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Resumo

Pontos de carbono de Spondias dulcis Parkinson aplicados a determinacédo de &cido

ascorbico em medicamentos

Este trabalho apresenta um novo método fluorimétrico para determinagdo de &cido
ascorbico em medicamentos utilizando pontos de carbono (PCs) e um espectrdmetro
miniaturizado portatil. Os PCs foram sintetizados por carbonizacdo hidrotérmica em fase unica,
empregando o suco Spondias dulcis Parkinson como bioprecursor e etanolamina para dopagem
com nitrigénio (NPCs). As nanoparticulas apresentaram alta fluorescéncia de coloracdo azul
ciano (Amax.emis. = 488 nm) quando expostas a radiacdo ultravioleta (AmAx.exc. = 380 nm), com
rendimento quéntico de 12,0 %. Devido ao efeito de filtro interno, foi evidenciada forte
supressdo da fluorescéncia dos NPCs por ions cromo(V1), recuperada na presenca de acido
ascorbico, decorrente da reducdo a ion cromo(l1l). As medidas quantitativas foram realizadas
com 40 pL da solugéo de trabalho de NPCs e concentragéo de 10 mg L de ion cromo(V1), em
pH 6,9 (solucdo tampao fosfato). Com faixa linear entre 0,5 a 80 mg L™ de acido ascorbico (R2
=0,998), foram calculados os limites de detecgdo e quantificagdo de 0,15 e 0,46 mg L*,
respectivamente. Os resultados da analise de variancia, para um nivel de confianca de 95 %,
evidenciaram que ndo ha falta de ajuste do modelo linear e a regressao € significativa. Uma
recuperacdo de acido ascérbico entre 90,6 e 107 % foi obtida, aceitdvel para analise de
medicamentos. A média dos teores de &cido ascérbico das quatro amostras solidas ficou
préxima dos valores nominais rotulados (500 mg e 1.000 mg), diferentemente das cinco
amostras liquidas, pois todos os resultados calculados ficaram abaixo do valor nominal de 200
mg mL, tanto para o método proposto quanto o de referéncia (161,0 mg mL™ a 170,5 mg mL"

1, evidenciando provavel degradacéo do analito.

Palavras-chave: pontos de carbono; &cido ascdrbico; efeito do filtro interno; fluorescéncia;

medicamentos.



Abstract

Carbon dot from SPONDIAS DULCIS PARKINSON applied to the fluorimetric

determination of ascorbic acid in medicines

This work presents a new fluorimetric method for determination of ascorbic acid in
medicaments using carbon points (PCs) and a portable miniaturized spectrometer. The PCs
were synthesized by hydrothermal carbonization in a single phase, using Spondias dulcis
Parkinson as a bioprecursor and ethanolamine for doping with nitrogen (NPCs). The
nanoparticles showed high cyan blue fluorescence (Amax.emis. = 488 nm) when exposed to
ultraviolet radiation (Amax.exc. = 380 nm), with a quantum yield of 12.0%. Due to the internal
filter effect, strong suppression of the fluorescence of the NPCs by chromium(VI) ions,
recovered in the presence of ascorbic acid, due to the reduction to chromium(lll) ion, was
evidenced. The quantitative measurements were performed with 40 pL of the working solution
of NPCs and concentration of 10 mg L of chromium (V1) ion solution at pH 6.9 (phosphate
buffer solution). With a linear range between 0.50 and 80,0 mg L of ascorbic acid (R2 = 0.998),
the detection and quantification limits of 0.15 and 0.46 mg L™, respectively, were calculated.
The results of the analysis of variance, for a confidence level of 95%, showed that there is no
lack of fit of the linear model and the regression is significant. An ascorbic acid recovery
between 90.6 and 107 % was obtained, acceptable for drug analysis. The average of the ascorbic
acid contents of the four solid samples was close to the nominal values labeled (500 mg and
1,000 mg), differently from the five liquid samples, since all the calculated results were below
the nominal value of 200 mg mL™, both for (161.0 mg mL™ to 170.5 mg mL™), evidencing

probable degradation of the analyte in this presentation form of medicines.

Keywords: carbon dots; ascorbic acid; internal filter effect; fluorescence; medicines.
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1 INTRODUCAO

Os pontos de carbono (PCs) constituem uma classe de materiais nanométricos
luminescentes que foram descobertos em 2004 durante a realizacdo de procedimentos de
purificacdo de nanotubos de carbono (XU et al., 2004). Essas nanoparticulas possuem tamanhos
inferiores a 10 nm e apresentam fotoestabilidade quimica, solubilidade em agua especialmente
quando funcionalizadas, biocompatibilidade, baixa toxicidade e intensa fluorescéncia (YANG
et al., 2018). Estas propriedades demonstram um amplo potencial para diferentes aplicacdes
em bioimagens, biossensores, diagndsticos médicos e fotocatalise (SUN et al., 2017), incluindo
aplicacGes em andlises quimicas (JAYAWEERA et al., 2019; MUTHUSANKAR et al., 2019;
TIAN et al., 2018).

Os PCs podem ser sintetizados por (i) métodos fisicos, que provocam a desagregardo da
matéria, como arco voltaico, ablacdo a laser e processos eletroquimicos e (ii) quimicos,
definidos como agregadores, como combustdo térmica, irradiacdo por micro-ondas, método
ultrassénicos e carbonizacdo hidrotérmica (XU et al., 2016). Em comparacdo com as demais
rotas de sintese, o processo de carbonizacdo hidrotérmica tem uma série de vantagens praticas
que favorecem sua ampla utilizacdo devido a sua simplicidade, versatilidade e baixo custo (XU
et. al., 2016; BARATI et al., 2015).

Uma estratégia de sintese de PCs ambientalmente interessante consiste na escolha dos
bioprecursores amplamente disponiveis, sendo exemplos o pimentdo, melancia, pimenta,
cascas de laranjas, biomassa de origem animal, entre outras, que podem ser encontradas na
natureza (DAS et al., 2018), e funcionalizantes que possibilitam mudancas nas propriedades
estruturais e fisico-quimicas das nanoparticulas como tamanho, cristalinidade, teor do oxigénio
e heterodtomos como nitrogénio, enxofre e fosforo, fluorescéncia, rendimento quéntico e
solubilidade (HOLA et al., 2014).

As propriedades luminescentes aplicadas para determinacgdes analiticas sdo geralmente
baseadas no principio de interacdo dos analitos com os PCs, que podem suprimir a fluorescéncia
das nanoparticulas, descritas por diferentes mecanismos de supressao encontrados na literatura,
como o efeito do filtro interno (ZHANG et al., 2018).

O acido ascorbico (AA) é popularmente conhecido como vitamina C e foi isolado pela
primeira vez pelo cientista Albert Szent-Gyorgyi, durante estudos com glandulas suprarrenais,
repolhos e laranjas, sendo considerado um importante antioxidante natural. Em 1937, foi

laureado com o Prémio Nobel em Quimica por esses estudos.
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O AA ¢é um composto hidrossolivel com caracteristicas redutoras, amplamente
encontrado em frutas, vegetais e legumes (VANNUCCHI e ROCHA, 2012). Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, a ingestdo recomendada de vitamina C
para adultos é de 45 mg/dia, dose diaria que auxilia na prevencao de diversas doencas, incluindo
0 escorbuto, além de fortalecer o sistema imunoldgico (ANVISA, 2005; VIDAL et al., 2015).
Por esse motivo, compde a formulacdo de medicamentos e suplementos vitaminicos.

Até os dias atuais, diferentes métodos foram utilizados para determinacéo de AA como
iodometria (ARYA et al., 2000), eletroanalitica (FU et al., 2018), espectrometria (OZYUREK
et al., 2007), cromatografia em fase liquida de alto desempenho (KOBLOVA et al., 2012) e
quimioluminescéncia (WANG et al., 2012). Apesar disso, ainda existem dificuldades na
determinacdo de AA, dependendo da complexidade das matrizes, mesmo quando os métodos
oficiais sdo utilizados (Farmacopeia Brasileira, Instituto Adolfo Lutz). Segundo Gong e
colaboradores (2017), o AA é um agente redutor que pode ser determinado por reacao com ion
cromo(V1), que é reduzido a ion cromo(lll), na presenca de PCs, com base no efeito de filtro
interno.

Assim, no presente estudo foi desenvolvido um método alternativo, rapido e de baixo
custo para a determinacdo fluorimétrica de acido ascérbico em medicamentos na presenca de
ion cromo(VI) e PCs dopados com nitrogénio (NPCs), sintetizados por carbonizacdo
hidrotérmica a partir de suco de Spondias dulcis Parkinson, utilizando um espectrémetro

miniaturizado comercial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método analitico simples, rapido e de baixo custo utilizando pontos
quénticos de carbono de Spondias dulcis Parkinson dopados com nitrogénio para determinagéo
fluorimétrica de acido ascorbico em medicamentos, empregando espectrdmetro miniaturizado

portatil e LED UV como fonte de excitacéo.

2.2 Objetivos especificos

v" Sintetizar os NPCs a partir do suco de caja-manga por tratamento de carbonizacdo

hidrotérmica, na presenca de etanolamina como agente funcionalizante.

v' Caracterizar os NPCs quanto as suas propriedades opticas.

v Otimizar parametros analiticos como: concentracdo da solucdo de NPCs, concentracéo
da solucéo de ion cromo(VI), pH, supressdo e recuperacao da intensidade fluorescente
dos NPCs.

v Validar e aplicar o método desenvolvido para a determinacdo de &cido ascérbico em
medicamentos utilizando um espectrémetro portatil e um LED UV como fonte de

excitacéo.

v Avaliar o desempenho analitico do método em relacdo ao método de referéncia.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Pontos quénticos de carbono

A nanociéncia vem sendo desenvolvida e novos materiais nanoestruturados, que
possuem dimensdes da ordem de 1 a 100 nandmetros. Devido a variedade de tipos de materiais
nanométricos, podem ser aplicadas em nanotecnologia nos campos da fisica, quimica, biologia,
ciéncia dos materiais, engenharias e medicina. Entre esses, destacam-se 0s nanomateriais de
carbono, que estdo contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento econémico,
cientifico e tecnologico em nivel mundial (VAZ et al., 2015).

Os materiais nanométricos de carbono tém atraido atencdo de diversos pesquisadores
devido as suas peculiares propriedades Opticas (IQBAL et al., 2016). O desenvolvimento
tecnoldgico iniciou-se com a descoberta dos nanotubos de carbono por Lijima em 1991, em
conjunto com o fulereno, o grafeno (KROTO et al., 1985; LIJIMA, 1991) e os nanodiamantes,
ampliando as fronteiras na quimica e na fisica do carbono. Esses nanomateriais possuem
propriedades eletrdnicas, magnética e Opticas, além da versatilidade quimica,
biocompatibilidade e facil manipulacdo (BAPTISTA et al., 2015).

Uma nova classe de materiais nanométricos de carbono, denominada pontos de carbono
(PCs), foi descoberta em 2004 durante processos de separacdo e purificacdo de nanotubos de
carbono pelo método eletroforético (SUN et al., 2017). As diferentes estruturas dos materiais

de carbono estdo apresentadas na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Representacdo esquematica das diferentes nanoestruturas de carbono: (a) grafite; (b)
nanodiamante; (c) fulereno; (d) nanotubo de carbono de parede simples; (e) pontos quanticos de
carbono; (f) grafeno. Adaptado de Baptista et al., 2015; Zarbin et al., 2013.

23



Os PCs sdo nanoparticulas fotoluminescentes menores do que 10 nm, que apresentam
intensa fluorescéncia (MACHADO et al., 2015). Essas nanoparticulas possuem excelentes
propriedades como elevada solubilidade em agua quando funcionalizadas com heteroatomos
como oxigénio, nitrogénio, enxofre, estabilidade quimica quando expostas a luz ultravioleta,
facilidade de sintese e funcionalizacdo, resisténcia a fotodegradacdo, baixa toxicidade e
biocompatibilidade. Essas propriedades justificam o amplo potencial para diversas aplicacfes
em bioimagens, biossensores, diagnosticos médicos e fotocatalise, entre outras (ZHANG et al.,
2018).

Com relagdo a sua estrutura, os PCs sdo nanoparticulas quase esféricas com ndcleos
amorfos a nanocristalinos que consistem, predominantemente, de carbono grafitico com
ligagdes m em carbonos sp?, podendo apresentar sitios quimicamente reativos contendo
oxigénio, nitrogénio e/ou grupos carboxilicos (LIM et al., 2014). As propriedades fluorescentes
dos PCs sdo dependentes do tamanho, dos grupos quimicos de superficie e da presenca de
heterodtomos, que provocam mudancas nas propriedades das nanoparticulas, como solubilidade

e variacdo da sua fluorescéncia (SUN et al., 2015).

3.1.1 Propriedades dpticas dos PCs

As propriedades Opticas dos PCs referem-se a capacidade de absorcdo e emissdo de
radiacdo. O tamanho dos PCs influéncia na absorcdo Optica e, por consequéncia, na
fotoluminescéncia devido ao confinamento quantico em sua estrutura (LI et al., 2012). Os PCs
apresentam absorcao dptica na regido ultravioleta, que pode se estender até a regido do visivel,
dependendo dos diferentes métodos de sinteses e funcionalizantes aplicados (MACHADO et.
al., 2015). PCs possuem extensa conjugacdo de ligacdes duplas provenientes das ligacOes
duplas entre os atomos de carbono, caracteristica de compostos poliaromaticos. Dessa forma,
observam-se bandas de absor¢do molecular correspondentes as transi¢des n-n* na regido de
250 a 300 nm (Li et al., 2011).

