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QUANTIFICATION OF SILVER NANOPARTICLES IN A PHARMACEUTICAL PRODUCT BY SPECTROPHOTOMETRY
AND POTENTIOMETRY: A PROPOSAL FOR PRACTICAL CLASSES IN ANALYTICAL CHEMISTRY. Spectrophotometry
and potentiometry techniques were used to quantify silver in an ophthalmic solution. A standard solution of silver nanoparticles
was synthesized, from which an analytical method was developed to quantify silver in the sample. Potentiometric titrations of three
samples were made, using an electrochemical cell containing an alternative metallic indicator electrode and an Ag|AgCl double
junction reference electrode, connected to a potentiometer. A digital burette containing a standard solution 5.00 x 10~ mol L' NaCl
was used. Characterization of the ophthalmic solution by spectrophotometry showed that Ag in this medicine is in the form of
nanoparticles. The sample preparation for potentiometric measurements was carried out using a mixture of 50 uL of the ophthalmic
solution and 2.00 mL of nitric acid. The average concentrations of Ag obtained were 1.65 + 0.03% (w/v) by spectrophotometry,
and 1.73 = 0.06% (w/v) by potentiometry. The relative standard deviations were 2% and 4%, respectively. The precision of the
measurements obtained by the cited methods showed no significant differences (f test). It was also observed that average silver
concentrations obtained by the two methods were not statistically different (¢ test). Both tests were made at a 95% confidence level.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia se tornou um dos assuntos mais intrigantes e
atuais da pesquisa cientifica, o que torna a sintese de nanoparticulas
de prata e de ouro uma proposta interessante para os estudantes de
quimica, pois permite o aprendizado de algumas propriedades dos
nanomateriais.'

Materiais com dimensdes na escala nanométrica (1 a 100 nm)
exibem propriedades quimicas e fisicas diferentes de materiais de
mesma composic¢io, porém com particulas de tamanhos maiores.>
Dispersdes de nanoparticulas de prata e ouro sdo coloridas porque
apresentam o fendmeno de ressonincia plasmonica de superficie
(SPR), podendo ser monitoradas por espectrofotometria de
absor¢do molecular no UV-VIS. A nuvem eletronica de condugao da
nanoparticula oscila como onda e absorve radiacdo eletromagnética
de energia especifica. Nanoparticulas de diferentes tamanhos e formas
exibem diferentes fendmenos de SPR e, consequentemente, absorvem
luz de diferentes comprimentos de onda (L), o que explica dispersdes
de diferentes cores.”

Dispersdes de nanoparticulas de prata (NPAg) sdo as mais
comumente preparadas, onde as particulas sdo quase-esféricas,
exibem SPR com maximo em torno de 400 nm, € uma cor
caracteristica amarela.’ Se o A da radiac@o eletromagnética incidente
em uma nanoestrutura metdlica for muito maior que o tamanho da
nanoestrutura, os elétrons de conduco oscilardo coletivamente com
uma frequéncia especifica.*

As nanoparticulas ja estdao presentes em muitos produtos do nosso
dia a dia, como roupas, tecidos, recipientes para armazenamento de
alimentos, medicamentos, cosméticos, entre outros. Varios setores da
inddstria quimica, como o de eletronicos, farmacéuticos e cosméticos,
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aplicam solugdes baseadas em nanotecnologia para melhorar seus
produtos.’

Diversas publicacdes sobre diferentes métodos de sintese e as
propriedades das nanoparticulas estdo disponiveis,*!¢ inclusive
sinteses de nanoparticulas de prata e ouro visando atender aos
principios da Quimica Verde.>'”'® Nanoparticulas metélicas sdo
geralmente sintetizadas por meio de reagdes quimicas de 6xido-
redugdo,®131922 onde utilizam-se solventes organicos ou borohidreto
de sédio como agentes redutores, além de surfactantes e polimeros
como agentes estabilizantes.®!3?!

