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RESUMO

Com o aumento da producao do fulereno Cgo € sua aplicagdo comercial é previsivel
que este composto acabe sendo liberado no ambiente, tornando-se um contaminante.
Em razdo das suas caracteristicas fisico-quimicas e sua capacidade de formar
agregados (n-Cgp) quando em contato com a &gua, o Cg pode se tornar um carreador
de outros contaminantes (como metais e compostos orgéanicos), facilitando a sua
entrada nos organismos. Neste sentido, a sua toxicidade (tanto de forma isolada
como em associagdo com outros contaminantes) vem sendo avaliada. Sendo assim,
a fim de viabilizar os estudos com Cgo, uma metodologia para preparo de suspensdes
aquosas foi validada, sendo quantificada por CLAE/UV-Vis. As suspensdes foram
preparadas sem a adicdo de solvente de duas formas distintas, com aquecimento
(50°C) e a temperatura ambiente (=20 °C), onde se mantiveram sob agitacdo
constante e exposicao a luz artificial por até 2 meses. A cada 15 dias a suspensao foi
quantificada. Além disso, trés métodos distintos de extracdo e pré-concentracao
(extracdo liquido-liquido (ELL), extracdo em fase solida (EFS) e micro-extracao
dispersiva liquido-liquido (MEDLL)) foram validados e comparados quanto a sua
eficiéncia. Coeficientes de correlagdo = 0,99 foram obtidos para as curvas de
calibracdo. Os LDy e LQy foram de 0,08 € 0,3 ng mL™ para EFS e ELL, considerando
o fator de concentracdo de 500 vezes, e de 0,8 e 3,0 ng mL™ para a MEDLL,
considerando o fator de concentracdo de 50 vezes, respectivamente. A precisdo
(intermediaria e repetitividade) variou entre 0,46 e 4,03 (%RSDy) e entre 0,69 e 3,59
(%RSDy), enquanto que a exatidao ficou entre 72,3 e 85,6% para ELL, 86,1 e 115,5%
para a EFS e 87,9 e 111,4% para MEDLL. Com base nestes paradmetros relativos a
andlise de suspensdes aquosas de Cgy, a EFS foi considerada o método mais
eficiente. O aquecimento se mostrou relevante no tamanho dos agregados, que foram
significativamente maiores na suspensdao sem aquecimento, porém o tempo de
preparo da suspensao nao influenciou na concentragéo final da suspenséo. Portanto,
recomenda-se o preparo das suspensdes aquosas de Cg Sem aguecimento por um
periodo de agitacao de 30-45 dias.

Palavras-chave: fulereno Cg, suspensao aquosa, ELL, EFS, MEDLL



ABSTRACT

With the increment of fullerene production and its commercial application, it is
inevitable that some residues of fullerene reach the environment. Once in the water,
this contaminant forms aggregates (n-Ceo), which could act as carriers of other
contaminants, such as metals and organic compounds, facilitating their assimilation by
organisms. In this sense, its toxicity (isolated or in combination with other
contaminants) is being assessed. Thus, a methodology for preparation aqueous
suspensions of Cgy has been validated and quantified by HPLC/UV-Vis. The
suspensions were prepared without any organic solvent under heating (50 °C) and
room temperature (= 20 °C) conditions, and constant agitation and light exposure for
up to 2 months. The suspensions were quantified every 15 days. In addition, three
distinct methods of extraction and pre-concentration (liquid-liquid extraction (LLE),
solid phase extraction (SPE) and dispersive liquid-liquid micro-extraction (DLLME))
were evaluated. Correlations above 0.99 were obtained for the calibration curves. The
LDy e LQu were 0.08 and 0.3 ng mL' for SPE and LLE, considering a pre-
concentration of 500-fold, and 0.8 and 3.0 ng mL" for DLLME, considering a pre-
concentration of 50-fold, respectively. The precision (intermediate and repeatability)
ranged between 0.46 and 4.03 (%RSDy;) and 0.69 and 3.59 (%RSD,), while accuracy
varied between 72.3 and 85.6% for LLE, 86.1 and 115.5% for SPE, and 87.9 and
111.4% for DLLME. Based on the parameters, SPE was considered the most efficient
method. The heating was relevant in the size of the aggregates, which were
significantly larger in the procedure without heating, whereas time of preparation did
not influence the final concentration of the suspensions. Therefore, the aqueous
suspensions of Cgo should be prepared without heating for a period of 30-45 days of
stirring.

Keywords: fullerene Cgg, aqueous suspensions, LLE, SPE, DLLME
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1. INTRODUCAO

As necessidades e tendéncias que impulsionaram tecnologicamente a
humanidade sempre foram prioridades para o estudo cientifico e para o
desenvolvimento de novas pesquisas. Foi por conta dessas tendéncias que
surgiu a nanotecnologia, definida como uma tecnologia que utiliza substancias
com dimensdes que variam entre 1 e 100 nm, os chamados nanocompostos.
Estes compostos sdo provenientes da manipulagdo de atomos e moléculas,
formando novos materiais e ferramentas para serem utilizados no
desenvolvimento de produtos e bens de consumo em geral (Owen & Depledge,
2005).

O objetivo da nanotecnologia é criar novos materiais, sistemas e
estruturas com significante melhoria das propriedades quimicas, fisicas e
biolégicas no decorrer do processamento do composto e manufatura dos
produtos, almejando o controle operacional em nivel atdmico, molecular e
supramolecular (Moore, 2006). Tudo isso visando conferir amplos beneficios ao
ambiente, pois a idéia é oferecer uma grande eficiéncia em tamanho minusculo,
0 que seria em tese, economia de tempo, dinheiro e matéria prima (Owen &
Depledge, 2005). Entretanto, na pratica talvez seja um pouco diferente, pois
existem evidéncias que a utilizacdo de materiais na escala nano pode
desenvolver caracteristicas diferentes das existentes nos materiais usados em
escala normal, podendo desencadear efeitos ainda desconhecidos (Colvin,
2003). Dentre as varias diferencas observadas entre as escalas, duas se
destacam merecendo uma melhor atengéo: a propor¢cdo superficie/volume do
composto € a sua reatividade quimica (Valcarcel et al., 2008).

Devido as evidéncias constatadas a respeito das mudancas das
caracteristicas dos nanocompostos, a preocupagdo a cerca da contaminacao
ambiental por parte destes vem ganhando dimensdo, uma vez que 0s compostos
antes considerados como descobertas importantes e inofensivas, hoje podem se
mostrar prejudiciais ao ambiente, podendo apresentar propriedades persistentes.
Com certeza esses novos compostos proporcionam a criacdo de produtos e
servigcos de amplo beneficio social e econdmico, mas ainda existe uma escassez
de informacéo em relagdo aos efeitos causados ao ambiente e a saude humana
(Chen & Elimelech, 2006).

Dentre os diversos compostos atualmente utilizados na nanociéncia, o

fulereno Cgo se destaca devido suas inimeras aplicabilidades. E um alétropo do



carbono, formado por 60 &tomos com estrutura esférica semelhante a uma bola
de futebol. Foi descoberto em 1985 pelos cientistas Kroto Curl e Smalley, fato
este que, onze anos mais tarde, Ihes rendeu o prémio Nobel de quimica (Rocha-
Filho, 1996). Desde entdo, devido as suas interessantes propriedades foto-
fisicas, eletroquimicas e quimicas (Rocha-Filho, 1996; Colvin, 2003; Faria, 2004),
o Cg vem sendo muito utilizado nas mais diversas areas, como equipamentos
eletrénicos, farmacologia, medicina, dentre tantas outras (Colvin, 2003). A sua
vasta aplicagdo rendeu um aumento no seu consumo, passando de
aproximadamente 10 ton/ano em 2007 (Fortner et al., 2005) para mais de 40
ton/ano em 2010 (Paschoalino et al., 2010). Essa crescente demanda pela
industria tecnologica tem preocupado a ciéncia, ja que este é um potencial
contaminante e seu comportamento no ambiente ainda € desconhecido (Chen &
Elimelech, 2006).

O Cgo dispde de uma estrutura que oferece possibilidades de
diferentes reagdes, tornando-o quimicamente atrativo. E um composto
hidrofébico que forma agregados em contato com a agua, podendo oferecer
perigo ao ambiente pela sua capacidade de se unir a outros contaminantes e
facilitar, gracas a sua lipofilicidade, a sua entrada nos organismos (Fortner et al.,
2005). Estudos recentes indicam a toxicidade do Cgy em micrébios, peixes e
células humanas (Sayes et al., 2004; Sayes et al., 2005). Outras duas
caracteristicas reativas do Cgo causam preocupacao em relagdo aos danos que
possam oferecer aos ecossistemas. Uma é sua foto-sensibilidade, que
proporciona um estado alterado de energia quando a molécula de Cgo € exposta
a luz UV, podendo causar danos oxidativos as células (Arbogast et al., 1991). A
outra estd relacionada a nuvem eletrbnica ocasionada pelos elétrons
deslocalizados presentes na molécula, o que garante uma eletroafinidade
consideravelmente alta, propiciando a formagao de radicais livres (Sayes et al.,
2004).

Desde a sua descoberta, ocorreram muitos avangos em técnicas
analiticas, permitindo a manipulagéo e a analise do Cg a nivel industrial. Porém,
ha uma clara defasagem em relacdo aos estudos de impacto ambiental
decorrente do seu uso. Existe uma caréncia de metodologias que permitam
monitorar o seu comportamento no ambiente e o0s possiveis problemas
decorrentes da exposicdao no ambiente (Chen et al., 2008). Um grande obstaculo
encontrado para determinagéo dos riscos ambientais e ecotoxicolégicos gerados

pelo Cgo € conseguir reproduzir em laboratério as condigdes em que 0 composto



seria encontrado no ambiente (Hassellov et al., 2008). Até recentemente, a maior
parte das metodologias de preparo da suspensdo aquosa de Cgo utilizava
solventes orgéanicos como co-solubilizantes (Murthy et al., 2010). Porém, foi
constatado que nanoparticulas de Cgo contém espagos vazios entre si, 0s quais
podem propiciar o aprisionamento de solventes (Chen & Elimelech, 2006),
podendo assim relacionar os efeitos toxicolégicos do Cgy com o0s residuos de
solvente aprisionados nos agregados e ndo somente ao Cgo (Lyon et al., 2006).
Portanto, para fins de pesquisa ambiental e toxicolégica, o Cgz deve ser
solubilizado em agua sem a interferéncia de solventes organicos. Esta é a forma
mais representativa das reais circunstancias encontradas no ambiente e a mais
adequada para julgar os efeitos associados somente ao Cgg, evitando os
possiveis efeitos aditivos ou sinérgicos associados aos solventes organicos
(Oberdorster et al., 2006).

Mesmo sabendo das propriedades fisico-quimicas do Cgo € as suas
possiveis interacbes com 0 ambiente, a formagao de agregados em contato com
a agua é indiscutivelmente a maior preocupacdo apontada nas pesquisas
cientificas (Chen & Elimelech, 2006). O tamanho da particula pode ser o fator
direto da patologia, toxicidade e biodegradabilidade, ocasionando uma
consequéncia de extrema relevancia biolégica (Moore, 2006). Sendo assim,
analisaram-se os poucos dados encontrados na literatura a respeito dos estudos
ambientais do Cgy € sua crescente demanda no mercado tecnolégico,
observando-se entdo uma nitida necessidade quanto a otimizacao de um método
para solubilizar o0 Cgo em agua pura e também quanto a otimizacao e validacao
de um método analitico adequado para medir a concentragdo dessa suspensao,
visando contribuir para futuras pesquisas ambientais e toxicolégicas acerca

desse composto.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Otimizar e validar uma metodologia para preparo da suspensao e
andlise do nanocomposto fulereno Cgy em matriz aquosa usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis (CLAE/UV-Vis).

2.2 Especificos

I Otimizar diferentes metodologias de exitragcdo e pré-
concentracao (extragao liquido-liquido, extracdo em fase sélida, micro extracdo
dispersiva liquido-liquido) das suspensdes aquosas de Cegp;

Il. Selecionar, com base nas figuras de mérito: curva analitica,
linearidade, limite de deteccao, limite de quantificagao, precisao (repetitividade e
precisdo intermediaria), exatiddo (ensaios de recuperacdo), qual das
metodologias otimizadas apresenta 0 melhor desempenho analitico;

. Otimizar e validar a metodologia instrumental utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis (CLAE/UV-Vis);

V. Determinar se o tempo de preparo e a temperatura
influenciam na concentragdo final da suspensdao aquosa e na formagdo dos
agregados (n-Cegy).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O fulereno Cg

A simetria com que os atomos de carbono se arranjam na molécula
de fulereno forma figuras geométricas regulares caracterizadas pela combinacao
de hexagonos e pentagonos. E também chamado de gaiola ou “cluster’ de
carbono, denominacao devida a molécula apresentar forma semelhante a uma
esfera oca. O fulereno mais conhecido é o Cgy (CAS N° 99685-96-8), formado
por 60 atomos de carbono e com estrutura poliédrica de 32 faces (20 hexagonais
e 12 pentagonais), assemelhando-se a uma bola de futebol (Figura 1) (Rocha-
Filho, 1996). Porém, também existem outros fulerenos, como o C;, que,
juntamente com o Cg, corresponde aos fulerenos leves € 0 Cag0, Cs40 € 0 Cra

que corresponde aos fulerenos pesados (Baena et al., 2002).

Figura 1: Estrutura do Fulereno (Cgp).
Fonte: (Souza, 2006)

A descoberta do Cg nao foi intencional, j& que os cientistas
pesquisavam a origem das cadeias carbbnicas longas presentes no meio
interestelar. Para tanto, utilizaram a técnica de vaporizagdo por laser, que
consiste na vaporizacao de carbono a altas temperaturas numa atmosfera de gas
inerte (hélio) (Kroto et al., 1985). Desde entdo, o Cg vem sendo produzido
industrialmente desta forma, ou através da utilizacdo de arcos voltaicos usando
como matéria prima eletrodos de grafite (Rocha-Filho, 1996).



