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RESUMO

Este trabalho envolve o desenvolvimento de dois métodos analiticos. O
primeiro consiste na determinacdo de quercetina em chas e cervejas baseado
no quenching da fluorescéncia de carbon dots (CDs). Os CDs foram preparados
empregando um meétodo hidrotermal, no qual o citrato de sddio foi tratado na
presenca de hidrogenocarbonato de aménio (NHsHCO3) a 180°C por 4 h. A
caracterizacdo do carbon dot foi realizada por meio das técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura e infravermelho, podendo-se observar a formacgao de
nanoparticulas esféricas e a presenca de grupos carboxilatos e vibracdo de
estiramentos O —H e N — H. Os CDs apresentaram emisséo de radiagcdo em 450
nm com excitacdo em 380 nm e um quenching maximo na presenca de
quercetina foi observado em pH 11,0. Apds a otimizacdo do método proposto,
obteve-se resposta linear para o intervalo de concentracdo de quercetina entre
1,0e 10,0 mg L (F/Fo = (0,1511 £ 0,0075)*[Q] + (0,8922 + 0,0384), R = 0,9963)
a temperatura ambiente, usando 0,08 mL de disperséo de CDs e 0,1 mol L? de
uma solucdo tampéao de Ringer (Na2HPO4 — NaOH) pH 11,0. Foi estimado um
limite de deteccédo de 0,85 mg Lt e um desvio padrao relativo de 0,21% (n =3, 4
mg L quercetina). O teste de adicdo e recuperacdo com amostra de chéas e
cervejas foi realizado e foram obtidos valores de recuperacéo entre 80 e 107%,
indicando néo haver efeito de matriz. O segundo método analitico consiste na
determinacdo de curcumina em amostras de acafrdo-da-terra baseado no
quenching da fluorescéncia de quantum dots (QDs) ternarios CulnS;
estabilizados com glutationa (GSH). Para caracterizacao foi obtido o espectro de
transmitancia no infravermelho dos QDs, podendo-se observar deformacao de
NH e estiramento de ligagdo C = O. As nanoparticulas foram sintetizadas pela
metodologia eletroquimica, em meio aquoso e apresentaram emissao em 545
nm com excitacdo em 290 nm, sendo observado um quenching maximo na
presenca de curcumina em pH 11,0. Apés a otimizacao do sistema uma resposta
linear foi obtida para uma faixa de concentracdo entre 1,0 e 10,0 mg L de
curcumina (Fo/F = (0,0581 + 0,0023)*[C] + (0,9533 + 0,0097), R = 0,9969) a
temperatura ambiente, usando 0,10 mL de QDs e 0,15 mol L* de uma solucgéo
tampédo de Sorensen (Glicocol — NaOH) pH 11,0. Foi estimado um limite de
deteccédo de 0,17 mg L' e um desvio padrdo relativo de 0,10% (n = 3) para
solucédo de curcumina 4 mg L. O teste de adicéo e recuperacdo com amostras
de acafrdo-da-terra foi realizado e foram obtidos valores de recuperacéo entre
94 e 107%. Este procedimento foi adequado para determinar a curcumina em
amostras de acafrdo-da-terra de forma simples e rapida. Logo, métodos simples
e precisos empregando nanoparticulas que apresentam baixa toxicidade ao
meio ambiente foram propostos para determinacdo de quercetina e curcumina
em matrizes alimenticias.

Palavras-chave: Carbon dots. Quantum dots ternarios. Quenching.
Fluorescéncia. Flavonoides.



ABSTRACT

This work involves the development of two analytical methods. The first
methods is the determination of quercetin in teas and beers samples based on
carbon dot (CDs) fluorescence quenching. The CDs were prepared using a
hydrothermal method in which sodium citrate was treated within ammonium
bicarbonate (NH4sHCO3) at 180 ° C for 4 h. The carbon dot characterization was
performed by transmission electron microscopy and infrared techniques. The
formation of spherical nanoparticles and the presence of carboxylate groups and
vibration of O - H and N - H stretches were observed. The CDs presented
radiation emission at 450 nm with excitation at 380 nm and a maximum
guenching in the presence of quercetin was observed at pH 11.0. After the
experiment optimization, linear response was obtained for a quercetin
concentration range between 1.0 and 10 mg L (F/Fo = (0.1511 + 0.0075) * [Q] +
(0.8922 + 0.0384), R = 0.9963) at room temperature using 0.08 mL of CDs and
0.1 mol L? of a NazHPO4/NaOH buffer pH 11.0. A limit of detection 0.85 mg L*
and a relative standard deviation of 0.21% (n = 3, 4 mg L quercetin) and
recovery values between 80 and 107% for teas and beers, demonstrating the
possibility of application the proposed method for quercetin analysis. Finally, the
tea and beer sample addition and recovery test was performed and recovery
values between 80 and 118% were obtained. The second analytical method is
the determination of curcumin in turmeric samples based on the CulnS,-GSH
ternary quantum dots fluorescence quenching (QDs). For characterization, the
infrared transmittance spectrum of the QDs was obtained, and NH deformation
and C = O binding stretch could be observed. The nanoparticles were
synthesized by the electrochemical methodology, in aqueous medium and
stabilized with glutathione, presenting emission at 545 nm and excitation at 290
nm, being observed a maximum quenching in the presence of curcumin at pH
11. After the system optimization a linear response was obtained. for a
concentration range between 1.0 and 10 mg L' curcumin (Fo/F = (0.0581 +
0.0023) * [C] + (0.9533 + 0.0097), R = 0, 9969) at room temperature using 0.10
mL of QDs and 0.15 mol L of a Glycine/NaCl/NaOH buffer pH 11.0. A limit of
detection 0.17 mg L* and a relative standard deviation of 0.10% (n = 3) for 4 mg
Lt curcumin solution were estimated. The addition and recovery test with
turmeric samples was performed and recovery values between 94 and 107%
were obtained. This procedure successfully suitable to determine curcumin in
turmeric samples simply and quickly. Therefore, simple and precise methods
employing nanoparticles with low environmental toxicity were proposed to
determine quercetin and curcumin in food matrices.

Keywords: Carbon dots. Ternary quantum dots. Quenching. Fluorescence.
Flavonoid.
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas fluorescentes, como por exemplo os pontos quanticos
de carbono (carbon dots — CDs) e os pontos quanticos (quantum dots — QDs),
tém recebido bastante atencdo devido as suas propriedades Unicas. Com
diametro inferior a 10 nm e apresentando forte luminescéncia, estas
nanoparticulas tém sido empregadas em diversas aplicacfes, como: bioimagem,
biomarcadores, sensores, dispositivos eletrdnicos, entre outras. No quantum
dots o estado de forte confinamento quéantico permite que as suas propriedades
Oticas sejam alteradas apenas com a alteracdo do tamanho dos mesmos. Os
carbon dots apresentam boa condutividade, baixa toxicidade, forte emissédo de
fotoluminescéncia, propriedades Opticas e eletrdnicas (SILVA et al., 2010;
NAMDARI; NEGAHDARI; EATEMADI, 2017; TUERHONG; YANG; XUE-BO,
2017). As nanoparticulas tém sido aplicadas nos setores alimenticio, sdude,
catalise, meio ambiente, entre outros.

No campo da alimentacéo e saude, € crescente o nimero de pessoas que
priorizam o aumento da expectativa de vida e que se preocupam cada vez mais
em ter uma vida mais saudavel (ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS,
2015). Uma série de estudos demonstram que existe uma correlacdo entre
alimentos e saude. No Japéo, na década de 1980, quando 0 governo procurava
estabelecer um novo conceito de alimentos com potenciais beneficios como uma
tentativa de reduzir o crescente custo com a saude, surgiu o termo “foods for
specified health use” (FOSHU), que era usado para designar alimentos que
proporcionavam algum beneficio especifico a saude, devido a sua composi¢cao
nutricional. Junto com este termo surgiram novos termos, como por exemplo, o
termo nutracéuticos (CANDIDO, 2002). Nutracéuticos s&o alimentos ou parte de
alimentos, de origem vegetal ou animal, que além de seu valor nutritivo possuem
compostos bioativos que oferecem beneficios a salude humana (SANTINI;
TENORE; NOVELLINO, 2017).

A busca por alimentos nutracéuticos, com o intuito de melhorar a saude
ao longo da vida tem sido bastante investigada nos Gltimos anos (LOPEZ-
GUTIERREZ et al., 2016). Entre os componentes presentes nesses alimentos,
estdo os polifendis de fonte natural, que tém recebido cada vez mais atencéo da

populacdo. O interesse se deve a comprovacao da atuacdo dos polifendis na



21

prevencado de varias doencas que envolvem radicais livres, uma vez que 0s
polifendis sdo os antioxidantes mais abundantes presentes na dieta humana e
sdo componentes comuns em alimentos, como frutas, verduras, sementes,
nozes, chocolate, vinho, cerveja, café e cha (SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO,
2008; ELEAZU et al., 2017). Nos seres humanos, o processo de oxidacao é tido
como essencial para a producéo de energia, mas se a producéo de radicais livres
ocorrer de forma descontrolada, isto pode ser prejudicial a saude humana.
Dentre os polifendis antioxidantes, os flavonoides e a curcumina se destacam
devido a sua capacidade de combater esses radicais livres (WANG et al., 2017;
BABU; MOHAMMED; HARIKUMAR, 2019).

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios naturais que sdo amplamente
distribuidos nos alimentos. Sdo compostos organicos classificados segundo a
estrutura quimica em flavonais, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavanodis e
antocianidinas (ELEAZU et al., 2017). A quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi
flavona) é um dos flavonoides mais abundantes classificado como flavonol. A
quercetina possui atividade antioxidante e antitumoral, devido a capacidade de
combater os radicais livres (BHUIYA et al.,, 2017). Além de apresentar
propriedades antioxidantes e antitumoral, a quercetina também possui
propriedades antialérgicas, antivirais, antimutagénicas, de protecdo
cardiovascular, de prevencéo da catarata e de inibicdo da peroxidacgéo lipidica
(ZOU et al., 2015). A quercetina € encontrada em altas concentracdes em
cebola, couve, vagem, brocolis e tomate. Também é encontrada em frutas, com
maior concentracdo em maca e em bebidas, como a cerveja, café, achocolatado,
vinho e cha. Estes alimentos sdo consumidos diariamente na dieta humana,
porém, ndo € possivel fazer uma quantificacdo exata do teor de quercetina
ingerida devido a falta de dados sobre sua quantidade nos alimentos (BEHLING
et al., 2004). Sendo assim, torna-se importante analisar alimentos que sao fontes
de quercetina a fim de conhecer 0s seus teores reais presentes nestes.

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-3,5-diona)
€ um pigmento natural de cor amarela derivado do rizoma da planta Curcuma
longa L., planta pertencente a familia das Zingiberaceae. O pé amarelo
proveniente do rizoma da planta é chamado de turmérico, também conhecido

popularmente como acafrdo-da-india, acafrdo-da-terra, curcuma, gengibre
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dourado, entre outros (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; MARCHI et al., 2016). A
curcumina se destaca pela sua atividade antioxidante, mas também apresenta
propriedades como anticancer, anti-inflamatoria, antibacteriana e antidiabética,
0 que tem atraido bastante atencdo de pesquisadores e aumentado seu
consumo pela populacdo (HU et al., 2017; HU et al., 2019). Sendo assim, é
importante saber a concentracdo de curcumina que esta sendo consumida, pois,
seu uso em excesso pode levar a atividade pro-oxidante no DNA, estudos
realizados empregando células PC12 demonstraram que em concentracdes
acima de 8 mg L de curcumina havia uma reducéo da viabilidade celular e essa
reducdo aumentava significativamente em concentracdes de curcumina acima
de 16 mg L' (MENDONCA et al., 2009; HU et al., 2019).

Existem varios métodos utilizados para a determinacdo de quercetina e
curcumina em alimentos e bebidas como exemplo, eletroforese capilar (MEMON
et al., 2017), voltamétrico (ZIYATDINOVA; KOZLOVA; BUDNIKOV, 2018),
espectroscopia de infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-NIR)
(THANGAVEL; DHIVYA, 2019), cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa (CLUE-EM) (YU et al., 2019a),
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) (ANSARI et al.,
2005), entre outros. Embora estes métodos possam ter apresentado boa
precisao e alta sensibilidade, eles apresentam algumas desvantagens, como por
exemplo, analise laboriosa, alto consumo de regente, alto custo de
equipamentos e baixa frequéncia analitica. Quando comparados com outros
métodos analiticos, os métodos que envolvem fluorescéncia como deteccao, sao
rapidos, econbmicos simples e possuem alta sensibilidade (LIU et al., 2015).

Os métodos desenvolvidos neste trabalho demonstraram simplicidade e
precisdo, além se serem considerados rapidos, pois a supressdao da
fluorescéncia das nanoparticulas acontecia logo apés a adicdo do analito ao
meio reacional. O primeiro método se baseia na aplicacdo de CDs na
determinacao de quercetina em chés e cervejas, sendo um método versétil pela
possibilidade de analise de diferentes amostras e o segundo método é baseado
na aplicacdo de QDs ternarios na determinagdo de curcumina em acafrdo-da-
terra. Neste sentido, foram sintetizados carbon dots por método hidrotermal e

quantum dots através de um meétodo eletroquimico. A determinacdo de



23

quercetina e curcumina baseou-se, respectivamente, no quenching da

intensidade de fluorescéncia dos CDs e QDs sintetizados.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 NANOPARTICULAS

De modo geral as nanoparticulas séo particulas extremamente pequenas
com tamanho de ordem nanométrica. O prefixo “nano” é adotado para valores
gue denotam a nona poténcia negativa de dez, sendo o nanémetro uma unidade
de medida de comprimento correspondente a 10° metro que corresponde a um
bilionésimo de 1 m (YOKOYAMA et al., 2008).

As nanoparticulas ndo séo apenas uma miniaturizacdo da escala micron,
0S nanomateriais nesta escala mantém as principais caracteristicas de quando
estdo na sua forma macro, porém, em escala nanométrica estes mesmos
materiais podem exibir propriedades fisicas distintas das apresentadas na sua
forma macro, exibindo propriedades Unicas. Por exemplo, na escala nanomeétrica
0s materiais podem sofrer alteracdo de ponto de fusdo, e no caso dos cristais,
podem ter sua energia de rede reduzida, pois 0 nimero de atomos na superficie
destes materiais passa a ter uma quantidade significativa quando relacionada ao
namero total de atomos que compde a nanoparticula e a energia superficial
desempenha um papel significativo na estabilidade térmica (CAO, 2004; CHAU;
WU; YEN, 2007).

As nanoparticulas possuem uma reatividade muito maior em relagédo aos
seus analogos com tamanho maior, pois sua pequena dimensao faz com que
essas particulas tenham uma maior razdo de superficie por volume de meio
reacional, ou seja, superficies mais reativas (PALMQVIST, 2017).

Um nanomaterial € um material que pode assumir diferentes formas
geomeétricas que possui pelo menos uma dimenséao dentro da faixa de tamanho
de 1 a 100 nm, ou seja, um determinado nanomaterial pode ser um filme de
espessura nanométrica menor que 100 nm e ter um comprimento do tamanho
de uma sala, ainda assim esse material sera considerado um nanomaterial pois
uma de suas dimensdes € menor que 100 nm (PALMQVIST, 2017).

E possivel citar diversos materiais que se apresentam em escala
nanomeétrica no cotidiano. Um cabelo humano por exemplo tem, em média,
100.000 nm, enquanto na escala atbmica os espacos entre os atomos de uma

molécula possuem em média 0,15 nm (Figura 1).
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Figura 1 - llustracdo de varios materiais numa escala de milimetros a nanémetro.
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Fonte: Adaptado de Simdes (SIMOES; TAKEDA, 2017).

Apesar de nédo existir uma unica definicdo aceita internacionalmente para
as nanoparticulas, em muitos casos sédo assim denominadas as particulas que
possuem tamanho de 1 a 100 nm (YOKOYAMA et al., 2008). Segundo a
Organizacao Internacional de Padronizacdo (ISO) nanoparticula € um nano-
objeto com todas as trés dimensdes externas em nanoescala e a faixa de
tamanho compreendida na nanoescala € de, aproximadamente 1 e 100 nm (ISO,
2008 apud BOVERHOF et al., 2015).

A definicdo de nanoparticulas difere dependendo das caracteristicas dos
materiais precursores, das areas relacionadas e aplicagcdes em questdo. Em
geral as nanoparticulas sdo classificadas em organicas, inorganicas e
nanoparticulas de carbono (EALIAS; SARAVANAKUMAR, 2017).
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2.1.1 Classificacdo das nanoparticulas

2.1.1.1 Nanoparticulas organicas

Nanoparticulas organicas sdao comumente definidas como particulas
sélidas com diametro variando de 10 a 1000 nm e contendo compostos
organicos, sendo os mais comuns, lipidios e polimeros (ALLOUCHE, 2013).

As nanoparticulas organicas sdao modeladas a partir de moléculas
organicas naturais ou sintéticas. Na natureza sdo encontradas inumeras
nanoparticulas organicas, como agregados de proteinas, corpos lipidicos,
emulsdes de leite, podem ser encontradas também estruturas organizadas mais
complexas, como por exemplo, o virus. Estas nanoparticulas também estdo na
composicdo de diversos produtos industrializados presentes na industria
alimenticia, de cosméticos como também podem estar presentes em
formulacbes farmacéuticas. Uma caracteristica importante das nanoparticulas
organicas € o fato de que estas particulas podem ser biodegradaveis e néo
toxicas o que torna interessante seu uso no transporte de medicamentos e sua
aplicac@o biomédica. Dendrimeros, micelas e lipossomas séo as nanoparticulas
organicas mais comumente conhecidas (ROMERO; MOYA, 2012; EALIAS;
SARAVANAKUMAR, 2017).

