UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM QUIMICA

“AVALIACAO DA ESPECTROSCOPIA RAMAN
INTENSIFICADA POR SUPERFICIE EM PAPEL FILTRO E
METODOS QUIMIOMETRICOS NA QUANTIFICAGAO DE

FARMACOS”

Loriz Francisco Sallum*

Dissertacao apresentada como parte dos
requisitos para obtengcdo do titulo de
MESTRE EM QUIMICA, 4érea de
concentragdo: QUIMICA ANALITICA.

Orientador: Prof. Dr. Renato Lajarim Carneiro

* bolsista CAPES/FAPESP (2012/04321-3)

Sao Carlos - SP
2014



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

S169ae

Sallum, Loriz Francisco.

Avaliagao da espectroscopia Raman intensificada por
superficie em papel filtro e métodos quimiométricos na
quantificacdo de farmacos / Loriz Francisco Sallum. -- Sdo
Carlos : UFSCar, 2014.

85f.

Dissertacao (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2014.

1. Quimiometria. 2. Farmacos. 3. Nanoparticulas. 4.
Raman, Espectroscopia de. I. Titulo.

CDD: 543.072 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Mestrado Académico

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e
aprovou a defesa de disserta¢do de Mestrado Académico da candidata Loriz

Francisco Sallum, realizada em 21 de fevereiro de 2014:

ZM/ bz o émw%a

Prof. Dr. Renato Lajarim Carneiro

Cly i s

Plofa. Dra. Cefly Mieko Shinohara [zumi

Q\?Mw \ (I/A-

Prof. Dr. I\{dﬂe‘i”jésus Poppi




“E muito melhor lancar-se em busca de conquistas grandiosas, mesmo expondo-se ao
fracasso, do que alinhar-se com os pobres de espirito, que nem gozam muito nem sofrem
muito, porque vivem numa penumbra cinzenta, onde ndo conhecem nem vitéria, nem
derrota.”

Theodore Roosevelt



Agradecimentos

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer aos meus pais Fuad e
Arlete, minha irm& Katherine e minha avé Alice por todo o apoiorecebi
desde que entrei na faculdade. Também gostaria de agradecer ao meu
namorado Artur pela paciéncia e apoio durante o desenvolvinoesse
trabalho.

Ao meu orientador Prof. Dr. Renato pela contribuicdo na minha
formacgao académica e no auxilio no decorrer deste trabalho.

A minha amiga de apartamento e de laboratorio, Patricia, por toda a
ajuda, pelas risadas e companhia para ir a academia,

Aos amigos do laboratério, Ana Flavia, Bolaji, Frederico, Marcéo,
Jorge, LeidaianyVitor, e ao pessoal do LABBES, Avaré, Bruna, Cyber,
Geiser, Roberta por toda a ajuda e pelos momentos de descontracéo.

Ao pessoal do LIEC, Andressa, Chico, Renata, Pablo e
especialmente ao Luiz, pela ajuda, discussdes e auxilio com as micrografias.

Ao pessoal que esteve comigo desde a graduacdo Daiane, Elton,
Erlon, Maila, MarinaRgohael e Suellen.

As minhas amigas de escola, Cristiane e Juliana, que mesmo longe e
com a correria do dia a dia, continuamos conversando e dando risadas.

Ao Prof. Dr. Emerson por ter emprestado a chapinha com controle
de temperatura no inicio deste projeto e ao Prof. Dr. Caio por ajudar na
aquisicao dos espectros de infravermelho.

Aos Professores da graduacédo e da pos-graduacao por auxiliar no
meu desenvolvimento profissional e pessoal.

As secretarias da Pos-Graduac&o, Luciani, Ariane e Cristina, pela
atencéao.



Aos membros da banca pelas sugestbes de aprimoramento deste
trabalho.
A CAPES, CNPq e FAPESP (2012/04321-3) pelo apoio financeiro

deste trabalho.



LISTA DE TABELAS

TABELA 2.1 — Parametros de estudo do planejamento fraciorzddoe os

valores nos niveis alto (+1), baixo (-1) e ponto central (Q)................... 30
TABELA 2.2 - Relagdes geradoras utilizadas para construgcao do
planejamento fatorial fracionado de resolucdo IV e as variaveisease|
(=T (= 0 0 30......
TABELA 2.3 - Condicdes reacionais de cada experimento do planejamento
fatorial fraCioNAO..........cceuiiiii e 31....
TABELA 2.4 — Parametros de estudo do planejamento composto central e os

respectivos valores nos niveis (+1,41), (+1L)( 1,41) e o ponto central

TABELA 2.5 - Condic¢des reacionais de cada experimento do planejamento

(o] pp] 10 1S] (oo =] o1 = IS 34.....
TABELA 3.1 — Tabela dos resultados do planejamento fracionado contendo
as poténcias utilizadas para cada experimento, o valor da meédia das

intensidades do sinal SERS em 1031 'ce sua normalizagcdo para uma

TABELA 3.2 — Valores reais e absolutos dos contrastes de cada parametro do
planejamento fracionado em ordem crescente...........cccoeeeeevevveeeeennnnn. 40
TABELA 3.3 — Tabela dos resultados do planejamento composto ceftral.
intensidade média refere-se ao sinal SERS em 1031para seis espectros
(U114 Lo [o 30 F= Ty =T = T T K 0 A /TR 43...
TABELA 3.4 — Valores dos coeficientes linear e angular do modelo

quadratico proposto com seus respectivos valores maximos manieom

intervalo de confianga de 90%0 € 95%0u....ccceveviiiiiiiieeieiiiiire e 44..



TABELA 3.5 - Tabela ANOVA referente ao modelo quadratico proposto para
0 planejamento COMPOSIO CeNtral............covviiviiiiiiiiiie e 45..
TABELA 3.6 — Valores otimizados dos parametros de sintese........... 52
TABELA 3.7 — Resultados obtidos na determinac&o de nicotinamida em
amostra em gel empregando HPLC e SERS..........ccooooviviiiiiiiinnnneennnn 64
TABELA 3.8 — Resultados obtidos na determinacdo de acido acetilsalicilico

em comprimido comercial empregando HPLC e SERS........................ 71



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.1 - Diagrama de niveis de energia ilustrando o espalhamento
Rayleigh, Stokes e Anti-StoKes...........ccooviiiiiiiiii e 5....
FIGURA 1.2 — Representacdo da oscilacdo daasmon de superficie
localizados de nanoparticulas metalicas ao incidir radiacGdorabajnética e
oscilagcdo da nuvem de eletranS............uueeeeeeiiiiiiiiieeee e 8....
FIGURA 1.3- Representacao do espalhamento Raman amplificado devido a
adsorcao do analito na superficie de nanoparticulas esféricas............. 9
FIGURA 1.4- Esquema ilustrativo das rotas de sintepedowne bottom up

para formacao de nanoparticulas..............cccoevviiiii i 11..
FIGURA 1.5- O sistema em estudo pode ser descrito por uma funcéo na qual
os fatores sédo as variaveis de entrada e as respostas sdovas\@gigaida.
............................................................................................................. 14........

FIGURA 1.6- Planejamento composto central com ponto central para dois

FALOIES K = 2) . i 17....
FIGURA 1.7- Estrutura molecular da nicotinamida...............cccccvvunnn... 18
FIGURA 1.8- Estrutura molecular do &acido acetilsalicilico.................. 20
FIGURA 2.1 — llustracdo do procedimento realizado para sintese de
nanoparticulas de prata suportadas em papel filtro.............ccccceeeee 28

FIGURA 2.2— Espectro SERS da nicotinamida obtido utilizando o substrato
SINTEUZAAD . 32
FIGURA 3.1- Grafico de probabilidade normal dos valores dos efeitos, em

porcentagem, de cada parametro do planejamento fatorial fracionadatl



\Y

FIGURA 3.2 — Superficie de resposta do planejamento composto central
utilizando os valores empiricos de intensidade do sinal SER§081 cm'

do espectro da nicotinamida com os valores obtidos nos egreos

=10 [Tl (0] 0 F= 1SS PPPPPRRTRTR ai......
FIGURA 3.3 — Intensidade normalizada para 1,0 mmol' lde &cido
acetilsalicilico (a) e para 1,0 mmol'Lde nicotinamida (b) em diferentes
tempos de adsorcéao: 1, 20, 40, 60, 80 e 100 minutas..............cceeevveen. 48
FIGURA 3.4—- Espectro SERS do &cido acetilsalicilico obtido utilizando o
substrato SiNtetizado.............uuiiiiiiiie e 48....
FIGURA 3.5 — Intensidade normalizada para 1,0 mmodl' de A&cido
acetilsalicilico (a) e para 1,0 mmol'Lde nicotinamida (b) em diferentes
tempos de reaca8, 10, 12, 14, 16 MINUIOS........eereeerreeriiniieeeeeeeerininns 50.
FIGURA 3.6— Micrografia das nanoparticulas de prata depositadas em papel
filtro em um tempo de reagdo de 16 MINUIOS........ccooeeeeeeeeeeiiiiiieeieeeeee, 51
FIGURA 3.7 — Micrografia do papel filtro (a) e do papel filtro com
nanoparticulas de prata depositadas sobre a superficie.(b)................ 53
FIGURA 3.8- Gréfico de distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de prata
depositadas sobre papel filtro nas condicbes 6timas da sintese......... 53
FIGURA 3.9 - Padrdo de difracdo das nanoparticulas de prata dejpasitad
sobre papel filtro nas condicdes Otimas da sintese...........cccccvvvvennnnnn, 54
FIGURA 3.10- Espectro de energia dispersiva (EDS) das nanoparticulas de
prata depositadas sobre papel filtro nas condi¢des étimas da sinteseb5
FIGURA 3.11 — Espectro de infravermelho do papel filtro (a) e das
nanoparticulas de prata depositadas sobre papel filtro (opndigdes 6timas

[0 P Y101 (=11 = TR T T TR TR 56......



\Y

FIGURA 3.12- Espectros SERS da nicotinamida diluida em pH 2 (a), 7 (b) e
10 (c), com poténcia de laser incidido de 3,16 mW..............cceevvrrnnnnn.n. 57
FIGURA 3.13- llustracdo da nicotinamida na forma neutra (a) e na forma
(o]0 (o] = To F= T { o) TP 58.....
FIGURA 3.14— Espectro SERS de uma solucéo contendo 1,0 mimadd.
padrdo de nicotinamida com uma poténcia de laser incidida den3y1@),
espectro Raman do padrao de nicotinamida em pé com uma potérdidainci
de 31,6 mW (b) e espectro Raman da solucdo 1,0 mmadd.padrdo de
nicotinamida com uma poténcia de laser incidida de 3,16 m\W.(c)......59
FIGURA 3.15- Espectro SERS de uma solucdo contendo 0,5 mmadd
amostra comercial de nicotinamida com uma poténcia de laserdanaiéi
3,16 mW (a) e espectro Raman da amostra comercial de nicotinamida em gel
com uma poténcia incidida de 316 MW (D)........cccoooeiiiiiiiiiin 6.1
FIGURA 3.16- Espectro SERS da nicotinamida em diferentes concentracoes:
0,1 mmol L* (a); 0,2 mmol ! (b); 0,4 mmol ! (c); 0,6 mmol L* (d); 0,8
MmOl L (€) € 1,0 MMOI T (F). vt 63..
FIGURA 3.17- Curva de calibragdo da nicotinamida utilizando o substrato
[OT0] 010 1] o T PP UPPT 63......
FIGURA 3.18— Espectro SERS de uma solucédo contendo 1,0 mmaid.
padrdo de acido acetilsalicilico com uma poténcia de laserdaci# 3,16
mW (a), espectro Raman do padréo de &cido acetilsalicilico em paroam
poténcia incidida de 31,6 mW (b) e espectro Raman da solucamiDL ™

do padrdo de acido acetilsalicilico com uma poténcia de lasdrda de 3,16

FIGURA 3.19- Possivel orientacdo do acido acetilsalicilico em relacdo a

superficie da nanoparticula de prata.............ccceeevvvieiiieereeiiiiiee e 61..



Vi

FIGURA 3.20- Espectro SERS de uma solucdo contendo 0,5 miodld
amostra comercial de acido acetilsalicilico com uma poténdasdeincidida

de 3,16 mW (a) e espectro Raman da amostra comercial de acido
acetilsalicilico em p6 com uma poténcia incidida de 15,8 mW..(h)....... 68
FIGURA 3.21 — Espectro SERS do acido acetilsalicilico em diferentes
concentracdes: 0,1 mmol'L(a); 0,2 mmol L* (b); 0,4 mmol L* (c); 0,6
mmol L™ (d); 0,8 mmol L* (€) € 1,0 MmOl T (f). ..eeveeeeieeeee e 70
FIGURA 3.22- Curva de calibracdo do acido acetilsalicilico utilizando o

5101015 (= L0 I o1 f0] o0 1] (o TP 70.....