O experimento proposto nesse artigo tem como foco incrementar as
possibilidades de abordar o tema nanociéncia/nanomateriais nas aulas
préticas de Quimica Analitica Instrumental dos cursos de graduagdo
em Quimica ou dreas afins. A atividade experimental inclui a utilizagdo
de técnicas analiticas espectroscdpica e eletroquimica, onde o aparato
necessdario normalmente encontra-se disponivel nos laboratérios
didéticos das institui¢des de ensino brasileiras. A amostra utilizada
nesse trabalho € um produto farmacéutico, uma solucio oftdlmica
de vitelinato de prata 10%, o qual contém NPAg na sua formulagao.
Estudos envolvendo a quantificagdo de nanoparticulas em amostras
reais s30 escassos na literatura; normalmente os experimentos propostos
sdo destinados para as disciplinas das dreas de Fisico-Quimica ou
Inorganica, onde o foco € diferente daquele abordado no presente
trabalho e, além disso, ndo utilizam amostras reais.

A técnica de potenciometria foi realizada a partir da reutilizagdo
dos fios de prata contidos num eletrodo de vidro quebrado, que
seria descartado pela nossa institui¢do de ensino. Vale ressaltar
que, para esses estudos, as NPAg da amostra de colirio tiveram que
ser dissolvidas, pois o potencial do eletrodo metdlico alternativo,
de primeira espécie, Ag|Ag*, depende da atividade dos fons Ag*
(considerando-se solucdes diluidas de fons Ag*, pode-se considerar
a atividade igual a concentragdo, na equacdo de Nernst). O
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intuito desse reuso de eletrodos € contribuir com a proposi¢do de
experimentos mais sustentdveis e a criagdo de novas possibilidades
para as aulas prdticas de potenciometria, que normalmente se
restringem a realizac@o de titulagdo dcido-base. O professor pode
explorar a quimica envolvida no sistema eletroquimico, articulando
com os conceitos da titulagdo de precipitacdo e da técnica de
potenciometria, tais como eletrodos indicadores metélicos, equagdo
de Nernst, potencial da célula, etc. Além disso, a escolha de uma
amostra real torna o processo de aprendizagem de quimica mais
atraente e relevante para os alunos.

O objetivo desse trabalho € determinar a concentragdo de prata
em colirio utilizando-se as técnicas de espectrofotometria de absor¢ao
molecular no UV-VIS e de titulagdo potenciométrica.

METODOLOGIA

Preparo da amostra de colirio, sintese do padrio de nanoparticulas
de prata (NPAg) e quantificacdo de prata no colirio por
espectrofotometria de absorcao molecular no UV-VIS

O colirio utilizado € indicado em caso de oftalmia (inflamagdo
dos olhos) dos recém-nascidos ou no tratamento de conjuntivite,
cujo principio ativo € o vitelinato de prata, o qual estd presente no
produto na concentrag¢do de 100 mg mL"!, além de clorobutanol e dgua
purificada, como veiculo.?® De acordo com a literatura,® o vitelinato
de prata € uma proteina com uma alta massa molar, que contém prata
na forma de nanoparticulas na sua estrutura. O clorobutanol atua como
um conservante no colirio, dadas as suas propriedades antibacterianas
e antifingicas. E normalmente usado em uma concentracio de 0,5%,
conferindo estabilidade a longo prazo as formulag¢oes farmacéuticas.
No entanto, o clorobutanol j4 apresenta atividade antimicrobiana na
concentracdo de 0,05% em dgua.”

Considerando a coloragdo do colirio analisado, foram registrados
espectros de absorcdo de solucdes diluidas. Para isso, 50 ulL de
colirio foram transferidos para baldes volumétricos de 100 mL, cujos
volumes foram completados com dgua ultrapura, até o menisco; o
Fator de Dilui¢ado (FD) das amostras foi de 2000 vezes. Os espectros
de absor¢do das amostras diluidas apresentaram semelhanca com
aquele de suspensdo de NPAg da literatura.”

Sintetizou-se um padrao de NPAg, a partir da mistura de 25,00 mL
de uma solucdo 1,00 x 10~ mol L' de nitrato de prata (AgNO;) com
75,0 mL de uma solucéo 1,99 x 10~ mol L' de borohidreto de sédio
(NaBH,), conforme procedimento descrito na literatura,'"'? com
o intuito de confirmar se, de fato, a prata encontra-se na forma de
nanoparticulas nesse produto farmacéutico. Obteve-se uma solucéo
de cor amarela, que imediatamente teve seu espectro de absorcdo
registrado. A partir do valor do comprimento de onda de médxima
absor¢do (A,,,) obteve-se o valor estimado da largura a meia altura
(LMA) da banda de SPR; a Figura 1 detalha como a largura a meia
altura foi obtida.