2.1.1.2 Nanopatrticulas inorganicas

Sado consideradas nanoparticulas inorganicas as que em geral ndo séo
constituidas de carbono. Estas nanoparticulas sédo produzidas a base de 6xidos
metalicos, metais, semicondutores e ceramicas (JEEVANANDAM et al., 2018).
As nanoparticulas inorganicas tém tamanhos que podem variar de 10 a 100 nm,
esse tamanho reduzido faz com que estes materiais possuam caracteristicas
superficiais Unicas, como elevada area superficial por volume, tamanho dos
poros, densidade de carga superficial, maior reatividade e sensibilidade. As
nanoparticulas de metais sdo sintetizadas puramente com precursores de
metais, seja por método construtivo ou destrutivo. InUmeros metais podem ser
sintetizados na forma de nanoparticulas, os metais mais comumente utilizados

sao aluminio (Al), cadmio (Cd), cobalto (Co), cobre (Cu), ouro (Au), ferro (Fe),
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chumbo (Pb), prata (Ag) e zinco (Zn) (EALIAS; SARAVANAKUMAR, 2017;
PATTADAR et al., 2019).

A popularidade destas nanoparticulas tem crescido devido a suas
propriedades oOticas, eletrénicas e fisicas, que podem ser ajustaveis por
tamanho, forma e composi¢do do metal. Assim, estas nanoparticulas possuem
importantes aplicacdes em catdlise (FAVIER; PLA; GOMEZ, 2018), deteccdo
(DISSANAYAKE et al., 2019; CHEN et al., 2019), transporte de farmaco (RAI et
al., 2015; YU et al.,, 2019), como agente de imagem celular (KARMAKAR;
MALLICK, 2019), como agente fungicida (SARDELLA; GATT; VALDRAMIDIS,
2019), entre outras aplicacoes (PATTADAR et al., 2019).

Outro tipo de nanoparticula inorganica, sédo as nanoparticulas sintetizadas
a base de Oxidos metélicos. Muitas vezes as nanoparticulas de 6xidos metalicos
possuem propriedades mais eficientes que suas respectivas nanoparticulas
metdlicas, um exemplo, sdo as nanoparticulas de ferro que séo oxidadas
espontaneamente a 6xido de ferro 11l (Fe2Oz) quando na presencga de oxigénio,
e esse fendbmeno faz com que sua reatividade seja aumentada. Outras
nanoparticulas de o6xidos comumente sintetizados que apresentam maior
eficiéncia que suas respectivas nanoparticulas metalicas, sdo 6xido de aluminio
(Al203), 6xido de cério (CeOy), 6xido de ferro (Fe203), magnetita (Fez0a), didxido
de silicio (SiO2), 6xido de titanio (TiO2), 6xido de zinco (ZnO) (EALIAS;
SARAVANAKUMAR, 2017).

Um tipo de nanoparticula inorganica bastante estudado devido as suas
propriedades elétricas e Oticas sdo 0s nanocristais de semicondutores, estas
nanoparticulas possuem tamanhos que podem variar entre 1 e 100 nm. Quando
esses nanocristais semicondutores, também chamados de pontos quéanticos ou
guantum dots, tem seu tamanho diminuido sendo mantidos abaixo de 10 nm,
suas propriedades séo alteradas devido ao efeito do confinamento quantico, pois
a medida que o tamanho dos nanocristais s&o reduzidos, as excitagcdes
eletrbnicas mudam para energia mais alta. O estado de forte confinamento
guantico no qual estas nanoparticulas sao encontradas permite que as suas
propriedades Gticas sejam alteradas apenas com a alteragdo do tamanho das

mesmas. Uma caracteristica otica que permite o uso destas nanoparticulas em
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diversas areas € a forte intensidade de luminescéncia que elas apresentam
(ALIVISATOS, 1996; SILVA et al., 2010).

2.1.1.3 Nanoparticulas derivadas de carbono

As nanoparticulas derivadas de carbono sdo nanoparticulas que possuem
sua estrutura principal constituida de atomos de carbono. Suas caracteristicas
Unicas estimularam pesquisas em diversas areas, dentre as nanoparticulas
derivadas de carbono mais estudadas estdo os fulerenos, grafeno, nanotubos,
nanofibras e nanofolhas de carbono. Um tipo de nanoparticula derivada de
carbono mais recente foi descoberta em 2004 e possui tamanho abaixo de 10
nm (SHI et al., 2019a). Estas nanoparticulas sdo chamadas de nanoparticulas
de carbono (carbon nanoparticles — CNPs), também conhecidos como pontos
guanticos de carbono (carbon dots — CDs) e tém atraido bastante atencao devido
as suas propriedades Gticas e eletrdnicas (EALIAS; SARAVANAKUMAR, 2017;
ASADIAN; GHALKHANI; SHAHROKHIAN, 2019).

Entre as propriedades dos pontos quanticos de carbono pode-se destacar
a fluorescéncia forte e ajustavel concomitantemente com a nédo toxicidade e
biocompatibilidade destas nanoparticulas, fazendo com que estas sejam
bastante aplicadas em bioimagem, biosensores, na administracdo de
medicamentos e terapia fototermal (TUERHONG; YANG; XUE-BO, 2017).

2.1.2 Sintese das nanoparticulas

O processo de sintese das nanoparticulas possui um papel importante
nas suas propriedades, pois, como visto anteriormente, as caracteristicas Unicas
das nanoparticulas estao fortemente atreladas ao seu tamanho e formato. Desta
forma, o processo de sintese empregado na fabricacdo das nanoparticulas é
determinante para obtencdo das nanoparticulas com propriedades bem
definidas (MIYAZAKI; RIUL JR, 2017).

Os processos de obtencdo de nanoparticulas séo divididos em duas
classes, top-down e bottom-up. No processo top-down, as nanoparticulas sdo
obtidas por métodos destrutivos, no qual moléculas maiores sdo decompostas

em unidades menores através de desgaste fisico e posteriormente convertidas
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em nanoparticulas, tendo como destaques neste tipo de processo técnicas como
ablacdo a laser e litografia. Em contra partida, no processo bottom-up as
nanoparticulas sao obtidas a partir de unidades menores (precursores atbmicos)
que se agregam para a formacao das nanoestruturas, neste tipo de processo
sdo bastante empregadas técnicas de sintese via sol-gel, pirélise e hidrotermal
(KHAN; SAEED; KHAN, 2017; MIYAZAKI; RIUL JR, 2017).

2.1.3 Aplicacado das nanoparticulas

2.1.3.1 Nanoparticulas em nanomedicina

A nanomedicina engloba diversas areas como, biologia, medicina,
quimica, fisica e outras disciplinas e se baseia no desenvolvimento de
nanomateriais com aplicacbes biomédicas. Na area de quimica sé&o
desenvolvidos dispositivos analiticos que permitem uma deteccdo rapida,
especifica e sensivel de diversos compostos, esses dispositivos sdo de grande
importancia na area de medicina, podendo ser aplicados no diagndsticos e
tratamento de inUmeras doencas, havendo um crescimento na pesquisa em
busca de novos matérias bioativos para serem empregados como biossensores
(MAZUR et al., 2017).

As nanoparticulas possuem um diferencial relacionado ao seu tamanho,
0 que permite que elas tenham uma interacdo bioldégica mais efetiva do que
particulas maiores. As propriedades relacionadas ao tamanho destas particulas
gue conferem esse diferencial é a maior propor¢cédo de superficie em relacao ao
seu volume total. Sendo assim, as propriedades inerentes as nanoparticulas,
como propriedades térmicas, elétricas, magnéticas e 6ticas, sdo exploradas na
criacdo de nanoestruturas aplicadas no diagndstico e tratamento de diversas
patologias (PARIS; VALLET-REGI, 2018).

Dentre os biossensores de nanomateriais aplicados em nanomedicina
podem ser citadas as estruturas lipidicas na forma de lipossomas. E esses
nanomateriais possuem estruturas similares as das membranas celulares, sendo
assim frequentemente empregados no estudos da interacdo entre membranas e
proteinas e em pesquisa envolvendo a descoberta de novas drogas (MAZUR et
al., 2017).
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Outra aplicacdo bastante investigada das nanoparticulas lipidicas, além
da sua aplicacdo como biossensores, € a de carregadores de farmaco, com o
intuito de aumentar beneficios terapéuticos. Seu emprego no transporte de
farmacos é amplamente explorado pois estas particulas sdo biocompativeis e
biodegradaveis. Os carregadores de farmaco sédo, em geral, construidos para
serem biomiméticos de membranas celulares capazes de aprisionar a droga
dentro de seu nucleo aquoso. Assim, protegida pela membrana lipidica a droga
seria carregada para o interior de células e tecidos doentes, protegendo células
e tecidos saudaveis de possiveis efeitos colaterais toxicos que a droga pode
ocasionar (KRAFT et al., 2014).

Ainda na gama de nanoparticulas organicas aplicadas em nanomedicina,
pode-se citar a atuacdo de micelas poliméricas como agentes terandsticos, que
servem, a0 mesmo tempo, para a terapia e diagnostico. Agentes de contrastes
tém sido incorporados a micelas poliméricas para melhorar a qualidade de
imagem e emitir sinal de sistemas bioldgicos, tornando esses sistemas visiveis
para deteccdo. As micelas se mostraram agentes de entrega especifica em
tumores para imagens moleculares com boa seletividade e sensibilidade. Além
de incorporar os agentes de contrastes dentro do ndcleo ou conjuga-los em sua
superficie para geracdo de imagens, as micelas também sdo capazes de
carregar drogas anticancer e anticorpos dentro do seu ndcleo para a terapia
(ZHANG; Ml, 2019).

Outro tipo de nanoparticula com alto potencial como transportador de
farmaco sdo os dendrimeros. Eles possuem uma estrutura ramificada regular
com forma esférica e a natureza dos grupos presentes em sua superficie,
hidrofébicos ou hidrofilicos, confere a eles o poder de encapsular ligantes no seu
interior ou agrega-los em sua superficie evitando a sua degradacdo. Os
dendrimeros podem proporcionar uma maior biodisponibilidade das drogas
complexadas a eles através do aumento da solubilidade em agua e alteracdo da
carga superficial (PEDZIWIATR-WERBICKA et al., 2019).

Uma variedade de nanoparticulas inorganicas também pode ser utilizada
para aplicacdes em nanomedicina. Assim como as nanoparticulas em geral, as
nanoparticulas inorganicas possuem propriedades Unicas, como propriedades

opticas, magnéticas, mecanicas e elétricas, dependentes de tamanho e forma,
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sendo nanoparticulas com acdo antibacterianas e antivirais. Apesar das
inmeras vantagens ainda é um desafio obter nanoparticulas inorganicas
uniformes e biocompativeis com as propriedades funcionais requeridas. Porém,
nos ultimos anos a sintese de diferentes nanoparticulas inorganicas metalicas e
ceramicas tais como ouro, prata, selénio, cobre, ferro, 6xido de zinco e
hidroxiapatita tem sido investigadas (STEVANOVI et al., 2019).

Nos ultimos anos tém crescido o numero de nanomateriais a base de
carbono, nas ultimas trés décadas foram descobertos o fulereno, os nanotubos
de carbono, nanocrifres de carbono, nanocebolas de carbono, derivados de
grafeno, nanodiamantes e carbon dots ou pontos de carbono. Devido a sua
composicdo de carbono junto com suas propriedades térmicas, quimicas e
mecanicas, 0s nanomateriais de carbono tém sido bastante empregados em
aplicacdes biomédicas. Devido a sua dimensdo e a possibilidade de
funcionalizacédo destas nanoparticulas, os nanomateriais sao fortes candidatos
para o transporte intracelular de farmacos in vivo (D’AMORA; GIORDANI, 2018).

2.1.3.2 Nanoparticulas como sensores em quimica analitica

Sensores sao dispositivos que traduzem informacbes na forma de
variacdes de energia, como por exemplo, térmica, mecéanica, O6tica, elétrica,
magnética ou bioquimica, em outra forma de energia com o intuito de monitorar
e receber informacdes sobre o ambiente a nossa volta (DAHMAN et al., 2017).
Por exemplo, a concentracdo de um determinado composto pode ser avaliada a
partir da variacdo 6tica de um determinado sensor fluorescente (LIMA et al.,
2009).

Os estudos na area de nanotecnologia vém crescendo nos ultimos anos
e assim tém crescido também o campo dessa tecnologia relacionada a
nanosensores. Nanosensor é definido como um sensor fisico, quimico ou
biolégico construido em escala nanométrica, utilizados para a transmissao de
sinais que traduzem o comportamento da nanoparticula para o mundo
macroscopico. Um nanosensor deve atender pelo menos umas das trés
caracteristicas: possuir sensibilidade em nanoescala (exemplo, medida de

poténcia em nanowatts); o confinamento espacial da interacdo do sensor com o
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objeto de interesse esta na escala nanométrica e o sensor estd na escala
nanométrico (DAHMAN et al., 2017).

Um sensor quimico pode ser sensivel o suficiente para detectar uma Unica
molécula, em geral estes sensores sado aplicados para deteccdo de quantidades
muito pequenas de um determinado material. InUmeras nanoparticulas podem
ser usadas como sensores guimicos, como por exemplo, nanotubos de carbono,
nanofios de 6xido de zinco, nanoparticulas de paladio, entre outras. Quando em
contato com o material de interesse essas nhanoparticulas tem suas
caracteristicas alteradas, assim, sendo possivel a deteccdo destes materiais,
geralmente com alta sensibilidade e seletividade (DAHMAN et al., 2017).

Um sensor quimico sintetizado a partir de rodamina B e quantum dots de
grafeno, foi aplicado para a determinacdo de mercurio (Figura 2). Os autores
demonstraram através do estudo de interferentes a seletividade do método e o
método se mostrou sensivel com um limite de deteccéo de 16 nmol Lt (YANG
et al., 2019).

Figura 2 - Esquema representativo da determinacdo de mercurio através do

nanosensor quimico sintetizado com rodamina B e quantum dots de grafeno.
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Fonte: Adaptado de Yang (YANG et al., 2019).

Um carbon dot dopado com nitrogénio foi sintetizado através de um
método hidrotermal para aplicagdo como nanosensor fluorescente para a medida
da variacéo de pH e concentracéo de Fe®*. Devido a sua permeabilidade celular,

foi aplicado com sucesso para imagens celular, tendo o comprimento de onda
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de emisséo alterado do laranja para o verde na presenca de Fe3* (CHEN et al.,
2019Db).

Outro tipo de nanosensor bastante utilizado sdo os nanobiossensores.
Estes sensores sao dispositivos que combinam a seletividade de um elemento
de reconhecimento biologico (bioreceptor), que podem ser enzimas, anticorpos,
DNA, entre outros, com algum tipo de transdutor fisico, que podem ser
eletroquimicos, 6ticos, térmicos, entre outros. Estes transdutores sdo utilizados
para converter o sinal obtido da interacdo do bioreceptor com o material a ser
analisado (analito) de forma que esse sinal seja proporcional a concentracao
deste material (DRIDI et al., 2017).

Um nanobiossensor foi empregado na deteccdo de Salmonella spp em
amostras de suinos (Figura 3). Um eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi
modificado com 6xido de grafeno (OG) e nanoparticulas de ouro (AuNPs) devido
a sua biocompatibilidade e sua propriedade de transferéncia de elétron. Na
superficie do eletrodo modificado foi ligado o aptamero (bioreceptor) especifico
para a Salmonella. As medidas foram realizadas através da técnica de

espectroscopia de impedancia eletroquimica.

Figura 3 - Esquema representativo da determinacao de Salmonella spp. através
do bionanosensor eletroquimico baseado no aptamero especifico de Salmonella.
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Fonte: Adaptado de Ma (MA et al., 2014).
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Um nanosensor baseado em quantum dots CdS (QD-CdS)
funcionalizados com o anticorpo antimorfina foi utilizado na determinacdo de
morfina através do aumento da fluorescéncia quando os QD-CdS sé&o colocados
na presencga do analito. Como pode ser observado na Figura 4, o aumento da
fluorescéncia ocorre devido a interacdo da morfina com a antimorfina presente
na superficie dos QD-CdS, pois inicialmente a fluorescéncia dos QD-CdS esta
sendo suprimida por um processo de transferéncia de energia de ressonancia
de Forster (FRET) que acontece entre os QD-CdS e a antimorfina, sendo esse
processo blogueado quando ocorre a interacdo da antimorfina com a morfina o
gue permite que os QD-CdS tenham sua fluorescéncia aumentada. Apesar dos
resultados promissores o grupo nao aplicou o bionanosensor em amostras reais
(MASTERI-FARAHANI; KHADEMABBASI; MOLLATAYEFEH, 2018).

Figura 4 - Esquema representativo da determinacdo de morfina através do

bionanosensor sintetizado QD-CdS funcionalizado com antimorfina.
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Fonte: Adaptado de Masteri-Farahani (MASTERI-FARAHANI; KHADEMABBASI;
MOLLATAYEFEH, 2018)

Como pbOde ser observado a aplicacdo de nanoparticulas € ampla
podendo ser aplicada nos mais diversos setores, como por exemplo alimenticio,
saude, catdlise, meio ambiente, entre outros. Sua vasta possibilidade de

aplicacao se deve as suas caracteristicas unicas, sendo destacada sua elevada
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area superficial em relacédo ao volume total, o que torna as nanoparticulas mais
reativas, consequentemente, mais sensivel. Sendo assim, os beneficios das
nanoparticulas tém atraido interesse de pesquisadores, levando a um grande

avango na aplicagao destes materiais como sensores.
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3 USO DE CARBON DOTS SINTETIZADOS A PARTIR DE
CITRATO COMO SENSOR FLUORESCENTE PARA A
DETERMINACAO DE QUERCETINA EM AMOSTRAS DE CHAS E
CERVEJAS

Figura 5 - Esquema ilustrativo da sintese dos CDs e sua aplicacdo na

determinacao de quercetina explorando o quenching da fluorescéncia.

‘ ‘ 380 nm ™
. 0, 0N f 600
i P g 7o)
..,,,% K
Na* 0 0 Na* .»‘;' S M
' OH ‘ 180°C S 'g 3004
R -
+ 4h = 2 o]
e = L
b0 o O e e g e
& Carbon Dots Comprimento de onda (nm)

Quenching da fluorescéncia

'
Quercetina

Fonte: Adaptado de De Paula (DE PAULA et al., 2019).