Com relagdo as propriedades fluorescentes, ainda estd em discussdo o processo de
formacgé@o das nanoparticulas, embora as emissfes da fluorescéncia dos PCs possam ser
estabelecidas pelo efeito de confinamento quantico e diferentes armadilhas encontradas na
superficie das nanoparticulas, incluindo imperfeigdes estruturais. Estes efeitos sdo explicados

pelo tipo de mecanismo de supressdo da fluorescéncia como: mecanismo de supressdo estatico,
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mecanismo de supressdo dinamico, transferéncia de energia por ressonancia Forster,
transferéncia de energia foton induzida, transferéncia de energia da superficie, transferéncia de
energia Dexter e efeito de filtro interno (ZU et al., 2017).

O efeito do filtro interno (IFE, do inglés Inner Filter Effect) ocorre quando a regido de
absorcdo molecular do analito supressor sobrepde a regido de excitagédo ou emissdo dos PCs,
Figura 3.2.

PC (fluorescente) Espécie quimica
supressora Supressio de fluorescéncia

Figura 3.2 — Efeito de supressdo da fluorescéncia das nanoparticulas na presenca uma espécie

supressora.

O IFE € descrito como um efeito de extin¢do aparente, devido a atenuacao do feixe de
excitacdo ou absorcdo da radiacdo emitida por excesso de concentracdo de PCs ou por acéo do
analito supressor, levando a reducdo da intensidade (CHEN et al., 2010). O fenédmeno por
resultar na extin¢do completa da fluorescéncia, que depende da distancia entre a nanoparticula
fluorescente e a substancia supressora, que devera exceder 10 nm. Em compara¢do com o
mecanismo de supressao estatico ou dindmico, o IFE ndo modifica a estrutura da nanoparticula
e, consequentemente, possibilita a recuperacdo da intensidade inicial de fluorescéncia dos PCs

quando na auséncia do analito supressor (ZU et al., 2017; CHEN et al., 2010).

3.2 Métodos de sinteses dos PCs
Os dois métodos de sinteses dos PCs sdo:

» Top-town, que consiste na formacdo de pequenas nanoparticulas de carbono a
partir de materiais de carbono de maior massa, mantendo-se suas propriedades originais,
ou seja, desconstruindo estruturas maiores em nanométricas como nanotubos de

carbono, grafeno e nanodiamante (XU et al., 2016);
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» Bottom-up, que consiste em utilizar moléculas organicas pequenas sintetizadas

sob condi¢bes adequadas, que devem ser purificadas por meio de filtracdo,

centrifugacdo, didlise ou separacdo em coluna cromatogréafica preparativa (SANCHEZ

et al., 2010).

Uma representacdo esquematica desses métodos estd mostrada na Figura 3.3

PQC ’_‘

=

Maior para
menor

B Bottom-up ’—‘

Menor
para maior

Descarga de
arco voltaico

Ablacao a
laser

Eletroquimica

Combustao
térmica

Micro-ondas

Carbonizacao
hidrotérmica

Figura 3.3 — Diagrama esquematico dos métodos de sintese de PCs, top-down e bottom-up. Adaptado
de XU et al., 2016.

Os PCs obtidos pelo método top-down sdo sintetizados pelos seguintes tratamentos:

ablacéo a laser, eletroquimica e descarga de arco voltaico. Esses métodos geralmente produzem
estruturas sp?, mas ndo possuem propriedades luminescentes intensas, sendo preciso
tratamentos quimicos para aumentar o rendimento quantico (XU et al., 2016).

Com relagcdo a0 meétodo bottom-up, as nanoestruturas sdo preparadas com menores

defeitos e possuem composi¢do quimica mais homogénea, sendo sintetizados pelos tratamentos
de irradiacdo por micro-ondas, combustdo térmica, ultrassom e carbonizacdo hidrotérmica.
Contudo, a sintese bottom-up apresenta algumas desvantagens que afetam a formacao de PCs,
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como tempo da sintese, consumo de energia, além de instrumentacéo apropriada. No entanto,

essas desvantagens sdo mais importantes quando se utiliza a abordagem top-down

(MACHADO et al., 2015). Uma comparacdo das caracteristicas dos diferentes métodos de

sintese € apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Caracteristicas dos diferentes métodos de sinteses de PCs. Adaptado de ANDRADE, 2016.

Métodos Vantagens Desvantagens Referéncia
sintéticos
Eletroquimico Tamanho controlavel; etapa Poucos precursores de ZHANG et al, 2015

Ablacéo a laser

Tratamento

ultrassonico
Combustao

térmica

Tratamento

hidrotérmico

Unica.

Rapido; superficie ajustavel
dos PCs.

Rapido; ambientalmente

amigavel; custo reduzido.

Instrumentacdo  simples;
VArios precursores.
Baixo custo;

ambientalmente amigavel,

nao toxico.

baixa

massa molecular.
Baixo rendimento
quéntico; dificil controle
sobre o tamanho das
nanoparticulas.

Baixo controle sobre o
tamanho das
nanoparticulas.

Baixo controle sobre o
tamanho das
nanoparticulas; processos
lentos.

Baixo controle sobre o
tamanho das

nanoparticulas.

SINGH et al., 2019

HUANG et al., 2018

Lletal, 2012

CAO etal., 2019

3.2.1 Sintese por carbonizacdo hidrotérmica

O tratamento de carbonizacdo hidrotérmica de etapa Unica surgiu em 2010 quando Zhang

e colaboradores sintetizaram PCs usando o precursor &cido ascorbico em etanol, mantido em

mufla a 180 °C por 4 h. As nanoparticulas obtidas apresentaram um rendimento quéntico de
fluorescéncia (RQF) de 6,79 % sem a adicdo de agente funcionalizante (ZHANG et al., 2010).
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Em comparacdo com outras rotas de sintese, o processo hidrotérmico tem se destacado
como um método apropriado para o desenvolvimento de nanoparticulas empregando diferentes
bioprecursores como morango, melancia, casca de laranja, pimentéao, caldo da cana-de-acucar,
etc., além de precursores organicos incluindo acido citrico, glicose, proteinas, etanolamina,
entre outros (DAS et al., 2018). Os bioprecursores geralmente séo tratados termicamente entre
150 e 200 °C, sob pressdo, utilizando uma autoclave de aco inoxidavel com recipiente cilindrico
em politetrafluoretileno. O resultando da carbonizacdo fornece um sdélido carbonaceo que
possui grupamentos organicas que auxiliam na solubilidade das nanoparticulas em agua (DAS
etal., 2018; XU et al., 2016).

A carbonizacdo hidrotérmica possui uma serie de vantagens praticas, incluindo baixa
toxicidade de reagentes e solventes, bem como a utilizacdo de recursos renovaveis,
procedimentos simplificados de sintese com utilizacdo de instrumentacéo basica disponivel na
grande maioria dos laboratdrios, além de baixo consumo de energia elétrica, em comparagao

com os demais métodos de sintese.

3.2.2 Spondias dulcis Parkinson como bioprecursor

A escolha de um bioprecursor pode ser feita em funcao da sua disponibilidade regional.
Na regido Nordeste, diferentes plantas tipicas do bioma caatinga como as cactaceas xique-
gigue, mandacaru e palma forrageira sdo potenciais bioprecursores, além de frutas como manga,
caju, umbu-caja e cajd-manga, entre outras (SILVA, 2018; MADRONA, et al. 2018).

O caja-manga (Spondias dulcis Parkinson) contém fontes de carbono como carboidratos,
carotenoides, compostos fendlicos e vitaminas (MADRONA et al., 2018), esséncias para a
formagéo da estrutura dos PCs. Essas fontes possuem grupos organicos, como hidroxilas e
carboxilas, que podem ser encontradas na superficie da nanoestrutura de carbono (YAN et. al.,
2018), apos a sintese. Dessa forma, sdo modificadas as propriedades dos PCs, sendo exemplo
a solubilidade: a presenca de funcionalizagbes polares aumenta significativamente a
solubilidade das nanoparticulas em agua, caracteristica que facilita a utilizacdo em aplicacGes
analiticas, especialmente quando se tem interesse na anélise de matrizes ambientais, alimentos
e medicamentos (YAN et al., 2018; XU et al, 2016)
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3.2.2 Funcionalizacéo da superficie dos PCs

A possibilidade de modificacdo da estrutura dos PCs com agentes dopantes contendo
heteroatomos € bastante relevante. Sdo exemplos a cisteina, etanolamina, acido borico , acido
fosférico e cianocobalamina, que disponibilizam enxofre, nitrogénio, boro, fésforo e cobalto,
respectivamente. A presenca de heterodtomos contribui para o aumento da intensidade da
fluorescéncia, que resulta em aumento da sensibilidade analitica, aspecto de interesse quando
se trata de aplicacbes em sensores quimicos, além de propiciar interacbes com 0s mais
diferentes analitos como ion mercurio, dopamina, glicose, &cido ascorbico, entre outros. (LIM
etal., 2015; XU et al., 2016).

3.3 O 4cido ascérbico

O acido ascorbico — AA, (2R)-2-[(1S)-1,2-dihydroxyethyl]-3,4-dihydroxy-2H-furan-5-
one, é conhecido como vitamina C e foi isolado pelo cientista Albert Szent-gyorgyi ao realizar
estudos com glandulas suprarrenais, repolho e laranjas (VANNUCCHI e ROCHA, 2012). A

estrutura quimica do AA esta representada pela Figura 3.4.

Figura 3.4 — Estrutura quimica do &cido ascérbico. Fonte: Pubchem, 2019.

Trata-se de um composto hidrossolivel com caracteristicas redutoras, amplamente
encontrado em frutas, legumes e vegetais, principalmente. O AA é classificado como um

antioxidante natural, pois possui baixo potencial de reducgéo, sendo capaz de reagir com radicais

29



livres presentes no organismo, como superoxidos, hidroperoxilas, hidroxilas e oxido nitrico
(VIDAL e FREITAS, 2015). Doses normais de AA auxiliam na prevencdo de escorbuto, na
defesa do organismo contra infeccdes, previne o envelhecimento precoce, além de auxiliar no
tratamento de doencas cardiovasculares, AIDS, depressdo e cancer. Segundo a ANVISA, a
ingestdo recomendada de vitamina C para adultos é de 45 mg/dia. Estudos também revelam que
doses abaixo do normal podem causar escorbuto, doenga provocada por significativa
deficiéncia de vitamina C no organismo, podendo causar petéquias, equimose, anemia e
diarreia, e seu excesso provoca hemorragia na gengiva, distarbios gastrointestinais, calculos
renais, entre outros (VANNUCCHI e ROCHA, 2012; VIDAL e FREITAS, 2015).

Embora existam diferentes métodos analiticos para a determinacdo de vitamina C, o
desenvolvimento de uma metodologia alternativa com baixa geracéo de residuos € importante,
pois facilita o controle da qualidade de medicamentos e alimentos em termos de teor de AA
(GONG etal., 2017).

3.3.1 PCs na determinacéo de &cido ascérbico

Dependendo do tipo de PCs sintetizado, 0 AA ndo produzira efeitos de supressdo da
fluorescéncia, mas pode ser determinado na presenca de ion cromo(VI), que é uma espécie
quimica supressora de fluorescéncia. O AA é uma substancia redutora capaz de promover a
reducdo do ion cromo(V1) a ion cromo(lll).

A equacdo quimica que representa a reacdo de oxidacdo-reducdo é a seguinte:

Cr,0.% g +3 CeHOg gy + 8H g == 3 CeHOp o +2C1% 0 +TH,0,  (Eq. 3.1)

(aq)

O ion cromo(l11) reduzido ndo suprime ou recupera a fluorescéncia dos PCs. Desta forma,
a reacéo de oxidacgdo-reducéo resulta no retorno da intensidade de fluorescéncia dos PCs pela
reducdo do ion cromo(VI) na presenca do AA, possibilitando medidas quantitativas baseadas
nesse sinal analitico. (ZHANG et al., 2018).

Como as propriedades dos PCs sdo dependentes da tipo de sintese, os grupos funcionais
em sua superficie podem ser modificados dependendo dos precursores e funcionalizantes
utilizados. Desta forma, os PCs dopados com nitrogénio fornecido por reagentes como

etanolamina sdo eficientes em promover aumento do RQF e minimizar o efeito IFE. Além disso,
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as nanoparticulas funcionalizadas podem aumentar a fluorescéncia, resultando em aumento da
sensibilidade analitica (LI et al., 2017).

Outro aspecto importante € o pH do meio reacional. Existem diferentes estudos que
evidenciam o efeito do pH sobre a fluorescéncia das nanoparticulas, auxiliando na interagédo
com o agente supressor.

