte
uma solucéo equimolar de K4Fe(CN)s/KsFe(CN)s 0,010 mol L (sonda eletroquimica),
preparada em tampé&o fosfato-salino (PBS) 0,15 mol L pH 6,5. As medidas de VC foram
realizadas na faixa de -0,5 a +0,9 V, com uma velocidade de varredura de potencial igual
a 50 mV s™. Para as medidas de EIE, uma onda senoidal de 10 mV foi aplicada sobre os
eletrodos em potencial de circuito aberto, na faixa de frequéncias 10 kHz a 100 mHz. Os
experimentos de ambas as  técnicas foram  conduzidos em  um
potenciostato/galvanostatoAutolab (modelo PGSTAT 100), controlado pelos softwares
GPES 4.9 (para VC) e FRA 4.9 (para EIE).

Para a determinacdo da area eletroativa dos eletrodos, foi utilizada uma solucéo
de Ks[Fe(CN)s] 5,0 mmol L como eletrolito suporte, preparada em meio de KCI 0,1 mol
L, e entdo realizadas medidas de VC na faixa de -0,5 a +1,2 V. Foram empregados, em

todos os experimentos de caracterizagdo eletroquimica, o EPCV, o EPCV/PFR e o
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EPCV/AuNps-PFR, a fim de que comparacfes entre as respostas apresentadas por cada
um pudessem ser estabelecidas.

Inicialmente, por meio de VC e EIE foi realizado um estudo em diferentes
valores de proporcdo PFR/CV, a fim de se avaliar a influéncia que apenas a PFR possui
para resposta dos eletrodos. Os valores de propor¢do (m/m) testados foram: 0,5%, 1,0%,
3,0%, 5,0%, 7,0% e 10,0%, de modo que a proporcdo escolhida foi a utilizada nos
experimentos subsequentes.

A influéncia do nanocompdsito AuNps-PFR (nas condicGes de sintese
otimizadas) na resposta dos EPCV foi também avaliada, porém neste caso por meio de
comparagdes com o EPCV/PFR e com o EPCV sem modificagdo. A mesma quantidade
de modificador foi utilizada na preparacdo tanto do EPCV/AuNps-PFR quanto do
EPCV/PFR, com base nos resultados obtidos anteriormente no estudo de proporcao
PFR/CV.

A estabilidade de resposta voltamétrica de cada um dos eletrodos empregados
no estudo anterior foi verificada na presenca da sonda KsFe(CN)s/K3Fe(CN)s, utilizando-
se um potenciostato PalmSens®, controlado pelo software PsTrace. Para isso, cem ciclos
voltamétricos sucessivos na mesma faixa de potencial dos estudos anteriores foram
obtidos para os trés eletrodos, e a estabilidade de resposta de cada um foi avaliada por
meio da reprodutibilidade nos valores das correntes de pico anddico (lpa) € também nos

valores do potencial de separagéo entre os picos anddico e catodico (AEp).

4.5 DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE 5-FLUOROURACIL

O comportamento voltamétrico do 5-FU foi verificado por VC empregando-se
0 EPCV/AuUNps-PFR, 0 EPCV/PFR e 0 EPCV ndo modificado, a fim de que a influéncia
das AuNps-PFR sobre a resposta dos eletrodos frente ao analito fosse verificada. Para
estes estudos, empregou-se uma concentragdo de 5-FU igual a 4,76 x 10 mol L™, sendo
as medidas realizadas em tamp&o BR 0,04 mol L pH 8,0. Nestas mesmas condig@es e
empregando o EPCV/AuNps-PFR 1%, um estudo em diferentes velocidades de varredura
de potencial (10-100 mV s) foi realizado, para determinacéo da natureza do transporte

de massa que governa a reacdo de oxidacéo do 5-FU sobre o eletrodo modificado.
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Para avaliacdo do efeito da variacdo do pH do eletrdlito de suporte sobre a
resposta voltamétrica do EPCV/AuNps-PFR na presen¢a do analito foi empregada a
técnica de VPD. As medidas foram realizadas em tamp&o BR 0,04 mol L%, em diferentes
valores de pH (2,0 a 10,0), e na presenca de uma concentracao fixa de 5-FU igual a 4,76
x 10 mol L%, Os parametros voltamétricos utilizados foram: tempo de aplicacio do pulso
de potencial (touiso) = 75 ms, velocidade de varredura (v) = 30 mV s e amplitude do pulso
de potencial (apuiso) = 75 mV.

Uma vez estabelecido o pH 6timo para a determinagdo de 5-FU, avaliou-se a
influéncia do eletrolito de suporte sobre a resposta do EPCV/AuNps-PFR na presenca do
analito na concentrago de 4,76 x 10 mol L. Tais medidas foram realizadas utilizando-
se VPD, assim como no experimento anterior. As seguintes solugdes-tampédo foram
testadas (no pH escolhido): tampdo PBS 0,15 mol L (NazHPO4, NaH2PO4 e NaCl),
tampdo Mcllvaine (4cido citrico e NazHPO4), tampéo BR 0,04 mol L™ (HsPO4, H3BOs €
CH3COOH), tampéo H3BO3.KCI — NaOH e tampéo fosfato (Na2HPO4 e NaH2PO4).

4.5.1 Otimizacdo dos parametros da voltametria de pulso diferencial (VPD)

A fim de que uma maior sensibilidade de corrente fosse alcancada para a
deteccdo de 5-FU com o EPCV/AuNps-PFR, os parametros da VPD (tempo de aplicacédo
do pulso de potencial (touiso), velocidade de varredura (v) e amplitude do pulso de
potencial (apuiso)) foram otimizados. As medidas foram realizadas em meio de tampéo BR
0,04 mol L%, na presenca de 4,76 x 10 mol L de 5-FU. A otimizacéo foi conduzida de
maneira univariada, ou seja, fixando-se dois parametros nos valores considerados padrfes
e variando-se o terceiro em um faixa pré-determinada, de acordo com a Tabela 2. Os
parametros da VVPD otimizados foram entdo aplicados na obtencdo das curvas analiticas

para o farmaco em estudo.
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Tabela 2 — Parametros instrumentais da VPD com as respectivas faixas de variacdo analisadas e valores
padrdes empregados para estudo de otimizacdo para a determinacao de 5-FU.

Parametro Valor padréo* Faixa estudada

Tempo de pulso (tpuiso) 75 ms 10 ms — 100 ms
Velocidade de varredura (v) 30 mv st 10mV st —100 mv st

Amplitude de pulso (apuiso) 75 mV 10 mV — 150 mV

Valores baseados nos trabalhos de Satyanarayana e colaboradores (2015) e de Zhan e colaboradores
(2011).

4.5.2 Obtencdo de curvas analiticas e estudo de interferentes biologicos

As curvas analiticas foram obtidas por VPD, na faixa linear de concentragdes de
4,98 a 47,6 umol L de 5-FU, e empregando-se 0 EPCV/AuNps-PFR nas condicoes
experimentais otimizadas nos itens anteriores. Os valores dos limites de deteccdo (LD) e
de quantificacdo (LQ) foram calculados segundo os critérios definidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003). Pardmetros como preciséo
intra e inter-corrida, assim como a reprodutibilidade de preparacéo dos eletrodos foram
também avaliados, com os resultados expressos na forma de porcentagem de desvio
padrdo relativo a média (%DPR).

O nivel de exatiddo dos EPCV/AuNps-PFR para a determinacdo de 5-FU foi
avaliado por meio de ensaios de recuperacdo em eletrélito suporte puro. Em tais ensaios,
uma quantidade conhecida do farmaco foi adicionada ao eletrélito, e sua determinacgéo
foi feita em seguida empregando-se 0 método da adicdo de padrdo.

A influéncia de compostos que poderiam estar presentes em amostras bioldgicas
(como soro sanguineo ou urina) na resposta do EPCV/AuNps-PFR para o 5-FU foi
também avaliada, empregando-se a VPD. Para isso, foram empregados interferentes
como glicose, &cido ascorbico, ureia, albumina e fons Na* e K*, de modo que o efeito de
cada um foi avaliado individualmente na resposta de corrente gerada por 8,26 x 10° mol
L de 5-FU, por meio da comparagdo com a resposta do eletrodo para o farmaco na
auséncia dos interferentes. A influéncia simultanea de todos os compostos sobre a
resposta do EPCV/AuNps-PFR foi também estudada; porém, neste caso, a partir da
obtencdo de curvas analiticas para o 5-FU, na faixa de 7,44 x 10° a 1,96 x 10

mol L.
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4.5.3 Determinacéo de 5-FU em formulacao farmacéutica comercial

A potencialidade de aplicacdo do EPCV/AuNps-PFR para a determinacdo de 5-
FU em amostra de formulacdo farmacéutica foi estudada por meio da realizacdo de
ensaios de recuperacdo empregando amostras do medicamento FAULDFLUOR®
(fabricante: Libbs®), na forma de solugéo injetavel. Baseando-se na quantidade declarada
pelo rétulo da formulacdo (50 mg mL™), uma solugdo estoque do medicamento de
concentragdo 1 x 102 mol L foi preparada em agua destilada, e entfo utilizada para a
andlise voltamétrica. Novamente, empregou-se 0 método da adicdo de padrdo, com a
adicdo de aliquotas de 30 mL de uma solugéo padrdo de 5-FU de concentragéo 1,0 x 102
mol L & célula eletroquimica. Como eletrdlito suporte, empregou-se o tampéo BR 0,04
mol L™ em pH 8,0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E CARACTERIZACAOQ DO POLISSACARIDEO SULFATADO PFR

O polissacarideo sulfatado utilizado neste trabalho foi obtido por extracdo aquosa a
partir de alga Nori comercial segundo procedimento previamente descrito (NOSEDA et
al., 2000). Devido ao fato da estrutura quimica dos polissacarideos possuir uma elevada
quantidade de grupos polares, os mesmos puderam ser facilmente obtidos por extracéo
aquosa a partir das amostras de alga triturada. O aquecimento a 60 °C teve por finalidade
a maximizacéao do rendimento do processo e uma diminuicdo no tempo de extracéo.

Apo6s o término das etapas de extracdo, purificacdo e liofilizacdo da fracdo
polissacaridica, verificou-se que a mesma apresentava uma leve coloragdo rosea, sendo
gue esta mesma coloracdo também foi observada na fracdo polissacaridica em solucéo.
Esta caracteristica pode ser atribuida a presenca do pigmento vegetal denominado
ficoeritrina, tipicamente presente nas algas vermelhas e passivel de extracdo aquosa,
mesmo que em condi¢bes amenas como as utilizadas neste trabalho. No entanto, ndo
foram realizadas etapas posteriores para a remocdo de tais pigmentos, tendo em vista a
inexisténcia de evidéncias quimicas de que tais contaminantes pudessem interferir nos
resultados experimentais que se seguiram.

Os polissacarideos extraidos mostraram-se solGveis em meio aquoso, fornecendo
solucgdes cuja viscosidade aumentava com o aumento da concentracdo do mesmo. Isto
estd de acordo com o esperado, corroborado pelas propriedades geleificantes e
espessantes apresentadas por esta classe de biomoléculas. (BATHIA et al., 2008).

O espectro de FTIR da amostra do polissacarideo é apresentado na Figura 14, e
foi obtido com o intuito de se verificar vibracdes de grupos funcionais que pudessem

caracterizar sua estrutura quimica.
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Figura 14 — Espectro vibracional na regido do IV (FTIR) de amostra do polissacarideo sulfatado PFR em
pastilha de KBr.
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Como esperado, 0 espectro obtido apresentou grande similaridade com outros
previamente descritos para polissacarideos sulfatados padrdo porfirana. (BHATIA et al.,
2013; ZHANG, Q. etal., 2005; ZHANG, Z. et al., 2010;ZHOU et al., 2012). As principais
bandas observadas no espectro acima e o modo vibracional atribuido a cada uma sdo

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais bandas observadas no espectro de FTIR da PFR extraida, com as respectivas
atribui¢des (v: deformacgao axial; : deformagio angular).

Modo vibracional Frequéncia observada (cm)

v O-H 3430
v C-H 2924
v C=0 1646
6 C-O-H 1421
vas OSO3” 1256

vas C-O-C 1156; 1073
v CH-OH 1036
vas anel epoxido 931
d anel epoxido 819

Verifica-se a presenca de bandas em 3430 cm referente ao estiramento do grupo
O-H em ligagdo de hidrogénio, 1256 cm™ devido ao estiramento assimétrico do grupo
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SO4* e 931 e 819 cm™* referentes a deformagéo assimétrica e simétrica do anel epoxido
do residuo de 3,6-anidro-a-L-galactopiranose, respectivamente. Pode-se notar ainda a
presenca de uma banda forte em 1646 cm™, que pode ser atribuida ao estiramento do
grupo C=0 (PAVIA et al., 2009; PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005), presente nas extremidades das cadeias do
polissacarideo. Isto ocorre porque a PFR é constituida por residuos de galactose, que
apresentam um grupo aldeido exposto nas extremidades das cadeias poliméricas.

O espectro de RMN-3C da PFR é mostrado na Figura 15. A interpretacdo dos
sinais apresentados foi realizada por comparacdo com espectros de PFR previamente
reportados na literatura (BHATIA et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2014; ZHANG, Q.
etal., 2005; ZHANG, Z. etal., 2010; ZHOU et al., 2012). Os sinais identificados puderam
confirmar a presenca de cada um dos residuos de galactose participantes das diades que
constituem a estrutura da PFR. Pode-se destacar os sinais referentes aos carbonos
anomeéricos (C1) das diades: (i) [—3-p-D-Gal-(1—4)-3,6-anidro-a-L-Gal-1—] (G-A) em
102,19 e 98,21 ppm; e (ii) [—3-B-D-Gal-(1—4)-a-L-Gal-6-sulfato-1—] (G’-L6S) em
103,49 e 101, 25 ppm; e também o sinal do C6 sulfatado dos residuos de a-L-Gal-6-
sulfato em 67,36 ppm. A Tabela 4 apresenta 0s demais picos, com suas respectivas

atribuicdes.
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Figura 15 — Estrutura geral da PFR e espectro de RMN-23C totalmente desacoplado de amostra da mesma

dissolvida em D0.
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Tabela 4 — Deslocamentos quimicos (8) observados no espectro de RMN-3C para amostra de PFR extraida,
com suas respectivas atribuicées.

n°C 6 (ppm) n°C 6 (ppm)
(G-A)
Gl 101,253 Al 102,197
G2 70,781 A2 70,781
G3 82,037 A3 79,879
G4 69,441 Ad 77,188
G5 75,717 A5 75,196
G6 61,470 Ab 61,470
(G’ - L6S)

G’1 103,490 L6S1 98,220
G2 69,582 L6S2 68,919
G’3 80,908 L6S3 —

G4 69,441 L6S4 78,872
G’5 75,717 L6S5 -

G’6 61,470 L6S6 67,364
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Por meio da andlise detalhada dos espectros de RMN (Figura 14 e Tabela 3) e
de FTIR (Figura 15 e Tabela 4), pode-se inferir que o material estudado possui de fato a
estrutura tipica das porfiranas, pois apresentou vibracdes e sinais caracteristicos dos
residuos desta classe de polissacarideos.

O perfil de distribuicdo de tamanho obtido por meio de analises de DLS é
mostrado na Figura 16. Pode-se verificar que a PFR extraida possui uma elevada
homogeneidade na distribuicdo de tamanho das cadeias biopoliméricas em suspensao,
com 94,1% das mesmas com tamanho aproximado de 964,8 nm. O valor de potencial-C
da suspenséo resultou em -33,4 mV, como consequéncia da presenca dos grupos OSO3

ligados & cadeia polissacaridica.

