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RESUMO 

 

Esta tese descreve a preparação, a caracterização e a aplicação de filmes automontados entre o 

polímero cloreto de 3- n -propilpiridínio silsesquioxano (SiPy
+
Cl

-
) e a ftalocianina 

tetrassulfonada de cobre (II) (CuTsPc), designados como (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n, para a 

construção de sensores e biossensores. Tais filmes, (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n, se mostraram 

promissores como sensor para detecção de cloridrato de prometazina (PMZ) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Adicionalmente, tirando-se proveito da propriedade do filme em 

eletrocatalisar a redução do H2O2, construiu-se um biossensor enzimático amperométrico, a 

partir da imobilização da enzima glicose oxidase (GOx) sobre o filme, para a detecção de 

glicose, baseado na detecção do H2O2 produzido na reação enzimática. A técnica de 

espectroscopia de UV-Vis revelou que a adsorção de ftalocianina ocorre de maneira linear 

indicando que a cada bicamada depositada aproximadamente a mesma quantidade de material 

é imobilizado. A interação entre os grupos sulfônicos e o anel piridínio é a responsável pela 

sustentação dos filmes, devido ao deslocamento da banda associada à vibração dos grupos 

sulfônicos. O filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 mostrou propriedades eletrocatalíticas na 

determinação de PMZ. Este apresentou dois processos de oxidação em 0,48 e 0,79 V. Após a 

otimização dos parâmetros da voltametria de onda quadrada (f = 100 s
-1

, a = 40 mV e ∆Es = 2 

mV), o pico a 0,79 V foi utilizado para sua quantificação. Nestas condições, o eletrodo 

modificado obteve uma resposta linear de 3,98 x10
-7

 a 3,85 x 10
-6

 mol L
-1

 com limites de 

detecção (LD) e quantificação (LQ) iguais a 8,71 x 10
-9 

mol L
-1

 (2,79 µg L
-1

) e 9,31 x 10
-8

 

mol L
-1

 (9,31 µg L
-1

), respectivamente. A recuperação em amostras farmacêuticas revelou alta 

estabilidade, especificidade e precisão do método, sem qualquer pré-tratamento. O filme 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 demonstrou excelente atividade eletrocatalítica para redução de H2O2 

com uma ampla resposta linear (4,97 x 10
-6

 a 4,76 x 10
-5

 mol L
-1

) e baixo limite de detecção 

(0,33 x 10
-6

 mol L
-1

). Este eletrodo foi modificado com a enzima glicose oxidase (GOx) e 

recoberto com filme de Nafion
®

 (Nf), que foi usado para prevenir o lixiviamento da GOx. As 

técnicas espectroscópicas de infravermelho, fluorescência e dicroísmo circular mostraram que 

a enzima GOx mantém a sua estrutura nativa secundária quando imobilizado sobre o filme 

LbL. O biossensor resultante (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) exibiu uma resposta de 

corrente que variou linearmente com a concentração de glicose na faixa de 1 a 10 mmol L
-1

, 

com LD = 0,17 mmol L
-1

, sensibilidade de 1,397 x 10
-7

 µA/mmol L
-1

 e um rápido tempo de 

resposta, inferior a 5 s. A constante de Michaelis-Menten aparente (
app

mK ) foi de 10 mmol L
-1

. 

Além disso, o biossensor também apresentou boa reprodutibilidade, excelente estabilidade e 

longo tempo de vida, sem diminuição da atividade enzimática por um período de uma semana 

e permaneceu ativo por mais de três semanas. A utilização do polímero Nf possibilitou a 

diminuição do efeito de interferentes na resposta do biossensor. 

 

 

Palavras chave: Filmes LbL, polieletrólito Silsesquioxano, Biossensor Amperométrico, 

Glicose Oxidase. 



 

ABSTRACT 

 

In this thesis, it is described the preparation, characterization and application of LbL films 

based on the 3- n - propylpyridinium silsesquioxane polymer (SiPy
+
Cl

-
) and copper (II) 

tetrasulfophthalocyanine (CuTsPc), denoted as (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n, for construction of 

sensors and biosensors. These films (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n, were applied as a sensor for 

promethazine hydrochloride (PMZ) and hydrogen peroxide (H2O2). In addition, taking 

advantage of the property to the film in electrocatalyzing the reduction of H2O2, an enzymatic 

amperometric biosensor was constructed by the immobilization of the glucose oxidase 

enzyme (GOx) on the film for detection of glucose, based on the detection of H2O2 produced 

in the enzymatic reaction. The UV-Vis spectroscopic technique showed that the adsorption of 

phthalocyanine occurred linearly indicating that the approximately the same amount of the 

species is immobilized at each bilayer. The interaction between the sulfonic group and the 

pyridinium ring is responsible for the support of the films due to the shift of the vibration 

associated with sulfonic groups. The film (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 was highly electrocatalytic and 

sensitive determination of PMZ. The oxidation process of PMZ molecule presented two peaks 

at 0.48 and 0.79 V. After optimization of the square wave voltammetry parameters (f = 100 s
-

1
, a = 40 mV and ΔEs = 2 mV), the peak at 0.79 V was used for quantification. Accordingly, 

the modified electrode obtained a linear response of 3.98 x 10
-7

 to 3.85 x 10
-6

 mol L
-1

 with 

limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) equal to 8.71 x 10
-9

 mol L
-1

 (2.79 g L
-1

) 

and 9.31 x 10
-8

 mol L
-1

 (9.31 g L
-1

), respectively. The recovery in pharmaceutical samples 

showed high stability, specificity and accuracy of the method in complex samples without any 

pre-treatment. The film (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 showed excellent electrocatalytic activity for the 

reduction of H2O2 with a wide linear range (4.97 x 10
-6

 a 4.76 x 10
-5

 mol L
-1

) and low 

detection limit (0.33 x 10
-6

 mol L
-1

). This electrode was modified with the glucose oxidase 

enzyme (GOx) and coated with Nafion
®
 (Nf) film, which was used to prevent leaching of 

GOx. The Fourier transform infrared, fluorescence and circular dichroism spectroscopics, 

showed that the GOx enzyme retains its native secondary structure when immobilized on the 

LbL film. The resulting biosensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) exhibited a current 

response which varied linearly with the concentration of glucose in the range of 1-10 mmol L
-

1
, with  LOD = 0.17 mmol L

-1
, sensitivity of 1.397 μA x 10

-7
/mmol L

-1
 and a rapid response 

time, less than 5 seconds. The Michaelis-Menten constant apparent (
app

mK ) was 10 mmol L
-1

. 

Furthermore, the biosensor also showed good reproducibility, excellent stability and a long 

life, without loss of enzymatic activity by a one-week period and remained active for more 

than three weeks. The use of the polymer Nf decreased the effect of interferents on the 

response of the biosensor. 

 

 

Keywords: LbL films, Silsesquioxane polyelectrolyte, Amperometric Biosensor, Glucose 

Oxidase. 
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APRESENTAÇÃO 

16 

 

 

Um importante aspecto da nanociência consiste na elaboração de sistemas 

controlados em escala nanométrica para melhor estudar mecanismos de funcionamento de 

biomoléculas em escala molecular 
[1]

. Neste sentido, uma alternativa que tem sido muito 

usada nas últimas décadas envolve a formação de filmes finos nanoestruturados de diferentes 

materiais os quais permitem o controle de espessura e de propriedades em nível molecular. A 

utilização de eletrodos modificados com filmes finos pode oferecer vantagens substanciais 

para a eletroanalítica. Dentre elas, a habilidade para pré-projetar monocamadas ou bicamadas 

com estruturas moleculares ordenadas possibilita desenvolver superfícies com propriedades e 

funções específicas, viabilizando interações entre a superfície do eletrodo e os analitos alvos. 

Isto faz com que seja possível otimizar processos, por exemplo, de complexação e/ou de 

transferência de elétrons, que são fundamentais no desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos 
[2]

. 

Os sensores e biossensores têm adquirido importância devido à possibilidade de 

avaliação de processos sintéticos ou biológicos, além do entendimento destes processos 
[3]

. 

Estes têm sido considerados uma ferramenta de fundamental importância na detecção de 

componentes químicos e biológicos para monitoramento químico, ambiental e alimentar. Isto 

devido a seu desempenho, que inclui alta especificidade e sensibilidade, tamanho compacto, 

fácil operação/manipulação, pequeno tempo de resposta, baixo custo, portabilidade, 

construção e obtenção de resposta em tempo real 
[4]

.  

Neste contexto, as técnicas de fabricação de filmes finos vem sendo utilizadas para o 

desenvolvimento de sensores e biossensores, pois dispositivos a base destes filmes 

representam economia de material e baixo peso molecular 
[5]

. Dentre estas, a técnica de 

automontagem (Layer-by-Layer, LbL) tem como vantagens a simplicidade experimental 
[6,7,8]

, 

adequação para diversos substratos, grande variedade de moléculas que podem ser 

imobilizadas, aplicação flexível em objetos com formas e tamanhos irregulares além do 

controle da espessura 
[9]

. Esta foi desenvolvida, por Decher e colaboradores 
[6,8]

, e é baseada 

na atração eletrostática entre moléculas com cargas opostas sobre um substrato sólido.  

Diversos materiais são empregados na fabricação de filmes LbL, os quais incluem 

polímeros sintéticos 
[10]

, nanopartículas 
[11]

, nanotubos 
[12]

, dendrímeros 
[11]

, polissacarídeos 

naturais 
[13]

, biomoléculas 
[14,15]

 e silsesquioxanos 
[16,17]

.
 

Neste sentido, o cloreto de 3-n-propilpiridínio silsesquioxano (Figura 1), um 

polímero ânion-trocador, cuja síntese foi devidamente patenteada 
[18]

, recebe atenção especial 
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por apresentar como principais características, boa estabilidade química, alta solubilidade em 

água e a grande capacidade de formação de filmes finos sobre a superfície de substratos 

sólidos 
[19]

. Este polímero apresenta em sua estrutura o cátion piridínio, devido a esta carga o 

mesmo tem sido amplamente utilizado na preparação de trocadores aniônicos 
[20]

 e na 

construção de sensores eletroquímicos pela imobilização de espécies aniônicas 
[21]

. 

 

Figura 1: Estrutura idealizada do polímero cloreto de 3 - n - propilpirídinio-silsesquioxano. Para simplificar a 

molécula foram omitidos os átomos de H dos átomos de carbono. 
 

Neste trabalho, a técnica de automontagem foi usada para fabricar filmes 

nanoestruturados entre o polímero 3 - n - propilpirídinio-silsesquioxano (SiPy
+
Cl

-
), utilizado 

como policátion combinados com ftalocianina tetrassulfonada de cobre (CuTsPc). 

Inicialmente, verificou-se a formação dos filmes de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc) através de interações 

específicas entre esses materiais. Este foi aplicado como eletrodo modificado na detecção de 

PMZ, verificando os efeitos de eletrocatálise, sensibilidade e da aplicabilidade em amostras 

farmacêuticas. Posteriormente um biossensor de glicose foi preparado sobre o filme (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)2, através da imobilização da enzima glicose oxidase (GOx) revestido por uma fina 

camada de Nafion
®
. Sendo o peróxido de hidrogênio um dos produtos gerados na oxidação 

desta enzima, um estudo prévio na presença deste foi realizado. 

Esta tese baseou-se nos objetivos descritos no Capítulo 1. O Capítulo 2 abordará uma 

introdução sobre uso de silsesquioxanos no desenvolvimento de sensores, bem como a 

caracterização dos filmes. Em seguida, no Capítulo 3, serão discutidos a utilização do filme 
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como sensor de PMZ. O Capítulo 4 abordará a otimização das condições eletroquímicas com 

base na detecção de peróxido de hidrogênio, uma vez que este é produto da reação enzimática, 

bem como a caracterização e o desenvolvimento do biossensor de glicose. Por fim, as 

conclusões do trabalho e propostas para trabalhos futuros serão apresentadas, 

respectivamente, nos Capítulos 5 e 6. 
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Uma vez conhecida a potencialidade de filmes LbL entre o cloreto de                        

3 - n - propilpiridínio silsesquioxano (SiPy
+
Cl

-
) e a ftalocianina tetrassulfonada de cobre 

(CuTsPc) para a construção de sensores eletroquímicos, este trabalho de tese teve como 

principais objetivos: 

 

1. Preparação e caracterização de filmes automontados entre o cloreto de 3-n-

propilpiridínio silsesquioxano (SiPy
+
Cl

-
) e a ftalocianina tetrassulfonada de cobre 

(CuTsPc): preparar e caracterizar filmes nanoestruturados de CuTsPc juntamente com 

polieletrólito SiPy
+
Cl, pelas técnicas espectroscópicas de UV-Vis, FTIR, Raman, XPS e 

morfológicas de AFM e perfilometria.  

 

2. Desenvolvimento de uma metodologia eletroanalítica para determinação do 

Cloridrato de Prometazina: desenvolver e aplicar uma metodologia eletroanalítica para a 

determinação de PMZ utilizando o filme automontado pela técnica Layer-by-Layer (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)5 e a técnica de voltametria de onda quadrada. 

 

3. Utilização do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n na detecção amperométrica de peróxido de 

hidrogênio: estudar os parâmetros relevantes para detecção de H2O2, tais como: número de 

bicamadas, pH do eletrólito suporte e potencial aplicado para posterior imobilização 

enzimática e obtenção do biossensor.  

 

4. Estudo da Imobilização enzimática em filmes automontados de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2: 

desenvolver, caracterizar pelas técnicas espectroscópicas de impedância eletroquímica, 

fluorescência, FTIR, dicroísmo circular; e aplicar um biossensor enzimático amperométrico, 

baseado na imobilização da enzima glicose oxidase sobre o filme, recobertos com membrana 

de Nafion
®
 para a detecção de glicose. 
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2.1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Silsesquioxanos são estruturas de silício-oxigênio. Os termos “sil”, “sesqui” e 

“oxano” indicam que cada átomo de silício está ligado a 1,5 átomos de oxigênio e o prefixo 

“oligo”, muitas vezes utilizado, indica que um pequeno número destes está agrupado. As 

moléculas dos silsesquioxanos possuem fórmula geral (XSiO1,5)n, onde n ocasionalmente 

maior ou igual a quatro, por exemplo, n = 4, 6, 8, 10, 12, etc, e X são os substituintes nos 

átomos de silício, podendo ser X = hidrogênio, radical orgânico, halogênio,etc 
[1]

. Estes 

compostos são de grande interesse devido a sua arquitetura molecular incomum e da 

variedade estrutural. As estruturas dos silsesquioxanos podem ser encontradas como estrutura 

aleatória, escada, gaiola ou ainda gaiola parcial, como ilustrado na Figura 2.1. 

 

Figura 2.1: Estruturas dos silsesquioxanos 
[1]

. 
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A literatura reporta o uso de diferentes silsesquioxanos na adsorção de metais. Um 

exemplo da utilização destes na adsorção de metais é mostrado no trabalho de Arenas et al
 [2]

, 

neste, o cloreto de octano 3-n-propil-1-azonia-4-aza-biciclo [2.2.2] silsesquioxano (dabcosil 

silsesquioxano), foi imobilizado na superfície da sílica, previamente modificada com óxido de 

alumínio. O sólido resultante, dabcosil-Al/SiO2, foi utilizado como material adsorvente para o 

cromo (VI) em solução aquosa. O máximo de cromo adsorvido foi de 0,144 mmol g
-1

. Este 

valor foi obtido levando-se em conta a troca iônica entre os grupos dabcosil presentes no 

material e os íons cromo presentes na solução. Pode-se observar que o mecanismo de 

acumulação de Cr (VI) pelo adsorvente foi uma troca iônica de dois ânions Cl
-
 por um CrO4

-2
. 

Em outro trabalho o cloreto de 1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano-n-propiltrimetoxisilano 

(SiDbCl2), foi imobilizado em celulose (Cel) e acetato de celulose (Celac), previamente 

modificada com óxido de alumínio (Celal e CelacAl). Os materiais híbridos CelAl/SiDbCl2 

CelacAl/SiDbCl2, foram utilizados na adsorção de Cu (II) a partir de etanol, apresentando alta 

eficácia de adsorção de 1,30 mmol g
-1

 para CelAl/DbCl2 e 2,10 mmol g
-1 

para CelacAl/DbCl2 

[3]
. 

Em contra partida, diversos são os trabalhos que utilizam os silsesquioxanos na 

obtenção de eletrodos modificados e sua utilização como sensores eletroquímicos. Neste 

sentido, o octa (3-aminopropil) octasilsesquioxano de cobre, modificado com azida (ASCA), 

foi utilizado em um eletrodo de pasta de carbono para determinação de nitrito 
[4]

 e ácido 

ascórbico (AA) 
[5]

. Os eletrodos propostos mostraram sensíveis a determinação de nitrito e 

AA com um intervalo linear de 1,0 x 10
-4 

a 5,0 x 10
-3

 mol L
-1

. No entanto apresentou maior 

sensibilidade ao AA, com LD de 6,9 x 10
-5

 mol L
-1

. 

O silsesquioxano utilizado neste trabalho tem sido amplamente utilizado na preparação 

de trocadores aniônicos e também na construção de sensores eletroquímicos pela imobilização 

de espécies aniônicas. Neste sentido, este foi imobilizado na superfície de sílica modificada 

com um filme de Al2O3, devido a sua capacidade de formar filmes finos e estáveis em 

diversos substratos e com o intuito de aumentar a resistência mecânica do polieletólito 
[6]

. O 

material resultante, Al2O3:SiPyCl, apresentou uma capacidade de troca iônica de                  

1,04 mmol g
-1

. Os íons metálicos Fe
3+

, Cu
2+

 e Zn
2+

, foram adsorvidos pelo sólido modificado 

a partir de soluções de etanol. Os coeficientes de equilíbrio, k, determinados para cada espécie 

mostrou que SiO2:Al2O3:SiPyCl tem uma elevada afinidade para os íons metálicos, 

apresentando os seguintes valores, expressos como log k Cu = 3,0, Zn =3,5 e Fe = 3.0 
[7]

. Em 
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outro trabalho uma superfície de grafite foi recoberta com um filme fino do polímero. Sobre o 

filme do polímero, a espécie eletroativa [Fe(CN)6]
4-

 foi adsorvida por meio de uma reação de 

troca iônica. O eletrodo resultante, (graph/SiPy
+
)4[Fe(CN)6]

4-
, foi utilizado para oxidar ácido 

ascórbico. Os resultados mostraram uma relação linear no intervalo de 0,25 x 10
-4 

 a 2,5 x 10
-4

 

mol L
-1

, com LD = 0,25 x 10
-4

 mol L
-1 [8]

.  