O Ceo € considerado o “carro chefe” da nanotecnologia, pois suas
propriedades fisico-quimicas (Tabela 1) o tornam Unico, podendo ser aplicado
nas mais diversas areas da ciéncia. Por exemplo, a caracteristica de
eletroafinidade permite o uso do Cg nas areas de farmacologia, quimica,
bioquimica e médica (Colvin, 2003); a caracteristica de fotoreatividade tem
aplicacdo na biomedicina (Arbogast et al, 1991; Bosi et al, 2003) e a

caracteristica de condutividade nos eletrénicos (Amador, 2006).

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do Cgp

Parametro Referéncia
Massa Molecular 720,66 g mol” 1
Massa Especifica 1,72gcm®
Ponto de Ebulicdo Sublima a 800 K 3

. 5x 10° mm Hg
Presséo de Vapor (temperatura ambiente) 4
Diametro Médio da <1nm 5
Esfera
Kow 6,67 6
Solubilidade em -13 -1
Agua (25°C) 1,3,10 gL /

1 - disponivel em <http://webbook.nist.gov > Acesso em 23/05/2009;
2,3,4,5 - disponivel em <http://sesres.com> Acesso em 02/03/2009;
6 — Jafvert & Kulkarni (2008);

7 - Heymann (1996).

A estrutura esférica da molécula € sem davida um fator de influéncia
na sua reatividade devido ao arranjo piramizado dos atomos de carbono (Filho &
Fagan, 2007). Além da curvatura da molécula, ocasionada pelos pentagonos,
sua conseqlente forma tridimensional favorece muito as reacées do tipo adicao
nucleofilicas e via radicais, cicloadicoes, hidrogenacoes, redugdes, oxidacdes e
formacdo de complexos com metais alcalinos, tornando o composto muito rico
quimicamente (Kroto et al., 1985; Vollhardt & Peter, 2004; Santos et al., 2010)
Essa estrutura esférica também chama a atengédo dos pesquisadores pois outras
substancias menores podem penetrar nela e, isso acontecendo, o composto
pode servir de veiculo transportador para diversas finalidades (Amador, 2006).
Em ambientes com altas energias, as moléculas se excitam e colidem permitindo
abrir uma brecha na nuvem de elétrons livres do composto, possibilitando que
outro composto entre na cavidade de sua estrutura. Uma vez dentro da molécula,

esse composto precisa uma forte energia para romper a resisténcia eletrbnica e



poder sair. E possivel que uma vez dentro da molécula de Cgo Nenhum composto
consiga mais sair. Sabe-se que isso ocorre facilmente com metais, pois ha uma
forte afinidade destes com o Cg,. Quando ocorre esse encapsulamento do metal
pelo composto, had formacdo de sais chamados de bucketos com o6timas
caracteristicas de condutividade (Amador, 2006).

A disposicao eletrbnica do Cg faz com que ele tenha uma
eletroafinidade muito alta (Xie et al., 1992; Guldi & Prato, 2000), que se da
devido ao carater aromatico atribuido ao composto. Isso acontece pois o carbono
tem quatro elétrons na camada de valéncia, totalizando 240 elétrons, sendo que
180 formam ligacdes entre os atomos de carbono e os 60 elétrons restantes
ficam deslocalizados no sistema molecular do Cgo (Sayes et al., 2004). Duas
propriedades estruturais do Cgo merecem uma melhor atengéo. A primeira é que
todos os 12 pentagonos sao isolados pelos hexagonos. Isso mostra que o
composto obedece a regra dos pentagonos isolados (/solated Pentagon Rule -
IPR). Em outras palavras, os pentadgonos nao se ligam entre si, garantindo a
estrutura certa estabilidade quimica. A segunda propriedade é que as ligagdes
entre os atomos de carbono apresentam dois comprimentos diferentes. As
ligacbes (Ce-Ce) entre dois hexagonos (duplas ligacées) sdo menores que as
ligacdes (Ce-Cs) entre um hexdgono e um pentagono. Isso mostra uma menor
energia, favorecendo nesse ponto uma maior capacidade reativa (Hirsch, 1994).

A fotoreatividade é outro ponto de interesse pelos cientistas na
molécula de Cgo. Quando exposto a luz UV, o composto excita-se formando um
estado triplete (*Cgp) com uma meia vida de alguns segundos, podendo transferir
sua energia extra para outras moléculas. Quando transferido para uma molécula
de O,, por exemplo, gera as chamadas Espécies Ativas de Oxigénio (EAO), que
sdo extremamente téxicas para os tecidos vivos (Arbogast et al., 1991; Bosi et
al.,, 2003; Sayes et al., 2004). Ainda nesse estado alterado de energia, o
composto forma um sistema de membrana aberta muito suscetivel a reagoes
com outros compostos de carbono, podendo formar compostos ndo volateis e
insoliveis como produto dessa reacao (Chibante et al.,, 1993). Em muitos casos
a estrutura do Cgo pode acelerar a separacdo de cargas por fotoindugdo e
retardar a recombinagcdo destas cargas no escuro (Imahori & Sakata, 1997;
Pedroso, 2007). Como consequéncia pode ser gerado estados de transicdo onde
ocorre a separacdo das cargas com uma meia vida longa, possibilitando assim

seu uso em processos de conversao de energia.



A caracteristica que chama mais a atencao dos pesquisadores € a
hidrofobicidade do Cgo. Devido a estrutura, composicao quimica e carater apolar
da molécula, o Cg apresenta baixissima solubilidade em &gua,
aproximadamente 1,3 x 107" pg L™ a 25°C (Heymann, 1996) e uma alta afinidade
lipofilica. A lipofilicidade do composto € facilmente explicada, pois os lipidios sdo
biomoléculas organicas formadas principalmente por carbonos, € isso ja seria o
suficiente para responder pela facil interacdo entre Cg € lipidios. A
hidrofobicidade do composto se explica com a sua repulsao pela agua devido as
diferencas quimicas. Mas o que ocorre realmente é uma reacao formando uma
nova ligagéo por transferéncia de elétrons do sistema 1 do Cgy, cOMm um par de
elétrons do oxigénio da molécula de agua, criando uma espécie de “membrana
hidratada”. Sucessivas reacdes entre um par de elétrons do oxigénio de cada
molécula de agua e o sistema 1 de cada atomo de carbono do Cg vao
ocorrendo, formando agregados em forma de coldides, chamados de n-Cgo
(Andrievsky et al, 1995; Andrievsky et al., 1999). Um numero de 20 a 24
moléculas de agua podem hidrolisar uma molécula de Cgo. A magnitude dessa
reacdo podera depender de outros fatores como pH, constituintes idnicos e a
presenga de outros compostos capazes de partilhar elétrons ou oxidar o Cegg
(Brant et al., 2005).

3.2 Relevancia ambiental e toxicoldgica

O mercado de bens de consumo € incrementado, a cada dia mais, por
produtos com a participacdo do Cg. Esse crescente consumo tem preocupado
alguns cientistas, visto que ainda é desconhecida a maneira como este composto
se comporta no ambiente. O que se pode dizer é que suas caracteristicas fisico-
quimicas levam a pensar em riscos ambientais. Com a maior utilizacdo do Cgg na
industria e sua aplicacdo em larga escala € previsivel que ele passe a ser um
contaminante freqiientemente liberado direta ou indiretamente para o ambiente
(Fortner et al., 2005). O sistema aquatico seria o provavel destino final do Ce,
uma vez que recebe aportes de diferentes fontes como aguas residuarias,
drenagens superficiais, etc. Independentemente da sua utilizacao inicial (forma
natural a granel, dissolvido em solventes organicos, etc.), devido a prolongada
mistura que ocorre naturalmente durante o transporte pelo sistema, é provavel
que o Cgo acabe formando agregados (n-Ceo) (Chen & Elimelech, 2006). E, tendo

esse composto um alto Koy (6,67), sua preferéncia pelo particionamento em



sedimentos é esperada, assim como seu potencial de bioconcentracdo em
organismos (Jafvert & Kulkarni, 2008).

Existe a preocupacéo de que, uma vez no ambiente, os agregados n-
Ceo sejam disponibilizados e, consequentemente, assimilados pelos organismos
acarretando efeitos deletérios. Ha evidéncias de que o Cg pode ser o0 causador
de estresse oxidativo nos organismos. Sua toxicidade esta relacionada com sua
lipofilicidade, pois essa afinidade do composto mesmo na forma de coldides pode
ter como caminho preferencial o cérebro (Oberdorster et al., 2006). Trabalhos
como o de Sayes et al. (2005) indicam claramente que a citotoxicidade do Cg S€
da por peroxidacéo lipidica em nivel celular. Em estudos relativos a exposi¢ao do
Ceo foi verificado seu potencial téxico, sendo constatadas alteragcdes nos
parametros reprodutivos do crustaceo Daphnia magna e também nos niveis do
antioxidante glutationa (GSH) em branquias de peixes, indicando sua capacidade
de gerar estresse oxidativo (Oberdorster et al., 2006). A exposicao de peixes por
48 horas em uma suspensdo aquosa com concentragdo de 0,5 mg L™ de Ceo
mostrou a inibicdo do metabolismo de acidos graxos, aumentando o dano por
estresse oxidativo (Oberdorster, 2004; Oberdorster et al., 2006). Também ha
pesquisas relacionando a capacidade fotoreativa do Cg as conseqliéncias
toxicolégicas causadas nos organismos vivos. Em experimentos com culturas de
tecidos humanos e coldides n-Cgo foi encontrado uma toxicidade relativamente
alta. Os cientistas acreditaram que o dano oxidativo produzido nas membranas
celulares ocorreu a partir de radicais superoxidos produzidos por esses colbdides
(Oberdorster et al., 2006).

3.3 Csoem matriz aquosa

Para a maioria dos autores solubilizar o Cgg sem a utilizacdo de
solventes organicos é uma tarefa dificil, levando em conta a baixa solubilidade do
composto em agua [1,3 x 10" pg L™ (Heymann, 1996)]. Por isso, muitas das
metodologias cientificas que se tem conhecimento apresentavam solventes
organicos no preparo da suspensdo. Como por exemplo, o uso de
tetrahidrofurano (THF) na solubilizagdo do composto (Deguchi et al., 2001;
Fortner et al., 2005), tolueno e ultra-som (Andrievsky et al, 1995) e
polivinilpirrolidona (PVP) em presenga de cloroformio e tolueno (Yamakoshi et
al., 1994). Ja para preparar o Cgo em agua pura, ndo sao encontradas tantas
metodologias cientificas disponiveis. O método mais utilizado consiste na
solubilizacdo do Cgy em agua ultra pura sob agitacdo constante durante dois
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meses (Oberdorster ef al., 2006) e também ha a metodologia onde o Cgg foi
solubilizado igualmente em agua ultra pura, sob agitacdo constante por 2 a 4
semanas a uma temperatura de 40 °C (Lyon et al., 2006).

Para determinar a concentragcdo da suspensado aquosa de n-Cgp €
necessario primeiro extrair o analito da matriz. A literatura nos mostra dois tipos
de metodologias utilizadas, a extragao liquido-liquido (ELL) (Deguchi et al., 2001;
Fortner et al., 2005; Lyon et al., 2006; Xia et al., 2006; Bouchard & Ma, 2008) e a
extracdo em fase sélida (EFS) (Bouchard & Ma, 2008; Chen et al., 2008; Wang
et al., 2010), as quais foram testadas nesse trabalho e comparadas com uma
terceira técnica de extra¢do, a microextragdo dispersiva liquido-liquido (MEDLL),
a qual é inédita para aplicacdo neste analito. Portanto, ainda nao existe
metodologia validada utilizando MEDLL.

3.3.1 Extracao liquido-liquido

Extracao liquido-liquido (ELL), ou “Liquid-liquid extraction” (LLE) como
€ conhecida em inglés, é uma técnica considerada classica na preparagao de
amostras. Tem sido muito utilizada em diversas analises devido sua simplicidade
e sua versatilidade no uso de solventes. Essa metodologia consiste na migracéo
do soluto entre duas fases imisciveis (organica e aquosa) e a sua eficiéncia
depende da afinidade do soluto pelo solvente extrator, pois como ja diz o nome,
€ 0 solvente que vai extrair 0 soluto da solugcdo. Sendo assim, o soluto tem que
ser totalmente solGvel no solvente e nao pode haver miscibilidade entre as fases,
porque se houver fica dificil de extrair o soluto, podendo assim mascarar os
resultados (Queiroz et al., 2001).

Apesar da técnica de ELL ainda ser muito utilizada, apresenta
algumas limitagbes quando comparadas com outras técnicas mais atuais, como
envolver a manipulagdo do analito varias vezes, ou seja, sd0 necessarias no
minimo duas ou mais extracbes para uma boa recuperacdo do analito. Isso
corresponde a um consumo de solvente maior e um tempo de andlise maior
também. Outro fator limitante da técnica é que a ELL ndo permite automatizagao.
As amostras sdo extraidas uma por vez, dificultando o trabalho principalmente
para um grande numero de amostras (Lancas, 2004).

Na literatura, o método de ELL é o mais citado para a extracdo do n-
Ceo de suspensdes aquosas. Xia et al. (2006) extraiu 2 mL de amostra com 4,5
mL de tolueno e depois separou as fases por centrifugacdo. O extrato foi
evaporado sob fluxo de N, até a secura e apo6s ressuspenso em 200 pL de
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tolueno e sonificado por 5 min para posterior analise por CLAE/UV-Vis. O autor
relata a dificuldade da extracdo de particulas n-Cgy da fase aquosa, salienta
ainda a importancia de desestabilizar as particulas na fase aquosa com um
potente oxidante como o perclorato de magnésio Mg(ClO,). com concentracao
superior a 10 mmol L' e um eletrélito como o cloreto de potassio (KCl) para
ajudar na extracdo do solvente. Deguchi et al. (2001) procedeu a extragédo de 1
mL de dispersdo aquosa de n-Cgo com 2 mL de tolueno e 1 mL de cloreto de
sbédio (NaCl) 2 %. A mistura foi sonificada por varios minutos € mantida no
escuro para a separacao das fases. Fortner et al. (2005) misturou 1 volume de
suspensdo aquosa de n-Cgo a 2/5 volumes de Mg(Cl,0), a 0,1 mol L™ e extraiu
com 1 volume de tolueno. Depois de levado ao freezer para a separagdo das
fases, o extrato foi coletado e analisado por CLAE UV-Vis. Lyon et al. (2006)
extraiu 2mL da suspensdo de n-Cgo com 2 mL de tolueno e 1mL de Mg(CIlO,). a
uma concentracdo de 100 mmol L. Bouchard & Ma (2008) adicionou 100 pL de
Mg(ClO4)2 1 mol L' e 1 mL de tolueno a 1 mL de suspensdo de n-Ce. Apds
agitacdo da mistura e descanso para a separacao das fases, foi retirada uma
aliquota. Este procedimento foi repetido por 3 vezes e analisado por CLAE/UV-
Vis. Oberdorster et al. (2006) misturou 2 volumes do oxidante Mg(ClO,). com
concentracdo de 0,1 mol L' a 1 volume de amostra, agitou vigorosamente e
adicionou 1 volume de tolueno. A mistura foi centrifugada para separar as fases
e o extrato coletado e analisado por CLAE UV-Vis.