DE PAULA, N. T. G. et al. Use of carbon dots synthesized from citrate as a
fluorescent probe for quercetin determination in tea and beer samples. Journal
of the Brazilian Chemical Society, v. 30, n. 11, p. 2355-2366, 2019.
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3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.1 Carbon dot

O carbono esta entre os elementos mais abundantes na natureza e esta
presente em uma variedade de materiais com propriedades Unicas, como por
exemplo, os nanomateriais (SHAH; LIN, 2017). As propriedades Unicas dos
nanomateriais de carbono como nanodiamantes, fulerenos, nanocebolas,
nanotubos de carbono de parede Unica (do inglés, single-walled carbon
nanotubes, SWCNT) e de paredes mudltiplas (do inglés, multiwalled carbon
nanotubes, MWCNT), folhas de grafeno e nanoparticulas fluorescentes de
carbono ou carbon dots (CDs) (Figura 6) tém recebido bastante atenc&o, sendo
bastante estudados devido as inimeras aplicacdes. Dentre as caracteristicas
apresentadas pelos CDs, suas propriedades opticas e sua fluorescéncia tem

atraido atencgdo crescente nos ultimos anos (LIM; SHEN; GAO, 2015).

Figura 6 - Estruturas de nanomateriais de carbono por ordem de descoberta.
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Fonte: Adaptado de Namdari (NAMDARI; NEGAHDARI; EATEMADI, 2017).



38

Os CDs sé@o um novo material fluorescente de carbono com diametro
abaixo de 10 nm. Os CDs estdo se tornando uma alternativa aos quantum dots
(QDs), pois estes Ultimos séo sintetizados a partir de metais e os CDs a partir de
uma fonte de carbono, sendo biocompativel e contribuindo para uma quimica
mais verde (TUERHONG; YANG; XUE-BO, 2017).

Os carbon dots sdo nanoparticulas esféricas com estrutura que varia de
amorfa a nanocristalina com carbonos sp? e sp3, grupos contendo oxigénio e/ou
nitrogénio e grupos quimicos pés-modificados (LIM; SHEN; GAO, 2014; ZHU et
al., 2015). As propriedades fluorescentes, o tamanho dos CDs e 0s grupos
quimicos presentes na superficie dos CDs, sdo estabelecidos a partir do controle
dos parametros na sua sintese tais como, fonte de carbono e modificador de
superficie (BAKER; BAKER, 2010). A emissdo dos CDs pode também ser
ajustada através do controle da reacdo de condensacdo, da sintese, como
também através da dopagem com outros elementos (SUN; LEI, 2017).

Os CDs foram descobertos acidentalmente em 2004, apGs a separacéo e
purificacdo de nanotubos de carbono (XU et al., 2004). Os CDs foram separados
em trés bandas eletroforéticas, ap0s excitacdo em 366 nm, as trés fracdes
emitiam coloragbes verde-azul, amarelo e laranja por ordem crescente de
tamanho (BAKER; BAKER, 2010). Desde entéo, devido a facilidade de sintese
e as propriedades apresentadas, os CDs tém sido bastante investigados tendo
um crescimento no numero de publicacdes com sinteses de CDs partindo de
diferentes tipos de precursores e meétodos de sintese classificados como
abordagens top-down e bottom-up (SUN; LEI, 2017).

A abordagem top-down envolve a quebra de estruturas maiores de
carbono, como nanodiamantes, grafite, nanotubos de carbono, fuligem de
carbono, carvao ativado e oxido de grafite através de métodos como descarga
de arco, ablacdo a laser e oxidac&o eletroquimica (LIM; SHEN; GAO, 2015).
Apés a descoberta dos CDs por Xu e colaboradores (2004), Sun e colaboradores
(2006) foram pioneiros no uso da ablacdo a laser para a sintese de CDs de
carbono utilizando grafite como fonte de carbono na presenca de vapor de agua
e utilizando argbnio como gas transportador. Foram produzidas nanoparticulas
de carbono com vérios tamanhos, as quais ndo apresentaram luminescéncia,

entdo a amostra foi tratada com acido nitrico e teve sua superficie passivada



39

com moléculas organicas simples apresentando assim emissdo de
luminescéncia. O método eletroquimico de preparo de nanocristais
luminescentes de carbono foi explorado, primeiramente, por Zhou e
colaboradores (2007). A sintese foi baseada no crescimento de nanotubos de
carbono de paredes mdultiplas (MWCNTs) em um papel de carbono que foi,
posteriormente, cortado e inserido em uma célula eletroquimica contendo
acetonitrila desgaseificada e perclorato de tetrabutilamoénio 0,1 mol L' como
eletrélito de suporte.

Em contrapartida, a abordagem bottom-up é baseada na sintese dos CDs
a partir de precursores moleculares, como por exemplo, citrato (GUO et al.,
2013), carboidratos (PENG; TRAVAS-SEJDIC, 2009) e nanocompdsitos de
polimero e silica (LIU et al., 2009). A sintese dos CDs a partir de precursores
moleculares pode ocorrer atraves de radiacdo micro-ondas, combustéo, pirolise
em acido concentrado, carbonizacdo, método hidrotermal, entre outros (ZHU et
al., 2015b).

Guo e colaboradores (2013) descreveram um método hidrotermal de
etapa Unica para a sintese de CDs a partir de citrato de so6dio. Também é
possivel empregar carboidratos como precursores para a sintese de CDs. Peng
e Travas-Sejdic (2009), inicialmente, desidrataram os carboidratos usando acido
sulfarico, em seguida, trataram com &cido nitrico. Por fim, as nanoparticulas de
carbono contendo oxigénio foram passivadas utilizando compostos contendo
amina. Liu e colaboradores (2009) relataram um método de sintese de CDs
baseado no uso de esferas de silica funcionalizadas como transportadores e
resois (resinas de fenol e formaldeido) como precursores de carbono.

Devido as suas propriedades, existem diversas aplicacbes para CDs,
como por exemplo o fato de serem biocompativeis e possuirem baixa toxicidade
faz com que eles tenham grande potencial para aplicacdo em bioimagem
fluorescente (YANG et al., 2017) e bioimagem multimodal de células e tecidos
(SHI et al., 2015). Sun e colaboradores (2006) foram os pioneiros em reportar o
uso de CDs em bioimagem in vitro e os primeiros a relatarem o uso em
bioimagem in vivo foram Yang e colaboradores (2009).

Nos experimentos de Yang e colaboradores (2009), foi injetado CDs em

solugdo aquosa, por via intraperitoneal em camundongos. Imagens de
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fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda de emissao foram obtidas,
demonstrando que os CDs sao fluorescentes em outros meios, além do meio
aquoso. CDs derivados de microalgas apresentaram baixa citotoxicidade para
testes realizados in vitro e mostrou um grande potencial para uso em bioimagem
de alto contraste (GUO; ZHANG,; LI, 2017).

Os CDs também sao utilizados como transportadores de biossensores
devido a sua solubilidade em agua, possibilidade de modificacdo de superficie,
nao toxicidade, emissdo em diversos comprimentos de onda (de acordo com o
comprimento de onda de excitacdo), biocompatibilidade, permeabilidade celular
e alta fotoestabilidade. Os biossensores de CDs foram utilizados na
determinacdo de diferentes espécies e parametros, tais como: glicose (SHI et
al., 2011), microRNAs (LIU et al., 2017), ferro, pH (WANG; WANG; SUN, 2017),
dopamina (ZHU et al., 2016) acido ascoérbico (FONG; CHIN; NG, 2016), pH e
vitamina B12 (YU et al., 2019c) e colesterol (BARUA; GOGOI; KHAN, 2018).

A utilizacdo de CDs como um sistema de transporte de drogas também
vem sendo estudada, com uma perspectiva de combinar terapia e diagnoéstico
com bioimagem para a distribuicdo visual drogas, ao passo que seu efeito é
avaliado (CHENG et al., 2012). Um agente multifuncional terapia-diagnéstico foi
preparado com nanogéis de &cido hialurénico funcionalizados com &cido félico e
polietilenoglicol e reticulados com CDs. O material foi projetado para o
diagnostico tumoral e quimioterapia, mostrando boa biocompatibilidade,
fluorescéncia e liberacdo controlada no microambiente tumoral (JIA et al., 2016).

Células solares sensibilizadas por corantes (DSC) despertam interesse
devido a sua diversidade, baixo custo e facil processamento. Apesar dos
beneficios as DSC possuem algumas desvantagens como por exemplo, o
fotobranqueamento do corante, a toxicidade de corantes contendo ruténio e o
tipo de eletrdlito volatil utilizado que pode dificultar a sua aplicacdo (WANG; HU,
2014). Mirtchev e colaboradores (2012) propuseram uma sintese de CDs que
resultou em coloides estaveis, os quais foram utilizados como sensibilizadores
em células solares a base de TiO2 nanocristalino. Também foram desenvolvidos
novos materiais constituidos por nanorods de ZnO sensibilizados com CDs
derivado de trés diferentes tipos de biomassa sendo utilizado para a construgéo
de células solares nanoestruturadas de estado solido (BRISCOE et al., 2015).
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Devido a estabilidade de emisséo, baixo custo e por ndo prejudicar 0 meio
ambiente, os CDs sdo um material emergente para a fabricacdo de diodos
emissores de luz (LED, do inglés light emitting diode). Os CDs contendo
nitrogénio apresentam ampla e forte emisséo de luz visivel quando excitados na
regido do ultravioleta, sendo promissores em aplicacdes como fluoroforos
(WANG; HU, 2014). Sarswat e Free (2015) sintetizaram CDs a partir de residuos
de alimentos e bebidas para posterior fabricagcdo de diodos emissores de luz.
Eles também utilizaram, para a sintese dos CDs, fumos de carbono coletados da
gueima de amostras de carvao, madeira, papel e combustivel. Analise de
infravermelho sugeriu a presenca de nitrogénios o que aumentou a possibilidade

da formacé&o de CDs dopados com nitrogénio.

3.1.2 Flavonoides

Flavonoides sdo compostos naturais do grupo dos polifendis e séo
abundantes na dieta humana. S&o metabdlitos secundarios, pois nao
participam diretamente do crescimento e desenvolvimento do vegetal
(SELEEM; PARDI; MURATA, 2017). Os flavonoides sdo compostos por dois
anéis benzénicos (A e B) ligados por um anel pirano (C), como ilustrado na
Figura 7. Sua atuacao antioxidante se deve ao fato do grupo catecol no anel-B
(di-idroxilado) doar hidrogénio radicalar para estabilizar espécies radicais.
Outra forma de atuacéo antioxidante importante é a instauracéo no anel C e a
presenca de grupos funcionais capazes de se ligar a metais de transi¢cao
(ARAUJO, 2011).

Figura 7 - Representacdo esquematica basica dos flavonoides.

Fonte: A autora (2019).
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Considerando as estruturas quimicas, os flavonoides sao subdivididos
em: flavonois (kaempferol, rutina, miricetina e quercetina), flavonas (apigenina,
crisina e luteolina), flavandis (catequina, epicatequina e galocatequina),
isoflavonas (genisteina), flavanonas (naringenina) e antocianinas (malvidina,
petunidina, peonidina, cianidina e delfinidina), conforme ilustrado na Figura 8
(ELEAZU et al., 2017).
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Figura 8 - Estruturas quimicas dos diferentes flavonoides.
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Os flavondis, séo flavonoides de estrutura planar, presentes em cebola,
maca, brécolis, cha, vinho e cervejas (JANDERA et al., 2005; ARAUJO, 2011).
Um dos flavondis mais abundantes na dieta humana € a quercetina (3,5,7,3'-4’-
pentahidroxi-flavona) e seu consumo diario pode variar entre 50 e 500 mg
(DESCHNER et al.,, 1991). A quercetina representa cerca de 95% dos
flavonoides ingeridos na dieta humana (BEHLING et al., 2004).

A quercetina é encontrada em alimentos e bebidas numa concentracéo
média de 200-210 mg kg* em macaés; 31,2 mg kg* em brécolis; 0,1 mg kg em
repolho; 19,5 mg kg? em alface; 133 mg kg em cebola; 284-486 mg kg em
tomate; 4-16 mg L* em vinho tinto; 1,0 mg L* em vinho branco; 10-25 mg Lt em
cha preto; e 10 mg Lt em cerveja (BEHLING et al., 2004; SIQUEIRA; BOLINI;
MACEDO, 2008; ARAUJO, 2011).

Dentre as propriedades dos flavonoides se destaca sua propriedade
antioxidante. Sua acéo antioxidante € devido a suas propriedades de reagir com
radicais livres e sua propriedade quelante, impede que os radicais livres reajam
com os tecidos e impede também a peroxidacgéo lipidica (BEHLING et al., 2004).

Existem trés estagios que ocorrem durante a peroxidacao lipidica; no
estagio chamado de iniciacdo, os radicais livres removem um hidrogénio de um
acido graxo poli-insaturado da membrana celular para formar um radical lipidico;
no estagio de propagacédo, o radical lipidico formado e o oxigénio molecular
formam radicais peroxido lipidicos que se quebram em mais radicais; e no
estagio de término, estes radicais reagem entre si ou com antioxidantes para
eliminacao destes radicais (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A atuacdo dos flavonoides como antioxidantes ocorre no bloqueio da
iniciacdo, reagindo com os radicais lipidicos, podendo atuar também no estagio
de propagacao reagindo com os radicais peroxidos e os produtos destas reacdes
podem reagir com os outros radicais formados durante a propagac¢éao acelerando
o término do processo (NIJVELDT et al., 2001).

Outra forma importante de lesdo oxidativa dos tecidos acontece através
da producéao de radicais superoxido via xantina oxidase. Os radicais superoxidos
sdo essenciais para a defesa de organismos vivos, porém sua superprodugao
pode causar estresse oxidativo. Tanto a xantina desidrogenase como a xantina

oxidase estdo envolvidas no metabolismo da xantina em acido Urico, tendo como
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consequéncia a producao de radicais livres de oxigénio. A quercetina atua na
inibicdo da atividade da xantina oxidase, resultando assim em diminuicdo da
lesdo oxidativa (NIJVELDT et al., 2001; ALVES et al., 2010).

3.1.3 Métodos para a determinacao de quercetina

Na literatura, existem diversos métodos para a determinacdo de
quercetina em alimentos e bebidas, dentre eles sdo citados, como exemplo,
eletroforese capilar (PRASONGSIDH; SKURRAY, 1998; MEMON et al., 2017),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do UV (RODRIGUES-
DELGADO et al.,, 2002), extracdo em fase solida (MOLINELLI; WEISS;
MIZAIKOFF, 2002) método espectrofotométrico (PEJIC et al., 2004),
voltamétrico (ZIYATDINOVA; KOZLOVA; BUDNIKOV, 2018), entre outros.

Um método para a determinacéo de quercetina empregando eletroforese
capilar (CE) foi proposto por Prasongsidh e Skurray (1998). Neste procedimento,
as amostras de vinho eram inicialmente filtradas e diluidas para entdo serem
injetadas no sistema CE sob uma presséo de 50 mbar. Foi obtido um coeficiente
de correlacéo linear de 0,9999 em uma faixa de trabalho de 8 a 1000 mg L.
Entre corridas de amostras era necessario realizar a lavagem e o
condicionamento do capilar, 0 que tornava o método dispendioso.

Dentre os métodos citados acima, Rodrigues-Delgado e colaboradores
(2002) determinou o teor de 15 polifendis em amostras de vinhos tintos de
diferentes marcas provenientes das llhas Canarias (Espanha) empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccgdo
espectrofotométrica e fluorimétrica. Neste trabalho as amostras de vinhos eram
tratadas com HCI para ajustar o pH para 2, em seguida, a amostra era submetida
a duas etapas de extracao por 20 min, a fase organica era coletada e seca em
fluxo de gés nitrogénio. A amostra seca era dissolvida em uma mistura
metanol/agua 1:1 (v/v) e filtradas, em seguida aliquotas foram injetadas no
cromatografo. Foram encontrados valores de quercetina nas amostras entre 1,9
e 49,8 mg L.

Um método utilizando extracdo em fase solida baseada em polimeros com

impressao molecular foi proposto por Molinelli e colaboradores (2002). Estes
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polimeros foram utilizados para a extracdo seletiva e pré-concentracao de
guercetina em amostras de vinho tinto. As fraccfes recolhidas da amostra eram
posteriormente analisadas por CLAE. Os polimeros com impressdo molecular
atingiram uma capacidade de absorcdo de 0,4 g de quercetina por grama de
polimero e uma taxa de recuperacao de 98,2%.

A determinacdo de quercetina usando um método espectrofluorimétrico
foi proposta por Pejic e colaboradores (2004). Este trabalho baseou-se em um
procedimento espectrofotométrico direto que envolvia preparo de amostra para
a determinacéo de quercetina na presenca de acido ascorbico em formulacdes
farmacéuticas. As variacdes nas absorbancias foram linearmente proporcionais
as concentracdes de quercetina na faixa de trabalho entre 1,0 e 12,0 mg L' e
apresentou um coeficiente de correlacao linear de 0,9991 e limite de deteccéo
de 0,76 mg L.

Um método empregando espectroscopia de infravermelho em conjunto
com quimiometria foi utilizado na determinacdo de compostos fendlicos em
sessenta genotipos de feijdo. Foram utilizados os dados espectrais NIR e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinar compostos
fendlicos dos feijdes (catequina, acido clorogénico, acido cadico, acido p-
cumarico, &cido t-ferdlico, vitexina, isovitexina, miricetina, quercetina e
kaempferol). Foi possivel medir com precisdo os compostos fendlicos (R? >
0,987) e com um erro inferior a 1,82% (MEENU et al., 2016).

Um outro método empregando eletroforese capilar foi utilizado na
determinacao simultanea de quatro flavonoides (quercetina, rutina, naringina e
naringenina) em diferentes frutas (maca, laranja, uva e ameixa indiana),
utilizando um detector de fotodiodos. Neste método, os flavonoides foram
determinados em solucédo tamp&o borato 10 mmol L de pH 8,5 em 10 min e
uma voltagem aplicada de 25 kV. A faixa linear para a analise de quercetina foi
de 3,12 a 200 mg Lt. Com um limite de deteccéo de 0,582 mg L* e um limite de
quantificacdo de 1,941 mg L de quercetina (MEMON et al., 2017).

Ziyatdinova e colaboradores (2018) propuseram um método voltamétrico
baseado na criacdo de novos eletrodos que fossem sensiveis e seletivos para
determinacdo de quercetina em ervas medicinais, através da utilizacdo de um

eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes
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multiplas e &cido galico eletropolimerizado. A extracdo dos compostos das
amostras de ervas medicinais foi realizada através dos processos de imersao de
decoccédo. Para a imersao a extragdo durou 15 min e para a decoc¢ao 30 min. O
trabalho apresentou faixa de trabalho de 0,0002 a 7,55 mg L de quercetina,
com um RSD de 3,5% e um limite de deteccéo de 0,0001 mg L.