Figura 16 — Dispersdo de tamanho de particula de uma suspensdo aquosa da PFR extraida (1 mg mL™),
obtida por DLS.
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A fim de se determinar a composi¢do quimica do material foram conduzidos
ensaios para a determinaco do teor de aguicar total e de grupos SO4%". Dentre 0s métodos
existentes para a quantificacdo de carboidratos, o mais empregado é o chamado método
Fenol-Acido Sulftrico, proposto por Dubois e colaboradores (1956). O principio basico
deste método consiste na desidratacdo dos carboidratos contidos na amostra com acido
sulfurico concentrado, produzindo derivados de furfural como produtos. A seguir, 0s
derivados de furfural formados nesta primeira etapa reagem com fenol, formando
compostos organicos que absorvem luz na regido do visivel, com um méaximo de
absorbancia em 490 nm. (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013).
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Uma vez que o sulfato consiste no principal grupo funcional presente na
estrutura das porfiranas e demais tipos de polissacarideos sulfatados, sua determinagéo e
quantificacdo consistem em um topico relevante para a caracterizagdo de tais
biomoléculas. A determinacdo de sulfato nas amostras da PFR extraida foi realizada
segundo método turbidimétrico proposto por Dodgson e Price (1962). Esta metodologia
baseia-se inicialmente na hidrolise acida do polissacarideo, resultando na liberacdo dos
fons SO4%, que podem ser quantificados via turbidimetria como BaSOa.

As curvas analiticas, obtidas em triplicata, para as determinacGes de agucar total
e SO+* com os padrdes de galactose e Na,SOs, respectivamente, sio ilustradas na Figura
17.

Figura 17 — Curvas analiticas obtidas na determinagdo da composicdo quimica da PFR extraida: (A)
determinacéo de agucar total e (B) determinagéo de grupos SO4%.
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Para a determinacdo do teor de acgUcar total, a reta fornecida pela regresséo linear
¢ descrita pela equacdo: Abs = 0,04058 + 0,00867 CgaL (R = 0,992); ja para a
determinacdo de SO4% obteve-se: Abs = -0,00339 + 0,36018 Csuitato (R = 0,999). O teor
de acUcar total e de grupos SOs2encontrados a partir de tais regressdes foram iguais a
82,8% e 11,9%, respectivamente. Ambos os valores mostraram-se condizentes com o
esperado e aproximaram-se aos encontrados em trabalhos previamente reportados
(CAVALCANTI et al., 2014; NOSEDA et al., 2000; ZHANG, Q. et al., 2005; ZHOU et
al.,, 2012). Tais dados, juntamente com os obtidos a partir das caracterizagdes
espectroscopicas, confirmaram a identidade quimica e a pureza do polissacarideo

extraido.
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5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS AuNps-PFR

O processo de reducio dos ions AuCls a Au® (na forma de AuNps) pela PFR é
possivel devido ao fato de que as extremidades das cadeias do polissacarideo possuem
propriedades redutoras. De modo geral, monossacarideos como a glicose e a galactose
podem atuar como agentes redutores moderados em meio basico na presenga de ions
metalicos, uma vez que o carbono carbonilico de suas estruturas pode ser oxidado a um
grupo carboxilato, gerando assim seus derivados oxidados conhecidos como acidos
aldénicos (acido glucbnico para a glicose e &cido galactébnico para a galactose).
Entretanto, isto € apenas possivel quando 0 monossacarideo encontra-se em sua forma
linear, que existe nas solucBes em equilibrio com a forma ciclica. (NELSON; COX,
2002). Isto ocorre porgue, na forma de cadeia fechada, o carbono anomérico (C1) esta
diretamente envolvido em uma ligacdo covalente intramolecular com o atomo de
oxigénio da hidroxila ligada na posicao C5. Desta forma, € necessario que a cadeia esteja
aberta para que o grupo aldeido seja exposto e a oxidacdo possa ocorrer. Sabe-se que 0
meio basico favorece o deslocamento do equilibrio em direcdo a forma de cadeia aberta,
expondo o grupo aldeido e possibilitando desta forma a oxidacdo. (PEIXOTO et al.,
2002).

A Figura 18 representa de modo simplificado o processo descrito, utilizando-se

como exemplo 0 monossacarideo 3-D-galactopiranose.

Figura 18 — Equacdo quimica simplificada do processo de oxidacdo do monossacarideo B-D-
galactopiranose.
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Fonte: O autor.

Quando o carbono anomérico esta envolvido em uma ligacao glicosidica, como

ocorre nos oligossacarideos e polissacarideos, o residuo correspondente torna-se nédo



67

redutor, uma vez que a forma linear da cadeia ndo € mais possivel de ser formada. Nestes
casos, apenas a extremidade da cadeia que possuir um carbono anomeérico livre (isto é,
ndo envolvido em uma ligagdo glicosidica), denominada extremidade redutora, sera
passivel de sofrer oxidacdo. (NELSON; COX, 2002). Assim, na PFR, apenas as
extremidades das cadeias € que estdo envolvidas no processo de reducdo do complexo
AuCls a Au®, com os residuos restantes atuando provavelmente na estabilizacdo das
particulas formadas.

Visualmente, a formacdo das AuNps utilizando-se a PFR foi indicada pela
mudanca na coloracdo da solucdo, de amarelo (coloracdo caracteristica do ion complexo
AuCly) para vermelho (cor caracteristica das AuNps em suspensdo), como mostrado na
Figura 19. Observou-se que a mudanca na cor, e consequentemente a formacéo e
estabilizacdo das AuNps, ndo ocorreu de maneira instantanea. Apds a adicdo da PFR e
das gotas de NaOH, observou-se que a solucdo de AuCls sofreu descoloracdo, o que
provavelmente é um indicativo do inicio do processo de reducéo dos fons AuCls a Au®.
Apos duas horas de reagdo, a solucdo apresentou coloracdo avermelhada, que variou de
intensidade de acordo com as condi¢des empregadas para a sintese, sugerindo a formacao

das AuNps estabilizadas pela PFR.

Figura 19 — (A) Solugéo aquosa a 5 mmol L* do complexo AuCls, empregado como precursor metalico
para sintese das AuNps-PFR. (B) Suspensdo de AuNps-PFR, obtida empregando-se [AuCls] = 2,50 mmol
LY [PFR]=0,25mg mLe T =70 °C.

(A)

O processo de aquecimento pode ser tomado como essencial para a formacéo
das AuNps-PFR. Dado que o precursor metalico utilizado possui carater acido, pode-se
sugerir que a alta temperatura possibilitou que algumas cadeias tenham sido hidrolisadas,

mesmo em pequena extensdo. Como resultado, tem-se a formagé&o de cadeias menores, e,
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por consequéncia, uma maior quantidade de extremidades redutoras passa a estar
disponivel para a reagdo. (RAVEENDRAN et al., 2015). Além disso, 0 meio béasico
favorece com que o residuo da extremidade das cadeias esteja com o grupo aldeido
disponivel, assim como mencionado anteriormente. De fato, nos experimentos
desenvolvidos, somente apds a adicdo das gotas de NaOH a mistura reacional é que se
observou a descoloragdo da solucéo, e inicio do processo de formacdo das AuNps.

Uma vez formadas, pode-se assumir que as AuNps sdo envolvidas e
estabilizadas pelas cadeias de PFR. Esta estabilizacdo pode ser resultante, principalmente,
de uma combinacdo de efeitos estéricos e eletrostaticos exercidos pelo invélucro de
polissacarideo (estabilizagdo eletrostérica). Os efeitos estéricos podem ser relacionados
ao volume de polissacarideo que envolve cada particula, ao passo que os efeitos
eletrostaticos relacionam-se a repulsdo existente entre os grupos OSOz". Assim, a
combinacdo destes dois efeitos permitiu que a estabilizacdo das particulas recém-
formadas fosse alcancada, o que impediu que as mesmas sofressem coalescéncia.

Pode-se destacar ainda, a possibilidade de interacdo entre a PFR e os ions AuCls’
, antes da reacdo de reducdo propriamente dita acontecer. Sabe-se que a PFR e demais
polissacarideos aniénicos podem atuar na adsorcdo de ions metélicos, como uma
consequéncia da presenca de uma elevada quantidade de grupos funcionais
negativamente carregados. (BHATIA et al., 2008; RAVEENDRAN et al., 2015; YE et
al., 2015). E conhecido na literatura também que, mesmo em solucdes aquosas, reaces
de troca de ligante podem ocorrer para o complexo AuCls’, com a formacéao de espécies
neutras e carregadas negativa e positivamente, como AuClz(H20), AuCl2(H20)(OH),
AUCI2(OH),, AuCI(OH)s” e AuClx(H20),*. (BUROVIC et al., 2014; MIRONOV;
MAKOTCHENKO, 2009). Deste modo, as espécies positivamente carregadas do
precursor de ouro, originadas em solucdo, podem ter inicialmente interagido com 0s
grupos negativamente carregados OSOz', e isto pode ter favorecido o inicio do processo
de formacdo das AuNps. Além disso, considerando-se o fato de que os ligantes Cl sdo
ligantes de campo fraco, é plausivel afirmar que os grupos OSOs™ presentes na estrutura
do polissacarideo podem ter, em um primeiro momento, complexado o precursor de ouro,
0 que também pode ter favorecido o processo de reducdo a Au’. (ALEXANDRIDIS,
2011).

Os resultados obtidos para a otimizacdo da sintese do nanocomposito AuNps-
PFR via planejamento fatorial 2° sio mostrados na Tabela 5. Como ja mencionado, as

melhores condicGes de sintese foram estabelecidas levando-se em consideragdo a
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obtencdo de um menor tamanho de particula, os quais foram estimados utilizando-se
DLS.

Tabela 5 — Coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 2% empregado para a otimizacdo das
condicOes de sintese das AUNps-PFR e respostas obtidas.

Tamanho Intensidade

Ensaio T [AuCls] [PFR] (nm) (%)
1 - - - 825,7 62,5
2 + - - 128,7 88,5
3 - + - 673,7 70,5
4 + + - 216,8 94,4
5 - - + 803,0 85,1
6 + - + 165,2 92,8
7 - + + 847,1 75,9
8 + + + 313,8 100,0
9 0 0 0 176,1 60,5
10 0 0 0 178,2 68,6
11 0 0 0 179,1 63,4

Nota: Valores dos niveis dos fatores: (i) T = (-) 50, (0) 60 e (+) 70 °C; (ii) [AuClsT] = (-) 2,50, (0) 3,00 e
(+) 3,50 mmol L, e (iii) [PFR] = (-) 0,25, (0) 0,50 e (+) 0,75 mg mL™.

Analisando-se os resultados obtidos, verifica-se que um menor tamanho de
particula € obtido nas condi¢6es correspondentes ao ensaio 2, de modo que as condicdes
Otimas obtidas para a sintese das AuNps-PFR sdo: [AuCls] = 2,5 mmol L? (nivel -);
[PFR] = 0,25 mg mL (nivel -); e T = 70 °C (nivel +). A temperatura obtida corrobora
com o valor empregado no trabalho de Venkatpurwar; Shiras e Pokharkar (2011). As
concentragOes de PFR e de AuCl4 otimizadas, por sua vez, diferem dos valores utilizados
pelos autores (0,1 mg mL* e 0,1 mmol L?, respectivamente). Este fato pode estar
relacionado a utilizacdo do planejamento fatorial, ferramenta que permite otimizar a
resposta desejada de forma mais completa, uma vez que é possivel avaliar os efeitos das
interacBes existentes entre os fatores estudados. (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

O tratamento estatistico dado aos resultados obtidos com o planejamento fatorial
(Tabela 6 e Diagrama de Pareto da Figura 20A) mostrou que as varidveis que obtiveram
efeito significativo com 95% de confiancga para a obtencdo de um menor tamanho de

particula foram a [AuCls], a [PFR] e a T (efeitos principais), assim como as interacdes
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de segunda ordem [AuCls]” x [PFR] e [AuCls] x T, e também a interacdo de terceira
ordem [AuCls] x [PFR] x T.

Tabela 6 — Efeitos principais e de interacdo calculados a partir dos resultados do planejamento fatorial 23
empregado para otimizar as condi¢des de sintese das AuNps-PFR.

Estimativa do desvio
s = 1,54 X tos0, v=4 (4,303) = 6,62

Efeitos principais Valor
[AuCls] -32,20
[PFR] 71,05
T -581,25
Interacdes de 22 ordem Valor
[AuCls] x [PFR] -64,15
[AuCls] x T 86,15
[PFR]x T 4,30
Interacéo de 32 ordem Valor
[AuCls] x [PFR] x T 33,90

O fato do efeito de terceira ordem [AuCls] x [PFR] x T ter mostrado ser
significativo indica que os trés fatores influenciam conjuntamente o tamanho das
nanoparticulas sintetizadas. Assim, para a obtencdo de um menor tamanho de particula,
a interacao entre as trés variaveis deve ser levada em consideracao, e os demais efeitos
ndo devem ser interpretados individualmente. (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

O efeito [AuCls] x [PFR] x T descrito pode ser avaliado na interpretacéo
geométrica dos dados da Figura 20B, por meio da comparacdo entre o Vértice
(+—-), referente ao ensaio 2, e 0 vértice (— + +), referente ao ensaio 7. Pode-se notar que,
com a variacgdo das trés variaveis ao mesmo tempo, uma grande alteracdo no tamanho das
AuNps-PFR é obtida (718,4 nm). Uma variacdo desta magnitude ndo é gerada em
nenhuma outra comparacao entre vértices opostos, o que confirma que a interacao entre
as trés variaveis tem influéncia direta sobre o tamanho das particulas sintetizadas, e que
as melhores condigdes para a sintese das AuNps-PFR sdo as correspondentes ao ensaio
2.
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Figura 20 — (A) Diagrama de Pareto para os efeitos padronizados e (B) interpretacdo geométrica dos efeitos
obtidos para a otimizacdo da sintese das AuNps-PFR via planejamento fatorial 2% (o vértice do cubo
correspondente as condicBes 6timas para a sintese € mostrado em destaque).
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Uma vez que AuNps em suspensdo apresentam o fendmeno da RPS ocorrendo
na regido do espectro visivel, e que a frequéncia e a forma da banda plasménica pode
sugerir informacdes a respeito do tamanho e da morfologia das particulas (MUTHUVEL
etal., 2014), a espectroscopia na regido do UV-VIS consiste em uma ferramenta essencial
para o estudo e caracterizacao deste tipo de nanomaterial. Além disso, € bastante Gtil para
evidenciar a formacao e estabilidade das particulas formadas.

O espectro na regido do UV-VIS das AuNps-PFR sintetizadas nas condicfes
6timas estabelecidas pelo planejamento fatorial € mostrado na Figura 21, assim como o

espectro da solucéo do complexo AuCly4 e da solucdo de PFR (grafico inserido).

Figura 21 — Espectros de absor¢éo na regido do UV-VIS da suspensdo de AuNps-PFR obtida nas condicdes
otimizadas logo apds o término da sintese. O gréafico inserido contém os espectros da suspensao de AuNps-
PFR, e de solugdes de HAuCI, 0,625 mmol L e PFR 0,25 mg mL™,
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Verifica-se que a solucdo do complexo AuCls apresentou uma unica banda
dentro da faixa analisada, em 300 nm, a qual é referente as transi¢des de transferéncia de
carga ligante-metal (TCLM). (LIANG; WANG; LIU, 2010; JIANG; WANG; CHEN,
2007). A suspensédo de AuNps-PFR, por sua vez, mostrou uma banda em 524 nm, a qual
pode ser atribuida ao efeito de RPS das AuNps (banda plasmon). A presenca desta banda
ndo apenas denota a presenca das AuNps, como também sugere que as particulas
sintetizadas possuem, de fato, propriedades Opticas tipicas deste tipo de nanomaterial.
(FONG; YUNG, 2013; HUANG; EL-SAYED, 2010; NIESEN et al., 2010). Verifica-se
também que a banda referente ao precursor AuCls desapareceu totalmente no espectro
das AuNps-PFR, sugerindo que possivelmente todos os ions AuCls inicialmente
presentes foram reduzidos a Au®.