Vil

RESUMO

AVALIACAO DA ESPECTROSCOPIA RAMAN INTENSIFICADA POR
SUPERFICIE EM PAPEL FILTRO E METODOS QUIMIOMETRICOS NA
QUANTIFICACAO DE FARMACOS

A espectroscopia Raman tem sido bastante utilizada para analises
farmacéuticas nas ultimas décadas devido aos avancos desta técnica,
relacionados ao desenvolvimento da eletrdnica, optica e estudos &mazm
Gracas as vantagens da técnica de amplificacdo do sinal Raman e a rapida
aquisicao dos dados, a SERS tem se tornado uma ferramenta analitica util para
guantificar principios ativos, detectar interferentes, além de auxiliar ers varia
outras areas. Neste projeto foram sintetizadas nanoparticulastaecqma
Reagente de Tollens utilizando papel filtro como substratacsverificado o
pré-tratamento dado ao substrato, influéncia de sua porosidade, a
concentracbes dos reagentes, 0 tempo e a temperatura da reacdo por
planejamento experimental fracionado e planejamento compostaoalcentr
obtendo a sintese com o maior fator de aumento do sinal SER&lige dai

feita com um espectrémetro Raman com laser de comprimento de onda de 785
nm e as nanoparticulas foram analisadas por difracdo de raio-X,
espectroscopia de energia dispersiva e microscopia eletrbnica deuxerre
Para os modelos de calibracdo da nicotinamida e do acido acelsalici
escolheu-se o pico mais intenso como referéncia. Em resumo, mterese
projeto investigou a deteccdo e quantificacdo dos farmacos estague
utilizando o substrato sintetizado. Para tal, foram utilizadeseamento
experimental visando otimizacdo da sintese do substrato pasivgbos
guantificacdo de principios ativos na presenca de excipienteprodutos

comerciais.
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ABSTRACT

EVALUATION OF SURFACE ENHANCED RAMAN SPECTROSCOPY

ON PAPER FILTER SUBSTRATE AND CHEMOMETRIC METHODS IN
DETERMINATION OF DRUGS

Raman spectroscopy has been widely used for pharmaceutical analysis in
recent decades due to advances of this technique, related to ¢hepdent

of electronics, optics and fundamental studies. As a qoesee to the
advantages of the technique of Raman signal enhancement andiaégpid
acquisition, SERS has become a useful analytical tool for dyiagtiactive
ingredients, detecting interferents, and assist in many othes. dmethis work
silver nanoparticles were synthesized by Tollens reagent ufiielgpgaper as

the substrate, pre- treatment of the substrate influences dsitgoreactant
concentrations, temperature and time of reaction being checked by fractional
factorial design and central composite design, getting thdessistwith the
highest enhancement factor in SERS signal. The analysis was perfoitmed

a Raman spectrometer with a laser wavelength of @85 and the
nanoparticles were analyzed by-rdy diffraction, energy dispersive
spectroscopy and scanning electron microscopy. For the calibratidals of
nicotinamide and acetylsalicylic acid, it was chosen the mostse peak as
reference. In summary, the present work investigated the detection and
guantification of drugs in question using synthesizedstsate. To this end,
experimental design aimed at optimizing the synthesis of ubstrate for
possible quantification of active principles in presenceer€ipients m

commercial products.
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1- INTRODUCAO

Desde a observacdo da intensificacdo do sinal Raman devido a
adsorcdo de moléculas em superficies metalicas em, E9F4pectroscopia Raman
Intensificada por Superficie (SERS, do ingl&rface Enhanced Raman
Spectroscopy ganhou uma intensa atividade de pesquisa em varias areas. Esse
interesse passou do fundamento para aplicacdes, e uma grandeadeaded
artigos foram publicados em diversas areas como quimica, digsiooea, fisica do
estado solido, entre outfos

Apesar do entendimento tedrico dos mecanismos de aumesioatio
nao estarem definidos e ainda estarem em desenvolvimento, dadamertais
recentes encontrados na literatuna tlemonstrado que a SERS vem se tornand
um instrumento analitico util para diferentes analises engitede conclusodes
sobre moléculas presentes em baixas quantidades, podenddlizadaupara
detectar até uma UGnica moléciila

Diversas vantagens como baixos limites de deteccéo, respuosta e
tempo real, capacidade de andlise quantitativa e qualitativa, detezoZrias
componentes simultaneamente e analise de tracos tem sido repactadidizar a
técnica SERS Esta técnica aumenta a intensidade do sinal Raman de solucdes
aguosas diluidas, é sensivel quanto a orientacdo das moladgiavidasna
superficie metalica e prové informagdes importantes sobre a mudanca da identidade
molecular da substancia e sua orientacdo em relacdo ao substraiferented
condicées, como pH e concentratao

A utilizacdo da SERS vem se mostrando extremamente eficiente no
estudo de farmacos utilizando diversos substratos, por forneceiapida e cada
vez mais precisa quantificacdo de seus ingredientes ativos. afmoular, a
utilizacdo de filtro de papel como substrato de nanoplasiale prata torna-se

atrativo devido a facilidade de manipulacdo, baixo custo e pornsanaterial
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reciclavel™®. No entanto, problemas relatados na aplicacdo desta técnica para varias
aplicacdes analiticas provem da dificuldade de se obter substratodutéseis
para varias finalidades de uso. Muitas abordagens tém sido feitassuperar
alguns problemas relacionados a utilizacdo de nanoparticulas, chzacan de
filmes organico para evitar sua degradacao ou utilizacdo de temaigm fluxo
para renovacao de coloid®s

A proposta central deste trabalho foi a fabricacdo de urstraidp
SERS de baixo custo e facil manipulacdo para aplicacdo analitica, Gemdp
substrato consiste na deposicdo de nanoparticulas de pragdizaslas pelo
método de Tollens, sobre a superficie de um papel filtro. A sifitéotimizada
para obter um maior fator de aumento da intensidade do sinal SERS issopm
construir uma curva de calibracdo para alguns farmacos e posterioficpgia

em amostra comerciais.

1.1- Espectroscopia Raman

7

A Espectroscopia Raman € uma técnica na qual fétons de luz
monocromatica  incidida sobre a amostra sdo  espalhados pelas
transicoes vibracionais e rotacionais das moléculas fornecendlmrmacdes
importantes da mesma a nivel molecular, que podem ser considetgdas s
“impressdo digital”'’. Este fendmeno foi previsto teoricamente pelo fisico
australiano Smekal em seu trabalho “The quantum theory of dispersidopublicado
em 1923 e verificado experimentalmente em 1928 por Raman e &rjdleito que
resultou em um prémio Nobel de Fisica recebido por Raman eny.1830artir
disto, este fendmeno tem sido referido como espectroscopia Raman.

No experimento original a radiac&o solar, fonte de luz ndo coerente, foi
focalizada por um telescopio em uma amostuan sistema de filtros foi utilizado
para mostrar a existéncia de radiacdo espalhada com frequéfariastels daquela
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da luz incident&. A evolucdo da espectroscopia Raman ocorreu lentamente entre
1930 e 1950, pois, com sua descoberta, muitos estudos tedricosdaliaados. O
desenvolvimento do laser foi um fator fundamental para o avanco rleatés;
avancos tecnoldgicos como desenvolvimento de filtros, detectiilveas Oticase
computadoregjue auxiliaram a realizacdo de aquisi¢cdes rapidas, com qualidade
elevada, obtendo uma melhora na relacéo sinal-ruido e dinondicéamanho do
equipamentt®.

Atualmente, a Espectroscopia Raman € uma té@malitica rapida,
nao destrutivae ndo invasiva na qual se obtém o espectro vibracional a®m
informacBes quimicas de praticamente qualquer matriz em qualquer estado da
matérid®. No entanto, & gerado um sinal pouco intenso, o que fazqoenhaja

limitacdes para sua aplicacéo, devido & baixa sensibilidade desta'técnica

1.2— Teoria da espectroscopia Raman

Quando uma amostra € irradiada com uma potente fonte de laser de
radiacdo monocromatica visivel ou no infravermelho proximo, a maicde ja
radiacdo é espalhada pela amostra no mesmo comprimento da fonte de Iu
(espalhamento Rayleigh). No entanto, aproximadamente 0,0001% dos fot
reemitides sdo de comprimentos de onda maior ou menor que o da’fonte

Na Figura 11, uma molécula no nivel vibracional fundamentat 0)

é irradiada por um feixe de luz monocromatico de enéngigD campo elétrico do
feixe de luz interage com a molécula induzindo temporariansertpolarizacéo,
aumentando a energia da molécula, que passa para um estado iaternjed
virtual) de nivel de energia. A relaxacdo do estado virtual ocquase
instantaneamente e, predominantemente, para o nivel fundamentalndesulba

espalhamento Rayleigh.



Espalhamento Espalhamento Espalhamento
Rayleigh Stokes Anti -Stokes
Estado @ AT T, AT
Virtual  egeemeqemmemee oo ]
A A
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Eletronico ; v v
V=
Fundamental o v v $ AE

FIGURA 11 - Diagrama de niveis de energia ilustrando o espalhamento dtaylei
Stokes e Anti-Stokes.

Quando a relaxac&o ocorre para um estado excitado vibracionalmente
(v = 1), a radiacéo espalhada é de frequéncia menor que a radiaca@ iadielid-
se o espalhamento Stokes. Moléculas que estdo em um nivel vibracionabgxcitad
= 1) também espalham radiacdo inelasticamente com frequéncia maior que da
radiacdo da fonte, chamada de espalhamento Anti-Stokes. O espec@ma Ram
consiste do espalhamento Stokes e anti-Stokes, no entanto, as linSaskastsao
muito menos intensas que as linhas Stokes ja que uma @ua@ntitlito pequena
de moléculas se encontra em um estado eletrbnico excitadion,fAapenas a parte

Stokes é geralmente utilizada no espectro R&nan

1.3— Espectroscopia Raman amplificada por superficie

As limitacbes observadas na Espectroscopia Raman foram superadas
com a descoberta acidental da Espectroscopia Raman Amplificada oficeip
em 1974 pelo quimico Martin Fleischmann, durante analises d#nairem
superficies rugosas de eletrodos de prata imersos em solug&a agucloretoO
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objetivo do trabalho era o desenvolvimento de uma sonda pgateprocessos
eletroquimicosn situ aumentando a area superficial do eletrodo por rugosidade e,
com isto, 0 nimero de moléculas adsorvidas disponiveis gaidde. A resposta
foi um sinal Raman de alta qualidade resultando, em 1977, aggélo de dusa
teorias independentes: a teoria eletromagnética, proposta gammadrie e
Vanduyné® e a teoria quimica, proposta por Albrecht e Creigfiteabre a causa
da intensificacdo do sinal Raman. Jeanmarie e Van Duyne demonstyaeam
magnitude do sinal Raman é maior quando o espalhamento seta&yeara
superficie rugosa de um substrato de metal nessencialmente Au, Ag e Eu

A SERS mostrou-se eficiente na deteccdo de moléculas em baixa
concentracdo, de nano-molar a pico-nojalém de ndo haver necessidade de se
fazer um pré-processamento da amostra. Os dados sdo obtidosddradésrcao
da amostra de interesse sobre, por exemplo, superficie rdgaosa eletrodo de
pratg?, coloide$® e filmes* de pratae deposicéo de nanoparticulas de prata sobre
aluming, vidro™ e papef’, entre outros. Além disso, sua alta sensibilidade permite
um estudo de baixas concentracdes, obtendo informacdes relasiomad
mecanismo de adsorcdo dos adsorbatos além de identificar os fymgiosais

que estavam em contato com o nfétal

1.4— Teoria da espectroscopia Raman amplificada por superficie

Os mecanismos do aumento do sinal SERS continuam sendo um
topico de pesquisa atifp pois este ainda ndo é completamente entendido. Desde
descobrimento deste fendmeno varios modelos teodricos foram jo®posa
explicar o efeito SERS, sendo o modelo eletromagnético e model@quds mais
aceitos pela comunidade cientifita ambos vém sendo utilizados para explicar o

grande aumento observado experimentalmente.
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Na teoria eletromagnética, o analito se encontra proximoppfcie
metdlica, que apresenta uma intensificacdo do campo eletronagoéximo a
superficie devido a ressonancia dos ptassde superficie localizadoso€alized
surface plasmon ressonafdee a interacdo dos plasmons com a molécula de
interesse gera o espectro SERS. A ressonancia dos plasmonzadiosalde
superficie é a oscilacéo coletiva e simultanea dos elétroranda bde conducao do
metal que surge quando a radiacdo eletromagnética, com mesma fieqisénc
frequéncia natural da oscilacdo dos elétrons da superficie, @l@nom@ superficie
da nanoparticuldNa teoria quimica, o adsorbato se liga quimicamente na superficie
e a excitacdo ocorre pela transferéncia de elétrons do metal patécalme de
volta para o metal, causando modificacbes na polarizabilidade deuiaolO
aumento quimico é possivel apenas da primeira camada ligada ao mei@ht@nq
que para 0 aumento eletromagnético pode ocorrer na segunda ou outras'éamadas