De acordo com Yang e colaboradores (2018), a variacdo de pH em uma solucéo tampéo
Britton-Robinson na faixa de 2,0 a 12 na presenca de ion cromo(VI1) e AA evidenciou um
aumento gradual da supressao de fluorescéncia até pH 8,0, mantendo-se constante a partir deste
valor. O pH também influencia a transferéncia de elétrons na reacdo de oxiddacdo-reducao entre
0 AA e ion cromo(V1).

Singh e colaboradores (2018) determinaram AA em células de rim embionario. Para
tanto, utilizaram diferentes volumes de solugdes de HCI 0,1 mol L e NaOH 0,01 mol L*
promovendo a variagdo de pH na faixa de 2,0 a 12. Verificaram que, em solugGes de PCs em
meios extremamente acidoas ou basicos, houve decréscimo de intensidade do sinal com valores

maiores na regido de pH entre 4,0 e 8,0.

3.4 Fluorescéncia molecular

A fluorescéncia € um processo fotoluminescente no qual atomos ou moléculas séo
excitadas por absorcao de radiacdo eletromagnética. Desta forma, a espécie excitada relaxa e
retorna ao estado fundamental, liberando energia na forma de fétons. A espécie excitada possuli
um tempo de vida curto e existem diferentes mecanismos para um atomo ou molécula excitada
liberar 0 excesso de energia e retornar ao estado fundamental (SKOOG, 2015).

Os principais mecanismos de relaxamento ndo radiativos sdo: (i) desativacdo
vibracional ou relaxamento, que ocorre durante colisdes entre as moléculas excitadas e as
moléculas do solvente; (ii) conversdo interna, que consiste do relaxamento ndo radiativo entre
o nivel vibracional mais baixo do estado excitado e o nivel superior de outro estado eletrdnico.
Por fim, ocorrem relaxamentos radiativos com a emissdo fluorescente ou fosforescente,
caracterizados pela perda de energia do estado excitado para o estado fundamental na forma de
fétons (LAKOWICZ, 2006).
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Figura 3.5 — Diagrama de niveis de energia de uma espécie molecular durante absorgao, relaxamento
ndo radiativo e fluorescéncia; E, = estado fundamental; E; = estado fundamental excitado; E, = estado
excitado de alta energia. Fonte: SKOOG, 2015.

A molécula no estado fundamental de menor energia, Eo, absorve energia incidente,
onde um elétron é promovido para um estado excitado de maior energia, E2. O retorno ao estado
fundamental ocorre por relaxamento vibracional e a conversdo interna da molécula para um
nivel vibracional fundamental do estado excitado, E1. O retorno ao estado fundamental ocorre
por emissdo de radiacdo eletromagnética, que corresponde a fluorescéncia da molécula, Eo
(SKOOG, 2015).

Sir G. G. Stokes observou, pela primeira vez, que a energia fluorescente emitida por
uma espécie era geralmente menor do que a energia incidente, concluindo que o fenémeno de
fluorescéncia ocorre em comprimentos de onda maior, de menor energia (LAKOWICZ, 2006).
A justificativa dessa diferenca de energia € a perda de energia por processos ndo radioativos
como a conversdo interna. Essa diferenga de comprimento de onda entre a radiagdo incidente e
a emitida é chamado de deslocamento de Stokes (SKOOG, 2015).
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3.5 Parametros de desempenho analitico

Os parametros de desempenho garantem, por meio de estudos sistematicos, que
determinado método seja cientificamente coerente sob as condi¢des em que € aplicado. Desta
forma, a confirmacg&o do método é dada pelo fornecimento de provas objetivas que demonstram
0 cumprimento de critérios que levam a aceitacdo da proposta. A validacdo centra-se em
parametros que influenciam o resultado final e possibilita o julgamento quanto a consisténcia e
qualidade dos resultados analiticos (PETERS et al, 2007; INMETRO, 2016).

3.5.1 Curva analitica, linearidade, limites de deteccéo e quantificacéo

A curva analitica é definida por uma reta que intercepta ou se aproxima de todos 0s pontos
experimentais gerados pelos resultados do sinal analitico, sendo é empregada pelo método dos
minimos quadrados (MMQ). O MMQ fornece resultados ndo tendenciosos e com variancia
minima que corresponde a natureza estatistica. Na Equacéo 3.4 observa-se a descri¢cdo de um

modelo linear entre uma varidvel dependente (y) a uma varidvel independente (x).

y= B,+ Bix+¢ (Eq. 3.4)

Onde 0 S, e Bi sdo os parametros do modelo e € é o erro associado a determinagéo de y.
Normalmente, y é a resposta instrumental e x é a concentracao da espécie quimica que se deseja
determinar. A estimativa dada pela Equacao 3.5 fornece um sinal para cada yi observado no

padrdo analitico da concentragdo de Xi.

(Ve)i = by + bix; (Eq.3.5)

Onde b, e by representam as estimativas dos parametros de o e Si. As diferengas entre

os valores observados e os valores estimados sdo os residuos e de acordo com a Equacéo 3.6:

ei=Yi— (¥e)i= yi— by — byx; (Eq. 3.6)

Para o tratamento estatistico dos resultados encontrados utilizando o0 MMQ € preciso

levar em consideracdo alguns pontos importantes como: 0s unicos erros nas medidas estdo
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associados a flutuagdes no sinal analitico (y) e, caso a concentracdo (X) estiver sujeita a erros,
estes deverdo ser despreziveis quando comparados com 0s erros em y; o erro dos residuos (ei)
ndo sao correlacionados e devem ter variancia constante e média zero (PIMENTEL et al., 1996;
NETO et al., 2010).

A linearidade é a regido ou o intervalo de uma curva analitica em que solugdes de
diferentes concentragdes conhecidas de um analito geram sinais analiticos linearmente
proporcionais as concentracdes. Para se obter uma curva analitica, empregam-se valores
distintos de massas ou concentragdes do analito com o intuito de adquirir uma resposta ou um
valor quantificado do sinal analitico, onde os mesmos séo plotados nos eixos cartesianos. O
principal ponto para avaliar a linearidade do resultado é por regressdo por minimos quadrados,
também denominado de regressdo linear. Os coeficientes de uma curva sdo indicadores de
linearidade (LEITE, 2008).

Toda técnica responde com sinal analitico para uma determinada quantidade de amostra,
exposta direta ou indiretamente ao sistema. A quantidade minima da espécie de interesse pode
ser detectada com certo nivel de confianca, pode ser entendida como limite de deteccao (LOD)
(LEITE 2008).

O limite de detecgéo foi calculado conforme Equacéo 3.2.
LOD = = (Eq. 3.2)

Onde: s é o desvio padrdo do sinal do branco analitico; S é o coeficiente angular da curva

analitica dos PCs

O limite de quantificacdo (LOQ) é definido como a menor concentragdo do analito que
pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condigdes

experimentais adotadas (EURACHEM, 2014), sendo calculado conforme Equacéo 3.3.

10s

LOQ == (Eq. 3.3)

Onde: s é o desvio padrdo do sinal do branco analitico; S o coeficiente angular da curva

analitica.
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3.5.2 Precisdo

A preciséo representa a concordancia entre replicatas de uma mesma amostra. Pode ser
expressa como desvio padrdo e variancia. Também se pode expressar a precisdo de medidas
como coeficiente de variacdo (CV) ou RSD% (do inglés, relative standard deviation), que
informa a dispersdo dos valores medidos em torno de um valor médio e pode ser calculado
conforme Equacéo 3.7 (RIBEIRO E FERRREIRA, 2008).

RSD (%) =~ x 100 (Eq. 3.7)

Onde s representa o desvio padrdo amostral e x corresponde ao valor médio do nimero
total das medidas.

A precisdo pode ser estimada em termos de precisdo intradia, precisdo intermediéria e
reprodutibidade. A precisao intradia é calculada quando a variabilidade dos resultados é medida
por um unico analista, empregando 0 mesmo equipamento e em curto periodo de tempo. Desta
forma, o analista deveré realizar determinagdes contemplando o intervalo de resposta linear do
método analitico, em trés niveis de concentracdes, baixa, média e alta, em triplicatas, no
minimo. A precisdo intermediaria pode ser feita no mesmo laboratério, mas sob condicbes
experimentais diferentes da precisdo intradia, em dias diferentes, por exemplo. A
reprodubilidade é uma medida da variabilidade dos resultados entre laboratérios (ANVISA,
2017; EURACHEM, 2014).

3.5.3 Exatidao

A exatiddo representa a proximidade entre o valor medido e um valor de referéncia
considerado verdadeiro e relaciona-se com o erro absoluto de uma medida (INMETRO, 2016).
Para expressar a exatiddo do método analitico existem trés abordagens distintas: analise de
materiais de referéncia, testes de recuperacdo utilizando amostras fortificadas com niveis de
concentragfes conhecidas do analito ou comparacdo dos resultados obtidos com método de
referéncia (EURACHEM, 2014).
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A exatiddo pode ser calculada por meio do teste de recuperacdo, que consiste da anélise
de amostras fortificadas com concentragfes conhecidas do analito. As amostras devem ser
fortificadas contemplando o intervalo encontrado na faixa linear de trabalho em, ao menos, trés
diferentes concentracdes: baixa, média e alta, com triplicatas em cada nivel (INMETRO, 2016;
ANVISA, 2017).

A recuperacdo é calculada segundo a Equacéo 3.8.

Recuperacio (%) = Cl;i
3

x 100 (Eq. 3.8)
Onde: C1 é a concentracdo do analito na amostra fortificada, C> é a concentracdo do analito na
amostra ndo fortificada e Cz € a concentracdo tedrica do analito adicionado a amostra

fortificada.

Outro forma importante de avaliacdo da exatidao é por meio da comparacao de médias
de resultados obtidos para cada amostra pelo método proposto e 0 método de referéncia. Nesse
caso, usa-se o teste t pareado. A aplicacdo do teste t pareado, fundamentado no conceito de
intervalo de confianga, utiliza os dados obtidos no calculo da média das diferencas entre os
valores de concentracdo, adquiridos por dois métodos distintos, para cada par de resultados.
Com base na Equagéo 3.9, o intervalo de confianga ¢ estimado para A que consiste na diferenga

média verdadeira entre os resultados dos dois métodos.

Sdq

A=dtt,

(Eq.3.9)

Sendo, n é o numero de amostras, Sq € 0 desvio padrdo da média das diferencas, tv € 0 ponto de
distribuicdo t correspondente ao nimero de graus de liberdade (v) no nivel de confianca
desejado e d € a média das diferencas.

Com base no intervalo de confianca construido, seu valor devera conter o valor zero
para que a hipotese nula ndo seja rejeitada e a média das diferengcas possua um ponto de
distribuicdo t com A = 0. Com isto, ndo existe diferenca sistematica significativa entre os
resultados dos dois metodos. Caso contrario, existe uma diferenca sistematica entre os

resultados dos métodos ao nivel adotado de confianca estatistica. (NETO et al., 2010).
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3.5.4 Andlise de variancia

A validacdo do modelo de calibracdo somente € possivel quando as estimativas dos
calculos matematicos e seus intervalos de confianca aplicados no modelo estiverem corretos,
ou seja, se forem capazes de descrever satisfatoriamente o comportamento dos valores
experimentais. Para que o modelo seja aceito, ndo devera ter falta de ajuste e ainda deve
apresentar regressao estatistica significativa. A validade do modelo e a significancia estatistica
da curva ajustada podem ser testadas pela ANOVA (do inglés, analisys of variance,), tendo
como restri¢do a aplicagdo a modelos lineares (PIMENTEL et al., 1996). Na Tabela 3.2 estdo
apresentadas nas equacdes ANOVA do modelo ajustado aos dados experimentais empregando

0 método dos minimos quadrados (MMQ).

Tabela 3.2 — EquacBes matematicas para analise de varidncia — ANOVA. Adaptado de Pimentel et
al.,1996.

Fonte de variacéo Graus de liberdade Soma quadratica Média quadratica
Regressao p—1 _ , o 2 SQr
g Sreg = 2 IO~ Inl® MOy = 2%
, _ S N
Residuo n-p SQy = Z[YU — ()il ? MQ, = ¢
n-—p
- _ SQrq;
Sl 08 e m-p SQaj = ) w0 = Yiml>  MQy = mea;:
_ SQ
Erro puro n m Ser = Z[yij _yim] z Mer = n _efn
Total n-1 SQ, = Z(yij — W)’

O indice i indica o nivel da variavel X; o indice j refere-se as medidas repetidas da variavel Y em um
dado nivel de X; p = niumero de parametros do polinémio do modelo de calibragdo; n = nimero total de
medidas; m = nimero de niveis da variavel independente X.

A validagéo de modelos lineares por MMQ consiste em analisar os residuos, o teste de
significancia da regressdo e o teste de falta de ajuste. Para avaliar a qualidade do modelo é
preciso comparar as médias quadraticas que sdao obtidas na divisdo das somas por seus
respectivos graus de liberdade, onde quanto maior o valor da media quadratica da regressao
MQreg/MQr, melhor o ajuste do modelo (NETO et al., 2002).
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O teste da falta de ajuste compara os resultados da média quadrética da falta de ajuste
(MQtaj) com a média quadrética devido ao erro puro (MQep), por estimarem os erros aleatorios.
Desta forma, se valor da razdo MQ+j/MQep Obtiver uma resposta menor que a distribuigéo F,
referentes aos graus de liberdade de MQsj € MQep para um nivel de 95% de confiancga, teremos
um modelo sem falta de ajuste, caso contrario, 0 modelo deveré ser reajustado (PIMENTEL et
al., 1996).