Os métodos mencionados apresentaram boa precisdo e sensibilidade,
entretanto apresentam algumas desvantagens, tais como, operagao complexa
dos equipamentos, analise laboriosa e dispendiosa, alto consumo de reagente,
alto custo de equipamentos, resultados complexos, necessidade de desenvolver
modelos de calibracdo, etapas de extracdo e pré-concentracao (que diminuia o
namero de analises por hora). Quando comparados com outros métodos
analiticos, os métodos que envolvem fluorescéncia sdo rapidos, simples e
possuem alta sensibilidade (LIU et al., 2015). O uso de CDs nos métodos
envolvendo fluorescéncia séo particularmente vantajosos devido a facil

obtencéo, a alta estabilidade e baixa toxicidade (ZHU et al., 2015).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Geral

Desenvolver um procedimento analitico para a determinacdo de
guercetina baseado na supresséo da fluorescéncia de carbon dots com deteccéo

espectrofluorimétrica.

3.2.2 Especificos

- Sintetizar e caracterizar os carbon dots;

- Estabelecer o comprimento de onda de excitagéo dos carbon dots sintetizados;
- Realizar estudo do pH para a interacéo entre o carbon dots e a quercetina;

- Avaliar o tempo de interacdo entre o carbon dots e a quercetina;

- Realizar estudo do volume de carbon dots a ser empregado na determinacéo
de quercetina;

- Realizar estudo da composicao quimica e concentracdo da solu¢do tampao;

- Realizar estudo de mecanismo da supresséao envolvido na interacdo entre o
carbon dots e a quercetina;

- Avaliar o efeito de interferentes;

- Validar o método: intervalo linear de concentracdo, coeficiente de
determinacao, desvio padréo relativo, Limite de deteccéo e quantificacao;

- Analisar amostras reais de chas e cervejas;

- Realizar teste de adig¢ao e recuperagéo.
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3.3.1 Reagentes e solventes
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Para o preparo das solucdes foram utilizados os reagentes e solventes

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes, solventes e suas especificacdes.

Reagentes e solventes Marca Massa Teor
molar %
(g mol?)
Quercetina (C15H1007) Sigma-Aldrich 302,24 95
Catequina (C1sH140e6) Sigma-Aldrich 290,27 99
Epicatequina (C1sH1406) Sigma-Aldrich 290,27 95
Kaempferol (C1sH100s) Sigma-Aldrich 286,24 90
Miricetina (CisH100s) Sigma-Aldrich 318,24 96
Resveratrol (C14H1203) Sigma-Aldrich 228,24 99
Metanol (CH3OH) J. T. Baker 32,04 99,9
Hidréxido de sédio (NaOH) Dinamica 40 97
Cloreto de sodio (NacCl) Vetec 58,44 99
Acido cloridrico (HCI) Dinamica 36,50 37
Cloreto de potassio (KCI) Dinamica 74,56 99,5
Acido citrico (CsHsO7) Nuclear 192,12 99,5
Acido ascoérbico (CsHsOs) Vetec 176,12 99
Acido gaélico (C7HeOs) Sigma-Aldrich 170,12 98
Acido malico (C4aHsOs) Sigma-Aldrich 134,09 99
Glicina (C2HsNO2) Sigma-Aldrich 75,07 98,5
Tetraborato de sédio (Naz2B40O7) Quimica 381,37 99
Moderna
Carbonato de sd6dio (Na2CO3) Vetec 105,99 99,5
Hidrogenocarbonato de sddio Vetec 84 99,5
(NaHCO3)
Dihidrogenofosfato de sédio Vetec 119,98 99
(NaH2POa4)
Hidrogenofosfato de sédio Quimex 141,96 99
(NazHPOa4)
Hidrogenofosfato de potassio Dinamica 174,2 98
(K2HPO4)

Fonte: A autora (2019).
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3.3.2 Solucdes

Todas as solugbes foram preparadas com agua deionizada, com
reagentes de alto grau analitico e vidrarias devidamente calibradas.

3.3.2.1 Solucgdes estoque

Foram preparadas em metanol grau HPLC, soluc¢des estoque individuais
com concentragdo de 100 mg L' de quercetina, kaempferol, miricetina,
catequina, epicatequina e resveratrol. As solucdes foram armazenadas em
recipiente de vidro ambar e mantidas sob refrigeracao.

As solucdes estoque de 100 mg L de acidos ascoérbico, galico, citrico e
malico foram preparadas a partir de seus reagentes solidos em agua deionizada
e armazenadas em recipiente de vidro ambar.

A solucdo estoque de 0,1 mol L de bérax foi preparada a partir do sal
tetraborato de sédio (NazB4Ov).

A solucdo estoque de 0,1 mol L glicocol foi preparada a partir da glicina
(NH2CH2COOH) solida em 0,1 mol L cloreto de sédio (NaCl).

Foram preparadas solugfes estoque de KCI, HCI, KzHPO4, 4cido citrico,
NaHCOs e NazCOs, na concentracdo 0,1 mol L' a partir de seus respectivos
reagentes P. A..

Foram preparadas solucdes estoque de NaOH e NaHPO4 nas
concentracdes 0,1 mol L, 0,2 mol L%, 0,3 mol L?, 0,4 mol L, 0,5mol L e 0,6

mol L1, a partir de seus respectivos reagentes P. A..
3.3.2.2 Solucdes de trabalho
Solucdes de referéncia de quercetina foram preparadas, diariamente, com

concentragdes entre 1 e 10 mg L a partir de diluicdes da solucéo estoque para

um volume de 5 mL.
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As solucdes tampéo foram preparadas a partir das solucdes estoque

como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Preparo de solucbes tampdo.

pH Volumes das solugdes (mL)*
2 KCI HCI
25,00 5,30
3 K2HPO4 Acido citrico
20,55 79,45
4 K2HPO4 Acido citrico
38,55 61,45
5 K2HPO4 Acido citrico
51,50 48,50
6 K2HPO4 Acido citrico
63,15 36,85
7 K2HPO4 Acido citrico
82,35 17,65
8 K2HPO4 Acido citrico
97,25 2,75
9 NazxCO3 NaHCOs3
2,0 23,0
10 HCI Na2CO3
20,0 50,0
Na2HPO4 NaOH
50,0 15,0
Naz2B407 NaOH
50,1 49,9
11 HCI Na2CO3
3,0 50,0
Glicocol NaOH
51,0 49,0
NaHCOz3 NaOH
50,0 22,7
12 Na2HPO4 NaOH
25,0 37,5

*para um volume total de 100 mL de solucdo tampao.
Fonte: A autora (2019).

3.3.3 Equipamentos e acessorios

Para a sintese dos CDs foi utilizado um forno com controle de temperatura

(modelo MMM Ecocell Confort Line); um espectrofotometro UV-VIS (Agilent
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modelo 8453) para obter os espectros de absorcéo eletrbnica. As imagens dos
carbon dots foram obtidas através de microscopia de transmissdo eletrénica
(MET) em um microscopio JEOL (modelo JEM 2100, Japao) operado com
voltagem de aceleracao de 200 kV. Para medi¢céo de pH foi utilizado um pHmetro
de bancada Quimis (modelo Q400AS, Sao Paulo, Brasil). Espectrofotdmetro
Infravermelho com Transformada de Fourier (Shimadzu, modelo IRTracer-100).
As curvas de decaimento de emissdo de fluorescéncia foram obtidas no
espectrofluorimetro Horiba - Jobin Yvon Fluorolog-3, operando no modo de
contagem de fotons Unicos correlacionados ao tempo (TCSPC) e usando um
NanoLED-340 pulsado (pulsos a 339 nm) como fonte de excitacéo. A resposta
da funcéo instrumental para o NanoLED-340 foi obtida utilizando de uma solucéo
de agua de espalhamento Ludox (silica coloidal). O software de analise de
decaimento por fluorescéncia, DAS6, foi usado para ajustar as funcbes do
modelo aos dados experimentais. O espectro de FTIR foi obtido usando pastilha
de KBr na regido de nimero de onda de 4000 - 400 cm. Foi utilizado um
espectrofluorimetro Shimadzu (modelo RF-5301PC) para as medidas de
fluorescéncia. A medida do rendimento quantico dos CDs foi realizada em um
espectrdmetro Quantaurus (modelo QY—C11347-11) equipado com uma esfera
de integracdo (Hamamatsu, Japao). Todos estes equipamentos estao instalados
no Laboratdério de Medicamentos, Tecnologias, Energias e Solu¢cdes Ambientais
(LAMTESA) no Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE, Recife, Brasil), no Laboratorio Associado para a Quimica
Verde (LAQV) da Rede de Quimica e Tecnologia (REQUIMTE) no Departamento
de Quimica Aplicada da Universidade do Porto (UP, Porto, Portugal), no
Laboratério de Terras Raras (BSTR) no Departamento de Quimica Fundamental
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Recife, Brasil), no Laboratoério
de Polimeros Nao-Convencionais no Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE, Recife, Brasil) e na Central Analitica do Instituto
de Quimica da Universidade de S&o Paulo (USP, S&o Paulo, Brasil).
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3.3.4 Método

3.3.4.1 Sintese dos Carbon dots (CDs)

Os CDs foram sintetizados empregando o método hidrotermal em um
anico passo, adaptado do trabalho de Guo e colaboradores (2013). Foram
pesados separadamente 0,2 g de citrato de sédio e 1,5 g de bicarbonato de
amoénio, em seguida, foram dissolvidos em 10 mL de &gua deionizada e
transferidos para um reator de Teflon®. Posteriormente, o reator foi colocado em
uma capsula de inox e levado a um forno com controle de temperatura por 4 h a
180 °C com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min sob alta pressdo. Ao
término da reacdo os CDs foram resfriados a temperatura ambiente e a
dispersdo contendo 25 mg L dos CDs foi armazenada em tubo Falcon® e

mantidos sob refrigeracéao.

3.3.4.2 Espectro de infravermelho

Para obtencéo do espectro do infravermelho dos CDs foi realizada uma
extracdo simples. Para isso, foram adicionados em um tubo Falcon® 3 mL da
dispersdo de CDs obtida na sintese e 3 mL de diclorometano, o contetdo do
tubo foi agitado e posteriormente centrifugado durante 10 min. Apés a
centrifugacdo, a fase organica, contendo os CDs, € coletada e gotejada
diretamente na pastilha de KBr, ocorrendo a evaporacdo imediata do

diclorometano e, assim, obteve-se os espectros de infravermelho dos CDs.

3.3.4.3 Procedimento para a determinacéo de quercetina

Foram utilizados tubos Falcon® com um volume total de 10 mL. Em cada
tubo foram adicionados 0,1 mL da dispersdo dos CDs, 1 mL da solugéo tampéao
de Ringer (Na:HPOs; — NaOH) (pH 11), 3,9 mL de agua deionizada
(representando a solucdo do branco) ou diferentes quantidades da solucao
estoque de quercetina (100 mg L) e o volume restante foi completado com agua
deionizada de forma a se obter um volume final de 5 mL. Em seguida foram

realizadas leituras no espectrofluorimetro para verificar o quenching da
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fluorescéncia. O comprimento de onda de excitacdo foi de 380 nm e o0 espectro
de emisséao foi obtido numa faixa de 400 a 650 nm com um maximo de emissao
em torno de 450 nm e as larguras das fendas de excitagdo e emissao foram de
1,5 nm. Apos as leituras foi construida a curva analitica de Fo/F em fungéo da

concentracdo de quercetina.

3.3.4.4 Determinacao de quercetina nas amostras de chas e cervejas

O método proposto foi utilizado para determinar a quantidade de
guercetina em 6 chas: verde em saché (infusédo) e pronto para consumo e preto
em saché (infuséo) e 6 cervejas: Weissbier, Pilsen e Lager). As amostras foram
compradas em supermercados locais. Para os chas de infusédo, o conteudo de 3
sachés do mesmo cha foi pesado para a obtencdo do peso médio do conteudo
dos sachés para fixar a quantidade de ché a ser pesado para o preparo das
amostras. Entdo 1,8 g de cada tipo de cha foi adicionado em 100 mL de agua
quente (90°C), separadamente. Apés 5 minutos, o cha foi filtrado e estocado em
frasco de vidro ambar. As amostras de cervejas ndo passaram por nenhum
tratamento prévio e eram utilizadas assim que eram abertas. As amostras de
chas e cervejas foram filtradas, diluidas e a concentracdo de quercetina foi

determinada.

3.3.4.5 Estudo do pH ideal para a determinagcéo de quercetina

O estudo da melhor condi¢cdo de pH para a determinacédo de quercetina
utilizando os CDs sintetizados foi realizado com o auxilio de solu¢gbes tampéo
com pH variando entre 1 e 12. Em 6 tubos Falcon®, foram adicionados volumes
fixos da dispersdo dos CDs, da solugdo tampédo e volumes variados da agua
deionizada e da solucédo padrdo de quercetina (100 mg L) de forma a obter
diferentes concentracées da mesma e manter o volume final nos tubos igual a 5
mL, conforme descrito na Tabela 3. Para cada pH foi obtida uma curva analitica
na faixa de 1 a 10 mg L™ de quercetina.
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Tabela 3 - Volumes, em mL, de dispersdo de CDs, solucdo tampao, quercetina e agua,
usados na constru¢do das curvas analiticas para o estudo do pH na determinagéo de
quercetina.

Tubo 1 2 3 4 5 6
CDs 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Solucéo tampéo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
H20 3,90 3,85 3,80 3,75 3,70 3,40
Quercetina 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,50
Volume total 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

Fonte: A autora (2019).

As solucdes tampao empregadas neste estudo foram preparadas a partir

das solucdes estoque como descrito na Tabela 2.

3.3.4.6 Estudo do tempo de reacédo entre os CDs e a quercetina

ApoOs a selecado do pH, foi verificado o melhor tempo para a reagéo entre
0os CDs e a quercetina. Para avaliar o tempo de reacao foi adicionado em um
tubo Falcon® 0,1 mL da dispersédo dos CDs, 1 mL de solucédo tampéo (pH 11),
3,4 mL de agua deionizada e 0,5 mL da solugdo 100 mg L de quercetina
(equivalente a 10 mg L' de quercetina). Imediatamente apés a adicdo de
quercetina o conteudo do tubo Falcon® foi levado para realizacdo da medida no
espectrofluorimetro onde foram obtidos sinais transientes de variacdo da
intensidade da fluorescéncia em funcdo do tempo. Assim, foi verificada a
variagdo da intensidade de fluorescéncia da interacdo da quercetina com os CDs

no intervalo de tempo de 800 s.

3.3.4.7 Estudo do volume da solugéo contendo CDs

Para utilizar o menor volume possivel de dispersédo de CDs na
determinacdo de quercetina, foi realizado um estudo variando o volume de
dispersdo de CDs de 0,05 a 0,10 mL e as curvas analiticas obtidas para cada
volume foram comparadas. Em 6 tubos Falcon® foram adicionados volumes
fixos da solucdo tampdao, volumes variados da quercetina de forma a obter

diferentes concentragcdes da quercetina conforme ilustrado na Tabela 3 e
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volumes variados de agua deionizada e de dispersédo de CDs (0,05; 0,06; 0,07;

0,08; 0,09 e 0,10 mL) mantendo o volume final nos tubos igual a 5 mL.

3.3.4.8 Estudo da composicao quimica da solucdo tampéao a ser empregada na

determinacao de quercetina

Apls o ajuste do pH, foi realizado um estudo para verificar qual a
composicdo quimica da solucao tampéao a ser empregada. Foi obtida uma curva
para 5 solug6es tampéo diferentes: 1 — Na>B4O7 0,05 mol LY/NaOH 0,1 mol L?;
2 — NazHPO4/NaOH 0,1 mol L%; 3 — NaHCO3 0,05 mol L'Y/NaOH 0,1 mol L; 4 —
Glicocol/NaOH 0,1 mol L't e 5— Na>CO3/HCI 0,1 mol L. As curvas foram obtidas,
com os volumes de solu¢cbes mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Volumes, em mL, de dispersdo de CDs, solucdo tampao, quercetina e agua,
usados na constru¢do das curvas analiticas para o estudo da composi¢cao quimica da
solucdo tampédo na determinacdo de quercetina.

Tubo 1 2 3 4 5 6
CDs 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Solugéo tampéo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
H20 3,92 3,87 3,82 3,77 3,72 3,42
Quercetina 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,50
Volume total 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

Fonte: A autora (2019).

3.3.4.9 Estudo da concentracdo da solugcdo tampdo a ser empregada na

determinacao de quercetina

Apéds a escolha da solugéo tampao, foi realizado um estudo para verificar
a influéncia da concentracéo da solugcédo tampé&o na determinacdo de quercetina.
O estudo foi realizado variando a concentracdo da solucdo tampéo de Ringer
(NazHPO, — NaOH) entre 0,1 e 0,6 mol L (0,1; 0,2; 0,3; 0,4;0,5e 0,6 mol L) e
obteve-se uma curva para cada concentracdo de solucdo tampao. Foram
separados 6 tubos Falcon e preenchidos com volumes de dispersao de CDs,
solucdo tampéo, agua deionizada e quercetina, de acordo com os valores ja

mostrados na Tabela 4.
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3.3.4.10 Mecanismo da supressdo da fluorescéncia dos CDs induzido pela

guercetina através da variacdo da temperatura

Para este estudo foi obtida uma curva para cada temperatura (298, 303 e
308 K), com os parametros otimizados anteriormente (pH do meio, tempo de
reacao, volume de dispersdo de CDs, composicdo e concentracdo da solucéo
tampéao). Sabendo que a faixa linear para a determinacao de quercetina foi de 1
a 10 mg L1, as curvas foram obtidas de acordo com os dados da Tabela 5.

Tabela 5 - Volumes, em mL, de dispersao de CDs, solucao tampao, quercetina, e agua,
usados na construcdo das curvas analiticas para o estudo da temperatura na
determinacao de quercetina.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7

CDs 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Solugéo tampédo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

H20 3,92 3,87 3,82 3,72 3,62 3,52 3,42

Quercetina 0,00 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Volume total 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Fonte: A autora (2019).