3.3.2 Extracado em fase solida

A extracdo de fase soélida (EFS), também conhecida pela nomeclatura
em inglés de “Solid Phase Extraction” (SPE), é uma técnica de extracdo que
consiste na passagem da amostra (analito) por um sélido adsorvente (fase sélida
ou sorvente) que se encontra imobilizado num cartucho, sendo capaz de reter
(sorver) o analito de interesse. Os principios de extracdo da EFS e ELL séo
semelhantes, ambos envolvem a particdo do analito de interesse entre duas
fases imisciveis. Apds a etapa inicial de sor¢do, o analito é extraido (eluido) por
um solvente organico que possua maior afinidade pelo analito do que a fase
sélida. Os mecanismos de retencao e eluicdo dos analitos da fase sélida ocorrem
através das forgas intermoleculares que interagem entre o analito e a superficie
da fase sdlida (Faria, 2004).

A escolha do sorvente na EFS depende da natureza quimica da

matriz € dos analitos de interesse, da concentracdo € massa molecular dos
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analitos, da presenca de interferentes e impurezas (Langas, 2004). Ainda,
segundo este autor, os analitos sdo divididos em soluveis em solventes
organicos e sollveis em agua, e a partir dessa divisdo, de acordo com as
caracteristicas quimicas de cada um, € escolhida uma fase sélida de adsorcéo.
As mais comuns utilizadas sao a “fase normal” (NP — normal phase), onde a fase
sblida é normalmente mais polar que o solvente; e a “fase reversa” (RP —
reversed phase), onde o solvente € mais polar que a fase sélida. A escolha do
tipo de cartucho a ser empregado na extracdo considera o volume e a massa da
fase estacionaria e depende de vaérios fatores, entre os quais o volume da
amostra a ser extraida, a massa do composto de interesse presente na amostra,
os interferentes (grau de contaminagdo) e a complexidade da matriz (Langas,
2004). A selecao do solvente de eluigdo é outro critério que requer atencao e sua
escolha é determinada pela polaridade relativa do solvente em relagao a fase
solida escolhida e o analito de interesse (Langas, 2004).

O procedimento da EFS ocorre em varias etapas, primeiro com a
ativacido e condicionamento do sorvente, seguindo pela percolacdo da amostra,
depois lavagem do cartucho para eliminagédo de interferentes e, por ultimo, a
eluicdo do analito. A ativagdo e condicionamento do sorvente sdo necessarios,
pois é através da ativacdo da fase sélida com um solvente orgénico miscivel em
agua que aumenta a superficie disponivel dessa fase para a interagdo com o
analito. Posteriormente, condiciona-se o sorvente com agua para deslocar o
solvente e ocupar o espaco entre as moléculas organicas da fase sélida
solvatada, evitando assim a formacdo de canais preferenciais (Queiroz et al.,
2001; Lancgas, 2004). Se nao fizer a ativagdo do sorvente, também ocorre a
formacdo de caminhos preferenciais, pois as moléculas organicas nao se
acomodam € a agua acaba passando por sitios mais hidrofilicos. Como
consequéncia ndo acorre a retencdo do analito pelo sorvente por ndo haver um
contato efetivo entre as fases (Pedroso, 2007).

Na literatura sdo encontrados poucos procedimentos de extracdo de
n-Cgo por EFS. S&o eles:

- 0 cartucho de EFS foi condicionado com 3 mL de metanol e depois 3
mL de agua duplamente deionizada, sendo adicionado 3 mL de Mg(ClO4). 1 mol
L™ a 30 mL de suspensio n-Cg € passado pelo cartucho a uma vazio de 10 mL
min™. Apds, o cartucho foi lavado com 2 mL de agua duplamente deionizada e 1
mL de metanol, sendo eluido com 2 mL de tolueno para posterior andlise por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (Bouchard & Ma, 2008);
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- 0 cartucho foi condicionado com 5 mL de tolueno, 5 mL de
acetonitrila e 5 mL de agua ultra pura, sendo que 1 L de amostra aquosa de n-
Ceo foi percolada pelo cartucho a um fluxo de 10 mL min™'. Posteriormente, o
cartucho foi lavado com 5 mL de 4gua ultra pura e colocado para secar por uma
hora sob fluxo de nitrogénio, sendo eluido com 15 mL de tolueno e pré-
concentrado a 1 mL sob fluxo suave de nitrogénio para posterior analise (Chen et
al., 2008);

- o cartucho de EFS foi condicionado com 10 mL de metanol e 10 mL
de agua ultra pura, sendo passado 1L de suspensao aquosa de n-Cgo a um fluxo
de 6 mL min™", depois rinsado com 10 mL de agua ultra pura e 10 mL de metanol.
O analito foi eluido com 10 mL de tolueno, sendo pré-concentrado a 0,5 mL sob
fluxo de nitrogénio, avolumado a 1 mL com tolueno e filtrado com membrana de

0,45 um para posterior andlise (Wang et al., 2010).

3.3.3 Microextracao dispersiva liquido-liquido

Microextragdo Dispersiva Liquido-Liquido (MEDLL), ou em inglés
Dispersive Liquid-Liquid Microextration (DLLME), tem como principio basico a
disperséo de um solvente extrator (imiscivel em agua) com um solvente
dispersor (miscivel tanto em agua quanto no solvente extrator) dentro da matriz
aquosa, proporcionando um alto grau de contato entre o analito de interesse e 0
solvente de extracdo (Birjandi et al., 2008). A metodologia ou técnica de MEDLL
consiste na injegdo, por seringa, de uma mistura do solvente extrator e do
solvente dispersor em uma amostra aquosa no qual se deseja extrair o analito de
interesse (Liang et al., 2008). Quando essa mistura € adicionada de forma rapida
a amostra, certa turbidez aparece devido a formacdo de micro goticulas do
solvente extrator dispersas na matriz aquosa (Garcia-Lopes et al., 2007). Essas
goticulas dispersas sdo o ponto chave no processo de extracdo, pois é através
da grande area interfacial formada devido a dispersao, que a transferéncia de
massa entre as fases (aquosa com o analito de interesse e o solvente extrator) é
facilitada, fazendo com que o estado de equilibrio seja alcancado rapidamente
(Pena-Pereira et al., 2009). Ap6s a extracdo, o procedimento de separacao é
feito por centrifugacdo para posterior determinacdo da fase sedimentada, no
fundo do frasco, podendo ser por métodos espectrométricos ou cromatograficos
(Rezaee et al., 2006). Segundo Birjandi et al. (2008) essa técnica oferece
inUmeras vantagens sobre os métodos de extragdo convencionais, analisando

sob ponto de vista ambiental e econémico, como uma opera¢cao mais rapida e de
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facil manipulacdo e também dispensa o uso de grandes quantidades de
solventes. Pode-se dizer que a utilizagcdo de poucos microlitros do solvente
extrator é suficiente, cerca de 1 - 3 % do volume total da mistura de extracao
(Garcia-Lopes et al., 2007). Essa técnica foi desenvolvida para a extracao de
compostos organicos de matrizes aquosas (Daneshfar et al., 2009), mas também
€ bem comum utiliza-la para determinar contaminantes organicos em nivel de
traco e ions metalicos em amostras ambientais (Liang et al., 2008). Na literatura
consultada, até agora, nao foi localizado nenhum procedimento de extracédo do n-
Ceso de matriz aquosa por MEDLL.

3.4 Analise cromatografica do Cg

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses
componentes em duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria (Fase Estacionaria - FE), enquanto a outra se move
através dela (Fase Mével - FM). Durante a passagem da FM sobre a FE, os
componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada
um deles é seletivamente retido pela FE, o que resulta em migracdes diferentes
desses componentes. Entre os varios tipos de cromatografia encontra-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou em inglés High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), chamada assim devido sua caracteristica mais
importante, que é a elevada eficiéncia atingida na separacao (Collins et al.,
2007).

Para garantir a eficiéncia da andlise cromatografica, alguns pontos
devem ser levados em consideracdo, como por exemplo, a escolha da coluna e
do solvente. Em relacdo a coluna observa-se o material de recheio (FE), sua
escolha depende das caracteristicas fisico-quimicas do analito de interesse. Na
cromatografia liquida, a dimensao das particulas da FE (variam entre 1,5 — 10
um) e o comprimento da coluna (varia entre 3 — 30 cm) também sdo importantes
fatores a serem observados, pois interferem diretamente na eficiéncia da coluna
(Lancas, 2009). Em relacdo ao solvente empregado na FM, devem-se observar
trés critérios para sua selegdo: suas caracteristicas fisico-quimicas, sua forca
cromatografica e sua seletividade. Dentre as caracteristicas fisico-quimicas da
FM deve compreender um alto grau de pureza, dissolucdo da amostra sem
decompor seus componentes e ndo ser miscivel na fase estacionaria. A forca

cromatografica da FM é determinada pela polaridade do solvente, ou seja, o tipo
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de interacao (ligagdo quimica) dos componentes da amostra com o solvente. E,
por fim, a seletividade esta relacionada a solubilidade dos componentes da
amostra em solventes com polaridades semelhantes. A escolha da FM adequada
€ uma tarefa dificil, porém imprescindivel para um bom resultado (Collins et al.,
2007).

A escolha do detector, que é a ferramenta que vai dar a resposta da
andlise, é outro fator importante. Algumas das caracteristicas desejadas ao
escolher um detector sdo: sensibilidade, seletividade, linearidade e estabilidade
(Cass. & Degani, 2001). Varias configuracdes cromatograficas sdo empregadas
na andlise de Cgo por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando o detector
UV-Vis. As principais condicfes descritas na literatura s&o apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢des cromatograficas para analise do Cgo por CLAE/ UV-Vis encontrados na

literatura
Coluna FM
A
Trabalho tipo tamanho particula solvente  composicdo vazao (nm)
(mm) (mL min’”)
Bouchard .
tolueno/
& Ma, COS@ES" 12’06)‘ NI ueno 80:20 13 333
(2008) ; acetonitrila
TKS —
Deguchi et GEL g
al.(2001) oDS NI NI n-hexano NI NI 350
125T

Deye et YMC 5 pm, hexano/ .
al(2008) ODS-A  190%® 425k isopropanol 0% e N
Fortner et
al.(Fortner  Cosmosil 250 x

etal, PYE 46 NI tolueno NI 1,0 336

2005)

Xia et Pect  150x  5um, toluenof 60:40 NI 333
al.(2006) cis 3,9 300 A acetonitrila '

FM: Fase moével; NI: Nao Informado

3.5 Validacao do método

Para que um método analitico seja utilizado em uma pesquisa
cientifica, € necessario que primeiramente passe por um processo chamado de
validacdo. Validar uma metodologia nada mais é que assegurar que as
informacdes geradas sobre uma amostra, mediante o emprego de um método,
atendam todos os requisitos especificos, regulamentados por um 6érgao
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competente, garantindo a idoneidade e veracidade dessas informagdes. Um
processo de validagdo bem desenvolvido e documentado oferece aos 6rgéos
competentes a clara evidéncia que o método é confiavel, exeqlivel, exato e
preciso, confirmando assim que seu emprego é adequado para 0 usO que se
propde (Ribani et al., 2004).

Orgaos como a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria),
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagcdo e Qualidade
Industrial), ICH (International Conference on Harmonization), |UPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) e ISO (International Standard
Organization) exigem o processo de validacdo de métodos para garantir a
qualidade dos resultados (Ribani et al., 2004).

4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes

Para o desenvolvimento desse trabalho foi utilizado: - fulereno Ceo
com 99 % de pureza, adquirido da SES Research (www.sesres.com;

Houston/TX); - acetonitrila e tolueno, ambos padrao CLAE (JT Baker®); ; - cloreto
de sédio (JT Baker®); - agua Milli-Q (obtida em sistema de purificagdo de agua
marca Millipore®); - cartucho para EFS C18 500 mg, 6 mL, AccuBond" (51 um, 60
A?) (Agilent Technologies).

4.2 Limpeza Vidraria

Os cuidados com a limpeza do material garantem a auséncia de
interferentes que possam prejudicar as analises. O processo de limpeza pode ser
feito através de lavagem e rinsagem com solventes ou de calcinacdo. Toda a
vidraria e objetos utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho foram
lavados com uma solugdo de detergente anidnico alcalino Detertec® (5%, v/v)
(Vetec), sendo imersos nesta solugcdo por 12 a 24 h. Depois de enxaguados
abundantemente em agua corrente, foram entdo imersos em solu¢do de acido
nitrico (5%, v/v) por 12 a 24 h, sendo posteriormente lavados em agua corrente,
e secos em estufa com circulagéo forgcada de ar (35 °C). Com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, a vidraria foi rinsada uma vez com acetona P.A., seguido de duas
rinsadas com n-hexano. Apds secagem por evaporacdo do solvente sob
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temperatura ambiente, a vidraria foi acondicionada em papel aluminio

previamente calcinado para posterior utilizacao.

4.3 Descarte Residuos

Esta sendo desenvolvido por essa Universidade um programa de
tratamento de residuos, ao qual consiste em uma unidade de tratamento e
disposicao final dos residuos quimicos gerados. Enquanto esse projeto encontra-
se em fase de implantagao, os residuos gerados nesse estudo foram coletados e
separados em frascos, rotulados e armazenados em local apropriado.