O teste de significancia da regressao € atribuido para verificar a relacdo funcional
(linear, quadratica, polinomial etc.) entre as variaveis que possa ser descrita pelo modelo. Para
avaliar a significancia da regressdo compara-se a razdo entre a média quadratica da regressao
(MQreg) € a média quadratica do residuo (MQr) com o valor tabelado da distribuicdo F referentes
ao grau de liberdade da MQrege MQra um nivel de 95% de confianga. Desta forma, se a razdo
MQreg/MQr obter um valor significativamente maior que a distribui¢do F, indicard que existe
uma relacdo linear entre as duas variaveis. O gréfico dos residuos deve estd distribuido
aleatoriamente, refletindo apenas erros aleatorios, ou seja, sem apresentar heteroscedasticidade
ou tendéncias residuais. Além dos testes acima, o coeficiente de determinacdo (R?) auxilia no
resultado para avaliar o ajuste do modelo. Portanto, quanto mais proximo de 1 estiver o R?,
melhor tera sido o ajuste do modelo as respostas observadas (NETO et al., 2010; PIMENTEL
et al., 1996).
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Capitulo 4
PARTE EXPERIMENTAL
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao

Para o procedimento de preparo do suco da fruta de cajd-manga (bioprecursor) foi usado
um miniprocessador da marca Black&Decker® modelo HC31X 220V 100W, China.

A sintese dos PCs foi desenvolvida utilizando um recipiente de aco inoxidavel com copo
interno e tampa em Teflon® denominado de autoclave ou reator, com volume maximo de 100
mL. Para o tratamento hidrotérmico do suco de cajd-manga foi utilizado um forno tipo mufla
(EDG, modelo 7000), disponivel no LACOM/DQ/UFPB. Para separacdo dos materiais em
suspensdo foi utilizada uma centrifuga compacta HERMLE, modelo Z206A, com velocidade
de rotacdo de 6.000 rpm.

Com o intuito de verificar as propriedades Opticas dos PCs e registrar seus espectros de
fluorescéncia molecular, foi utilizado um espectrofotometro de fluorescéncia Cary Eclipse
Agilent, modelo G9800A, disponivel no LEQA/DQ/UFPB, utilizando-se fendas de emisséo e
excitacdo na largura de 10 nm, cubeta de quartzo com dimensdes de 1 x 0,2 x 3,5 cm, com
caminho Optico de 1 cm e capacidade volumétrica de 500 pL. Para registro dos espectros de
absorcdo molecular foi utilizado o espectrofotdmetro UV-Vis da Hewlett-Packard, modelo
8453, equipado com cubeta de quartzo com 1 cm de caminho Optico, LAQA/DQ/UFPB.

As determinacBes analiticas foram realizadas em aparelho portatil com deteccdo
fluorimétrica Ocean Optics modelo USB 4000 utilizando o solftware spectrasuite versdo
2.0.162 de 64 bit, utilizando-se como fonte de emissdo um LED ultravioleta com emisséo
maxima em 380 nm.

Uma balanca analitica Shimadzu modelo AY220 foi utilizada para as medidas de massas
das substancias solidas utilizadas nos diferentes procedimentos. As medidas de pH da solucéo
tampdo foram feitos em medidor de pH da Metrohm, modelo 713, disponivel no
LAQA/DQ/UFPB. Para medidas rapidas de pH 0-14 foi utilizado o papel indicador universal

especial da marca Merck.

4.2 Limpeza de vidrarias

A descontaminacédo da vidraria foi feita por lavagem prévia com detergente seguido da

imersdo em recipiente com agua e detergente por 24 h, sendo enxaguado todo o material sob
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agua corrente. Em seguida, o material foi imerso em solucdo de Triton X-100 1% (m v?)
preparada com &gua destilada, por 24 h. Apos, foi lavado com &gua ultrapura produzida por
sistema Mili-Q Plus® (Milipore, Bedford, MA), com resistividade de 18,2 MQ.cm a 25 °C.

4.3 Reagentes e solucdes

Os seguintes reagentes foram utilizados:

A solucéo de acido ascorbico P.A. Nuclear (Brasil); dicromato de potassio (>98%) Sigma
Aldrich (Brasil); dihidrogenofosfato de sodio P.A. Labsynth (Brasil); acetato de sodio P.A.
Dinamica (Brasil); hidréxido de sodio anidro P.A. Dindmica (Brasil); etanolamina (>98%)
Sigma-Aldrich (Brasil);

A solucéo dos sais inorganicos utilizados para o estudo dos interferentes foram: cloreto
de cromo(lll) (>98%), cloreto de ferro(ll) tetrahidratado (>99%), cloreto de ferro(lll)
hexahidratado (>98%) Sigma-Aldrich (Brasil); cloreto de cobre P.A. e cloreto de sodio P.A. da
marca Labsynth (Brasil); cloreto de célcio P.A. ECIBRA S.A (Brasil); cloreto de potéssio
P.A./ACS e cloreto de cobalto P.A. Exodo (Brasil)

Para a iodometria foram utilizados iodato de potassio P.A. VETEC (Brasil); tiossulfato
de sédio P.A. VETEC (Brasil); acido cloridrico 37 % P.A./ACS; acido sulfurico 98 %
P.A./ACS; amido soltvel P.A./ACS; iodeto de potéassio P.A./ACS NEON (Brasil); carbonato
de sodio anidro da Proquimios (Brasil).

Sulfato de quinina 54 % ACROS (Brasil) foi utilizado para calculos de RQF das solucdes
de PCs.

4.4 Amostras
Amostras de medicamentos contendo &cido ascérbico (vitamina C) foram adquiridas no
comércio local da cidade de Jodo Pessoa/PB, correspondendo a quatro amostras na forma de

comprimidos e cinco na forma liquida para ingestdo por via oral. Na Tabela 4.1 estdo

relacionadas informagdes adicionais sobre as amostras.
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Tabela 4.1 — Descrigdo das amostras de medicamentos contidas nas respectivas bulas.

Identificacdo Tipo Teor de AA Validade
1 Comprimidos Acido ascorbico, 500 mg 07/2020
2 Comprimidos Acido ascorbico, 500 mg 06/2019
3 Comprimidos efervescentes  Acido ascorbico, 1 g 11/2019
4 Comprimidos efervescentes  Acido ascorbico, 1 g 11/2019
5 Solugéo Acido ascorbico, 200 mg mL™ 08/2020
6 Solugéo Acido ascorbico, 200 mg mL™ 08/2020
7 Solugéo Acido ascorbico, 200 mg mL™ 07/2020
8 Solugéo Acido ascorbico, 200 mg mL™ 07/2020
9 Solugéo Acido ascorbico, 200 mg mL™ 09/2019

Para o preparo de amostras solidas, quatro comprimidos de medicamentos foram
macerados e homogeneizados em gral e pistilo de porcelana e armazenados em tubos tipo
Eppendorf de 2 mL, os quais foram envolvidos com papel aluminio para analises posteriores.
Na sequéncia, uma massa da amostra pulverizada com cerca de 121 mg foi exatamente medida
e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume completado com agua
ultrapura. Em seguida, foi submetida a ultrassom por 10 min e filtrada para retirada de material
residual em suspensdo. Para diluicdo das amostras solidas, foram retirados 8 mL de cada
amostra filtrada, transferidos para um baldo de 100 mL e completado com agua ultrapura. Essa
etapa foi realizada no dia das analises para minimizar a degradacdo das amostras.

Para o preparo de amostras liquidas de medicamentos, retirou-se uma aliquota de 100,0
uL da amostra de concentracdo nominal igual a 200 mg mL 1, que foi transferida para baldo
volumétrico de 250 mL e completado o volume com agua ultrapura, também preparadas no dia

das analises.

4.5 Preparo de solucbes

A solucdes de ion cromo(VI) foram obtidas a partir do sal de dicromato de potassio,
K2Cr,07: i) uma solugdo estoque contendo 300 mg L* de fon cromo(VI1) foi preparada
dissolvendo-se 84,87 mg do reagente em agua ultrapura e elevando o volume final para 100 mL
em bal&o volumétrico, com agua ultrapura; ii) as dilui¢cbes a partir da solucdo estoque foram

preparadas nos seguintes niveis de concentragio: 0,25; 0,5; 1; 3; 5; 10; 20; 40; e 60 mg L.
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A solucio estoque de AA na concentragdo de 1.000 mg L foi preparada a cada 2 dias
devido a sua répida degradagdo. Para tanto, uma massa de AA de 100 mg do reagente foi
dissolvida em &gua ultrapura e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL; iv) as
diluicdes a partir da solucédo estoque foram feitas no dia da analise e preparadas nos seguintes
niveis de concentragdo: 0,5; 1; 2; 4; 10; 20; 30; 40; 60 e 80 mg L%, Todas as solugdes foram
transferidas para recipientes de vidro &mbar.

A solucdo do tampédo acetato pH 4,5 foi preparada utilizando a mistura de 25 mL da
solucdo de &cido acético 0,1 mol L e 25 mL da solucéo de acetato de sddio 0,2 mol L™ A
solucgéo tampéo fosfato pH 6,9 foi preparada pela mistura de 100 mL da solucgdo de 0,10 mol
L* de dihidrogenofosfato de sddio (KH2PO4) com 11,5 mL de solugdo 0,5 mol L de hidréxido
de sodio anidro (MORITA e ASSUMPCAO, 2007).

O preparo da solugdo de tiossulfato de sodio 0,05 mol L consistiu em medir 12,5 g de
Na>S203.5H20 e 0,5 g de carbonato de sédio anidro (Na2COs3) em balanca analitica, seguido da
transferéncia dos sélidos para um baldo volumétrico de 1.000 mL; ap6s agitacdo e completa
solubilizacdo, o volume foi completado com agua ultrapura recentemente fervida e resfriada
para evitar a formacdo de produtos secundarios e acdo bacteriana. Para a padronizacdo da
solucéo de tiossulfato de sodio 0,05 mol L, mediu-se 0,13 g de iodato de potassio (KIO3) puro
e seco em estufa a 120 °C por 150 min e dissolveu-se em 50 mL de &gua ultrapura; apés isso,
foram adicionados 2 g de iodeto de potassio (KI) e 8 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado
na mistura (BACCAN et al., 2001). A solugdo de iodo 0,05 mol L™ foi preparada dissolvendo-
se 18 g de iodeto de potéssio puro em 100 mL de agua ultrapura, adicionando-se 6,38 g de iodo
puro, homogeneizando a mistura e transferindo-a para um baldo volumétrico de 1 L,
completando o volume com agua ultrapura. A solugdo preparada foi armazenada em recipiente
de vidro ambar com tampa esmerilnada e guardada em local escuro (MORITA e
ASSUMPCAO, 2007).

A solucdo de amido a 1% (m v'!) foi preparada medindo-se uma massa de 1 g de amido
em balanca analitica e adicionado em 50 mL de &gua ultrapura fervente para promover a
completa dissolucdo. Apds resfriada a temperatura ambiente, a solucédo foi transferida para um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com &gua ultrapura (BACCAN et al.,
2001).

A solucio de trabalho de NPCs foi preparada na proporcdo 1/10 (v v1) por adicéo de

100,0 pL da suspenséo obtida na sintese em 900,0 pL de 4gua ultrapura.
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4.6 Obtencao do suco de cajad-manga

O precursor natural foi obtido a partir do suco da fruta de caja-manga através das
seguintes etapas: i) lavagem da fruta para retirada dos residuos impregnados na casca; ii)
trituracao da fruta em miniprocessador de alimentos durante 10 minutos para obtencdo de um
liquido com particulas aglomeradas na mistura; iii) filtracdo por gravidade para retirada do
material particulado em suspensio feita em papel de filtro quantitativo Quanty® com diametro
de 11 cm e poros de 25 um de didametro; iv) armazenamento sob refrigeracdo a temperatura de
-20 °C, em recipientes de plastico com capacidade de 50 mL.(ZHANG et al., 2018)

4.7 Sintese, funcionalizacao e purificacdo dos NPCs

Foram feitas quatro sinteses com concentracBes crescentes de funcionalizante por
carbonizacédo hidrotérmica em fase Unica. Para tanto, 50 mL do suco de caja-manga e 0,6 mol
Lt 1,0mol L%; 1,4 mol L e 1,8 mol L de etanolamina foram misturados, seguido da adigdo
de agua ultrapura até o volume de 80 mL, sem tamponamento do meio. Na sequéncia, a mistura
foi homogeneizada com bastdo de vidro e transferida para a autoclave de 100 mL, que foi
submetida a aquecimento na mufla a 180 °C por 4 h. Apo6s o resfriamento, um volume de 50
mL de &gua ultrapura foi adicionado ao material escuro obtido, sequido de filtracdo por
gravidade em papel de filtro quantitativo Quanty® com diametro de 11 cm e poros de 25 um

de didmetro e, por fim, centrifugagéo a 6.000 rpm por 20 min (Figura 4.1).