A equagdo quimica (1) representa o processo de sintese quimica
das NPAg.!112

AgNO,(aq) + NaBH,(aq) — Ag(s) + 1/2H,(g) + 1/2B,H(g) +
NaNO;(aq) (D)

Na equac¢@o quimica (1) o dtomo de hidrogénio do borohidreto de
s6dio sofre oxidagdo, cujo nimero de oxidagdo representado por H!
passa a H’, no H,(g). A quantidade de substancia (nimero de mol) de
NaBH, utilizada no meio reacional foi maior que a de AgNO;, ou seja,
esse reagente foi utilizado em excesso, por isso a primeira camada de
adsor¢do das nanoparticulas de prata € formada predominantemente
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Figura 1. Etapas para determinar a largura a meia altura da banda de
absor¢do de um espectro de absor¢do. Fonte: adaptada da referéncia 8

pelos fons borohidreto (Figura 2). A carga superficial negativa
das particulas provoca a repulsio entre as mesmas e impede o seu
crescimento além de um certo tamanho. O didmetro estimado das
nanoparticulas € de 62 nm.""'> Neste trabalho utilizou-se essa rota
quimica para sintese de NPAg.
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Figura 2. Esquema da prepara¢do de nanoparticulas de prata (NPAg)
contendo ions borohidreto adsorvidos, que criam forcas repulsivas capazes
de estabilizar a solu¢do coloidal. Fonte: Referéncia 27, de acesso livre,
distribuida sob os termos da Creative Commons Attribution License: https://
creativecommons.org/licenses/by/3.0/br/

A solugdo de borohidreto de sddio deve ser preparada no dia de
realizacdo da sintese das nanoparticulas, devido a sua decomposi¢ao
em meio aquoso, conforme equagdo quimica (2):*

NaBH,(aq) + 4H,0()) = Na[B(OH),](aq) + 4H,(2)  (2)

A partir do padrao de NPAg sintetizado conforme descrito
anteriormente, foram preparadas sete solugdes diluidas, nas
proporcdes mostradas na Tabela 1. As medidas de absorbancia
foram realizadas no A,,,. Construiu-se uma curva analitica; a partir
da reta analitica, e das medidas de absorbancia das solugdes de
colirio, preparadas conforme descrito anteriormente (em triplicata),
determinou-se a concentragdo de prata nas amostras, em % (m/v).

Foram obtidos os espectros de absor¢do das solucdes diluidas.
Todos os espectros de absor¢do foram registrados no intervalo
de comprimento de onda entre 300 e 900 nm, utilizando-se um
espectrofotdmetro da marca Femto e cubetas de quartzo.

Preparo do eletrodo metélico alternativo e da amostra de colirio
para quantificacio de prata por potenciometria

Para determinagdo da concentragdo de prata no colirio por
titulagdo potenciométrica, € necessdrio que a prata esteja na forma de
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Tabela 1. Volumes utilizados na preparagio das solucdes diluidas do padrao
de NPAg

Sg:}“ﬁizrggljga Z(;ldur?:(?: Volume de dgua  Volume total /
NPAg NPAg / mL ultrapura / mL mL
1 0,50 9,50
2 1,00 9,00
3 1,50 8,50
4 2,00 8,00 10,00
5 2,50 7,50
6 3,00 7,00
7 4,00 6,00

Fonte: elaborada pelos autores, 2019.

ion (Ag"). Para determinagdo do teor de prata na solugdo oftdlmica,
foi empregado um eletrodo metdlico alternativo, preparado a partir
de um eletrodo de vidro quebrado, o qual foi reutilizado a partir de
algumas modificagdes na disposi¢do do mesmo, conforme mostrado
na Figura 3.