No entanto, a literatura reporta poucos trabalhos com a utilização de silsesquioxanos 

na forma de filmes LbL. Recentemente nosso grupo de pesquisa GDEM têm explorado as 

propriedades de filmogenia deste polieletrólito como sensor eletroquímico e também como 

nanoreator para imobilização de nanopartículas de platina em filmes LbL. Vagner et al 
[9]

. 

mostraram a eficiente imobilização de nanopartículas de platina na cavidades do SiPy
+
Cl

-
, 

onde imagens de TEM indicaram um tamanho médio de 3 - 40 nm para PtNPs. O híbrido 

formado Pt-SiPy
+
Cl

- 
alternado com o poliânion poli(vinil-sulfônico) (PVS) foi usado na 

preparação de filmes LBL. Estes exibiram alta estabilidade e reprodutibilidade na detecção de 

dopamina e ácido ascórbico. No trabalho de Jesus et al 
[10]

, os autores mostraram que a 

formação do filme LbL entre o polieletrólito alternado com ftalocianina tetrassulfonada de 

cobre (CuTsPc) ocorre devido a interações específicas dos grupos sulfônicos da CuTsPc com 

os grupos de piridínio do policátion. Os filmes apresentaram eletroatividade para DA e AA, 

sendo capaz de distinguir entre DA e AA, com uma diferença de potencial de cerca de 500 

mV. 

 

2.2. PARTE EXPERIMENTAL 

 

2.2.1. Reagentes 

 

Todas as soluções foram preparadas utilizando água destilada. A ftalocianina 

tertrassulfonada de cobre (CuTsPc) foi adquirida da Sigma-Aldrich. O policátion cloreto de 3-

n-propilpiridínio silsesquioxano (SiPy
+
Cl

-
)
 
foi obtido a partir da síntese descrita na literatura 

[11]
. O hidróxido de sódio e ácido clorídrico utilizados para o ajuste do pH das soluções de 

lavagem, bem como dos polieletrólitos, foram adquiridos da Vetec.
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 2.2.2. Preparação dos filmes LbL  

 

Os filmes LbL foram depositados sobre diferentes substratos FTO (vidro recoberto 

com óxido de estanho dopado com flúor), com resistividade de 10-20 Ω, silício, quartzo, 

vidro recoberto com ouro, apropriados para cada tipo de medida de caracterização. Os 

substratos foram previamente limpos a partir da imersão em uma solução alcoólica contendo 

10 % em água de NaOH por 15 min e lavados com água destilada. Em seguida, transferidos 

para uma solução oxidante básica (5H2O:1NH4OH:1H2O2) e aquecidos por 10 min 
[12]

. Por 

fim, passaram por mais dois processos de limpeza, com álcool isopropílico e clorofórmio a 

quente. Para o substrato de ouro a etapa com solução oxidante básica não foi realizada, a fim 

de evitar a lixiviação do ouro da superfície do vidro. 

Os filmes LbL foram automontados através da deposição manual alternada de 

soluções de SiPy
+
Cl

- 
e CuTsPc (2 mg mL

-1
). Inicialmente, os substratos foram imersos por 5 

minutos em béqueres contendo a solução do policátion SiPy
+
Cl

- 
(pH 8,0), com posterior 

lavagem em água destilada (ajustada em pH 8,0) e secagem em fluxo de ar. Repetiu-se o 

processo para o poliânion CuTsPc (pH 8,0), obtendo-se a configuração (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n, 

com número de bicamadas variando de n = 1 a 10 bicamadas. O mesmo procedimento foi 

adotado para obtenção do filme na configuração (CuTsPc/SiPy
+
Cl

-
)n

 [10]
. 

 

2.2.3. Técnicas de Caracterização 

 

2.2.3.1. Espectroscopia na região do UV-Vis 

 

Medidas de espectroscopia de absorção na região UV-Vis foram utilizadas para 

caracterizar as soluções empregadas e monitorar o crescimento dos filmes. Foram estudados 

filmes com até 10 bicamadas de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc), e as medidas foram realizadas a cada 

bicamada. No monitoramento do crescimento dos filmes LbL foi utilizado um 

espectrofotômetro UV-Vis da marca Varian modelo Cary 50. As medidas foram realizadas de 

200 a 800 nm de comprimento de onda no modo absorbância. Os filmes foram depositados 

sobre substratos de quartzo. 
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2.2.3.2. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS) 

 

 A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) é uma técnica de 

caracterização de superfícies de materiais. Esta técnica permite uma análise quantitativa, 

qualitativa e fornece informações a respeito da composição química da superfície e da 

natureza de ligação química. Esta foi desenvolvida por Kai Siegbahn nos anos 50 e baseia-se 

na aplicação do efeito fotoelétrico. Quando um feixe de raios X atinge a amostra, a energia do 

fóton incidente é absorvida por um elétron de uma camada mais interna do átomo. Se a 

energia do fóton, hν, for suficientemente alta esse elétron escapará do átomo e sendo emitido 

da superfície do material. O elétron emitido com energia cinética Ek é chamado de 

fotoelétron. Os espectros de XPS são obtidos através da irradiação da amostra com raios X 

de preferência monoenergético e análise da emissão de elétrons pela energia irradiação do 

material. Os átomos superficiais das amostras são excitados com fontes de raios X, 

geralmente produzidos pelas linhas principais do Mg Kα(1253,6 eV) ou Al Kα(1486,6 eV). 

Essas linhas são as mais intensas e freqüentemente as mais utilizadas, porque com essa 

energia é suficiente para excitar pelo menos um fotoelétron ao nível de caroço de 

praticamente quase todos os elementos da tabela periódica. A identificação dos elementos 

presentes na superfície é feita diretamente pela determinação das energias de ligaçães dos 

picos dos fotoelétrons de caroço. A intensidade (área integrada da linha de emissão 

fotoelétrica ) é proporcional ao número de átomos no volume detectado, permitindo, portanto, 

obter informação sobre a composição da superfície. A posição exata de uma linha de emissão 

fotoelétrica indica o estado químico do átomo emissor. As energias de ligação dos níveis de 

caroço dos átomos são suficientemente afetadas pelo seu ambiente químico (ou seja, estado de 

oxidação, sítios de rede estrutura molecular, etc.) que provocam um deslocamento de 0,1 a 10 

eV nas energias dos fotoelétrons 
[13,14]

. 

Os diferentes filmes (CuTsPc/SiPy
+
Cl

-
) e (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc) foram analisados num 

espectrômetro de fotoéletrons de Raios-X SPECS PHOIBOS150 HSA3500 pertencente ao 

Instituto de Química da Unicamp, em Campinas. A fonte de raios-X com um ânodo de 

alumínio (linha Kα, energia hν = 1486,6 eV) foi operado a 10 kV e 15 mA e a energia do 

analisador utilizada foi de 40 eV. As energias de ligação foram referenciadas para a linha de 

C1s 284,6 eV. 
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2.2.3.3. Espectroscopia na Região do Infravermelho (FTIR) e Raman 

 

A interação entre os polieletrólitos pôde ser estudada por espectroscopia vibracional 

na região do infravermelho (FTIR) e espectroscopia Raman. As medidas de FTIR foram 

realizadas num espectrômetro Shimadzu (Prestige 21), no modo transmissão, com 150 scans e 

resolução espectral de 2 cm
-1

, obtendo-se espectros de pastilhas de KBr dos polieletrólitos e 

do filme automontado (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)30 sobre substrato de silício.  

As análises de espectroscopia Raman foram feitas num espectrômetro Bruker 

Senterra, equipado com um microscópio Olympus (BX51M com stage automático e 

micromizado) e objetiva de 50 X, permitindo uma resolução espectral de 0,05 cm
-1

. O sistema 

possui um microscópio, cuja finalidade é determinar a região de incidência do feixe de laser, 

neste caso, foi utilizado um laser de 532 nm. Para estas análises foram produzidos filmes cast 

dos polieletrólitos e automontado (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)20, formados sobre substratos de vidro 

recoberto por ouro.  

 

2.2.3.4. Microscopia de Força Atômica (AFM) e Perfilometria 

 

As imagens de AFM foram obtidas do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc) contendo diferentes 

bicamadas, depositados sobre substrato de vidro, pelo modo não contato, em um equipamento 

Shimadzu SPM-9600. A partir da morfologia dos filmes foi possível obter a rugosidade média 

das superfícies.  

Medidas de espessura do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n foram realizadas com um 

perfilômetro Veeco Dektak 150, diponível no laboratório de Dispositivos Nanoestruturados da 

professora Lucimara Stolz Roman do departamento de Física da Universidade Federal do 

Paraná (UFPR). Para tal, um risco aleatório foi realizado sobre a superfície dos filmes com 

uma ponta de aço. A espessura de cada filme corresponde a média de 3 medidas obtidas no 

risco. Este equipamento possui uma ponta de diamante que percorre parte do substrato e do 

filme registrando o perfil de um em relação ao outro. O “desnível” entre filme e substrato, 

fornece a espessura do filme. 
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

2.3.1. Espectroscopia de absorção na Região do UV-Vis 

 

A Figura 2.2 apresenta os espectros de UV-Vis do SiPy
+
Cl

-
 e da CuTsPc em solução 

aquosa e do filme LbL contendo 10 bicamadas de SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc. Em solução, a CuTsPc 

apresenta duas bandas de absorção na região entre 300 e 800 nm, as quais são atribuídas às 

transições de orbital π HOMO (orbital molecular de mais alta energia ocupado) para o orbital 

π* LUMO (orbital molecular de mais baixa energia desocupado) do anel conjugado do 

macrociclo. A primeira destas bandas é encontrada em aproximadamente 350 nm e é chamada 

de banda B ou Soret. A segunda banda é encontrada na região de 670 nm e é conhecida como 

banda Q. Esta banda sofre desdobramento gerando duas bandas uma em 697 nm relacionada 

às espécies monoméricas e outra geralmente mais intensa com absorbância em 605 nm, 

característica de espécies diméricas 
[15]

.  
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 solução CuTsPc

 (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)

10

 

Figura 2.2: Espectros de UV-Vis da CuTsPc e do SiPy
+
Cl

- 
em solução aquosa (0,01 mg mL

-1
) e na forma de 

filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)10. 

 

Os espectro do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)10 possui características semelhantes ao da 

solução da CuTsPc com pico de absorção máximo localizado em 620 nm, que indica a 

predominância das espécies diméricas da ftalocianina e um ombro em 694 nm, que se 
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relaciona com as espécies monoméricas. Além disso, observou-se um deslocamento da banda 

relativa às espécies diméricas em comparação a mesma em solução, de aproximadamente 15 

nm. Tais deslocamentos são provavelmente relacionados à interação da ftalocianina com o 

policátion 
[10]

. A intensa banda de absorção das espécies diméricas, tanto no filme quanto na 

solução, é uma evidência de que as moléculas de ftalocianina assumem preferencialmente esta 

forma
 [16,17]

.  

O crescimento do filme LbL foi monitorado por espectroscpia de absorção no UV-

Vis, cujos espectros são mostrados na Figura 2.3 para (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n.  
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Figura 2.3: Espectros de UV-Vis para o filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n sobre quartzo, com n variando de 1 a 10. 

 

A fim de verificar a relação entre a absorbância e o número de bicamadas e 

acompanhar o crescimento dos filmes, utilizou-se o método da deconvolução dos espectros. A 

Figura 2.4 mostra os espectros de UV-Vis a partir da deconvolução das Bandas Q. 
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Figura 2.4: Deconcolução dos espectros de UV-Vis para as bandas Q do filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc), contendo 

diferentes bicamadas. 

 

Uma relação linear foi obtida da absorbância em 620 e 694 nm com as bicamadas 

depositadas com R = 0,994 e 0,993, como indicado na Figura 2.5. Isto significa que uma 

quantidade semelhante de material é adsorvida para o substrato a cada bicamada depositada, 

assegurando esse crescimento uniforme dos filmes 
[16,17]

. O mesmo perfil foi observado para a 

configuração inversa do filme (CuTsPc/SiPy
+
Cl

-
)n, o qual também apresentou um crescimento 

linear com o número de bicamadas (R= 0,991). 
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Figura 2.5: Relação entre o valor da absorbância do filme em 620 e 694 nm para os diferentes números de 

bicamadas. 

 

 Cabe ressaltar que as bandas do espectro eletrônico do dímero prevalecem sobre a do 

monômero (banda Q) no filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc). Segundo Lvov 

[18]
, transições eletrônicas 

na faixa de 610-630 nm podem estar reacionadas a formação de agregados, devido ao 

acoplamento extensivo do sistema de elétrons π dos anéis adjacentes. Outro fator pode estar 

relacionado às interações associativas hidrofóbicas entre os anéis, devido à planaridade das 

moléculas e do elevado grau de conjugação eletrônica 
[19]

. Verifica-se que no filme (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc) que as espécies diméricas estão em maior concentração do que as espécies 

monoméricas. A fim de facilitar está observação, fez-se o cálculo das intensidades de 

absorção relativa entre o dímero e monômero (Idim/Imon). Para o filme contendo uma 

bicamada, a relação I620/I696 é igual a 3,0, enquanto que para os filmes contendo maiores 

número de bicamadas, a relação I620/I696 inicia-se em 1,6 para a segunda bicamada e aumenta 

até 1,7, permanecendo constante até 10 bicamadas. Podemos observar que na primeira 

bicamada as espécies diméricas prevalem significativamente sobre as monoméricas. No 

entanto, a partir da segunda bicamada esta diferença diminui, permanecendo-se constante. 

Este fato sugere que as CuTsPc imobilizadas nos filmes LbL, encontram-se em um melhor 

estado organizacional, que pode ser atribuído provavelmente à estabilização entre os grupos 

SO3
-
 (CuTsPc) e o anel pirídineo (SiPy

+
Cl

-
). 
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2.3.2. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios-X  

 

A espectroscopia de raios-X de fotoelétrons foi empregada para identificar a 

composição elementar dos diferentes filmes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 e (CuTsPc/SiPy

+
Cl

-
)5. A 

Figura 2.6 mostra os espectros exploratórios de XPS para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5, sendo 

que a arquitetura teve início com SiPy
+
Cl

-
, produzido sobre FTO. 
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Figura 2.6: Picos da energia de ligação de XPS: (A)  N1s: N1, N2 e N3 da CuTsPc
4- 

 e dos íons piridínios no filme e 

(B)  Cu2p3/2.. 

 

No espectro de XPS, foram observados os três tipos de átomos de nitrogênio (N1 ligado 

diretamente ao átomo de Cu; N2 do anel pirrólico e o N3 do íon piridínio). Comprovou-se a 

imobilização da CuTsPc no filme, em virtude do pico associado ao N1s, após a deconvolução em 

398,2 e 398,0 eV atribuídos ao átomo de nitrogênio N2 (C=N-C) e 399,8 e 399,9 eV atribuídos ao 

nitrogênio N1 (C-N-Cu) do macrociclo 
[20,21]

. O terceiro sinal referente ao N1s (N3) em 402,0 e 

401,7 eV confirma a presença do SiPy
+
Cl

-
 no filme, pois este sinal é a atribuído ao íon piridínio (-

N
+
C) 

[22]
. A Figura 2.7 mostra os atomos de nitrogênio envolvidos.  
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Figura 2.7: Representação da interação do filme LbL SiPy
+
Cl

-
 /CuTsPc. 

 
 

O pico Cu2p3/2 referente ao Cu(II) é observado em 934,5 e 934,0 eV para os filmes 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 e (CuTsPc/SiPy

+
Cl

-
)5, respectivamente (Figura 2.5 B). Outros dois picos 

de interesse são listados na Tabela 2.1, Si2p em 103,3 eV atribuídos ao átomo de Si ligado a 

cadeia de n-propil (O-Si(CH2)3Py
+
) e o de O1s atribuído ao átomo de O ligado ao S nos 

grupos sulfônicos da CuTsPC (-SO
3-

), e a um átomo de Si do n-propil. A Tabela 2.1 sintetiza 

os valores de energia de ligação dos átomos de interesse. 

 

Tabela 2.1: Valores de energia de ligação (BE) de FTO/5 bicamadas  

 
 

FTO/5 bicamadas 
O1s Si2p C1s 

N1s 

N1        N2         N3 

Cu2p3/2 

 

 

(SiPy
+
)mCuTsPc

4-
n 

 

530,4    532,8 

(2,4)     (2,5) 

[4]        [96] 

 

103,3 

(2,3) 

 

284,6    286,6 

(2,3)         (2,3) 

[84]          [16] 

 

398,2   399,.9    402,0 

(1,8)     (2,1)     (2,2) 

[60]      [21]      [19] 

 

934.5 

(2,4) 

 

CuTsPc
4-

n(SiPy
+
)m 

 

530,2   532,1 

(2,1)      (2,3) 

[4]         [96] 

 

102,8 

(2,3) 

 

284,6    286,8 

(2,3)     (2,3) 

[90]      [10] 

 

398,0    399,8   401,7 

(2,0)      (2,2)     (2,2) 

[54]       [24]      [22] 

 

934,0 

(2,4) 

entre parênteses: largura total em meia-máxima (EV); entre colchetes: áreas relativas. 