O aumento total do sinal pode ser uma combinagcdo dos ddissefei
dependendo das condi¢cbes experimentais, sendo difictifid@r a magnitude da
contribuicdo de cada modelo separadanifntgue dependem da natureza do
adsorbato, das propriedades quimicas e Opticas da superficipazapié® da
amostr®®. Além disso, caracteristicas relacionadas aos substratos comtali
também influenciam no aumento do sinal SERS. A concentracdo das
nanoparticulas metélicas também possui um efeito no aumemeedsidade do
sinal SERS. Dependendo da concentracdo do metal, ha a formagiespets' na
juncdo entre duas ou mais nanoparticulas, no qual o fator densu
eletromagnético pode aumentar consideravelrmferRerugosidade da superficie
metalica é um fator essencial para que se observe o efeito SERS, jauquento

ocorre quando o analito é adsorvido proxisaregularidades da superfitie



1.4.1- Mecanismo eletromagnético

Este mecanismo é o que mais contribui para o espalhamento Raman
amplificado por superficie e a descricdo mais simples desta tetr@geada no
modelo de nanoparticulas esféricas. Essa teoria explica integ@fica longas
distancias, sendo que o espectro obtido é similar aquetl atz#ts moléculas em
solucdo, pois ndo ha contato entre o metal e o analito adémeste tipo de
mecanismo ndo haver uma perturbacdo substancial na molécula esp&lhkid
caso domecanismo eletromagnético, deve ser considerado que quanto mais
polarizavel for uma molécula, maior sera sua sensibilidade ao calépico
intensificado pela superfiéie

Como descrito anteriormente, o aumento eletromagnético ocorre
devido aoplasmonde superficie localizados, na qual ha a oscilagao coletiva dos
elétrons da banda de conducdo do metal ao maidiadiacdo eletromagnética
(Figura 1.2). As moléculas confinadas no campo eletromagnético gpeda®
superficies plasmons ressonantes localizadas contribuemnpdadon de aumento

maior que 16,

Nuvem de
Elétrons

Nanoparticula

Metalica
FIGURA 1.2 — Representacéo da oscilacdo gasmonde superficie localizados
de nanoparticulas metélicas ao incidir radiacdo eletromagreetmscilacdo da

nuvem de elétrons.
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A frequéncia da oscilagdo ressonante, na qual os elétrons de apnduca
de uma nanoestrutura metalica absorvem e espalham a radiagdo com maior
eficiéncia, depende:

e Da natureza do mefal

e Da forma e tamanho do metal

» Da distribuicéio do tamanfio

» Do meio onde estdo as particdfas

1.4.2— Mecanismoquimico

-

E um processo que aumenta a polarizabilidade da molécula,
envolvendo um mecanismo de transferéncia de carga ou uma ligac@macgrire
0 metal e o adsorbato. A Figura 1.3 ilustra o espalhament@aiRamplificado
relativo ao analito adsorvido na superficie de nanopartiegi@gsicas ao incidir o

laser.

Espalhamento

Raman

Amplificado

Substrato

FIGURA 1.3 — Representacdo do espalhamento Raman amplificado devido a

adsorcao do analito na superficie de nanoparticulas esféricas.
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Neste modelo, um elétron do metal excitado por um fétodente é
transferido para a molécula adsorvida. Quando ocorre a relaxacdo da aaécul
elétron retorna para o metal resultando uma molécula neutra vilaiacéomte
excitada e ocorre a emissdo de um féton

Neste caso, h4 contato da molécula com a superficie e esta interacao
pode se dar pela formacdo de complexos de transferéncia de carga, ligacbes
quimicas convencionais com a superficie, ou ainda através de interacdes
eletrostaticas (par i6nicd) Os espectros obtidos podem divergir daqueles obtidos
em solucdp havendo mudancas em intensidades relativas, meia-largura,
deslocamentos de frequénceaté aparecimento de novas badtas

Este mecanismo depende do sitio de adsor¢ao, da geometria da ligaca
e dos niveis de energia da molécula adsorvida, provendo informsgles a
interacdo de quimissorcado entre o analito e o metal. No entaatmedtlo so &
aplicado quando existe este tipo de interiicd&endo que sua contribuicdo para o
aumento da intensidade do sinal Raman é de 18 a 10

A natureza do adsorbato também €& importante dentro do onodel
guimico ja que a interacao direta com a superficie depende da @zistératomos
ou grupo de atomos que tenham afinidade quimica com a AledModéculas que
possuem par de elétrons livres e/ou elétrons m, como as que contém atomos de
enxofre, nitrogénio, anel aromatico e grupo carboxilico, por pkens®

particularmente promissoras na observacdo do &eito

1.5— Nanoparticulas

As nanoparticulas, principalmente as de ouro e prata, ganharam
destaque devido suas propriedades Gticatétrica?®, catalitica¥d’ e biologicad’

diferirem daquelas apresentadas pelos mesmos materiais em esc@lacopica



11

(bulk). Estas propriedades estéo relacionadas com a composicadydaentmmma
das nanoparticulds
Para obtencao deste tipo de material, podem ser utilizados dss tip

de rotas de sintesetap downe o bottom up(Figura 1.4).

Top Down Bottom Up
000
9966 _of o S 350
Bulk Po Nanoparticulas Cluster Atomos

FIGURA 1.4— Esquema ilustrativo das rotas de sintepedowne bottom uppara

formacao de nanoparticulas.

Nos métodostop dowrl’, o material em escala macroscopica é
submetido a processos fisicos, no qual o material € quebradoeass garticulas
finais tenham um tamanho nanométrico. Litogfafia ablacdo a lasét sdo
exemplos deste tipo de preparacdo. Os métbdttem upsdo aqueles em que
atomos, normalmente originados das reducdes de ions, sdo agl@nmpaado
formar uma estrutura maior de escala nanomeétrica. Estes métodmssados em
reacdes quimicas e sao preferidos por serem mais simples e possibilitarem
maior controle do tamanho e forma do material nanométrico no pooakEs
fabricacéo.

Em relacdoas sinteses quimicas, estudos mostraram que o tamanho,
morfologia, estabilidade e propriedades quimicas e fisicas aasparticulas
metalicas sdo fortemente influenciadas pelas condi¢cdes expeaisnentpela
interacdo do fon metalico com o agente redlitoks nanoparticulas de prata
apresentam uma maior eficiéncia da excitacdo plasmon dentre os(Agias e
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Cu) que possuem plasmons ressonantes na regidao do vidivelejam elas
conseguem capturar mais a luz incidida do que seria possivel devido seu tAmanho
Os procedimentos mais comuns encontrados na literatura para
obtencdo de nanoparticulas de prata sdo por reducdo dosnétélicos com
borohidreto de sédio (Creightdnu citrato de sodio (Lee-Meis&l) no entanto,
métodos mais recentes propéem o uso de outros agentes redutores, comd.glucose
O método de Tollens (reagente de Tollens), conhecido como reacéo de
espelho de prata, utiliza como agente redutor a glucose, que reduz os ionsale prata

Ag’® gerando as nanoparticulas em apenas um passo (Eq. 1).

Ag(NH;); .4+ RCOH,, +H,0 - Ag  + RCOOH,, +2NH, 9 (EQ.1)

Em diversos trabalhos da literatura ha a utilizacdo do procetdirden
Tollens modificado, no qual outros sacarideos, como a madosetose, sao
empregados como agentes reduttreBoi possivel a obtencdo de filmes com
nanoparticulas de tamanho de 50 a 200 nm, hidrosdis de prattamanho da
ordem de 20 a 50 nm, sendo que os dissacarideos produzirapanmigntas de
tamanho menor que os monossacaritfeesidenciando que a natureza do agente

redutor influencia no tamanho e distribuicdo das partitulas

1.6 — Substratos

Desde a descoberta do efeito SERS, varios tipos de substratos foram
testados e muitos estudos tém sido direcionados para a fabmgagéao substrato
ideal para SERS que seja de baixo custo, sensivel, reprodutivel, facil mgiaeul
estavel por um longo tempo de estocaje@oloides metalicos s&o 0s substratos
mais comumente utilizados, mas possuem baixa reprodutilglidagstabilidade,
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fazendo com que sua utilizacdo para fins analiticosnsagcomplexa, como em
analise em fluxt.

Para minimizar essa complexidade, a imobilizacdo de nanoparticulas
metalicas em substrato sélido vem sendo extensivamente estitatipalmente
devido ao interesse analitico, buscou-se a criagdo de substratos que fabsss) est
faceis de preparar, manipular e de baixo custatilizacdo do papel filtro com
nanoparticulas estd se mostrando eficiente em andlises rotirsErnmd quea
extensao de penetracdo das nanoparticulas no papel é contrédagarpsidae
(estrutura) e hidrofobicidade do papel utilizlddaserna e colaboradored >
reportaram diversas propriedades e morfologia das nanoparticulasitatizm
sobre papel filtro, aléem de apresentarem espectros reprodutiveis @éaslasbe
acido aminobenzéico, acridina, entre outras.

Ngo e colaboradorégabricaram um substrato SERS, mergulhando o
papel filtro em suspensao coloidal de nanoparticulas de &ste estudo foi
realizado com diferentes tamanhos de particulas e em diferentes conesntra¢o
observado que a distribuicdo das nanoparticulas na supedlaiésica ndo foi
uniforme, além de haver pouca agregacdo entre elas. Foi concluido que a
distribuicdo obtida das nanoparticulas sobre o substratduzito diferentes
aumentos no sinal SERS, pois a cobertura n&o foi uniforme leanéo particulas
agregadas para a formacéo lte spots que aumenta significativamente o sinal
SERS. Para superar este problema, Cheng e colabofddprepuseram outra
metodologia, na qual o papel filtro € imena solucédo da reacdo de formacéo das
nanoparticulas de prata e so é retirado apds o termino deesium este método,
foi observado um alto grau de uniformidade e recobrimentoglrfécie do papel
além de haver agregacao das nanoparticulas, o que aumenta dadeedsi sinal
SERS.
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1.7 - Planejamento experimental

A eficiéncia dos processos quimicos podem ser melhorados com a
otimizacdo das variaveis que influenciam no processo, geralmenteabnacao
de experimentos de rastreio que identifica os fatores significagtes tem grande
influencia sobre a resposta experimental. O objetivo, ao sezarabs
experimentos, € descobrir a funcdo que descreve o sistema, ou pef) atdeo
uma aproximacao satisfatéria para ela para escolher as melhores e®mikco
operacao do sisterfiaA Figura 1.5 ilustra uma situacdo em que certa quantidade
de fatores, atuando sobre o sistema de interesse, produz um numespodeas.

O sistema, portanto, atua como uma fun¢ao, desconhecidaneiotal que produz
as respostas observadas a partir dos valores das variaveis da @atoaes). Com
os valores de entrada e saida, € possivel descobrir ou olateapmoximacao da
funcdo que descreve o sistenm@oporcionando um melhor entendimento do

processo em estudo e a operacéo do sistema em sua condi¢cdo 6tima.

SISTEMA |

FIGURA 15 — O sistema em estudo pode ser descrito por uma fungdo nasqual o

fatores séo as variaveis de entrada e as respostas sdo as variaveis de saida.

Os fatores de um planejamento experimental sdo, nhormalmente, iariave

gque o experimentador consegue controlar, podendo ser quabnditativ
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qualitativos®>. O método mais utilizado é o univariado, no qual consiste em
selecionar uma configuragcao experimental de partida com valores gartata e
entdo variar o valor de apenas um fator por vez, dentro de cedarfartendo os
outros constantds No entanto, a desvantagem deste mééoidapossibilidade de
estudar a interacao entre os fatpresdendo levar a uma escolha incorreta de
combinacéo dos valores dos parametros gerando uma resposta queopseieana
otima. Como este fato € desconhecido por grande parte dos expatistas ela
usada intensivamente

Para levar em consideracdo a interacao entre os fas@i@autilizados
planejamentos multivariados, tais como o fatorial, compostrateoehlert e
outros, nos quas os fatores sdo variados simultaneamersiendo possivel
investigar interagdes entre os parametros que influenciam nas repostas deinteres

Como o nimero de ensaios possui um crescimento expon@icitde
k € o numero de fatores), um numero de fatd&res 4 torna a quantidade de
experimentos requeridos impraticé/gara muitas aplicacd®s Para superar este
problema é aplicado o experimento experimental fracionado, ncageals uma
parte dos experimentos do planejamento total € realizada, idewmlifidatores

significantes com o nimero minimo de experimentos

1.7.1 - Planejamento fatorial fracionado

Algumas vezes o planejamento fatorial completo ndo pode ser aplicado
devido ao grande numero de experimentos a ser realizado, podéadser
vantajoso pelo tempo e gasto requeridos. Nestes casos ataléesn aplicar o
planejamento experimental fracionado ja que ndo € necessario tekstaram®
combinacgdes dos niveis dos fatores para estimar os efeitogantes. Ao realizar
este tipo de planejamento, alguns efeitos podem se confundiownos, assim,
deve-se garantir que efeitos de primeira ordem (efeito dos paramelad®$3 nao
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se confundam com efeitos de ordem superior (efeitos provesi€at interacao
entre os parametros).