O perfil de distribuicdo de tamanho de particula da suspensdo de AuNps-PFR
sintetizada nas condi¢bes 6timas obtido por DLS é mostrado na Figura 22. Verifica-se
que uma distribuicdo bimodal foi obtida, com intensidades iguais a 7,7 % e 88,5%,
correspondentes aos didmetros hidrodindmicos medios de 17,88 e 128,70 nm,
respectivamente. Pode-se notar pelas distribui¢cbes que os tamanhos das AuNps-PFR

sintetizadas variaram no intervalo de 10,0 a 342,0 nm.

Figura 22 — Distribuicdo de tamanho de particulas obtida por DLS para a suspensdo de AuNps-PFR
sintetizada nas condi¢fes 6timas.
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A estabilidade das suspensdes de AuNps-PFR 1% sintetizadas foi avaliada por
meio da determinacdo do valor do potencial- de cada um dos ensaios realizados no

planejamento fatorial. Em todos eles, o potencial-{ resultou em um valor negativo, e
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sempre menor que -30,0 mV. Para o ensaio realizado nas condi¢fes otimas de sintese,
obteve-se o valor de -30,5 mV. Isso confirma que as particulas sintetizadas possuem carga
negativa, assim como ja era esperado, em virtude do carater aniénico da PFR. Uma vez
que o valor encontrado excedeu o limite de potencial tipico de suspensdes instaveis (-30,0
mV a +30,0 mV) (MALVERN INSTRUMENTS, 2013; SEGOTA; HEIMER; TEZAK,
2006), pode-se afirmar que as AuNps-PFR sintetizadas apresentam, pelo menos a
principio, uma boa estabilidade, com pequena tendéncia de sofrerem coalescéncia.

A estabilidade das AuNps-PFR a longo prazo foi acompanhada por meio de
espectroscopia UV-VIS, com a realizacdo de medidas periédicas em uma mesma
suspensdo. A estabilidade foi avaliada por meio de variagcbes na banda plasmon das
particulas sintetizadas, tendo-se analisado a alteragdo de seu perfil em relacdo a sua forma,

intensidade e deslocamento. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 23.

Figura 23 — (A) Espectros de absorcdo na regido do UV-VIS da suspensédo de AuNps-PFR 1%, sintetizada
nas condicdes otimizadas, ao longo de 3 meses. (B) Correlacéo entre os maximos de absorbancia e o nimero
de dias.
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E possivel verificar que ndo ocorreram variagdes significativas na forma da
banda plasmonica das AuNps-PFR ao longo de trés meses, uma vez que alargamentos ou
deformacgdes da mesma ndo foram observados neste intervalo de tempo. Além disso,
pode-se notar um aumento de apenas 0,10 nm no comprimento de onda maximo da banda
plasmonica comparando-se 0 espectro obtido no primeiro dia com o obtido com 90 dias
(524,9 nm para o primeiro dia e 525,0nm para 90 dias). Esta pequena variacdo pode ser
uma consequéncia de um pequeno aumento observado por DLS para o tamanho médio
das particulas sintetizadas (128,7 nm para 149,2 nm, referentes ao pico de maior
intensidade da distribuicdo). Entretanto, os resultados obtidos sugerem que as AuNps-

PFR, dentro do periodo analisado, permaneceram relativamente estaveis em suspenséo, o
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que esta de acordo com o resultado obtido para o potencial-{ para a mesma (-30,5 mV).
Confirma-se, deste modo, a eficiéncia da PFR como agente estabilizante das particulas
sintetizadas.

A Figura 23 mostra ainda que um aumento de intensidade foi observado para a
banda plasmon até cerca de trés semanas, tendo permanecido praticamente estavel apos
este intervalo de tempo. O aumento de intensidade observado pode ser um indicativo de
que, até o tempo de 21 dias, a reacdo de formacdo das AuNps-PFR continuou ocorrendo
lentamente, com a formacdo de novas particulas e reorganizacdo daquelas ja existentes.

A caracterizacdo morfoldgica das AuNps-PFR foi realizada por MEV-FEG,
sendo que as micrografias obtidas sdo mostradas na Figura 24. Pode-se notar que as
nanoparticulas sintetizadas apresentaram-se na forma de nanoesferas, de superficie
regular e sem rugosidade aparente (Figuras 23A a 23C). Verifica-se que existe certa
variabilidade de tamanho entre as particulas presentes nas micrografias, o que corrobora
com a dispersdo obtida nos resultados de DLS. Observa-se ainda a existéncia de alguns
agregados (clusters) de nanoparticulas individuais, como pode ser visto principalmente
nas Figuras 23D e 23E. Por fim, na Figura 23F, pode-se observar nanoparticulas cujo
tamanho se aproxima bastante do valor correspondente ao pico de maior intensidade
encontrado por DLS (128,70 nm).
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Figura 24 — Micrografias obtidas por MEV-FEG das AuNps-PFR, sintetizadas nas condicfes 6timas, nas
magnificacdes (A) 6000, (B) 8000, (C) 10000, (D) 12000, (E) 15000 e (F) 40000.
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A espectroscopia de FTIR foi empregada a fim de se verificar a existéncia de
interacdes entre a PFR e as AuNps, comprovando assim o papel do polissacarideo na
sintese e na estabilizacdo das referidas nanoestruturas. Os espectros de FTIR de filmes
cast de uma solugdo de PFR 10 mg mL™* e do nanocompdsito AuNps-PFR (condigdes de
sintese otimizadas) obtidos sobre substratos de silicio sdo mostrados na Figura 25, com

as atribuicdes relativas listadas na Tabela 7.
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Figura 25 — Espectros vibracionais na regido do infravermelho de (A) filmes cast de PFR (10 mg mL™?) e
(B) das AuNps-PFR sobre substratos de silicio (os gréaficos inseridos mostram para cada caso uma
ampliacdo da regido destacada).
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Na Tabela 7 sdo mostrados os valores de frequéncia das principais bandas

observadas para ambos o0s espectros obtidos, assim como suas respectivas atribuicoes.



77

Tabela 7 — Principais bandas observadas no espectro de FTIR para filmes cast de PFR (10 mg mL™) e de
AuNps-PFR, com as respectivas atribuicdes.

Frequéncia (cm™)

Modos vibracionais*

PFR AuNps-PFR
3352 3309 v O-H
2930 2900 v C-H

- 1730; 1719 vae C=0
1647 1637 v C=0
1420 1454 6 C-0-C
1217 1250 Vas OSO3
1152 1150 vas C-O-C
1063 1062 vs C-0-C
1035 1014 v CH-OH
932 941 vas anel epdxido
814 834 d anel epoxido

*v: deformagdo axial; 6: deformagdo angular; s: simétrica; as: assimétrica; ac: acido carboxilico

Verifica-se que as bandas apresentadas pelas AuNps-PFR podem ser atribuidas
as mesmas vibragdes apresentadas pela estrutura da PFR. Entretanto, deslocamentos nos
valores de frequéncia podem ser observados, evidenciando que existem interacdes entre
a PFR e as AuNps. (BALAVANDY et al., 2014; MAITY; SEM; ISLAM, 2012).
Verificou-se um deslocamento relativamente grande para as bandas referentes aos grupos
O-H e OSOs’, evidenciando que 0os mesmos podem estar envolvidos no processo de
formagdo das AuNps-PFR. (VENKATPURWAR; SHIRAS; POKHARKAR; 2011).

Verifica-se no espectro obtido para as AuNps-PFR o surgimento de bandas de
baixa intensidade em 1730 e 1719 cm™, que podem ser atribuidas a vibragdo de
estiramento do grupo C=0 de acidos carboxilicos (PAVIA et al., 2009; PRETSCH;
BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005),
0s quais sdo produtos da reacdo de reducdo do complexo [AuCls] a AuNps. Observacdes
semelhantes foram verificadas nos trabalhos de Sem, Malty e Islam (2013) (sintese de
nanoparticulas de ouro empregando polissacarideo (glucano) extraido de cogumelos
comestiveis), de Ghaseminezhad, Hamedi e Shojaosadati (2012) (sintese de
nanoparticulas de prata empregando amido e o sobrenadante proveniente de uma cultura
de fungos da espécie Fusarium oxysporum) e de Muthuvel e colaboradores (2014)

(sintese de nanoparticulas de ouro empregando extrato de folhas de erva-moura).
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A natureza cristalina das AuNps-PFR sintetizadas foi confirmada pela realizacao
de anélise de DRX das mesmas, ap0s liofilizagdo. O difratograma resultante é apresentado

na Figura 26.

Figura 26 — Difratograma de raios X das AuNps-PFR apos liofilizagdo, com atribuicdo dos picos
observados.
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Pode-se verificar a presenca de picos em valores de 20 iguais a 38,18°, 44,30°,
64,66° e 77,54°, os quais sdo referentes aos planos (111), (200), (220) e (311),
respectivamente, para a estrutura ctbica de face centrada apresentada pelo Au metalico.
(PANDEY; GOSWAMI; NANDA, 2013; SEM; MAITY; ISLAM, 2013; MAITY; SEM;
ISLAM, 2012). Nota-se que 0s picos descritos apresentaram-se relativamente alargados,
como é tipico para cristais de dimensdes nanométricas. (BLOSI et al., 2012;
VENKATPURWAR; SHIRAS; POKHARKAR, 2011). Alem dos picos caracteristicos
para o Au, foram identificados no difratograma picos referentes a presenca de NaCl na
amostra de AuNps-PFR analisada. (BLOSI et al., 2012). Este comportamento pode ser
justificado pela provavel formacdo de cristais do sal mencionado durante o processo de
liofilizacdo, os quais ficaram aderidos as nanoparticulas. A presenca dos ions Na* pode
ser tomada como consequéncia da adigdo de NaOH durante a sintese das AuNps-PFR
para ajuste do pH da mistura reacional, ao passo que os ions CI” foram possivelmente

originados como produtos do processo de reducio do complexo AuCls a AL,
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O tamanho médio de cristalito das AuNps-PFR contidas na amostra analisada
por DRX foi estimado utilizando-se a equagéo de Scherrer, que relaciona o alargamento
dos picos de difracdo a dimensdo dos cristalitos presentes por meio da raz&o:

KA 1
D= 1)
B cos@

onde D é o tamanho médio dos cristalitos (em metros), K é uma constante numérica
adimensional que depende da forma do cristalito (geralmente 0,93), 4 € 0 comprimento
de onda da radiacgéo incidente (em metros), B é a largura a meia atura do pico mais intenso
do difratograma subtraida da largura @ meia altura do pico devido a efeitos instrumentais
(em radianos) e 6 é o angulo de Bragg do referido pico (em graus). (BURTON et al.,
2009; HOLZWARTH; GIBSON, 2011; PATTERSON, 1939). Empregando-se 0s
parametros referentes ao pico do plano (111), o tamanho médio calculado para os
cristalitos de AuNps-PFR foi igual a 28,5 nm. A discrepancia observada entre este valor
e o diametro obtido por DLS (128,7 nm) j& era esperada, uma vez que uma medida de
DLS fornece o tamanho hidrodindmico das particulas em suspensdo, engquanto que o
resultado fornecido pela equacdo de Scherrer consiste em uma estimativa do tamanho dos

cristalitos formadores de cada uma das particulas.

5.3 CARACTERIZACAO DOS EPCV MODIFICADOS

5.3.1 Caracterizacdo morfoldgica

As micrografias obtidas por MEV-FEG de cada um dos materiais estudados sao
mostradas na Figura 27. Para melhor comparacdo, as micrografias sdo apresentadas nas

mesmas magnificacdes, para todas as amostras.
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Figura 27 — Micrografias obtidas por MEV-FEG, em magnificacdo de 4000 vezes, para: (A) CV em po6, (B)
pasta de CV ndo modificada, (C) CV + PFR (propor¢do 1%), (D) pasta de carbono vitreo modificada com
PFR (proporcéo 1%), (E) CV + AuNps-PFR (proporcédo 1%) e (F) pasta de carbono vitreo modificada com

AUNps-PFR.
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As micrografias do CV em pé (Figura 27A) mostraram que a morfologia do
mesmo € caracterizada por esferas ndo porosas de superficie regular, de tamanhos
variados da ordem de micrdmetros. Tais observacGes puderam ser identificadas também

na micrografia correspondente a pasta de CV nao modificada (Figura 27B), a excecao de
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que neste caso as esferas de CV mostraram um aspecto agregado, como uma
consequéncia da presenca do agente aglutinante, que une mecanicamente as particulas do
material. Apos a incorporacédo da PFR, as esferas de CV adquiriram um aspecto levemente
rugoso, ndo mostrando a superficie regular observada para as amostras anteriores (Figura
27C). Tais variagdes podem ser justificadas com base na provavel deposicdo de uma
espécie de filme de PFR sobre as particulas de CV, fazendo com que a superficie das
mesmas apresentasse as variagcdes observadas. O papel aglutinante do 6leo mineral pode
ser novamente verificado na micrografia da pasta de carbono modificada com PFR
(Figura 27D), onde as esferas de CV aparecem novamente mais agregadas. A superficie
das esferas, neste caso, apresentou visualmente uma menor rugosidade do que no caso
anterior, provavelmente devido a presenca do éleo mineral na superficie das mesmas.
As micrografias da Figura 27E e 27F ndo mostraram alteracdes significativas na
morfologia do material, podendo-se notar um aspecto semelhante ao obtido para as
amostras de CV modificadas somente com a PFR (Figuras 27C e 27D). Entretanto,
micrografias obtidas na magnificacdo de 18000 vezes revelaram a presenca de pequenos
pontos sobre as esferas de CV, os quais podem ser atribuidos a presenca das AuNps-PFR
(Figura 28). Comprova-se, desta forma, a adsorcdo do nanomaterial a superficie do

carbono.

Figura 28 — Micrografias de amostra de carbono vitreo modificada com AuNps-PFR (propor¢do 1%),
obtidas por MEV-FEG em magnificagdo de 18000 vezes.
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5.3.2 Caracterizacao eletroquimica

E conhecido da literatura que o material de carbono mais convencionalmente
utilizado para a confeccdo de eletrodos de pasta de carbono é a grafite em p6. Deste modo,
a fim de se verificar as diferencas entre o comportamento eletroquimico de eletrodos de
pasta de carbono a base de grafite (EPC-grafite) com o comportamento de eletrodos
preparados com carbono vitreo (EPCV), um estudo comparativo foi realizado com ambos
os eletrodos utilizando-se VVC e EIE, na presenca da sonda eletroquimica [Fe(CN)s]*"*.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 29.