 

Comparando-se as porcentagens atômicas de Cu/Ntotal em cada tipo de filme 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 e (CuTsPc/SiPy

+
Cl

-
)5, constatam-se características importantes. No caso 
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do filme que teve sua arquitetura iniciada com SiPy
+
Cl

-
, nota-se uma queda brusca nestas 

porcentagens, passando de 0,14% no filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 para 0,036% 

(CuTsPc/SiPy
+
Cl

-
)5. Esta considerável diminuição observada para Cu/Ntotal, confirma que o 

policátion SiPy
+
Cl

-
 no filme (CuTsPc/SiPy

+
Cl

-
)5 realmente encontra-se na última camada. Tal 

constatação pode ser explicada pela profundidade da sonda da técnica de XPS de 0,5 nm, a 

qual permite a análise das camadas superficiais do filme. 

 

2.3.3. Espectroscopia de absorção no Infravermelho e Raman 

 

As interações entre a CuTsPc e SiPy
+
Cl

- 
nos filmes LbL foram investigadas a partir de 

medidas de FTIR, cujos espectros são mostrados na Figura 2.8. O SiPy
+
Cl

- 
 apresenta bandas 

em 1488 e 1634 cm
-1

, referentes ao anel piridínio, em
 
1087 cm

-1 
(  Si-O-Siass), 774 cm

-1 
(  Si-

O-Sisim) e em 457 cm
-1 

(  Si-O-Sisim) 
[23]

. A CuTsPc exibe suas principais bandas em 772 cm
-1 

 

(respiração anel), 948 cm
-1

 (Cu-Pc), 1039 cm
-1 

(  SO3), 1333 cm
-1 

(  C=N), 1421 e 1462 cm
-1 

(  iso-indol) e em 1611 cm
-1 

(  C=C do anel benzeno) 
[10Erro! Indicador não definido.,15]

. Observa-se 

na Figura 2.8, que para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)30 existe a predominância das bandas 

relativas a CuTsPc, fato observado em diversos trabalhos com metaloftalocianinas
 [16,17]

. 

Entretanto, uma nova banda em 460 cm
-1

 no do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)30 é observada. Esta 

pode estar relacionada ao  Si-O-Sisim, presente em 457 cm
-1 

no espectro do policátion. Foi 

também observado que a banda referente ao estiramento SO
-
3 localizada em 1039 cm

-1
 para 

CuTsPc sofreu um deslocamento no espectro do filme automontado para 1033 cm
-1

. Tal 

deslocamento para comprimentos de onda menores evidencia a interação dos grupos 

sulfônicos SO
-
3 da metaloftalocianina com grupos protonados do anel piridínio do SiPy

+
Cl

-
. 

Estas interações são resultantes da arquitetura do filme LbL, a qual promove um contato entre 

os polieletrólitos através da chamada interpenetração das camadas. Este resultado corrobora 

com que já havia sido observado na literatura para sistemas contendo ftalocianinas
 [16,17]

. 

Resultados semelhantes foram obtidos para o filme automontado entre quitosa e ftalocianina 

tetrassufonada de ferro (QFeTsPc), onde os espectros para os filmes automontados 

apresentaram deslocamento da banda em 1033 cm
-1 

(atribuída ao estiramento dos grupos 

sulfônicos (SO3
-
) das metaloftalocianinas tetrassulfonadas) do espectro da pastilha de KBr de 

FeTsPc para 1027 cm
-1

 no filme. Tal deslocamento se deve a interações iônicas entre os 

grupos sulfônicos (SO3
-
) da FeTsPc com grupos protonados amina da quitosana (NH3

+
) 

[17]
 . 
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1680 1440 1200 960 720 480

1039 cm
-1

1033 cm
-1

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)

30

CuTsPc

SiPy
+
Cl

-

 

 

número de onda (cm
-1
)  

Figura 2.8: Espectros em modo transmissão para os polieletrólitos CuTsPc, SiPy
+
Cl

-
 e para o filme (SiPy

+
Cl

-

/CuTsPc)30. 

 

Complementarmente às análises por FTIR, investigou-se as interações moleculares 

entre o SiPy
+
Cl

- 
e a CuTsPc por Espectroscopia Raman. Os espectros Raman (Figura 2.9) para 

filme cast dos polieletrólitos e para o filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)20 diferem em termos de 

intensidade das bandas atribuídas a CuTsPc, já que as bandas relativas ao SiPy
+
Cl

- 
em 648 

cm
-1

 (deformação no plano do anel) e 1028 cm
-1

 (respiração do anel piridínio) 
[23]

 não 

puderam ser facilmente visualizadas nos espectros dos filmes, uma vez que o sinal Raman da 

ftalocianinas é bem superior ao do poliletrólito. Comparando os espectros da CuTsPc e do 

filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)20 na Figura 2.9, aparentemente não há nenhuma mudança nas 

posições das bandas, mas um exame mais cuidadoso revela pequenas alterações. Estas 

alterações podem ser observadas na região dos estiramentos iso-indol (953, 1342 e 1530 cm
-1

) 

e dos grupos sulfônicos (1186 e 1142 cm
-1

), os quais se deslocam para menores números de 

onda 950, 1340 e 1526 cm
-1 

(  isoindol) e 1183 e 1140 cm
-1 

(  SO3) no espectro do filmes 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)20

 [16,24,25]
. Tais mudanças, embora pequenas, podem estar relacionadas à 

interação entre a ftalocianina e o policátion. 
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Figura 2.9: Espectros Raman para os polieletrólitos CuTsPc, SiPy
+
Cl

-
 e para o filme (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)20, em 

susbtratos de Au.  

 

2.3.4. Análise morfológica por microscopia de força atômica (AFM) e Perfilometria 

 

A técnica de AFM pode fornecer informações detalhadas sobre a morfologia e a 

homogeneidade da superfície do filme depositado. A Figura 2.10 mostra as imagens obtidas 

para os filmes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc) com diferentes números de bicamadas, sobre substrato de 

FTO e estes foram caracterizados através da rugosidade média quadrática (Rq).  

Observa-se que em geral, a análise da topografia da superfície do filme em 

comparação ao substrato de FTO é uniforme, no entanto uma análise mais detalhada revela 

que com o aumento do número de bicamadas há o surgimento de novos aglomerados. 
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(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

(d) 

Figura 2.10: Imagens de microscopia de força atômica para o substrato (a) FTO e para o filme SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc 

com (b) 2 bicamadas, (c) 6 bicamadas, (d) 10 bicamadas. 

 

Os dados da Figura 2.11, indicam que há um aumento da Rq (não linear) até 6 

bicamadas, a qual diminui significativamente para o filme de 8 bicamadas. Tal 

comportamento pode estar relacionado com a deposição das primeiras moléculas que se 

depositam sobre os grãos e os vales presentes na superfície do óxido, preenchendo 

inicialmente estes “buracos”. A medida que o número de bicamadas aumenta há o surgimento 

de aglomerados de diversos tamanhos os quais contribuem para o aumento da rugosidade dos 

filmes. A partir de 8 bicamadas a rugosidade diminui, pois com o aumento do número de 

bicamadas, todos os vales vão sendo preenchidos, contibruindo para que a rugosidade 

diminua. Estes resultados corroboram com a literatura para sistemas contendo ftalocianinas 

[26,27]
. Medidas da espessura dos filmes utilizando-se a técnica de perfilometria revelaram um 

aumento proporcional da espessura com o número de bicamadas, corroborando com os dados 

de UV-Vis que mostram um aumento da absorbância em função das bicamadas, mostrando 

que a cada bicamada depositada há um acréscimo de material adsorvido no filme. 
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Figura 2.11: Rugosidade média e espessura dos filmes automontados de (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)n. 

 

2.4. CONCLUSÕES PARCIAIS  

 

Resultados de UV-Vis mostraram que os filmes LbL de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc) são 

formados e que a adsorção de ftalocianina ocorre de maneira linear com o número de 

bicamadas. Verificou-se também a predominância da estruturação agregada para as moléculas 

de CuTsPc nos espectros do filmes. Dados de XPS demonstraram que a interação responsável 

pela sustentação dos filmes entre o polieletrólito cloreto de 3-n-propilpiridínio silsesquioxano 

juntamente a ftalocianina tetrassulfonada de cobre sob substrato sólido ocorre entre os grupos 

sulfônicos e o anel piridínico. Estes resultados são reafirmados com os espectros de FTIR e 

Raman, que evidenciam que a banda em 1039 cm
-1

, associada à vibração dos grupos 

sulfônicos, exibiu um deslocamento para 1033 cm
-1

, o que é uma evidência de que este 

grupamento químico interage com os policátions através da atração eletrostática. A 

microscopia de força atômica mostrou diferentes regiões morfológicas na superfície dos 

filmes e a rugosidade das superfícies dos filmes tende a aumentar até um limite com o número 

de bicamadas depois diminui significativamente. Em contra partida, a espessura média dos 

filmes aumentou em função do aumento destas, mais uma vez corroborando com os dados 

obtidos pela técnica de UV-Vis, de que a cada nova deposição, uma nova quantidade de 

material é depositado. Devido a grande reprodutibilidade dos filmes e estabilidade das 

bicamadas atribuída às fortes interações entre os polieletrólitos, além das propriedades 
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eletrocatalíticas exibidas pelas ftalocianinas, tornam estes sistemas de filmes promissores para 

o desenvolvimento de sensores eletroquímicos.  
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3.1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Os anti-histamínicos são os medicamentos mais comumente utilizados no tratamento 

de alergias. Historicamente, os benzodioxanos (A), derivados éteres de etanolaminas, estão 

entre os primeiros fármacos a serem empregados como anti-histamínicos 
[1]

. Sobre a estrutura 

química de (A) foram introduzidas várias modificações que conduziram a novos éteres de 

etanolaminas acíclicas. (B), os quais por sua vez deram origem aos derivados etilenodiaminas 

(C), através da substituição isostérica do átomo de oxigênio pelo de nitrogênio. 

Posteriormente, novas modificações moleculares incorporaram os derivados etilenodiaminas, 

entre eles (C), ao átomo de nitrogênio do núcleo fenotiazínico, dando origem à dietazina (D). 

Estes novos derivados, além de apresentarem atividade anti-histamínica, também 

demonstraram um forte efeito sedante, tornando seu uso mais adequado no tratamento da 

doença de Parkinson. O cloridrato de prometazina (cloridrato de N,N-dimetil-1-fenotiazina-

10-il-propan-2-amina), pertence aos grupos dos fenotiazínicos, é um composto farmacêutico 

amplamente utilizado por apresentar atividade anti-histamínica, sedativa, antipsicótica e 

propriedades analgésicas 
[2,3,4,5]

. A estrutura química do isóstero de prometazina (E) é 

mostrado na Figura 3.1. 

 

Figura 3.1: Evolução dos compostos anti-histamínicos. 

 

Além de seu perfil anti-histamínico, a prometazina também possui habilidade de 

prolongar o sono induzido por barbitúricos, sendo seu emprego terapeuticamente útil na 
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anestesia clínica 
[1]

. No entanto, o cloridrato de prometazina (PMZ) pode causar efeitos 

adversos no ser humano, tais como, alterações no sistema endócrino e alterações cardíacas. 

Fundamentado nisto, a sua determinação em formulações comerciais é de extrema 

importância. 

Inúmeras técnicas foram empregadas para determinação deste composto em 

formulações farmacêuticas, tais como a cromatografia líquida de alta eficiência 
[6,7]

, 

eletroforese capilar 
[4] 

e espectrofotometria aliada a injeção de fluxo 
[8,9,10]

. A sensibilidade 

alcançada por todos estes procedimentos é muito satisfatória para a quantificação analítica de 

compostos farmacêuticos. Todavia, em alguns casos, é necessário um pré-tratamento da 

amostra antes da quantificação. Neste contexto, as técnicas eletroanalíticas têm-se revelado 

excelentes alternativas para a determinação deste e de outros compostos farmacêuticos, uma 

vez que são simples, apresentam baixo custo e tempo relativamente curto nas análises 
[11]

. No 

que diz respeito à avaliação do comportamento eletroquímico e quantificação de cloridrato de 

prometazina por técnicas eletroquímicas, várias superfícies eletródicas como carbono vítreo 

[2,12,13]
, ouro revestido com grafite em pó 

[3]
, ouro 

[8]
 e eletrodo modificado com ácido 

desoxirribonucléico 
[14,15]

 já foram utilizados como eletrodos de trabalho. Porém, nenhum 

trabalho é reportado na literatura sobre a aplicação de filmes automontados pela técnica LbL 

para determinação deste anti-histamínico. 

Este capítulo, versa sobre a utilização do filme nanoestruturado de (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)5, no desenvolvimento de uma metodologia eletroanalítica para determinação de 

cloridrato de prometazina em formulações farmacêuticas aliada a técnica eletroquímica de 

voltametria de onda quadrada (VOQ). 

 

3.2. PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.2.1. Reagentes e Soluções 

 

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analítica (PA) e as soluções foram 

preparadas utilizando água purificada em sistema Milli-Q da Millipore
®
. Para as medidas 

eletroquímicas, o eletrólito suporte utilizado foi o tampão Britton Robinson 0,04 mol L
-1 

preparado a partir das misturas dos ácidos acético (0,04 mol L
-1

), fosfórico (0,04 mol L
-1

) e 

bórico (0,04 mol L
-1

). Os valores de pH das soluções tampão para os experimentos foram 
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ajustados com uma solução de NaOH 0,2 mol L
-1

. As soluções de PMZ 1,0 x 10
-3

 mol L
-1

 

(grau USP - United States Pharmacopoeia) foram preparadas imediatamente antes do uso, 

pesando-se uma quantidade adequada do sal e solubilização em água ultra-pura. A solução foi 

mantida sob abrigo de luz e mantida sob refrigeração. 

 

3.2.2. Amostras comerciais analisadas 

 

As amostras comerciais do medicamento contendo cloridrato de prometazina, nas 

apresentações injetável, gotas e comprimido, foram obtidas em farmácias locais. Foram 

analisadas amostras de Fenergan
®
 injetável e comprimidos, fabricados pela Sanofi aventis, 

com valor nominal de 50 mg de PMZ por ampola de 2 mL e 25 mg de PMZ por comprimido, 

respectivamente. As soluções das amostras na concentração de 1,0 x 10
-4

 mol L
-1

 foram 

preparadas pela dissolução do medicamento em água ultra-pura. Para a formulação Lisador
®

 

gotas e comprimidos, o mesmo procedimento foi adotado. 

 

3.2.3. Medidas eletroquímicas  

 

Os estudos eletroquímicos foram realizados utilizando-se potenciostato modelo 

PGSTAT30 (Autolab), e o software GPES-4 para aquisição e tratamento de dados. As medidas 

voltamétricas foram realizadas em uma célula eletroquímica convencional com três eletrodos: 

eletrodo de referência de Ag/AgCl, fio de Pt como eletrodo auxiliar e substrato contendo o 

filme LbL contendo cinco bicamadas (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 como eletrodo de trabalho (com 1 

cm
2 

de área). Para confirmar a eficiência do filme como sensor eletroquímico para PMZ 

foram realizados estudos voltamétricos com o substrato de FTO, filmes tipo cast de SiPy
+
Cl

-
 e 

CuTsPc e com filme automontado contendo cinco bicamadas (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5. O 

comportamento eletroquímico da PMZ sobre o eletrodo de trabalho (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 foi 

investigado na faixa de pH entre 3,0 e 7,0 utilizando a técnica de Voltametria de Onda 

Quadrada (VOQ). Os parâmetros da VOQ, frequência de aplicação de pulso de potencial (f) 

(10 a 300 s
-1

), amplitude do pulso de potencial (a) (5 a 80 mV ) e incremento de potencial 

(∆Es) (1 a 7 mV), foram otimizados a fim de se obter maior sensibilidade. A otimização foi 

realizada avaliando-se a intensidade da corrente de pico e o perfil voltamétrico, obtidos em 

função da variação de cada parâmetro separadamente. 
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Após esta etapa, curvas analíticas foram obtidas pela adição de alíquotas de 40 L de 

uma solução estoque de PMZ 1 x 10
-4

 mol L
-1

. O desvio padrão do intercepto das curvas 

analíticas (Sb) e a inclinação da reta da curva analítica estatística (s) foram empregados para 

calcular os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), usando as equações LD=3 Sb/s e 

LQ=10 Sb/s recomendadas pela ANVISA. A precisão e a exatidão da metodologia 

desenvolvida foram avaliadas por meio de experimentos de repetibilidade envolvendo dez 

medidas voltamétricas sucessivas de uma solução de PMZ 7,94 x 10
-7

 mol L
-1

 realizadas no 

mesmo dia e a reprodutibilidade obtendo-se cinco medidas em dias diferentes na mesma 

concentração de PMZ. A partir dos dados obtidos foi calculado o desvio padrão relativo (RSD 

%).  

Para avaliar a eficiência da metodologia proposta, foram realizados testes de 

recuperação em eletrólito de suporte e em formulações comerciais (Fenergan
®
 e Lisador

®
) nas 

apresentações comprimido, gotas e injetável. A recuperação é definida como a proporção da 

quantidade do analito de interesse, presente ou adicionada na porção analítica do material 

teste, que é extraído e passível de ser quantificado 
[16]

. O método de adição de padrão foi 

empregado, para isso, quantidades conhecidas do analito são adicionadas a uma amostra 

desconhecida e a partir do aumento do sinal analítico é deduzido quanto deste analito estava 

presente na amostra original. A taxa de recuperação foi avaliada utilizando-se o método 

gráfico, onde o eixo X forneceu a concentração de padrão adicionado ao eletrólito e a 

extrapolação neste eixo mostrou a concentração desconhecida. O valor da recuperação foi 

calculado de acordo com a seguinte equação 3.1:  

100
][

][
% x

PMZ

PMZ
R

adicionada

recuperada
                                              (3.1) 

A formulação Lisador
®

 gotas e comprimidos foi utilizada a fim de se avaliar a 

influência de interferentes da indústria farmacêutica sobre o procedimento proposto, já que 

esta além de PMZ possui dipirona, cloridrato de adifenina e uma concentração indeterminada 

de propilenoglicol. 
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1. Comportamento eletroquímico do cloridrato de prometazina 

 

O comportamento eletroquímico do cloridrato de prometazina, bem como a 

quantificação desse fármaco tem sido avaliado em diversas superfícies eletródicas, como ouro 

[8]
, carbono vítreo 

[2,13]
, pó de grafite 

[17]
, diamante dopado com boro 

[18]
, incluindo eletrodos 

modificados 
[14,15]

. A determinação de PMZ em sistemas eletroquímicos apresenta limitações 

em função dos processos de adsorção dos reagentes da solução ou dos produtos da reação 

eletroquímica na superfície do eletrodo, porém todos o trabalhos descritos na              

literatura 
[2,8,13,14,15,17] 

mostram que o processo de oxidação da PMZ ocorre de forma 

característica, sendo esta um bom doador de elétrons e que a corrente anódica apresenta 

crescimento proporcional à concentração analítica.  