4.4 Suspensoes aquosas de n-Cg

As suspensdes aqguosas foram preparadas pesando 100 mg de Cgo €
adicionando a 1 L de agua ultra pura, sendo mantidas sob agitacao constante e
exposicao a luz artificial por um tempo de até dois meses (Figura 2) (Oberdorster
et al.,, 2006). Os erlenmeyers onde estavam as suspensdes durante o preparo
foram vedados com parafilm (Pechinery Plastic Packaging) e papel aluminio para
evitar a evaporacdo da agua. Foram preparadas 6 suspensdes, sendo 3 com
aquecimento (50 °C) e as restantes deixadas a temperatura ambiente (= 20 °C)
(Tabela 3). A cada 15 dias foram coletados aproximadamente 150 mL de cada
suspensado, homogeneizadas e analisadas. Cada aliquota foi filtrada em
membrana filtrante de nylon com malha de 0,45 um, (Figura 3) (Deguchi et al.,
2001) e estocada em vidro &mbar a temperatura ambiente até a analise.
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Figura 2: Preparo das suspensdes de n-Cg, com aquecimento (50°C) e sem aquecimento

(= 20°C)

(fotos da esquerda e direita, respectivamente)

Tabela 3 — Amostras das suspensdes aquosas de n-Cgy com (CA) e sem aquecimento (SA):

Sem Aquecimento

Com Aquecimento

Suspensao Identificagdo Amostras Suspensdo  Identificacdo Amostras
1 SA15d_1 1 CA15d_1
2 SA_15d SA15d_2 2 CA_15d CA15d_2
3 SA15d_3 3 CA15d_3
1 SA30d_1 1 CA30d_1
2 SA_30d SA30d_2 2 CA_30d CA30d_2
3 SA30d_3 3 CA30d_3
1 SA45d_1 1 CA45d_1
2 SA_45d SA45d_2 2 CA_45d CA45d_2
3 SA45d_3 3 CA45d_3
1 SA60d_1 1 CA60d_1
2 SA_60d SA60d_2 2 CA_se0d CA60d_2

SA60d_3 3 CA60d_3
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Figura 3: Sistema utilizado na filtragdo das suspensdes de n-Cg

4.5 Solucoes de trabalho

Os ensaios de validagdo da metodologia foram realizados com agua
ultra pura, obtida em sistema Milli-Q® a uma resistividade de 18.2 MQ c¢cm™'. Para
isso, a agua foi fortificada em diferentes niveis com uma solu¢do analitica
destinada para os ensaios de recuperacao.

A solugdo analitica para a fortificagdo em agua nos ensaios de
recuperacao foi preparada pesando uma massa de 05 mg de Cg €
solubilizando-a em 2 mL de tolueno. Esta solugao foi transferida para um baldo
volumétrico de 100 mL, que foi avolumado com acetonitrila padrdo CLAE para
obter uma concentracdo nominal de 5000 ng mL™" de Cg. Dessa solucéo foram
preparadas diluicbes em acetonitrila nas concentracdes de 150, 300 e 1500 ng
mL". Somente ap6s a confirmacdo da sua concentragdo por CLAE/UV-Vis, as
solugdes foram aplicadas nos ensaios de recuperacao.

A solucdo padréo estoque foi preparada contendo 50000 ng mL™ de
Ceo dissolvido em tolueno padrdo CLAE, armazenada em vidro envolto com
papel aluminio e estocada no escuro. A solugdo padrdo estoque teve a sua
concentragdo ajustada em razédo da evaporagao do solvente através do controle
de pesagem antes e depois de cada utilizacdo. A partir dessa solugado foram
preparadas diluigdes nas concentragdes de 10000 e 25000 ng mL" para o
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preparo da curva analitica nos pontos 150; 300; 500; 750; 1000; 1500; 2000;
2500; 3000; 3500; 4000 e 4500 ng L™ em tolueno.

4.6 Teste e otimizacao das metodologias de extracao

4.6.1 Meétodo ELL

O procedimento de extragéo liquido-liquido foi testado com base na
metodologia descrita em Chen et al. (2008), onde 50 mL de amostra fortificadas
a 5 ng mL" com a solugéo analitica foram misturados em um funil de extracéo
com 10 gramas de NaCl e 10 mL de tolueno, agitados manualmente por 5
minutos e coletado o extrato. Esse procedimento repetiu-se por mais duas vezes
com 5 mL de tolueno cada. Apéds, as fragdes coletadas foram evaporadas a 100
uL sob fluxo suave de nitrogénio (N») e analisadas por CLAE/UV-Vis. Os ensaios
foram realizados em triplicata (n = 3) e os resultados foram expressos em
percentual de recuperacgéo (% recuperacao) (Equacao 1) e desvio padrao relativo
(RSD %) (Equagéo 2).

%I Recuperacdo = M-IOO
teorico
Equacgéao 1: Célculo do % de recuperagéo
(Lancas, 2009)

A)

RSD (%) ou CV (%) = -100

média
Equacgao 2: Célculo do desvio padrao relativo
(Ribani et al., 2004)

4.6.2 Método EFS

O procedimento de extragdo em fase soélida também foi otimizado
com base na metodologia descrita em Chen ef al. (2008), onde 50 mL de
amostra foram fortificadas a 5 ng mL™" com a solugdo analitica. Este volume foi
passado através do cartucho de extracdo do sistema de EFS por gravidade
(Figura 4). Os cartuchos de 6 mL contendo 500 mg do adsorvente C18 (silica
modificada com hidrocarboneto linear C18, octadecilsilano) foram previamente
ativados e condicionados com 5 mL de tolueno, 5 mL de acetonitrila e 5 mL de
agua ultra pura. Ap6s o procedimento, os cartuchos foram secos por 1 hora sob



21

fluxo suave de nitrogénio. O analito foi eluido com 15 mL de tolueno padrao
CLAE e evaporado sob fluxo suave de nitrogénio até o volume final de 100 uL
(Figura 5). O extrato pré-concentrado foi analisado por CLAE/UV-Vis. Esse
método de extracdo foi testado com a adigdo de NaCl 20 % sob o volume da
amostra, semelhante ao método ELL, e sem a adicdo do sal. As analises foram
realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos em % recuperagao
(Equacgao 1) e RSD % (Equagao 2).

Figura 4: Sistema de extragao de fase solida (EFS)

4.6.3 Método MEDLL

O procedimento de microextracdo dispersiva liquido-liquido foi
realizado da seguinte forma: a mistura de solventes extrator-dispersor foi
adicionada com auxilio de uma seringa em 5 mL de amostra (agua fortificada
com a solugdo analitica a 5 ng mL™). Ap6s, foi centrifugado por 5 minutos a 3000
rpm e, em seguida, foi coletada a fase sedimentada, que foi evaporada até a
secura sob fluxo suave de nitrogénio, sendo ressuspenso em 100 uL de tolueno
para posterior analise por CLAE/UV-Vis.
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Figura 5: Concentragdo dos extratos utilizando o fluxo de nitrogénio

4.6.3.1 Escolha do solvente extrator

Para realizar os testes do solvente extrator que melhor se aplicaria a
técnica de MEDLL para as suspensodes de n-Cg foram selecionados os solventes
tetracloroetileno (C.Cl,), 1,2-diclorobenzeno (C¢H4Cl,) e tetracloreto de carbono
(CCly), pois estes apresentavam densidade maior que a da agua e também
devido o analito apresentar solubilidade nestes solventes. As densidades e
solubilidade dos solventes em agua e a solubilidade do Cgy nos solventes estao
descritas na Tabela 4. Para a escolha do solvente extrator foram utilizados um
volume de 100 pL para cada solvente e 1500 puL de acetonitrila (ACN) para 5 mL
de amostra fortificada a 5 ng mL™".

Tabela 4 — Densidade e solubilidade dos solventes em agua e solubilidade do Cgy nos

solventes
Densidade Solubilidade Solubilidade do Cg
Solvente 4 . A A
(gmL™) (emaguagl™) (nos solventes g mL"™)
C,Cl, 1,621 0,171 1,202
CgH.4Cl, 1,311 0,15 0,032
CCl, 1,591 0,80 0,322

' Caldas et al (2010); 2 Ruoff et al (1993)
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4.6.3.2 Escolha do solvente dispersor

Acetona, ACN e metanol foram escolhidos para os testes de escolha
do solvente dispersor devido a solubilidade em agua e miscibilidade com o
solvente extrator. O volume utilizado dos dispersores foi de 1500 uL de cada
solvente para 100 L do extrator.

4.6.3.3 Escolha do volume do solvente extrator

A escolha do melhor volume para a extragao se deu fixando o volume
do dispersor em 1500 pL e variando o volume do extrator em 20 pL no intervalo
de (60 a 150 pL).

4.6.3.4 Escolha do volume do solvente dispersor

A escolha do melhor volume do solvente dispersor se deu variando o
volume do dispersor em 0,5 mL no intervalo de (0,5 a 3,5 mL).

4.6.3.5 Avaliagdo da adicdo de NaCl e Mg(CIO,). na amostra

Alguns autores revelam a importancia da adicao de um eletrélito para
facilitar a extragdo do n-Cgo da matriz aquosa devido a forte estabilidade dos
agregados ocasionada por sua carga negativa. Na literatura encontra-se 0 uso
do Mg(ClQO,). (Fortner et al., 2005; Lyon et al., 2006; Oberdorster et al., 2006; Xia
et al., 2006; Bouchard & Ma, 2008) e do NaCl (Deguchi et al., 2001; Chen et al.,
2008; Wang et al., 2010). Com o objetivo de avaliar qual eletrélito responde com
melhor eficiéncia de extragao, foi testado a adicdo de NaCl (0,5 e 1%) sob o
volume de amostra e 50 e 100 pL de Mg(ClO4)» 1 mol L.

4.7 Otimizacao do sistema cromatografico

Para garantir um bom procedimento de validacdo de um método
analitico & necessario antes assegurar que todo o sistema selecionado para o
desenvolvimento do processo de andlise esteja apto a fornecer resultados
precisos e exatos (Paschoal et al., 2008). Para isso, é possivel usar como
ferramentas para avaliar a conformidade do sistema alguns parametros
cromatograficos como, por exemplo: nimero de pratos teéricos (N), fator de
retengdo (k), resolucdo (Rs), fator de assimetria (As). Nesse trabalho o
parametro avaliado foi o fator de retengéo.

O fator de retencédo € determinado pela razdo dos tempos que as
moléculas permanecem na FE (ig) e na FM (tw) (Equagéo 3) (Paschoal et al.,
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2008). Normalmente k é o primeiro parametro cromatografico a ser ajustado. Seu
valor ndo deve ser muito pequeno, pois isso significa que a FM é muito forte e o
soluto tem pouca interacdo com a FE, mas também o valor de k ndo pode ser
muito grande por causar alargamento das bandas, podendo significar uma FM
muito fraca e/ou um soluto com muita afinidade com a FE (Cass. & Degani,

2001).
k= T — Iy — 'y
Ly t'M
Equacgéo 3: Calculo do fator de retencao (k)
(Paschoal et al., 2008)

4.8 Sistema cromatografico para o Cg

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi selecionada para esse
trabalho com base nas caracteristicas do composto e na literatura. Para compor
o sistema cromatografico foi definido o detector UV-Vis, uma coluna
cromatografica de fase reversa e o0s solventes para a composicdo da fase mével
(FM) foram tolueno e acetonitrila (Deguchi et al., 2001; Fortner et al., 2005; Xia et
al., 2006; Bouchard & Ma, 2008; Deye et al., 2008). Porém, a fim de determinar a
configuracdo mais adequada, foram testadas diferentes vazdes e diferentes
misturas entre os solventes da FM (Tabela 5), e a melhor condig¢ao foi escolhida
com base no tempo de retengéo (tgr) e no fator de retencao (k).

Tabela 5 - Pardmetros de otimizagcdo da composi¢ao e vazao da FM

Amostra Tolueno (mL) Acetonitrila(mL) Vazio (mL min™)

1 60 40 0,8
2 60 40 1,0
3 60 40 1,2
4 70 30 0,8
5 70 30 1,0
6 70 30 1,2

Para a escolha do comprimento de onda de maxima absorbéancia, foi
injetada uma solugdo analitica de Cgo @ 2500 ng mL" em um equipamento
CLAE/DAD marca Waters, equipado com bomba quaternaria modelo 600,
detector por arranjo de diodos 2996, sistema de aquisicdo de dados software
Empower PDA e alga de injecado de 20 pL. O monitoramento do comprimento de
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onda de maxima absorbancia ocorreu na faixa entre 200 a 400 nm. Foi utilizado
como fase estacionaria (FE) uma coluna C18 Phenomenex® de 150 mm de
comprimento (4,6 mm d.i.) e particulas de 5 um. Para as analises foi utilizado um
sistema cromatografico composto por bomba binaria Perkin EImer Series 200 LC,
injetor automatico Perkin Elmer Series 225, alca de injecdo de 20 plL, detector
UV-Vis e sistema de aquisicdo de dados e integrador TotalChrom Workstation
6.3.

4.9 Validacao dos métodos

Otimizados os métodos de extracdo das suspensdes de n-Cgo, partiu-
se entdo para a validacao da metodologia de determinacbes cromatograficas. As
figuras de mérito avaliadas nesse trabalho foram: curva analitica e linearidade,
LD e LQ (do instrumento e do método), precisdo (intermediaria e repetitividade) e
exatidao (expresso em percentual (%) de recuperacao).

4.9.1 Curva analitica e linearidade

E a capacidade do método de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em estudo delimitada em uma
determinada faixa de aplicacdo, ou seja, entre o valor superior e inferior do
analito a ser determinado e atendendo os requisitos de precisdo e exatidao
(Swartz & Krull, 1998). A linearidade € expressa por uma equagdo de reta
denominada curva analitica e pode ser medida matematicamente através da
regressao linear (Custodio et al., 1997). A variavel dependente (y) € a resposta
cromatografica (area ou altura do pico), enquanto a variavel independente (x)
expressa a concentracdo. Também pode ser estimado o coeficiente de
correlacdo “r’ que avalia a relacdo entre o sinal e a concentragdo da substancia
de interesse. Quanto mais préximo de 1 for o “r’, menor a dispersao do conjunto
de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados (Ribani et al., 2004). Os valores considerados aceitaveis para o
coeficiente de correlagcdo sao r = 0,98 (ANVISA, 2003) e acima de 0,90
(INMETRO, 20083).