3.3.4.11 Estudo de interferentes na determinacéo de quercetina

Apés estudar as principais variaveis que podem afetar o método proposto,
foi realizado o estudo dos possiveis interferentes. O estudo foi realizado
utilizando solugdes com concentracdo de quercetina fixa em 5 mg L contendo
de 0,02 a 20 mg L* dos possiveis interferentes, de acordo com o que é
encontrado na composi¢do dos chas e cervejas, foram eles: acido ascorbico,
acido galico, &cido citrico, acido malico, catequina, epicatequina, kaempferol,

resveratrol e miricetina, adicionados separadamente.
3.3.4.12 Método de adicao e recuperacdo na determinacdo de quercetina
Para validacdo do método proposto foi empregado o método de adicéo e

recuperacao, onde se utiliza a amostra a ser analisada com adicao proposital de

uma concentracéo conhecida do analito, podendo assim verificar a recuperacao
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do método (SKOOG et al., 2006). Foram analisadas 6 amostras de cervejas e 6
amostras de chas. As amostras foram filtradas e o teste foi realizado mediante
diluicdo de 1:10 (v/v) para as amostras de cervejas e de 1:30 (v/v) para as
amostras de chés. Neste sentido, foram realizadas medidas da amostra diluida
(tubo 1) e da amostra diluida com a adicdo de quercetina em dois niveis de
concentracdo de 2 e 5 mg L (tubos 2 e 3). Para a andlise foi construida uma
curva analitica para calcular as concentracdes das amostras analisadas com e
sem adicao de quercetina. Os volumes utilizados dos reagentes e amostra para

este experimento sdo mostrados nas Tabelas 6 e 7:

Tabela 6 - Volumes, em mL, de dispersdo de CDs, solugdo tampéao, quercetina, amostra
e agua, usados no experimento de adicao e recuperacao na determinacao de quercetina
em amostras de cervejas.

Tubo 1 2 3
CDs 0,08 0,08 0,08
Solugéo tampéo 1,00 1,00 1,00
H20 2,25 2,20 1,85
Quercetina 0,00 0,10 0,25
Amostra (Cerveja) 0,50 0,50 0,50
Volume total 5,00 5,00 5,00

Fonte: A autora (2019).

Tabela 7 - Volumes, em mL, de disperséo de CDs, solugdo tampéao, quercetina, amostra
e agua, usados no experimento de adicao e recuperacao na determinacéo de quercetina
em amostras de chas.

Tubo 1 2 3
CDs 0,08 0,08 0,08
Solugéo tampéo 1,00 1,00 1,00
H20 2,25 2,20 1,85
Quercetina 0,00 0,10 0,25
Amostra (Chd) 0,17 0,17 0,17
Volume total 5,00 5,00 5,00

Fonte: A autora (2019).
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Para o célculo dos valores de recuperacdo de quercetina empregou-se a

seguinte expressao matematica:

C
R% = —2% 4100
Ca + Co

R% = recuperacdo em porcentagem;

Caq=medida da concentracao da solugcéo de amostra com adicéo de quercetina,
em mg L?;

Ca = medida da concentragdo da solugdo de amostra, em mg L?;

Co = concentracdo de quercetina adicionada, em mg L.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Sintese dos carbon dots

O material obtido da sintese dos CDs adaptada do método de Guo e
colaboradores (2013) apresentou uma coloracdo amarela. O espectro de
absorcao eletronica e os espectros de emisséo e excitacdo de fluorescéncia
foram obtidos para o estudo das propriedades 6ticas dos CDs como ilustrado na
Figura 9. O espectro de excitacdo apresentou trés bandas em torno de 260, 300
e 380 nm. Independente do comprimento de onda de excitacdo escolhido, o
espectro de emissdo de fluorescéncia tem um méaximo em 450 nm. Portanto,
utilizando como parametro a maior intensidade de emissao, foi selecionado o
comprimento de onda de excitacdo em 380 nm. O espectro de absorcdo na
regido do UV-Vis, apresentou duas bandas em torno de 230 e 340 nm, como
previamente reportado na literatura (GUO et al., 2013). A banda em torno de 230
nm é relativa a transi¢cao 1 — 1 e corresponde a ligacao entre carbonos do tipo
sp2 de nanocarbono (JAISWAL; GHOSH; CHATTOPADHYAY, 2012; VAZ et al.,
2017) e a banda em torno de 340 nm é correspondente a transi¢do n - 1* de
ligacdo C = O e de grupos carboxilicos (ZHAO et al., 2015; VAZ et al., 2017).
Tanto no espectro de absor¢cdo quanto no de emisséo, nota-se que as curvas
caracteristicas dos CDs sdo semelhantes as da literatura (GUO et al., 2013) isso
indica que provavelmente, mesmo apos adaptacbes no procedimento, com a
finalidade de simplificar a metodologia, foi possivel obter o CDs com a mesma

eficiéncia e qualidade obtida por Guo e colaboradores (2013).
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Figura 9 - Sobreposicao dos espectros de absorcao (—) excitacdo (—) e emissao
(===) dos CDs sintetizados e espectro de absorcéo da quercetina (===), a figura em

miniatura (destaque) representa a imagem dos CDs sob irradiacdo de luz por

uma lampada UV em 380 nm (esquerda) e sob luz natural (direita).
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Fonte: A autora (2019).

Os CDs sintetizados exibiram estabilidade coloidal em meio aquoso,
sendo uma solucdo amarela translicida quando esta sob luz natural. Quando
exposta a irradiacdo de lampada UV em 380 nm, ocorre a emisséo de cor azul,
como ilustrado na foto inserida na Figura 9, demonstrando que houve a formacéo
das nanoparticulas.

O rendimento quantico absoluto (QY) dos CDs dispersos em agua foi de
9,3% (comprimento de onda de excitagao de 380 nm). Este QY foi maior que o
obtido para muitos QDs reportados na literatura (BOURLINOS et al., 2008;
YANG et al.,, 2012; ZHENG et al., 2013) e menor que o obtido por Guo e
colaboradores (2013) que foi de 68%. A diminuicdo do QY pode ser devida a ndo

realizacdo da etapa de dialise, que do ponto de vista analitico ndo foi necessaria
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neste trabalho, pois mesmo sem a etapa de dialise foi possivel realizar as
analises de forma mais simples e rapida.

Através da andlise das imagens obtidas por microscopia de transmisséo
eletrdnica (MET) (Figura 10), € possivel observar que as nanoparticulas tem uma
morfologia esférica e as franjas dentro das particulas, destacada no zoom no
canto superior a direita da imagem, indicam que os CDs possuiam estrutura
cristalina, confirmando que os CDs foram obtidos como produto da sintese
(DAGER et al., 2019).

Figura 10 - Imagens dos CDs sintetizados obtidas por MET.

T,

Fonte: A autora (2019).

Para uma melhor caracteriza¢do dos CDs, foi realizada uma anélise por
FTIR para verificar os grupos funcionais presentes na superficie dos CDs. Na
Figura 11, observa-se bandas de 3200 a 3630 cm™ atribuidas a vibracédo de
estiramentos O —H e N — H (YANG et al., 2018). Os picos em 1577 cm™ e 1396
cm? sdo correspondentes as vibracdes de estiramentos assimétricos e
simétricos de anions carboxilatos (GUO et al., 2013). Desta forma, foi possivel

verificar a presenca de grupos amino na superficie dos CDs que possivelmente
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interagem com as hidroxilas fenodlicas da quercetina. Sendo assim, pode-se
sugerir que as ligacdes de hidrogénio que acontecem entre a quercetina e 0s
grupos funcionais presentes na superficie dos CDs s&o as responsaveis pelo
quenching da fluorescéncia (YANG et al., 2018).

Figura 11 - Espectro de transmitancia no infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) dos CDs.
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Fonte: A autora (2019).

Os CDs sintetizados foram aplicados na analise da quercetina. Assim,
foram realizados estudos para estabelecer as melhores condi¢cbes de reacgéo
entre os CDs e a quercetina.

Foram avaliadas as condicbes experimentais utilizadas para o
procedimento proposto, incluindo pH do meio, tempo de reacdo, volume de
dispersdo de CDs, natureza e concentracéo (forca idnica) da solugcdo tampéo,
mecanismo de interacao através da variacao da temperatura e seletividade dos

CDs. Os estudos para avaliar o desempenho do ensaio analitico foram
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realizados utilizando analise univariada com a finalidade de alcancar a

sensibilidade mais elevada, ou seja, o quenching maximo da fluorescéncia.

3.4.2 Estudo do pH ideal para a determinacéo de quercetina

Foi investigado a melhor condicdo do pH para o estabelecimento da
reacao proposta. A reatividade e a estabilidade dos CDs em um dado solvente
estdo relacionadas a carga da superficie das nanoparticulas, a qual é
dependente da natureza do ligante e do pH do meio. Devido a presenca de
grupos carboxilicos na superficie dos CDs, em meio acido estes grupos séo
protonados o que pode levar a uma instabilidade coloidal das nanoparticulas,
ocasionando a agregacdo das mesmas e consequentemente a inibicdo da
fluorescéncia (GUO et al., 2013).

Neste estudo, variou-se o pH entre 1 e 12 empregando solu¢des tampao,
para avaliar a influéncia do pH no quenching da fluorescéncia dos CDs induzidos
com quercetina. Na Figura 12 é possivel observar que houve um aumento na
sensibilidade (constante de Stern-Volmer, Ksy) em fungdo do aumento do pH.
Na&o foi verificada sensibilidade para o pH 1, pois neste pH nao foi possivel obter
a curva analitica, uma vez que para todos os pontos da curva a intensidade de
fluorescéncia foi igual a zero, possivelmente devido a uma agregacdo ou
degradacédo dos CDs. A maior sensibilidade e o melhor coeficiente de correlacéo
linear (R) foi obtido quando o pH foi igual a 11 (Fo/F = (0,1005 + 0,0045) x C +
(0,9980 * 0,0234), R = 0,9969), onde C é correspondente a concentracdo de
quercetina e Fo/F € a intensidade de fluorescéncia na auséncia (Fo) e presenca
(F) de quercetina. Apesar das constantes de Stern-Volmer para os valores de pH
9 e 11 serem praticamente iguais, o pH 11 foi escolhido pois neste pH havia um
maior quenching para a primeira concentracdo da curva (1 mg L), o que tem
influéncia direta no limite de deteccdo do método. Era esperado que a melhor
condicao fosse em pH 11, uma vez que os CDs sintetizados possuem pH 10,8.

Portanto, selecionou-se o pH 11 para estudos posteriores.
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Figura 12 - Constante de Stern-Volmer (Ksv) em funcdo do pH da solucdo
tampdo a ser empregada na determinacdo de quercetina. pH das solugfes

tampdao variou entre 2 e 12.
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Fonte: A autora (2019).

3.4.3 Estudo do tempo de reacao entre os CDs e a quercetina

A estabilidade das dispersdes de CDs pode afetar a reprodutibilidade e
exatiddo das sucessivas medidas de fluorescéncia durante as analises das
amostras. Uma solucao instavel afetara a relacdo entre a fluorescéncia e a
concentracdo do analito, pois a perda de fluorescéncia pode ser decorrente da
instabilidade da solucdo e ndo da presenga do analito em diferentes
concentracOes. Este aspecto torna-se mais importante se a reacdo demanda
longo intervalo de tempo.

Na Figura 13 € apresentado o sinal transiente referente ao estudo do
tempo de reacdo dos CDs com a quercetina empregando as condi¢des
previamente descritas no item 4.4.3. P6de-se observar que a reagdo entre 0s

CDs e a quercetina ocorria de forma rapida e, posteriormente, o equilibrio era
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deslocado de forma a regenerar parte dos CDs, uma vez que foi observada a
recuperacao parcial da fluorescéncia dos CDs. Sendo assim, foi selecionado um
tempo de 30 s para leitura da reagéo, pois este era 0 menor tempo possivel para
a leitura, apos a adicao de quercetina ao tubo Falcon, onde ocorria a reagao.

Figura 13 - Sinais transientes referentes aos CDs e a reacdo entre os CDs e a

quercetina (10 mg L), pH 11. O sinal foi monitorado em 450 nm.
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Fonte: A autora (2019).

3.4.4 Estudo do volume da dispersdo de CDs a ser empregado na

determinacédo de quercetina

Em cada sintese que é realizada, sao produzidos cerca de 10 mL de
dispersdo de CDs. Desta forma, procurou-se avaliar o volume de dispersao de
CDs a ser empregado na analise de quercetina, para verificar qual a menor
qguantidade de dispersdo de CDs possivel de ser utilizado na analise sem que
houvesse perda da sensibilidade do método. O volume foi variado entre 0,05 e
0,10 mL e foi obtida uma curva analitica para cada volume de disperséo de CDs
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empregados. Em todos os volumes estudados foi possivel obter uma resposta
linear entre a razdo da fluorescéncia (Fo/F) e a concentracdo de quercetina. A
melhor sensibilidade (Ksv) foi obtida com o volume de 0,09 mL, porém neste
volume o0 méaximo de fluorescéncia para a solucéo do branco ultrapassava a faixa
de trabalho do equipamento. Assim, foi selecionando o volume de 0,08 mL, pois
apresentou uma curva com boa sensibilidade (Ksy) e melhor coeficiente de

correlacao linear (R), como demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8 - Equacdo da reta e coeficiente de correlacdo (R) de acordo com a variacdo
do volume de dispersdo de CDs para a determinacdo de quercetina.

Volume CDs Equacao dareta R

(mL)

0,05 Fo/F = (0,1513 + 0,0049) x C + (0,8936 + 0,0252) 0,9984
0,06 Fo/F = (0,1590 £ 0,0062) x C + (0,8639 £ 0,0319) 0,9977
0,07 Fo/F = (0,1654 £ 0,0067) x C + (0,8889 £ 0,0341) 0,9976
0,08 Fo/F = (0,1579 £ 0,0039) x C + (0,9316 + 0,0202) 0,9991
0,09 Fo/F = (0,1749 + 0,0085) x C + (0,8748 + 0,0432)  0,9965
0,10 Fo/F = (0,1488 £ 0,0064) x C + (0,9814 £ 0,0329) 0,9972

C: concentracdo de quercetina; Fo/F: Intensidade de fluorescéncia na auséncia (Fo) e presenca
(F) de quercetina.
Fonte: A autora (2019).

3.4.5 Estudo da composicdo quimica da solucéo tampéo a ser empregada

na determinacao de quercetina

Foi realizado um estudo variando a composi¢cdo quimica da solucao
tampdao pH 11: NazBsO7/NaOH, NaxHPO4s/NaOH, NaHCO3s/NaOH,
Glicocol/NaOH e Na>COs/HCI, de acordo com a Tabela 9. Conforme pode ser
observado, houve uma pequena queda na sensibilidade (Ksy) para as solucdes
tampéo 1 e 4. Nas curvas obtidas com as solucdes tampédo 3 e 5, embora a
sensibilidade (Ksv) tenha sido maior, o quenching para a primeira concentracao
da curva (1 mg L) foi menor do que na curva obtida para a solugdo tampéo 2.
Os resultados revelaram que a solugao tampao Na:HPO4/NaOH permitiu obter
maior estabilidade dos CDs e maior efeito quenching para quercetina. Sendo

assim, a solucéo tampéao NaHPO4/NaOH foi escolhida.
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Tabela 9 - Equacao da reta e coeficiente de correlacdo (R) de acordo com a variacao
da composi¢do quimica da solugdo tampdao para a determinacdo de quercetina.

Tampao Solucgéo tampéo Equacdao dareta R

1 Na2B4O7 0,05 mol L Fo/F = (0,1338 + 0,0082) x C + 0,9946
/NaOH 0,1mol L (0,8006 + 0,0416)

2 NaHPO4/ Fo/F = (0,1511 + 0,0075) x C+  0,9963
NaOH 0,1 mol L* (0,8922 £ 0,0384)

3 NaHCO3 0,05 mol L* Fo/F = (0,1761 + 0,0119) x C + 0,9932
/NaOH 0,1 mol L*! (0,8500 + 0,0608)

4 Glicocol/ Fo/F = (0,1323 £ 0,0043) x C+  0,9984
NaOH 0,1 mol L* (0,9250 £ 0,0219)

5 Na>COs/ Fo/F = (0,1672 + 0,0091) x C + 0,9956
HCI 0,1 mol L? (0,8606 + 0,0461)

C: concentracdo de quercetina; Fo/F: Intensidade de fluorescéncia na auséncia (Fo) e presenca
(F) de quercetina.
Fonte: A autora (2019).

3.4.6 Estudo da concentracdo da solucdo tampdo a ser empregada na

determinacgédo de quercetina

Ap6s estabelecer o pH (11) e a composicdo da solucdo tampéo
(Na2HPO4/NaOH), a concentracéo da solucao tampéao foi avaliada. A magnitude
da interacdo do analito com a superficie dos CDs pode ser influenciada pela forca
ibnica do meio reacional (concentracdo da solucdo tampéao). A avaliacao deste
parametro foi realizada variando a concentragdo das espécies presentes na
solucdo tampao, NazHPO4 e NaOH entre 0,1 e 0,6 mol L. Como mostrado na
Tabela 10, ndo houve grande variacdo na sensibilidade (Ksy) € nos valores de
coeficiente de correlacdo linear (R) na andlise de quercetina em funcédo da
variagdo da concentracdo da solugcdo tampédo. Assim, foi mantida a menor
concentragdo empregada, 0,1 mol L, para os estudos posteriores.
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Tabela 10 - Equacéo da reta e coeficiente de correlagédo (R) de acordo com a variagcdo
da concentracdo da solucdo tampéao para a determinacdo de quercetina.

Concentracao Equacéo dareta R
(mol L)
0,1 Fo/F = (0,1502 + 0,0041) x C + (0,9096 + 0,0211)  0,9989
0,2 Fo/F = (0,1303 + 0,0059) x C + (0,8919 + 0,0304) 0,9969
0,3 Fo/F = (0,1321 £ 0,0051) x C + (0,9069 £ 0,0259) 0,9979
0,4 Fo/F = (0,1555 £ 0,0077) x C + (0,8985 + 0,0392) 0,9964
0,5 Fo/F = (0,1657 + 0,0104) x C + (0,8782 £ 0,0529) 0,9942
0,6 Fo/F = (0,1463 + 0,0049) x C + (0,9808 + 0,0249)  0,9983

C: concentragdo de quercetina; Fo/F: Intensidade de fluorescéncia na auséncia (Fo) e presenca
(F) de quercetina.
Fonte: A autora (2019).