Figura 29 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica (diagramas de
Nyquist) do EPC-grafite e do EPCV, ambos sem modificacdo, em meio de solucdo equimolar de
K4Fe(CN)s/KsFe(CN)60,010 mol L* preparada em tampéo PBS 0,15 mol L (pH 6,5).
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A partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 29A pode-se verificar que ambos
os eletrodos apresentaram picos de corrente para 0 processo redox tipico da sonda
eletroquimica (Fe(CN)s* <> Fe(CN)s*). Entretanto, o EPCV apresentou maiores valores
de corrente de pico anddico (lpa) e de pico catddico (lpc) para ambos 0S processos
comparando-se com 0s valores obtidos para o EPC-grafite, aléem de ter mostrado também
um menor valor de separagdo entre os potenciais de pico (AEp) em comparagdo ao
observado para este ultimo (Tabela 7). Pode-se afirmar, portanto, que para o EPCV a
cinética de transferéncia eletrénica ¢ mais efetiva, o que resultou em uma maior
condutividade e também em uma maior reversibilidade para o processo (BRETT;
BRETT, 1993) em comparacdo ao EPC-grafite. Uma possivel justificativa para tal
comportamento pode ser dada com base no fato de que o EPCV combina em si a elevada

reatividade eletroquimica das esferas de carbono vitreo com as vantagens apresentadas
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por eletrodos compdsitos de pasta de carbono. (WANG, J. et al., 2001). Resultados
semelhantes, em que o desempenho eletroquimico de EPCVs é superior ao de EPCs-
grafite, podem ser encontrados também nos trabalhos de Nemcova; Barek e Zima (2012),
de Ricci e colaboradores (2003) e de Wang, J. e colaboradores (2001).

Os diagramas de Nyquist resultantes para os eletrodos mostraram duas regides
distintas (Figura 29B): primeiramente, um semicirculo a altas frequéncias,
correspondente ao processo de transferéncia eletrénica (ou de carga) da molécula sonda
na superficie dos eletrodos, e por fim uma regido linear a frequéncias mais baixas, que é
atribuida ao processo de difusdo das espécies Fe(CN)s>/Fe(CN)s*. (HU; HU, 2004;
ZHANG, Y.; ZHENG, J. B., 2007; ZHENG; ZHOU, 2007).

A literatura afirma que o didmetro do semicirculo obtido é igual a resisténcia a
transferéncia eletrébnica mencionada anteriormente (Ret) (BARD; FAULKNER, 2001;
BRETT; BRETT, 1993). Verifica-se que o diametro do semicirculo obtido para o0 EPC-
grafite foi maior do que o obtido para o EPCV, sugerindo que a resisténcia a transferéncia
de carga para o carbono vitreo foi menor comparado ao observado para o grafite. Tais
resultados corroboram com os obtidos anteriormente por VC, e podem ser melhor
compreendidos com base nos valores de R obtidos para cada caso, 0s quais sdo
apresentados na Tabela 8. A menor resisténcia a transferéncia de carga verificada para o
EPCV justifica, portanto, a utilizacdo do carbono vitreo para a fabricagdo de eletrodos.
Além disso, os resultados dos experimentos realizados corroboram com os valores de
condutividade elétrica caracteristicos para os dois materiais (2,12 x 10> S m™ para o
grafite e 70,0 x 10® S m™ para o carbono vitreo). (CARBON, 2016; MARINHO et al.,
2012).

Tabela 8 — Valores de Iy, lpc, AE, € R obtidos em estudo comparativo para o EPC-grafite e para o EPCV.

Eletrodo  Ipa (A)  -lpc (HA) Epa(MV) Epc (MV) (fn'f;’) Ret ()
EPC- 14250 11895  505.8 -80.1 5859 118108
grafite
EPCV 214,43 147,07 4228 81,0 341,8 569,30

Uma vez comprovadas as melhores propriedades eletroquimicas do EPCV,
realizou-se na sequéncia um estudo comparativo entre o EPCV ndo modificado e o
EPCV/PFR (numa proporc¢do PFR:CV igual a 1%), a fim de se avaliar a influéncia que o

polissacarideo possui sobre a resposta eletrogquimica dos mesmos. As medidas também
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3-/4-

foram realizadas por VC e EIE, em meio da sonda Fe(CN)e*>"*, e os resultados obtidos

para cada eletrodo s&o apresentados na Figura 30.

Figura 30 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica do EPCV/PFR 1% e
do EPCV sem modificacdo, em meio de solucdo equimolar de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 0,010 mol L*
preparada em tamp&o PBS 0,15 mol L™ (pH 6,5).
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Na Tabela 9 encontram-se os valores obtidos neste estudo para cada eletrodo e
para 0s parametros lpa, Ipc, AEp € Ret. E possivel observar que o EPCV/PFR 1% apresentou
maiores valores de Ipa € Ipc para o processo redox da sonda eletroquimica comparando-se
com os valores obtidos para o EPCV sem modificacéo, além de um menor valor de AE,,
0 que sugere uma maior reversibilidade no processo. Além disso, verifica-se que o
didmetro do semicirculo obtido para 0 EPCV sem modificacdo foi maior do que o obtido
para 0 EPCV/PFR 1%, sugerindo que os eletrodos ndo modificados apresentam uma

maior resisténcia a transferéncia de carga do que aqueles onde a PFR esta presente.

Tabela 9 — Pardmetros voltamétricos e valores de R observados para o EPCV ndo modificado e para o
EPCV/PFR 1%.

Eletrodo  lpa (A)  -lpc (A) Epa(MV) Epc (MV) (fnf;’) Ret ()
EPCV 16561 13295 5500  -1100 6500  1098,13
EPC&PFR 28449 26385 4200 50,0 3700 292,68

As melhores respostas observadas para o EPCV/PFR 1% podem ser uma
consequéncia da elevada quantidade de cargas presentes no polissacarideo
(CAVALCANTI et al., 2014; ZHANG et al., 2005), o que faz com que 0 mesmo atue de
modo similar aos polieletrdlitos convencionais sintéticos (CROUZIER; BOUDOU,;
PICART, 2010; RAVEENDRAN et al., 2013) isto €, facilitando os processos de
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transferéncia eletronica na interface eletrodo-solucdo. (ROTARIU; ISTRATE; BALA,
2014). Uma possivel justificativa para este comportamento pode ser dada com base no
fato de que a modificacdo da pasta com a PFR pode proporcionar ao material um maior
caréater hidrofilico, devido a grande quantidade de hidroxilas e grupos sulfato existentes
na estrutura do polissacarideo. A presenca de tais grupos pode ter modificado as
propriedades interfaciais da superficie do eletrodo, de modo a favorecer a chegada da
sonda eletroquimica e facilitar a transferéncia eletrénica. (RICE; GALUS; ADAMS,
1983). As melhores respostas de corrente obtidas para o eletrodo modificado sdo também
um indicativo de que a presenca do polissacarideo na pasta pode ter aumentado a
condutividade do material. A combinagdo destes dois fatores, provavelmente, foi a
responsavel por facilitar o processo de transferéncia de elétrons e melhorar o desempenho
eletroquimico do EPCV/PFR.

Uma vez comprovado o fato de que as propriedades eletroquimicas do EPCV
sdo melhoradas com a incorporacdo da PFR a pasta, realizou-se um estudo com eletrodos
contendo diferentes proporc¢des PFR:CV (m/m) a fim de se investigar a influéncia que a
quantidade de PFR presente no eletrodo possui frente a resposta do mesmo. Os valores
de proporcdo em massa PFR:CV estudados foram: 0,5%, 1,0%, 3,0%, 5,0%, 7,0% e
10,0%. Os estudos foram conduzidos novamente por VC e EIE, nas mesmas condicGes
experimentais que as analises anteriores. Os resultados obtidos sdo ilustrados na Figura
31 e na Tabela 10.

Figura 31 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica de EPCV’s/PFR em
diferentes propor¢@es, em meio de solugdo equimolar de K4Fe(CN)s/KsFe(CN)s0,010 mol L preparada
em tamp&o PBS 0,15 mol L (pH 6,5).
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Tabela 10 — Valores de lp,, I € Re: 0btidos por VC e EIE para o estudo de proporc¢éo do EPCV/PFR.

Proporcéao (%) Ipa (MA) -lpc (RA) Ret ()
EPCV 200,40 200,12 887,00
0,5 290,00 289,32 454,94
1,0 295,10 292,40 292,68
3,0 253,19 264,93 63,98
50 279,15 285,44 40,57
7,0 586,68 599,30 37,98
10,0 853,09 878,78 20,22

Os voltamogramas e espectros de impedancia obtidos confirmaram que a PFR
influencia significativamente a resposta dos eletrodos, uma vez que 0 aumento na
propor¢do PFR:CV foi acompanhado por um incremento nas correntes de pico e um
progressivo decréscimo no valor de Rct, como pode ser visto na Figura 30 e na Tabela 9.
Tais observacGes ajudam a sustentar a explicacdo fornecida anteriormente, que a
incorporacdo da PFR a pasta pode facilitar a transferéncia eletronica. Dessa forma, pode-
se concluir que de fato a PFR influencia de modo positivo a resposta dos EPCV.

Apesar dos maiores valores de corrente e menores valores de R¢t obtidos para 0s
eletrodos modificados com maiores proporc¢des de PFR (7,0 e 10,0%), tais eletrodos ndo
apresentaram uma resposta estavel. Isto pode ter sido uma consequéncia da absor¢do de
agua por parte do material eletrédico, aliada a lixiviacdo do modificador para o eletrélito
suporte, dada sua elevada solubilidade em meio aquoso. Assim, para a realizacdo dos
experimentos posteriores foi selecionado o eletrodo com proporcéo igual a 1%, uma vez
que nesta propor¢do um incremento de corrente consideravel foi obtido, assim como um
decréscimo satisfatorio no valor de R¢t comparando-se com o EPCV ndo modificado.
Neste valor de proporcdo, o EPCV/PFR apresentou maior estabilidade de resposta
comparando-se com os eletrodos modificados com maiores quantidades de PFR. Além
disso, uma menor quantidade de modificador empregada tem como consequéncia
eletrodos de preparacdo mais simples e também mais viaveis economicamente.

Uma vez estabelecido o valor da proporcéo PFR:CV, deu-se inicio aos estudos
de caracterizacdo eletroquimica para os eletrodos modificados com o nanocompdsito
AuNps-PFR. Para a preparacdo do EPCV/AuNps-PFR, optou-se por empregar uma

quantidade de AuNps-PFR de modo a resultar no valor de propor¢do otimizado
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anteriormente para a PFR (1%). Avaliou-se, deste modo, o efeito da presenca das AuNps-
PFR sobre a resposta dos eletrodos.

Inicialmente, a presenca das AuNps-PFR nos EPCV foi comprovada pela
realizacdo de medidas de VC com o eletrodo modificado em meio &cido (tampéo BR 0,04
mol L pH 2,0). Para fins de comparagdo, medidas nas mesmas condi¢bes foram
realizadas para um eletrodo de ouro sélido policristalino, assim como para o EPCV néo
modificado e para o EPCV/PFR 1%. Os resultados obtidos s&o mostrados na Figura 32.

Figura 32 — Voltamogramas ciclicos (A) de um eletrodo de ouro solido e (B) do EPCV/AuNps-PFR 1%,
EPCV/PFR 1% e EPCV ndo modificado, em meio &cido (tamp&o BR 0,04 mol L pH 2,0).
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O voltamograma ciclico obtido do eletrodo de Au sélido (Figura 32A) mostrou
0 comportamento eletroquimico caracteristico para o referido metal, com picos anddicos
na regido de +1,18 V e um pico catddico pronunciado em +0,85 V. Tais processos sao
referentes a formacéo de 6xidos de ouro durante a varredura anddica, que permanecem
adsorvidos na superficie do eletrodo, e que sdo posteriormente reduzidos durante a
varredura catddica. Esta sequéncia de reacdes pode ser expressa por meio das seguintes
equacdes:

(DAu+H,0 - Au.OH+ H" + e~
(I Au.OH + 2H,0 - Au(OH); + 2H" + 2e~
(II1) Au(OH)3 + 3e~ + 3H" - Au + 3H,0

onde as etapas (1) e (I1) referem-se aos processos de oxidagao e a etapa (I11) ao processo
de reducdo. O produto formado na etapa (1), Au(OH)s, pode também ser representado na
forma Au203.3H20, correspondendo ao 6xido de ouro hidratado. (BURKE; NUGENT,

1997). E importante ressaltar que todo o processo é restrito a superficie eletrodica, de



88

modo que as moléculas de dgua que participam das reacdes estdo adsorvidas a superficie
do metal. (BURKE; NUGENT, 1997; WANG, Y.et al., 2013).

Verifica-se pela Figura 32B que os voltamogramas obtidos para o0 EPCV ndo
modificado e para o EPCV/PFR 1% ndo revelaram picos anddicos ou catodicos,
apresentando apenas corrente capacitiva. Entretanto, o voltamograma obtido em meio
acido para o0 EPCV/AuNps-PFR 1% mostrou um processo anodico em +1,18 V e um
processo catodico em +0,86 V, sendo que estes podem ser atribuidos ao processo redox
tipico para o Au. Deste modo, é possivel afirmar que as AuNps-PFR foram devidamente
incorporadas e mostraram eletroatividade no EPCV/AuNps-PFR 1%. Ainda, a aplicacao
de ciclos voltamétricos sucessivos ndo provocou decréscimo de corrente significativo
para os processos identificados, o que demonstra que as nanoparticulas permaneceram
estaveis no eletrodo, ndo ocorrendo sua lixiviacdo para o eletrélito de suporte. Um
comportamento semelhante ao obtido para o EPCV/AuNps-PFR 1% foi observado
também no trabalho de Plowman e colaboradores (2015), para eletrodos de carbono vitreo
modificados com AuNps estabilizadas em citrato e em brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB), e também no trabalho de Wang, Y. e colaboradores (2013), para AuNps
eletrodepositadas em eletrodos de carbono vitreo.

A influéncia das AuNps-PFR na resposta dos eletrodos foi investigada na
presenca de [Fe(CN)e]*™*. Os eletrodos foram construidos na proporcdo de 1% em
relacdo a PFR, de modo que as diferencas observadas nas respostas pudessem ser
atribuidas exclusivamente ao efeito das AuNps incorporadas a pasta. Os voltamogramas
ciclicos e espectros de impedancia obtidos sdo apresentados na Figura 33, juntamente
com os resultados referentes ao EPCV ndo modificado e ao EPCV/PFR 1%,

Figura 33 — (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica do EPCV/AuNps-
PFR 1%, EPCV/PFR 1% e EPCV ndo modificado, em meio de solucdo equimolar de
KsFe(CN)e/K3sFe(CN)e 0,010 mol L preparada em tampdo PBS 0,15 mol L (pH 6,5).
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Os valores dos parametros retirados dos voltamogramas e dos espectros de
impedancia sdo mostrados na Tabela 11. E possivel observar que um incremento
significativo na resposta de corrente € obtido ao se modificar os eletrodos com as AuNps-
PFR, além de uma substancial diminui¢do no valor da Rct pode ser percebida no espectro
de impedancia, em comparacdo ao comportamento observado para o EPCV néo
modificado e para 0 EPCV/PFR 1%. Observa-se também uma progressiva reducédo no
valor de AEp, na ordem EPCV/AuNps-PFR 1% < EPCV/PFR 1% < EPCV sem
modificacdo, demonstrando que a modificacdo dos eletrodos com as AuNps proporcionou
maior reversibilidade ao processo redox da sonda eletroquimica.

Verificou-se uma reducdo de 190,0 mV no valor de Epa comparando-se o EPCV
ndo modificado com o EPCV/PFR 1%, sugerindo um provavel efeito eletrocatalitico
causado pela modificacdo do eletrodo com a PFR. Confirma-se deste modo que 0s grupos
polares da estrutura da PFR de fato facilitam a aproximacdo e oxidacdo da sonda
eletroquimica na superficie eletrodica. Uma diminuigdo ainda maior no valor de Ep, foi
observada para o EPCV/AuNps-PFR 1%, fato que evidencia que as AUNps
potencializaram o possivel efeito eletrocatalitico ja observado para a PFR.