As confusbes dos efeitos do planejamento fatorial fracionado s
denominadasrésolucdel e estes séo classificados de acordo com os padrdes de
associacdo que eles produzem. Os planejamentos de resolucao lll, ISae V
particularmente importantes e estdo descritos abaixo

a) Planejamento de resolucédo Il - Nenhum efeito principal esta
associado com outro efeito principal, mas os efeitos priscgstdo associados
com interagcdes de segunda ordem e interacbes de segunda ordem pgadem es
associadas entre si.

b) Planejamento de resolucdo IV - Nenhum efeito principal esta
associado com qualquer outro efeito principal ou qualquer inteidgd&egunda
ordem, mas interacdes de segunda ordem estao associadas ente si.

c) Planejamento de resolucéo V - Nenhum efeito principal ou interacéo
de segunda ordem esta associado com qualquer outro eiedipadrou interacao
de segunda ordem, mas interacdes de primeira ordem estao assoritetagi@es
de quarta ordem e interagcdes de segunda ordem estdo associadasragiiestle

terceira ordem.

1.7.2— Planejamento composto central

Quando se deseja modelar um sistema, existem situacdes em que o
modelo linear ndo é mais util, entdo, torna-se necessarinagalo quadraticaO
planejamento composto central € um dos mais utilizado dehpkanejamentos de
experimentos de segunda ordem, sendo o planejamento estrela um @Eatgjam
tipo composto central de dois fatores.

Para determinar todos os parametros da funcdo o planejamento
completo 8 deve ser ampliado e, para isto, sd0 necessarios mais pontiss giea
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45° em relacdo aos pontos do planejamento ifidieigura 1.6). Geralmente s&o
realizados experimentos em replicata no ponto cepeh estimar o erro pudn
modelo.

FIGURA 1.6- Planejamento composto central com ponto central para doisdat
(k= 2).

No caso de um planejamento composto central para duas \&riavei
resultado é uma distribuicdo octogonal, com os novos pentmsa distancia/2
unidades do ponto central. Assim, todos o0s pontos doejplaento estéo
equidistantes do ponto central e a estimativa do erro poddiseibuida

igualmente por todo o modelo.

1.8 — Nicotinamida

Nicotinamida (Figira 1.7, também conhecida como niacinamida ou
piridina-3-carboxamida, € uma amida derivada do acido nic@itiaoina, vitamina
PP ou B)® e é um nutriente essencial, precursor da nicotinamida adenina

dinucleotideo (NAD) e nicotinamida adenina dinucleétido fosfld#®DP), que
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revertem os sintomas da pelddradoenca caracterizada por fraqueza, diarreia,

dermatite e distlrbios do sistema nervaso

O

N NH,
|,-f"'

FIGURA 1.7- Estrutura molecular da nicotinamida.

Ela tem demonstrado acfes anti-inflamatorias benéficas em teacien
com inflamacdes na pele e athe Além disso, outros estudos também
demonstraram que a nicotinamida diminui a ansiédaderevine a
imunossupressdo causada pela radiacdo UVA e®Uplendo ser adicionada em
blogqueadores sof3r é um eficiente clareador de pele para uso t8pigmssui
propriedades antioxidanfésanti-carcinogénicd3e previne diabetes tip8°

Estd presente em uma grande variedade de processos biologicos
incluindo producdo de energia metabdlica, sintese de acaidresg colesterol e
horménios, transducdo de sinal e manutencéo da integridagEndmé Em altas
doses a nicotinamida pode ser toxica em adultos e para pessoas com distbetes,
doencas do figado e Ulc&ta

A nicotinamida tem sido investigada por varias técnicas edogto
computacionais e ja se tem reportado na literatura espectros Ranestado
solido e em solucédo aquosa em diferentes pHs, mas poucos déstadofeitos em
SERS.

A adsorcédo da nicotinamida em alumina recoberta com nanoparticulas

de prat& e em coloides de pratafoi estudada em diferentes pHs via SEES
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ambos os casos, a molécula foi adsorvida na superficie tatrasas e foi
observada uma variacdo no espectro SERS com a variagcao do pH da doluca
farmaco, revelando que duas espécies moleculares diferentes adsorvem na
superficie da prata, a neutra, em pHs mais altos e a forma protonadds enaip
baixos. Com isto, ocorre uma mudanca na orientacdo em relacédo acmupesi
coloides. A forma neutra da nicotinamida interage com a nanoparipelo
nitrogénio do anel e isto é verificado pelo espectro SERS, gaganaona banda
intensa em 102&m*, que diminui drasticamentse a espécie protonada esta
adsorvida. Esta adsorve na superficie do coloide pelo grupa gredente na
molécula.

Outro estudo SERS com nicotinamida foi realizado para comparar a
eficiéncia do aumento da intensidade em diferentes substratosigiareninar a
melhor condic&io de deteccdo da nicotinaflidas espectros SERS da vitamina PP
em coloides de ouro e prata e filme de ilhas de prata foram compa@uos
espectro FT-Raman do soélido e notou-se que o0 substrato n@aéntefipara o
aumento da intensidade foi o coloide de ouro.

Também foi realizada uma analise quantitativa de nicotinamida em
comprimidos de vitamina utilizando a técnica SERS em aluminastréaecom
nanoparticulas de prdtaNeste estudo conseguiu-se quantificar a nicotinamida em

baixas quantidades (ppm) em complexos comerciais de vitamina B

1.9 — Acido acetilsalicilico

O acido acetilsalicilico (Figura.8) € um farmaco néo esteroidal com
propriedade anti-inflamatdria, antipirética e analgésiég em estado puro, um po
de cristalino branco ou cristais incolores, pouco solinelagua e facilmente

soltvel em alcool.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-inflamat%C3%B3rio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antipir%C3%A9tico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81lcool
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FIGURA 1.8 — Estrutura molecular do acido acetilsalicilico.

Foi sintetizada por Hoffman em 1897 e introduzida para uso imaldic
dois anos depois com o nome de aspifirendo a droga mais prescrita e utilizada
em todo mundo, especialmente para tratamento de dor e distérldosncas
inflamatoriad’. Além disso, sintomas de doencas autoimunes séo tratmastas
doses deste medicamefito

A aspirina € um medicamento de baixo custo para o tratamento
preventivo de doencas cardiovasculares. Com ingestao des loimges por dia, ela
tem o potencial de reduzir a taxa eventos vasculares recorrentes, dimmusmon
de infarto do miocardio, e diminuindo o risco de problemas aasdstinais
causados por doses altas, ja que, longos tempos de uae dosles deste farmaco
aumentase o0 risco de desenvolver ferimentos nesta régidtntoxicacoes
acidentais em criancas ocorrem ja que ha uma facilidade no acesso a e§ta droga

Mesmo sendo um dos farmacos mais importantes historicamente, até a
presente data foram encontrados apenas dois artigos na literaseeatod ao
longo desta secdo, investigam seu efeito SER®mo a 4gua é o solvente mais
comum em analises SERS, a maior parte dos compostos estudsmlageé en
agua. Para compostos insoliveis em agua, condicfes espedévas ser
escolhidas para conseguir transferir as moléculas para os sutassdiisubstrato.

|76

Garrell® e colaboradores prepararam nanoparticulas de prata em diferentes

solventes ndo aquosos por reducéo de nitrato de prata conidbet@ de sodio e
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mostaram que alguns deles poderiam ser utilizados em SERS. HutcHirson
colaboradoresautilizaram solventes organicos misciveis em agua para fabricar
nanoparticulas de prata para serem utiizadm andalises SERS. Diferentes
métodos sdo apresentados na literatcomtudo, ndo houve realizacdo de testes
para verificar atividade SERS

Para obtencdo do espectro SERS do &cido acetilsalicilico, Wang e
colaboradorés utilizaram um método de extracdo baseado na afinidade entre o
analito e a superficie da nanoparticula de pr@s hidrossois de prata foram
preparados por reducao do nitrato de prata com borohidreto de sodio. Parardissolv
0 acido acetilsalicilico, foi utilizado cloroféormio. A sgho do analito foi
misturada com a solucao de hidrossois de prata e, ap0s dengtue separar em
duas fases, a fase aquosa foi retirada e analisada via SERS.

Foi observado que as posicbes dos picos do espectro SERS foram
equivalentes aos que aparecem no espectro Raman normal, porém ifeel poss
notar diferencas entre os dois. Além disso, muitos picosaecem no espectro
Raman do acido acetilsalicilico sélido desapaaweno espectro SERS, enquanto
outros picos se torna@m mais intensos.

Em outro trabalhd, foram feitos filmes de prata para estudo SERS
preparados por deposicdo a vapor em superficie dg €al-camara de vacuo.
Pipetou-se a solucdo do adsorbato deixando o solventeravafmrmando uma
monocamada do analito no filme de pratadailsalicilico foi depositado no filme
de prata com acetona, metanol e n-heptano para observar variagbes nas
propriedades de adsorc&o do adsorbato.

Todos os espectros SERS foram diferentes do espectro Raman da
aspirina em p6. Todos 0s picos que aparecem no espectro SER8dazatem dos
solventes organicos estdo na mesma frequéncia, mas ha algiemas;ds sutis na

intensidade relativa entre eles, fato atribuido pela diferenca de ngmafalos



22

substratos. As similaridades observadas em todos os esp8&RS confirmam
gue o acido acetilsalicilico foi adsorvido no filme de prta sua forma idnica
independentemente da polaridade ou propriedade prética ecaptotsolventeA
presenca de modos vibracionais no plano e fora do plano ndresfeiRS e a
auséncia do estiramento C=0 do grupo éster em 1750 icmlica que o ion
acetilsalicilico adsorve na superficie pelo grupo COO

Firkala’® e colaboradores recentemente aplicaram a técnica SERS para
analisar a distribuicdo espacial de baixas concentragiEsdb acetilsalicilico em
comprimidos manipulado&oram utilizados coloides de prata, que foram gotejados
na superficie do comprimido, além de utilizar ferramentas quimioméparaso
tratamento das imagens. A técnica se mostrou promissora pateaad do
principio ativo em baixas concentracfes, mas nao houve fipeg@&o do analito

em questao na amostra analisada.
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1.10- Objetivos

O objetivo geral deste trabalho esta relacionado com o ddgiemato
de um procedimento analitico para determinacédo de principios &iw produtos
comerciais utilizando espectroscopia Raman amplificada por superficiee j@aqu
literatura ha poucos relatos de trabalhos que empregam estaa tquama

guantificacdo. De forma mais detalhada, o objetivo do trabalho pode isler ehv.

% Otimizacao da sintese de nanoparticulas de prata para maximizacao da
intensidade de sinal utilizando o reagente de Tollens e filimetomo

superficie de deposicédo das nanoparticulas.

% Desenvolvimento de um procedimento analitico para analise de
nicotinamida e acido acetilsalicilico em produtos farmacéuticos
utilizando a técnica proposta. Verificagcdo da influéncia de interéyent

presentes nas amostras.

* Quantificacdo de nicotinamida e &cido acetilsalicilico nas @ma%os
comerciais e comparacdao com o método por cromatografia liquida de alta

eficiéncia
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2- PARTE EXPERIMENTAL

2.1- Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sao deagaditico
(PA), e todas as solucbes foram preparadas em agua deionizadgeratura
ambiente. As solucdes de nitrato de prata (Vetec, 99,8%), glucod,(99,8%) e
hidroxido de aménio (Synth, 27,0%), foram preparadas previamentsoanas
concentracdes de cada experimento do planejamento experimental.

A solucdo estoque de nicotinamida na concentracdo de 0,1 mhfoi L
preparada dissolvendo-se 0,1221 g de nicotinamida (Aarti Dragsdm 10 mL
de agua deionizada e as demais solucfes foram preparadas aeptrtdildindo-
se em agua deionizada. A solucéo estoque de acido acetitzalelconcentracao
de 0,1 mmol L* foi preparada dissolvendo-se 0,1801 g de &cido acetilsalicilico (All
Chemistry) em 10 mL de etanol (Chemis, 99,5%) e as demais solyaes f
preparadas a partir desta diluindo-se em etanol.

Foram preparadas solucdes estoque de hidroxido de sodio, (Sfrihe
acido cloridrico (Synth33%) de concentracdes 1,0 mol*lpara ajustar o pH das
solucdes de nicotinamida em diferentes concentragdes.

Foram utilizadas micropipetas volumétricas de 100 e 1000 Hilmé,
todas com ponteiras descartaveis de polietileno. Todo o alatatilizado
(béqueres, baldo volumétrico, etc.), passou por um procedimentandeza
adotado com o intuito de assegurar a auséncia que qualgaerorgsie pudesse
interferir nas medidas e na formacéo das nanoparticulas. Para isto,Zadatiima
solucdo de HNQ (Synth, 63%) e posterior lavagem com detergente e agua

deionizada.
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2.2— Amostras analisadas

A amostra de nicotinamida em gel (Paput®ss comprimido de &cido
acetilsalicilico (AAS® Adulto) utilizado para a determinacdo doscfwins ativos
foram obtidos em farmécia local.

O gel de nicotinamida, além do principio ativo, possui em sua
formulacdo glicerina, propilenoglicol, carbomero, metilparabeneness de
alecrim, alcool a 96°GL e agua destilada, usados como excipi@ntesnprimido
de acido acetilsalicilico, aléem do principio ativo, possui emafermulacdo amido

de milho e croscarmelose sddica como excipientes.