3.4.7 Mecanismo de interacdo entre os CDs e a quercetina

Na Figura 9, é possivel observar que o espectro de absorcdo da
guercetina possui duas bandas em torno de 255 e 370 nm. Os CDs sintetizados
exibem uma banda de absor¢cdo em torno de 340 nm e uma banda de emissao
em torno de 450 nm quando excitado em 380 nm. E observada uma
sobreposicao parcial entre os espectros de absorcdo da quercetina e os
espectros de absorgéo e excitacdo dos CDs. O quenching da fluorescéncia dos
CDs ocorre devido ao comprimento de onda de absorbancia da quercetina ser
préxima do comprimento de onda de excitacdo dos CDs. Assim, a quercetina
presente no meio absorve parte da radiacdo que seria usada na excitacao dos
CDs, levando ao efeito de filtro interno entre a quercetina e os CDs, causando a
mudanca na intensidade da fluorescéncia (ZHENG et al., 2013; VAZ et al., 2017).

Os espectros da Figura 14, mostram um deslocamento do pico maximo
de fluorescéncia dos CDs para comprimentos de onda maiores (red-shift) apos
a reacdo com a quercetina. E possivel observar que o red-shift aumenta com o
aumento da concentracdo de quercetina, sugerindo que o0 mecanismo envolvido
no quenching da fluorescéncia ndo se deve somente ao efeito de filtro interno,
mas também ao estado fundamental dos compostos formados (HUANG et al.,
2015).
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Figura 14 - Espectros de fluorescéncia para a determinacdo de quercetina,

solucdes de referéncia contendo: 0 - 10 mg L, em destaque a curva analitica

para a quercetina.

2.6
700 =

2,4

liQuercetina 22
600_[Q A ]

2,04

500 ~

N

o

o
1

4 6 8

300

Quercetina (mg L™)

200 +

Fluorescéncia (a. u.)

100 -

10

] v ] v ] v ] ]
400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Fonte: A autora (2019).

A Figura 15 mostra a influéncia da temperatura na intensidade da

fluorescéncia dos CDs em 298, 303 e 308 K. E possivel observar que ocorre uma

diminuicdo na constante de Stern-Volmer com o aumento da temperatura do

meio reacional.

Este fenbmeno demonstra que o mecanismo envolvido no quenching da

fluorescéncia dos CDs causado pela quercetina é estatico. Quando o quenching

da fluorescéncia é dindmico, o aumento da temperatura aumenta a difusdo bem

como o numero de colisdes entre os CDs e o quencher, 0 que aumenta o valor

da constante de Stern-Volmer. Quando o mecanismo envolvido é estatico, com

0 aumento da temperatura ocorre a dissociagdo dos complexos formados

durante a reacdo entre os CDs e o0 quencher, ocasionando um decréscimo na

constante de Stern-Volmer.
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Figura 15 - Curvas analiticas obtidas da reacéo entre os CDs e a quercetina sob

diferentes temperaturas: 25, 30 e 35°C, respectivamente.
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Fonte: A autora (2019).

Na Tabela 11, é possivel observar que houve um decréscimo na constante
de Stern-Volmer com o aumento da temperatura da interacao entre os CDs e a
quercetina.

Os valores das constantes de ligacdo (Kp) € o niumero de sitios ligantes
(n) foram obtidos através da curva de regresséao logaritmica do log(F, — F/F)

em funcédo do log[Q] com base na Equagéo 1:
log (F"F—_F) = logK}, + nlog[Q] Equacao 1

A partir da interceptacao e inclinacdo da curva, utilizando a Equacéo 1,

foram obtidos os valores de K, e n para cada temperatura (298, 303 e 308 K).
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Foram calculados também os parametros termodinamicos da interacao
entre os CDs e a quercetina. O calculo da energia livre (AG) foi realizado através

da Equacéo 2:
AG° = —RTInK, (Equacéo 2)

Sendo, R a constante universal dos gases (8,314462 J/mol K), T a
temperatura em Kelvin e K, a contante de ligacao.
A variacao de entalpia (AH) foi calculada através da Equacéo 3:

(ln%)*R
AH = — | 24— (Equacéo 3)
(775)

Onde, Kp2 e Kp1 sé8o as constantes de ligagdo em duas temperaturas
diferentes, R a constante universal dos gases a T1 e T2 s80 as temperaturas nas
quais Kp1 e Kp2 foram calculados.

A variacao da entropia (AS) foi calculada através da Equacdao 4:

AS = AH-AG

(Equacéo 4)

Onde, AH e AG séao a entalpia e energia livre calculadas, respectivamente
(DWIECKI et al., 2017). Os valores dos parametros termodinamicos encontram-
se na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11 - Constantes de Stern-Volmer (Ksy), constantes de ligacao (Ky), nUmero de
sitios ligantes (n) e os parametros termodindmicos obtidos da interacéo entre os CDs e
a quercetina em diferentes temperaturas.

T Ksv X103 R2 Kb x10° n RP AH AG AS
(K) (L mol?) (L mol?) (KJ molY)  (KJmol?) (I mol?)
298 41,08 0,9909 9,26 1,30 0,9964 -88,12 -34,04 -32,20
303 36,18 0,9967 5,15 1,26 0,9989 -33,13
308 34,75 0,9982 1529,67 1,80 0,9768 -48,26

a; Coeficiente de correlacdo para os valores de Ksy; P: Coeficiente de correlagéo para os valores de Kp.
Fonte: A autora (2019).
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Foi observado que para todas as temperaturas estudadas foram obtidos
valores de energia livre negativos, indicando a formacédo espontanea dos
complexos formados da interacéo entre os CDs e a quercetina. O valor obtido de
entalpia foi negativo, demonstrando que a complexacdo ocorre através de um
processo exotérmico, ou seja, ocorre liberacdo de energia (DWIECKI et al.,
2017).

Através dos parametros termodinamicos também é possivel prever que
tipo de interacdo ocorre entre os CDs e a quercetina. Os valores de entalpia e
entropia negativos séo caracteristicos de sistemas onde ocorrem interacdes de
Van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Uma forma de confirmar os tipos de
interacao € através da avaliacao da forga idnica, foi possivel observar a influéncia
da forca ibnica através do estudo da variacdo da concentracdo da solucao
tampdao. Neste estudo foi observado que o aumento da concentracao da solucao
tampao (forca ibnica), ndo afetou significativamente o sinal analitico, indicando
que nao ha preferéncia por forcas eletrostaticas, sendo preferenciais as ligacées
de hidrogénio e as forcas de Van der Waals (VAZ et al., 2017).

Outra forma de verificar se 0 mecanismo envolvido no quenching da
fluorescéncia dos CDs é estético € através do espectro de absor¢do dos CDs na
presenca e na auséncia da quercetina, como ilustrado na Figura 16. A formacéo
de complexo no estado fundamental pode ocasionar a mudancga no espectro de
absorcéo dos CDs (ZU et al., 2017). E possivel observar a mudanca no espectro
de absorcdo dos CDs apds a reacdo com a quercetina. Existe uma banda em
torno de 425 nm (Figura 14) indicando que houve uma perturbacdo na nuvem
eletrdnica dos CDs. Esta banda ndo aparece no espectro de absorcédo da
quercetina, demonstrando que ela é proveniente da interacéo entre os CDs e a

quercetina.
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Figura 16 - Espectro de absorcdo dos CDs, da quercetina e do produto da

interacdo entre os CDs e a quercetina.
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Fonte: A autora (2019).

A forma mais eficiente de avaliar se 0 mecanismo envolvido no quenching

da fluorescéncia é estéatico ou dinamico € através da medida do tempo de vida

de fluorescéncia (t). Quando o quenching é estatico, o tempo de vida da

fluorescéncia nédo sofre variacao na presenca da quercetina (to/t = 1), To € T S@0

referentes ao tempo de vida dos CDs na auséncia e na presenca de quercetina,
respectivamente. Os CDs complexados néo fluorescem, entdo somente a

fluorescéncia dos CDs ndo complexados € observada.
Por outro lado, quando o mecanismo do quenching € dinamico Fo/F = To/T.

E possivel observar na Figura 17 que o tempo de vida de fluorescéncia dos CDs

e dos CDs na presenca de 10 mg L de quercetina em solugéo tampéo pH 11,0
foi 6,43 ns e 6,54 ns, respectivamente, assim podemos dizer que T/t = 1, 0 que
comprova que o mecanismo envolvido no quenching da fluorescéncia da reacéo
dos CDs com a quercetina foi estatico (LAKOWICZ, 2006; YANG et al., 2018).
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Figura 17 - Perfil de decaimento de emissao de fluorescéncia dos CDs e dos
CDs na presenca de 10 mg L de quercetina em solugdo tampao pH 11,0 (Aex =
380 nm, Aem = 450 nm).
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Fonte: A autora (2019).

Guo e colaboradores (2013) observaram que os CDs em pHs baixos
apresentavam baixa fluorescéncia e em pHs altos apresentavam fluorescéncia
alta. Sendo assim, concluiram que existe a presenca de grupos carboxilicos nos
CDs sintetizados. Estes grupos podem ser protonados em meio acido, o que
poderia levar a agregacéo dos CDs, resultando no quenching da fluorescéncia.
A interacdo entre a quercetina e os CDs pode ocorrer na superficie dos CDs
(XIAO et al.,, 2013). Possivelmente, esta interagcdo ocorre entre os CDs
sintetizados e os compostos formados, devido a instabilidade na estrutura do
anel da quercetina em meio basico, resultando na fragmentacao da estrutura do
anel (CHEN; ZHOU; JI, 2010) e desta forma a superficie dos CDs se modificada

0 gue ocasiona o quenching da fluorescéncia.
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3.4.8 Estudo de interferentes para a determinacdo de quercetina

Para avaliar a seletividade do método proposto foi investigado o efeito de
possiveis interferentes que podem afetar a analise de amostras reais. O efeito
destas substancias no sinal da solucdo de referéncia foi avaliado no método
otimizado empregando solucéo de referéncia de 5 mg L quercetina contendo
diferentes concentrag@es das espécies potencialmente interferentes, tais como,
acido ascorbico, acido galico, &cido citrico, acido malico, catequina,
epicatequina, kaempferol, resveratrol e miricetina. Foram consideradas como
interferentes, as espécies quimicas as quais 0s sinais obtidos usando a solucao
padrdo de quercetina com a substancia interferente ocasionasse uma variagcao
de até + 5% com relacdo ao sinal da solucdo padrdao de quercetina (DE
ANDRADE et al., 2014).

Analisando os resultados obtidos, mostrados na Tabela 12, pode-se
observar que as espécies com maior potencial interferente sdo catequina,
kaempferol e miricetina, pois estas substancias apresentaram um limite de

concentracdo menor que os demais interferentes.

Tabela 12 - Estudo de interferéncia para diferentes substancias na determinacdo de
quercetina.

Substancia Concentragdo (mg L') Variacdo do sinal (%)
Acido ascorbico 5,00 -1,84
Acido gélico 5,00 -2,32
Acido citrico 5,00 +1,08
Acido malico 10,00 -4,74
Catequina 2,00 +0,71
Epicatequina 15,00 +4,76
Kaempferol 0,04 -2,95
Resveratrol 10,00 -1,36
Miricetina 1,00 -4,85

Solugéo de referéncia de quercetina 5 mg L.
Fonte: A autora (2019).

Em amostras de cervejas a catequina, o kaempferol e a miricetina sao

encontrados em teores que variam de 5,9 a 10,1 mg L' para a catequina
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(CORTACERO-RAMIREZ et al., 2004), para o kaempferol foi encontrado um teor
de 16,4 mg L (SIQUEIRA; BOLINI; MACEDO, 2008) e para a miricetina foi
encontrado um valor de 0,08 mg L* (JANDERA et al., 2005). Considerando que
a amostra de cerveja foi diluida 1:10 (v/v), a concentracdo de catequina,
kaemferol e miricetina se mantiveram em um maximo de aproximadamente 1,01;
1,64 e 0,008 mg L*, respectivamente. Portanto, ndo é esperado um efeito
interferente da catequina e miricetina uma vez que sua concentragao na cerveja
€ menor que a concentracdo que causa interferéncia na analise. Caso a cerveja
analisada néo tenha um teor maximo de kaempferol, que é de 16,4 mg L' como
descrito na literatura, poderia ser esperado também que ndo houvesse
interferéncia deste polifenol apés a sua diluicdo para a anélise de quercetina.
Em amostras de chas, apesar das concentracdes de catequina,
kaempferol e miricetina serem altas (BEHLING et al., 2004), como relatado na
literatura, o teste de adicdo e recuperacdo confirmou a exatiddo do método,
mostrando que ndo houve efeito de interferente nas amostras de cha analisadas.
Desta forma, através do teste de recuperacao (Tabela 14), foi avaliada a exatidao

do método.

3.4.9 Figuras de mérito do método proposto para a determinacao de

guercetina

Os parametros estabelecidos no procedimento proposto para a
determinacdo de quercetina empregando tempo de reacdo de 30 s e uma

solugao tampéao de Ringer (Na2HPO4 — NaOH) sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Pardmetros estabelecidos apds a otimizacdo do procedimento proposto
para a determinacdo de quercetina.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
pH 1-12 11
Volume da disperséo dos 0,05-0,10 0,08
CDs (mL)
Concentracao da solucéao 0,1-0,6 0,1

tampao (mol L?)

Fonte: A autora (2019).
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Na Figura 14 € possivel observar que a intensidade de emissao de
fluorescéncia dos CDs foi sensivel a quercetina e diminuiu com 0 aumento da
concentragdo da mesma. Também foi observado um red-shift na emisséo dos
CDs que se tornava mais pronunciado com o aumento da concentracado de
quercetina.

Obteve-se uma resposta linear entre 1,0 e 10,0 mg L quercetina.
Estimou-se a equacéo linear empregando-se o método dos minimos quadrados
como sendo Fo/F = (0,1511 £ 0,0075)*[Q] + (0,8922 £ 0,0384) (R = 0,9963, n =
3) (Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia dos CDs na auséncia e na
presenca, respectivamente, de quercetina) e [Q] € a concentracdo da quercetina,
em mg L?). Este fendmeno pode ser descrito pela equacéo de Stern-Volmer (DE
SOUZA et al.,, 2015), como ilustrado na Equacdo 5, onde observa-se a
dependéncia linear de Fo/F com a concentracdo do quencher [Q]. Onde Ksy € a
constante do quenching ou a constante de Stern-Volmer, estabelecida em
0,1511 L mg* (KEIZER, 1983; HU et al., 2019).

Fo/F =1+ Kg[Q] (Equacéo 5)

O limite de deteccéo foi estimado em 0,85 mg L e foi obtido um desvio
padrdo relativo (RSD) de 0,21% (n = 3, 4 mgL* quercetina). No teste de adi¢éo
e recuperacdo foi possivel obter valores de recuperacdo para as amostras de
chas e cervejas entre 80 e 107%, demonstrado que ndo houve efeito de matriz.
Assim, pode-se dizer que o0 método proposto para analise de quercetina € viavel
para aplicacdes analiticas.

O método proposto foi comparado com outros previamente reportados na
literatura para determinacdo de quercetina (Tabela 14), mostrando que o
presente trabalho apresentou uma faixa linear comparavel a métodos reportados
na literatura (REZAZADEH et al., 2015). Na analise empregando CLAE-EM,
aguecimento e uso de solventes como acido féormico e acetonitrila foram
necessarios, e as analises foram demoradas (JESZKA-SKOWRON;
KRAWCZYK; ZGOLA-GRZESKOWIAK, 2015). Em alguns trabalhos, o preparo
de amostra era dispendioso e demandava muito tempo (ZIYATDINOVA;
KOZLOVA; BUDNIKOV, 2018; REZAZADEH et al., 2015; HU; FENG; LI, 2014).
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No método espectrofotométrico, embora as analises tenham sido realizadas
diretamente devido a simplicidade das amostras (farmaco), houveram
desvantagens como a quantidade de solvente necesséria e tempo de reacdo de
4 min, sendo oito vezes mais lento que o tempo de reacéo relatado no presente
trabalho (PEJIC et al., 2004).Sao também reportados métodos com deteccéo por
fluorescéncia, que utilizam nanoparticulas de carbono para determinacédo de
quercetina em solugcdo aquosa como o0 método utilizando carbon dots
funcionalizados com organossilano (ZOU et al., 2015) e também o método
empregando nanoparticulas fluorescentes de carbono (XIAO et al., 2013)
embora esses métodos sejam interessantes, eles ndo foram aplicados em
amostras reais.

O presente trabalho tem vantagens sobre os outros, como alta frequéncia
analitica, economia de reagentes sendo ecologicamente correta, ndo envolve
nenhuma etapa de extracdo com solvente, a analise € viavel apés etapas simples

de filtrac&o e diluicdo ndo sendo necessario nenhum pré-tratamento complexo.



Tabela 14 - Comparacdo das caracteristicas analiticas de metodologias empregadas na determinacdo de quercetina.

Método de deteccéo Faixa linear DPR Limite de deteccéao Amostra Referéncias
(%) (mg L
Voltamétrico 0,0002 - 7,55 3,5 0,0001 Ervas medicinais (ZIYATDINOVA;
KOZLOVA; BUDNIKOV,
2018)
CLAE-EM 0,002 -2,0 - - Infusdes de cha (JESZKA-SKOWRON;
KRAWCZYK; ZGOLA-
GRZESKOWIAK, 2015)
Eletroquimico 0,12 - 9,07 5 0,012 Cha (REZAZADEH et al.,
2015)
Fluorescéncia 0,02-0,8 4,1 0,005 Urina e casca de cebola (HU; FENG; LI, 2014)
Espectrofotométrico 1,0-12,0 <3 0,76 Capsulas de Quercetina com (PEJIC et al., 2004)
vit. C
Fluorescéncia - 0,02 Solucédo aquosa (ZOU et al., 2015)
Fluorescéncia 0,87 -9,54 2,9 0,03 Solucéo aquosa (XIAO et al., 2013)
Fluorescéncia 1,0-10,0 1,22 0,85 Cha e cerveja Presente trabalho

CLAE-EM: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Espectrometria de Massa; DPR: desvio padrao relativo.