As melhores respostas apresentadas pelo EPCV/AuNps-PFR (maiores valores
de corrente, menor valor de AE, e menor Rc¢t) podem ser atribuidas as propriedades
caracteristicas das AuNps, como elevada condutividade e alta area superficial,
demonstrando que a modifica¢do dos eletrodos com o nanocompdsito sintetizado é um

procedimento vantajoso para a aplicacdo dos mesmos como sensores eletroquimicos.

Tabela 11 — Valores de lpa, lp, AE, € Ry obtidos para o EPCV, para o EPCV/PFR 1% e para o
EPCV/AUNps-PFR 1%.

) Epa Epc
Eletrodo lpa (nA) loc (nA) (mV) (mV) AEp (mV) Ret (€2)
EPCV 73,20 54,26 620,0 160,0 780,0 2640,4
EPCV/PFR
1% 125,37 117,33 430,0 95,0 335,0 1879,2
EPCV/AuNps-

PER 1% 20495 196,15 4000 1000 3000 401,

O valor da area eletroativa de cada um dos eletrodos estudados foi estimado

utilizando-se a equacao de Randles-Sevcik, que é apresentada a seguir:

I, = (2,69 x 10°)n*2A4 DY/*C v1/? (2)
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onde n é o nimero de elétrons transferidos na reagdo; A é a area do eletrodo (em cm?); D
é o coeficiente de difusio (7,6 x 10 cm? s para o ion [Fe(CN)s]*" a uma concentragio
de 5 mmol Lt em meio de KCI 0,1 mol LY); C é a concentracdo da espécie eletroativa
em solugdo (em mol cm™®) e v é a velocidade de varredura de potencial (em V s¥).
(BAGOTSKY, 2006; BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993). Analisando-
se a equacdo, pode-se afirmar que, para uma mesma concentracao de espécie eletroativa,
e a uma mesma velocidade de varredura, a corrente de pico dependera diretamente da
area dos diferentes eletrodos estudados.

Os resultados obtidos para a determinagdo da area eletroativa do EPCV néo
modificado, do EPCV/PFR 1% e do EPCV/AuNps-PFR 1% sédo apresentados na Figura
34 e na Tabela 12. Neste caso, optou-se por analisar o valor de I,c de cada eletrodo, a qual
é originada pelo processo de reducdo [Fe(CN)s]* + e — [Fe(CN)s]*. As areas eletroativas
estimadas sdo apresentadas em cada caso como uma média obtida a partir de trés

replicatas.

Figura 34 — Voltamogramas ciclicos do EPCV ndo modificado, EPCV/PFR 1% e EPCV/AuNps-PFR 1%
em meio de solugéo de Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L preparada em KCI 0,1 mol L (v =50 mV s1).
60
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Tabela 12 — Valores médios da area eletroativa estimados do EPCV ndo modificado, EPCV/PFR 1% e
EPCV/AuUNps-PFR 1% (n = 3 para cada um dos eletrodos).

Eletrodo -lpc (nA) Area eletroativa estimada (cm?)
EPCV néo modificado 39,98 0,048
EPCV/PFR 1% 51,85 0,062

EPCV/AuNps-PFR 1% 62,57 0,075
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E possivel observar que o valor da Iy, € consequentemente o da area eletroativa,
aumentou na ordem EPCV < EPCV/PFR 1% < EPCV/AuNps-PFR 1%. A maior area
obtida para 0 EPCV/PFR 1% em comparagdo ao EPCV pode ser uma consequéncia da
superficie mais hidrofilica do eletrodo modificado, 0 que pode ter proporcionado um
aumento na quantidade de sitios eletroativos em relacdo ao EPCV, cuja superficie €
apolar. No caso do EPCV/AuNps-PFR, uma maior area foi observada comparando-se aos
dois outros eletrodos, sendo este provavelmente um efeito da presenga das AuNps na
superficie eletrodica. No entanto, pode ser verificado a partir dos dados da Tabela 12 que
0 aumento observado para a area eletroativa deste eletrodo em relacdo aos demais nao foi
tdo pronunciado. Este fato pode estar relacionado a presenca das cadeias de PFR
envolvendo as AuNps, de modo que uma parte da superficie das mesmas pode ter sido
passivada pelo involucro de polissacarideo, e, portanto, impedido que o aumento na area
eletroativa fosse maior.

Entretanto, pode-se afirmar que, além de proporcionar um aumento na
condutividade do material, a elevada area superficial das AuNps contribuiu para aumentar
a area eletroativa do eletrodo, o que explica as melhores respostas apresentadas pelo
mesmo em comparacao aos outros eletrodos estudados. Resultados semelhantes podem
ser encontrados na literatura em trabalhos que relatam a modificacéo de eletrodos de pasta
de carbono com AuNps. Como exemplo, podem ser citados os estudos realizados por
Afkhami; Soltani-Felehgari; e Madrakian (2013) (determinacdo de cefixima com eletrodo
de pasta de carbono modificado com AuNps e nanotubos de carbono de paredes
multiplas), Afzali e colaboradores (2014) (aplicacdo de eletrodos de pasta de carbono
modificados com AuNps para a deteccdo de eugenol) e Arvand e Dehsaraei (2013)
(modificacdo de eletrodos de pasta de carbono com AuNps para quantificacdo de acido
folico em matrizes biologicas).

Para se verificar a estabilidade de resposta voltamétrica do EPCV/AuNps-PFR
1%, bem como do EPCV ndo modificado e do EPCV/PFR 1%, foram aplicados sobre os
mesmos uma série de 100 ciclos voltamétricos consecutivos. Tais medidas foram
realizadas na presenca da sonda eletroquimica e com v = 50 mV s™. A estabilidade de
resposta foi avaliada por meio da variagdo nos valores de lpa € Epa, resultantes dos

voltamogramas obtidos. A Figura 35 mostra os resultados obtidos.
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Figura 35 — Estabilidade de resposta do EPCV/AuNps-PFR 1%, do EPCV/PFR 1% e do EPCV ndo
modificado analisada em termos da variagdo da (A) lpa € do (B) Epa em fungdo do numero de ciclos
voltamétricos.
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As porcentagens de variagéo calculadas para cada eletrodo sdo apresentadas na
Tabela 13. Apesar da menor varia¢éo no valor de lpa ter sido observada para o EPCV néo
modificado, verificou-se que mesmo apos a varredura de 100 ciclos sucessivos uma
variacao de apenas 3,80% foi obtida para 0 EPCV/AuNps-PFR 1%. Em relacéo ao Eps, 0
EPCV/AuNps-PFR 1% apresentou um comportamento superior aos demais eletrodos
estudados, ja que nenhuma variacédo foi observada para este parametro durante a aplicacéo
dos 100 ciclos voltamétricos. Assim, pode-se sugerir que mesmo apos a incorporacgdo das
AuNps-PFR, 0 EPCV/AuUNps-PFR 1% mostrou uma resposta estavel.

Tabela 13 — Porcentagens de variacdo nos valores de Ip. € de Epa calculadas para o EPCV ndo modificado,
EPCV/PFR 1% e EPCV/AuUNps-PFR 1% apds varredura de 100 ciclos voltamétricos sucessivos na presenca
da sonda eletroquimica [Fe(CN)g]3"*.

Variacao (%)

Eletrodo
lpa Epa
EPCV néo modificado 0,95 1,82
EPCV/PFR 1% 9,49 6,98
EPCV/AuNps-PFR 1% 3,80 0,00

Neste sentido, pode-se afirmar que a boa estabilidade de resposta voltamétrica
alcancada para o EPCV/Au-Nps-PFR 1% consiste, juntamente com os demais resultados
de caracterizagdo apresentados anteriormente, um fator preponderante para a aplicagéo
deste como sensor eletroquimico, além de confirmar o fato de que a modificagdo dos

eletrodos com as AuNps-PFR realmente melhora as suas propriedades.
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5.4 DETERMINACAO DO AGENTE ANTITUMORAL 5-FLUOROURACIL (5-FU)

5.4.1 Comportamento voltamétrico

Para se verificar a eletroatividade do analito 5-FU sobre os eletrodos
desenvolvidos, estudos foram conduzidos por voltametria ciclica, empregando uma
concentragéo fixa de 5-FU igual a 9,09 x 10 mol L, em meio de tamp&o BR 0,04 mol
L em pH 8,0. Os voltamogramas obtidos na faixa de 0,8 a 1,3 V (vs. Ag/AgCl) séo
mostrados na Figura 36.

Figura 36 - Voltamogramas ciclicos do EPCV ndo modificado, do EPCV/PFR 1% e do
EPCV/AuUNps-PFR 1% na presenga de 9,09 x 10 mol L de 5-FU, em meio de tampdo BR 0,04 mol L
pH 8,0. As linhas pontilhadas representam os voltamogramas dos mesmos eletrodos na auséncia dos
analitos (v =50 mV s1).
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Verifica-se pelos voltamogramas apresentados acima que, na auséncia do
analito, ndo foram observados picos de corrente para henhum dos eletrodos estudados.
Isto evidencia que os mesmos ndo apresentam resposta eletroquimica na faixa de
potencial estudada, possuindo, dessa forma, apenas corrente capacitiva.

Na presenca de 5-FU um pico anddico foi observado para todos os eletrodos,
correspondendo ao processo de oxidacao do farmaco na superficie dos mesmos. -Nenhum
processo catddico foi observado nas varreduras voltamétricas reversas, indicando que a

oxidacéao do 5-FU como um processo irreversivel. Tais resultados se assemelham a outros
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trabalhos que reportam a determinacdo eletroanalitica de 5-FU sobre eletrodos
confeccionados a base de materiais de carbono (GOYAL; SINGH; ABDULLAH, 2002;
HUA, et al., 2013; SATARADDI; NANDIBEWOOR, 2011; SATYANARAYANA et
al., 2015; SHAH et al., 2012).

Segundo Zhan e colaboradores (2011), o mecanismo para a oxidacao
eletroquimica do 5-FU envolve 1 préton e 1 elétron, e pode ser explicado por meio da
sequéncia de reag0es mostradas na Figura 37. A reacéo inicial ocorre com a remogéo de
1 elétron do atomo de N na posicao 1 da molécula de 5-FU (1), resultando em um cation-
radical (2), que prontamente sofre desprotonacdo e fornece a correspondente espécie
radicalar estabilizada por ressonancia (3). Na sequéncia, duas espécies radicalares (3 e 4)
combinam-se e formam uma isopirimidina dimérica (5). Na ultima etapa da reacdo, a
espécie (5) sofre hidratacdo e fornece a espécie (6) como produto final. Pode-se assumir
0 mecanismo descrito como sendo de natureza eletroquimica-quimica, uma vez que
existem etapas quimicas (desprotonacdo, dimerizacdo e hidratacdo) acopladas a

transferéncia eletrénica.

Figura 37 — Provavel mecanismo do processo de oxidacdo eletroquimica do 5-FU sobre os eletrodos
estudados.
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Fonte: Adaptado de ZHAN et al., 2011.

Verifica-se a partir da Figura 36 que o voltamograma para o EPCV/AuNps-PFR
1% na presenca do analito apresentou maiores valores de lpa (15,74 nA) comparando-se
com o EPCV/PFR 1% (11,37 pA) e com o EPCV sem modificagdo (10,75 pA). Além
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disso, uma reducdo de 50 e 30 mV no valor de Ep, foi obtida para 0 EPCV/AuNps-PFR
1% (Epa = 1,11 V) comparando-se com 0 EPCV/PFR 1% (Epa = 1,16 V) e com 0 EPCV
ndo modificado (Epa = 1,14 V), respectivamente. Como a concentracdo de 5-FU
empregada neste estudo foi a mesma para todos os eletrodos, pode-se atribuir que o
aumento nos valores de corrente e a diminui¢do no potencial de oxidacdo séo evidéncias
do efeito eletrocatalitico causado pelas AuNps-PFR, que possibilitaram uma transferéncia
eletrdnica mais rapida entre o 5-FU e a superficie do eletrodo, em comparacdo aos
demais. Este comportamento pode ser atribuido a elevada condutividade das AuNps,
aliada a0 aumento na area ativa proporcionado pela incorporacdo de tais nanoestruturas
aos eletrodos.

O mecanismo apresentado na Figura 37 foi confirmado por meio da
determinacdo do nimero de elétrons envolvidos na reacdo de oxidacdo do 5-FU sobre o
EPCV/AuNps-PFR. Para tanto, um estudo por VC com o eletrodo em questdo foi
realizado na presenca de 9,09 x 10 mol L do farmaco, variando-se a velocidade de
varredura de potencial entre 50 a 100 mV s, sendo que o niimero de elétrons envolvidos
na oxidacdo do mesmo foi determinado aplicando-se aos dados obtidos a equacdo de
Laviron (LAVIRON, 1979):

RT

— [oO
Epq = E° + (1—a)nFlnv (3

onde E° é o potencial formal (dado em V), R é a constante universal dos gases ideais
(8,314 J Kt mol 1), T é a temperatura (294,5 K neste experimento), a é o coeficiente de
transferéncia eletronica, n € o numero de elétrons envolvidos na reacdo estudada, F é a
constante de Faraday (96485,332 C mol™?) e v é a velocidade de varredura de potencial
(dadaem V st). Assim, o valor de n pode ser determinado pelo coeficiente angular obtido
por meio da regressdo linear do grafico entre o Epa € 0 logaritmo neperiano da velocidade

de varredura, assim como mostrado na Figura 38.
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Figura 38 — Grafico de Ep, contra In v do EPCV/AuNps-PFR 1% na presenca de 9,09 x 10 mol L de 5-
FU, com v variando de 50 a 100 mV s,
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A reta gerada pela regressdo linear obtida para o grafico representado acima é
descrita pela equacgdo: Epa = 1,24001 + 0,0414In v, com R = 0,997. Sabendo-se que, para
um processo irreversivel, o valor de o pode ser considerado igual a 0,5
(SATYANARAYANA et al., 2015), o valor de n resultante da aplicacdo da equacao foi
igual a 1,22, o qual é muito préximo do nimero de elétrons envolvidos no mecanismo da
Figura 36. Além disso, o resultado obtido se assemelha ao encontrado no trabalho de
Satyanarayana e colaboradores (2015), que determinaram n como sendo igual a 1,12 para
estudos com um ECV modificado com nanotubos de carbono e AuNps para deteccdo de
5-FU.

5.4.2 Influéncia da velocidade de varredura de potencial (v)

Com a finalidade de se determinar a natureza do transporte de massa envolvido
na reacdo de oxidacdo do 5-FU sobre 0 EPCV/AuNps-PFR 1%, foi realizado um estudo
de variacdo da velocidade de varredura, por meio de VC. As medidas foram realizadas
variando-se a v no intervalo de 10 mV s a 100 mV s. Empregou-se uma concentragéo
fixa de 5-FU igual a 4,76 x 10* mol L?, e como eletrdlito de suporte o tamp&o

BR 0,04 mol Lt em pH 8,0. Os voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39 — Voltamogramas ciclicos obtidos para 4,76 x 10 mol L™ de 5-FU, em meio de tamp&o BR 0,04
mol Lt em pH 8,0, com v variando de 10 a 100 mV s,
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Verifica-se que o aumento na velocidade de varredura foi acompanhado por um
aumento de corrente no processo de oxidagdo do 5-FU, com um pequeno deslocamento
do potencial de pico para valores mais positivos. Segundo a literatura (BRETT; BRETT,
1993; WANG, J., 2001), processos irreversiveis controlados por difusdo sdo descritos

pela seguinte equacao:
Lq = (299 x 10°) n(ang)*/?4 DY/*C v*/? (4)

onde na é o nimero de elétrons envolvidos na etapa de transferéncia de carga (etapa
determinante da velocidade da reacdo) e « é o coeficiente de transferéncia eletrbnica.
Assim como no caso de processos reversiveis, como descrito pela equacdo de Randles-
Sevcik (equacdo 1), o valor da corrente de pico (lp) esta relacionado de maneira linear
com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v'/?).