O mecanismo de oxidação da PMZ no eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 pode ser descrito 

como ilustrado na Figura 3.2, de acordo com a literatura 
[2]

. O cloridrato de prometazina é 

oxidado em mais de uma etapa, envolvendo dois elétrons e dois prótons. Os dois elétrons são 

perdidos em duas etapas sequenciais e, portanto, observam-se dois picos principais na sua 

oxidação 
[2]

. Na primeira etapa, o processo de oxidação na PMZ ocorre com a remoção de um 

elétron do átomo de nitrogênio, formando assim um cátion radicalar relativamente estável 

(Etapa II) que em seguida é oxidado a sulfóxido de prometazina (Etapa III) 
[2,8,18]

.  

 

Figura 3.2: Mecanismo de oxidação do cloridrato de prometazina. 

 

Etapa I 

Etapa II 

Etapa III 
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Assim, para confirmar a possibilidade de aplicação do eletrodo modificado pela 

técnica LbL como um sensor eletroquímico para PMZ, um estudo comparativo entre filmes 

cast dos polieletrólitos, filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 e o substrato de FTO foi realizado 

(Figura 3.3).  
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Figura 3.3: Voltamogramas cíclicos de 2,91 x 10
-4

 mol L
-1

 de PMZ em meio de tampão BR 0,04 mol L
-1

, pH = 

5,0 sobre o filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5, filmes cast de (SiPy

+
Cl)5 e (CuTsPc)5 e o substrato FTO. 

 

A Figura 3.3 mostra que a PMZ mostrou eletroatividade sobre a superfície de todos 

os filmes e para o substrato, com processos de redução e oxidação bem definidos. Esses 

resultados indicam que a PMZ é oxidada em duas etapas, de acordo com o descrito na 

literatura 
[2,8,18]

. Para o FTO percebeu-se que os processos de oxidação ocorreram em 

potenciais mais negativos (0,38 e 0,73 V) quando comparado com o filme LbL (SiPy 
+
Cl

-

/CuTsPc)5. No entanto, o filme LbL apresentou maiores valores de corrente em comparação 

ao FTO e aos filmes contendo somente os polieletrólitos. Além disso, este também se 

apresentou altamente estável na superfície do eletrodo, ao contrário dos filmes formados 

apenas pelos polieletrólitos, os quais lixiviaram para a solução após 10 sucessivas varreduras 

voltamétricas. A estabilidade do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 se deve à técnica de 

automontagem, que proporciona filmes finos com grande ordenamento molecular e 

estabilidade devido à interação eletrostática ocorrida entre os componentes do filme. Pode ser 

observado que a PMZ sobre o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 apresentou dois processos anódicos 

em 0,48 V (pico 1) e em 0,79 V (pico 2) e um processo catódico em torno de 0,40 V (Figura 

3.4). No entanto, com a realização de varreduras consecutivas, observou-se que a intensidade 

de corrente do pico 2 diminuía enquanto que o processo catódico do pico 1 sofria significativo 
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aumento de corrente, conforme relatado por Ribeiro et al 
[18]

. A Figura 3.4 mostra os 

voltamogramas cíclicos para PMZ, com indicação do 1º e 10º ciclo. 
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Figura 3.4: Voltamogramas cíclicos de PMZ 2,91 x 10
-5

 mol L
-1

 em meio de tampão BR 0,04 mol L
-1

, pH = 5,0 

sobre filme LbL de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 a 50 mV s

-1
. 

 

Uma explicação para este comportamento é que inicialmente há a formação de um 

produto adsortivo (pico 2), referente à formação do cátion radicalar (conforme citado 

anteriormente), que por sua vez é oxidado com mais facilidade, devido ao menor valor de 

potencial, gerando um novo processo de oxidação (pico 1), relacionado com a formação do 

sulfóxido de prometazina. Por ter apresentado maior intensidade de corrente, o pico 2 foi 

escolhido para quantificação eletroanalítica.  

 

3.3.2. Influência da velocidade de varredura 

 

Com a finalidade de se evidenciar o tipo de transporte de massa envolvido no 

processo de oxidação da PMZ, foi realizado um estudo da variação da velocidade de 

varredura, utilizando a técnica de VC. As velocidades de varreduras foram variadas em um 

intervalo de 10 a 100 mV s
-1

, em meio de tampão BR, pH 5,0, contendo 2,91 x 10
-4

 mol L
-1

 de 

PMZ. Os voltamogramas obtidos em função da velocidade de varredura podem ser 

observados na Figura 3.5. 
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Figura 3.5: Voltamogramas cíclicos de PMZ 2,91 x 10
-4

 mol L
-1

 em meio de tampão BR, pH 5,0 sobre o filme 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 com velocidades de varredura entre 10 e 100 mV s

-1
. 

 

Verifica-se que há um aumento nas correntes de pico (picos 1 e 2), bem como os 

potenciais de picos deslocam-se para regiões mais positivas para o pico 2 à medida que se 

aumenta a velocidade de varredura. A Figura 3.6 A e B mostra a variação da corrente de pico 

anódica Ipa como função da velocidade de varredura e raiz quadrada da velocidade de 

varredura para os dois processos. 
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Figura 3.6: A: Dependência linear da velocidade de varredura com a Ipa e B: Dependência linear da raiz 

quadrada da velocidade de varredura com a Ipa 

 

A relação linear, entre as Ipa e a velocidade de varredura, são descritas pelas 

equações: Ipa (μA) = -0,247 + 0,063 ν (mV s
-1

), com R = 0,997 e Ipa (μA) = 3,218 + 0,056 ν 
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(mV s
-1

), com R = 0,997, para o Pico 1 e 2, respectivamente. Já para a raiz quadrada da 

velocidade: Ipa (μA) = -2,829 + 0,857 ν
1/2

 (mV s
-1

), com R = 0,993 e Ipa (μA) = 0,963 + 0,756 

ν
1/2

 (mV s
-1

), com r = 0,995. Devido a alta linearidade apresentada para os dois processos, 

tanto para a ν
 
como para ν

1/2
 não foi possível evidenciar o processo de transporte de massa. 

Neste sentido a relação do duplo logaritmo entre a Ipa e a ν foi aplicado, como apresentado na 

Figura 3.7.  
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Figura 3.7: Dependência linear entre log Ipa com log v. 

 

A relação do duplo logarítmo entre corrente de pico anódica (Ipa) versus ν foi adotada 

para compreender a natureza exata do mecanismo de oxidação da PMZ, com base nas 

seguintes equações simplificadas:  

 Para o processo controlado por difusão (Ipa vs ν
1/2

):  

)log(
2

1tan)log( teconsI pa                                                                      [1] 

5,0
)log(

)log( paI
slope                                                                                     [2] 

 Para o processo controlado por adsorção (Ipa vs ν):  

)log(tan)log( teconsI pa                                                                            [3] 

1
)log(

)log( paI
slope                                                                                         [4] 

O mecanismo de transporte de massa da reação normalmente pode entendido a partir 

das relações de Ipa vs ν
1/2 

ou ν, para processos controlados por difusão ou adsorção, 
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respectivamente 
[19]

. No entanto, esta abordagem é muito difícil para o caso de processos 

mistos. Por outro lado, a relação do duplo logarítmo de Ipa vs ν dá a informação exata sobre a 

natureza do processo. Caso o valor do slope encontre-se entre 0,5 e 1,0, a reação é controlada 

por um processo misto de adsorção e difusão 
[19]

. 

Neste sentido, através da regressão linear, obteve-se para os picos 1 e 2, com 

coeficientes de correlação 0,995 para ambos os processos, as equações da reta y = -1,66 + 

1,246 e y = 0,119 + 0,403, respectivamente. Este comportamento pode afirmar que o processo 

de transporte de massa para o pico 1 é controlado por adsorção (slope = 1,246) e o pico 2 por 

difusão (slope = 0,403) das espécies até a superfície do eletrodo. A literatura reporta que para 

um eletrodo de ouro modificado com nanotubos de carbono (MWNTs/Au) 
[20], 

onde a PMZ 

apresentou um processo redox, com um pico anódico em 0,66 V e um catódico em 0,40, o 

processo de transporte de massa é controlado por adsorção. Comportamento semelhante foi 

observado por Li e colaboradores
[3]

, onde o eletrodo de ouro foi revestido com líquido iônico. 

A diferença apresentada para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5, pode estar relacionada as diferentes 

superfícies eletródicas. 

 

3.3.3. Influência do pH 

 

Como o processo eletroquímico da PMZ, envolve íons H
+
, o comportamento 

voltamétrico da PMZ sobre o filme automontado (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 foi investigado na faixa 

de pH de 3,0 a 7,0 utilizando a técnica de VOQ, a fim de verificar o valor de pH de maior 

sensibilidade da resposta (Figura 3.8). O tampão BR foi utilizado como eletrólito suporte por 

já ser utilizado na literatura em estudos eletroanalíticos de cloridrato de prometazina, uma vez 

que promove respostas de corrente e potencial bem definidos 
[2,18]

. As respostas voltamétricas 

em diferentes valores de pH revelaram que o pico 2 deslocou-se para valores mais negativos 

de potencial e a intensidade de corrente aumentou com a elevação do pH de 3,0 até 5,0. 

Observou-se que em pHs mais básicos há adsorção da prometazina sobre a superfície do 

eletrodo, assim como em pH 7,0, onde ocorreu os maiores valores de corrente de pico. Desta 

maneira, o pH 5,0 foi escolhido como pH ótimo para continuar o estudo eletroanalítico por 

apresentar melhor resposta eletroquímica em termos de intensidade de corrente e 

sensibilidade.  
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Figura 3.8: Influência do pH para PMZ 2,91 x 10
-4

 mol L
-1

 em meio de tampão BR 0,04 mol L
-1

 sobre filme 

LbL de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5. 

 

3.3.4. Estudos de voltametria de onda quadrada 

 

A VOQ foi empregada por se tratar de uma das técnicas mais rápidas e sensíveis 

dentre as outras técnicas de pulso, tais como as voltametrias de pulso normal e pulso 

diferencial. Nesta técnica, a velocidade final do experimento é dada pelo produto entre a 

frequência de aplicação dos pulsos e o incremento de potencial, e os limites de detecção 

podem ser comparados aos das técnicas cromatográficas e espectroscópicas. A sua grande 

aplicação se deve também ao fato de que a análise dos resultados e a aplicação dos critérios de 

diagnósticos possibilitam a avaliação da cinética e mecanismo do processo redox envolvido 

[21]
. Inicialmente, os parâmetros voltamétricos da VOQ foram otimizados com o objetivo de 

se obter a melhor intensidade de corrente já que exercem forte influência nos processos redox. 
 

 

3.3.4.1. Otimização dos parâmetros da VOQ  

 

A frequência de aplicação dos pulsos de potenciais, f, é um dos parâmetros mais 

importantes da VOQ, pois o seu aumento melhora significativamente as respostas analíticas e, 

além disso, fornece importantes informações a cerca do comportamento redox da espécie de 

interesse 
[22]

. A Figura 3.9 A apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para a 
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PMZ em função da variação dos pulsos de frequência, aplicando-se f de 10 s
-1

 a 300 s
-1

 e 

fixando-se os demais parâmetros (a = 50 mV, ΔEs = 2 mV). 
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Figura 3.9: (A) Voltamogramas de onda quadrada para [PMZ] = 2,91 x 10
-5 

mol L
-1

, sobre o                

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 em diferentes frequências de aplicação de pulsos (10 a 300 s

-1
). (B) Relação entre correntes 

de pico e frequência de dos pulsos de potencial, em meio de tampão BR 0,04 mol L
-1

, a = 50 mV, ΔEs = 2 mV.  

 

As correntes de pico apresentaram uma relação linear com a variação da frequência 

na faixa de 10 s
-1

 a 100 s
-1 

(Figura 3.9 B), ocorrendo um posterior decréscimo das mesmas 

com o aumento da frequência. A frequência selecionada constitui a máxima onde ainda há 

existência de linearidade e deste modo foi selecionado o valor de 100 s
-1

.  
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A amplitude influencia diretamente na seletividade, uma vez que o pico de corrente 

tende a ficar mais largo para altos valores da mesma. Com a realização deste estudo pode-se 

observar que com o aumento da amplitude ocorreu um alargamento do pico de oxidação 

(Figura 3.10 A). Pode-se observar ainda que a variação da amplitude do pulso de potencial 

para o pico 2 proporcionou um aumento linear na corrente de pico, no intervalo de 5 a 80 mV 

(Figura 3.10 B). No entanto, escolheu-se a amplitude de 40 mV, a qual proporcionou um 

aumento considerável de corrente e pequeno alargamento do pico.  
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Figura 3.10: (A) Voltamogramas de onda quadrada para [PMZ] = 2,91 x 10
-5

 mol L
-1

 em tampão BR 0,04     

mol L
-1

, sobre (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 em diferentes amplitudes de aplicação de pulsos (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70 e 80 mV) (B) Relação entre as correntes de pico e a amplitude de pulsos de potencial para PMZ em meio de 

tampão BR 0,04 mol L
-1

. f = 100
 
s

-1
, ΔEs = 2 mV. 
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A velocidade de varredura na VOQ é resultado do produto da frequência pelo 

incremento de potencial (∆Es). Deste modo, um incremento de varredura maior pode 

aumentar o sinal obtido, e assim, melhorar a sensibilidade do método. Os resultados obtidos 

mostraram que o aumento do ∆Es resultou em um aumento da corrente de pico, entre 1 e 7 

mV, além de proporcionar um pequeno deslocamento do potencial para valores mais positivos 

(Figura 3.11 A e B).  
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Figura 3.11: (A) Voltamogramas de onda quadrada para [PMZ] 2,91 x 10
-5

 mol L
-1

 em tampão BR 0,04      

mol L
-1

, sobre (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 em diferentes incrementos de potencial. (B): Relação entre as correntes de 

pico e o incremento de potencial para PMZ em meio de tampão BR 0,04 mol L
-1

. f = 100
 
s

-1
, a = 50 mV. 
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Verificou-se ainda que quanto maior o incremento de potencial maior tende a ser a 

largura do pico voltamétrico, isto implica no decréscimo da seletividade do método. Como a 

corrente não foi significativamente maior para os demais incrementos de potencial, escolheu-

se o ∆Es de 2 mV. 

 

3.3.4.2. Curvas Analíticas 

 

Após a otimização dos parâmetros voltamétricos: f = 100 s
-1

, a = 40 mV e Es = 2 

mV, curvas analíticas foram obtidas, com a concentração variando de 3,98 x 10
-7

 e 3,85 x 10
-6

 

mol L
-1

 obtidas por adições consecutivas de alíquotas de solução estoque 1,0 x 10
-3

 mol L
-1

 de 

PMZ na célula eletroquímica. As curvas analíticas indicaram um aumento linear da corrente 

de pico em função do aumento da concentração de prometazina (Figura 3.12).  
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Figura 3.11: Voltamogramas de onda quadrada para PMZ em pH 5,0 sobre filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5, com f = 

100 s
-1

, a = 40 mV, Es = 2 mV. As concentrações de PMZ variaram entre 3,98 x 10
-7

 e 3,85 x 10
-6

 mol L
-1

. 

Inserido: Dependência da corrente de pico em função da concentração de PMZ. 

 

Na Tabela 3.2 estão representados os parâmetros analíticos para a metodologia 

desenvolvida, tais como região linear, equação da curva analítica, coeficientes de correlação 

(R), que determina o grau de linearidade da correlação entre a concentração de PMZ e as 

correntes de pico, bem como o desvio-padrão do intercepto (Sx/y), o limite de detecção (LD), o 

limite de quantificação (LQ), a repetibilidade e reprodutibilidade. O limite de detecção é 

definido como sendo a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser 
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detectada e o limite de quantificação, definido como a menor quantidade do analito em uma 

amostra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições 

experimentais estabelecidas. Logo os valores de limite de detecção e quantificação foram 

calculados para o procedimento proposto utilizando as equações 3.2 e 3.3 recomendadas pela 

ANVISA
 [23]

.  

b

S
LD

yx3

                                                                       (3.2)  

b

S
LQ

yx10

                                                                       (3.3) 

                                          

onde, LD é o limite de detecção, LQ o limite de quantificação, Sx/y é o desvio padrão do 

intercepto com o eixo y (coeficiente linear) das curvas analíticas (n = 5) e b é a inclinação 

média da curva de calibração. A repetibilidade da metodologia foi avaliada por meio da 

realização de dez medidas sucessivas de uma solução de PMZ 7,94 x 10
-7 

mol L
-1

, 

correspondente ao segundo ponto da curva analítica, sob as condições experimentais 

otimizadas e realizadas no mesmo dia. Por outro lado, a reprodutibilidade foi realizada 

tomando cinco medidas em dias diferentes.  