Etanolamina
M b
agua ultrapura -

Filtracdo
1 2
%X Carbonizagdo W @

hidrotérmica

= [:—,>.

s 180°C,4h

GEn—

Figura 4.1 — Esquema ilustrativo das etapas de sintese dos NPCs por carboniza¢do hidrotérmica.
Fotografia da solucdo de trabalho dos NPCs sob: (1) luz visivel; (2) luz ultravioleta, Amaxexc. = 350 nm.
Fonte: propria do autor.
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Apos as etapas de filtracdo e centrifugacdo das nanoparticulas, foi medido o pH da
suspensdo de coloracdo marrom avermelhada sintetizada com papel indicador universal. Os

NPCs foram armazenados em recipiente de vidro ambar de 50 mL.

4.8 Caracterizacao espectroscéopica dos NPCs

4.8.1 Medidas espectrométricas

As medidas de absorbancia molecular na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram
realizadas com trés diluicGes para cada tipo de NPCs sintetizados (sinteses 1 a 4). As
absorbancias das diluigbes foram medidas entre 0,10 e 0,05 unidade de absorbancia para
minimizar o IFE (LI et al., 2017).

A solucdo de trabalho de NPCs foi preparada por diluicdo de 0,10 mL da solucéao estoque
em 9,90 mL de agua ultrapura. As soluc@es testadas foram:

) 2 mL da solucéo de trabalho de NPCs;

i) 0,80 mL da solucdo de NPCs diluidos em 1,20 mL de &gua ultrapura;

i) 0,3 mL da solucdo de NPCs em 1,70 mL de agua ultrapura.

As medidas, em triplicatas, foram feitas apds homogeneizacao e repouso por 5 min em
temperatura ambiente. As dilui¢des e medidas foram feitas no mesmo dia.

Utilizando as mesmas dilui¢Oes preparadas para as medidas de absorbancia molecular,

o sinal fluorescente molecular na regido ultravioleta-visivel das solucdes de NPCs foram

medidas ap6s homogeneizacao e repouso por 5 mim em temperatura ambiente, também em

triplicatas. Todos os procedimentos foram realizados no mesmo dia.

4.8.2 Célculo do rendimento quéantico de fluorescéncia
Ap0s obtencdo dos valores de absorbancia e fluorescéncia moleculares, foi construido um

grafico relacionando-se a &rea integrada de intensidades de absorbancia em funcdo da

fluorescéncia, para fins de célculos de RQF.
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O RQF dos NPCs sintetizados foi determinado utilizando-se o0 método comparativo: uma
solucéo padrédo de sulfato de quinina em H2SO4,0,1 mol L, que possui um RQ de 54 %, foi
utilizada para calcular o RQF das amostras testes, que foram diluidas em agua ultrapura em
diferentes concentracdes (ZHOU et al., 2015). Os valores maximos de absorbancia foram
medidos para cada amostra. Todos espectros de emissdo de fluorescéncia das solucdes das
amostras foram medidos com excitacdo em 380 nm. Os valores foram calculados utilizando a

Equacéo 4.1.

D, = b x (k) x (Z—i‘) (Eq. 4.1)

Onde @ ¢ a fluorescéncia do RQF; u representa as amostras; s solugdo padrdo de sulfato de
quinina; Grad € a inclinacdo da curva entre os valores da area da banda do sinal de fluorescéncia
versus banda do sinal da absorbancia, no mesmo A max.exc. = 380 nm, e # representa o indice de

refracdo do solvente, onde 7y e ns possuem valores de 1,33 (WANG et. al., 2015).

4.9 Otimizacdo das condicfes experimentais

A otimizacdo dos parametros experimentais consistiu de estudos de dilui¢do, variagao
do volume de solucédo de trabalho de NPCs, efeito do pH, efeito da extingdo de fluorescéncia
em funcdo da concentracdo do ion cromo(V1) e restauracdo da intensidade fluorescéncia pela
adicdo de quantidades crescentes de AA.

Para o estudo da diluicdo, foram utilizados os seguintes volumes da solugéo de trabalho
de NPCs: 20, 30, 40, 50 ,100, 150, 200, 250 e 300 pL, adicionados em microtubos tipo
Eppendorf, seguido da adicdo de volumes de agua ultrapura, totalizando 2 mL. Apds a
homogeneizacdo e repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi medido o sinal analitico de
fluorescéncia para cada diluicdo de NPCs em 488 nm (Amax.exc. = 380 nm).

Para analisar o efeito de supressdo da fluorescéncia das nanoparticulas na presenca do
ion cromo(VI), foram adicionados em microtubos tipos Eppendorf: 40 uL da solugdo de
trabalho de NPCs; 300 pL de solugdo do tampdo fostato pH 6,9; 500 uL da solugdo de ion
cromo(V1) nas seguintes concentragdes: 0,25, 0,5, 1, 3, 5, 10, 20, 40 e 60 mg L e 1.160 pL de

agua ultrapura. Ap6s homogeneizagdo e repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi medido
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o sinal fluorescente da solugdo em 488 nm (Amaxexc. = 380 nm). Com o intuito de analisar os
sinais obtidos, os valores foram expressos em fungéo de (Fo — F)/Fo.

O estudo do pH foi desenvolvido utilizando dois tipos de solugdes tampdo, acetato e
fosfato.

Para o tampdo acetato, foram adicionados em microtubos tipo Eppendorff: 40 uL da
solucéo trabalho dos NPCs, 300 uL de solugao tampao acetato de pH: 3,4; 4,5; 5,6 e 6,2; 500
uL da solugéo de fon cromo(V1) 10 mg L; 500 pL da solugdo de AA 15 mg L™ e 660 pL de
agua ultrapura. Ap6s homogeneizacdo e repouso de 5 min, em temperatura ambiente, foi
medido o sinal de fluorescéncia da solu¢do em 488 Nnm (Amax.exc. = 380 nm).

Para o tampdo fosfato, foram adicionados em microtubos tipo Eppendorff: 40 uL da
solucdo de trabalho de NPCs; 300 uL de solugdo tampao fosfato de pH: 5,5, 6,0, 6,9, 8, 9 e 10;
500 pL da solucdo de ion cromo(VI) de10 mg Lt; 500 pL da solugdo de AA 15 mg L™ e 660
pL de agua ultrapura. Apds homogeneizacao e repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi

medido o sinal fluorescente de cada mistura em 488 nm (Amax.exc. = 380 nm).

4.10 Otimizacgéo da recuperacao da fluorescéncia

Para analisar o efeito do sensor NPCs/Cr(VI), foram estudados as seguintes
concentracdo da solugdo de fon cromo(V1): 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg L.

As misturas consistiram da adi¢cdo de 40 pL da solucdo de trabalho dos NPCs; 300 pL
de solucdo do tampdo fostato pH 6,9; 500 pL da solucdo ion cromo(VI1) em seis niveis de
concentracdo; 660 pL de agua ultrapura e 500 pL da solucdo de AA na concentracao de 15 mg
L, em tubos tipo Epperdorff. Apés homogeneizagdo e repouso de 5 min em temperatura
ambiente, foi medido o sinal fluorescente da solu¢do em 488 nm (Amaxexc. = 380 nm). Para

avaliar o desempenho da recuperacgéo da fluorescéncia, foi utilizada a diferenca entre Fr e F.

4.11 Curva analitica

Para o desenvolvimento da curva analitica utilizando as solu¢bes de AA, foram
realizadas as seguintes adi¢cGes em tubo tipo Eppendorf de 2 mL: adi¢édo de 40 pL da solugéo

de trabalho dos NPCs; 300 pL de solucdo do tampéo fostato pH 6,9; 500 uL da solugéo ion
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cromo(V1) na concentracdo de 10 mg L™!; 660 pL de agua ultrapura e 500 pL da solugdo de AA
nas concentragdes: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 60,0 mg L™X. Apds homogeneizagio
e repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi medido o sinal fluorescente de cada mistura
em 488 nm (Amaxexc. = 380 nm), utilizando o equipamento portatil. A equacéo (Fr — F)/ F foi
utilizada para a construcdo da curva analitica, baseada na recuperagdo da fluorescéncia dos
NPCs.

4.12 Validag&o do modelo linear

A validacdo do modelo linear foi feita para um modelo de calibracao univariado (p = 2),
em oito niveis de concentracdo de AA (m =8) medidos em triplicatas (n = 24). As interpretacdes
sobre a falta de ajuste e a significancia de regressdo basearam-se nos conceitos apresentados
em 3.7.6, incluindo a avaliacdo do gréafico de residuos, os coeficientes angular e linear da curva

analitica e o coeficiente de regresséo linear.

4.13 Testes de recuperacao

Os testes de recuperacdo foram realizados para os seguintes niveis de concentracéo: 4,0;
10,0 e 20,0 mg L* de AA. Para tanto, foram adicionados a um tubo tipo Eppendorf de 2 mL as
seguintes solugbes: 40 L da solucdo de trabalho de NPCs; 300 uL de solucdo tampdo fosfato
pH 6,9; 500 pL da solucéo ion cromo(V1) na concentragdo de 10 mg L, volume de 560, 410 e
160 pL de &gua ultrapura, 500 puL da amostra e volume 100, 250 e 500 pL da solugdo 80 mg L-
1 de AA. Apds homogeneizagio e repouso de 5 min, em temperatura ambiente, foi medido o
sinal de fluorescéncia dos NPCs.

4.14 Determinacdo de acido ascorbico em medicamentos

4.14.1 Método de referéncia
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Baseia-se na iodometria, conforme procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 2010). Para tanto, uma solugdo de tiossulfato de sddio de concentracdo aproximada
correspondendo a 0,05 mol L™ foi padronizada com iodato de potassio como padrdo primario
em meio contendo iodeto de potassio, até a mudanca da coloracdo castanha para verde
amarelado. Entdo, adicionou-se 3 mL da solugéo de amido 1 % (m v1) no titulado e procedeu-
se a titulagdo até a mudanca da coloracdo para azul (BACCAN et al., 2001). As Equacdes 4.2

e 4.3 representam as reacdes quimicas e as respectivas estequiometrias.

103- (aq) + 5 (aq)+ 6H3O+ (aqQ) — 312 (aq) + 3H20 ) (Eq 42)

[R—

Iz (aq) + 282032_ (aqQ) 2T (aq) + S4062- (aq) (Eq 43)

Ap0s a padronizacdo, a solucdo de tiossulfato de sddio de concentragdo igual a 0,052 mol
Lfoi utilizada para padronizar a solugéo de iodo, resultando na concentragdo de 0,048 mol L
! sendo utilizada para a determinacéo do teor de acido ascorbico nas amostras comerciais de
vitamina C. Para tanto, dissolveu-se cerca de 0,2 g de cada amostra em uma mistura de 100 mL
de 4gua e 25 mL de &cido sulfarico 1 mol L. Apds isso, adicionou-se 3 mL de solucéo de
amido 1 % (m v1), iniciando-se imediatamente a titulagdo com solugéo de iodo 0,048 mol L.
Para as amostras liquidas de medicamentos, mediu-se 1,0 mL de cada amostra para garantir
uma massa de &cido ascérbico igual a 0,2 g, em triplicatas, conforme recomendacdes da
ANVISA. As Equacbes 4.4 e 4.5 representam as reacOes quimicas e as respectivas
estequiometrias (ANVISA, 2010; BACCAN et al., 2001).

CeHsOgagp Thwg = CeHeOgug T2l T 2H g (Eq-4.4)

I t gt (CsHyOs) —  (CH,(0s), Iy (Eq. 4.5)
Complexo amido-iodo

(azul intenso)

" (ag) n(aq)

A concentracdo de AA na amostra foi calculada com base na Equacéo 4.6, sabendo-se

que cada mL da solugéo de iodo 0,0478 mol L™ equivale a 8,419 mg de AA.
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Onde Caa corresponde a concentracdo de &cido ascorbico na amostra; Vi € o volume médio
gasto da solucdo de i0do; Vamostra COrresponde ao volume total da solucdo que sera titulada e C;

corresponde & concentragdo da solugdo padrio de iodo (0,048 mg L™Y).

4.14.2 Método proposto

O ensaio analitico consistiu da adi¢do de 40 pL da solucéo de trabalho de NPCs a 300 pL
da solucao de tampao fostato pH 6,9, seguido da adi¢do de 500 pL da solugdo analitica contendo
10 mg Lde ion cromo(V1). A mistura foi completada com agua ultrapura utilizando uma
micropipeta de 1.000 pL até 2 mL e homogeneizacdo manual. Ap6s 5 min, registrou-se o sinal
de emissdo em 488 nm utilizando uma fonte de excitagdo em 380 nm, registrando-se o sinal
analitico do sensor NPC/Cr(V1)

Para a construcdo da curva analitica de acido ascérbico, foram adicionados 40 pL da
solucdo diluida de NPCs, 300 pL de solucao do tampéo fostato pH 6,9 e 500 pL da solucdo 10
mg L™ de fon cromo(VI), 660 pL de agua ultrapura e 500 pL de solugBes analiticas com as
seguintes concentragfes de AA: 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 10; 20; 30; 40; 60 e 80 mg L, tubos tipo
Eppendorf de 2 mL de capacidade. Apds homogeneizacdo e repouso de 5min em temperatura
ambiente, foi medido o sinal fluorescente de cada mistura em 488 nm (Amax.exc = 380 nm).