Se, ao contrario, 0 processo redox ocorrer na superficie eletrédica segundo um
mecanismo adsortivo, o valor de I, dependera de modo linear do valor de v. Isto € previsto
pela seguinte equacdo:

n?F?

I, = ATl
p ART 4 (5)

onde: n € o nimero de elétrons transferidos na reacdo; F é a constante de Faraday (96
485,3365 C mol™); R é a constante universal dos gases ideais (0,082 atm L mol*K™?); A



98

é a area do eletrodo (em cm?); I" é a concentracdo da espécie eletroativa adsorvida na
superficie do eletrodo (mol cm?) e v é a velocidade de varredura de potencial
(em V s). (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1993).

Para se determinar se o processo de oxidacdo do 5-FU na superficie do
EPCV/AuUNps-PFR 1% é controlado por difuséo ou adsorcéo, gréaficos dos valores de Ipa
foram plotados em funcdo dos valores de v e v, sendo 0os mesmos representados na
Figura 40.

Figura 40 — Correlacdes de (A) lpavs.v*? € (B) lpa vs.v do EPCV/AUNps-PFR 1% na presenca de 4,76 x 10°
4 mol L? de 5-FU.
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Verifica-se que correlagdes lineares foram obtidas tanto para o grafico de Ipa vs.
V2 (lpa (UA) = 7,282 + 1,141vY2 (mV s1); R = 0,997) quanto para o de lpavs. v (Ipa (LA)
= 10,775 + 0,083v (mV s?); R = 0,991). A principio, pode-se tomar o processo de
oxidacdo do 5-FU sobre o0 EPCV/AuNps-PFR 1% como sendo controlado por difuséo,
uma vez que os pontos ajustaram-se melhor a reta obtida pela regressao no gréafico de lpa
vs. v'2 em comparacio ao ajuste dos pontos no grafico de lpa vs. v. Entretanto, dada a boa
linearidade obtida nos dois casos, ndo foi possivel definir com exatiddo por este método
a natureza do transporte de massa envolvida na oxidacdo do 5-FU.

Uma maneira se de confirmar a natureza de qualquer processo redox sobre uma
superficie eletrédica consiste na utilizacao da relacdo de duplo logaritmo entre a lpa e a v,
assim como realizado no trabalho de Shih e colaboradores (2004). Esta metodologia é
baseada nas seguintes deducdes:

(1 Assim como descrito anteriormente, processos irreversiveis controlados por

difusdo sdo descritos pela equacao:

Lo = (2,99 x 10°) n(an,)'/2A D¥/2C v*/? (6)
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Aplicando-se o logaritmo (base 10) na equacdo (3) obtém-se:

log(Iya) = 10g[(2,99 x 10%) n(an,)*/?A DY2C] + log(v/?)

(7)
Esta equacédo pode ser reduzida a:
1 ®)
log(Ipa) = constante + Elog(v)
Aplicando-se derivadas parciais e rearranjando, obtém-se:
dlo
inclinagao = 0,5 = g( a) 9)

alogv

(i) Para processos controlados por adsor¢do (lpax v), 0 mesmo tratamento

mostrado acima para a equacdao (5) pode ser dado a equacéo (4):

nZFZ
log(Ip) = log<4RT A 1") +logv (10)
log(I,,) = constante + log(v) (11)
dlo
inclinagao = 1,0 = g( pa) (12)
“dlogv logv

Assim, segundo a equacdo 5, uma inclinagéo do gréfico de log Ipavs. log v igual
a 0,5 é obtida no caso de processos puramente difusionais, enquanto que quando o
processo € inteiramente adsortivo, uma inclinacdo de 1,0 é obtida para o0 mesmo gréfico,
de acordo com a equacéo (8). Portanto, inclina¢Ges no intervalo entre 0,5 e 1,0 sdo um
indicativo de mecanismos mistos, controlados simultaneamente por difusdo e adsorcao.
(SHIH, Y. etal., 2004).

A relacdo do duplo logaritmo descrita anteriormente foi aplicada ao sistema em
estudo, a fim de se confirmar a possivel natureza difusional do processo de oxidacao do
5-FU sobre o EPCV/AuNps-PFR. O gréafico resultante € mostrado na Figura 41.
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Figura 41 — Relagdo do duplo logaritmo (log Iavs. log v) obtida para o 5-FU.
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A correlagdo do duplo logaritmo obtida é descrita pela equacao: log(lpa) = 0,787
+ 0,238 log(v), com R = 0,993. Assim pode-se confirmar a natureza difusional do
processo de oxidacdo do 5-FU sobre o EPCV/AuNps-PFR 1%, uma vez que a inclinacao
da reta obtida pela regressdo linear aproxima-se mais de 0,5 (valor caracteristico para
mecanismos difusionais) do que de 1,0 (inclinacdo para mecanismos adsortivos), sendo
este um fato favordvel para este eletrodo em aplicagbes quantitativas. O valor do
coeficiente angular encontrado é semelhante também ao obtido no trabalho de Pattar e
Nandibewoor (2015) (0,36) para determinacédo de 5-FU com ECV modificado com 6xido
de grafeno reduzido e quitosana.

O efeito eletrocatalitico causado pelas AuNps-PFR para o processo de oxidacdo
do 5-FU na superficie dos eletrodos modificados foi confirmado segundo a teoria
polarografica do eletrodo estacionario, proposta por Nicholson e Shain (1964). Gréaficos
foram construidos plotando-se o valor da razdo lpa/v*2 contra v, tendo-se observado um
perfil tipico para reacdes cataliticas com processo irreversivel de transferéncia eletronica
(Figura 42). (NICHOLSON; SHAIN, 1964). Isto corrobora com a natureza irreversivel
do mecanismo apresentado na Figura 37 e com valores menos positivos de Epa
encontrados para a oxidagao do 5-FU sobre o EPCV/AuNps-PFR 1%.
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Figura 42 — Grafico da relagdo Iy, v2 em funcdo da velocidade de varredura de potencial.
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5.4.3 Influéncia do pH na resposta voltamétrica do 5-FU

O pH do eletrélito de suporte € considerado um dos parametros de maior
importancia para o desempenho analitico de um sensor, influenciando muitas vezes de
maneira direta a resposta eletroquimica do mesmo durante a deteccdo do analito. (HONG;
ZHU; ZHANG, 2012). Dado o envolvimento de prétons no mecanismo de oxidacgédo
eletroquimica do 5-FU, é possivel inferir que o pH do meio tera influéncia direta sobre a
resposta do EPCV/AuNps-PFR na presenca do analito. A fim de que esta influéncia fosse
avaliada, e para que se encontrasse um valor de pH 6timo para as analises subsequentes,
estudos por meio de VPD com o0 EPCV/AuNps-PFR 1% foram realizados na presenca de
476 x 10* mol L' de 5-FU tilizando-se o tampio BR
0,04 mol L™* como eletrélito de suporte, variando o valor de pH na faixa de 2,0 a 10,0. Os
voltamogramas obtidos, assim como as relagdes de Epa e Ipa em funcdo do valor de pH
sdo mostrados na Figura 43. A técnica de VPD foi escolhida pelo fato de que fornece
picos de corrente mais definidos e com uma sensibilidade superior aos obtidos com a VVC.
(BRETT; BRETT, 1993; WANG, J., 2001). Devido a isso, esta foi 0 método empregado

também para todos os estudos posteriores.
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Figura 43 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial do EPCV/AuNps-PFR 1% na presenca de
4,76 x 10 mol L™ de 5-FU, em meio de tamp&o BR 0,04 mol L%, com valores de pH variando na faixa de
2,0 a2 10,0 (pardmetros utilizados: amplitude de pulso = 75 mV; tempo de pulso = 75 ms; Esep = 10 mV; v
=50 mV s?). (B) Relagdes de Epa € I, em funcéo do pH obtidas a partir dos voltamogramas.
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Pode-se observar na Figura 43A que o 5-FU apresentou resposta voltamétrica
sobre 0 EPCV/AuNps-PFR para toda a faixa de pH estudada, sendo que um maximo de
corrente foi obtido em pH 8,0. Assim, todas as anélises posteriores foram realizadas neste
pH, devido a melhor resposta de corrente obtida.

Pode-se observar que a corrente gerada pela oxidacdo do 5-FU sobre o
EPCV/AuNps-PFR 1% seguiu uma tendéncia de aumento até pH 8,0, onde atinge um
patamar maximo, e em seguida apresenta uma queda brusca nos pHs 9,0 e 10,0. Este
comportamento pode ser justificado sabendo-se que o valor de pKa para o analito € igual
a 8,1 (HONG et al., 2010), sendo este correspondente a desprotonacdo do &tomo de
nitrogénio designado como N3 no equilibrio apresentado na Figura 44. A desprotonacgdo
em Ni também pode ocorrer, sendo observada em valores de pH acima de 13,0.
(PENDEKAL; TEGGINAMAT, 2012).

Figura 44 — Desprotonagdo do 5-FU.
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Fonte: Adaptado de JANG et al., 2001.

Sabe-se que se pH > pKa, a base conjugada predomina em solucéo e a maior

parte das moléculas do analito estardo negativamente carregadas. (ANDRADE et al.,
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2009). Além disso, é importante destacar que 0 EPCV/AuNps-PFR 1% possui também
cargas negativas em sua superficie, como uma consequéncia da presenca das AuNps-
PFR. Assim, para as medidas realizadas em pH > 8,0, seria esperado que ocorresse uma
repulsdo eletrostatica entre o 5-FU e o EPCV/AuNps-PFR 1%, o que dificultaria a
aproximacéo do analito ao eletrodo, minimizando a corrente gerada pela sua oxidacao.
De fato, para valores de pH superiores ao pKa do 5-FU, os valores de l,a foram menores,
0 que estd em concordancia com o esperado.

Observa-se na Figura 43B que houve um deslocamento no valor de Epa para
valores menos positivos com o aumento do pH do eletrdlito suporte. Este deslocamento
pode ser justificado com base no fato de que prétons estdo envolvidos na reacdo de
oxidacgéo do 5-FU. Segundo o mecanismo apresentado na Figura 37, a segunda etapa da
oxidacdo ocorre com a remocdo de 1 proton do intermediario designado como (2). Neste
sentido, pode-se afirmar que em pHs mais bésicos tal desprotonacdo ocorre mais
facilmente, como consequéncia deste fato, o analito sera oxidado em um potencial mais
baixo. O contrario é observado em pHs acidos, pois um potencial mais alto foi necessario
para que os préotons pudessem ser removidos da molécula, culminando com sua oxidacéo.

Uma relagéo linear foi observada entre o Epa € 0 pH do eletrolito suporte, com
uma inclinacio igual a -69,0 mV pH™* (Epa (vs. Ag/AgCI) = 1,63 — 0,069 pH; R = 0,998).
Este valor aproxima-se da inclinacdo nernstiana tedrica de -59,0 mV pH™ para
mecanismos em que 0 himero de prétons e elétrons transferidos no processo € 0 mesmo.
(CALACA et al., 2016; CALIXTO; SANTOS; CAVALHEIRO, 2014; KISSINGER;
HEINEMAN, 1996). Além disso, o valor aproximou-se do encontrado nos trabalhos de
Satyanarayana e colaboradores (2015) (-62 mV pH?, para determinagdo de 5-FU com
ECV modificado com AuNps e nanotubos de carbono de paredes multiplas) e de Pattar e
Nandibewoor (2015) (-65 mV pH*, para determinagdo de 5-FU com ECV modificado
com 6xido de grafeno reduzido e quitosana).

5.4.4 Influéncia do eletrolito de suporte

O tipo de eletrolito suporte a ser utilizado nas medidas eletroquimicas é outro
parametro importante a ser estabelecido. Este pode modificar a termodinamica e a cinética

do processo eletrodico, assim como o transporte de massa no interior da célula
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eletroquimica tendo, portanto, influéncia direta sobre a resposta eletroquimica do eletrodo
de trabalho. (AGOSTINHO et al., 2004; JOSEPH; KUMAR, 2010). Como a reacédo de
oxidagédo do 5-FU apresentou dependéncia em relacdo ao pH, foram escolhidos cinco
meios tamponantes para serem testados para o farmaco, todos com pH ajustado para 8,0,
os quais foram: tampéo PBS 0,15 mol L, tamp&o Mcllvaine, tamp3o BR 0,04 mol L?,
tampdo H3BO3.KCI — NaOH e tampdo fosfato. Os voltamogramas ciclicos obtidos com o
EPCV/AuNps-PFR 1% para 4,76 x 10 mol L™*de 5-FU s&o mostrados na Figura 45.

Figura 45 — Voltamogramas de pulso diferencial do EPCV/AuNps-PFR 1% na presenca de 4,76 x 10 mol
L de 5-FU, em diferentes tipos de solucio tamp&o, em pH 8,0 (pardmetros utilizados: amplitude de pulso
=75 mV; tempo de pulso = 75 ms; Esep = 10 mV;v =50 mV s%).
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Verifica-se que a natureza do eletrélito influenciou a resposta do EPCV/AuNps-
PFR para o 5-FU, uma vez que pequenos deslocamentos de potencial e diferencas na
magnitude da lpa foram observados comparando-se os diferentes eletrolitos testados. Para
os tampdes Mcllvaine e PBS observou-se um deslocamento do potencial de pico para
valores menos positivos em relacdo ao comportamento observado para 0s outros
eletrolitos. Apesar do valor de potencial de pico para o tampao BR ter sido um pouco
mais positivo do que os observados para os dois tampdes anteriores, observa-se que um
consideravel incremento de corrente foi obtido para este eletrélito frente as demais
solugdes (tampéo Mcllvaine = 11,73 pA,; tampéo fosfato = 12,93 pA; tampao HzBO3.KCI
= 13,28 pA,; tampédo PBS = 11,48 pA; tampdo BR = 21,28). Assim, selecionou-se o
tampé&o BR (em pH 8,0) para todas as analises subsequentes.
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5.4.5 Otimizacdo dos parametros instrumentais da VPD

A fim de que uma maior intensidade de corrente fosse alcancada para a
determinacéo de 5-FU com o EPCV/AuNps-PFR, os parametros instrumentais da VPD
tempo de duracgdo do pulso de potencial (tpuiso), Velocidade de varredura de potencial (v)
e amplitude do pulso de potencial (apuso)foram otimizados por meio de um estudo
univariado. Empregou-se para a otimiza¢io uma concentragdo fixa e igual a 4,76 x 10
mol L de 5-FU, com todas as medidas realizadas em solucio tamp&o BR 0,04 mol L
em pH 8,0. As faixas estudadas para cada parametro foram: (i) tpuiso = 10 ms — 100 ms,
coOM tpadrao = 75 ms; (ii) v =10 mV s — 100 mV s, com vpadrao = 30 mV s%; e (iii) apuiso
=10 mV — 150 mV, com @apadrao = 75 MV. Assim como ja sugerido, cada parametro foi
avaliado individualmente, sendo os outros dois fixados em seus valores padrdes
(definidos com base nos trabalhos de Satyanarayana e colaboradores (2015) e de Zhan e
colaboradores (2011)) ou entdo no valor ja otimizado.