 

Tabela 3.1: Parâmetros obtidos a partir da regressão linear das curvas analíticas para oxidação de PMZ sobre 

filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 em meio de tampão BR 0,04 mol L

-1
 por VOQ, empregando f = 100 s

-1
, a = 40 mV, 

∆Es = 2 mV. 

 

Parâmetros VOQ 

Região Linear 3,98 x 10
-7

 mol L
-1

 a 3,85 x 10
-6

 mol L
-1

 

Equação da curva
 

Ipico = (9,33± 0,294) x 10
-7

 + (4,52 ± 0,065) [PMZ]
 

R 0,999 

Sb 4,5x10
-9

 (A/mol L
-1

) 

LD (mol L
-1

) 8,71x10
-9

 (2,79 µg L
-1

) 

LQ (mol L
-1

) 9,31x10
-8

 (9,31 µg L
-1

) 

RSD (repetibilidade) 2,12% (n = 12) 

RSD (reprodutibilidade) 2,90% (n = 5) 

 

Os valores de LD e LQ calculados pelo método proposto foram menores dos que os 

observados para quantificação de cloridrato de prometazina para diferentes eletrodos, tais 
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como de carbono vítreo 
[2]

, grafite em pó modificado por líquido iônico 
[15]

 e diamante dopado 

com boro de diamante 
[18]

, e próximos dos valores encontrados para eletrodo de carbono 

vítreo modificado com DNA 
[24] 

e pasta de carbono modificado com DNA 
[25]

,
 
tal como pode 

ser visto na Tabela 3.3. Todavia, os valores obtidos utilizando-se esse eletrodo são bastante 

inferiores em relação aos obtidos para determinação de outros fármacos quando são utilizados 

filmes contendo ftalocianinas
 [26,27]

. 

 

Tabela 3.2: LD e LQ obtidos na determinação de PMZ em eletrólito puro utilizando diferentes eletrodos de 

trabalho. 

 

Eletrodo Método LD (µg L
-1

) LQ (µg L
-1

) Ref. 

GCE DPSV
 

34,00 - [2] 

Grafite-BIMPF6 Voltamétrico
 

1604,40 - [5] 

Au-CDtrodos Espectroeletroanálise 9626,40 35296,80 [8] 

HDDB SW-AdSV
 

14,77 49,19 [18] 

DNA/GCE(ox) DPV
 

0,096 - [15] 

Pasta de carbono 

modificado com DNA 
PSA 1,60 - [24] 

 

3.3.4.3. Aplicação do método 

 

Para avaliação da eficiência da metodologia proposta foram realizados testes de 

recuperação. O teste de recuperação é realizado com intuito de se observar quanto da amostra 

adicionada pode ser realmente detectada. Para isso, uma quantidade conhecida do padrão e/ou 

das formulações farmacêuticas foi acrescentada ao eletrólito suporte, seguida por adições do 

padrão da solução de PMZ, obtendo-se as curvas analíticas. A eficiência de recuperação foi 

calculada de acordo com equação 3.1. 

O método da adição de padrão foi usado, primeiramente no teste de recuperação em 

eletrólito puro (tampão BR 0,04 mol L
-1

 e pH 5,0), em seguida realizado nas formulações 

farmacêuticas comerciais. A Figura 3.13 corresponde à curva analítica obtida e na inserção 

estão os voltamogramas correspondentes a diferentes adições do medicamento.  
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Figura 3.13: Relação entre Ipico vs concentração de PMZ para curva de recuperação em amostra do medicamento 

Lisador
®
 obtida a partir dos valores médios de corrente de pico (n = 3), com suas respectivas barras de desvio 

padrão. Na inserção, voltamogramas da PMZ na faixa de concentração de 7,94 x 10
-7

 a 2,34 x 10
-6 

mol L
-1

. 

 

A Tabela 3.4 apresenta os resultados obtidos destas determinações. Cálculos 

estatísticos dos resultados mostraram boa concordância entre os métodos a um nível de 

confiança de 95 %, indicando que o eletrodo proposto pode ser utilizado na determinação de 

PMZ em medicamentos. Estes resultados estão condizentes com a literatura, por exemplo 

Ribeiro et al. 
[18]

 encontraram valores de recuperação entre 87 e 97 %, para amostras de 

cloridrato de prometazina, sob a forma de comprimidos e injetável, utilizando como eletrodo 

de trabalho um eletrodo sólido de diamante dopado com boro. Em outro trabalho, Rama et al. 

[10]
 encontraram valores entre 97 e 102 %, para um sistema de injeção em fluxo (FIA). 

 

Tabela 3.3: Resultados obtidos para curvas de recuperação de PMZ em eletrólito puro e em formulações 

comerciais por VOQ sobre filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 com f = 100 s

-1
, a = 40 mV, Es = 2 mV. 

[PMZ]adicionada = 7,94 x 10
-7

 mol L
-1

. 

 

 

 
Eletrólito 

Fenergan
®
  

injetável 

Fenergan
®
 

comprimido 

Lisador
®
 

gotas 

Lisador
®
 

comprimido 

Dosagem nominal - 
50 

mg/2mL 

25 

 mg/compr. 

5  

mg/1,5mL 

25  

mg/compr. 

[PMZ]rec./mol L
-1 

8,51 x 10
-7 

8,90 x 10
-7 

8,03 x 10
-7 

8,21 x 10
-7

 9,18 x 10
-7

 

Recuperação (%) 107,21 112,07 99,51 104,41 115,57 

RSD (%) 0,81 1,60 4,68 3,99 3,77 
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3.4. CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Neste capítulo, abordou-se a utilização do filme automontado (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)5 no 

desenvolvimento e otimização de uma metodologia eletroanalítica para determinação do 

fármaco cloridrato de prometazina (PMZ). Com os resultados deste trabalho pode-se concluir 

que o mecanismo de oxidação da PMZ envolve a formação de um produto adsortivo que 

oxida facilmente, produzindo um novo processo com menor valor de potencial. A intensidade 

do pico 2 foi mais significativa, por este motivo este foi escolhido para o desenvolvimento da 

metodologia eletroanalítica. A utilização da voltametria de onda quadrada resultou em uma 

ótima correlação linear entre as correntes de pico (R = 0,999) e a concentração de PMZ. O 

método proposto apresentou boa sensibilidade, precisão e especificidade, caracterizadas pelos 

baixos valores de LD (1,92 x 10
-7 

mol L
-1

), LQ (6,41 x 10
-7 

mol L
-1

) e recuperação de 8,90 x 

10
-7 

mol L
-1

 e 8,03 x 10
-7 

mol L
-1

 (115,57% e 99,51%, respectivamente) obtidos em amostras 

de formulações comerciais, sem necessidade de procedimento complexo para preparação da 

amostra ou para renovação da superfície eletródica. Dessa forma este eletrodo modificado 

com filme LbL apresenta grande potencialidade para o desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos, uma vez que se mostrou estável e reprodutível como eletrodos de uso 

convencial em eletroanalítica. 
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4.1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.1.1. Biossensores 

 

Biossensor é definido como um dispositivo que usa um elemento de 

reconhecimento biológico (como enzimas, anticorpos, proteínas, microorganismos, etc) em 

contato a transdutores (como os eletroquímicos, ópticos, térmicos, etc), que, juntos, se 

relacionam e são capazes de reconhecer determinada substância com alta especificidade 

[1,2]
. A Figura 4.1 ilustra as partes típicas de um biossensor: o elemento de reconhecimento 

biológico (bioreceptor) que interage seletivamente ao analito (amostra). A Figura 4.1 

mostra as partes típicas de um biossensor: o elemento de reconhecimento biológico ligado 

ao analito (amostra); o transdutor que converte o sinal eletrônico e amplifica para o circuito 

de detecção usando uma referência apropriada; um computador que converte o sinal para 

um significado físico descrevendo o processo investigado; e finalmente, o resultado é 

apresentado em uma interface para o operador humano. Os biossensores eletroquímicos 

são geralmente muito seletivos devido à possibilidade de adequar as interações específicas 

de compostos biológicos através da sua imobilização sobre a superfície de um eletrodo. 

 

Figura 4.1: Elementos e componentes de um biossensor. 

 

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o tipo de elemento de 

reconhecimento biológico, com o modo de transdução de sinal ou ainda pela combinação de 

ambos. Estes podem também ser classificados como amperométricos, potenciométricos, 

condutimétricos 
[1,2]

.  
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Dentre estes, os biossensores eletroquímicos amperométricos são os mais utilizados 

por causa de sua alta sensibilidade e ampla faixa linear 
[3]

. Estes baseiam-se na corrente 

resultante de oxidação ou redução eletroquímica de uma espécie eletroativa em um potencial 

fixo. A corrente resultante é diretamente proporcional com a concentração da espécie 

eletroativa,ou com o seu consumo ou sua geração durante a interação biológica 
[1,2]

. 

Os biossensores amperométricos se classificam em três gerações, podendo ser de 

primeira, segunda e terceira geração, de acordo com o processo envolvido na transferência de 

carga 
[4]

, como ilustrados na Figura 4.2.  

 

Figura 4.2: Biossensor amperométrico: (A) primeira geração, (B) segunda geração, (C) terceira geração 
[5]. 

 

Os biossensores amperométricos de primeira geração trabalham a altos potenciais e 

baseiam-se na eletroatividade do substrato da enzima ou no produto gerado da reação 

enzimática. O princípio de funcionamento de um biossensor de segunda geração baseia-se no 
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uso de um mediador para transferência de carga entre o sítio ativo da enzima e a superfície do 

eletrodo, a fim de se diminuir o potencial aplicado no eletrodo de trabalho. Finalmente, os 

biossensores de terceira geração se caracterizam pela transferência direta de elétrons entre a 

enzima e a superfície do eletrodo, a baixos potenciais 
[4,6]

.  

 

4.1.2. Biossensores enzimáticos a base de filmes LbL 

 

Dentre as moléculas utilizadas em biossensores as mais comumente empregadas são 

as enzimas oxirredutases devido à possibilidade de poderem ser utilizadas em sua forma pura 

e interagirem com um substrato específico 
[7]

. A possibilidade de se minimizar a desnaturação 

da proteína, uma vez que o processo de adsorção é efetuado em soluções aquosas, sob 

condições suaves, se torna a principal vantagem de imobilizar as enzimas pelo método LbL, 

bem como a alta organização destes. 

O H2O2 é um metabólito natural em muitos organismos, o qual, quando decomposto, 

resulta em oxigênio molecular e água. A sua determinação é de grande importância uma vez 

que este se encontra presente em inúmeras reações biológicas como principal produto de 

várias oxidases, entre elas a glicose oxidase (GOx).  

Wang et al. 
[8]

 produziram um filme LbL entre a poli(etilenoimina) (PEI) e 

carboximetilcelulose (CMC) sobre a superfície de um eletrodo de carbono vítreo (CV) 

previamente modificado com ácido p-aminobenzenossulfônico (p-ABS) para tornar a 

superfície do CV carregada negativamente. Nas condições experimentais utilizadas a 

interação entre PEI e CMC ocorreu através da atração eletrostática, porque PEI e CMC são 

carregados positivamente e negativamente, respectivamente. O eletrodo (PEI-CMC)5/CV foi 

revestido com hemina através da imersão deste na solução da mesma. A interação entre o 

filme (PEI-CMC)5/CV e a hemina está relacionada ao fato de que o filme LbL contém cargas 

positivas como um sítio de ligação para espécies carregadas negativamente, ou seja, a hemina 

por se encontrar em pH neutro (7,4) encontra-se negativamente carregada. O eletrodo 

modificado resultante exibiu uma resposta amperométrica linear em função da redução 

eletroquímica de H2O2 na faixa de concentração de 0,005-1,0 mmol L
-1

 aplicando um 

potencial de -0,6 V.  

Dentre os biossensores LbL contendo enzimas, os mais estudados e caracterizados 

são os que apresentam a enzima glicose oxidase (GOx) 
[9,10,11]

. Neste sentido, Ferreira et al 
[9] 
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imobilizaram a GOx em um filme LbL adsorvido alternadamente com o policátion 

hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH), sobre um substrato de ITO modificado com azul da 

prússia (PB). Neste caso, a GOx interage eletrostaticamente com o polieletrólito, pois em pH 

7 apresenta cargas negativas devido ao pH estar acima de seu ponto isoelétrico. Os eletrodos 

ITO/PB/PAH-GOx apresentaram alta sensibilidade (16 A mmol L
-1

 cm
-2

) e um limite de 

detecção de 0,20 mmol L
-1

 frente a glicose. Estas propriedades foram atribuídas à natureza 

ultrafina dos filmes LbL a qual minimiza os problemas relativos ao transporte de massa. Além 

disso, devido à aplicação de um potencial tão baixo (0,0 V), foi possível assegurar a 

seletividade analítica do biossensor, uma vez que a interferência do ácido ascórbico, ácido 

úrico e acetoaminofeno foram evitadas. 

Materiais a base de carbono, tais como os nanotubos de carbono, também têm sido 

extensivamente utilizados na fabricação de filmes LbL juntamente com enzimas. Nesta 

perspectiva, Deng et al. 
[10]

 fabricaram um biossensor sensível e estável por LbL entre GOx e 

PEI sobre um eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos de carbono (CNT), 

obtendo-se os filmes ({GOx/PEI}n/CNT/CV), com n = 1-3 (onde n = número de bicamadas). 

Pode-se observar que a corrente do pico catódico aumentou linearmente com o número de 

bicamadas, portanto, o filme {GOx/PEI}3 foi aplicado como biossensor de glicose. Este 

apresentou alta sensibilidade (106,57 A mmol L
-1 

cm
-2

) na presença de sucessivas adições de 

0,05 mmol L
-1 

de glicose. Além disso, apresentou excelente estabilidade operacional, sem 

redução na atividade da enzima durante uma semana. O CNT agiu como um excelente 

nanomaterial, melhorando a transferência eletrônica direta entre a GOx em {GOD/PEI}n com 

o eletrodo, proporcionado um microambiente favorável para manter a bioatividade da GOx.  

Por sua vez, Zeng et al. 
[12]

 desenvolveram um método pouco convencional para a 

automontagem de grafeno em filmes LbL. A deposição do filme foi realizado em duas etapas: 

folhas de grafeno foram modificadas com poli(ácido acrílico) (PAA) e em seguida 

automontadas com PEI, formando o filme (PEI/PAA-grafeno)n sobre um eletrodo de CV. 

Inicialmente, a atividade eletrocatalítica frente a H2O2 para o filme (PEI/PAA-grafeno)n foi 

avaliada em comparação com o eletrodo de CV. O eletrodo modificado com o filme mostrou 

correntes de oxidação e redução superiores em relação ao não modificado. A dependência da 

corrente de oxidação de H2O2 com o número de bicamadas de (PEI/PAA-grafeno)n foi 

investigada e observou-se que o seu valor aumenta significativamente até a terceira bicamada 

e em seguida há um decréscimo na corrente. Este resultado ocorre, pois com o aumento do 
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número de bicamadas a transferência eletrônica é dificultada. Com base nestas propriedades, 

sob o filme (PEI/PAA-grafeno)3, um sistema para detecção de glicose foi produzido, alternado 

o policátion PEI com GOx, denominado (PEI/PAA-grafeno)3(PEI/GOx)5 (Figura 4.3). 

 

Figura 4.3: Processo de imobilização da enzima GOx sobre o eletrodo (PEI/PAA-grafeno)n 
[12] 

 

O biossensor proposto exibiu excelente linearidade (R = 0,999) na presença de 

glicose, com baixos valores de limite de detecção e com alta sensibilidade, fato atribuído à 

excelente propriedade eletroquímica do grafeno. 

A imobilização da enzima GOx também pode ocorrer pela chamada ligação cruzada 

(cross-linking) com um agente bifuncional de entrecruzamento, o glutaraldeído (GA). Nesta 

imobilização GA reage com resíduos de lisina no exterior das proteínas 
[11]

. A ideia do 

método é estabelecer uma ligação entre o polieletrólito e a enzima, fazendo com que a GOx 

fique fortemente estabilizada na superfície do eletrodo.  

Desta maneira, Crespilho et al. 
[13]

 depositaram sobre ITO três bicamadas de 

(PVS/PAMAM-Au), seguida da eletrodeposição de hexacianoferrato de cobalto (CoHCF) e, 

finalmente, a glicose oxidase foi imobilizada utilizando o método cross-linking (Figura 4.4). 

 

Figura 4.4: Ligação cruzada entre PAMAM e o sistema BSA/GOX usando o glutaraldeído 
[13]

. 

 

Dois procedimentos de imobilização da GOx foram comparados: o dip-coating e o 

drop-coating. O biossensor otimizado, ITO-(PVS/PAMAMAu)3CoHCF-GOx com GOx 
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imobilizada por drop-coating apresentou resposta cerca de 30% maiores e limite de detecção 

até três vezes mais baixo em comparação ao método dip-coating. A razão para esta diferença 

pode ser devido ao método de preparação. No caso da deposição por drop-coating, é provável 

a formação de um biosensor mais robusto, permitindo uma ligação mais forte entre a enzima e 

o dendrímero. Além disso, a quantidade de enzima imobilizada é melhor controlada por este 

método.  

 

4.1.3. Utilização do nafion para a construção de biossensores enzimáticos  

 

Outra possibilidade para imobilizar a enzima sobre a superfície dos eletrodos é a 

utilização de filmes de Nafion® (Nf). O Nafion®, cuja estrutura química está representada na 

Figura 4.5, é um polímero perfluorado de troca catiônica com unidades de 

tetrafluorpolietileno (n = 5 a 13), ligado a um éter que se encontra por sua vez ligado a um 

ácido sulfônico 
[14]

. O Nafion® apresenta características ideais de membrana semi-permeável, 

ideais para o uso em sensores e biossensores. Este é pouco solúvel em água, não condutor e 

quimicamente inerte, além de estabilidade térmica, resistência mecânica e propriedade anti-

incrustante 
[15]

. 

 
Figura 4.5: Fórmula estrutural do Nafion. 