Para determinacdo de AA, tanto nas amostras sélidas como liquidas, foram realizadas as
seguintes etapas em tubo tipo Eppendorf de 2 mL.: adicdo de 40 pL da solucédo de trabalho dos
NPCs; 300 pL de solucdo do tampéo fostato pH 6,9; 500 pL da solucdo ion cromo(VI) na
concentragéo de 10 mg L%; 660 pL de agua ultrapura e 500 pL de cada amostra diluida. Apds
homogeneizacao e repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi medido o sinal fluorescente

de cada mistura em 488 nm (Amax.exc = 380 nm), utilizando um espectrémetro portatil.

4.14.4 Estudos de interferentes

O estudo de interferentes foi realizado com os seguintes sais inorgénicos: CaCl, NaCl,
KCI, CuClz, K2Cr207, CrCls, CoCl, FeCl».4H,0 e FeClz.6H20 (PHAN et al., 2018).
O estudo de cada substancia inorganica foi realizado da seguinte maneira: foram

adicionados em tubo Eppendorf de 2 mL: 40 pL de solucdo de trabalho de NPCs; 300 uL de
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solucdo tampao fosfato pH 6,9; 1.160 pL de agua ultrapura e 500 pL do cation metélico. Apos
homogeneizacdo e repouso de 5 min, em temperatura ambiente, foi medido o sinal de

fluorescéncia dos NPCs em 488 nm.

4.15 Precisao

Foram feitas seis medidas em trés niveis de concentracio: 10, 30 e 60 mg L' AA. As
misturas foram preparadas em tubos tipo Eppendorf com adigdo de: 40 pL da solucdo de
trabalho dos NPCs; 300 pL de solucdo do tampéo fostato pH 6,9; 500 pL da solucdo ion
cromo(V1) na concentragdo de 10 mg L; 660 pL de agua ultrapura e 500 pL da solucéo de AA
nas concentragdes de 10,0; 30,0 e 60,0 mg L. Ap6s homogeneizagio e repouso de 5 min em
temperatura ambiente, foi medido o sinal fluorescente de cada mistura em 488 nm (Amaxexc =
380 nm).

4.16 Estudo de estabilidade das solucdes

A estudo da estabilidade foi realizado para a solucgéo de trabalho dos NPCs, do sensor
NPCs/Cr(V1) e da recuperacdo da intensidade de fluorescéncia NPCs/Cr(V1) + AA, ao longo
de 60 min.

A solucdo de trabalho consistiu da mistura de 40 pL da solucdo de trabalho dos NPCs;
300 pL de solugdo do tampdo fostato pH 6,9 e 1.660 uL de &gua ultrapura em tubos tipo
Eppendorf de 2 mL. Ap6s homogeneizacao e repouso de 5 minem temperatura ambiente, foi
medido o sinal de fluorescéncia dos NPCs em 488 nm (Amax.exc = 380 nm).

A solucdo do sensor NPC/Cr(V1) foi preparada com adicdo: 40 pL da solucdo de
trabalho dos NPCs; 300 pL de solucdo do tampéo fostato pH 6,9; 500 pL da solucdo ion
cromo(V1) na concentragdo de 10 mg L%; 1.160 pL de dgua ultrapura em tubos tipo Eppendorf
de 2 mL. Ap6s homogeneizacédo e repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi medido o
sinal fluorescente de cada mistura em 488 nm (Amax.exc = 380 nm).

A solucdo de NPCs/Cr(VI) + AA foi preparada com adicdo de: 40 pL da solucgéo de
trabalho dos NPCs; 300 pL de solucdo do tampéo fostato pH 6,9; 500 pL da solucéo ion
cromo(V1) na concentragdo de 10 mg L™%; 660 pL de agua ultrapura e 500 pL da solugédo de AA

na concentracdo de 20 mg L™ em tubos tipo Eppendorf de 2 mL. Apds homogeneizagdo e

51



repouso de 5 min em temperatura ambiente, foi medido o sinal fluorescente de cada mistura em
488 nm (Xméx,exc =380 nm).

4.17 Equacdes de supressao e retorno da fluorescéncia

A capacidade do agente supressor, ion cromo(VI), foi calculada pela Equacdo 4.7
(GONG et. al., 2017)

s = EHoob) (Eq. 4.7)

Fo

Onde, SF é supressdo da fluorescéncia, F corresponde a fluorescéncia do sensor NPCs/Cr(V1).

e Fo corresponde ao sinal fluorescente da solucdo de trabalho de NPCs.

A resposta para construgdo da curva analitica foi calculada conforme Equacédo 4.8,
baseada no retorno da fluorescéncia (QIAN et. al., 2015; XUE et. al., 2015).

RF = =0 (Eq. 4.8)

Onde, RF representa a recuperacao do sinal da fluorescéncia, Fr corresponde ao sinal de emissao
da fluorescéncia da solucdo analitica de AA e F corresponde a fluorescéncia do sensor
NPCs/Cr(V1).

A diferenca entre a recuperacdo da fluorescéncia e as concentragfes crescentes das
solucBes de ion cromo(V1) (YANG, et al., 2018) foi calculada com base na Equacéo 4.9.

RF=FE —F Eq.4.9

Onde Fr corresponde a recuperacdo da fluorescéncia e F corresponde a supressdo da

fluorescéncia provocada pelo ion cromo(VI).
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4.18 Sistema de deteccdo fluorescente

A deteccdo do sinal analitico foi realizada com o espectrometro portatil Ocean Optics,
modelo USB 4000. Este instrumento possui detector e acessorio de fixacdo para cubeta de
quartzo, que foi adaptado com um LED e uma placa de Arduino® com o propdsito de emitir
radiacdo em 380 nm. Para impedir a influéncia da luz do ambiente, o proprio instrumento possui
uma tampa, colocada antes de cada medida, que auxilia no bloqueio da luz visivel ambiente
durante a realizacdo das medidas. O sistema, com detalnamento dos componentes, esta

mostrado na Figura 4.2.

12O

<ocedan
@ Optics
USB4000

s.com | +1727-733-2447

Figura 4.2 — Fotografia do sistema de deteccdo Ocean Optics: (1) detector fluorescente; (2) acessorio
de fixacdo da cubeta de quartzo; (3) LED-UV montado em dissipador de calor e (4) placa Arduino®.
Fonte: propria do autor.

Um LED ultravioleta de alta poténcia (modelo LTPL-C034UVH370) foi empregado como
fonte de excitacdo em 380 nm. Com o LED inserido na parte lateral do fixador de cubeta, em &ngulo
de 90° em relacdo ao eixo de leitura do detector, foi possivel realizar as medidas de fluorescéncia
das amostras. Devido a grande quantidade de calor liberado pelo LED, o mesmo foi acoplado a um
dissipador de calor.

O detector foi conectado via cabo USB a um microcomputador Samsung® modelo
NP300ESK-KF1BR, que exibe a banda do sinal analitico gerado via programa SpectraSuite. O
SpectraSuite € um programa que trata dados espectrométricos baseado no programa Java, que opera

em sistemas operacionais Windows e Linux. O programa foi utilizado para fornecer os dados
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medidos pelo espectrofotdmetro Ocean Optics. A interface do SpectraSuite é de facil manipulacéo
e rapida obtencdo do espectro, pois todos os sistemas operacionais sdo parecidos com aplicativos
usuais, contando com amplos recursos.

A placa de Arduino® (UNO) possui um regulador que fornece uma tensdo continua de
3,3 V para alimentacdo do LED UV, Figura 4.3. Esta placa contém um circuito integrado
modelo U2-LP2985 com microcontroladores que manipulam, interpretam e transformam os
sinais de voltagem e corrente vindos dos sensores, sistema de entrada, e ativa determinadas
acoes no sistema de saida como LED. Contudo, o valor maximo da corrente ndo pode exceder
50 mA.

FIGURA 4.3 — Fotografia da placa de Arduino® com i) GND pinos de referéncia ou terra e ii) fonte de
tensdo de 3,3 V para alimentacdo de LED UV com corrente méxima de 50 mA. Fonte: prépria do autor.

O Microsoft Office Excel é um editor de planilhas desenvolvido para organizagao e tratamento
de dados que utiliza o sistema operacional Microsoft Windows, além de aparelhos mdveis como
celulares e tabletes. Sua interface inclui varias ferramentas que auxiliam no manuseio dos dados

obtidos no SpetraSuite, incluindo a construcdo de graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese, funcionalizagéo e purificacdo dos NPC

5.1.1 Estratégia da sintese

Quatro diferentes sinteses foram feitas por carbonizacdo hidrotérmica em fase unica (180
°C por 4 h), mantendo-se constante o volume de bioprecursor, mas variando-se as concentragdes
de etanolamina 98 % e do solvente (4gua ultrapura), mantendo o volume total em 80 mL. Apds
a sintese, foi obtido um material com aspecto caramelizado de coloracdo escura. A purificacdo
do material requereu uma filtrag&o por gravidade seguida de centrifugacédo (6.000 rpm, 20 min),
para remocao de residuos do processo. Ao final, ap6s diluida com &gua ultrapura, a suspensao

concentrada de NPCs adquiriu coloracdo marrom avermelhada. (Figura 5.1).

r°>~ (b)
</, @

Figura 5.1 — Fotografia dos NPCs sintetizados: a) material carbonizado; b) NPCs diluidos em agua
ultrapura. Fonte: prépria do autor.

Devido as concentragdes adicionadas de etanolamina, o pH de cada suspensao obtida foi

medido, resultando nos seguintes valores na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Valores de pH das quatro solucdes de PCs sintetizados com concentragdes crescentes de

etanolamina
Sintese Valor de pH Etanolamina (mol L)
1 9,0 0,6
2 9,5 1,0
B 9,5 1,4
4 10,0 18
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A sintese ¢ de fécil execucdo e reproducdo, baixo custo, rapida e requer reagentes usuais
de laboratorio. Além disso, € ambientalmente amigavel porque utiliza &gua como solvente. A
solubilidade em agua ¢é justificada pela funcionalizacdo por grupamentos —NH, provenientes da
etanolamina, na estrutura dos NPCs (SUN et al., 2015)

5.2 Medidas espectrométricas dos NPCS

5.2.1 Medidas de fluorescéncia molecular na regiéo ultravioleta-visivel

Para fins quantitativos, é importante a escolha do comprimento de onda de emissao de
maior magnitude de sinal, com o objetivo de se obter maior sensibilidade analitica. Na Figura
5.2 estdo apresentados os espectros de fluorescéncia molecular dos NPCs correspondentes a
cada Amaxexc., 0 qual foi variado de 320 nm a 430 nm. Vale destacar que os resultados mostrados
na Figura 5.2 foram obtidos para a primeira sintese dos NPCs, ou seja, ndo otimizada,

utilizando o espectrofotometro da Agilent Cary Eclispe.
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Figura 5.2 — Espectros de fluorescéncia molecular obtidos para a solugdo de trabalho de NPCs,
excitados em: @) A =280 nm (m== ); b) A = 290 nmM (meem ); A =300 NM (mem ); A =310 M ); A =
320 nm (mmm ); A = 330 NM (mem ); X = 340 nm (=0 ); A = 350 nm (s ); A = 360 NM (mmm ); A = 370
nM (mesm ); A = 380 NM (e ); A, = 390 NM (wemm ); A = 400 NM (wemm ); A = 410 nm (wemm ); . = 420 nm (
s ;) = 430 nm (=== ). Medidas feitas no espectrofluorimetro Agilent Cary Eclipse.
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Os espectros de fluorescéncia da Figura 5.2 mostram que diferentes bandas de emissao
e excitacdo dos NPCs sdo atribuidas aos grupos funcionais na superficie, ao heterodtomo
funcionalizante e aos possiveis tamanhos de nanoparticulas sintetizadas, que alteram as
armadilhas emissivas dos NPCs, criando diferentes defeitos na superficie (GONG et al., 2017;
SINGH et al, 2018). Na faixa de comprimentos de onda de excitagcdo, 280 a 410 nm, a
fluorescéncia permaneceu na regido do azul.

A maior intensidade foi obtida com excitacdo do material em 390 nm, correspondendo
a uma banda de emissdo em 466 nm, que confirma a fluorescéncia na regido do azul dessas
nanoparticulas em solucdo aquosa. Observa-se também que a excitacdo em 380 e em 400 nm
possuem intensidades bastante proximas aquela obtida em 390 nm.

Geralmente, os NPCs quando expostos a radiacdo entre 350 e 390 nm, emitem
comprimentos de onda entre 440 nm e 500 nm, que apresentam uma fluorescéncia azul.
Baseado nisto, Zhu et al. (2013) desenvolveram PCs usando o precursor acido citrico
funcionalizado com etanolamina, que exibiu um forte pico de emissao em 443 nm, de coloragédo
azul, quando excitado em 360 nm.

Os estudos subsequentes foram realizados com o espectrdmetro portatil. Para tanto,
escolheu-se o LED disponivel mais adequado, que corresponde a Amaxexc. = 380 nm. Dessa
forma, foi possivel comparar a magnitude do sinal fluorescente dos NPCs obtidos nas quatro

sinteses, conforme mostrado na Figura 5.3.