Inicialmente, otimizou-se 0 tpuso, que foi variado na faixa mencionada
anteriormente, com a v e a apuiso fixadas em 30 mV s e 75 mV, respectivamente. Os
voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 46. Pode-se observar um leve
deslocamento no Epa para valores menos positivos com o aumento no valor de tpuso. Além
disso, verifica-se que intensidade de corrente aumentou até 20 ms, com um decréscimo
substancial ocorrendo a deste valor. estabeleceu-se  um

partir Portanto,

tpuiso = 20 ms para as analises posteriores.

Figura 46 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial do EPCV/AuNps-PFR na presenca de 4,76 x 10 mol
L de 5-FU em tampdo BR 0,04 mol L™ pH 8,0, variando-se 0 touiso de 10 a 100 ms, com v =30 mV st e
apuiso = 75 mV. (B) Correlagéo obtida entre a lpa € 0 touso, COM 0 tempo escolhido em destaque.
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A sequir, foi estudado o efeito da variacdo da v na resposta do eletrodo
modificado para o 5-FU. Para isso, 0 tpuso foi fixado no valor j& otimizado de 20 ms, e a
apuiso foi mantida em 75 mV. Pode-se perceber pelos resultados mostrados na Figura 47
que um pequeno deslocamento de potencial para valores mais positivos ocorre ao se
aumentar o valor de v. Nota-se ainda que houve um crescimento linear no valor de Iy, até
40 mV s?, e que, a partir desta velocidade, a intensidade de corrente permaneceu
praticamente constante. Assim, estabeleceu-se 40 mV s como o valor 6timo de v para a

determinacéo do analito em estudo.

Figura 47 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial do EPCV/AuNps-PFR na presenca de 4,76 x 10 mol
L de 5-FU em tamp&o BR 0,04 mol L pH 8,0, variando-se a v de 10 a 100 mV s, com tpus= 20 ms e
apuiso = 75 mV. (B) Correlacdo obtida entre a I,a € a v, com a velocidade escolhida em destaque.
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Por fim, foi realizada a otimizacdo do valor da apuiso, fixando-se nos valores
otimizados 0 touiso € @ v (20 ms e 40 mV s, respectivamente). Pelos voltamogramas da
Figura 48, verifica-se que um deslocamento no valor de Epa para valores menos positivos
foi obtido ao se aumentar a apuso. Adicionalmente, pode-se notar que houve um
crescimento linear na intensidade de Ipa até a méaxima apuiso testada. Apesar de um pequeno
alargamento do pico ter sido observado com o aumento da apuiso, €Stabeleceu-se como

valor 6timo 150 mV, devido a maior intensidade de corrente alcancada.
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Figura 48 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial do EPCV/AuNps-PFR na presenca de 4,76 x 10 mol
L de 5-FU em tampdo BR 0,04 mol L™ pH 8,0, variando-se a apuiso de 10 a 150 mV, com tyuse= 20 ms e v
= 40mV s, (B) Correlacdo obtida entre a I, € a aguiso, COM @ amplitude escolhida em destaque.
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A Tabela 14 mostra os valores otimizados dos parametros instrumentais da VPD
para a determinacdo de 5-FU utilizando-se o0 EPCV/AuNps-PFR. Com 0s parametros

estabelecidos, curvas analiticas para o analito foram obtidas, como sera mostrado a seguir.

Tabela 14 — Pardmetros instrumentais da VPD otimizados para a determinagdo de 5-FU com o
EPCV/AuUNps-PFR.

Parametro Faixa estudada! Valor otimizado
Tempo de pulso (tpuiso) 10 ms — 100 ms 20 ms
Velocidade de varredura (v) 10 mV s*—100 mV s* 40 mV st
Amplitude de pulso (apuiso) 10 mV — 150 Mv 150 mV

Valores baseados nos trabalhos de Zhan e colaboradores (2011) e de Satyanarayana e colaboradores
(2015).

5.4.6 Obtencdo de curvas analiticas

Apds a otimizacdo das variaveis experimentais (pH, tipo de eletrélito de suporte
e parametros voltamétricos), curvas analiticas foram obtidas para o 5-FU empregando-se
0 EPCV/AuNps-PFR 1% por meio de VPD, na faixa de concentracéo 2,99 x 10™ a 2,34
x 10 mol L. Foi utilizada uma solucdo estoque do analito de concentragdo 1,0 x 102
mol L?, com adicBes de aliquotas de 30 uL a célula eletroquimica. Para fins de
comparacao, curvas analiticas nas mesmas condic¢des descritas foram construidas para o
EPCV nédo modificado e para o EPCV/PFR 1%. Os resultados obtidos sdo apresentados
na Figura 49.
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Figura 49 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com 0 EPCV/AuNps-PFR 1% na faixa de 2,99
x 10 a 2,34 x 10 mol L* de 5-FU, em tamp&o BR 0,04 mol L* pH 8,0, comt=20ms, v=40 mV s?; a
=150 mV e Esep = 10 mV. (B) Curvas analiticas obtidas para o EPCV/AuNps-PFR 1%, EPCV/PFR 1% e
EPCV ndo modificado (média de trés determinac@es para cada eletrodo).
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Como pode ser observado, as curvas analiticas indicaram um aumento linear do
valor de I, com 0 aumento da concentracdo de 5-FU dentro da faixa estudada para cada
um dos eletrodos. Entretanto, observa-se que a inclinacdo obtida para a curva analitica do
EPCV/AuNps-PFR 1% foi superior as observadas para os demais eletrodos, evidenciando
assim sua maior sensibilidade ao farmaco em estudo. Pode-se atribuir que o melhor
desempenho analitico do EPCV/AuNps-PFR 1% €é uma consequéncia das propriedades
do nanocomposito sintetizado, ja citadas anteriormente. A maior sensibilidade alcancada
sugere, portanto, um aumento na potencialidade de aplicacéo do sensor desenvolvido para
a determinacdo de 5-FU.

As equac0es das retas obtidas pela regressdo linear das trés curvas analiticas sdo
mostradas na Tabela 15, juntamente com o valor da sensibilidade para cada eletrodo

(estimada pelo coeficiente angular de cada curva) e os respectivos coeficientes de
correlacéo.
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Tabela 15 — Parametros analiticos obtidos a partir da regressdo linear das curvas para a determinagéo de 5-
FU com o EPCV ndo modificado, EPCV/PFR 1% e EPCV/AuUNps-PFR 1%.

Eletrodo
Parametro 2 -
EPC_\( nao EPCV/PER 1% EPCV/AuNps-PFR
modificado 1%
Faixa linear
estudada (umol L 29,9 -234,0 29,9 -234,0 29,9 -234,0
D)
~ |pa = -1,051 + |pa = '1,193 + Ipa = '0,853 +
Fquagdo dareta  g9q96 180 (Copy)  73129,246 (Csru)  153467,874 (Cs.ru)
Coeficiente de 0,999 0,999 0,098
correlacdo (R)
Sensibilidade
(A Mol L) 69,996 73,129 153,874

O aumento linear da I,a com 0 aumento na concentragdo de 5-FU possibilitou o
calculo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para cada eletrodo estudado.
O LD pode ser definido como a mais baixa concentracdo de analito que pode ser
detectada, porém ndo quantificada, pelo método empregado com um nivel de certeza
razodvel, de modo que o sinal analitico produzido seja distinguivel do ruido do
equipamento. (ARMBRUSTER; PRY, 2008; ANALYTICAL METHODS
COMMITTEE, 1987). O LQ, por sua vez, é definido como a menor quantidade de analito
que pode ser detectada e quantificada pelo método com um elevado nivel de certeza,
consistindo em um valor maior que o LD. (ARMBRUSTER; TILLMAN; HUBBS, 1994;
CURRIE, 2004).

O LD e o LQ para a determinacao de 5-FU para os diferentes eletrodos foram
calculados da maneira recomendada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2003), por meio das seguintes equacoes:

53 beP Lo = w (13)

onde DP € o desvio padréo do intercepto com o eixo Y de trés curvas analiticase b é a
inclinacdo ou coeficiente angular da curva estatistica (construida a partir de trés curvas
analiticas). Os valores de LD e LQ obtidos para cada um dos eletrodos sdo mostrados na
Tabela 16.
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Tabela 16 — Valores de LD e LQ obtidos para a determinacdo de 5-FU com o EPCV ndo modificado,
EPCV/PFR 1% e EPCV/AuUNps-PFR 1%.

Eletrodo LD (umol L?) LQ (umol L1)
EPCV ndo modificado 7,29 24,30
EPCV/PFR 1% 5,35 17,84
EPCV/AuNps-PFR 1% 0,66 2,22

A partir dos valores de LD e LQ obtidos para cada eletrodo, pode-se verificar
novamente a maior sensibilidade e desempenho analitico superior do EPCV/AuNps-PFR
1%, pois valores inferiores para os dois parametros foram encontrados para este eletrodo
em comparacdo aos demais. O LD e o LQ alcancados para o EPCV/AuNps-PFR 1%
podem ser considerados como satisfatérios para a determinacdo de 5-FU em amostras de
medicamentos e de fluidos bioldgicos. Além disso, os valores encontrados sao
comparaveis aos obtidos em outros trabalhos reportados na literatura que utilizam
métodos eletroanaliticos, cromatograficos, espectrofotométricos e eletroforéticos, como

pode ser visto na Tabela 17.
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Tabela 17 — Valores de LD e de LQ obtidos para a determinacdo de 5-FU por diferentes trabalhos reportados
na literatura.

] LD LQ .
Método Eletrodo (umol L% (umol L) Referéncia
ECV/AuNps- SATYANARAYANA
VPD NTC! 0,020 - etal.. 2015
VPD EPC/LI? 0,013 - ZHAN et al., 2011
VC ECV/AB/NTC? 0,270 - HUA et al., 2013
ECV na presenca SATARADDI;
VPD Present 0,020 7.100 NANDIBEWOOR,
de CETAB 2011
VPD ECV/PPBC/DNAS 2,383 - ZEYBEK et al., 2015
6 WANG, S.; FU:;
VOQ SPE/AuNps 0,769 - DING, 2012
HURTADO-
EC’ - 1,922 6,380 SANCHEZ et al.,
2015
PROCHAZKOVA et
EC - 13,223 - al.. 2001
HPLC?® - - 0,768 ZHU et al., 2012
1o SVOBAITE etal.,
LC-MS - - 0,769 2010
10 ALCANTARA et al.,
LC - 1,538 1,922 2010
HPLC - - 7,688 SANSON et al., 2011
1 j j FARQUHARSON et
SERS 15,38 . 2005
UV-VIS - 3,08 - BADEA et al., 2002
SUN, H.: LI; CHEN
12 ) 1 1 )
QL - 0,231 - 5007
EPCV/AuNps-
VPD PER 1% 0,66 2,22 Este trabalho

'ECV/AUNps-NTC: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro e nanotubos de
carbono de paredes mdltiplas; 2EPC/LI: eletrodo de pasta de carbono modificado com liquido iénico
(hexafluorofosfato de 1-butilpiridinio); SECV/AB/NTC: eletrodo de carbono vitreo modificado com azul
de bromotimol e nanotubos de carbono de paredes multiplas; *CETAB: brometo de cetiltrimetilaménio;
SECV/PPBC/DNA: eletrodo de carbono vitreo modificado com poli(plrpura de bromocresol) e DNA,;
®SPE/AuNps: eletrodo impresso modificado com nanoparticulas de ouro; EC: eletroforese capilar; 8HPLC:
cromatografia liquida de alta eficiéncia; °LC-MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas; °LC: cromatografia liquida; 'SERS: espectroscopia Raman amplificada por superficie; 2QL:
quimioluminescéncia.

A precisdo do EPCV/AuUNps-PFR 1% para a determinagdo de 5-FU foi avaliada
por meio da determinacgéo dos niveis de repetibilidade (preciséo intra-corrida) e precisdo
intermediaria (precisa inter-corrida) da resposta voltamétrica gerada pelo sensor na

presenca do analito, assim como a partir do nivel de reprodutibilidade de preparacéo do



112

eletrodo modificado. Para a determinacéo da repetibilidade de medida foi realizada uma
série de dez medidas (n = 10) de VPD sucessivas, nas condi¢es experimentais otimizadas
e no mesmo dia, com 0 EPCV/AuNps-PFR 1% na presenca de 5,96 x 10° mol L* de 5-
FU. A precisdo intermediria, por sua vez, foi avaliada por meio da realizacao de cinco
medidas (n = 5) com um mesmo EPCV/AuNps-PFR 1%, em dias e em solucGes
diferentes, igualmente na presenca de 5,96 x 10 mol L™ do analito. Para a determinacio
da reprodutibilidade de preparacéo dos eletrodos, foram preparados cinco EPCV/AuNps-
PFR 1%, e cada um deles testado na mesma concentracdo empregada nos estudos
anteriores.

Os resultados de repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade de
preparacdo do eletrodo foram expressos em termos de porcentagem de desvio padrdo
relativo & média (%DPR) entre as lpa 0Obtidas, sendo este calculado por meio da seguinte

relacao:

S
%DPR = = x 100% (14)

onde s é a estimativa do desvio padrdo das lpa obtidas em cada caso e x é a média
aritmética simples das mesmas. Os resultados para os estudos de precisdo sdo mostrados
na Tabela 18.

Tabela 18 — Resultados para repetibilidade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade de preparac¢do do
eletrodo para a determinagdo de 5-FU com o EPCV/AuNps-PFR 1%.

Parametro %DPR
Repetibilidade 3,12
Preciséo intermediéaria 4,00
Reprodutibilidade 3,42

Segundo a ANVISA, considera-se um %DPR igual a 5% como o0 méaximo
aceitavel em estudos de precisdo para metodologias analiticas. (BRASIL, 2003). Verifica-
se, portanto, que bons niveis de precisdo foram encontrados para a determinacao de 5-FU
com o EPCV/AuNps-PFR, tanto no que diz respeito a resposta gerada pelos eletrodos,
quanto a sua preparacdo. Neste sentido, tais resultados sugerem uma boa potencialidade

analitica para o sensor desenvolvido.
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5.4.7 Ensaios de recuperacdo

A seguir, ensaios de recuperacgdo de 5-FU em eletrélito suporte puro (tampédo BR
0,04 mol L't em pH 8,0) foram realizados utilizando-se VPD a fim de se verificar quanto
da amostra de 5-FU adicionada pode ser realmente quantificada pelo EPCV/AuNps-PFR
1%. Tais estudos foram realizados utilizando-se 0 método da adicdo padrdo, e seus
resultados podem ser tomados como uma medida da viabilidade de utilizacdo do sensor
desenvolvido para a determinacéo do farmaco em amostras reais, como de medicamentos
e fluidos bioldgicos.

Assim, adicionou-se inicialmente ao eletrdlito uma aliquota de 60uL da solugao
padrdo de 5-FU 1,0 x 10 mol L™, de modo a se obter uma concentragdo de 5,96 x 10®
mol L na célula eletroquimica, registrando-se na sequéncia o voltamograma resultante.
Seguiu-se entdo a adicdo de aliquotas da mesma solucio padrdo, na faixa de 2,99 x 10° a
1,47 x 10* mol L, registrando-se o voltamograma a cada adicdo. Tais experimentos

foram realizados em triplicata, e os resultados sdo mostrados na Figura 50.

Figura 50 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em estudo de recuperagdo em eletrélito puro
(tampéo BR 0,04 mol L-pH 8,0) para 5-FU, com as concentracdes do analito variando de 2,99 x 10°a 1,47
x10*#mol L (t=20ms, v=40mV s; a =150 mV e Eqp = 10 mV). (B) Curva de recuperagdo extrapolada.
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Na Tabela 19 a seguir sdo apresentados os valores de recuperagdo para cada
replicata realizada, assim como as médias obtidas nos trés ensaios. Verifica-se que 0s
mesmos estdo dentro dos padrdes aceitaveis, uma vez que todos aproximaram-se do valor
ideal de 100,0%, o que evidencia a potencialidade de aplicagdo do EPCV/AuNps-PFR

1% na determinacgéo de 5-FU em amostras reais.
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Tabela 19 — Resultados para estudo de recuperacdo em eletrolito puro 5-FU empregando-se o
EPCV/AuNps-PFR 1%.