 

Neste sentido, Chen e colaboradores 
[16]

 propuseram um eletrodo modificado sobre a 

superfície de ouro para a formação de um biossensor de glicose. Inicialmente houve a 

eletrodeposição de um filme contendo quitosana, azul da Prússia, nanotubos de carbono com 

paredes múltiplas e nanocadeias de PtCo-HPtCo sobre o ouro. Depois desta etapa, a GOx 

gotejada sobre o filme e após secagem foi adicionado 3 µL de Nafion
®
 (0,5%) para manter a 

estabilidade do eletrodo. A Figura 4.6 ilustra o processo de formação do eletrodo. 
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Figura 4.6: Ilustração do processo de preparação do biossensor de glicose 
[16]

. 

 

O biossensor exibiu uma resposta melhor amperometrica em comparação ao eletrodo 

contendo somente PB. Por causa dos efeitos sinérgicos entre as MWNTs, nanocadeias de H-

PtCo e PB, o biossensor apresentou excelente desempenho nos méritos de alta sensibilidade, 

boa estabilidade e reprodutibilidade, ampla faixa de resposta linear, tempo de resposta curto e 

forte capacidade anti-interferência). A reprodutibilidade do biossensor foi avaliada e 

observou-se um desvio padrão relativo (RSD) na presença de 0,3 mmol L
-1

 de glicose de 

3,3% para cinco medições sucessivas e reprodutibilidade de preparação para 5 eletrodos 

diferentes de 4,8%. A estabilidade do biossensor foi avaliada a partir de medidas sucessivas 

ao longo de vários dias e observou-se que não houve mudanças significativas na resposta 

amperométrica durante os 3 primeiros dias. Após o armazenamento de duas semanas e um 

mês, os biossensores apresentaram ainda 92,1% e 85,3% respectivamente da sua sensibilidade 

original. Outra característica importante proporcionada pela membrana de Nafion foi a 

minimização do efeito de potenciais interferentes, dopamina, glicina, L-cisteína, ácido 

ascórbico e etanol.  

Em outro trabalho descrito na literatura, Ammam, M. et al. 
[17]

 sintetizaram 

nanopartículas de Pt suportadas em carbono (Vulcan) (Pt/C). Essa matriz foi utilizada para 

encapsular a glucose oxidase juntamente com uma pequena quantidade de Nafion e para a 

fabricação de um sensor de glicose sobre a superficie do eletrodo de CV. O sensor de glicose 

resultante apresentou alta sensibilidade (1,25 µA/mM mm
-2

), grande faixa linear de até 

45mM, baixa interferência de espécies endógenas, tempo de resposta curto (<5 s) e manteve-

se estável durante pelo menos 1 mês, possibilitando a determinação da glicose em soro 

humano. 

Gu e colaboradores 
[18]

 utilizaram a técnica da LbL para desenvolver um biossensor 

amperométrico de grafeno funcionalizado por ligações covalentes com uma amina 

(denominado, IL-RGO - policátion) e com ácido sulfônico (denominado, S-RGO poliânion) 

sobre a superfície de carbono vítreo. O eletrodo (IL-RGO/S-RGO)5 exibiu excelente 
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eletroatividade frente ao peróxido de hidrogênio. Nestas condições, o eletrodo foi imerso na 

suspensão de IL-RGO para introduzir a carga positiva. Em seguida, na solução de GOx com 

carga negativa permitindo atração eletrostática. Finalmente, o eletrodo foi revestido com uma 

fina camada de Nafion 0,5%. O eletrodo resultante {IL-RGO/S-RGO}5/GOx/Nafion exibiu 

boa linearidade, com limite de detecção de 3,33 µM (S/N = 3), excelente estabilidade retendo 

quase 83% da sua atividade inicial após duas semanas de armazenamento a + 4 ºC.  

Em outro trabalho Gao, Q. et al. 
[19]

 automontaram sobre um eletrodo impresso de 

carbono o polímero redox poli(1-vinilimidazol), designado por PVI-Os (não, é o símbolo 

utilizado no artigo) com nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT). O eletrodo 

resultante PVI-Os/SWCNT foi imerso na solução de GOx durante 40 min. Com o intuito de 

reduzir a interferência causada por anions presentes em meios biológicos, uma fina membrana  

de Nafion foi adicionada sobre a superfície do eletrodo. O biossensor resultante 

GOx/SWCNT/PVI-Os exibiu um intervalo linear de 0,5 a 6,0 mM, sensibilidade de 16,4 

µA/(mM cm
-2

), e um tempo de resposta de cerca de 5 s com limite de detcção de 0,1 mM  

(S/N=3). O eletrodo mostrou-se seletivo na presença dos interferentes acetamidofenol (AP), 

ácido ascórbico (AA) e ácido úrico (AU), atribuída ao revestimento do biossensor com uma 

camada de Nf. 

Este capítulo aborda, a imobilização da enzima glicose oxidase sobre filmes LbL de 

(SiPy
+
Cl

-
/CuPsTc)2, recobertos com filme de Nafion

®
. Inicialmente, os parâmetros 

eletroquímicos na presença do produto da reação enzimática (peróxido de hidrogênio) para o 

filme automontado de (SiPy
+
Cl

-
/CuPsTc)2 foram otimizados, a fim de verificar as melhores 

condições para o desenvolvimento e caracterização do biossensor enzimático.  

 

4.2. PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.2.1. Reagentes 

 

Todos os reagentes utilizados nos experimentos são de pureza analítica (PA), a 

enzima glicose oxidase (GOx, 155 unidades/mg), Nafion® (Nf, 5% etanólica), foram obtidos 

da Sigma Aldrich e o peróxido de hidrogênio (H2O2, 35 % v/v) da Dinâmica. 
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4.2.2. Detecção do Peróxido de Hidrogênio 

 

As soluções padrão de H2O2 1,0 x 10
-3

 mol L
-1

 foram preparadas antes da realização 

das medidas. O eletrólito de suporte utilizado foi tampão PBS (pH 6,5). Os estudos 

eletroquímicos foram realizados utilizando-se potenciostato PalmSens
®

 (Palm Instrument 

BV), com célula eletroquímica convencional de três eletrodos: eletrodo de referência de 

Ag/AgCl, fio de Pt como eletrodo auxiliar e filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n como eletrodo de 

trabalho, com 1 cm
2 

de área geométrica. A resposta voltamétrica dos filmes (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)n foi estudada em função do número de bicamadas (n = 1 a 10) para verificar qual o 

número de bicamadas apresentava a melhor atividade eletrocatalítica para redução de H2O2. 

Um estudo comparativo com o substrato de FTO (Flexitec, Rs = 10-20 Ω) filmes tipo cast de 

SiPy
+
Cl

-
 e CuTsPc e filme LbL (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2  foi realizado a fim de verificar a 

viabilidade da utilização do filme como sensor eletroquímico. O estudo do efeito do pH sobre 

a resposta do eletrodo, foi avaliado em soluções tampão PBS pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0, 

empregando-se a técnica de voltametria cíclica. 

A partir da escolha do número de bicamadas e melhor pH, ensaios amperométricos 

com potencial fixo entre -0,40 e 0,00 V foram realizados a fim de avaliar em que potencial a 

redução do peróxido de hidrogênio ocorria com melhor resposta de corrente. Escolhido o 

potencial, curvas analíticas foram obtidas adicionando-se alíquotas de 50 L de uma solução 

estoque de H2O2 1,0 x 10
-3

 mol L
-1

. O desvio padrão da corrente média de dez brancos (Sb) e 

a inclinação da reta da curva analítica estatística (s) foram empregados para calcular os limites 

de detecção (LD) e quantificação (LQ), usando as equações LD = 3 Sb/s e LQ 10 Sb/s 

recomendadas pela IUPAC 
[20]

. A precisão e a exatidão da metodologia desenvolvida foram 

avaliadas por meio de experimentos de repetibilidade envolvendo cinco medidas (n = 5) 

amperométricas sucessivas de uma mesma solução de H2O2 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

. Já para os 

testes de reprodutibilidade de medida foram efetuadas 5 medidas (n = 5) em soluções 

diferentes de tampão PBS pH = 6,5, na presença de 4,76 x 10
-4

 mol L
-1 

de H2O2. A partir dos 

dados obtidos foi calculado o desvio padrão relativo. Antes de todas as medidas foi realizada 

a remoção prévia do oxigênio por meio do fluxo de gás N2. 

 

 



 

72 

 

4.2.3. Preparação do biossensor de glicose 

 

O biossensor de glicose foi preparado como mostrado na Figura 4.7. Inicialmente 

uma nova camada do policátion SiPy
+
Cl

-
 foi adicionada sobre o filme (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2, 

Em seguida, o eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
) foi lavado com água destilada e seco ao 

ar. Depois 15 µL da solução GOx, correspondendo 50 U (2 mg GOx foram dissolvidos em 

100 µL de tampão PBS 0,1 mol L
-1

, pH 6,5) foram gotejados sobre o eletrodo e deixado secar 

à temperatura ambiente. Finalizando, o eletrodo foi revestido com 10 µL de uma solução 

0,3% de Nafion
®
. O eletrodo resultande foi designado (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf). 

Como experimentos de controle, o eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/Gox/Nf), (CuTsPc/GOx/Nf) e (SiPy

+
Cl

-

/PSS)2(SiPy
+
Cl

-
/GOx/Nf) foram fabricados. 

 

Figura 4.7: Ilustração do processo de preparação do biossensor de glicose (SiPy
+
Cl

-
/PSS)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) 

 

4.2.4. Caracterização do Biossensor 

 

4.2.4.1 Espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) 

 

Os experimentos de EIS foram realizadas em meio de tampão PBS 0,1 mol L
-1

 

contendo 8 mmol L
-1

 Fe(CN)6
3-

/Fe(CN)6
4-

 (1:1) à temperatura ambiente, utilizando uma 

amplitude de 5 mV, e frequência aplicada na faixa de 10 kHz e 0,1 Hz.  
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4.2.4.2 Espectroscopia de fluorescência 

 

Com o intuito de avaliar a presença da GOx sobre o filme LbL (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)2(SiPy
+
Cl

-
/GOx/Nf) depositados sobre quartzo, medidas de fluorescência foram 

realizadas, fixando-se o comprimento de onda de excitação em λ = 280 nm, pois o aminoácido 

triptofano apresenta absorção por volta de 280 nm e emissão por volta de 340 nm e é o 

aminoácido mais sensível nas proteínas. As medidas de fluorescência foram realizadas num 

espectrofluorímetro ISS K2.  

 

4.2.4.3 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo de transmissão, na região 4000-400 

cm
-1 

com espectrômetro da SHIMADZU modelo 8400 FTIR. A resolução espectral foi fixada 

em 2 cm
-1

 e 140 scans foram realizados para cada espectro. Obteve-se os espectros para os 

filmes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2, (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) e cast da enzima GOx 

sobre substrato de silício. 

 

4.2.4.4 Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

 

 A estrutura secundária de uma molécula pode ser determinada pela espectroscopia 

Dicroísmo Circular (CD), que se baseia na diferença de absorção entre a luz circulamente 

polarizada à esquerda e luz circulamente polarizada à direita, em moléculas opticamente 

ativas (com centro quiral), como por exemplo, dendrímeros, carbohidratos e proteínas. 

Quando a molécula interage com a luz circulamente polarizada provoca uma alteração nesta 

luz incidente. A técnica do CD está baseada nesta alteração da luz incidente 
[4]

.  

 O dicroísmo circular está na região do espectro eletromagnético referente ao extremo 

ultravioleta cujo comprimento de onda se estende de 190 a 250 nm e possibilita determinar a 

composição de misturas quirais, mudanças conformacionais da estrutura secundária de 

macromoléculas (α-hélice, fitas-β, voltas e estruturas não ordenadas), bem como a interação 

dessas macromoléculas com outras moléculas menores, principalmente as aquirais 
[4]

. A 

Figura 4.8 mostra os espectros de CD de proteínas compostas por diferentes tipos de estrutura 

secundária. 
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Figura 4.8: Espectros de CD característicos de diferentes conformações das enzimas: (a) α-hélice; (b) folha-β; 

(c) volta β e (d) irregular. 

 

 O espectro de CD da estrutura α-hélice apresenta três transições características, sendo 

uma forte ocorrendo perpendicular ao eixo da hélice que é atribuída à transição π → π* 

(~191- 93 nm), uma fraca ocorrendo paralela ao eixo da hélice atribuída à transição π → π* 

(~208 -210 nm) e outra também paralela ao eixo da hélice atribuída à transição n → π* (~222 

nm). No entanto, o espectro de CD da estrutura β-folha apresenta duas transições 

características, sendo uma atribuída à transição π → π*(~ 90-200 nm) e outra atribuída à 

transição n → π*  (~210-225 nm). 

 A estrutura secundária da enzima antes e após sua imobilização foi avaliada por 

experimentos de CD. Os espectros foram obtidos por um espectropolarímetro Jasco (J-815), 

na faixa de 195 a 250 nm. Foram realizadas medidas para os filmes sem e com a GOx 

imobilizada (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 e (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf), respectivamente, 

sobre substrato de quartzo. Para efeito de comparação obteve-se o espectro para solução de 

GOx (0,015 mg/mL). 
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4.2.5 Estudos amperométricos do biossensor 

 

4.2.5.1 Estudo da estabilidade e reprodutibilidade do biossensor  

 

 Para a determinação do tempo de vida útil do biossensor, realizou-se o monitoramento 

da resposta dos dispositivos, dia após dia, usando o mesmo eletrodo de trabalho, durante 30 

dias. Durante a avaliação do tempo de vida do biossensor, a estocagem foi realizada a 4 ºC, 

em meio de tampão PBS pH = 6,5. Para tal, todos os dias a resposta amperometrica do 

biossensor na presença de 1 mmoL de glicose foi obtida. Após este estudo, a reprodutibilidade 

de preparação do biossensor foi avaliada por meio da resposta amperométrica de diferentes 

eletrodos preparados nas mesmas condições (como descrito na sessão 4.2.3.) em tampão PBS 

pH 6,5, na presença de 1 mmol L
-1

 de glicose. 

 

4.2.5.2 Desenvolvimento da Metodologia Analítica para o Biossensor 

 

 Determinadas as condições para o desenvolvimento do biossensor, construíram-se as 

curvas analíticas adicionando-se alíquotas de 100 L de uma solução estoque de glicose 0,1 

mol L
-1

 na faixa de 1 a 10 mmol L
-1

.
 
As medidas amperométricas para detecção de glicose 

foram realizadas em um Potenciostato-galvanostato modelo Autolab-PGSTAT 100, 

aplicando-se um potencial fixo de -0,10 V, em tampão PBS pH = 6,5.  

 

4.2.5.3 Ánalise de interferentes 

 

 Um dos fatores de análise mais importantes para um biossensor amperométrico é a 

seletividade do sensor em direcionar o analito. Neste estudo, alguns potenciais interferentes, 

dopamina (DA), ácido ascórbico (AA) e ácido úrico (AU) foram usados para conduzir o teste 

de interferência. A resposta amperométrica foi obtida por injeção sucessiva de 1 mmol L
-1

 de 

glicose e espécies interferentes (5 x 10
-5 

mol L
-1

). 

 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
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4.3.1. Detecção do Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

 

A detecção do H2O2, gerado pela reação catalítica das enzimas oxidases, é a principal 

ferramenta de detecção em biossensores amperométricos, pois sua concentração é diretamente 

proporcional à concentração do substrato (analito) da enzima. Uma maneira indireta de 

verificar o comportamento enzimático é determinar a quantidade deste subproduto formado. 

Neste sentido, a detecção de peróxido de hidrogênio foi realizada, acompanhando sua 

redução segundo a Equação 4.1: 

OHeHOH 222 222                                            (4.1) 

Inicialmente, a técnica de voltametria cíclica foi empregada para confirmar a 

viabilidade de aplicação do eletrodo modificado pela técnica LbL como sensor eletroquímico 

para este analito. Um estudo comparativo foi realizado entre o filme LbL e os polieletrólitos 

SiPy
+
Cl

-
 e CuTsPc sob a forma de filme cast e com o substrato de FTO. Como pode ser 

observado na Figura 4.9, todos os filmes e o substrato de FTO apresentaram eletroatividade 

na redução de H2O2. Percebe-se que, para o substrato de FTO, que o processo de redução é 

menos definido e ocorre em potenciais mais negativos (-0,43 V) quando comparado ao filme 

LbL. O mesmo comportamento é apresentado pelo filme cast do policátion SiPy
+
Cl

-
. 

Entretanto para a ftalocianina um processo de redução com maior intensidade de corrente e 

mais bem definido é observado em torno de -0,39 V. Para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2, 

obteve-se maiores valores de corrente em relação aos demais eletrodos (filmes cast dos 

polieletrólitos e para o substrato FTO). Além disso, o filme LbL apresentou o pico de redução 

para o H2O2 em potenciais menos negativos (-0,35 V) comparado com os polieletrólitos, que 

exibiram um potencial de -0,39 V. Observou-se ainda que o filme LbL mostrou-se altamente 

estável sobre a superfície do substrato, mantendo sua resposta por mais de cem ciclos de 

varredura, diferentemente dos filmes contendo somente os polieletrólitos, os quais lixiviaram 

para a solução, após dez sucessivas varreduras. 
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Figura 4.9: Voltamogramas cíclicos para o substrato FTO, filmes cast de CuTsPc e SiPy
+
Cl

-
 e filme LbL 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 na presença de [H2O2] = 4,76 x 10

-4
 mol L

-1
,  = 50 mV s

-1
, em tampão PBS, pH = 6,5.  