390 440 490 540 590
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.3 — Espectros de fluorescéncia da solucao de trabalho dos NPCs sintetizados; Amax.exc. = 380
nm; e concentracdes de etanolamina: a) sintese 1: 0,6 mol L™ (w== ); sintese 2: 1,0 mol L (m== ); sintese
3:1,4mol LT (- );sintese 4: 1,8 mol L (wwm ).
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Observa-se que intensidades similares foram obtidas para as sinteses 3 e 4, percebendo-
se que 0 aumento da concentracio de etanolamina de 1,4 mol Lt para 1,8 mol L™ néo resultou
em aumento de intensidade de sinal. O menor sinal foi registrado para a solucdo de NPCs
obtidos pela sintese 1, mostrando que a concentragdo de etanolamina (0,6 mol L?) foi
insuficiente para intensificar a emissdo das nanoparticulas. A sintese 2 evidenciou uma
intensidade de fluorescéncia significativa em compara¢do com as demais, utilizando apenas 1,0
mol Lde etanolamina, promissora para estudos subsequentes.

A fluorescéncia registrada para os quatro tipos de NPCs sintetizados evidenciou perfis
similares e com valor méximo de comprimento de onda de emissdo em 488 nm, sem

deslocamentos.

5.2.2 Medidas de absor¢do molecular na regido ultravioleta-visivel

Os NPCs exibiram bandas de absorbancias suaves no comprimento de onda de 290 nm.
Na Figura 5.2, mostra bandas com aspectos semelhantes para as 4 sinteses devido aos
diferentes volumes do funcionalizante utilizado. A solucdo de NPCs obtida a partir da sintese
2 apresentou uma maior absorbancia em relacdo as demais sinteses. O pico de absorbancia em

290 nm corresponde a transi¢cdes m — 7* para ligagdes C=C de anéis aromaticos e ligacdes

C=N (Ll etal., 2017; SU et al., 2015).

2,5
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Figura 5.4 — Espectros de absorcdo molecular dos quatro tipos de NPCs sintetizados: a) NPCs1 (e );
b) NPCs 2 (mmm ); ¢c) NPCs 3 (mmm ); d) NPCs 4 (=).
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5.2.3 Rendimento quantico

O rendimento quantico foi utilizado para caracterizar os materiais sintetizados em
termos de capacidade fluorescente, com base na Equacéo 4.4. Os resultados estao apresentados
na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Dados de absorbéncia versus fluorescéncia dos NPCs sintetizados e padréo de referéncia
sulfato de quinina com seus respectivos rendimentos quanticos, em porcentagem.

Solucdes Rendimento quantico (%)
NPCs 1 9,00
NPCs 2 12,0
NPCs 3 12,4
NPCs 4 12,4
Sulfato de quinina 54,0

Os quatro NPCs produzidos obtiveram rendimento quantico de 9,00 %; 12,0 %; 12,4 %
e 12,4 %, respectivamente. Com base nos resultados, observou-se que houve um aumento de
rendimento quantico correspondente as concentracdes de etanolamina, que aumentou de 0,6
mol L? (sintese 1) para 1,8 mol L na sintese 4. Para a sintese 2, utilizou-se apenas 1,0 mol
L de etanolamina, que resultou em rendimento quéntico de 12,0 %, valor bastante proximo
dos rendimentos das sinteses 3 e 4. Dessa forma, os estudos subsequentes foram baseados em
NPCs sintetizados nas condi¢des descritas para a sintese 2, devido ao uso de menor volume de
etanolamina, mas com rendimento satisfatorio quando comparado as demais. O uso de menor
quantidade do reagente reduz custos e causa menos impacto ao meio ambiente.

Os rendimentos quénticos calculados séo adequados para aplicacGes analiticas. Du et al.
(2015) sintetizaram PCs a partir de cascas de laranja, obtendo RQF = 9,0 %. Alam et al. (2015)
desenvolveram PCs utilizando repolho como precursor natural, alcancando RQF = 16,5% e

Huang et al. (2013) sintetizaram PCs a partir de morango, conseguindo um RQF = 6,3%.
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5.3 Otimizacéo das condicgdes experimentais

5.3.1 Estudo de dilui¢do dos NPCs

Estudos preliminares foram feitos para avaliar a influéncia concentracdo dos NPCs em

agua ultrapura, Figura.5.5.
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Figura 5.5 — Variagdo da concentragdo da solucéo de trabalho de NPCs em &gua ultrapura. Aliquotas
da solucéo de trabalho de NPCs: 20pL (s ); 30pL (wws= ); 40pL (wss= ); S50pL ( ); 100pL (s );
150pL (we ); 200 L (mm ); 2501 L (s ); 300pLL (wmm ); Avaxcexc. = 370 nm.

Com base nos resultados, a concentracdo que corresponde ao volume de 40 pL de NPCs
apresentou a maior intensidade de fluorescéncia. Em volumes menores que 30 pL, as
nanoparticulas estavam dispersas no meio aquoso, diminuindo o sinal analitico. No entanto,
volume maiores que 50 puL produzem um decréscimo da fluorescéncia causada pela reabsor¢éo
da fluorescéncia pelas nanoparticulas, que diminuiu a magnitude do sinal analitico, associado
ao IFE (FONIN et al., 2014).

Com base nesses resultados, ficou definida a utilizagc&o de 40 uL da solugéo de trabalho
dos NPCs para os estudos quantitativos, usando um LED ultravioleta para excitagdo em 380

nm, que apresentou uma intensidade fluorescente proxima do A maxexc. = 390 nm (Figura 5.2).
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5.3.2 Efeito da concentracdo do ion cromo(VI)

O efeito da supressdo da fluorescéncia dos NPCs foi avaliado na presenca de diferentes
concentracdes da solugdo de ion cromo(VI). Na Figura 5.6 (a), pode observar que ocorreu
interacdo entre 0s grupos funcionais presentes na superficie dos NPCs e ion cromo(V1), dando
origem ao decréscimo de intensidade de emissdo em 488 nm, devido as armadilhas que se
encontram na superficie das nanoparticulas, conforme mecanismo IFE (ZHANG et. al., 2017).

Na Figura 5.6 (b), observa-se o desvio da linearidade da lei de Beer-Lambert, devido ao
aumento da concentracao de ions cromo(V1). (SKOOG, 2015).

A relacdo entre a eficiéncia da supressdo da fluorescéncia e a concentracdo do ion
cromo(VI1) entre 0,25 a 60 mg L, expressas em termo da Equagdo 5.1, esta apresentada na
Figura 5.6(b).

() (b)

50000 10 mg L 1.2 +
Cr(VI) |
~ 40000
;', 208 +
- 30000 =
3 On-off 0.6
i~ (=1
g 20000 04 +
=
— 10000 02 —+
4 !
0 60 mg L 0 f 1 i
390 440 490 540 590 Cr(VI) 0 20 40 60
Comprimento de onda (nm) Concentragdo de cromo(VI) (mg L)

Figura 5.6 — (a) Supressao da fluorescéncia da solucdo de trabalho dos NPCs em funcdo do aumento
da concentracéo do fon cromo(V1): solucdo trabalho dos NPCs (s ); 0,25 mg Lt (== ); 0,50 mg L (

); 1,0mg Lt (- );3,0mg L (mmm ); 5,0 mg Lt (s ); 10 mg L (s ); 20 mg L (s ); 40 mg
L (wem ); 60 mg L (mmm ); (b) A relacdo entre a equacéo (Fo-F) / Fo € as concentragdes de cromo(V1)
de 0,25a60 mg L™

Para melhor visualizar a supressdo da fluorescéncia, na Figura 5.7 esta ilustrada a
coloracdo das soluc@es, que corresponde ao comportamento das nanoparticulas ao interagirem
com o ion cromo(V1), quando submetidas a radiagdo ultravioleta em Amax.exc. = 380 nm. Assim,

é possivel observar a coloracao da solucao de trabalho dos NPCs com forte tonalidade na cor
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azul ciano e diminuicdo da fluorescéncia com o aumento da concentra¢do do ion cromo(V1),

visualizada pela diminuicéo da tonalidade.

NPCs
0mgL!

Supressao da fluorescéncia

60 mg L!

Figura 5.7 — Fotografia da supresséo da fluorescéncia dos NPCs em funcéo do aumento da concentragdo

do ion Cr(VI) sob luz UV em Amaxexc. = 350 nm. Fonte: propria do autor.

5.3.3 Otimizacéao da recuperacdo da fluorescéncia

Os valores calculados estdo ilustrados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Valores de recuperacdo da fluorescéncia (F-F) para as diferentes concentragdes de ion

cromo(VI)

Concentracéo de ion cromo (V1) (mg L?) Fr-F
10 315,74
15 234,93
20 147,52
30 37,55
40 27,89
50 7,70
60 0,26

Observa-se que 0 aumento da concentracdo de ion cromo(VI) diminiu a recuperacao da

fluorescéncia dos NPCs. Logo, a concentragdo de 10 mg L resultou no maior valor, igual a

315,74, seguido das concentrag@es de 15 e 20 mg L.
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A eficiéncia da recuperacdo é observada quando o efeito on-off diminui devido a reagdo
de oxidagdo-reducdo do ion cromo(VI) pelo AA, na presenca do sensor NPC/Cr(VI). O
resultado ¢é o retorno da fluorescéncia das nanoparticulas (efeito off-on). (LUO et al., 2018;
YANG et al., 2018; GONG et al., 2017).

5.3.4 Efeito do pH do meio reacional

O efeito do pH no meio reacional foi investigado utilizando as solug¢des tampéo fosfato e

acetato, com o intuito de avaliar possiveis implicagdes sobre a intensidade do sinal fluorescente.

5.3.4.1 Solugéo tampdao acetato

O estudo feito na faixa de pH entre 3,4 e 8,5 ndo evidenciou mudancas significativas de

interacdo das nanoparticulas com o analito (Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Variacdo da recuperacéo da fluorescéncia dos NPCs em funcéo do pH.

Observa-se que a maior recuperacdo da fluorescéncia foi obtida em pH 6,2. No entanto,
as intensidades sdo bastante baixas, fato que compromete a sensibilidade analitica.

Segundo Fong et al. (2016), em baixos valores de pH, grupos organicos como 0s
carboxilicos, encontrados na superficie dos PCs, sdo protonados, resultando numa superficie
positivamente carregada, que impede a aproximacao do ion cromo(V1) por repulsdes de cargas

positivas, que promove a diminui¢cdo do IFE. Com o aumento do pH, ocorre desprotonacgéo
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desses grupos organicos, aumentando a atracdo eletroestatica entre os ions cromo(VI) e 0s
NPCs, que resulta no aumento do efeito de supresséo.

5.3.4.2 Solugéo tampéo fosfato

Estudando o pH entre 5,5 e 10, observa-se que a maior recuperacdo de fluorescéncia

ocorreu em pH 6,9 (Figura 5.9).
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Figura 5.9 — Variacdo da recuperagéo da fluorescéncia dos NPCs em funcéo do pH.

O valor de pKa do AA é de 4,25. Assim, em pH 6,9, ha predominancia da forma
monoanidnica (HA") do acido em relacdo a forma protonada (H2A), ou seja, a dissociacdo do
AA é favorecida, resultando em recuperacéo da fluorescéncia. Em valores de pH abaixo do pka,
predomina a forma &cida, que desfavorece a reducdo do ion cromo(VI), comprometendo o
retorno da fluorescéncia dos NPCs (GIULIVI e CADENAS, 1993).

Segundo Luo et al. (2018), a medida que aumenta o pH do meio reacional, os PCs perdem
prétons deixando seus grupos funcionais com cargas negativas pela desprotonacdo. Devido a
este efeito, o fon cromo(VI) interage com as nanoparticulas por atracdo eletroestatica, que
favorece a supressdo da fluorescéncia. Contudo, na presenca do AA, ocorre a reducao do ion
cromo(V1) para ion cromo(l1l), com recuperacdo da fluorescéncia das nanoparticulas.

Dessa forma, para os estudos subsequentes, o meio foi tamponado em pH 6,9 com solucao

tampéo fosfato.
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5.4 Curva analitica

A curva analitica foi construida com base no funcionamento do sensor NPCs/Cr(V1). Os
efeitos de supressdo e retorno da intensidade de fluorescéncia, que correspondem ao sinal
analitico, foram observados na presenca de solugdes analiticas de AA na faixa de 0,50 a 80 mg
L1, solugdo de ion cromo(VI) na concentragdo de 10 mg L e volume de 40 pL da solugdo de
trabalho dos NPCs, em pH 6,9 (Figura 5.10).
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Figura 5.10 — Recuperacdo da intensidade de fluorescéncia dos NPCs em funcdo do aumento da
concentragdo do AA: 40 pL de solucdo de trabalho de NPCs (ws= ); NPCs/Cr(V1) 10 mg L™ (s );
0,50 Mg L (wem ); ,0mg L2 () ;2,0 mg L (wemm ); 4,0 Mg Lt (s );20,0 Mg L (s ); 20,0
Mg Lt (mem ); 30,0 mg L (wemm ); 40,0 Mg L (wemm ); 60,0 M@ Lt (e ); 80,0 Mg L (wemm ). Cada
mistura foi tamponado em pH 6,9 (solugdo tampdo fosfato).