2.2.1- Preparacao da amostra para determinacdo de nicotinamida

Utilizou-se como amostra um medicamento na forma de gel vendido
comercialmente de concentracgd0 vhg de nicotinamida por grama do gel. Uma
massa de 0,0763 g pesada em balanca analitica foi transferida para um béquer de 1(
mL e adicionada agua deionizada. Em seguida, o béquer foddesxa ultrassom
por 30 minutos, dissolvendo completamente a amostra. Camdeto volume

para 25 mL em um baldo volumétrico.

2.2.2 — Preparacdo da amostra para determinacdo de acido

acetilsalicilico

Utilizou-se como amostra comprimidos vendidos comercialmente
contendo 500 mg de acido acetilsalicilico por comprimido. Peepapacdo da
solucdo estoque, dez comprimidos foram macerados e uma massa deg(fi261
transferida para um béquer de 10 mL e adicionado etanol. Em segbiggyer foi

deixado em ultrassom por 30 minutos e a solucédo foi filtrada nedirar o
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sobrenadante. Completou-se o volume com etanol para 25 mLnerbaldio

volumeétrico.

2.3— Instrumentacéao

As medidas espectrométricas foram realizadas em um espectrometr
Raman B&W Tek modelo BWS 415-785H interfaciado a um computador e
gerenciado pelsoftwareB&WSpec 3.27.

Foi utilizada uma chapa de aquecimento iICAMAG, modelo HS 7
para realizacdo do aquecimento da sintese e um ultrassom Ultraclemi®o m
1400 para limpeza do substrato e diluicdo das amostras.

Para as medidas de pH das solucdes foi utilizado um pHmetraaHann
modelo pH 21. Todas as pesagens foram feitas utilizaadoya balanca analitica
BEL Engineering, modelo Mark 210A com preciséo de = 0,1 mg.

Paa caracterizacdo do substrato, foi utilizado um microscopio eletrénico
de varredura Philips XL-30 do Laboratorio de Caracterizacdo BstrdbCE) do
Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa/UFSCar), um difratbmetro de
raio-X Shimadzu XDR 6000 (LIEC/UFSCar) e um espectrometro de infravermelho
Agilent Scalibur 640. Para as analises quantitativas do métodefaténcia, foi

utilizado um HPLC Agilent Technology 1200 Series com detector UV-Vis.

2.4— Otimizac&o da preparacéo do substrato e metodologia

A sintese de nanoparticulas de prata adsorvidas em papeatdittercial
foi feita a partir do método de Tollens, similar a parte experimeetsdrita no
artigo de Cherng e colaboradores. No entanto, foram realizados planejamentos

experimentais com o intuito de maximizar o sinal SERS gerado. Nagt, &bi
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utilizada uma solucéo de nicotinamida 1,0 mmoldara monitorar o sinal SERS
em cada sintese.

Inicialmente, foi deixado um béquer com agua deionizada em banho
maria e foi adicionada, primeiramente, a solucdo de nitrato de prétdgaer e
esperou-se a solucéo atingir a temperatura adequada. Apos, adsgcaceiucao
de hidréxido de aménio formando um precipitado marrom, queftogtissolvido,
e a solucédo tornou-se novamente incolor. Ao fion,adicionada a solucao de
glucose, previamente aquecida a temperatura da reacdo, seguida da dmerséo
papel filtro, pré-tratado e cortado em 2 cm x 2 cm, posicionadicalmente no
béquer com auxilio de uma ping¢a. A solucéo foi deixada etaca@g de850 rpm
para obter uma cobertura uniforme no papel filtro. A Figura 2.lralust

procedimento descrito anteriormente.

AgNO,
NH,OH Papel
(:‘GHIQ(:)6 Filtro

| |
- N [\ @)

FIGURA 2.1- llustracéo do procedimento realizado para sintese de nanoparticulas

de prata suportadas em papel filtro.

Terminada a reacdo, o papel filtro coberto com nanoparticulas de prata
foi retirado da solucao, lavado com agua deionizada em ultrgssodez minutos
e em metanol por um minuto. O substrato foi deixado secarespetatura
ambiente e, logo apds, foi colocado em uma solucdo deinaicotia de

concentracdo 1,0 mmol L O substrato foi mantido imerso na solucdo por uma
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hora para adsorcéo do farmaco. Apés este tempo, o substrato foi retirado da solucéo
e deixado secar, durante vinte minutos, em temperatura ambiente e foram

adquiridos os espectros logo em seguida.

2.4.1- Planejamento fatorial fracionado

Para conseguir maximizar o aumento do sinal SERS e verificar quais
variaveis eram as mais influentes na sintese, foi realizado anejgnento

experimental fatorial fraciom® 2,,°. Este planejamento foi classificado cora§®

pois os parametros foram variados em dois niveis, alto e barés, eariaveis que
foram supostas menos significativas foram combinacbes das varrégeantes
(supostas como sendo mais significativas). Além disso, eatejplmento possui
resolucdo IV, pois nenhum efeito principal estd associado quoaiguer outro
efeito principal ou qualquer interacdo de segunda ordem, mas ie®raed
segunda ordem estao associadas ente si.

Os parametros estudados no planejamento fatorial fracionado foram:
concentracdo dos reagentes, tempo e temperatura da reacao, tipcampeEnto
do papel filtro. Eles estao listados na Tabela 2.1 com seuscte®s valores no
nivel mais baixo, mais alto e no ponto central. O pontdralefoi feito em
triplicata utilizando os valores citados no trabalho de Ghercolaboradorés
Optou-se por utilizar o planejamento fatorial fracionado para nedunimero de
experimentos. Para isto, trés variaveis foram escolhidas para serenmaggiabi
entre as variaveis restantes. A Tabela 2.2 apresenta as relacesageautilizadas
para definir os niveis, em cada experimento, das trés variaveitigéas como
sendo as menos significativas e a Tabela 2.3, as condigbgse foi realizado

cada experimento.
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TABELA 2.1 — Parametros de estudo do planejamento fraciongéde os valores

nos niveis alto (+1), baixo (-1) e ponto central (0).

Nivel A B C D E F G
uantitativc
1 75 450 750 8 65 HNO; Q
(7-12 um)
Qualitativo
0 50 300 500 6 55 NH,OH
(4-12 um)
-1 25 150 250 4 45 — Quantitative
(1-2 um)

A = [AgNO,] (mmol L™), B = [NH,0H] (mmol L), C = [CH_ O] (mmol L), D

= Tempo de reacao (min), E = Temperatura da reacéao (°C) , F = Pré-tratamento do

papel filtro (10% v/v), G = Tipo de papel filtro.

TABELA 2.2 — Relagdes geradoras utilizadas para construcao do planejamento

fatorial fracionado de resolucéo IV e as variaveis a que se referem.

Relacdo Geradora Interacéo Variavel
4 BCDE E
P ACDF F
I3 ABDG G

A = [AgNO_] (mmol L™), B = [NH,OH] (mmol L"), C = [CH_O] (mmol L™!), D

12 6
= Tempo de reacao (min), E = Temperatura da reacéo (°C) , F = Pré-tratamento do

papel filtro (10% v/v), G = Tipo de papel filtro.



31

TABELA 2.3 — Condic¢Oes reacionagke cada experimento do planejamento fatorial

fracionado.

Experimento A B C D E F G

1 25 150 250 4 45 - 1-2
2 25 150 250 8 65 HNO; 7-12
3 25 150 750 4 65 HNO; 1-2
4 25 150 750 8 45 - 7-12
5 25 450 250 4 65 - 7-12
6 25 450 250 8 45 HNO; 1-2
7 25 450 750 4 45 HNO; 7-12
8 25 450 750 8 65 - 1-2
9 75 150 250 4 45 HNO; 7-12
10 75 150 250 8 65 - 1-2
11 75 150 750 4 65 — 7-12
12 75 150 750 8 45 HNO; 1-2
13 75 450 250 4 65 HNO; 1-2
14 75 450 250 8 45 — 7-12
15 75 450 750 4 45 — 1-2
16 75 450 750 8 65 HNO; 7-12

A =[AgNO_] (mmol L™), B = [NH,0H] (mmol L), C = [CH_O] (mmol L™*), D

12 6
= Tempo de reacéo (min), E = Temperatura da reacao (°C) , F = Pré-tratamento do

papel filtro (10% v/v), G = Tipo de papel filtrar).

Para a analise dos dados, foi utilizado o valor de intensatageo em
1031 cm', j4 que este apresentou a maior intensidade de sinal no espectro

nicotinamida, como mostra a Figura 2.2.
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FIGURA 2.2 — Espectro SERS da nicotinamida obtido utilizando o substrato

sintetizado.

Em cada experimento foram adquiridos dez espectros, sendo retisados 0
dois maiores e os dois menores valores de intensidade, mdsulbipenas seis
valores de intensidade, com os quais foi calculada a média. Btsidadesta
estratégia para obter um valor mais representativo de todo sub$é foi
adquirida uma maior quantidade de espectros ja que, em temgoslangos, a
intensidade do sinal do espectro diminuia consideravelmeetedda variacao de
coloracdo do papel com nanoparticulas em cada experimento, i@i$evatores de
poténcia do laser foram incididas sobre o substrato para caliseapara evitar
fundo térmico e queima do substrato. Para comparacdo dos restiltaiosio
planejamento, os valores de intensidade foram normalizados parpatémcia de
laser de 3,16 mW.
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2.4.2— Planejamento composto central

A concentracdo de nitrato de prata e de glucose foram as vapaxveis
planejamento composto central (CCD) por terem se apresentado as mais
importantes no planejamento fracionado. Os parametros: concentracédo deldidroxi
de amonio, tempo de reacdo, temperatura e tipo de papel filtro, foramsfixad
utilizando os valores utilizados no melhor experimento ldogpamento fatorial
fracionado. O pré-tratamento com hidroxido de aménio foi esimwlfd que o
tratamento com &cido nitrico danificava a estrutura do papeb sgunel este se
desintegrava com facilidade.

A Tabela 2.4 lista os valores dos parametros em cada ni@TDo

TABELA 2.4 — Parametros de estudo do planejamento composto central e os

respectivos valores nos niveis (+1,41), (+2)1)((1,41) e o ponto central (0).

Nivel [AgNO3] (mmol L™) [CeH1,0¢] (mmol L™
~1,41 40 396
-1 50 500
0 75 750
1 100 1000
1,41 110 1103

Os valores de concentracdo de nitrato de prata e de glucosatoo po
central do CCD foram aqueles que geraram o melhor resultapgamejamento
fracionado.Este novo planejamento foi composto por oito expetas € mais trés
experimentos relativos ao ponto central. As condicdes em queal@ado cada

experimento estdo apresentadas na Tabela 2.5.
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TABELA 2.5 — CondicOes reacionaise cada experimento do planejamento

composto central.

Experimento [AgNO3] (mmol L™) [CeH1,06] (Mmol L™
1 50 500
2 50 1000
3 100 500
4 100 1000
5 40 750
6 110 750
7 75 396
8 75 1103

Para a analise dos dados, foi utilizado o valor de intensdtage&oem
1031 cm' que aparece no espectro da nicotinamida.

Da mesma maneira que no planejamento fracionado, foram adquiridos
dez espectros em cada experimento sendo retirados o0s dois neaiosedois
menores valores de intensidade, resultando seis valores dsidatke, com 0s
quais foi calculada a média. Devido a pouca variacdo de coloracibstoato em
cada experimento, foi incidida uma poténcia do laser de 3,16em\Wtodas as

aralises, devido a coloracao cinza escuro do papel.

2.4.3— Estudo da variacéo da intensidade do sinal com o tempo de

adsorcao

Foi feita uma solucdo padrdo de acido acetilsalicilico e naoitha,
ambos em uma concentracdo de 1,0 mmal Com a melhor reacdo obtida pelo
CCD, foi sintetizado o substrato e esse cortado verticalmente erpastes, que

foram colocadas, em ordem aleatéria, em seis béqueres contendo a dolucéo
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principio ativo em estudo. Os papéis foregtirados de cada béquer em diferentes
tempos (0, 20, 40, 60, 80 e 100 minutos), deixados secar esaaloali por

espectroscopia Raman.

2.4.4— Estudo da variacao da intensidade do sinal com o tempo de

reacao

A fim de analisar o tempo necessario que se deve deixar o substrato
imerso na solucdo do principio ativo para se ter a maxima adstwcdialito, o
papel filtro coberto com nanoparticulas foi cortado valmente em seis partes
iguais e imersos, em ordem aleatéria, em seis béqueres contendolugd® de
concentra¢do 1 mmolido analito estudado.

Cada tira de papel foi removida da solucdo em diferentes tempos de
adsorcao (1, 20, 40, 60, 80 e 100 minutos). Apés o tempo dezadseles foram
deixados secar em temperatura ambiente por 20 minutos, para a nic#inado
minutos, para o acido acetilsalicilico. Foi feita a analise pactgscopia Raman
utilizando um tempo de integracéo de 30 segundos e uma potkeniziser de 3,16
mW. Para cada tempo de adsorc¢éo, foram adquiridos 12 espectrostoisubds
dois valores de intensidade mais altos e os dois maigsbi@msam retirados, e com
0S oito espectros restantes foram calculadas as intensidadiss npara cada

tempo de adsorcéao.