 

Para verificar a influência do número de bicamadas na resposta eletrocatalítica frente 

a H2O2, voltamogramas cíclicos foram obtidos com o eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n, com n = 1 

a 10. Observou-se um processo catódico em torno de -0,35 V para os diferentes números de 

bicamadas (Figura 4.10). No entanto, foi constatado que a corrente não aumentou de maneira 

linear com o número de bicamadas. Dentre os filmes analisados, aquele contendo duas 

bicamadas, foi o que apresentou o maior acréscimo de corrente na presença do H2O2. Para as 

demais bicamadas, o decréscimo no valor de corrente pode ser atribuído a um aumento na 

resistividade do material uma vez que com o aumento no número de bicamadas, uma maior 

quantidade de material é depositada, aumentado a espessura do filme o que dificulta a 

transferência eletrônica. Isto já foi observado em outro estudo para determinação de dopamina 

[21]
. 
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Figura 4.10: Voltamogramas cíclicos para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n onde n = 2, 4, 6, 8, 10, na presença de 

[H2O2] = 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

,  = 50 mV s
-1

, em tampão PBS, pH = 6,5. 

 

A dependência do pH sobre a redução eletroquímica do H2O2 foi estudada por 

voltametria cíclica no intervalo de 5,0 até 7,0 na presença de 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

 de H2O2 em 

tampão PBS. A escolha da faixa de pH deve-se ao fato de que posteriormente a enzima 

glicose oxidase será imobilizada nas condições otimizadas para a determinação do peróxido 

de hidrogênio. Sabe-se ainda que o pH ótimo para glicose oxidase é de 5,5, porém ela possui 

ampla atividade de pH 4,0 a 7,0 
[22]

. A Figura 4.11 mostra os voltamogramas cíclicos do filme 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 em diferentes pH. 
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Figura 4.11: Voltamogramas cíclicos para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2, em diferentes valores de pH, na presença 

de [H2O2] = 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

,  = 50 mV s
-1

, em tampão PBS, pH = 6,5. 

 

Observa-se que com o aumento do pH, a corrente aumentou do pH 5,0 a 6,5, 

estabilizando em pH 7,0. Assim, o pH 6,5 foi selecionado como pH de trabalho, pois este 

apresentou maior definição do pico de redução, além de ser um valor de pH mais próximo ao 

qual a enzima glicose oxidase possui ampla atividade. Estes resultados estão de acordo com a 

literatura, pois vários são os trabalhos que reportam a determinação de H2O2 sobre filmes LbL 

em pHs que variam de 6,5 a 8,0 
[10,12,23]

. 

 Com a finalidade de se evidenciar o tipo de transporte de massa envolvido no processo 

de redução do peróxido de hidrogênio, foi realizado um estudo de variação da velocidade de 

varredura de potencial utilizando a técnica de VC. As velocidades de varredura foram 

variadas em um intervalo de 10 - 100 mV s
-1

, em tampão PBS (pH = 6,5) contendo 4,76 x 10
-4

 

mol L
-1

 de H2O2 (Figura 4.12). Observou-se que a corrente de pico catódica (Ipc) aumenta 

com o aumento da velocidade de varredura. 
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Figura 4.12: Voltamogramas cíclicos para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2, em diferentes em diferentes velocidades 

de varredura (10 a 100 mV s
-1

), na presença de [H2O2] = 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

,  = 50 mV s
-1

, em tampão PBS,   

pH = 6,5.  

 

 A Figura 4.13 A e B mostra a variação Ipc como função da velocidade de varredura (ν) 

e da raiz quadrada da velocidade de varredura (ν
1/2

), respectivamente. A Ipc do eletrodo 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 obteve uma maior linearidade com a ν

 1/2
, descrita pela equação:            

Ipc (μA) = 43,727 + 19,474 ν (mV s
-1

), com R = 0,996. Tais resultados permitem concluir que 

o processo eletroquímico é controlado por difusão da espécie eletroativa até a superfície do 

eletrodo. 
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Figura4.13: Variação da intensidade de corrente de pico: (A) com a velocidade de varredura, (B) com a raiz 

quadrada da velocidade de varredura na presença de [H2O2] = 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

 em meio de tampão PBS       

pH = 6,5. 
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Para definir o melhor potencial para a redução eletroquímica de H2O2 foram 

realizados estudos a partir da técnica de amperometria. A partir dos voltamogramas (Figura 

4.9) na presença de H2O2, pode-se observar que já a partir do potencial 0,0 V inicia-se 

redução de H2O2. Portanto experimentos amperométricos em potenciais fixos foram 

realizados na faixa de 0,0 V a -0,40 V (vs. Ag/AgCl). O filme exibiu resposta amperométrica 

para H2O2 para todos os potenciais estudados. As curvas de calibração do eletrodo são 

mostrados na Figura 4.14.  
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Figura 4.14: Curvas de corrente vs. [H2O2] para o eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 com adições sucessivas de 100 

μL de H2O2, em tampão PBS pH = 6,5. 

 

Dentro da faixa de concentração estudada de 9,90 x 10
-5

 a 5,66 x 10
-4

 mol L
-1

, a 

resposta amperométrica é linear em função da concentração para todos os potenciais. Embora 

o sensor apresente uma maior sensibilidade em -0,40 V é preferível um baixo potencial 

(menos negativo) a fim de evitar ou reduzir a interferência causada por algumas espécies 

eletroativas e fazer os níveis de ruído de fundo atingir valores mais baixos. Assim, -0,10 V, 

foi escolhido como o potencial a ser aplicado para as medidas amperométricas. Estes 

resultados corroboram com a literatura, pois é reportado que a redução do peróxido de 

hidrogênio (Equação 1) sobre diferentes eletrodos (incluindo filmes LbL) ocorre na faixa 

entre de -0,1 a -0,60 V 
[8,24,25,26]

.  

Após a otimização dos parâmetros, número de bicamadas, pH e potencial a ser 

aplicado (2 bicamadas, pH = 6,5 e -0,10 V), curvas analíticas foram obtidas no intervalo de 

4,97 x 10
-6

 a 4,76 x 10
-5

 mol L
-1

. A Figura 4.15 apresenta o cronoamperograma que mostra a 

dependência da corrente de redução do H2O2 com o aumento da sua concentração. Ainda na 

Figura 4.15 está inserida a curva analítica construída por meio da média das correntes de 

redução vs a concentração. Pode-se observar que após sucessivas adições de H2O2, a corrente 
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de redução aumenta linearmente, com o aumento da concentração de H2O2. O limite de 

detecção foi calculado utilizando-se o desvio padrão da média aritmética de dez 

amperogramas de brancos. O LD obtido foi de 0,33 x 10
-6

 mol L
-1

. Além do limite de 

detecção, o limite de quantificação também foi avaliado. O valor de LQ obtido foi 1,11 x 10
-6

 

mol L
-1

. Resultados semelhantes foram obtidos para o eletrodo CV/(IL-RGO/S-RGO)5, onde 

grafeno foi funcionalizado por ligações covalentes com uma amina (IL-RGO) e com ácido 

sulfônico (S-RGO). O eletrodo exibiu excelente linearidade com R = 0,995 e LD de 0,21 

µmol L
-1

 
[18]

. 
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Figura 4.15: Resposta amperométrica para H2O2 em um eletrodo de (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 em tampão PBS        

pH = 6,5, em potencial fixo de -0,10 V. Figura inserida: dependência entre a corrente e a concentração de H2O2. 

 

4.3.6. Estudo da Repetibilidade e Reprodutibilidade de Medida do sensor 

 

 As medidas de repetibilidade do sensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 foram realizadas em uma 

série de 5 medidas (n = 5) numa mesma solução, na concentração de H2O2 4,76 x 10
-4

 mol L
-1

 

em meio de tampão PBS pH 6,5, onde o RSD foi de 0,26%. Para os testes de 

reprodutibilidade do método foram efetuadas 5 medidas (n = 5) em soluções diferentes, de 

mesma concentração (4,76 x 10
-4

 mol L
-1

), onde o RSD foi de 12,6%. 
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4.3.2. Caracterização do biossensor  

 

4.3.2.1. Espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) 

  

A imobilização de GOx sobre o filme LbL foi primeiramente analisada por 

espectroscopia de impedância eletroquímica. Esta técnica tem sido utilizada para caracterizar 

a formação de filmes multicamadas na superfície do eletrodo 
[27]

. Na EIS, o diâmetro do 

semicírculo no espectro de impedância se refere a resistência de transferência de elétrons 

(Ret) da solução até a superficie do eletrodo 
[28]

. A Figura 4.16 mostra o gráfico de Nyquist 

obtido para eletrodo somente do substrato de FTO, para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 e para o 

biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) na presença de 8 mmol L

-1
 de [Fe(CN)6]

4-/3-
 

em meio de solução tampão PBS 0,1 mol L
-1

.  
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Figura 4.16: Diagramas de Nyquist dos diferentes eletrodos (A) FTO, (B) filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 e (C) 

biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) em meio de 8 mmol L

-1
 [Fe(CN)6]

4-/3-
. 

 

Como pode ser visto, foram observadas diferenças significativas nos resultados de 

impedância durante o processo de modificação do substrato de FTO. O eletrodo somente do 

substrato (FTO) exibiu um pequeno semicírculo (curva A, o valor da resistência foi de 295,72 

Ω), o que implica numa baixa resistência a transferência de elétrons. Após a deposição do 

filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 sobre o FTO, o diâmetro do semicírculo aumentou (curva B, e 

a Ret aumentou para 367,97 Ω), mostrando que o filme LbL bloqueou a transferência 

electrônica. Quando a GOx e o Nf foram imobilizados no eletrodo modificado com o filme 
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LbL, o valor da resistência aumentou para 478,50 Ω, aumentando ainda mais a resistência de 

transferência eletrônica (curva C). A GOx e o Nf criaram uma camada de isolamento sobre a 

superfície do eletrodo que fez bloquear a transferência de elétrons, por conseguinte, aumentar 

a impedância do eletrodo. Este aumento sugere que os filmes de GOx e Nf exibem 

propriedades não condutoras. A alteração nos valores de resistência obtida após o processo de 

imobilização do filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2, GOx e Nf prova que foram sucessivamente 

depositados na superfície do FTO. A literatura reporta comportamento semelhante, para os 

eletrodos sem modificação, onde estes apresentam menor resistência em comparação com o 

biossensor proposto. Che, X. et al. mostram para um eletrodo de ouro que a resistência a 

transferência de elétrons inicial foi de 97 Ω. Após a imobilização da enzima GOx, a 

resistência aumentou para 272 Ω 
[16]

, ao passo que Wang, C. observou uma baixa resistência 

(134 Ω) para o eltrodo CG e após a imobilização da GOx, um aumento (513 Ω) foi notado 
[29]

. 

Estas modificações na resistência sugerem a eficiente imobilização da enzima sobre a 

superfície do eletrodo, uma vez que existe um efeito de inibição da macromolécula para o 

processo de transferência de elétrons. 

 

4.3.2.2. Espectroscopia de fluorescência 

 

A fim de determinar a imobilização da enzima GOx no filme LbL, espectros de 

fluorescência da solução (0,015 mg/mL) e da GOx imobilizada na superfície do filme foram 

obtidos (Figura 4.17). As proteínas em geral contêm aminoácidos que agem como cromóforos 

intrínsecos, como o triptofano, a tirosina e a fenilalanina. O triptofano é o fluoróforo mais 

intrínseco que contribui para o espectro de emissão destas macromoléculas. A tirosina tem 

uma emissão semelhante ao triptofano, mas o seu espectro de emissão está mais estreitamente 

distribuído na escala de comprimento de onda. O triptofano absorve em cerca de 295 nm e 

tem o seu máximo de emissão em água perto de 350 nm 
[30]

. O espectro de fluorescência da 

solução da Gox (Figura 4.17 A) exibiu uma banda intensa em 327 nm referente à emissão do 

amino ácido triptofano. O filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) apresentou emissão, 

com uma banda bem definida em 330 nm (Figura 4.17 B). Tal emissão também está 

relacionada ao triptofano, uma vez que os filmes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 não apresentam emissão 

nesta faixa, comprovando que a GOx foi imobilizada na superfície do eletrodo. 
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Figura 4.17: Espectros de fluorescência para (A) solução de GOx (0,015 mg/mL) em tampão PBS 0,1 mol L
-1

, 

pH = 6,5 e para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf). 

 

4.3.2.3. Espectroscopia de infravermelho (FTIR) 

 

Complementando a espectroscopia de fluorescência, espectros de FTIR foram 

obtidos para o filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 (espectro A), cast da GOx (espectro B) e do 

filme LbL contendo a GOx imobilizada (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) (espectro C) 

(Figura 4.18). Os espectros para o filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 apresentou as bandas 

características do polieletrólito SiPy
+
Cl

-
 e da CuTsPc com intensidades diferentes (Figura 

4.18 A), tal como relatado na literatura 
[21]

. Nas Figuras 4.18 B e C, são relatados os espectros 

para a enzima GOx nativa e para o biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf), 

respectivamente. As bandas de vibração de amida I (atribuída as vibrações de C=O nas 

ligações peptídicas da estrutura da proteína) e as de amida II (resultante de uma combinação 

de NH em flexão no plano e CN dos grupos de peptídeos), da GOx nativa, 1650 e 1536 cm
-1

, 

sofreram deslocamento para 1654 e 1546 cm
-1

, respectivamente quando esta foi imobilizada 

na superfície do filme. Estas pequenas mudanças são indicativos de possíveis interações 

eletrostáticas entre a superfície do filme (carregado positivamente) com a GOx (carregada 

negativamente). A presença das bandas de amida I e II são indicativos de que possivelmente a 

estrutura secundária e a bioatividade da enzima GOx são preservadas após a sua imobilização 

no filme LbL. Estes resultados são consistentes com outros trabalhos relatados na literatura 

[31,32,33]
. 
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Figure 4.18: (A) Espectro de FTIR para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2, (B) Filme cast GOx e (C) (SiPy

+
Cl

-

/CuTsPc)2(SiPy
+
Cl

-
/GOx/Nf) sobre silício. 

 

Além destas bandas, também podem ser observadas as bandas relacionadas com a 

amida A (a 3293 cm
-1

), amida III (1247 cm
-1

), amida IV e/ou amida V (a 670 cm
-1

) para GOx 

nativa, que são deslocadas para a GOx imobilizada em 3288, 1216 e em 678 cm
-1

, 

respectivamente 
[34]

. A banda de amida A é essencialmente devido à vibração de alongamento 

de N-H. A banda de amida III depende de parâmetros como o campo de força, a natureza das 

cadeias laterais e de ligações de hidrogênio. As bandas de amida IV e V estão relacionadas 

aos esterimamentos OCN e N-H fora do plano, respectivamente 
[34]

. Também é observada 

uma banda larga de cerca de 1000 cm
-1

 para o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf), 

que é, provavelmente, devido à contribuição dos estiramentos Si-OC, Si-O, CO e SO3 dos 

precusores do filme (SiPy
+
Cl

-
,
 

CuTsPc e Nafion
®
). Na Tabela 4.1, estão descritas as 

atribuições das principais bandas para os espectros de FTIR da GOx livre e imobilizada sob o 

filme LbL. 

 

 

 

 

 

 



 

87 

 

Tabela 4.1: Atribuição das principais bandas (cm
-1

) para os espectros de FTIR da GOx livre e imobilizada no 

filme LbL. 

 

Atribuições 

 

GOx livre GOx imobilizada 

 

Amida A 

 

3293 3293 

Estiramento assimétrico de 

CH no CH3 
2957 2958 

Estiramento assimétrico de 

CH no CH2 
2928 2931 

Estiramento simétrico de CH 

no CH3 
2874 2875 

 

Estiramento C=O de amida I 

 

1650 1654 

 

Flexão N-H de amida II 

 

1536 1546 

 

Flexão C-H no CH3 

 

1395 1397 

 

Amida III 

 

1247 1216 

 

Estiramento C-O 

 

1090 1091 

 

Amida IV e/ou Amida V 

 

670 678 

 

4.3.2.4. Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

 

Espectros de dicroísmo circular (CD) têm sido amplamente utilizados para analisar 

as propriedades e as principais características de soluções enzimáticas e destas imobilizadas 

em filmes 
[32]

. Os espectros de CD de proteínas imobilizadas indicam se após a imobilização 

houve o desnovelamento da estrutura da proteína e consequentemente sua desnaturação. Desta 

forma, espectros de CD foram utilizados para caracterizar a estrutura secundária da GOx após 

imobilização nos filmes automontados. A Figura 4.19 mostra o espectro de CD da solução de 

GOx (0,015 mg/mL) e para os filmes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 e (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
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/GOx-Nf). A estrutura secundária das proteínas quando em α-hélice exibem três transições 

características na região de 190-250 nm, no espectro de CD. Estas correspondem às transições 

eletrônicas do tipo n→π* e π→π* 
[35]

. Há uma banda fraca e ampla referente à transição 

n→π*, centrada em torno de 210 nm e uma intensa em 190 nm, referente a transição π→π*. 

Este última indica a presença de elementos helicoidais da estrutura secundária da proteína, de 

acordo com o que tem sido relatado na literatura 
[36]

. 
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Figure 4.19: Espectros de CD para (A) solução de GOx em tampão PBS 0,1 M, pH = 6.5, (B) filme (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)2 e (C) filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf). 

 

O espectro de CD do filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 não apresentou nenhuma transição 

caracterítica (Figura 4.19 B). No entanto, o espectro do biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2 

(SiPy
+
Cl

-
/GOx/Nf) é semelhante ao da GOx pura (Fig. 4.19 A), o que indica que a mesma foi 

adsorvida sobre a superfície do filme automontado (Figura 4.19 C). Outro indicativo desta 

semelhança entre os espectros é que a estrutura secundária em α-hélice foi preservada após 

imobilização. Comportamento semelhante foi observado por Zucolotto et al 
[37]

 após a 

imobilização de Cl-catecol 1,2-dioxigenase (CCD) em filmes nanoestruturados automontados. 