As curvas analiticas foram construidas a partir da solucdo padrao
estoque de 50000 ng mL™ (descrito no item 4.5), nos niveis de 150; 300; 500;
750; 1000; 1500; 2000; 2500; 3000; 3500; 4000 e 4500 ng L injetados em
triplicata. A linearidade do método foi avaliada pelo coeficiente de correlacédo

linear “r”.
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4.9.2 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

Limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo do analito na
amostra, diferente de zero, que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada sob as condi¢gdes estabelecidas (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004;
Paschoal et al., 2008). O LD pode ser calculado de trés maneiras:

Meétodo visual — utiliza adicdo de concentracdo conhecida da
substancia de interesse na matriz, de tal modo que possa distinguir entre ruido e
sinal analitico pela visualizacdo da menor concentracao visivel.

Meétodo sinal-ruido — é feita uma comparagdo entre os sinais de
amostras em baixas concentragdes conhecidas do composto de interesse e um
branco. Assim é estabelecida uma concentragdo minima na qual a substancia
podera ser facilmente detectada. A estimativa do LD podera ser com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base, (ANVISA, 2003), e calculado
conforme a Equacao 4, onde DPa € o desvio padrao do intercepto com o eixo do
“y’, de no minimo 3 curvas de calibragdo, e IC é a inclinacdo da curva de

calibracao.
DPax3
IC

Equacéo 4: Calculo do Limite de Detecgéao
(ANVISA, 2003)

Parametros da curva analitica — o LD pode ser expresso através da relacao

LD =

do coeficiente linear e angular da equagao de regressao multiplicado por 3,3.
O LQ representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode
ser medida utilizando um determinado procedimento experimental (ANVISA,
2003; Ribani et al., 2004; Paschoal et al., 2008). O LQ também pode ser
estimado na relacdo de 10 vezes o ruido da linha de base (ANVISA, 2003),
ou também calculado pela Equagcdo 5, onde DPa é o desvio padrdao do
intercepto com o eixo do Y, de no minimo 3 curvas de calibracdo, e IC € a
inclinagéo da curva de calibragéo.

DPa x10
IC

Equacgéao 5: Célculo do Limite de Quantificagao
(ANVISA, 2003)

LQ =
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O LD e LQ (do equipamento) foram calculados de acordo com as

Equagdes 4 e 5, respectivamente. O desvio padrao do intercepto com o eixo do

“y” (DPa) e a média do coeficiente de inclinagao angular (E) foram calculados
pelo software Microsoft Excel® na funcédo estatistica, para posteriormente serem
aplicados nas equacdes.

O LDy e LQwm (do método) foram calculados da mesma forma, porém

levando em consideragao o fator de concentracao de cada método.

4.9.3 Precisao

Corresponde ao grau de concordancia dos resultados realizados em
testes independentes, de uma mesma amostra, obtidas sob condi¢cdes
estabelecidas. E expressa pela estimativa do desvio padrao (s) (Equacgéo 6), ou
pela estimativa do desvio padrdo relativo (RSD), também conhecido como
coeficiente de variagdo (CV) (Equagao 2) (Thompson et al., 2002). Na Equacéao
6, “Xmedia” representa a média aritmética do numero de medicbes; “X;’ € o valor

individual de uma medicao € “n” € o numero de medigdes.
\/Z (Xl - Xmédia )2
s =
n—1

Equacéao 6: Célculo do desvio padrao
(Ribani et al., 2004)

Segundo Ribani et al. (2004), precisdao é considerada em ftrés
diferentes niveis:

Repetitividade — representa a concordancia entre os resultados de
sucessivas medicoes, de uma mesma amostra em diferentes preparagdes,
utilizando o mesmo método sobre as mesmas condicdes (analista, instrumento,
local) em um curto espaco de tempo. A repetitividade deve proceder sobre nove
determinagdes, cobrindo o limite especificado do procedimento (trés niveis com
trés repeticdes cada).

Precisdo Intermedidria — expressa o efeito das variacbes dentro do
laboratério devido a eventos como diferentes dias de analise, equipamentos,
analistas, dentre outros.

Reprodutibilidade — corresponde aos resultados dos estudos

realizados através da colaboracdo entre laboratérios, ou seja, uma mesma
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amostra exposta a condi¢des diferentes, como: local, analista, equipamentos,
etc.

Para a precisdo, dependendo da complexidade da amostra, em
métodos de andlise de tracos ou impurezas sdo aceitos valores de RSD de até
20 %. Métodos que quantificam compostos em macro quantidades, o RSD deve
ficar entre 1 e 2 % (Ribani et al., 2004).

O estudo da precisao foi realizado, tanto para o equipamento quanto
para o método, com base na repetitividade e na precisado intermediaria. Foram
aplicados trés niveis de concentragdo (150; 300 e 1500 ng mL™) injetados em
triplicata (n = 3) para cada concentracdo. Para a precisdo intermediaria foram
injetados em dias alternados e diferente analista. Os testes de precisdo para o
método foram realizados juntamente com os ensaios de recuperagdo. Os
resultados foram expressos em desvio padrao relativo, (% RSD,) para
repetitividade e (% RSDy) para a precisgo intermediaria, calculados através da
Equacéo 2.

49.4 Exatidao

E a proximidade entre os resultados obtidos pelo método em estudo
em relagdo a um valor aceito como verdadeiro, usando um procedimento
experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes (Thompson et al.,
2002). Podem ser obtidos através de material de referéncia certificado (CRM),
por comparacdo de métodos ou ensaios de recuperacdo. Neste Ultimo, os

resultados sdo expressos em percentual de recuperagdo (Equagdo 1), onde

Cexperimene € @ concentracdo obtida e C

oo € @ concentracdo fortificada, e
determinados utilizando trés niveis de concentragcao diferentes, contemplando a
faixa linear da curva analitica. O resultado obtido ndo deve exceder em 15 %
(ANVISA, 2003).

Os testes de recuperacao foram realizados com 3 niveis diferentes da
solucdo analitica para a fortificacdo, preparadas para os ensaios de recuperacao
(descrita no item 4.5), adicionadas nas amostras em branco (item 4.5) no inicio
do procedimento. Aliquotas de agua ultra pura foram fortificadas a 150; 300 e
1500 ng mL™" independentemente e submetidas aos procedimentos de extracdo
(ELL, EFS e MEDLL) otimizados e analisadas posteriormente por CLAE/UV-Vis,
em ftriplicata. Os resultados foram expressos em percentual de recuperacao,

calculados de acordo com a Equacgéo 1.
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4.10 Analise das suspensoes de n-Cg

Uma vez validados e otimizados os métodos de extragcdo, com base
em amostra de &gua ultra pura fortificadas com a solugcdo analitica para
fortificacdo contendo Cgp, € 0 método cromatografico, as suspensdes de Cgo
foram entdo quantificadas. As suspensodes preparadas com aquecimento (CA) e
sem aquecimento (SA) e coletas a cada 15 dias (conforme descrito na Tabela 3)
foram processadas por EFS, ELL e por MEDLL, para o comparativo das técnicas.

4.11 Caracterizacao das suspensoes de n-Cg

A caracterizagao fisica das suspensdes de n-Cg foi realizada no
laboratério Nano do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Foi utilizado um microscépio de Forga Atdmica do tipo Varredura
por Sonda (MVS), modelo MultiMode Nanoscope IV - Veeco Instruments (Santa
Barbara, CA) (Figura 6).

Figura 6: Microscopio de Forga Atémica

O microscopio é composto basicamente por uma sonda que se move
linearmente escaneando a superficie de interesse nas diregcdes planas x, y e z.
Essa sonda é acoplada a uma ponteira (cantilever) que esta fixa a um suporte.
Entre a sonda e a superficie da amostra existem interagoes, e a forga resultante
destas interagdes faz com que o cantilever (de 100 a 200 mm de comprimento)

se aproxime ou se afaste gerando deflexdes.
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Na parte superior ao suporte, que prende a sonda, existe uma
superficie espelhada que reflete a luz de um feixe de laser, que em seguida
passa através de uma lente e incide sobre um fotodetector, cujo sinal de saida é
recolhida por um amplificador diferencial, medindo as variacées de posicao e da
intensidade da luz produzidas pelas deflexdes do cantilever. Assim, 0s
movimentos nanométricos podem ser detectados, gerando sinais elétricos que
sdo armazenadas e processados por um computador e convertidos em imagem
topograficas tridimensionais da superficie do material em resolucao atdbmica.

As suspensdes caracterizadas no microscopio de Forca Atémica
foram as aliquotas de 60 dias sem aquecimento (SA_60d) e 60 dias com
aquecimento aliquota (CA_60d). Uma gota de cada suspensao foi pingada na
superficie de analise (mica) e evaporada até a secura em uma chapa com
aquecimento. Depois essa superficie com a amostra devidamente isenta de agua
foi acoplada no microscépio para proceder a analise.

4.12 Analise estatistica

A diferenga das médias dos resultados referentes ao efeito da
temperatura em relagdo a concentragdo da suspensao de n-Cgo € a eficiéncia
dos métodos de extracdo (ELL, EFS e MEDLL) foi avaliada através do teste ndo
paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido por um teste a posteriori Mann-Whitney.
Para todos os testes adotou-se um nivel de significancia de 0,05 (95% de
confianga). Os resultados estdo expressos em média e intervalo de confianga (95
%) (Zar J.H., 1984).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao das metodologias de extracao

5.1.1 Meétodo ELL

Os resultados de recuperagdo e desvio padrao relativo dos testes
para o método ELL com amostras de &gua ultra pura fortificadas na
concentracdo de 5 ng mL" estdo apresentados na Tabela 6. As recuperagdes
dos testes ficaram entre 70,90 a 89,13 % e 0,07 a 1,69 para % RSD (n = 3),
demonstrando assim estarem dentro dos limites recomendados de 70 a 120 %
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(Ribani et al., 2004), podendo desta forma o método ser reproduzidos com
confiabilidade.

Tabela 6 — Resultados obtidos para o teste do método ELL

Mét((:‘c:;)E LL % Recuperacao % RSD
Amostra 1 73,68 0,07
Amostra 2 70,90 1,69
Amostra 3 89,13 0,71

5.1.2 Meétodo EFS

Os resultados de recuperagao e desvio padrao relativo dos testes de
otimizacdo do método para EFS com amostras de agua ultra pura fortificadas na
concentracdo de 5 ng mL "' com e sem adicdo de NaCl estdo apresentados na
Tabela 7. As recuperacgoes utilizando 20% de NaCl ficaram entre 96,33 e 100,70
% € 0 RSD % entre 0,74 e 2,06, enquanto que sem NaCl as recuperacoes
ficaram entre 72,04 e 88,24 % e o RSD % entre 0,67 e 1,64. Os valores de
recuperacao obtidos com a adicdo de NaCl se apresentaram melhores e com
uma boa margem de diferenca em relacao aqueles que nao receberam o sal,
indicando uma melhor eficiéncia da técnica EFS em conjunto com a adigéo do
NaCl.

Tabela 7 - Resultados obtidos para a otimizagédo do método EFS

Método EFS % Recuperacgao % RSD % Recuperagdao % RSD

(n=3) ¢/ 20 % NaCl ¢/ 20 % NaCl s/ NaCl s/ NaCl
Amostra 1 96,33 0,74 88,24 1,13
Amostra 2 100,70 0,66 72,04 1,64
Amostra 3 100,23 2,06 82,04 0,67

Uma justificativa para a maior eficiéncia quando da adi¢ao de NaCl é
que as cargas negativas das suspensdes de n-Cgo S&0 as responsaveis pela
estabilidade que a molécula apresenta (Fortner et al., 2005). A repulsdo entre as
cargas acaba dificultando o particionamento do analito em solventes orgéanicos
como o tolueno, reduzindo assim a eficiéncia da extragcdo observada nas
suspensdes de n-Cg (Bouchard & Ma, 2008; Chen et al., 2008; Hyung & Kim,
2009; Wang et al., 2010). A adicao do NaCl causa a desestabilizacdo do
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agregado que ocorre a partir da alteragéo da forga idnica do meio. O eletrolito
diminui a atmosfera ibnica entre as particulas de n-Cgo permitindo assim que elas
se aproximem antes que a repulsao eletrostatica se torne significativa (Harris,

2001), facilitando a agédo do solvente.
5.1.3 Meétodo MEDLL

5.1.3.1 Escolha do solvente extrator

Os resultados dos testes com os solventes C.Cls, C¢H4Clo e CCly a
partir de uma amostra fortificada a 5 ng mL" estdo expressos em % de
recuperacao e desvio padrao relativo (%RSD) (Figura 7). O solvente extrator que
apresentou maior eficiéncia foi o C.Cl, (69,19%). Esse resultado pode ser
atribuido a maior solubilidade do Cgo nesse solvente (0,17 g L'1) e também a sua
densidade (1,62 g mL") que é relativamente maior que os outros 2 solventes
testados. Com base nessas informagdes o solvente tetracloroetileno (C.Cly) foi

escolhido como solvente extrator.

69,19%
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70- 58,55%
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ccCl, CoHACl C,Cl,
Solvente Extrator

Figura 7: Percentual de recuperagao (média + desvio padrao) utilizando diferentes solventes
extratores para MEDLL nas suspensoes de n-Cg (N=3)

5.1.3.2 Escolha do solvente dispersor

Os solventes acetonitrila, metanol e acetona foram testados como
solvente dispersor. A ACN foi o que apresentou o melhor resultado (69,19%),
sendo selecionado como solvente dispersor para o método. Os resultados estao

expressos em % de recuperacao e desvio padrao relativo (RSD%) (Figura 8).