O preparo das amostras de colirio foi realizado transferindo-se
50 uL do colirio para tubos de ensaio e adicionando-se a cada um deles
2,00 mL de acido nitrico concentrado. As misturas foram levadas ao
banho de ultrassom durante 10 minutos e, por fim, foram preparadas
solucdes, transferindo-as para baldes volumétricos de 5 mL, cujos
volumes foram completados com dgua ultrapura, até o menisco (ver
Figura 4). Preparou-se trés amostras; o Fator de Dilui¢do (FD) das
amostras foi de 100 vezes.

A quantificagiio de prata no colirio utilizando a potenciometria
indireta (titulagdo potenciométrica) foi realizada utilizando-se o sistema
eletroquimico apresentado na Figura 4. Além do eletrodo metdlico
alternativo, utilizou-se um eletrodo de referéncia de Ag|AgCl de jungio
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dupla (Analion®), conectados a um potenciémetro (Avila Cientifica®),
uma bureta digital de 50 mL (Titrette®), preenchida com solugo de
cloreto de sodio (NaCl) 5,00 x 107 mol L' como titulante, um mini-
agitador magnético (Tecnal®/TE-080) e uma barra magnética.

Sabendo-se a equacdo quimica da titulacdo, equagdo (3), a
concentracdo e o volume gasto de titulante, bem como o volume da
solucdo do analito, foi possivel calcular o teor de prata no colirio,
em % (m/v), a partir de cdlculos estequiométricos.

Ag*(aq) + Cl(aq) = AgCI(s) 3)

Para comparacio da precisdo e da exatiddo dos dois métodos
analiticos foram utilizadas ferramentas estatisticas, tais como o teste

fe o teste t, respectivamente.?625-30

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio da amostra de colirio e do padrao de nanoparticulas
de prata (NPAg) por espectrofotometria de absorcao molecular
no UV-VIS

As Figuras 5a e 5b apresentam espectros de absorcdo
representativos, da solucdo de padrdao de NPAg e da amostra de
colirio, registrados logo apds o preparo das solugdes. As fotografias
das solucdes de padrdo de NPAg sintetizada por nés e de colirio sio
apresentadas na Figura 5 (inser).

O espectro de absor¢do da suspensdo recém-preparada
(Figura 5a), denominada padrao de NPAg, apresentou uma banda
com maximo de absorbancia em 407 nm e largura a meia altura de
99 nm, referente a banda de SPR dessas nanoparticulas; esses valores
sdo mostrados na Tabela 2, bem como os valores obtidos a partir dos
espectros de absorcdo da solucdo de colirio (Figura 5b).

Observou-se um deslocamento do A, da solu¢do da amostra,
para maiores comprimentos de onda, em relagdo ao A, do padrdo

L Retirou-se pedagos do vidro quebrado e o suporte de plastico do antigo eletrodo J
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Figura 3. Etapas da preparagdo do eletrodo metdlico alternativo, a partir de um eletrodo de membrana de vidro quebrado
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Quantificagdo de prata no colirio
utilizando a titulagdo potenciométrica

1. Solu¢iio da amostra + 20,0 mL de H,O
2. Titulante: NaCl 5,00x10- mol L

3. Adicdes: 100 pL Medi¢coes em mV

4. Volume adicionado: ~3,5 mL

5. Determinou-se o volume no ponto final
a partir do grafico da 2* derivada

Figura 4. Etapas da preparagdo da amostra de colirio; fotografia do sistema utilizado e etapas para quantificacdo de prata no colirio por titulagdo potenciométrica

de NPAg. Isso pode ser explicado considerando que na solucdo da
amostra as nanoparticulas de prata fazem parte de uma estrutura
proteica, o vitelinato, diferentemente das nanoparticulas no padrao
de NPAg. Segundo Panzarasa,” um deslocamento do comprimento de
onda da banda SPR das NPAg pode estar relacionado as interacdes
entre as NPAg e as espécies presentes na dispersao.

A comparacio do didmetro estimado para as nanoparticulas
obtido por nés com os de outros autores mostra que ha
concordancia.'"'? A espectrofotometria de absor¢do molecular
no UV-VIS permite apenas uma estimativa do didmetro das
nanoparticulas. Como € uma técnica bastante acessivel pelas varias
instituicdes de ensino, essa vem sendo amplamente utilizada quando
ndo se dispde de outras possibilidades, que fornecem valores mais
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coerentes com os reais, como a difrag@o de raios X e a microscopia
eletronica de transmissdo (TEM).