Também é evidente a ocorrência de deslocamento das bandas de absorção no espectro da 

solução da enzima em relação a mesma imobilizada no filme LbL (de 206 para 208 nm e de 

216 para 222 nm, respectivamente). Isto pode estar relacionado com as possíveis interações 

entre a enzima GOx, com a superfície do filme. 
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4.3.3. Biossensor para glicose 

 

Com base na elevada atividade eletrocatalítica para H2O2 do filme (uma vez que este é 

um dos produtos da reação de várias enzimas) e comprovada a eficiente imoblização da GOx 

sobre o filme LbL, medidas amperométricos foram realizadas na presença de glicose. 

Inicialmente, com o intuito de verificar a atividade eletrocatilítica frente a glicose diferentes 

filmes foram investigados. Inicialmente realizaram-se as medidas para os filmes contendo 

somente os polieletrólitos (SiPy
+
Cl

-
/GOx-Nf) e (CuTsPc/GOx-Nf) e um experimento de 

controle (SiPy
+
Cl

-
/PSS)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf). O polieletrólito de carga negativa (PSS) foi 

usado no lugar de ftalocianina a fim de explorar suas propriedades eletrocatalíticas. Pode-se 

observar pela Figura 4.20 que todos os filmes exibiram resposta frente a glicose. Para o 

eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/PSS)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf), o sinal amperométrico respondeu rapidamente 

com a alteração da concentração de glicose, atingindo um estado estável em 5 s. O 

experimento de controle (SiPy
+
Cl

-
/PSS)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) confirma que a ftalocianina é 

responsável pela elevada atividade eletrocatalítica nos filmes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-

/GOx-Nf), uma vez que este mostrou-se sensível apenas na primeira adição de glicose, 

mantendo sua corrente constante nas demais adições. No entanto, ambos  os eletrodos 

(SiPy
+
Cl

-
/GOx-Nf) e (CuTsPc/GOx-Nf) exibiram uma pequena resposta para glicose, 

comparando-se estes eletrodos, o filme da ftalocianina apresentou maiores valores de 

correntes de redução, mostrando sua excelente atividade eletrocatalítica para a glicose, em 

comparação com o filme contendo somente o SiPy
+
Cl

-
. Considerando que, um aumento 

drástico da corrente de resposta foi observada para o eletrodo (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-

/GOx-Nf), este resultado demonstrou que o biossensor baseado na interação entre SiPy
+
Cl

-
 e 

CuTsPc exibiram uma melhor atividade eletrocatalítica de glicose atribuída ao efeito sinérgico 

ocorrido pela interação entre os polieletrólitos, promovendo uma execelente transferência de 

elétrons entre a enzima e a superfície do eletrodo.  
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Figure 4.20: Curvas de calibração para os filmes cast (●) (SiPy
+
Cl

-
/GOx-Nf), (●) (CuTsPc/GOx-Nf), (●) LbL 

(SiPy
+
Cl

-
/PSS)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) e (●) LbL (SiPy

+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf), com sucessivas adições de 

1 mmol L
-1

 de glicose.  

 

A Figura 4.21 A, apresenta o cronoamperograma que mostra a dependência da 

corrente de redução do peróxido com a adição de glicose. Ainda na A Figura 4.21 está a curva 

de calibração com sucessivas adições de 1 mmol L
-1

 de glicose.  
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Figure 4.21: (A) Cronoamperograma obtido para a adição de padrão usada na determinação de glicose em meio 

de solução tampão PBS 0,10 mol L
-1

, pH = 6,5, na faixa de 1 a 10 mmol L
-1

. E aplicado: -0,10 V vs Ag/AgCl. 

(B): Curva de calibração para o biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf). 

 

A corrente aumentou linearmente com a concentração de glicose dentro de 10 mmol 

L
-1

 (R
2 

= 0,996). O limite de detecção (LD) foi calculado utilizando-se o desvio padrão da 

média aritmética de dez amperogramas de brancos (como mostrado no item 3.2.3). O limite 

de detecção obtido foi de 0,16 mmol L
-1

. Além do limite de detecção, o limite de 
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quantificação (LQ) também foi avaliado e o valor obtido foi de 0,54 mmol L
-1

. Para o eletrodo 

SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf), calculou-se a constante aparente de Michaelis-Menten 

( app

mk ), com base na curva analítica representada na Figura 4.22.  
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Figure 4.22: Cronoamperograma obtido para a adição de padrão usada na determinação de glicose em meio de 

solução tampão PBS 0,10 mol L
-1

, pH = 6,5, na faixa de 1 a 18 mmol L
-1

 para o biossensor (SiPy
+
Cl

-

/CuTsPc)2(SiPy
+
Cl

-
/GOx-Nf). E aplicado: -0,10 V vs Ag/AgCl. 

 

O 
app

mk  fornece informações a cerca da cinética enzimática, a qual pode ser obtida a 

partir da equação de Lineweaver-Burk
 [38]

. 

eglu

app

m

ss CI

k

II cosmaxmax

11
 

onde, Iss é a corrente de estado estacionário, após a adição do substrato, Imax é a corrente 

máxima obtida após a saturação do substrato e C é a concentração de glicose na solução. 

Utilizando a equação, obtida a partir do gráfico da Figura 4.23, o valor do 
app

mk  para o eletrodo 

modificado (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) foi de 10 mmol L

-1
. O valor de 

app

mk  indica 

a facilidade da difusão do substrato até a superfície do eletrodo. Este resultado indica que o 

biossensor proposto tem uma elevada afinidade biológica para glicose. Resultados 

semelhantes são descritos na literatura, para diferentes eletrodos modificados por filmes  

automontados. O biossensor de filme LbL baseado em nanopartículas de ouro (AuNPs) e 

nanotubos de carbono multi-paredes (MWCNT), GOx/(AuNPs/MWCNT)5/Au exibiram uma 
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constante de 6,7 mmol L
-1

 
[28]

. O biossensor fabricado entre nanopartículas de ouro (PNB) e 

poli(alilamina) (PAA) (Pt(PAA/PIB)6GOx) apresentaram um valor de 10,5 mmol L
-1

 
[39]

. 
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Figure 4.23: Gráfico de Duplo recíproco ou Lineweaver and Burk, obtido para o filme                            

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) (E = -0,10 V).  

 

A Tabela 4.2 apresenta as características de resposta de diferentes eletrodos para 

glicose, incluindo sensibilidade, o valor 
app

mk  e limite de detecção. É evidente que as 

características de resposta variam de acordo com o protocolo de imobilização enzimática. 

Pode-se observar que alguns eletrodos enzimáticos previamente relatados na literatura têm 

limites de detecção mais baixos em relação ao biossensor com filme LbL proposto neste 

trabalho. Este fato pode estar relacionado com a utilização de diferentes materiais, tais como 

nanotubos de carbono (CNT) de parade simple ou múltiplas (SWCNT ou MWCNT), grafeno, 

nanopartículas metálicas, os quais apresentam propriedades mais condutoras, além do uso de 

mediadores de elétrons, como PB, e a utilização de elétrodos sólidos de metais nobres (Au, Pt, 

Ag). No entanto, considerando os níveis de glicose no sangue, com o intervalo de 

concentração normal compreendida entre 80 a 120 mg / dL (4,4-6,6 mmol L
-1

) 
[4]

, o LD 

obtido para biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) permite o seu uso como um 

sensor de glicose no sangue humano. 
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Tabela 4.2: Construção e perfomace de diferentes eletrodos modificados com filmes LbL. 

 

eletrodo 

sensibilidade 

μA/mmol L
-1 

cm
−2

 

app

mk  

mmol L
-1

 

LD 

mmol L
-1

 
Ref. 

(SiPy
+
Cl

-/
CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) 0,14 10 0,16 

Este 

trabalho 

Pt(PAA/GNp)6GOx 0,55 10,5 0,007 39 

Grafeno/AuNPs/CHIT/Au 17,5 N 0,18 40 

(PEI/PAA-grafeno)3-(PEI/GOx)5 0,26 N 0,18 12 

ITO/PB/(PAH/GOx)14 16 N 0,20 9 

CG/CNT/{GOx/PEI}3/PEI 106,57 0,95 0,05 10 

Pt(PDDA-SWCNTs/GOx)7 0,064 8,46 0,004 41 

N = não reportado 

 

4.3.4. Estudo da Estabilidade e reprodutibilidade do Biossensor  

 

Avaliou-se o tempo de vida do biossensor proposto. Para isso, medidas diárias foram 

realizadas usando sempre o mesmo biossensor. Os resultados estão apresentados na Figura 

4.24. 
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Figura 4.24: Efeito do tempo de estocagem do biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) para análise 

diária em solução de tampão PBS pH = 6,5, contendo 1 mmol L
-1

 de glicose. 
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Foi possível observar uma considerável estabilidade de corrente até o terceiro dia e, 

que após este período, inicia-se um pequeno decréscimo na resposta. No entanto, cabe 

ressaltar que mesmo com esta diminuição da resposta, o biossensor ainda apresenta 

sensibilidade suficiente para ser utilizado em análise e após um mês de estocagem retem ainda 

85,4 % de sua atividade. Pode-se concluir que o polímero Nafion
®
 age como uma barreira 

impedindo a lixiviação da enzima, sendo assim de fundamental importância na estabilidade 

do eletrodo. A estabilidade do biossensor proposto é condizente com outros biossensores 

utilizando-se o Nafion. Por exemplo, a estabilidade do biossensor Nafion/GOx/CS-PB-

MWNTs-H-PtCo/Au
 [16]

 foi avaliada a partir de medidas sucessivas ao longo de vários dias e 

observou-se que não houve mudanças significativas na resposta amperométrica durante os 3 

primeiros dias. Após o armazenamento de duas semanas e um mês, os biossensores 

apresentaram ainda 92,1% e 85,3% respectivamente da sua sensibilidade original. Em outro 

trabalho, o biossensor {IL-RGO/S-RGO}5/GOx/Nafion exibiu excelente estabilidade retendo 

quase 83% da sua atividade inicial após duas semanas de armazenamento a +4 ºC 
[18]

. 

A reprodutibilidade de preparação do biossensor foi avaliada por meio da resposta 

amperométrica de diferentes eletrodos em tampão PBS pH 6,5, na presença de 1 mmol L
-1

 de 

glicose. A reprodutibilidade foi avaliada usando o desvio padrão relativo (RSD) que foi de 

3,56%. Eletrodos com boa reprodutibilidade apresentam RSD inferiores a 5%
 [18]

. 

O gráfico da Figura 4.25 mostra o comportamento de 3 diferentes biossensores em 

função da corrente. 
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Figura 4.25: Dependência da corrente em função do biossensor.  
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4.3.5. Ánalise de interferentes 

 

 Os efeitos de interferentes representam algumas das maiores dificuldades para a 

obtenção de biossensores amperométricos. As respostas amperométricas para o eletrodo 

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) na presença de três substâncias interferentes (ácido 

ascórbico, dopamina, ácido úrico) em solução tampão PBS 0,1 mol L
-1 

(pH 6,5) a -0.1V são 

mostrados na Figura 4.26.  

0 100 200 300 400

-0,60

-0,45

-0,30

-0,15

0,00

0,15

Gli

Gli Glicose - 1 mmolL
-1

interferentes 5 x 10
-5
 molL

-1

 

 

AUDA
AAI 

(
A

)

t (s)
 

Figura 4.26: Cronoamperograma obtido do biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx/Nf) para adições da de 

glicose com concentração de 1 mmol L
-1

 e de possíveis interferentes na concentração de 5 x 10
-5

 mol L
- 1

 em 

meio de solução tampão PBS 0,10 mol L
-1

, pH = 6,5. E aplicado: -0,1 V vs Ag/AgCl.  

 

 Primeiramente, foi adicionada uma alíquota de 1 mmol L
-1

 de glicose até estabilização 

da corrente e, por conseguinte, foram adicionados separadamente cada um dos possíveis 

interferentes todas na mesma concentração (5 x 10
-5 

mol L
-1

) e finalmente mais uma alíquota 

de glicose. Para os interferentes analisados observa-se que após as adições, consegue-se 

minimizar os efeitos dos interferentes. Pode-se observar, no entanto que após a adição dos 

interferentes há um decréscimo na resposta de corrente para a glicose, o que pode ser 

decorrente da adsorção das espécies sobre o filme. 

 Estes resultados podem ser comparados com os obtidos por Che e colaboradores, que 

produziram biossensores para glicose com a GOX imobilizada sobre eletrodo de Au e um 

filme eletrodepositado (CS-PB-MWNTs-H-PtCo), a -0,1 V, revestidos com uma fina camada 

de Nafion. Não houveram alterações significativas da resposta de corrente após a adição das 

substâncias interferentes. Portanto, estes resultados demonstram que o biossensor obtido 
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(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) apresenta uma elevada seletividade para a 

determinação da glicose, fato atribuído ao baixo potencial utilizado na determinção e ao 

revestimento do biosssensor com a camada do polímero Nafion. 

 

4.4. CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

O filme LbL (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n apresentou-se sensível para a determinação de 

peróxido de hidrogênio, com um processo de redução em torno de -0,40 V, sobretudo o filme 

contendo duas bicamadas, o qual proporcionou um maior incremento de corrente. No entanto, 

o potencial de -0,10 V foi escolhido como o potencial a ser aplicado nas medidas 

amperométricas, pois é preferível um potencial menos negativo a fim de evitar ou reduzir a 

interferência de outras espécies eletroativas. O biossensor resultante                            

(SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) exibiu excelente resposta à glicose a um potencial de -

0,1 V, com uma boa resposta linear para glicose. Além disso, também mostraram elevada 

reprodutibilidade, excelente estabilidade e com um tempo de vida de pelo menos 20 dias, sem 

mudança significativa na resposta, fato atribuído a presença do polímero Nafion
®
. Desta 

forma, o eletrodo modificado com o filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)n apresenta potencial aplicação 

como biossensor eletroquímico em sistemas bioanalíticos. A utilização do polímero Nf 

possibilitou a diminuição do efeito de interferentes na resposta do biossensor. 
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A utilização de filmes finos do cloreto de 3- n -propilpiridínio silsesquioxano 

(SiPy
+
Cl

-
) e a ftalocianina tetrassulfonada de cobre (II) (CuTsPc) por meio da técnica Layer-

by-Layer (LbL) mostrou-se bastante versátil, uma vez que, foi possível aplicar estes em no 

desenvolvimento de diferentes sensores.  

O filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc) apresentou propriedades eletrocatalíticas para 

determinação do fármaco cloridrato de prometazina (PMZ), possibilitando o desenvolvimento 

e otimização de uma metodologia para a determinação deste fármaco. Os resultados deste 

trabalho mostraram que a combinação deste novo eletrodo associado à voltametria de onda 

quadrada resultou em uma ótima correlação linear entre as correntes de pico (R = 0,999) e a 

concentração de PMZ, apresentando boa sensibilidade, precisão e especificidade, 

caracterizadas pelos baixos valores de LD (1,92 x 10
-7 

mol L
-1

), LQ (6,41 x 10
-7 

mol L
-1

) e 

recuperação de 8,90 x 10
-7 

mol L
-1

 e 8,03 x 10
-7 

mol L
-1

 (112,07% e 99,51%, respectivamente) 

obtidos em amostras de formulações comerciais, sem necessidade de procedimento complexo 

para preparação da amostra ou para renovação da superfície eletródica. 

Foi possível a fabricação de biossensores eletroquímicos baseados na técnica LbL 

contendo a enzima glicose oxidase. Os biossensores resultantes (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-

/GOx-Nf) foram aplicados na determinação de glicose. A GOx foi imobilizada no filme 

através de interações eletrostáticas entre a surperfície do filme carrgado positivamente 

(SiPy
+
Cl

-
). A espectroscopia de Dicroísmo Circular confirmou que a estrutura secundária da 

enzima é preservada após sua imobilização no filme. Este biossensor exibiu excelente 

resposta à glicose, com excelente linearidade. Além disso, também mostrou alta 

reprodutibilidade,e estabilidade, com tempo de vida de pelo menos 20 dias, sem mudança 

significativa na resposta, fato atribuído à presença do polímero Nafion
®
. A utilização do 

polímero Nf também possibilitou a diminuição do efeito de interferentes na resposta do 

biossensor. 

Tais estudos mostram a potencialidade destes filmes os quais podem ser utilizados 

para a imobilização de outras biomoléculas na construção de diferentes biossensores. Cabe 

ressaltar ainda, que complexos a base de porfirinas e ftalocianinas têm sido bastante 

utilizados em estudos para mimetizar as enzimas, nos chamados sensores biomiméticos. 

Neste caso, o mecanismo de reconhecimento molecular de substratos enzimáticos ocorre 

através de enzimas artificiais, como no caso das ftalocianinas, que imitam o sítio ativo de 
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alguma enzima redox. Estes dispositivos visam superar as limitações de biossensores 

enzimáticos tais como custo e instabilidade das enzimas. 

 



CAPÍTULO VI – PERSPECTIVAS FUTURAS 
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Com o intuito de aprimorar as propriedades do filme automontado aqui descrito, a 

seguir tem-se algumas propostas para a continuidade deste trabalho:  

 

- Estudar as interações entre os filmes e os respectivos analitos, tais como a prometazina 

através da Espectroscopia de Raman ressonante. Tais estudos já se encontram em andamento. 

 

- Incorporação de nanopartículas metálicas (Pt, Ag, Au) ao SiPy
+
Cl

-
, com objetivo de 

aprimorar processos de transferência de elétrons dos filmes obtidos. 

 

- Utilização de outras ftalocianinas e /ou porfirinas metaladas de modo a aprimorar as 

propriedades eletrocatalíticas dos filmes obtidos, com o objetivo de incrementar alguns 

parâmetros analíticos tais como sensibilidade, limite de detecção e quantificação. 

 

- Testar aplicabilidade do biossensor (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2(SiPy

+
Cl

-
/GOx-Nf) na detecção de 

glicose em amostras de sangue para aplicações clínicas. 

 

- Utilização de outras enzimas incorporadas ao filme (SiPy
+
Cl

-
/CuTsPc)2. 

 

- Desenvolver novas configurações do filme com a incorporação de DNA, com o intuito de 

favorecer as interações com as biomoléculas. 

 

 

 