2.4.5 — Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para

determinac&o de nicotinamida

O método utilizado foi Cromatografia liquida, adaptado éadlitird’. A
fase movel consistiu de 20 mmol'lde acetato de amdnio ajustado para pH 5,0

com &cido acétice acetonitrila (80: 20, v/v) e vaz&o de 0,8 mL thitemperatura
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de 25°C, tempo de corrida 20 min, sendo o tempo de retencéo macdirramida
de aproximadamente 2 minutoss solucfes para construcdo da curva analitica
foram preparadas diluindo-se a solucdo estoque na fase mével. Aldactava

analitica foi de 0,08 mmolta 0,8 mmol ..

2.4.6 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para

determinacéo de acido acetilsalicilico

O método utilizado foi cromatografia liquida, adaptado da litef3tuA
fase movel consistiu de acetonitrladagua (20:80) ajustada para pH 2,5 com acido
fosforico, temperatura de 25°C, tempo de corrida de 10 minutos, tuge fL mL
min*, sendo o tempo de retencdo para o AAS de 7 minutos. Asdeslygara
construcdo da curva analitica foram preparadas diluindo-saigisoéstoque na

fase movel. A faixa da curva analitica foi de 0,06 mmokL0,55 mmol L.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados obtidespeognentos
realizados no planejamento fatorial fracionado, no planejamento compos#b eent
na quantificacdo de nicotinamida e acido acetilsalicilico em posdcomerciais.
Os resultados estdo acompanhados de uma breve discussaode, rp@E@ssario,

de observagbes experimentais.

3.1- Planejamento experimental fatorial fracionado

Os dados obtidos a partir dos espectros de cada planejapséatmo
apresentados na Tabela 3.1, com as respectivas poténcias de liaadasitem
cada analise, o valor da média das intensidades de seis especaosada
experimento e este valor normalizado para uma poténcia do laser de 3,16 mW.

A partir dos resultados obtidos para o planejamento fatoriabhago,
foi feita uma andlise para verificar quais 0s parametros estudatasntmaior
influéncia experimental. Para tal, os valores dos efeitos de cada paramet
analisado e de suas interagdes foram calculados e estao apleseat Tabela 3.2

em ordem de significancia e ilustrados na Figura 3.1.



39

TABELA 3.1 — Tabela dos resultados do planejamento fracionado contendo as

poténcias utilizadas para cada experimento, o valor da média elasidaties do

sinal SERS em 1031 ¢fe sua normalizacdo para uma poténcia do laser de 3,16

mW.

Poténcia do Laselntensidade media Intensidade

Experimento

(mW) (u.a.) normalizada (u.a.)
Ponto Central 1 15,8 2792 558
+Ponto Central 2 15,8 1582 316
Ponto Central 3 15,8 1921 384
1 94,8 860 29
2 63,2 130 7
3 31,6 21688 2169
4 3,16 6676 6676
5 47,4 3287 219
6 63,2 281 14
7 63,2 63 31
8 3,16 4284 4284
9 15,8 493 99
10 15,8 1022 205
11 3,16 14311 14312
12 3,16 16706 16706
13 31,6 885 89
14 15,8 4403 881
15 15,8 6100 1220
16 3,16 13699 13699
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O experimento 12 do planejamento fatorial fracionado (Tabela 3.1)
apresentou o maior valor de intensidade do sinal. Neste iep¢o foram
utilizados 75 mmol [* de nitrato de prata, 150 mmol*lde hidroxido de aménio,

750 mmol L* de glucose, com um tempo de reacdo de 8 minutos a uma temperatura
de 45°C para sintetizar nanoparticulas de prata depositadasageh fitro
quantitativo, de porosidade-2 um, pré-tratado com acido nitrico (10%, v/v) por 3

horas.

TABELA 3.2 — Valores reais e absolutaks contrastes de cada parametro do

planejamento fracionado em ordem crescente.

Valor (%, utilizando

Efeitos Valor real valores absolutos)
[CeH1204] 7191 40.4
[AgNO3] 4226 14
[CeH120¢] € [AGNO;] 3975 12,3
Tempo 3042 7,2
[CsH1:06] € Tempo 2874 6,5
[NH 4OH] e [CgH 120¢] —2690 5,7
[NH 4,OH] ~2474 4,8
{ﬁﬁﬂgﬁ‘i] AgNO;J e ~1501 1,8
Tipo de Papel 1397 1,5
[AgNO;] e [NH40OH] -1384 15
[AgNO;] e Tipo de papel 1295 1,3
[AgNO;] e Temperatura 1180 1,1
Temperatura 1169 11
[AgNO;] e Tempo 901 0,6

Pré-Tratamento 620 0,3
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FIGURA 3.1 — Gréfico de probabilidade normal dos valores dos efeitos, em

porcentagem, de cada parametro do planejamento fatorial fracionado.

De acordo com os valores apresentados na Taliéac®m a Figura 3.1,
€ possivel afirmar que o fator mais significativo para obtencdo cherdo da
intensidade do sinal SERS foi a concentracdo de glucose. Logo edases
concentracédo de nitrato de prata, a interacao entre a concentracao ge gldeo
nitrato de prata, o tempo de reacdo e sua interagcdo com a conced&guata
também foram significativos. Ademais, o valor real dos efeitocsada um destes
parametros foi positivo, isto €, quanto maior o valor de caddas fatores, maior

sera a intensidade do sinal SERS.
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3.2— Planejamento composto central

Para a execucéo dos experimentos do planejamento composto ceantral, fo
avaliada apenas a concentracao de nitrato de prata e glucose egtapifatores, e
a interacdo entre eles foram os mais significativos do planejanfigtcioal
fracionado. Assim, os valores da concentracdo de hidroxido de anémioo e
temperatura da reacao e tipo de papel filtro foram fixados de acordascgatores
utilizados no melhor experimento do planejamento fatorial fnacio. No entanto,
o pré-tratamento do papel filtro foi modificado, utilizankioroxido de aménio
(10%, v/v) em vez do tratamento com acido nitrico, ja que comamneato acido,
o papel ficou com sua superficie danificada, além do que o planejament
fracionado ndo mostrou importancia com relacao ao tipo de pré-tratamento

Os valores da intensidade SERS obtidos para cada experimento
planejamento composto central se encontram na Tab&leOBserva-se que o

melhor resultado foi obtidno experimento 1.
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TABELA 3.3 — Tabela dos resultados do planejamento composto ceAtral.
intensidade média refere-se ao sinal SERS em 1031 pana seis espectros

utilizando laser a 3,16 mW.

Experimento Intensidade média (u.a.)
Ponto Central 1 19222
Ponto Central 2 21699
Ponto Central 3 16283
26129
21008
11263
19558
22235
19817
15953
21228

o N o o~ WDN PP

Um modelo quadrético (Eg. 1) foi proposto para este sistemaadaves
dos coeficientes angulares e linear foram calculados para umaloteler 90% e
95% de confianca (Tabela4}.

Y = Bo+ BagXag+ BawXau+ BaganXagXou+ BageXag + BeugXew”  (EQ.1)
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TABELA 3.4 — Valores dos coeficientes linear e angular do modelo quadratico
proposto com seus respectivos valores maximos e minimos derwalo de
confianca de 90% e 95%.

Coeficiente Valor — 90%, ) — 95%, )
Minimo Maximo Minimo Maximo
bo 19068 15861 22274 14977 23159
Pag —2467 -4431 -503 —4972 38
bew 1329 —635 3293 -1176 3834
Pag-Glu 3354 577 6131 -189 6897
Pagq 899 —-1438 3237 —2083 3881
Paiug -318 —2655 2019 -3300 2663

A 95% de confianca, todos os valores dos coeficientes, exceto o
coeficiente linear, estdao dentro de uma faixa que passam pelo zefifo Al
confianga, somente o coeficiente linear e os coeficientes angolgbag.cl, NA0
passam pelo zero. Com isto, a 95% de confianca, pode ser conaleiderthum
dos coeficientes do modelo quadratico contribui signifiaatente para o modelo,
ou seja, a construcdo de uma superficie de resposta a partir do oeakiiatico
proposto (Eg. 1) ndo é adequada para representar os dadpgargais ela néo
prediz os valores de intensidade observados. Ainda asarna,cpmprovar esta
afirmacdo, foi construida uma tabela ANOVWRabela 35) para verificar o ajuste

guadratico do modelo proposto.
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TABELA 3.5 — Tabela ANOVA referente ao modelo quadréatico proposto para o

planejamento composto central.

Fonte de Variagdo Soma Quadratica Grau de liberdade Média Quadratica

Regresséo 1,14-16 5 2,29-10
Residuos 3,80-16 5 7.60-16
Falta de Ajuste  2,33-10 3 7,76-10
Erro puro 1,47-10 2 7,35-16
TOTAL 1,52-168 10
r? 0,75
r2 0,90
Teste F
3,01 F , 5,05

Regresséo tabelado (5 5)
Teste F

este 1,06 Frabeiado (3:2) 19,16

falta de ajuste

De acordo com os valores apresentados na Tabela 3.5, a equacao
guadratica proposta (Eqg. 1) consegue explicar apenas 61%odmbatrvado. Foi
realizado o teste F da regresséo e da falta de ajuste para averiguarabibdizdge
do modelo. O teste F para a regressdo determina se a varian@adexplela
regressao é significativamente maior que a variancia dos res@ueste F para
falta de ajuste verifica se a variancia dos erros vem principalmentdtalade
ajuste ou do erro puro.

Conforme a Tabela 3.6 valor obtido para o teste F da regresséao nao foi
muito maior que o valor degbeags indicando que o modelo contribui pouco para a
variancia da resposta. Ainda, o valor obtido para o teste F dadfalgjuste do

modelo de regresséo foi menor que@ekd, iINformando que a equacao utilizada
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ndo é adequada, jA que o modelo ndo se ajusta adequadamemtaosss
observados, apresentando alta falta de ajuste.

Sendo assim, a EQ.1 proposta ndo foi utilizada para a constiacao
superficie de resposta devido a falta de ajuste e dificuldade dedpreds valores
observados. Como os valores da intensidade ndo se compodarananeira
quadratica em relacdo as variaveis estudadas nao foi possivel noodedma.
Devido a este fato, a superficie apresentada na Figura 3.2 foi abastnodrtir dos
valores reais obtidos nos experimentos realizados no planegaraentposto
central. No entanto, foi possivel obter uma resposta Otimasguencontra no
extremo inferior esquerdo da superficie da Figura 3.2 com um aumedBvaies
em relacdo ao valor obtido no ponto central do planejamermtnafafracionado
Para averiguar se este era realmente o ponto 6timo e ndo um maximaéscal, t
experimentos adicionais foram realizados em torno deste porgosdivel notar
gue os valores da intensidade dos experimentos adicionaengex@ue confirma

gue o experimento 1 é o ponto 6timo do planejamento composto central.
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FIGURA 3.2— Superficie de resposta do planejamento composto centrzéhiutit

os valores empiricos de intensidade do sinal SERS em 1031demespectro da

nicotinamida com os valores obtidos nos experimentos adicionais.

3.3— Variacao do sinal com o tempo de adsorcéo

O tempo de adsorcédo da nicotinamida e do acido acetilsaliédram
investigados separadamente para avaliar o tempo ideal na quahsidade do
sinal SERS seria 6tima. O resultado deste estudo pode ser obssavéidura 3.3.

A intensidade do sinal SERS foi monitorada em 1031 @ara a nicotinamida e
em 806 crl para o acido acetilsalicilico, ja& que este fArmaco apresentou uma

maior intensidade do sinal nesta regido, como mostra a Bdura
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FIGURA 3.3 — Intensidade normalizada para solucéo contendo 1,0 mrhdeL

acido acetilsalicilico (a) e para solucdo contendo 1,0 mmale_nicotinamida (b)

em diferentes tempos de adsor¢cgd?0, 40, 60, 80 e 100 minutos.

Intensidade Raman (u.a.)
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FIGURA 3.4 — Espectro SERS do &cido acetilsalicilico obtido utilizando o

substrato sintetizado.
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E possivel perceber na Figura 3.3 que a intensidade, para ambos 0s
analitos, aumenta a medida que o tempo de adsor¢cdo aumenta, chegando a um valo
maximo em um tempo de adsorcdo de 60 minutos para a nicatmnanie 80
minutos para o acido acetilsalicilico. Isto ocorre ja que a concentacanalito
adsorvido na superficie do substrato cresce em funcdo do tempentlsioto, a
partir de um valor maximo de intensidade, o sinal decresce aangaédo tempo
de adsorcdo aumenta, provavelmente devido a oxidacdo das naotgsae/ou

degradacéo do analito.