33

) 69,19%
80 —_ 62,31%
70 - S

60 4 53,32% T

50 -
40 -+
30 o

% Recuperacao

7%4

ACN Meb H Ace;ona
Solvente Dispersor

Figura 8: Percentual de recuperagao (média * desvio padrao) utilizando diferentes solventes
dispersores para MEDLL nas suspensoes de n-Cgq (N=3)

5.1.3.3 Escolha do volume do solvente extrator

Para o teste do volume de solvente extrator foi fixado um volume de
1500 pL de acetonitrila (solvente dispersor) e aplicado diferentes volumes de
(CoCly), variando entre 60 e 150 uL (Figura 9). O volume que apresentou o

melhor % de recuperacéao (55,58%) foi o de 100 pL.
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Figura 9: Percentual de recuperagao (média * desvio padrao) utilizando diferentes volumes
do solvente extrator para MEDLL nas suspensoes de n-Cgy (n=3)
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5.1.3.4 Escolha do volume do solvente dispersor

Para o teste do volume de solvente dispersor foi fixado um volume de
100 uL de C.Cl, e aplicado diferentes volumes de acetonitrila em um intervalo de
500 a 3500 pL (Figura 10). Os resultados estao expressos em % de recuperacao
e desvio padrao relativo (RSD %). Os volumes de 2000 e 2500 uL apresentaram
valores semelhantes de recuperacdo, sendo escolhido o menor volume (2000 L)
para aplicagdo no método pela menor geragdo de residuo e de economia de

solvente.
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Figura 10: Percentual de recuperagao (média + desvio padrao) utilizando diferentes volumes
do solvente dispersor para MEDLL nas suspensodes de n-Cg (N=3)

5.1.3.5  Avaliacdo da adicdo de NaCl e Mg(CIO,), na amostra
Foi avaliado a eficiéncia da extracdo com a adigdo dos eletrolitos NaCl e
Mg(ClO4), € sem a adicdo de nenhum modificador. Os resultados estao

expressos em % de recuperagao e desvio padréo relativo (RSD %) (Figura 11).
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Figura 11: Percentual de recuperacédo (média + desvio padrao) utilizando diferentes
modificadores (NaCl e Mg(ClO,).) na extragao das suspensdes de n-Cgy.
Mg(ClO,), - 1 mol L'"; NaCl: percentual de sal sob o volume de amostra (5mL) (n=3)

O experimento com 1% NaCl foi o que apresentou melhor
recuperacao (Figura 11). Essa constatacdo € consistente com o trabalho de
Bouchard & Ma (2008), onde os autores descreveram que a eficiéncia da
extracdo do Cgo em presenca de NaCl foi maior quando comparada com o a
adicao de Mg(ClO,).. A alteragdo da forga i6nica do meio ocasionado pela adi¢cdo
de NaCl foi mais eficaz, provocando uma maior reducao de carga na particula. A
particdo do analito para o solvente é mais facilitada, quando comparado aos
efeitos oxidativos ocasionados pelo Mg(ClO,)., ao qual depende do nivel de

oxidacdo dos compostos para realizar o mesmo desempenho.

5.2 Otimizacao do sistema cromatografico

O espectro de varredura entre 200 e 400 nm obtido para uma solucéo
padrdo de Cgo a 2500 ng mL™ é apresentado na Figura 12. A maior absorbancia
para o Cgo foi obtida no comprimento de onda de 332,7 nm, sendo esse o

escolhido para a quantificagao do fulereno.
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Figura 12: Espectro da varredura da solugéo analitica de 2500 ng mL™" de Cg, obtido por
CLAE/DAD

Os resultados obtidos para os testes de escolha da composicao e
vazao da FM estdo descritos na Tabela 8. As condigbes de operacado da FM no
sistema cromatografico foram escolhidas de acordo com o valor do parametro
fator de retencdo. Os testes foram realizados com uma solugcdo padrdo na
concentracdo de 2500 ng mL" de Cgo.

Tabela 8 - Condigdes testadas para definir a composigao e vazao da FM

Prop. Solvente TemPo Vazio T, T Fator c{e

Tolueno/ACN Corrida 4 . i Retencao
(%viv) (min) (mL min™) (min) (min) (K)
60/40 15 0,8 2,30 6,50 1,82
60/40 10 1,0 2,17 5,60 1,58
60/40 6 1,2 1,94 4,60 1,37
70/30 15 0,8 1,98 5,25 1,65
70/30 10 1,0 1,87 4,10 1,19
70/30 6 1,2 1,58 3,07 0,94

Os valores de tg nos experimentos para averiguar a melhor condigao
da FM no sistema cromatografico para analise do Cgg foram muito préximos e,
por consequéncia, os valores de k também (Tabela 8). A melhor condicdo
determinada foi a de 60% tolueno / 40% acetonitrila (v/v) e uma vazao de 0,8 mL
min™. Essa condigdo foi a que apresentou o melhor fator de retencéo (k = 1,82),
indicando assim uma boa interacdo entre o analito a FM e a FE. Desta forma, as
melhores condi¢cbes de trabalho foram incorporadas a metodologia analitica,
sendo que as condi¢des cromatograficas utilizadas para andlise dos extratos das
suspensodes de n-Cgg estio especificadas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Condi¢des cromatograficas para andlise das suspensdes de n-Cgq

Parametros Condigoes
C18 Phenomenex® (150x 4,6 mm d.i.)

Coluna particulas 5pm
Fase Movel Tolueno/Acetonitrila 60/40 (% v/v)
Vazao (mL min™) 0,8
Volume de Amostra (pL) 20
Comprimento de Onda (nm) 332,7

5.3 Validacao dos métodos

5.3.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos
resultados em fungédo da concentracao, ou entdo calculada por regressao linear.
O coeficiente de correlacao linear é freqlientemente usado para indicar a
linearidade (INMETRO, 2011), e o valor minimo aceitavel é r = 0,98 (ANVISA,
2003). Nesse trabalho, a linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlagao
linear, a partir das 3 curvas construidas, onde foram obtidos valores acima de
0,99, indicando a homogeneidade dos pontos e comprovando assim a
linearidade do método (Tabela 10). Entretanto, mesmo com comprovagdo da
linearidade observou-se através da variagao entre os coeficientes angulares das
equacobes das retas que a resposta do aparelho no terceiro dia variou em relacédo
ao 12 e 2° dia de andlise. Isso pode ter sido ocasionado devido a variagdo na
concentracdo dos padrdes pela evaporacdo do solvente, pois 0s mesmos séo
injetados automaticamente e ficam no carrossel de amostragem até o momento
da injecdo. Sendo assim, um ponto médio da curva analitica sempre € injetado
entre um conjunto de 10 amostras. Caso haja variacdo maior do que 5 % da
concentracao real do padrao analitico quantificado, uma nova curva analitica é
preparada e analisada nas mesmas condi¢des de analise as quais as amostras
s&0 submetidas.

Tabela 10 — Curvas analiticas obtidas na faixa linear de trabalho de
150 a 4500 ng mL”

Equacao da reta r Observacoes
y= 17688x + 780,63 0,9966 12 dia
y= 14987x — 980,11 0,9989 2° dia

y= 12924x + 519,51 0,9995 3¢ dia
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53.2 LDelQ

Os LD e o LQ (do instrumento) foram calculados a partir da equacao
das 3 curvas de calibragdo (Tabela 10), (Equacgéo 4), (Equagéao 5). J4 para a
determinagao dos LDy e LQy (do método) foram calculados da mesma forma,
porém levando em consideragdo o fator de pré-concentragdo (FC) dos métodos
otimizados, que foram de 500 vezes para a ELL e EFS e 50 vezes para a MEDLL
(Tabela 11). Tanto os LD e o LQ (do instrumento) quanto os LDy e LQw (do
método) foram confirmados analiticamente.

Tabela 11 — LD e LQ (instrumento) e LDy e LQy (método) (ng mL™") calculado com base em 3
curvas de calibragéao

3 — Instrumento Métodos
E(?:?egtzo DPa’ IC 2 (n 4 -
gmL™) (ng mL™)
v ;gg%%x ELLS EFS? MEDLL*
LD = 40 LDy =0,08 LDy=0,08 LDy=0,8
y=14987X " 539864 1519967
— 980,11 ’ ’
LQ = 150 LQu=0,3 LQu=03 LQu=30
y=12924x
+519,51

' Desvio padrdo do intercepto com o eixo dos “y”; 2 Inclinacéo da curva de calibragéo

3L evando em consideracdo um fator de concentracédo de 500 vezes; * Levando em consideragdo um FC de 50 vezes

Os resultados de LD (40 ng mL™") e LQ (150 ng mL™"), e LDy (EFS e
ELL: 0,08 ng mL"; MEDLL: 0,8 ng mL") e LQu (EFS e ELL: 0,3 ng mL"; MEDLL:
3 ng mL™") considerando o fator de concentragdo (FC) dos métodos (ELL e EFS
de 500 vezes; e MEDLL de 50 vezes) obtidos nesse estudo comprovam a
sensibilidade e aplicabilidade do método, tendo se mostrado mais sensiveis que
outros resultados apresentados na literatura (Tabela 12).
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Tabela 12 - Comparagéo de alguns resultados encontrados na literatura para a quantificagao de n-Cgo em matriz aquosa

Método Instrumento/ Faixa de trabalho LD i Preparo n-Cg, Tempo i

Extracao Detector (ng mL'1) % Rec. (ng mL™) Matriz com solvente agitacao Referencias
ELL CLAE UV/Vis NI* 94 a 100 0,34 Agua ultra pura sim NI* Xia et al.(2006)
ELL CL/EM 0,5a1,5 93+7 0,40 Agua doce NI* NI* Isaacson et al.(2007)
ELL  CLAE/DAD NI* 84+115 0,86 Asgﬁasefr‘gfzg;se nao 13dias  Bouchard & Ma (2008)
ELL CL/EM 1600 a 16000 39+2 2,8 Agua ultra pura sim NI* Chen et al.(2008)
ELL CLAE UV/Vis 20 a 60 89a99+2 3,0-4,0 Agua ultra pura sim NI* Wang et al.(2010)
ELL CLAE UV/Vis 150 a 4500 72,3 a85,6 0,08 Agua ultra pura nao 15-60 dias Este estudo
EFS CLAE/ DAD NI* 95 0,75 Agua ultra pura nao 13 dias Bouchard & Ma (2008)
EFS CL/EM 0,5a5 39+29 0,30 Agua ultra pura sim NI* Chen et al.(2008)
EFS CLAE UV/Vis 150 a 4500 86,10 a 115,5 0,08 Agua ultra pura nao 15-60 dias Presente estudo

* NI: Nao Indicado, CL: Cromatografia Liquida, EM:

Espectrofotometria de massa
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5.3.3 Precisao

Os resultados dos ensaios de precisdo (intermediaria - % RSD, e
repetitividade - % RSD,) estdo apresentados na Tabela 13. Os ensaios de preciséo
do instrumento apresentaram valores de repetitividade (% RSD,) variando entre
0,69 e 3,29% e de precisao intermediaria (% RSDy;) entre 0,57 e 3,55%.

Tabela 13 — Resultados dos ensaios de precisao (média * desvio padrao) obtidos para o
instrumento e os distintos métodos (n = 3)

Concentracgdo Instrumento ELL EFS MEDLL

-1
(ngmLY) | %RSD,) (%RSD,) (%RSD,) (%RSD,) (%RSD,) (%RSD,) (%RSD,) (%RSD,)
329+ 0,57+ 3,59+ 4,03+ 150+ 046 2,10+ 1,65%

150

1,44 1,40 1,41 1,41 1,41 1,40 1,42 1,42

300 0,69+ 3,55+ 6,45+ 0,76+ 0,98+ 1,64+ 2,05+ 1,88+
1,36 1,38 1,35 1,31 1,35 1,32 1,32 1,35

+ + + + + + + +

3000 0,93+ 1,30+ 1,10+ 0,90+ 2,73+ 1,25+ 1,28+ 0,20+

0,10 0,32 0,29 0,06 0,13 0,14 0,80 0,86

Considerando a precisao dos métodos, para a ELL os valores de %
RSD, ficaram entre 1,10+0,29 a 6,45+1,35% e entre 0,76%1,31 e 4,03+1,41% para
a % RSDy,. Para a EFS, os valores ficaram entre 0,98+1,35 a 2,73+00,13% para a
% RSD, e 0,46+1,40 a 1,64+1,32% para a % RSD,. Na MEDLL, os resultados
ficaram entre 1,28+0,80 a 2,10+1,42% para a RSD, e 0,20+0,86 a 1,88+1,35%
para a RSD. Os trés métodos de extragdo (ELL, EFS e MEDLL) apresentaram
resultados semelhantes para a precisdo (tanto repetitividade como intermediaria).
Na ELL, entretanto, ha dificuldades operacionais na coleta do extrato e a
possibilidade de retengdo de particulas do extrato nas paredes do funil de
separagao, pois 0 extrator (tolueno) ao entrar em contato com a matriz (agua)
forma uma camada gordurosa nas paredes do funil, propiciando a perda de uma
pequena parte do extrato. Apesar disso, os resultados obtidos para a ELL estao
dentro dos limites aceitaveis, conforme literatura que recomenda um valor de RSD
< 20 % quando se trabalha em nivel de tragco ou com amostras complexas
(INMETRO, 2003; ANVISA, 2003; Ribani et al, 2004), como o caso das
suspensodes de fulereno, onde o comportamento varia de acordo com o tamanho

dos agregados.
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5.3.4 Exatidao
Os testes para a exatidao foram expressos em % de recuperagao e
desvio padrdo e estdo apresentados na Tabela 14. Os resultados obtidos estdo
dentro da faixa aceitavel que é de 70 a 120 % (INMETRO, 2003; Ribani et al.,

2004; Langas, 2009), indicando que os métodos sao confiaveis.