Fonte: A autora (2019).

08
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3.4.10 Método de adicao e recuperacao para a determinacéo de quercetina

em amostras de chas e cervejas

O teste de adicdo e recuperacao € uma das maneiras de avaliar a exatidao
dos resultados analiticos (XU et al., 2012). Em um teste de adi¢éo e recuperacao,
uma quantidade conhecida do constituinte a ser analisado (analito) é adicionada
a matriz e, em seguida, a analise é realizada neste material. Uma comparacao
da concentracdo encontrada na matriz sem adicdo pela quantidade adicionada
fornece a recuperacédo do método, o que nos fornece uma estimativa da exatidao
do método (BETZ; BROWN; ROMAN, 2011).

Seis tipos de amostras de cerveja (Weissbier, Pilsen e Lager) e seis tipos
de amostras de cha foram analisados: verde e preto em infusdo e chéa verde
pronto para consumo. A adicao foi realizada em dois niveis de concentracéo de
quercetina, 2,0 e 5,0 mg L. Antes das andlises as amostras foram filtradas e
diluidas, 1:10 (v/v) para amostras de cervejas e 1:30 (v/v) para amostras de chas,
com o intuito de manter a concentracdo de quercetina dentro da faixa de trabalho
do procedimento proposto.

Na analise realizada, como demonstrado na Tabela 15, foram obtidos
valores de recuperacdo entre 80 e 107%, indicando a exatiddo do método
proposto e demonstrando que ndo houve efeito de matriz na determinagéo de
quercetina. Sendo assim, método pode ser empregado na determinacdo de

guercetina em amostras de cervejas e chas.
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Tabela 15 - Resultados obtidos para o teste de adicdo e recuperacdo para a
determinacdo de quercetina.

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacéo
(mg L) (mg L) (%)
Lager Beer 0 5,14 -
2,0 5,90 83
5,0 8,65 85
Lager Beer 0 1,73 -
2,0 3,01 81
5,0 6,09 91
Weissbier 0 4,37 -
2,0 5,94 93
5,0 8,12 87
Pilsen Beer 0 1,88 -
2,0 3,12 81
5,0 7,01 101
Pilsen Beer 0 2,96 -
2,0 4,32 87
5,0 7,70 97
Pilsen Beer 0 1,51 -
2,0 3,39 96
5,0 5,22 80
Chéaverde* 0 3,87 -
2,0 6,27 107
5,0 8,30 94
Chéaverde 0 8,45 -
2,0 10,62 102
5,0 13,17 98

Continua



Amostras Adicionado Encontrado Recuperacéo
(mg L) (mg L) (%)
Chaverde 0 6,54 -
2,0 8,15 95
5,0 13,64 104
Chaverde 0 8,72 -
2,0 8,99 84
5,0 11,24 82
Cha preto 0 7,48 -
2,0 9,22 97
5,0 11,32 91
Cha preto 0 6,37 -
2,0 8,76 01
5,0 10,07 89

* Pronto para consumo.
Fonte: A autora (2019).
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4 USO DE QUANTUM DOTS TERNARIOS SINTETIZADOS VIA
ELETROQUIMICA COMO SENSOR FLUORESCENTE PARA A
DETERMINACAO DE CURCUMINA EM AMOSTRAS DE
ACAFRAO-DA-TERRA

Figura 18 - Esquema ilustrativo da aplicacdo dos QDs ternarios na determinacao

de curcumina através do quenching da fluorescéncia.
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Fonte: A autora (2019).
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4.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1.1 Quantum dots

Existem materiais que possuem uma condutividade intermediaria, sua
condutividade fica entre a dos materiais condutores (como no caso dos metais)
e a dos isolantes, estes materiais sdo chamados de semicondutores. Os
semicondutores que possuem uma banda de valéncia (BV) completa e uma
banda de conducédo (BC) vazia, separadas por um band gap relativamente
pequeno, sdo os chamados de semicondutores intrinsecos (ATKINS; JONES,
2012). Devido ao tamanho do band gap (Eg), com o aumento da temperatura
alguns elétrons sdo excitados da BV para a BC, onde podem se deslocar pelo
sélido, por isso, a condutividade destes materiais dependem fortemente da
temperatura (RAHMAN, 2015).

Outra forma de aumentar a condutividade de um semicondutor é através
da adicdo de elétrons na BC (semicondutores tipo-n) ou pela remocédo de
elétrons na BV (semicondutores tipo-p), isso € possivel através do processo de
dopagem do sélido com impurezas, que sdo atomos que possuem mais ou
menos elétrons de valéncia do que o material semicondutor (Figura 19). Quando
a BV perde elétrons, pode-se dizer que ela possui “buracos” que fazem com que

ela atue como uma BC, permitindo o movimento dos elétrons.

Figura 19 - Esquema das bandas de semicondutores intrinseco, tipo-n e tipo-p.

Energia
Banda de condugao Banda de condugao Banda de condugao
Elétrons adicionais
Band gap Band gap Band gap
Buracos
Banda de valéncia Banda de valéncia Banda de valéncia
Intrinseco Tipo-n Tipo-p

Fonte: Adaptado de Atkins (ATKINS; JONES, 2012).
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Um tipo de semicondutor que trouxe uma grande inovacao tecnoldgica no
campo de nanomateriais funcionais sdo 0s nanocristais semicondutores.
Quando o tamanho desses nhanocristais semicondutores é menor ou igual ao raio
de Bohr do éxciton (nome dado ao par elétron-buraco ligados através de
interagdo couldmbica) que pode variar de ~ 2 a ~ 50 nm dependendo do material,
ocorre um efeito de confinamento quéantico que levam a algumas manifestacdes
como a aparicao de novas propriedades o6ticas (RABOUW; DONEGA, 2016; LI
et al., 2018).

Quando o raio da nanoparticula ultrapassa o raio de Bohr, sendo o dobro
ou o triplo do tamanho, o confinamento é classificado como fraco e as mudancas
nos niveis de energia sdo consideradas moderadas em comparacéo ao estado
de confinamento forte. Em nanoparticulas, a estrutura eletrdnica possui uma
elevada densidade de estados no centro da banda e niveis discretos nas bordas
devido ao efeito do confinamento quéntico, como ilustrado na Figura 20
(BACCARO; GUTZ, 2018).

Figura 20 - Niveis de energia ou orbitais moleculares de moléculas diatdmicas
ao material na sua forma macroscopica. LUMO: Orbital Molecular desocupado
de menor energia; HOMO: Orbital Molecular Ocupado de maior energia; QDs:

quantum dots; Eg: Band Gap; BC: banda de condugé&o; BV: banda de valéncia.
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Fonte: Adaptado de Baccaro (BACCARO; GUTZ, 2018).
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Os niveis discretos de energia se fundem a medida que o numero de
atomos aumenta, assim, as moléculas maiores exibem uma quasi-continuidade
dos niveis de energia pois, 0 numero de atomos enfileirados tende ao infinito.
Com a reducédo do numero de atomos, os niveis de energia em nanoparticulas
sao quebrados, ndo obedecendo ao modelo de banda do material em sua forma
macroscopica, apresentando uma configuracdo de BV e BC mais préximas dos
modelos de orbitais moleculares. Com a diminuicdo do diametro das particulas
também € observado um aumento no band gap relacionado ao efeito de
confinamento quantico (RABOUW; DONEGA, 2016; BACCARO; GUTZ, 2018).

O efeito de confinamento quantico possibilita 0 ajuste dos espectros 6ticos
(absorcéo e fotoluminescéncia) dos semicondutores cristalinos dentro de uma
ampla janela espectral, apenas pela variagdo do tamanho das nanoparticulas
sintetizadas (Figura 21) mantendo sua composi¢cdo constante (RABOUW;
DONEGA, 2016).

Figura 21 - Representagdo esquematica da influéncia do efeito do confinamento
quantico nos niveis de energia dos nanocristais semicondutores de mesma
composi¢cdo. O band gap (Eg) aumenta com a diminuicdo do tamanho das

nanoparticulas.

Energia

-~

Q@000 e

6 nm > 2 nm

Fonte: Adaptado de Rabouw (RABOUW; DONEGA, 2016).
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Quando um semicondutor absorve um féton com energia igual ou maior
que o valor do seu band gap, um elétron € promovido da BV para a BC, assim,
ocorre a formacado de um éxciton, quando esse elétron retorna para a banda de
valéncia a fluorescéncia é emitida. Se um éxciton esta espacialmente confinado
em todas as direcfes é obtido os chamados pontos quanticos ou quantum dots
(RABOUW; DONEGA, 20186).

Os QDs foram descobertos no inicio dos anos 1980 (EKIMOV;
ONUSHCHENKO, 1981; EFROS; EFROS, 1982; ROSSETTI; NAKAHARA;
BRUS, 1983), mas o termo quantum dot s6 foi empregado em 1988 (REED et
al., 1988). As suas propriedades Oticas e eletrénicas fizeram com que, nos
altimos anos, eles fossem aplicados em bioimagem, fotodetectores, células
solares, sensores fluorescentes, entre outros (WAGNER et al., 2019).

Os quantum dots possuem tipicamente uma faixa de diametro entre 2 e
10 nm, séo constituidos por um nucleo (core) de um semicondutor com band gap
(Eg) e uma casca (shell) de outro semicondutor com band gap (Eg’) maior que Eq4
e pode ainda estar ligado a uma molécula organica que configura como

estabilizante (Figura 22).

Figura 22 - Representacéo esquematica da estrutura core-shell do quantum dot.

Nucleo (core)
Casca (shell)
Estabilizante

Fonte: Adaptado de Nasirzadeh (NASIRZADEH; NAZARIAN; HAYAT, 2016).

O nucleo é responsavel pelas propriedades o6ticas fundamentais, como
absorcao eletrénica, emissao, etc. A casca é empregada para suprimir defeitos
existentes na superficie do nucleo, pois esses defeitos funcionam como
armadilhas onde um elétron ou buraco podem ficar presos, resultando assim, na

inibicdo da fluorescéncia. Portanto, a casca evita a diminuicdo do rendimento
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quantico, fotodegradacdo e diminui a largura da linha da banda de emisséo
(FONTES; SANTOS, 2014; RESHMA; MOHANAN, 2019).

A incorporacdo de agentes estabilizantes nos QDs é determinante na
aplicacdo dos mesmos. A aplicacao final dos QDs esta relacionada a natureza
do agente estabilizante empregado na sintese, pois eles auxiliam na interagdo
das nanoparticulas com o alvo por meio de interacbes hidrofobicas ou
acoplamento eletrostatico ou covalente. Estes estabilizantes séo utilizados para
determinar a estabilidade coloidal dos QDs, solubilidade, distribuicdo do
tamanho das particulas, controle da morfologia das particulas, interromper o
crescimento descontrolado e a aglomeracdo dos QDs (RESHMA; MOHANAN,
2019).

Em geral os QDs sao constituidos por elementos dos grupos: Il (Zn, Cd,
etc) e VI (Se, S, etc); Il e V; IV e VI da tabela periddica. Assim como na sintese
de diversas nanoparticulas, os QDs sao fabricados por métodos top-down e
bottom-up. Entre o0s métodos utilizados estdo o0s métodos de
aguecimento/combustao, hidrotermal, micro-ondas/ultrassom assistido, sintese
eletroquimica, ablacdo a laser, entre outros (PAWAR; UPADHAYA;
PATRAVALE, 2018).

Nos ultimos anos os QDs constituidos por elementos dos grupos II-VI, llI-
IV e IV-VI foram bastante investigados, porém, muitos QDs tradicionais do tipo
[I-VI contém elementos toxicos ao meio ambiente, como Hg, Cd e Pb,
restringindo suas aplicacdes. Recentemente, nanocristais semicondutores do
tipo I-1I-VI tém atraido atencdo devido ao fato de alguns deles serem menos
toéxicos que os do tipo II-VI e possuirem excelentes propriedades oticas. A
substituicio de &tomos com valéncia equivalentes, atomos do grupo Il por
atomos do grupo | e lll, leva a obtencao de nanocristais semicondutores ternarios
I-11I-VI. Alguns exemplos de QDs do tipo I-llI-VI incluem CulnX, (X =S, Se e Te)
e AginXz (X =S, Se e Te) (ARSHAD et al., 2016; LI et al., 2018; MAY; PARANI;
OLUWAFEMI, 2019).

4.1.2 Curcumina

Curcumina, (C21H200s - 1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadieno-

3,5-diona) (Figura 21) € um pigmento natural de cor amarela derivado do rizoma
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da planta Curcuma longa L., planta pertencente a familia das Zingiberaceae. O
rizoma pode ser consumido fresco ou, para fins de conservacdo, pode ser
desidratado e moido dando origem ao turmérico (p6 amarelo obtido dos
rizomas). E conhecida popularmente como acafrdo-da-india, acafrdo-da-terra,
curcuma, gengibre dourado, entre outros (SUETH-SANTIAGO et al., 2015;
MARCHI et al., 2016).

Figura 23 - Estrutura quimica da curcumina.
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Fonte: A autora (2019).

A planta Curcuma longa L. é originaria da india e do sudeste da Asia,
sendo introduzida no Brasil na década de 1980. E utilizada ha 6000 anos pela
medicina ayurvédica, um tipo de medicina tradicional desenvolvida na india. E
comumente utilizada em cosméticos, corantes alimenticios e aromatizantes de
alimentos, porém suas atividades bioldgicas e farmacolégicas, como atividades
antioxidantes, anticancer, anti-inflamatorios, antibacterianos e antidiabéticos,
tem atraido bastante atencao e aumentado seu consumo (HU et al., 2017; HU et
al., 2019).

De forma geral o acafréo-da-terra € composto de 6,3% de proteina, 5,1%
de gordura, 3,5% de minerais, 69,4% de carboidratos, 13,1% de umidade, 3,5%
de oleo essencial, 2,5 a 6% de curcuminoides e 5,7% de oleoresinas. A presenca
da cor amarela € devido a presenca de pigmentos polifenélicos, chamados
curcumindides, onde o mais importante é a curcumina. Em média o acafrdo-da-
terra possui 3% de curcumina, 1,3% de desmetoxicurcumina (DMC) e 1,2%
bisdesmetoxicurcumina (BDMC) (SALEHI et al., 2019; THANGAVEL; DHIVYA,
2019).

A curcumina apresenta algumas caracteristicas frente ao meio em que ela
se encontra, por exemplo, a partir de observacbes experimentais verificou-se

que ela apresenta efeito solvatocromico, havendo uma alteragdo no
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comprimento de onda maximo de absorcdo com a variacdo da polaridade do
solvente empregado. Outra propriedade que também interfere no comprimento
de onda maximo da curcumina é o pH do meio, uma vez que em sua estrutura
existem trés hidrogénios acidos (Figura 24), com valores de pKa 8,31, 10,0 e
10,2, os quais sao desprotonados com o0 aumento do pH (LEUNG;
COLANGELO; KEE, 2008; SALEHI et al., 2019).

Figura 24 - Estrutura da curcumina na sua forma endlica com os hidrogénios

acidos destacados em vermelho.
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Fonte: A autora (2019).

O aumento do pH, aumenta a solubilidade da curcumina e a solucdo
contendo curcumina passa do amarelo para o vermelho, devido ao efeito
batocrémico, que é um tipo de solvatocronismo positivo pois ocorre a alteracéo
do comprimento de onda para comprimento de ondas maiores (deslocamento
para o vermelho) (REICHARDT, 1965).

A estrutura da curcumina apresenta um equilibrio ceto-enélico numa faixa
de pH entre 3 e 7 (Figura 25). O equilibrio € deslocado no sentindo da formagéo
do enol devido a estabilidade conferida pela existéncia da ligacdo de hidrogénio
intramolecular e da maior planaridade da molécula nesta configuracao,
favorecendo uma conjugacdo da cadeia carbdnica (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).

Figura 25 - Equilibrio ceto-endlico apresentado pela curcumina.
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Fonte: A autora (2019).
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As propriedades farmacologicas da curcumina se mostraram promissoras
em diversas aplicacdes, como na inducdo de apoptose celular, inibicdo da
proliferacéo celular anormal e atividades antiangiogénicas e antimicrobianas,
entre outras (HU et al., 2017).

Estudos realizados em pacientes com artrite, comprovaram a eficiéncia
da acdo anti-inflamatdria da curcumina, melhorando a rigidez articular e o
inchaco das articulacfes destes pacientes (PAREEK et al., 2019). A eficacia anti-
inflamatoria da curcumina também foi verificada em pacientes com osteoartrite
e artrite reumatoide, confirmando o efeito da curcumina no combate da artrite
(SALEHI et al., 2019).

A curcumina possui um efeito antifibrotico através de mudltiplos
mecanismos, pela estimulagdo ou inibicdo de muitos genes, fatores de
transcricdo, proteinas e células (LELLI et al., 2017). Também apresentou agéo
antioxidante no tratamento de patologias de disturbios neurologicos (BABU;
MOHAMMED; HARIKUMAR, 2019) e atividades farmacoldgicas duplas devido a
suas acdes anticancer e antifungica, atuando na prevencdo e tratamento do
cancer (CHEN et al., 2016).

Apesar dos inimeros beneficios a saude proporcionados pela curcumina,
existe uma preocupacdo com o0 uso indiscriminado de produtos contendo este
pigmento. Os beneficios estdo relacionados a quantidade consumida, foi
relatado que uma concentracdo elevada de curcumina (10 — 25 pmol L) pode
levar a uma atividade pro-oxidante no DNA, como também, pode causar a
diminuicdo dos niveis intracelulares de ATP desencadeando o processo de
necrose. Sendo assim, é importante ndo ingerir elevadas concentracdes de
curcumina, evitando os maleficios trazidos pelo seu uso em excesso (KELLY et
al., 2001; HU et al., 2019).