Desvio DPR

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Meédia padrio (%)

Cadicionada
(105 mol L) 5,96 5,96 5,96 5,96 - -
Crecuperada 1,20 x 10
(10_5 mol L'l) 6,05 5,81 5,92 5,93 6 2,027
Rec“('ﬁ,’/‘z;agao 101,61 97,47 99,38 99,49 2072 2,083

5.4.8 Estudo de interferentes

Para uma possivel aplicacdo do EPCV/AuNps-PFR 1% na determinag&o de 5-
FU em amostras bioldgicas, o efeito de alguns interferentes na resposta do eletrodo
modificado para o farmaco foi a seguir avaliado. Os interferentes escolhidos para serem
estudados sdo compostos comumente presentes em amostras de soro sanguineo, tendo-se
selecionado substancias moleculares (glicose, acido ascorbico e ureia) e idnicas (Na* e
K™). Avaliou-se também o efeito da proteina albumina, a qual, dentre as proteinas séricas,
€ a que existe em maior concentragdo no soro (3,5 a 5,5 g/dL). (LUCIANO et al., 2010).

As concentracbes empregadas para os interferentes no estudo foram
estabelecidas com base nos niveis normais apresentados para cada um in vivo (glicose:
850,0 mg L!; acido ascdrbico: 10,0 mg Lt; ureia: 250,0 mg I'Y; Na*: 140,0 mmol L%; K*:
4,5 mmol L?; albumina: 3,0 g L™). (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2000;
BARBOSA; ANDRADE, 2008; JOHNSON; DUICK, 2002; LUCIANO et al., 2010;
ROCHA, 2011; SOCIETY OF CRITICAL CARE MEDICINE, 1999). A concentracao
de 5-FU, por sua vez, foi variada na faixa de 7,44 x 10° a 1,96 x 10 mol L. Os
voltamogramas de pulso diferencial obtidos sdo mostrados na Figura 51, juntamente com

a curva analitica resultante.
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Figura 51 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes concentracGes de 5-FU na
presenca de glicose (850,0 mg L), 4cido ascorbico (10,0 mg L), ureia (250,0 mg L), Na* (140,0 mmol
LY, K* (4,5 mmol L?) e albumina (3,0 g L?). (B) Curvas analiticas obtidas para o 5-FU na auséncia
(valores de corrente calculados a partir da equacéo da reta para 0 EPCV/AuNps-PFR apresentada na Tabela
13) e na presenca dos interferentes estudados.
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Pode-se verificar que, dentro da faixa de potenciais estudada, nenhum pico de
corrente definido foi apresentado para os interferentes. Entretanto, o pico caracteristico
para 0 5-FU pode ser claramente observado (Figura 51A), e sua intensidade de corrente
aumentou de modo linear e reprodutivel com o aumento na concentracdo do farmaco
(Figura 51B; equagdo da reta: lpa (uA) = -2,53 + 154929, 17 Csry (mol L), com R =
0,997). Verifica-se ainda que a curva analitica obtida na presenca dos interferentes
apresentou uma inclinacdo similar a obtida em eletrolito suporte puro. Isto sugere que o
EPCV/AuNps-PFR 1% apresentou seletividade para o 5-FU e ndo sofreu interferéncia
significativa dos interferentes estudados, evidenciando a sua potencialidade de aplicagédo
na determinacdo futura do analito em amostras biolégicas para procedimentos clinicos.

A influéncia direta de cada interferente sobre a magnitude da corrente gerada
pela oxidagdo do 5-FU foi tambeém investigada. Para isto, cada interferente foi testado
individualmente na presenca de 8,26 x 10° mol L™ de 5-FU, e a lpa resultante foi
comparada a lpa oObtida pela oxidacdo de uma mesma concentracdo do farmaco na
auséncia dos interferentes. A Tabela 20 mostra os resultados alcancados, sendo as

variacoes de lpa €Xpressas em porcentagem.
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Tabela 20 — Influéncia de potenciais interferentes biol6gicos na resposta do EPCV/AuNps-PFR 1% para
8,26 x 10-° mol L* de 5-FU.

Interferente Concentracéao Variacao lpa (%)
Glicose 850 mg L? -1,68
Acido ascorbico 10 mg L -0,14
Ureia 250 mg L? +0,80
Na* 140 mmol L -0,23
K* 4,5mol L -0,80
Albumina 3gL? +4,23

Verifica-se que todas as variacOes de 1pa 0bservadas estiveram abaixo de £5,00%,
valor considerado por Pattar e Nandibewoor (2015) como o limite de toleréncia para a
interferéncia de espécies quimicas na determinacao eletroanalitica de 5-FU. Assim, pode-
se afirmar que nenhuma das espécies analisadas influenciou de modo significativo a
resposta do EPCV/AuNps-PFR 1% para a deteccdo do farmaco em estudo. Tais
resultados confirmam que o sensor desenvolvido pode ser uma alternativa viavel para a
determinacdo e monitoramento de 5-FU em amostras de fluidos biol6gicos, como soro

sanguineo e também urina, mesmo na presenca de interferentes.

5.4.9 Ensaios de recuperacdo em formulacdo farmacéutica comercial

A possibilidade de aplicacdo do EPCV/AuNps-PFR 1% para a determinacdo de
5-FU em amostra de formulacdo farmacéutica comercial foi avaliada por meio da
realizacdo de ensaios de recuperacdo por VPD empregando amostras do medicamento
FAULDFLUOR® (5-fluorouracil 50 mg mL™), na forma de solucdo injetavel.
Novamente, foi empregado o método da adicdo de padrdo. Apé6s a adicdo de uma
concentracdo conhecida da solucdo estoque preparada a partir da diluicdo medicamento,
seguiram-se adi¢Bes de aliquotas da solugio padrdo de 5-FU na faixa de 2,99 x 10° a 1,47
x 10% mol L?, obtendo-se o voltamograma correspondente a cada adicdo. Tais
experimentos foram realizados em quintuplicata, e os resultados sdo mostrados na Figura
52 e na Tabela 21.
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Figura 52 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em estudo de recuperagéo de 5-FU em amostra
de formulacéo farmacéutica injetavel (tamp&o BR 0,04 mol L pH 8,0), com as concentragGes do analito
variando de 2,99 x 10°a 1,47 x 10“ mol L (t =20 ms, v =40 mV s*; a = 150 mV e Esep = 10 mV). (B)
Curva de recuperacédo extrapolada.
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Tabela 21 — Resultados obtidos por VPD para o estudo de recuperacdo em amostra de formulacdo
farmacéutica injetavel empregando-se 0 EPCV/AuNps-PFR 1%.

Crot! Caet® Cad® Caet* Recuperacéo
(mg mL) (mg mL-") (ng mL™) (ngmL™) (%)
50,0 53,3 11,6 12,4 106,6
50,0 53,0 11,6 12,3 106,0
50,0 50,9 11,6 11,8 101,9
50,0 52,1 11,6 12,1 104,2
50,0 50,7 11,6 11,8 101,4
Média 52,0 - 12,1 104,0
Desvio 118 - 0,28 234
padrao
%DPR 2,28 - 2,29 2,25

1Crt: composicdo rotulada e declarada pelo fabricante; 2Cee: composicdo determinada com o
EPCV/AUNps-PFR 1%; 3C,q: concentragdo de 5-FU adicionada a célula eletroquimica; “Cget: cOncentragéo
determinada na célula eletroquimica com o EPCV/AUNps-PFR 1%.

Verifica-se que uma recuperacdo média igual a 104,0%, com uma %DPR igual
a 2,25%, foi obtida para a determinacdo de 5-FU na amostra analisada com o
EPCV/AuNps-PFR 1%. Os valores de composicdo determinados para o0 medicamento
com o método voltamétrico desenvolvido aproximaram-se do valor rotulado, e estdo
dentro dos limites estabelecidos pela Farmacopeia Americana (45 a 55 mg mL?,
equivalentes a recuperagdes no intervalo entre 90,0 a 110,0%) (USP, 2007) para a

determinacdo de 5-FU em medicamentos na forma injetavel.
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Os resultados obtidos para a analise da formulacéo farmacéutica confirmaram a
exatiddo da metodologia voltamétrica desenvolvida com o EPCV/AuNps-PFR 1% para a
determinacdo de 5-FU. Além da exatid&o apresentada, é importante mencionar o seu bom
nivel de precisdo, uma vez que os desvios padrdes relativos resultaram em valores abaixo
de 5%. E conveniente destacar ainda a praticidade do método desenvolvido, uma vez que
ndo foram necessérias etapas prévias de extracdo do principio ativo a partir da amostra
para a obtencdo de resultados satisfatdrios, indicando que a método voltameétrico
apresentado pode conduzir a analises mais rapidas. Neste sentido, pode-se afirmar que o
EPCV/AuNps-PFR 1%, aliado a técnica de VPD, constitui em uma alternativa viavel para
a determinacdo do agente antitumoral estudado em amostras reais de medicamentos, e
com alto potencial de aplicacdo para a quantificacdo do mesmo também em amostras de

fluidos biol6gicos, como soro sanguineo e urina.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, um novo sensor eletroquimico para o agente antitumoral 5-
fluorouracil foi desenvolvido, baseado na modificacdo de eletrodos de pasta de carbono
vitreo com um nanocomposito constituido por nanoparticulas de ouro estabilizadas no
polissacarideo sulfatado PFR, obtido a partir de algas vermelhas.

A caracterizacao espectroscopica do polissacarideo extraido, realizada por meio
de FTIR e RMN-3C, confirmou a estrutura do mesmo, tipica para as porfiranas. Além
disso, a determinacao da sua composicéo quimica evidenciou um teor de agUcar total e de
grupos sulfato iguais a 82,8% e 11,9%, respectivamente, os quais foram condizentes com
0 esperado e concordaram com trabalhos anteriores.

A PFR obtida mostrou ser um eficiente agente redutor e estabilizante para a
formacdo de nanoparticulas de ouro. Apds a otimizacdo das condi¢cdes experimentais de
sintese via planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central, verificou-se que a
uma temperatura de 70 °C, com concentra¢cdes de [AuCls] e de PFR iguais a 2,5 mmol
Lt e 0,25 mg mL™, respectivamente, um menor tamanho de particula (128,7 nm) foi
obtido. Além disso, constatou-se que a interacdo de terceira ordem entre as variaveis
estudadas foi significativa para a resposta a um nivel de confianca de 95%, demonstrando
que os efeitos de cada fator devem ser interpretados conjuntamente. A suspensao de
AuNps-PFR sintetizada nas condic¢des 6timas mostrou ser relativamente estavel, com um
valor de potencial-¢ igual a -30,5 mV, ndo demonstrando variagdes significativas da
banda plasmonica durante trés meses. Este comportamento pode ser tomado como
consequéncia da pequena variacdo de tamanho do tamanho das particulas ap6s o intervalo
de tempo mencionado (128,7 nm para 149,2 nm), o que confirma a estabilidade das
particulas sintetizadas.

A modificacdo dos EPCV com o nanocomp6sito AuNps-PFR ocasionou uma
consideravel melhora em suas propriedades eletroquimicas, gerando maiores valores de
corrente e uma menor resisténcia a transferéncia de carga para o processo redox da sonda
[Fe(CN)s]*"*, em comparacio aos eletrodos sem modificagio e aos modificados apenas
com o polissacarideo. Este comportamento € uma consequéncia das propriedades
apresentadas pelas AuNps, como alta condutividade elétrica e elevada area superficial.

Melhores respostas de corrente também foram apresentadas pelo EPCV/AuNps-

PFR na presenca do agente antitumoral 5-FU, que foi oxidado na superficie do eletrodo
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segundo um mecanismo difusional e dependente do pH do meio, apresentando um
processo anddico e irreversivel por volta de +1,1 V em tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 8,0.
Utilizando-se VVPD, verificou-se que o eletrodo modificado apresentou resposta de
corrente linear para o 5-FU na faixa de 2,99 x 10° a 2,34 x 10" mol L™, mostrando ainda
uma maior sensibilidade ao analito quando comparado ao EPCV/PFR e ao EPCV néo
modificado. Os valores calculados para o LD (0,66 pmol L) e 0 LQ (2,22 umol L?)
foram satisfatoriamente baixos e comparaveis aos de outros métodos existentes na
literatura para a determinacdo do farmaco estudado. Bons niveis de repetibilidade e
reprodutibilidade de resposta foram obtidos para o sensor desenvolvido, que mostrou
ainda ndo sofrer interferéncia significativa de compostos (glicose, acido ascorbico, ureia
e albumina) e ions (Na* e K*) frequentemente presentes em amostras bioldgicas, o que
sugere que o mesmo possui potenciais aplicagbes para a deteccdo do analito em
procedimentos clinicos.

Estudos de recuperacdo de 5-FU em formulagcdo farmacéutica comercial
confirmaram o desempenho analitico promissor do EPCV/AuNps-PFR para a
quantificacdo do farmaco. A porcentagem de recuperacdo média obtida foi de 104,0%,
com um DPR aceitavel e igual a 2,25%, evidenciando a exatiddo e precisao apresentadas
pelo eletrodo modificado para a determinacdo do analito em amostras reais.

Por fim, os resultados obtidos permitiram concluir que a modificacdo dos EPCVs
com o nanocomposito AuNps-PFR ocasionou um incremento significativo em seu
desempenho eletroquimico, como consequéncia da pronunciada condutividade elétrica e
da elevada area superficial apresentadas pelo nanomaterial. A metodologia voltamétrica
desenvolvida com o eletrodo modificado para a determinacdo de 5-FU mostrou
caracteristicas positivas, de modo que a mesma pode ser considerada uma alternativa
simples, réapida e eficiente a ser aplicada no controle de qualidade de medicamentos

quimioterapicos que possuam o farmaco estudado em sua formulagéo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento deste trabalho possibilitou reconhecer aspectos que podem

ser empregados como temas em trabalhos futuros. Neste sentido, como perspectivas para

a continuacdo dos estudos realizados, pode-se destacar:

o

Verificar a influéncia da utilizacdo de outros agentes redutores considerados
verdes (como glicose e acido ascorbico) para a sintese das AuNps-PFR;
Caracterizacdo das AuNps-PFR por microscopia eletronica de transmisséo
(MET);

Obtencdo de nanocompositos a partir da incorporacdo das AuNps em
nanomateriais a base de carbono (como grafeno ou nanotubos), para posterior
aplicacdo na modificacdo de eletrodos de pasta de carbono;

Realizacdo de ensaios analiticos para a completa validacdo da metodologia
desenvolvida (como robustez e especificidade);

Aplicacdo do EPCV/AuUNps-PFR 1% para a determinacdo de 5-FU na forma
farmacéutica creme, assim como em matrizes bioldgicas, como sangue e urina;
Aplicagcdo do EPCV/AuNps-PFR 1% para determinagdo de outros agentes
antitumorais, como cisplatina, carboplatina, clorambucil, capecitabina e
doxorrubicina, entre outros.

Utilizar o EPCV/AuNps-PFR como plataforma para imobilizacdo de anticorpos
a fim de se desenvolver imunossensores eletroquimicos para a detec¢do de

biomarcadores de cancer e de doengas infecciosas e neuroldgicas.
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