Tabela 14 — Dados dos ensaios de exatidao (média + desvio padrédo) obtidos para os distintos
métodos (n=3)

C°(r:;e"mtlr_i‘°;é° Métodos
ELL EFS MEDLL
150 723+11,08 1155£7,08 106,93 £5,12
300 856+1813 1067%423 111,44 %891
3000 766+10,13  86,1%6,16 87,88 + 4,41

5.4 Caracterizacao fisicas das suspensoes de n-Cg

As imagens da caracterizacao fisica, por microscopia atbmica tipo
varredura por sonda (MVS), das suspensdes de n-Cg preparadas sem
aquecimento (SA_60d) e com aquecimento (CA_60d) apds 60 dias de agitacao
sdo apresentadas nas Figura 13 e Figura 14, respectivamente. As dimensbes
fisicas das particulas de n-Cg nas solugdes analisadas mostraram que a
suspensao sem aquecimento (SA_60d) formou agregados maiores, com tamanhos
entre 17,1 e 76,7 nm (média de ~ 46,9 + 29,8 nm). Ja para a suspensao com
aquecimento (CA_60d), o tamanho dos agregados ficou entre 3,9 e 31,3 nm
(média de ~ 17,6 £ 13,7 nm). Essa diferenca se explica, pois a aplicagdo da
temperatura permitiu uma maior desordem dos ions presentes na suspensao,
alterando a forga atrativa entre as moléculas de Cgo € as moléculas de agua. Ao
modificar o equilibrio das forcas de interacdo entre 0 Cgp Na suspensao aquosa as
moléculas modificam seu modo de aglomerar, formando agregados de formas e
tamanhos diferentes, sendo que essas alteracGes sdo ocasionadas por varidveis
como natureza do solvente e temperatura (Nakanishi et al., 2005). O tamanho dos
agregados formados nas suspensdes aquosas de n-Cgy sd0 também influenciados
por fatores como a concentracao inicial do composto na suspensao, o volume de
agua e a velocidade e o tempo de agitagédo da suspensdo (Duncan et al., 2008; Xie
et al., 2008).
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Figura 13: Imagem da caracterizagdo por microscopia atémica tipo varredura por sonda da
suspensao de n-Cg preparadas sem aquecimento por 60 dias de agitagao (SA_60d)
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Figura 14: Imagem da caracterizagao por microscopia atémica tipo varredura por sonda da
suspensao de n-Cg preparadas com aquecimento por 60 dias de agitagdo CA_60d

Segundo a literatura, diferentes tempos séo utilizados no preparo das
suspensdes aquosas (2 semanas a varios meses), bem como o tamanho dos
agregados de GCgo variam em razdo de diferentes fatores de preparo (ex.:
temperatura, agitacdo, massa de Cgo, €tc.) (Fortner et al., 2005) (Bouchard & Ma,
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2008). Em uma suspensao de n-Cg sem aquecimento com agitacdo por duas
semanas, Dhawan et al (2006) encontraram agregados com tamanho médio de
178 nm; Kim et al (2010) encontraram agregados com tamanho médio de 370,4
nm em suspensdes de n-Cgp sem aquecimento com 4 semanas de agitacao;
Oberdorster et al (2006), com uma suspensao de n-Cgo preparada com 2 meses de
agitacdo sem aquecimento, obteve agregados entre 10 e 200 nm; Zhu et al (2008)
obtiveram agregados com tamanho entre 65 e 517 nm em suspensdes preparadas
com aquecimento (40 °C) e agitadas pelo periodo de 2 a 4 semanas; e, Lyon et al
(2006) obtiveram agregados com tamanho entre 30 a 100 nm com uma suspensao
preparada a 40 °C e agitacdo de 2 a 4 semanas. Porém, nenhum dos autores fez a
comparacao do tamanho dos agregados em relacdo a temperatura com base em
suspensodes produzidas nas mesmas condigdes (de quantidade de massa de Cgo
adicionada a suspensao, volume de agua e velocidade de agitagao), como foram
as apresentadas nesse estudo.

O tamanho dos agregados de n-Cgo € um fator determinante em relagao
ao seu comportamento, visto que pode desempenhar um papel importante sobre a
toxicidade. Devido a possibilidade de particdo desses agregados em membranas
celulares e seu transporte através do corpo humano/animal estar relacionado com
0 seu tamanho (Chen et al., 2008). Lyon et al (2008) ressalta que 0 Cgo tem forte
atividade antibacteriana e que a intensidade dessa atividade esta relacionada com
o tamanho do agregado de modo inversamente proporcional, ou seja, agregados

de menor tamanho apresentam um nivel maior de atividade antibacteriana.

5.5 Andlise das suspensoes de n-Cg

Os métodos otimizados foram aplicados na analise das suspensdes
aquosas de n-Cg descritas anteriormente na Tabela 3. Os resultados na integra
estdo apresentados no Anexo 1 para o método ELL e no Anexo 2 para o método
EFS. Entretanto, nao foi possivel concluir as analises por MEDLL, pois embora o
método tenha respondido com niveis satisfatérios quando avaliado perante as
figuras de mérito para as amostras fortificadas, se comportou de forma diferente
quando avaliado frente as amostras das suspensfes aquosas de n-Cg.
Basicamente a relacdo sinal/ruido foi muito baixa, sendo impossivel detectar a
presenga do composto. O cromatograma referente a essa analise pode ser
observado no Anexo 3. Porém, como foi comprovada a presenca de Cgo nas
suspensodes pelas outras duas técnicas (EFS e ELL) (Anexo 4), presume-se que
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seria indispensavel fazer uma curva de trabalho, uma vez que a MEDLL é uma
técnica de equilibrio. Os pontos determinados em uma curva de trabalho seriam
fortificados na matriz e passariam por todo o processo de extracdo. Somente
entdo, com esses resultados, seria possivel avaliar a técnica MEDLL para o
composto Ceo.

5.5.1 Efeito do tempo, temperatura e método analitico

A média das concentragbes das suspensdes preparadas por diferentes
tempos de agitagdo, com aquecimento (CA) e extraidas por EFS foi 1,15 ng mL"
(ap6s 15 dias de agitagdo), 1,18 ng mL™ (30 dias), 1,25 ng mL™" (45 dias) e 1,00 ng
mL" (60 dias) (Figura 15). A andlise estatistica indicou que ndo houve diferenca
significativa nas concentracbes médias das suspensdes preparadas com
aquecimento (CA) e extraidas por EFS ap6s 15 dias em relacdo aos demais
tempos de agitacado (30,45 e 60 dias). Entretanto, foi observada diferenca nos
tempos de 30 e 45 dias em relagéo aos 60 dias (Tabela 15).

a,b,c a,b
a,b

1,54

-
o
1

Concentragdo ng mL &
o
(3]
1

o
o
1

15 30 45 60
Tempo de amostragem (dias)

Figura 15: Média (zintervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgo nas suspensoes
preparadas com aquecimento (CA) e extraidas por EFS (n=3).

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05).
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Tabela 15 — Andlise estatistica referente aos dados analiticos das suspensdes de n-Cg
preparadas com aquecimento (CA) em relagao ao tempo de preparo e aos métodos de
extragcdo EFS e ELL

EFS ELL
Tempo 30 dias 45 dias 60 dias 30 dias 45 dias 60 dias
15 _ =p _ 15 =p P =P
dias  “PO8)  goaaz P08 Gias  (00927) (00004  (1,0000)
30 =p 30 £p =p
dias 2161y PO g (0,0004)  (0,2505)
45 45 £p
dias #p(0,0378) | jins (0,0243)

Na suspensao preparada com aquecimento (CA) e extraida por ELL, a
média das concentragdes das aliquotas coletadas apos 15 dias de agitacao foi de
0,74 ng mL™", apds 30 dias de 0,81 ng mL", apés 45 dias de 0,41 ng mL" e ap6s
60 dias de 0,70 ng mL" (Figura 16) A andlise estatistica demonstrou que nao
houve diferenga significativa das concentracdes médias das suspensdes com
aquecimento por ELL apds 15 dias de agitacdo quando comparadas aos tempos
de 30 e 60 dias (Tabela 15). Entretanto, foi observada uma reducgao significativa da
média na aliquota coletada apés 45 dias. Neste caso, acredita-se que houve um
problema amostral referente a essa aliquota, ocasionando assim uma interferéncia
no resultado final das andlises.

Concentragdao ng mL .

15 30 45 60
Tempo de amostragem (dias)

Figura 16: Média (zintervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgy nas suspensoes
preparadas com aquecimento (CA) e extraidas por ELL (n=3).
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05).
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A média das concentracbes das suspensdes preparadas sem
aquecimento (SA) e extraidas por EFS foi de 1,46 ng mL" apés 15 dias de
agitacdo, de 1,54 ng mL™" apés 30 dias, de 1,59 ng mL™ apds 45 dias e de 1,63 ng
mL" ap6s 60 dias (Figura 17). A andlise estatistica das médias das concentracdes
das suspensoées indicou diferenga significativa somente no tempo de 15 dias em
relacdo aos demais tempos (30, 45 e 60 dias) (Tabela 16).

b
E. == T

Concentragiao ng mL 4
o
©
1

0,0 T T 1 Ll
15 30 45 60

Tempo de amostragem (dias)

Figura 17: Média (+ intervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgy nas suspensdes
preparadas sem aquecimento (SA) e extraidas por EFS (n=3).
Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 16 - Analise estatistica referente aos dados analiticos das suspensées de n-Cg
preparadas sem aquecimento (SA) em relagéo ao tempo de preparo e aos métodos de
extragdo EFS e ELL

EFS ELL
Tempo 30 dias 45 dias 60 dias 30 dias 45 dias 60 dias
15 #p #p #p 15 =p =p =p
dias (0,0416) (<0,0001)  (<0,0001) dias (0,5922)  (0,7675) (0,3884)
30 =p =p 30 =p #p
dias (0,2157) (0,0512) dias (0,0756) (0,0004)
45 =p 45 #p
dias (0,0921) dias (0,0212)

A concentracdo média das aliquotas das suspensdes de n-Cg
preparada sem aquecimento (SA) e extraida por ELL foi de 0,38 ng mL™" apés 15
dias de agitacéo, de 0,32 ng mL™" apés 30 dias, de 0,37 ng mL apés 45 dias e de
0,43 ng mL" apdés 60 dias (Figura 18). A andlise estatistica das médias das
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concentracoes das suspensdes no tempo de 15 dias ndo apresentou nenhuma
diferenca significativa em relagdo aos demais tempos (30,45 e 60 dias), sendo
constatada diferenca significativa somente no tempo de 30 e 45 dias em relacéo
aos 60 dias (Tabela 16).

054 a,b,c a,c
va a,b I
0,34
0,2-

0,11

Concentragdo ng mL “1

0,0 T T T 1
15 30 45 60

Tempo de amostragem (dias)

Figura 18: Média (+ intervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgy nas suspensdes
preparadas sem aquecimento (SA) e extraidas por ELL (n=3).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Em relacdo a concentracdo das suspensoes preparadas em fungado da
temperatura (Tabela 17) observou-se diferenga significativa entre todas as
concentracoes médias das aliquotas sem (SA) e com (CA) aquecimento coletadas
aos 15, 30, 45 e 60 dias e extraidas por EFS (Figura 19). As concentracdes das
suspensbdes sem aquecimento foi significativamente maior que as suspensodes
preparadas com aquecimento para a EFS. Nas suspensdes analisadas por ELL
também houve diferenga significativa quando submetidas a andlise estatistica das
concentracoes médias das aliquotas coletadas aos 15, 30 e 60 dias (Figura 20),
porém neste caso as concentracées das suspensdes preparadas SA foram
menores do que as com aquecimento (CA). Isso pode ser justificado em razao da
suspensao preparada com aquecimento (CA) formar agregados de menor
tamanho e o seu particionamento entre a fase aquosa e organica pode ter sido
favorecido, aumentando assim a eficiéncia de extracdo pela técnica de ELL em
relacdo as suspensdes preparadas sem aquecimento (SA), que formam agregados
maiores.
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Tabela 17 - Analise estatistica referente aos dados analiticos das suspensées de n-Cg
preparadas por diferentes tempos e analisadas por EFS e ELL em relagdo a temperatura (sem
(SA) e com (CA) aguecimento)

SAxCA EFS ELL
15dias | #p(0,0431)  #p (0,0004)
30dias | #p(0,0004)  #p (0,0004)
45dias | #p (<0,0001) =p (0,1702)
60 dias | #p (0,0004)  #p (0,0431)
2,0-
. * * SA

*

= = M CA

—_ ==
1,0
0.5 I
0.0
15 30 45 60

Tempo de amostragem (dias)

Concentragdo ng mL .

Figura 19: Média (x intervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgo nas suspensdes
preparadas sem (SA) e com aquecimento (CA) e analisadas por EFS (n=3).
A presenga do asterisco indica diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) da suspensao
SA em relagdo a CA na mesma escala temporal.
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Figura 20: Média (+ intervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgy nas suspensoes
preparadas sem (SA) e com aquecimento (CA) e analisadas por ELL (n=3).
O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) da suspensdo SA em
relacdo a CA na mesma escala temporal.

Ao comparar a eficiéncia dos métodos de extragao por ELL e EFS para
ambos os tratamentos, sem aquecimento (Figura 21) e com aquecimento (Figura
22), observa-se que todas as concentracbes médias obtidas (nos tempos de 15,
30, 45 e 60 dias) nas analises por EFS foram significativamente maiores do que as
obtidas utilizando a ELL (Tabela 18). Foi observado que a temperatura interferiu na
formacao e consequente tamanho dos agregados de n-Cgo. A EFS foi considerada
a técnica mais eficiente para a determinacdo da concentracdo das suspensoes de
n-Ceo, independente do tratamento aplicado (com ou sem temperatura). Estes
resultados encontrados estdo de acordo com os dados encontrados na literatura,
que apontam a EFS como uma técnica mais eficiente para a andlise de Cgo
(Bouchard & Ma, 2008; Chen et al., 2008; Wang et al., 2010). Além de uma maior
eficiéncia, a EFS apresentou também um melhor desempenho em relagdo ao
desenvolvimento do processo, pois a possibilidade de processar varias amostras
ao mesmo tempo foi relevante no desenvolvimento desse trabalho. Entretanto,
cabe ressaltar que apesar da EFS ter sido considerada a melhor das técnicas
testadas para a extracdo do Cgp em matriz aquosa e sendo essa uma técnica
bastante precisa, ndo é possivel garantir que os valores obtidos sejam exatos, pois
é fato que nenhuma das demais técnicas testadas confirmou as concentragdes
medidas por EFS.
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Figura 21: Média (+ intervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgy nas suspensodes
preparadas sem aquecimento (SA) e analisadas por ELL e EFS (n=3).