A partir desses estudos confirmou-se que a prata contida no colirio
encontra-se na forma de nanoparticulas. Verificou-se também que, o
fato da suspensdo ser preparada em dgua destilada ou ultrapura, ndo
exerceu influéncia significativa no espectro de absor¢ao da suspensao.
No entanto, optou-se por utilizar 4gua ultrapura em todos os estudos
realizados porque pequenas concentra¢des de cloreto na dgua
destilada podem reagir com os fons prata, interferindo nas medidas
eletroanaliticas. Porém, caso esse experimento seja reproduzido em
aulas préticas da graduag@o, pode-se utilizar d4gua destilada ao invés
de dgua ultrapura.
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Figura 5. Espectro de absor¢do da solugdo de padrdo de NPAg (a); inset: fotografia do padrdo de NPAg sintetizado. Espectro de absor¢do da amostra de

colirio (b); inset: fotografia da solugdo de colirio
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Tabela 2. Tamanho das nanoparticulas de prata estimado pelo valor da largura a meia altura da banda de SPR e valores de A de méxima absorgéo da banda de SPR

Cor da solugio Diametro estimado pela largura

Comprimento de

Diametro estimado .
Referéncia

a meia altura / nm onda miximo / nm por TEM / nm

Amarelo acastanhado 79 414 - Ngsi%lrfi?(l)]l;izizgszau?t:;)pl)ﬁio
99 (72) 407 (394)* _ Nosso resglilrt:ti;it(i)zzzlj o padrdo

66 410 -- 1

Amarela 50-70 395-405 10-14 11

62 396 20 12

60-80 400-405 -- 31

- 400-410 72+54 32

*QOs valores entre parénteses referem-se a solucao diluida, por um fator de 2,5 vezes, do padrido de NPAg. Fonte: elaborada pelos autores, 2019.

Quantificacdo de prata no colirio por espectrofotometria de
absorcao molecular no UV-VIS

A Figura 6a apresenta os espectros de absor¢ao, representativos
das solugdes de NPAg, preparadas a partir da diluicdo do padrdo de
NPAg sintetizado conforme descrito anteriormente, bem como da
amostra de colirio.

A partir das medidas de absorbancia e dos valores de concentragdo
de Ag das solugdes diluidas do padrao de NPAg foi possivel construir
a curva analitica, e obter a reta analitica, apresentadas na Figura 6b.
O valor do coeficiente de correlagdo, de 0,9989, expressa a excelente
linearidade do método, e atende os critérios estabelecidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cujo valor
deve ser superior a 0,990.** De posse dos valores de absorbancia
das amostras de colirio (0,891; 0,861; 0,865), calculou-se a
concentracdo de Ag nas amostras, que foi corrigida pelo fator de
dilui¢do (FD = 2000).

A curva analitica e os valores de concentrag@o das trés amostras
de colirio encontram-se no grafico. Os valores de concentragdo
de prata foram calculados em mg L', e depois convertidos para
% (m/v), devido a concentragdo de vitelinato de prata no colirio ser
expressa em % (10%).

A proposta experimental visa introduzir o tema nanotecnologia,
aos alunos do ensino médio ou superior, de uma forma inovadora
e atraente. A presente proposta também pode ser adaptada para ser
realizada fazendo-se medi¢des de absorbancia utilizando-se uma

camera de smartphone, similarmente ao trabalho de Campos et al.;**
essa proposta estd em andamento no nosso laboratdrio de pesquisa.

Quantificacio de prata no colirio por potenciometria utilizando
eletrodo metalico alternativo

A curva de titulacdo potenciométrica representativa e suas
derivadas encontram-se apresentadas na Figura 7. Os volumes nos
pontos finais foram determinados a partir das curvas de 2* derivada,
sendo possivel obter a concentracio de prata no colirio, em % (m/v),
cujos valores sdo apresentados na Tabela 3. A %Ag no colirio foi de
1,73 + 0,06% (m/v), e o desvio padrdo relativo, s,, foi de 4%.