3.4— Variacao do sinal com o tempo de reacao

O tempo de reacéo de sintese das nanoparticulas de pratadadesno
planejamento fatorial fracionado, no qual seu valor maximo eran8tosi De
acordo com a Tabela 3.2, apresentada na secao 3.1, esta variavel apresento
efeito positivo sobre o valor de intensidade do sinal. Paeguinte, o tempo de
reacdo da sintese do substrato foi analisado para valores maiortedeslaq
propostos pelo planejamento, a fim de verificar a possib@idadobtencdo de um
maior aumento do sinal SERS.

A variagcdo da intensidade do sinal da nicotinamida e do acido
acetilsalicilico em relacdo ao tempo de reacdo é apresentada na Figuka 3.5
intensidade do sinal SERS foi monitorada em 1031 para a nicotinamida e em
806cm* para o acido acetilsalicilico. E possivel observar que a intensidaieodo
monitorado cresce a medida que o tempo de reacdo aumenta, chegandal@r u
maximo em 12 minutos de reacéo, tanto para a nicotinamida quaat® @cido

acetilsalicilico.
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FIGURA 3.5- Intensidade normalizada para solu¢do contendo 1,0 mraleL
acido acetilsalicilico (a) e para solucdo contendo 1,0 mmale_nicotinamida (b)
em diferentes tempos de reacdo na preparacdo do sub8irdid, 12, 14, 16

minutos.

Com o aumento do tempo de reacédo, o tamanho das nanoparticulas
aumenta, atingindo um tamanho 6timo em 12 minutos de red@lého.disso, pode
haver formacéo dhot spots que € uma das condi¢cdes para observar aumento da
intensidade SERS. Em contrapartida, em tempos de reacdo muitus, sy
nanoparticula se tornam muito grandes e ha aglomeracées entcawdasdo uma
diminuicdo da intensidade do pico, fato que pode ser constatado mostra a

micrografia da Figura 3.6.
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FIGURA 3.6— Micrografia das nanoparticulas de prata depositadas em papel filt

em um tempo de reacao de 16 minutos.

A Tabela 3.6 apresenta os parametros reacionais 6timos para dintese
substrato, o qual foi caracterizado e utilizado nas analisastimtivas dos

farmacos, utilizando o tempo de adsorcéo 6timo de cada analito.
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TABELA 3.6 — Valores otimizados dos parametros de sintese.

Parametros Valor

[AgNO] 50 mmol L*

[NH ,OH] 150 mmol L
[CeH120¢] 500 mmol L*
Tempo de reagao 12 minutos
Temperatura 45°C
Pré-Tratamento NH,OH

Tipo de Papel Quantitativo (32 um)

Tempo de adsor¢ao nicotinamida 60 minutos

Tempo de adsorcéo acido

L 80 minutos
acetilsalicilico

3.5 — Caracterizacdo das nanoparticulas de prata suportadas em

papel filtro

Foi realizada uma micrografia do papel filtro antes e apo6s déposi
papel filtro das nanoparticulas de prata sintetizadasnp&tiodo de Tollens com os
parametros experimentais otimizados. E possivel perceber peta Biguque ha
uma densidade alta de nanoparticulas de prata sobre o papetditroyma média
de 30.000 particulas por Mme a distribuicdo de 95% das particulas, de acordo
com a Figura 3.8, esta entre 94 a 275 nm, com um tamanho dee&0 * 60)

nm.
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FIGURA 3.7- Micrografia do papel filtro (a) e do papel filtro com nandtipatas

de prata depositadas sobre a superficie.
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FIGURA 3.8 — Grafico de distribuicdo do tamanho das nanoparticulas ata pr

depositadas sobre papel filtro nas condi¢cbes 6timas da sintese.
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O difratograma de raios-X das nanoparticulas de prata sobre o papel filtro

pode ser visto na Figura 3.9 e foi realizado na faixa angular de 80, com uma

taxa de varredura de 2° por minuto.
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FIGURA 3.9- Padrao de difragcdo das nanoparticulas de prata depositadas sobre

papel filtro nas condicfes Gtimas da sintese.

Quatro picos aparecem no padréo de difracdo de Xamss valores dos
angulos de 38,3°; 44,4°; 64,9° e 77,9°, correspondentes regpaetite aos planos
cristalinos (111), (200), (220) e (311) da ptata
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A Figura 3.10 apresenta o espectro de energia dispeBsnexdy-
dispersive X-ray spectroscopgDS) do substrato. Pode ser observado que apenas

nanoparticulas de prata foram depositadas na superficie do papet fildo ha

presenca de oxigénio na superficie.

Ag

Intensidade

Ag

Ag

L 1 L ] ™— 1] L L
0 1 2 3 4 5 6
Energia (keV)

FIGURA 3.10- Espectro de energia dispersiva (EDS) das nanoparticulas de prata

depositadas sobre papel filtro nas condi¢cdes 6timas da sintese.

A Figura 3.11 é referente ao espectro de infravermelho do papel fil
antes e depois da deposicdo das nanoparticulas obtideandtil 0 acessorio de

refletancia total atenuadat{enuated Total ReflectancATR).
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FIGURA 3.11- Espectro de infravermelho do papel filtro (a) e das nanoparticulas

de prata depositadas sobre papel filtro (b) nas condi¢des 6timas da sintese.

Nota-se que, em ambos 0S espectros, 0S picos que aparecas Sao
mesmos e estdo relacionados aos grupos hidroxila e cardlifatisos presentes
na estrutura da celulose. No entanto, a intensidade dos peEsentes ndo séo
similares devido a deposi¢cdo das nanoparticulas de prataeréigepa celulose
que dificulta que a radiacdo incidente interaja com a superfizgigoapel,
diminuindo assim a intensidade dos picos. Como esperaddanpicos relativos a

nanoparticula de prata ja que elas ndo sao ativas no infravermelho médio.
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3.6— Nicotinamida

3.6.1- Estudo da orientac&o da nicotinamida em funcao do pH

Com uma concentracéo de 1,0 mmal de nicotinamida, variou-se o pH
da solugéo com &cido cloridricg0dmol L™ e hidréxido de sédio 0 mol L. O
pH final da solucdo de nicotinamida foi 2 e 10 respectivamenten(o de
adsorcéao foi de uma hora e o tempo de secagem foi de 20 minutempernatura
ambiente controlada.

O espectro SERS da nicotinamida apresenta um aumento da irdensida
do sinal em 1029 cth Em pH 2, a intensidade do sinal foi muito baixa, japén
basico a intensidade do sinal foi equivalente a intensidadpH neutro. A Figura

3.12 mostra os espectros SERS da nicotinamida em cada um do pH estudado.
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FIGURA 3.12- Espectros SERS da nicotinamida diluida em pH 2 (a), 7 (b) e 10

(c), com poténcia de laser incidido de 3,16 mW.
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O aumento de sinal observado no efeito SERS da nicotinamidaegm
neutro e alcalino deve-se a ligacdo do nitrogénio dopanéinico a nanoparticula
de prata (Figura 3.H} Esta mudanca na estrutura resulta da variagcdo do pH da
solucédo. O valor do pkda nicotinamida € 3,3 indicando que em valores de pH
menores que 3,3 a forma protonada da molécula € predominante, engaato
valores de pH maiores que 3,3 a forma neutra pred6tina

Como a protonacdoodnitrogénio do anel piridinico interfere na sua
ligacdo com as nanoparticulas de prata, a molécula de nicataamiliga a elas
pelo nitrogénio do grupo amida, como mostra a Figura 3.18bnuindo o sinal
SERS. Devido a estes resultados, optou-se por construir a cucadibtacdo da

nicotinamida, dissolvendo-a em agua deionizada, em pH 7.

FIGURA 3.13 - llustrago da nicotinamida na forma neutral (a) e na forma

protonada (b).
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3.6.2— Espectro SERS do padréo de da amostra

A Figura 3.14 mostra o espectro Raman da nicotinamida em po, o
espectro Raman da solucdo de nicotinamida a uma concentra¢io deol |0 ham
0 espectro SERS da solucdo de nicotinamida na mesma concentracdo. Para a
aquisicdo do espectro Raman do p6 foi utilizada uma poténdaselede 31,6
mW; para o espectro Raman e SERS da solucéo foi utilizada uma poler3;ib

mW. O tempo de integracéo foi de 30 segundos para todas as aquisicoes.
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FIGURA 3.14— Espectro SERS de uma solucdo contendo 1,0 mmald_padr&o
de nicotinamida com uma poténcia de laser incidida de 3,16 mW feExtes
Raman do padrédo de nicotinamida em p6 com uma poténcia indelidh,6 mw
(b) e espectro Raman da solucédo 1,0 mmbtlb padrdo de nicotinamida com uma

poténcia de laser incidida de 3,16 mW (c).
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Pode ser observado que, com a mesma poténcia de laser incidida, o
espectro Raman da solucao (Figurkd®) ndo exibe picos relacionados ao analito,
ja o espectro SERS da mesma solucéo (Figuréa) apresenta picos relacionados
a nicotinamida, similares aos que aparecem no espectro Raman da nidatieram
po (Figura 3.14b). Além disso, ao comparar 0 espectro SERS da scolutéo
espectro Raman do pé, é possivel perceber que o pico relacionagoagdiesdo
anel piridinico sofre um pequeno deslocamento de 1029 para 1031 cii.
Além disso, ha um aumento da intensidade deste pico no espe®RS (Figura
3.14a) em compacado com o espectro Raman do po (Figura 3.14b).

O espectro Raman da amost@nercial que contem nicotinamida e o
espectro SERS da mesma amostra em solegdaama concentragao de 0,5 mmol
L™, estdo ilustrados na Figural8. Para a aquisicdo do espectro Raman da amostra
em gel, foi utilizada uma poténcia de laser de 316 mW e paspeacriro SERS da
amostra diluida foi utilizada uma potencia de 3,16 mW, ambas tempo de

integracao foi de 30 segundos.
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FIGURA 3.15- Espectro SERS de uma solucdo contendo 0,5 mmalaLamostra

comercial de nicotinamida com uma poténcia de laser incididaléendVN (a) e

espectro Raman da amostra comercial de nicotinamida em gel com umeapoté

incidida de 316 mW (b).

O perfil do espectro Raman da amostra (Figura 3.15b) é diferente do
perfil do espectro Raman do padrdo de nicotinamida (Figura 3.1dis)ha@ o
aparecimento de picos relativos aos excipientes utilizadasomposicao do gel.
No entanto, o espectro SERS da amostra (Figura 3.15a) € semelhante @0 espec
SERS do padrao (Figura 3.14a), apresentando 0s mesmos picos e urto aumen
consideravel da intensidade do sinal em 1031'csignificando que apenas
moléculas de nicotinamida adsorvidas na superficie dagpasditulas de prata
estdo gerando o sinal, e ndo ha interferéncia dos excipientestggas@@mostra,

indicando que este método apresenta alta seletividade para este analito.



62
3.6.3— Construcao da curva analitica

A curva de calibracao foi feita em triplicata e a concentracao da solugao
de nicotinamida variou de 0,1 mmof‘la 1,0 mmol L. O substrato foi cortado
verticalmente em seis tiras de tamanho iguais e imersos enbde®lde cada
concentracdo de forma aleatoria, j& que a distribuicdo das nacwaparno papel
nao é uniforme.

ApoOs uma hora, os papeis foram retirados e secados na estufa a 25°C.
Foram obtidos 12 espectros para cada concentracéo, alternandelde qeaga trés
espectros tirados. Do total dos espectros obtidos, foramidoxglas dois maiores e
os dois menores valores de intensidagdeom o0s oito espectros restantes de cada
concentracao, foi calculada a média e feita a normalizacdo do valor date
obtida em relag&o ao valor da intensidade referente a concentragcdo mais alta.

Os espectros para cada uma das concentracdes utilizadas para
construcdo da curva analitica estao ilustrados na Figura 8.pértir do valor
médio normalizado referente a cada concentracdo estudada, foi obtideaa cu
analitica (Figura A7) com equacédo da reta y = 915,02x + 0,161 e coeficiente de

determinacéo, Rde 0,96.
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FIGURA 3.16- Espectro SERS da nicotinamida em diferentes concentractes: 0,1
mmol L™ (a), 0,2 mmol L* (b), 0,4 mmol L* (c), 0,6 mmol L* (d), 0,8 mmol L*
(e) e 1,0 mmol [* ().
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FIGURA 3.17 — Curva de calibracdo da nicotinamida utilizando o substrato

proposto.
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3.6.4— Determinacao de nicotinamida em amostra comercial

Para quantificagcdo da amostra comercial nicotinamida, o substrato foi
cortado verticalmente em seis partes iguais, sendo que trédatala imersas na
solucdo contendo a amostra comercial diluida em uma concentragdmol3.

e, 0S outros trés, em solucdo do padrao de nicotinamida encammoentracao,Q

mmol L. Esse procedimento foi realizado para normalizar a intensidade da
amostra utilizando o ponto mais concentrado da curva de céalihraendo ®
papeis imersos em ordem aleatoria.

Com a equacéao da reta da curva analitica (Figura 3.18) foi calculada a
concentracdo do principio ativoa amostra, realizando o procedimento em
triplicata. Pode ser observado, pelos valores apresentadbabe&a 3.7, que o
valor obtido pelo método SERS proposto esta em concordancia cesultado
obtido por HPLC.