O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) em relagao as técnicas na
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Figura 22: Média (+ intervalo de confianga 95%) das concentragdes de n-Cgy nas suspensdes
preparadas com aquecimento (CA) e analisadas por ELL e EFS (n=3).
O asterisco indica diferenga estatisticamente significativa (p <0,05) em relagao as técnicas na

mesma escala temporal.

Tabela 18 - Analise estatistica referente aos dados analiticos das suspensdes de n-Cg

preparadas por diferentes tempos e temperatura em relagdo aos métodos de extracdo

EFS x ELL SA CA
15dias | #p (0,0004)  #p (0,0419)
30dias | #p (0,0004)  #p (0,0004)
45dias | #p (<0,0001)  #p (0,0004)
60 dias | #p (0,0004)  #p (0,0036)
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5.6 Integracado dos parametros avaliados

E interessante a diferenca de comportamento das suspensdes de n-Ceo
em relagcédo as analises feitas para a validagdo dos métodos. Apesar das solugdes
de Cg se comportarem de forma linear no solvente, apresentando pouca
variabilidade entre as réplicas, 0 mesmo ndo € observado para as suspensdes
preparadas em meio aquoso. Neste caso, as diferengas das concentragdes entre
as réplicas, tanto para as suspensdes de n-Cgo com aquecimento quanto para as
sem aquecimento, acarretou em um intervalo de confianga entre as médias muito
amplo. Essa alta variabilidade dos resultados pode ser explicada pela baixa
solubilidade do Cgyp em agua, pois em contato com agua o composto tende a
formar agregados, constituindo uma suspensao, na qual as moléculas do Cgy Nd0
estdo totalmente dissolvidas no meio, e sim em pequenas particulas (n-Cg). NO
momento em que foram coletadas as aliquotas, por mais homogéneas que
estivessem as particulas na suspensdo, a distribuicdo dos agregados nao é
totalmente uniforme (Junior & Varanda, 1999). Essa informagao foi confirmada por
Bouchard & Ma (2008), que observaram que a massa de fulereno presente no
agregado de n-Cgo varia muito e depende do seu tamanho. Consequentemente,
seu tamanho e forma de agregacéao dependem do modo de preparo da suspenséo,
como por exemplo, a taxa de adicdo de agua na suspensao define diretamente o
tamanho do agregado formado (Fortner et al., 2005). Outro fator que contribui para
essa diferenca € que a concentracdo de agregados em relagdo a molécula de Cgo
em suspensao é baixa, indicando que pouco fulereno é incorporado aos agregados
(Hyung & Kim, 2009). Portanto, a variacdo do tamanho dos agregados, a diferenca
de massa presente em cada um e a ndao homogeneidade das particulas na
suspensao podem justificar essa variagcao observada nos resultados obtidos.

A variavel temperatura aplicada no preparo das suspensdes aquosas
de n-Cgo mostrou ser um parametro importante a ser considerado. A aplicacao de
uma temperatura mais elevada no preparo das suspensdes aquosas € relevante
no processo de agregacgao das particulas de n-Cg, reduzindo significativamente o
tamanho dos agregados. Da mesma forma, uma temperatura mais elevada no
preparo das suspensdées aquosas também ocasionou uma diminuicdo na
concentracao final medida nestas suspensdes, seja por uma real diminuicdo na
solubilidade do Cgo, seja pela influéncia do tamanho das particulas. Isso foi
confirmado pela técnica de extracao de fase sélida (EFS), a qual foi considerada a
melhor dentre as técnicas de extragado testadas. Fortner et al (2005) e Bouchard &
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Ma (2008) ja haviam relatado que varidveis como temperatura e velocidade de
agitacdo podem ocasionar diferencas na formacao dos agregados de n-Cgo. Lyon
et al (2006) também afirmam que suspensdes preparadas considerando diferentes
variaveis (solvente, temperatura e agitacdo) podem ocasionar discrepancia na
determinacdo da concentragdo. Apesar disso, estes resultados ndo podem ser
considerados conclusivos, pois ndo esta claro que os estudos foram realizados sob
as mesmas condicées experimentais. Portanto, o fato do presente estudo haver
sido realizado sob as mesmas condicbes de preparagcdo de suspensoes,
processamento das amostras e métodos analiticos confirma que a temperatura
exerce influéncia no tamanho dos agregados e na concentracao de n-Cgo das

suspensdes aquosas analisadas.
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6. CONCLUSOES

1. A extracao de fase sélida (EFS) foi a técnica de extracao e pré-concentracdo que
apresentou a melhor eficiéncia dentre os métodos testados para a analise das
suspensodes aquosas de n-Cgp;

2. Apesar de terem apresentado valores aceitaveis para as figuras de mérito
avaliadas com solugdes padrao de Cqo em solvente, os métodos de extragao e pré-
concentragdo por ELL e MEDLL nao responderam de forma satisfatéria quando
aplicadas as suspensotes aquosas de n-Cegp;

3. A temperatura aplicada na preparagdo das suspensbes aquosas se mostrou
relevante no processo de agregagdo das particulas de n-Cgo, reduzindo
significativamente o tamanho dos agregados, o que pode modificar o seu
comportamento e comprometer os resultados de estudos toxicolégicos e
ambientais;

4. A aplicagdo de uma temperatura mais elevada no preparo das suspensdes
aquosas também ocasionou uma diminuicdo na concentracao final medida nestas
suspensdes, seja por uma real diminuicdo na solubilidade do Cg, ou pela
influéncia do tamanho das particulas nas técnicas empregadas na sua analise;

5. Como o tempo ndo influenciou significativamente na concentracdo final
recomenda-se que as suspensdes aquosas de n-Cg Sejam preparadas sem
aguecimento por um periodo de agitacao entre 30 e 45 dias.

7. RECOMENDACOES FUTURAS

1. Complementar os estudos de validagdo do método MEDLL através da avaliagao
das respostas analiticas do Cgg em curvas de trabalho preparadas na matriz aquosa;
2. Avaliar as caracteristicas fisicas (dimensdes) e a estabilidade (potencial zeta) dos
agregados formados, a fim de confirmar se a reducdo do tempo de preparo de 60
para 30-45 dias realmente ndo influencia nas caracteristicas das suspensées
aquosas de n-Cego;

3. Avaliar a influéncia do efeito matriz nas anélises de diferentes matrizes ambientais
(sedimento e biota);

4. Comprovar se a reducdo do tamanho dos agregados formados durante o preparo

das suspensdes aquosas com aquecimento influencia na toxicidade do Cep;
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5. Otimizar e validar um método para a analise de fulereno Cgo em matriz bioldgica,
visando confirmar os niveis deste composto nos tecidos de organismos expostos

durante estudos ecotoxicolégicos.
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Anexo 1 - Concentragdes (ng mL™) das suspensdes de Cq, determinadas por ELL

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

ng L}D [Iméd. DP ng [nlﬂ_q [ ] méd. DP g [n]“__1 [Iméd. DP
SA_ELL15d_1A 0,26 SA_ELL15d_2A 0,46 SA_ELL15d_3A -
SA_ELL15d_1B 0,32 0,28 0,03 SA_ELL15d_2B 0,44 0,46 0,02  SA_ELL15d_3B - - -
SA_ELL15d_1C 0,27 SA_ELL15d_2C 0,47 SA_ELL15d_3C -
SA_ELL30d_1A 0,33 SA_ELL30d_2A 0,31 SA_ELL30d_3A 0,32
SA_ELL30d_1B 0,31 0,33 0,01 SA_ELL30d_2B 0,33 0,31 0,01 SA_ELL30d_3B 0,33 033 0,02
SA_ELL30d_1C 0,34 SA_ELL30d_2C 0,31 SA_ELL30d_3C 0,35
SA_ELL45d_1A 0,32 SA_ELL45d_2A 0,40 SA_ELL45d_3A 0,43
SA_ELL45d_1B 0,30 0,31 0,01 SA_ELL45d_2B 0,38 0,38 0,02  SA_ELL45d 3B 0,39 041 0,02
SA_ELL45d_1C 0,32 SA_ELL45d_2C 0,37 SA_ELL45d_3C 0,42
SA_ELL60d_1A 0,50 SA_ELL60d_2A 0,45 SA_ELL60d_3A 0,37
SA_ELL60d_1B 0,41 0,45 0,05 SA_ELL60d_2B 0,42 0,45 0,03  SA_ELL60d_3B 0,39 0,39 0,03
SA_ELL60d_1C 0,45 SA_ELL60d_2C 0,49 SA_ELL60d_3C 0,42
CA_ELL15d_1A 0,78 CA_ELL15d_2A 0,69 CA_ELL15d 3A 0,84
CA_ELL15d_1B 0,75 0,79 0,05 CA_ELL15d_2B 0,63 0,64 004 CA ELL15d 3B 0,83 0,79 0,0
CA_ELL15d_1C 0,84 CA_ELL15d_2C 0,61 CA_ELL15d_3C 0,70
CA_ELL30d_1A 0,82 CA_ELL30d_2A 0,80 CA_ELL30d_3A 0,85
CA_ELL30d_1B 0,84 0,81 0,04 CA_ELL30d_2B 0,77 0,81 005 CA_ELL30d 3B 0,81 082 0,02
CA_ELL30d_1C 0,77 CA_ELL30d_2C 0,86 CA_ELL30d 3C 0,82
CA_ELL45d_1A 0,43 CA_ELL45d_2A 0,31 CA_ELL45d_3A 0,45
CA_ELL45d_1B 0,46 0,46 0,02 CA_ELL45d 2B 0,35 0,33 002 CA ELL45d 3B 042 043 0,03
CA_ELL45d_1C 0,48 CA_ELL45d_2C 0,33 CA_ELL45d 3C 0,40
CA_ELL60d_1A 0,88 CA_ELL60d_2A 0,41 CA_ELL60d_3A 0,75
CA_ELL60d_1B 0,96 0,94 0,06 CA_ELL60d_2B 0,37 0,40 0,03 CA ELL60d 3B 0,75 0,75 0,00
CA_ELL60d_1C 0,99 CA_ELL60d_2C 0,43 CA_ELL60d 3C 0,74

61



Anexo 2 - Concentracdes (ng mL™") das suspensdes de Cq, determinadas por EFS

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
L] . [Iméd. DP L] . [Iméd. DP L] § [ 1 méd. DP
ng mL ng mL ng mL
SA_EFS15d_1A 1,45 SA_EFS15d_2A 1,46 SA_EFS15d_3A 1,51
SA_EFS15d_1B 1,50 1,46 0,08 SA_EFS15d_2B 1,4 1,43 0,04 SA EFS15d_3B 1,48 1,49 0,02
SA_EFS15d_1C 1,42 SA_EFS15d_2C 1,43 SA_EFS15d_3C 1,49
SA_EFS30d_1A 1,54 SA_EFS30d_2A 1,46 SA_EFS30d_3A 1,64
SA_EFS30d_1B 1,49 1,51 0,03 SA_EFS30d_2B 1,49 1,46 0,03 SA_EFS30d_3B 1,67 1,65 0,01
SA_EFS30d_1C 1,50 SA_EFS30d_2C 1,44 SA_EFS30d_3C 1,65
SA_EFS45d_1A 1,57 SA_EFS45d_2A 1,58 SA_EFS45d_3A 1,61
SA_EFS45d_1B 1,52 1,53 0,02 SA_EFS45d_2B 1,62 1,60 0,03 SA _EFS45d 3B 1,64 1,63 0,03
SA_EFS45d_1C 1,55 SA_EFS45d_2C 1,60 SA_EFS45d_3C 1,65
SA_EFS60d_1A 1,61 SA_EFS60d_2A 1,68 SA_EFS60d_3A 1,59
SA_EFS60d_1B 1,58 1,60 0,04  SA_EFS60d_2B 1,65 1,67 0,05 SA_EFS60d 3B 1,64 1,63 0,03
SA_EFS60d_1C 1,60 SA_EFS60d_2C 1,67 SA_EFS60d_3C 1,65
CA_EFS15d_1A 3,04 CA_EFS15d_2A 0,69 CA_EFS15d_3A 2,37
CA_EFS15d_1B 3,27 3,19 0,13  CA_EFS15d_2B 0,59 0,61 0,07 CA_EFS15d_3B 2,38 2,40 0,07
CA_EFS15d_1C 3,26 CA_EFS15d_2C 0,56 CA_EFS15d_3C 2,44
CA_EFS30d_1A 1,12 CA_EFS30d_2A 1,22 CA_EFS30d_3A 1,08
CA_EFS30d_1B 1,23 1,20 0,06 CA_EFS30d_2B 1,19 1,25 0,07 CA_EFS30d_3B 1,17 1,08 0,09
CA_EFS30d_1C 1,24 CA_EFS30d_2C 1,23 CA_EFS30d_3C 1,00
CA_EFS45d_1A 1,37 CA_EFS45d_2A 1,31 CA_EFS45d_3A 1,04
CA_EFS45d_1B 1,45 1,36 0,10 CA_EFS45d_2B 1,42 1,38 0,06 CA_EFS45d_3B 0,99 1,01 0,03
CA_EFS45d_1C 1,25 CA_EFS45d_2C 1,40 CA_EFS45d_3C 0,99
CA_EFS60d_1A 1,04 CA_EFS60d_2A 1,01 CA_EFS60d_3A 0,92
CA_EFS60d_1B 1,06 1,06 0,01 CA_EFS60d_2B 1,06 1,05 0,04 CA_EFS60d_3B 0,84 0,90 0,05
CA_EFS60d_1C 1,07 CA_EFS60d_2C 1,08 CA_EFS60d_3C 0,94
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Anexo 3 - Cromatograma da suspensao de Cq, extraida por MEDLL e analisada por CLAE/UV-Vis
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Anexo 4 - Cromatograma comparativo dos métodos de extracao EFS e ELL das suspensoes de
Ceo com branco e matriz analisados por CLAE/UV-Vis
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