A estimativa dos pardmetros mediante o uso de técnicas de
estatistica, para os dois métodos analiticos, € apresentada na Tabela 4.
A fim de comparar as precisdes e as exatiddes dos métodos utilizados
para quantificacdo da prata no colirio, utilizou-se os testes f e t,
respectivamente. A partir dos dados resultantes da aplicagio desses
testes pdde-se concluir que a precisdo e a exatidao estimada para os
dois métodos analiticos ndo diferiram estatisticamente entre si, ao
nivel de confianca de 95%, visto que os valores de £, a0 < e

foateutado < Tertiicos TESPECtivamente.

critico

CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu: (i) a utilizacdo dos métodos
espectrofotométrico e eletroanalitico para a determinag@o de prata

~ 1,2 -
1,2}(a) Padrio 1 | (b) Retaanalitica: Y=A+B*X
i Padrao 2 A =0,0350; B=0,1013 (R =0,9989)
10 Padrio 3 1,0F
ad Padrdo 4 L
I Padrio 5
8 08 Padrio 6 = 0.8
2 i Padrio 7 g I
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172}
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Figura 6. Espectros de absor¢do das solugoes diluidas do padrdo de NPAg e da amostra de colirio (a) e absorbancia em fun¢do da concentragdo de Ag (b)
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Figura 7. Curva de titulagcdo potenciométrica de solugdo de colirio em meio de 4cido nitrico. (a) Sigmoidal; (b) 1 e 2° derivadas da curva em (a), utilizando

um programa grdfico

Tabela 3. Concentragdo de prata no colirio, obtida por titulagdo potencio-

métrica

Titulagdo potenciométrica
Amostra Vpp/ mL % Ag (m/v)
1 1,67 1,80
2 1,55 1,67
3 1,60 1,73
%Ag + 5 (m/v) 1,73 £ 0,06
s, (%) 4

Fonte: elaborada pelos autores, 2019.

Tabela 4. Teste f entre as varifincias (s?) e teste ¢ entre os valores de %Ag
(m/v) aplicados na comparag¢do dos resultados referentes a determinagao da %
de prata nas amostras de colirio utilizando-se as duas metodologias analiticas

Espectrofotometria de

Variavel estatistica absorgi[(} \r/r_l;)/l;:scular no poterfritcl;i)elflii)rica
%Ag * s (m/v) 1,65 0,03 1,73 £0,06
s? (varidncia) 1,03 x 103 4,23 x 103

s, (%) 2 4

IC para u 1,65 + 0,07 1,73 £ 0,15
Jeateutado © Jostico 4,11¢19,0

t et, 1,91 e 4,30

calculado critico

Fonte: elaborada pelos autores, 2019.

num produto farmacéutico (colirio). Verificou-se que a prata encontra-
se na forma de nanoparticulas nesse produto, o que proporcionou
uma pequena imersdo na drea de nanociéncia, por meio da sintese
de um padrio de nanoparticulas de prata (NPAg), para certificacio
desse fato; (ii) o desenvolvimento de uma metodologia para o preparo
da amostra de colirio, devido a necessidade da prata encontrar-se
na forma idnica para sua determinagdo pelo método eletroanalitico
proposto; (iif) mostrar a utilidade do eletrodo metdlico alternativo
(de primeira espécie) na realizacdo das medidas envolvidas nos
métodos eletroanaliticos; e (iv) obter experiéncia ao trabalhar com
amostras reais, no que tange a sua caracterizagdo, preparacao,
importancia na definicdo dos parametros associados aos métodos

analiticos utilizados, aplica¢@o de métodos estatisticos para comparar
as exatiddes e as precisdes dos diferentes métodos analiticos, etc.

A principal vantagem da técnica de titulagdo potenciométrica
para determinagdo de prata no colirio reside no fato de que ndo
ha necessidade de preparar padrdes, e o volume no ponto final &€
obtido por método grifico (curva de 2* derivada), ndo necessitando
de observar-se uma mudanca de cor no ponto final da titulacio.
Estudos futuros pretendem realizar a determinagao de prata no colirio
utilizando-se outras técnicas analiticas, como a espectrometria de
absor¢do atdmica, visando-se confrontar com os resultados obtidos
pelos métodos analiticos propostos nesse trabalho.
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