TABELA 3.7 — Resultados obtidos na determinacdo de nicotinamida em amostra

em gel empregando HPLC e SERS.

Nicotinamida (mg/g do gel)
Valor Erro Erro
Amostra | Rotulado | HPLC SERS relativo (1) | relativo (2)
Yo %
Papuless® | 40 40,3+0,6 39,8+0,9 -0,5 -1,2

Erro relativo (1) % = 100x(valor SERSvalor rotulado)/valor rotulado
Erro relativo (2) % = 100x(valor SERSvalor HPLC)/valor HPLC

Foi aplicado o teste— pareadonos resultados obtidos para verificar se
0S mesmos apresentavam diferenca entre si. O valQydeid= 0,64 foi menor
gue o valor degkico = 2,77, portanto € possivel afirmar que os resultados da
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determinacao de nicotinamida obtidos empregando a metodologia $&i®Stp e

pelo procedimento HPLC, usado como referéncia, ndo apresentam diferencas
significativas a um nivel de confianca 95% e estdo dentrondesrro relativo
aceitavel, de acordo com a Resolu¢do RE N°899, de 29 de maio de 2§08 éa

dito que as amostras devem ter uma variacao de até 15% do valor nominal.

3.7 - Acido acetilsalicilico

3.7.1- Espectro SERS do padrao e da amostra

A Figura 3.18 exibe o espectro Raman do acido acetilsalicilicooem p
espectro Raman da solucdo de &cido acetilsalicilico a uma concerdeadz0
mmol L™ e o espectro SERS da solucdo de &cido acetilsalicilico esman
concentracdo. Para a aquisicdo do espectro Raman do p6 foi atilimadpoténcia
de laser de 31,6 mW; para o espectro Raman e SERS da soiugfilzé&nla uma
potencia de 3,16 mW. O tempo de integracdo foi de 30 segymata todas as
aquisicoes.

Pode ser observado que, em uma mesma poténcia de laser incidida, o
espectro Raman da solucdo exibe um perfil espectral com picos refeaentes
etanol, utilizado como solvente na preparacdo da amostra. Ja oStk da
mesma solucd@presenta picos relacionados ao aeadilsalicilico, similares aos
gue aparecem no espectro Raman do padrao em p6 do analito, no éptasdivel
observar algumas diferencas entre os dois espectros. A razdo ens@ioart sdo
diferentes, como pode ser visto entre os picos em 1258ciP93 cnt, e outros

se tornam mais intensos como os picos localizados em 1044 em 1152 ci.
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FIGURA 3.18- Espectro SERS de uma solucéo contendo 1,0 mmald_padréo
de acido acetilsalicilico com uma poténcia de laser incidida,te W (a),
espectro Raman do padrédo de acido acetilsalicilico em pd com ot@acip
incidida de 31,6 mW (b) e espectro Raman da solucdo 1,0 mrhdblpadrdo de

acido acetilsalicilico com uma poténcia de laser incidida de 3,16 mW (c).

O aumento SERS para o acido acetilsalicilico ocorre principalmente n
pico em 806 cnt, relativo & deformacéo tipo tesoura do grupo carboxila, que
aparece em 784 ¢hno espectro Raman do padrdo em p6. Além disso, h4 o
aparecimento de um pico em 13#8* no espectro SERS, que no é encontrado no
espectro Raman, relativo ao estiramento simétrico do grupo cabokistes dois
fatos indicam que a molécula adsorve pelo grupo CT@& superficie da

nanoparticula de prdfd” (Figura 3.19.
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A

FIGURA 3.19 — Possivel orientacdo do &cido acetilsalicilico em relacdo a

superficie da nanoparticula de prata.

O espectro Raman da amostamercial e o espectro SERS da amostra
em solucdo em uma concentracdo de 0,5 mrokdtéo ilustrados na Figura 3.20.
Para a aquisicao do espectro Raman da amostra solida, foi utilizagsoi@meia
de laser de 15,8 mW e para o espectro SERS da amostra diluida foiautilimad
potencia de 3,16 mW, com tempo de integracédo de 30 segpathhembos 0s

espectros.
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FIGURA 3.20- Espectro SERS de uma solucdo contendo 0,5 mrolaLamostra
comercial de acido acetilsalicilico com uma poténcia de laserdaaig 3,16 mW
(a) e espectro Raman da amostra comercial de acido acetilsalicilico em p6é com uma
poténcia incidida de 15,8 mW (b).

O perfil do espectro Raman da amostra comercial (Figura 3.20b) é
idéntico ao perfil do espectro Raman do padréo (Figura 3.188) aparecem os
mesmos picos e na mesma relacdo de intensidade. O espectrad&ERBSstra
(Figura 320a) é semelhante ao espectro SERS do padrdao (Figuraa)3.18
apresentando os mesmos picos e um aumento consideravel daladerdo sinal
em 806 cm’, significando que apenas moléculas de &cido acetilsalicilico
adsorvidas na superficie das nanoparticulas de prata estdo gesandbe nédo ha
interferéncia dos excipientes presentes na amostra, indicando tquenéisdo

apresenta alta seletividade para este analito.
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3.7.2— Construcéo da curva analitica

A curva analitica foi feita em triplicata e com uma faixa de concentracéo
de Acido acetilsalicilico de 0,1 mmol*la 1,0 mmol L*. O papel foi cortado
verticalmente em seis tiras de tamanho iguais e imersos em cadatregécede
forma aleatoria, devido a ndo uniformidade da distribuicAondasparticulas no
papel.

Apbs um tempo de adsorcao de 80 minutos, 0s substratosrietieados
e secados por 10 minutos em estufa a 25°C. Foram coletados 12 egpeetros
cada concentracdo, alternando de papel a cada trés espectros obtidos. Deste
conjunto de dados, foram excluidos quatro espectros, que tiveldmsaraiore®
os dois menores valores de intensidadeom os oito espectros restantes de cada
concentragao, foi calculada a média e feita a normalizacdo do valor riedatke
obtida em relacdo ao valor da intensidade referente a concentragialtaada
curva de calibracdo

Na Figura 3.21 estao ilustrados os espectros de cada concerdeaca
curva analitica. A partir do valor de intensidade médio norawhh referente a
cada concentracdo estudada, foi obtida a curva analitica (Figura@m22guacao
da retay = 497,7x + 0,5 e coeficiente de determinac@aleRD,93.
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FIGURA 3.21 — Espectro SERS do acido acetilsalicilico em diferentes
concentracées: 0,1 mmolL(a); 0,2 mmol L* (b); 0,4 mmol L* (c); 0,6 mmol L*

(d); 0,8 mmol L* (e) e 1,0 mmol L* (f).
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FIGURA 3.22- Curva de calibracdo do acido acetilsalicilico utilizando ctsato

proposto.
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3.7.3— Determinacao de acido acetilsalicilico em amostra comercial

Para quantificacdo da amostra comercial de acido acetilsalicilico, o
substrato foi cortado verticalmente em seis partes iguais, sendo quedasée@eh
imersas na solucédo contendo a amostra comercial diluida em ucemiragao 0,5
mmol L™ e, os outros trés, em solucdo do padrdo de nicotinamida em um
concentracdo,® mmol L para realizar a normalizacdo do espectro da amostra. Os
papeis foram imersos em ordem aleatoéria.

Com a equacéo da reta da curva analitica (Figura 3.22) foi calculada a
concentracdo do principio ativo na amostra realizando o0 procedinmant
triplicata.

Pode ser observado, pelos valores apresentados na Tabela 3.8, que o
valor obtido pelo método SERS proposto esta em concordancia cesultado
obtido por HPLC.

TABELA 3.8 — Resultados obtidos na determinacédo de acido acetilsalieitico

comprimido comercial empregando HPLC e SERS.

Nicotinamida (mg por comprimido)

Valor Erro Erro
Amostra | Rotulado | HPLC SERS relativo (1) | relativo (2)
% %
AAS 500 492421 502+44 0,4 2,0
Adulto

Erro relativo (1) % = 100x(valor SERSvalor rotulado)/valor rotulado
Erro relativo (2) % = 100x(valor SERSvalor HPLC)/valor HPLC

Foi aplicado o teste— pareadonos resultados obtidos para verificar se

0S mesmos apresentavam diferenca entre si. O valQyded= 2,19 foi menor
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que o valor de ficc = 2,77, portanto € possivel afirmar que os resultados da
determinacao de nicotinamida obtidos empregando a metodologia $&i0Stp e

pelo procedimento HPLC, usado como referéncia, ndo apresentam diferencas
significativas a um nivel de confianca 95% e estdo dentronderro relativo

aceitavel, de acordo com a Resolucédo RE N°899, de 29 de maio de 2003.
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4 — CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho de mestrado evidenciaram a
viabilidade do emprego do substrato composto por nanopastiae prata
imobilizadas em papel filtro para determinacdo de nicotinmmed acido
acetilsalicilico em amostras comerciais.

Foi possivel obter um alto fator de intensificacdo analiteesidal
SERS a partir dos planejamentos experimentais realizados. De acordoscom
dados obtidos pelo planejamento experimental fracionado, wofsd que a
concentracdo do agente redutor foi o fator que teve uma maigérinoih na
intensificago do sinal, seguido da concentracdo dos iorispigsentes em solugdo
e a interacado entre estes dois fatores. Foi observado tambéntigaede papel
filtro teve pouca influéncia na resposta. A partir do planejamemipasto central
nao foi possivel construir uma superficie de resposta quadd@&wdo a falta de
ajuste. No entanto, a otimizacdo da sintese foi conseguidaacoimiencédo da
maior intensificagodo sinal SERS.

Os parametros utilizados para a sintese do substrato, para pasterio
para construcdo da curva de calibracdo e quantificacdo das amastas,5D
mmol L™ de nitrato de prata, 150 mmol‘lde hidréxido de aménio, 500 mmol'L
de glucose, com reagao ocorrendo a 45°C durante 12 minutos eslofifhap
utilizado foi o quantitativo, com porosidade de2lum. O tempo de adsorc¢do de
cada principio ativo estudado também foi otimizado para constdgéamurva
analitica e quantificacdo das amostras, sendo que para aanudaneste tempo

foi de 60 minutos, enquanto que para o acido acetilsalicilico, foi der@as
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O papel filtro com nanoparticulas de prata foi caracterizaoio
microscopia eletrénica de varredura, mostrado que o formato das lparticu
depositadas foi, em maior parte, esféricas, com formacdo de azgegadquase
toda a distribuicio do papel. Foi possivel observar umeidide alta de
nanoparticulas de prata sobre o papel filtro, sendo que &uicdio de tamanho de
95% das particulas ficou entre 94 a 275 nm, com um tamanho de¢i80 + 60)
nm. Além disso, pelo espectro de raioeXde energia dispersiva, foi possivel
verificar pelo difratograma que apenas foi formada nanoparticulasatke ma
superficie celulosica e ndo houve presenca de 6xidos de prata.

Em relacdo aos espectros SERS obtidos de cada principio ativo, foi
possivel perceber diferencas em relacdo ao espectro Raman do po aleatitala
Para a nicotinamida, foi observado que o pico relacionado apiad@élico sofreu
um pequeno deslocamento de 1029'cpara 1031 cii e, também, houve um
aumento da intensidade deste mesmo pico no espectro SER&ndaliuma
poténcia minima do laser. Para o acido acetilsalicilico, not@useo aumento
SERS ocorreu em 806 ch relativo & deformacdo do anion carboxilato, que
aparece em 784 ¢hmo espectro Raman do padrdo em pd. Também foi possivel
perceber que os picos relacionados aos excipientes presast@snastras, que
aparecem no espectro Raman, ndo sdo observados no espectro SERS de cad
amostra analisada, indicando que o método proposto € seletivo am. analit

Para a construgcdo das curvas analiticas, foram conseguidos bons
valores para o coeficiente de determinacdo, sendo que para aamoddneste
valor foi de 0,96 e, para o acido acetilsalicilico, de 0,93. Taatguantificacdo da
amostra comercial contendo nicotinamida quanto para a que cordaitha
acetilsalicilico, foi alcancado bons resultados, com valoresnmpodxaos obtidos
pelo método de referéncia (HPLC). Para a amostra em gel de nicotinamitta, o va

obtido foi de 39,8+0,9, com erro relativo de 1,2% em relacédo ao Maiidogor
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HPLC. Para o comprimido de acido acetilsalicilico, o valor oltiale 502144,
com erro relativo de 2,0% em relac&o ao valor obtido por HPLC. Nos doisosasos
valores obtidos pelo método SERS ndo apresentam diferencdscaiiyais em
reacao ao resultado obtido por HPLC a um nivel de confianca ¥s¥@ dentro
de um erro relativo aceitavel.

Diante dos resultados obtidos, acredita-se na aplicacdo dtasab
fabricado para a determinacdo de principios ativos em formuléayGescéuticas
sabendo que a molécula analisada deve ser ativa em SERS. Tambése,|elese-
em consideracédo que o procedimento proposto apresenta ceteagena sobre o
método padrédo (HPLC) como, por exemplo, baixo custo, menor téenppalise

menor consumo de reagentes.
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