Pode-se observar a recuperacdo da intensidade de fluorescéncia dos NPCs quando
concentragdes crescentes de AA sdo adicionadas na presenca do ion cromo(V1).

Em estudo prévio, foi evidenciado que uma solugdo 100,0 mg L AA foi capaz de
recuperar 100% de fluorescéncia dos NPCs, devido a reducdo total do ion cromo(VI) a
cromo(l1l). No entanto, para fins analiticos, optou-se por definir 80,0 mg L* AA como
concentragdo maxima.

Na Figura 5.11, observa-se o efeito do sensor de NPCs/Cr(VI) em funcéo da adigédo de

concentragdes crescentes de AA (0,50 a 80,0 mg mL™1), que pode ser observado pelo aumento

66



da coloracdo das solugdes expostas a radiagdo ultravioleta, de azul ciano para azul ciano intenso

(seta de cor branca).

NPC/
_Cr(VI)

i A . :
AR gt gt ,
NPCs ' ¥ \'& v" ~ar.:'£?"’\;'yw,£ ‘ )
0OmgL! 80 mg L

Figura 5.11 — Fotografia dos frascos das solucg@es utilizadas para a constru¢do da curva analitica,
mostrando as diferentes tonalidades de cor azul ciano, que evidenciam a recuperacao d intensidade de
fluorescéncia dos NPCs na presenca do aumento da concentracdo do AA, sob luz UV em Amaxexc.= 350
nm. Fonte: propria do autor.

5.4.1 Validagdo do modelo linear

A curva analitica obtida estd mostrada na Figura 5.12.
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Figura 5.12 — Curva analitica de recuperacgdo da fluorescéncia dos NPCs em funcéo da concentracdo de
AA: 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 10; 30; 60 e 80 mg L.

A equacdo linear que descreve o modelo é Y= 0,0137x + 0,0073. A regresséo linear
resultou em coeficiente de determinagdo (R?) de 0,998, sendo os limites de deteccio (LOD) e
de quantificaco (LOQ) iguais a 0,15 mg L™ e 0,46 mg L, respectivamente.
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A distribuicdo dos residuos esta apresentada na Figura 5.13, ndo se observando perfil

sistematico que indique a falta de ajuste do modelo.
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Figura 5.13 Grafico de distribuigdo de residuos deixados pelo modelo univariado de calibracéo.

5.4.2 Analise de variancia

Os resultados obtidos para os testes de falta de ajuste e significancia estatistica de

regressdo estdo apresentados nas Tabela 5.4 e Tabela 5.5.

Tabela 5.4 — Resultados da ANOVA calculados para avaliagdo do modelo de calibragdo univariado do
método proposto.

Fonte de variacdo Graus de liberdade Soma quadratica Média quadratica
Regresséo 1 3,10209 3,10209
Residuo 22 0,01591 0,00072
Falta de ajuste 6 0,00234 0,00039

Erro puro 16 0,05411 0,00338
Total 23 3,11800

68



Tabela 5.5 — Resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de regressdo — ANOVA.

Sistema proposto

MQfai/MQep ‘ 0,1155
MQreg/ MQ¢ ‘ 4.289,47
) Falta de ajuste 6
Grau de liberdade o
Significancia de regressao 1
Teste F tabelado, 95% de Falta de ajuste 2,74
confianga Significancia de regressdo 4,30

Para a falta de ajuste, a razdo MQsj/MQep correspondeu a 0,12, valor inferior quando
comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de 2,74, para o nivel de confianca estatistica
de 95%, demonstrando que ndo hé falta de ajuste do modelo linear.

O teste de significancia de regressao, que foi realizado por comparagéo do valor da razdo
MQreg/MQy, igual a 4.289,47, com o valor critico de 4,30 da distribuigdo F a 95% de confianca,

evidenciando que a regressao linear é altamente significativa.

5.5 Testes de recuperacao

Foram selecionadas trés amostras comerciais diferentes para investigar o comportamento
da recuperacdo das concentracGes de AA. Os resultados foram comparados com os dados
obtidos antes e ap0s a adi¢do das solucdes padrdo de AA nas amostras.

Tabela 5.6 — Resultados do teste da recuperagdo do AA em trés amostras comerciais distintas utilizando
0 espectrdmetro miniaturizado.

Amostra Concentracdo de AA Recuperacdo (mg L) Recuperacéo (%)
(mg L)
Al 4 97,2 1,4
10 90,6 0,9
20 106 1,1
A2 4 95,9 1,7
10 107 2,0
20 90,8 0,6
A3 4 99,3 1,5
10 104 11
20 94,9 0,8
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Os valores de recuperacdo das amostras apresentam uma variagao entre 90,6 e 107 %, a
faixa considerada aceitavel para anélises quimicas de medicamentos (INMETRO, 2016).

5.6 Determinacéo de &cido ascorbico em medicamentos

Os resultados das amostras solidas (quatro) e liquidas (cinco) analisadas e a comparacao

com o método de referéncia estdo mostrados nas Tabelas 5.7 e 5.8, respectivamente.

Tabela 5.7 — Resultados de teor de AA das analises feitas com amostras sélidas de medicamentos,
através do método proposto e de referéncia.

Concentracdo de AA

Rétulo
Amostras Meétodo proposto Método de referéncia
mg mg RSD (%) mg RSD (%) = Erei (%)
Al 500 498,8 +2,5 0,5 4946 £6,9 1,4 0,8
A2 500 510,7 £ 3,6 0,7 521,0+5/4 1,0 -2,0
A3 1.000 998,5+9,9 1,0 1.002,7 £11,2 1,1 -04
Ad 1.000 1.0129+2,0 0,2 1.008,1 £9,7 1,0 0,5

Os valores médios obtidos para 0 método proposto e o de referéncia aproximaram-se
dos valores nominais informados nos rétulos, de forma satisfatoria. Conforme ANVISA, o0s
teores de principio ativo de medicamentos ndao devem exceder 10 % em relacdo ao valor
rotulado (ANVISA, 2017).

Observa-se que 0 RSD % variou de 0,2 a 1,0 para 0 método proposto, indicando maior
precisdo quando comparado ao método de referéncia, cujos valores variaram entre 1,0 a 1,4.

Com base no teste t pareado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as médias obtidas pelo método proposto em comparagéo ao de referéncia,
para um nivel de confianga de 95 %.
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Tabela 5.8 — Resultados do teor de AA das andlises realizadas com amostras liquidas de medicamentos
pelo método proposto e de referéncia para fins de comparacao.

Concentracdo de AA

Amostras Rotulo Método proposto Método de referéncia
mg mL* mg mL* CV (%) mg mL* CV (%) Erel (%)
A5 200 170,5+1,0 0,6 169,7+0,8 0,5 0,5
A6 200 162,1+1,3 0,8 162,3+1,2 0,7 -0,1
A7 200 1610+ 7,4 4,6 163,2+ 0,6 0,4 -1,4
A8 200 169,2 + 6,8 4,0 165,9+0,3 0,2 2,0
A9 200 165,1+ 5,6 3,4 166,1 + 0,5 0,3 -0,7

Observa-se que os valores médios obtidos para 0 método proposto e o de referéncia
estdo proximos, mas inferiores ao valore rotulado de 200 mg L™, indicando a provavel oxidacéo
do AA nas solugbes do medicamento.

Os valores de RSD % para 0 método proposto variaram de 0,6 a 4,6 %, evidenciando
menor precisdo em comparagdo ao método de referéncia (0,2 a 0,7).

Com base no teste t pareado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as médias obtidas no método proposto em comparacdo ao de referéncia,

para um nivel de confianca de 95 %.

5.7 Precisao

Para avaliacdo da precisdo intradia, realizaram-se seis medidas para 0s seguintes niveis
de concentracgdes: 10, 30 e 60 mg L't AA, que correspondem aos niveis baixo, intermediario e
alto da faixa linear da curva analitica, conforme Tabela 5.9 (EURACHEM, 2014).

Tabela 5.9 — Resultados da preciséo intradia avaliada para solugdes de AA nas concentracfes de 10, 30
e60mgL:n=3.

Concentracdo (mg L) Valor médio de Desvio padréo (mg L?) CV (%)
intensidade (u.a)
10,0 0,14 0,0048 3,42
30,0 0,41 0,0077 1,86
60,0 0,83 0,0084 1,01
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Os valores de CV corresponderam a 3,42 %, 1,86 % e 1,01 % para as respectivas
concentragOes de AA, inferiores ao valor critico de 5,3 % para concentragdes menores do que
100 mg L* (INMETRO, 20186).

5.8 Estudo de estabilidade

A estabilidade da solugéo de trabalho dos NPCs, do sensor NPC/Cr(V1) e da recuperacéao
da intensidade de fluorescéncia NPC/Cr(VI1) + AA foi estudada ao longo de 60 min, Figura
5.14.

35000
30000

)
N
a1
o
o
o

20000
15000
10000

5000

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
50 60

Intensidade (u.a.

30 .
Tempo (min)

Figura 5.14 — Estudo de estabilidade para (i) a solugéo de trabalho dos NPCs ( == ); (ii) 0 sensor
NPCs/Cr(VI) ( ) e (iii) recuperacgdo da intensidade de fluorescéncia NPCs/Cr(VI) +AA ( ) em
diferentes tempos: 1, 5, 10, 20, 30 e 60 min.

Os resultados indicaram que as intensidades de fluorescéncia variaram entre zero e cinco
minutos, mantendo-se constantes entre cinco e 60 minutos. Por esse motivo, para todos 0s
estudos quantitativos, definiu-se um tempo de repouso de 5 min para que as solucdes atingissem
a condicdo de equilibrio quimico. Resultado similar para o tempo de repouso foi encontrado

por Luo e colaboradores (2018), ao determinarem o teor de acido ascorbico em frutas.

5.9 Estudo de interferentes

Os principais interferentes inorganicos estudados foram os cations Ca?*, Na*, K*, Cu?*,

Cr3*, Co?*, Fe?* e Fe*', avaliados em concentragio cinco vezes maior que o fon cromo(V1), ou
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seja, 50 mg L, exceto para os cations Fe?* e Fe**, que foram empregados na concentracéo de

20 mg L™ e 10 mg L™, respectivamente (Figura 5.16).
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Figura 5.15 — Estudo de interferentes inorganicos para averiguar o efeito IFE dos seguintes cations na
presenca da solucdo de trabalho de NPCs: Ca?*, Na*, Cu?*, K*, Cr¥, Co?*, Fe?" e Fe* em comparagao
com o cation Cré*,

Observa-se que ndo ocorrem efeitos de supressdo de fluorescéncia superiores a 5 % de
supressdo, nas concentracdes de interferentes estudadas. No entanto, ressalta-se que os efeitos
para os cations Fe’* e Fe®" referem-se as concentragdes de 20 mg L! e 10 mg L7,
respectivamente, ou seja, acima desses valores, sdo interferentes. Da literatura, tanto o ion
ferro(Il) quanto o ion ferro(lll) interagem com grupos fenolicos, hidroxilas e/ou aminas
encontrados na superficie dos NPCs, promovendo a supressdo de fluorescéncia de PCs (GONG
et al, 2015; HORMOZI-NEZHAD e TAGHIGHIPOUR, 2016).
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6 CONCLUSOES

Os NPCs obtidos a partir do suco de caja-manga, sintetizados por tratamento de
carbonizacdo hidrotérmica, apresentaram alta fluorescéncia de coloracdo azul ciano em um
comprimento de onda de emissao de 488 nm, quando excitados em 380 nm.

A dopagem com nitrogénio promoveu aumento da intensidade de fluorescéncia dos
NPCs. A melhor de condicdo de sintese foi obtida utilizando concentracdo de etanolamina de
1,0 ml L%, que correspondeu a um valor de rendimento quéntico de fluorescéncia de 12,0 %,
estabelecendo melhor relacéo custo/beneficio e condi¢cdo ambientalmente amigavel.

O aumento de sensibilidade analitica depende da concentracdo de NPCs, do pH do meio
reacional e da concentracdo da solucéo de ion cromo(V1).

O sensor NPCs/Cr(V1) produzido foi capaz de interagir com diferentes concentracfes
de AA, possibilitando a determinacgdo analitica pelo sistema on-off-on.

A faixa linear de trabalho correspondeu ao intervalo de 0,46 a 80 mg L™, com limite de

deteccdo igual a 0,15 mg L.

A comparacao de valores médios de AA entre 0 método proposto e o de referéncia ndo
evidenciou diferencas estatisticamente significativas para o teste t pareado, considerando um
nivel de confianca de 95 %. No entanto, os valores médios obtidos para as amostras liquidas
ficaram abaixo do valor rotulado, indicando provavel degradacdo do AA nessa forma de
apresentacdo do medicamento. Para as amostras solidas, esse fato ndo observado, evidenciando
maior estabilidade quimica do farmaco na forma de comprimidos.

O método proposto apresenta vantagens como facilidade de sintese e manipulacédo das
nanoparticulas, utilizacdo de instrumentacdo basica que pode ser encontrada na maioria dos
laboratérios, além do uso de um espectrémetro miniaturizado portatil de baixo custo quando

comparado a equipamentos de bancada equivalentes.
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