A curcumina esta presente em diversos alimentos presentes no nosso
cotidiano, como chés, curry, mostarda em p0, paprica vermelha em po, gengibre
em po, acafrdo em po, entre outros. Alguns trabalhos prop6e a determinacao de
curcumina nestas matrizes apresentando as seguintes concentragées: 0,31 mg
L' para o cha de canela, 0,35 mg L para o cha de ervas com acafrédo e liméo,
0,45 mg L para curry, 0,83 mg L para mostarda em p6, 2,85 mg L* para
paprica vermelha em p6, 1,72 mg L para gengibre em p6 e 25,64 mg L para
acafrdo em po (HU et al., 2019)(ALTUNAY; ELIK; GURKAN, 2020).
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4.1.3 Métodos para a determinacao de curcumina

Diversos métodos sao descritos na literatura para a determinacédo de
curcumina nas mais variadas matrizes, como por exemplo, espectrofotometria
UV-Vis (BEHBAHANI; GHAEDI; ASFARAM, 2019), fluorimetria (HU et al., 2019),
espectroscopia no infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-NIR)
(THANGAVEL; DHIVYA, 2019), cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa (YU et al., 2019a), cromatografia de
camada fina de alta eficiéncia (ANSARI et al., 2005), cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecg&o no ultravioleta (SYED et al., 2015), entre outros
métodos.

No trabalho desenvolvido por Behbahani e colaboradores (2019), foi
proposta a sintese de uma nanoparticula lipidica magnética (NLM) que
posteriormente seria empregada como adsorvente na pré-concentracdo e
determinacao de curcumina em amostras de agua através de espectrofotometria
UV-Vis. Todo o processo de adsorgdo e extragao da curcumina teve duracéo
média de 1h. A curcumina foi determinada em amostras de 4gua, com faixa linear
de 0,05 e 0,9 mg L* e foi obtido um limite de deteccéo de 0,022 mg L.

Na determinacao fluorimétrica proposta por Hu e colaboradores (2019),
0s autores sintetizaram carbon dots dopados com nitrogénio e cloro através do
uso de etilenodiamino e &cido cloridrico. Os carbon dots sintetizados foram
empregados na determinagdo de curcumina em amostras de alimentos
(mostarda em po, gengibre em pod, paprica vermelha em pé e acafrdo-da-terra.
As amostras foram centrifugadas durante 15 min. A faixa linear de trabalho foi
entre 0,04 e 12,9 mg L* com um limite de detec¢do de 0,014 e um RSD menor
que 5,61%.

No método empregando espectroscopia no infravermelho préximo com
transformada de Fourier (FTNIR) proposto por Thangavel e Dhivya (2019), os
autores determinaram curcumina, amido e umidade nos rizomas do acafrao-da-
terra. Para a extracdo de curcumina, as amostras foram colocadas em refluxo
com aquecimento durante 2h30min. Os autores fizeram a comparacdo dos
valores, em porcentagem, obtidos através do método espectofotométrico com o

método empregando FTNIR, pevendo o teor de curcumina com alta preciséo.
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Diversos meétodos envolvendo cromatografia também sédo bastante
empregados. Yu e colaboradores (2019) utilizaram a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massaem Tandem na
determinacdo simultdnea de curcumina, tetrahidrocurcumina, quercetina e
paeoniflorina em plasma de ratos. O preparo de amostra foi realizado através de
diversas etapas com a aplicacdo de varios solventes, como acetato de etila,
acetonitrila e 4cido férmico. Apds a otimizacdo do método, os autores obtiveram
um coeficiente de determinacéo igual a 0,99 e um limite de quantificacéo para a
curcumina de 0,001 mg L2,

Outo método envolvendo cromatografia foi proposto por Ansari e
colaboradores (2005). Os autores utilizaram cromatografia em camada fina de
alta eficiéncia na determinacéo de curcumina em medicamentos. Para o preparo
de amostra os comprimidos foram macerados e o equivalente a 10 mg foi pesado
e levado para extracdo em metanol, apos a extracédo o conteudo foi sonicado por
30 min e o volume foi completado para 100 mL. Apos estas etapas, a solucao foi
centrifugada, filtrada e em seguida analisada. O método apresentou um
coeficiente de correlacédo de 0,994, uma faixa linear de 50 a 300 mg L%, um RSD
menor que 0,98% e um limite de deteccédo de 8 mg L.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccédo no
ultravioleta foi empregado por Syed e colaboradores (2015) para a determinacao
de curcumina em extrato de cdrcuma. Para o preparo de amostra os autores
pesaram o extrato de curcuma em um frasco com volume de 20 mL,
solubilizaram o extrato em metanol e o frasco foi levado para o ultrassom por 5
min. O trabalho apresentou faixa linear entre 2 e 200 mg L com um RSD de 2%
e um limite de deteccéo de 0,3 mg L.

Nos métodos apresentados acima, a curcumina foi determinada em varias
faixas de concentracdo com boa precisdo. Porém os métodos apresentaram
algumas limitacbes, como por exemplo, analises que exigiam um preparo de
amostra laboriosa e dispendiosa e emprego de diversos solventes que tornavam
o0 método nao viavel do ponto de vista ambiental, alto consumo de regentes, alto
custo dos equipamentos empregados, resultados complexos, necessidade de
utilizar modelos de calibracdo, etapas de extracéo e pré-concentracao tornando

as analises mais demoradas.
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Em comparacéo com outros métodos analiticos, os métodos envolvendo
fluorescéncia possuem vantagens, como, instrumentacdo simples, féacil
manipulacdo, alta sensibilidade e excelente seletividade (SHI et al., 2019b).
Essas vantagens somadas ao emprego de nanoparticulas fluorescentes como
0s quantum dots terndrios sintetizados com elementos das familias I-1lI-VI da
tabela periodica, torna o método fluorescente ainda mais vantajoso, pois, além
de apresentarem todas as propriedades inerentes aos QDs, como estabilidade,
espectros de excitacdo amplos e espectro de emisséo estreito (BONILLA et al.,
2019), essas nanoparticulas sdo menos toxicas frente aos QDs classicos, que
eram constituidos por elementos como Hg, Cd e Pb, o que torna os QDs ternarios
eco-friendly e biocompativeis (ARSHAD et al., 2016).
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Geral

Desenvolver um método analitico para a determinag¢éo de curcumina em
amostras de acafrdo-da-terra baseado no quenching da fluorescéncia de

guantum dots ternarios sintetizados por via eletroquimica.

4.2.2 Especificos

- Avaliar o melhor comprimento de onda de excitacdo dos quantum dots
sintetizados;

- Estabelecer o pH, a composi¢ado quimica e a concentracdo da solucao tampao
para a interacdo entre os quantum dots sintetizados e a curcumina;

- Avaliar o tempo de reac¢ao entre os quantum dots sintetizados e a curcumina;
- Realizar estudo do volume de quantum dot utilizado na reacao;

- Avaliar o mecanismo de interacao entre os QDs e a curcumina;

- Realizar anélise de interferentes;

- Validacédo do método: intervalo linear de concentracdo, desvio padrao relativo,
limite de detecg&o e quantificacao, realizar teste de adi¢cao e recuperacgao;

- Analisar amostras reais.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Reagentes e solventes

Para o preparo das solugdes foram utilizados os reagentes e solventes

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Reagentes, solventes e suas especificacoes.

Reagentes e solventes Marca Massa Teor
molar %
(g mol?)
Glutationa (y-I-glutamil-I- Sigma-Aldrich 307,32 98
cisteinil-glicina)
Sulfato de cobre (CuSOa) Sigma-Aldrich 159,61 = 99,99
Nitrato de indio (In(NO3)3) Sigma-Aldrich 300,83 > 99,99
Grafite em p6 (< 20 mm) Sigma-Aldrich 12,01 = 99,99
Enxofre (S) Sigma-Aldrich 32,07 99,98
Cloreto de manganés (MnCl2) Vetec 125,84 98
Fosfato de célcio bibasico Synth 136,06 99
(CaHPO4)
Albumina Vetec 58,44 80

Fonte: A autora (2019).

4.3.2 Solucgdes

Todas as solucdes foram preparadas com &gua deionizada, com

reagentes de alto grau analitico e vidrarias devidamente calibradas.

4.3.2.1 Solugdes estoque

As solucdes estoque 100 mg L* de &cido ascorbico, cloreto de manganés,
fosfato de calcio bibasico e albumina foram preparadas a partir de seus
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reagentes solidos em agua deionizada e armazenadas em recipiente de vidro
ambar.

A solucéo 0,25 mol L* de CuSOs foi preparada a partir de seu reagente
sélido em agua deionizada e armazenada em recipiente de vidro ambar.

A solucdo 0,5 mol L de In(NOs)s foi preparada a partir de seu reagente

sélido em etanol e armazenada em recipiente de vidro ambar.

4.3.2.2 Solugdes tampao

As solucdes tampao foram preparadas a partir das solucdes estoque

como descrito na Tabela 2.

4.3.3 Equipamentos e acessorios

Para a sintese dos QDs foi utilizada uma célula de cavidade, vidro
sinterizado, bastdo de grafite, agitador e chapa aquecedora. Para aplicacao do
potencial foi utilizado um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT30. Todos
estes equipamentos estdo instalados no Laboratorio de Eletrossintese (LES) no
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Foi utlizado um
espectrofluorimetro Shimadzu (modelo RF-5301PC, Séo Paulo, Brasil) para as
medidas de fluorescéncia.

4.3.4 Método

3.3.4.1 Sintese dos Quantum dots (QDs)

O quantum dot CulnS>-GSH foi sintetizado no Laboratorio de
Eletrossintese (LES) do departamento de Quimica Fundamental da UFPE, por
metodologia eletroquimica, em meio aquoso, estabilizado pela Glutationa (GSH).
A sintese foi realizada pelo aluno de mestrado Richardson Robério da Silva do
grupo de pesquisa do professor Dr. Marcelo Navarro no LES na UFPE. A
montagem da célula de cavidade ilustrada na Figura 26 foi realizada com a
introducéo do bastdo de grafite na cavidade da célula, de modo que foi deixado

apenas um pequeno espaco, suficiente para adicdo do precursor calcogenado e
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do vidro sinterizado. Foram adicionados a cavidade 50 mg de Cgraiite) € 0,06
mmol de enxofre elementar, homogeneizados previamente, e o sistema foi
submetido a prensagem por 10 minutos. A solucdo contendo os precursores
metdlicos (Cu?* e In®*) e o estabilizante (GSH) foi preparada a partir da adi¢éo
das solucdes estoque de CuSO4 e In(NOs3)s3, na proporcédo Cu:ln igual a 1:8 (75
puL de CuSOs e 240 pL de In(NO3)3) em 10 mL de agua deionizada seguida da
adicao de 92,25 mg de GSH (0,3 mmol) e 175,5 mg de NaCl que funcionou como
eletrdlito. O pH da solucao foi fixado em 9,0 usando a solugdo de NaOH 1,0 mol
Lt e o volume completado para 30 mL com agua deionizada.

Apobs a prensagem, a cavidade foi fechada atravées da introducao do vidro
sinterizado, previamente imerso em solu¢do aquosa de NaCl. Em seguida, a
parte superior da célula de cavidade foi encaixada e a solu¢cdo contendo o
estabilizante foi adicionada. O compartimento anddico (solu¢gdo NaOH 1,0 mol L
! + grade inox) foi separado da solucéo In3*/Cu?* por uma membrana Nafion®.

A eletrossintese ocorreu sob atmosfera inerte de argbnio, a corrente
constante (i = -30 mA), durante 500 segundos. ApOs a reacgdo, os QDs

sintetizados foram submetidos a tratamento térmico (refluxo) por 30 minutos.

Figura 26 - Célula de cavidade utilizada nas sinteses dos QDs.
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Fonte: Adaptado de Freitas (FREITAS et al., 2017).
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Tabela 17 - Pardmetros utilizados na sintese dos QDs.
Condicdes experimentais

Massa de enxofre 1,95 mg
Massa de grafite 50 mg
Massa de glutationa (GSH) 92,25 mg
Massa de NaCl (eletrélito) 175,5 mg
Preparo da solucao de CuSOa4 319,22 mg de CuSO4 + 20 mL de
agua deionizada (0,1 mol L?)
Preparo da solucéo de In(NO3)3 376,04 mg de In(NO3)s + 5 mL de

etanol (0,25 mol L)

Fonte: A autora (2019).

3.3.4.2 Estudo do pH ideal para determinacéo de curcumina

O estudo do melhor pH para a determinagéo de curcumina utilizando os
QDs sintetizados foi realizado com o auxilio de solucbes tampdo com pH
variando entre 2 e 12. Para cada pH foram realizadas duas medidas, uma do
branco e outra com solucdo 4 mg L de curcumina. Para as medidas foram
separados 22 tubos Falcon® nos quais foram adicionados, volumes fixos dos
QDs e da solucado tampado de 0,1 e 0,25 mL, respectivamente, e volumes
variados da &gua deionizada, 0,65 mL para o tubo contendo a solugbdes do
branco e 0,61 mL para o tubo contendo a solugées 4 mg L de curcumina e foi
adicionado 0,04 mL de curcumina nos tubos contendo a solucdo 4 mg L* de
curcumina, de forma a manter o volume final nos tubos igual a 1 mL.

As solucdes tampao empregadas neste estudo foram preparadas a partir

das solucdes estoque como descrito na Tabela 2.

3.3.4.3 Estudo da composicéo quimica da solucao tampéao a ser empregada da

determinacao de curcumina

Apoés o ajuste do pH na determinacdo de curcumina, foi realizado um
estudo para verificar qual a composicdo quimica da solucdo tampdo a ser
empregada. Foi obtida uma curva para cada uma das 5 solugbes tampéo
empregadas: 1 — Na2B4O7 0,05 mol LY/NaOH 0,1 mol L!; 2 — NazHPO4/NaOH
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0,1 mol L1; 3 — NaHCOs3 0,05 mol LY/NaOH 0,1 mol L1; 4 — Glicocol/NaOH 0,1
mol L1 e 5 — Na,COs/HCI 0,1 mol L1. As curvas foram obtidas, com os volumes

de solu¢cBes mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Volumes, em mL, usados na constru¢ao das curvas analiticas para o estudo
da composicao quimica da solucdo tampdo na determinacdo de curcumina.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7

QDs 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Solugéo tampédo 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

H20 0,65 0,64 0,63 0,61 0,59 0,57 0,55

Curcumina 0,00 0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Volume total 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fonte: A autora (2019).

3.3.4.4 Estudo da concentracdo da solugcdo tampao a ser empregada na

determinacao de curcumina

Apés a escolha da solugdo tampédo a ser empregada, foi realizado um
estudo para verificar a influéncia da concentragdo da solugcdo tampao na
determinacao de curcumina. O estudo foi realizado variando a concentracao da
solucédo tampéo entre 0,05 e 0,25 mol L (0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25 mol L)
para uma concentracédo de 4 mg L de curcumina. Foram separados 10 tubos
Falcon e preenchidos com 0,1 mL de QDs, 0,25 mL da solu¢do tampéao e para
os 5 tubos contendo o branco foram adicionados 0,65 mL de agua deionizada e
nos 5 tubos com 4 mg L' de curcumina foram adicionados 0,61 mL de agua

deionizada e 0,04 mL de solucéo padrdo de curcumina 100 mg L.

3.3.4.5 Estudo do tempo de reacéo entre os QDs e a Curcumina

Verificado que a curcumina causava um quenching na fluorescéncia do
QDs, foram realizadas medidas de fluorescéncia dos QDs na auséncia e na
presenca de 8 mg L curcumina para verificar o melhor tempo para a reacéo
entre os QDs e a curcumina. Para avaliar o tempo de reacao foram adicionados
em dois tubos Falcon 0,1 mL dos QDs, 0,25 mL de solugao tampé&o, para o tubo
contendo a solucdo do branco foi adicionado 0,65 mL de 4gua deionizada e para
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o tubo contendo 8 mg L de curcumina foram adicionados 0,57 mL de agua
deionizada e 0,08 mL da solugédo 100 mg L* de curcumina. Apés a adicédo de
curcumina o conteddo do tubo Falcon foi levado para leitura no
espectrofluorimetro onde foram obtidos sinais transientes de variagdo da

intensidade da fluorescéncia em funcéo do tempo.

3.3.4.6 Estudo do volume da solucdo contendo QDs a ser empregado da

determinacao de curcumina

Para avaliar o volume de QDs a ser empregado na determinacédo de
curcumina, foi realizado um estudo variando o volume de QDs entre 0,05 a 0,10
mL e as curvas analiticas obtidas para cada volume foram comparadas. Em 7
tubos Falcon foram adicionados volumes fixos da solugdo tampdao, volumes
variados da solucdo padrédo de curcumina 100 mg L de forma a obter diferentes
concentracfes da curcumina conforme ilustrado na Tabela 17 e volumes
variados de agua deionizada e dos QDs (0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,09 e 0,10 mL)

mantendo o volume final nos tubos igual a 1 mL.

3.3.4.7 Estudo de possiveis interferentes para a determinacédo de curcumina

Ap0s estudar as principais variaveis que podem afetar o método proposto,
foi realizado o estudo dos possiveis interferentes. O estudo foi realizado
utilizando solugcdes com concentragdo de curcumina fixa em 4 mg L contendo
de 0,50 a 3,00 mg L dos possiveis interferentes: manganés, calcio, acido

ascorbico, albumina e quercetina adicionados separadamente.

3.3.4.8 Teste de adicéo e recuperacao para a determinacdo de curcumina em

amostras de acafrdo-da-terra

Para a realizacdo do teste de adicédo e recuperacao foram utilizadas duas
amostras de acafrdo-da-terra. Inicialmente foram preparadas as solu¢gbes com
as amostras agafréo, 10 mg de cada amostra de acafrao foi solubilizada em 100
mL de etanol, entéo o teste foi realizado mediante diluigdo da amostra 1:20 (v/v).

Neste sentido, foram realizadas leituras da amostra diluida (tubo 1) e da amostra
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diluida com a adicdo de curcumina nas concentracdes de 2 e 5 mg L (tubos 2
e 3). Para a analise foi construida uma curva analitica para calcular as
concentracfes das amostras analisadas com e sem adicdo de curcumina. Os
volumes utilizados dos reagentes e amostra para este experimento Sao

mostrados na Tabela 19:

Tabela 19 - Volumes, em mL, de QDs, solucdo tampéo, agua, curcumina e amaostra,
usados no experimento de adicdo e recuperacdo na determinacao de curcumina.

Tubo 1 2 3
QDs 0,10 0,10 0,10
Tampéo 0,25 0,25 0,25
H20 0,60 0,58 0,55
Curcumina 0,00 0,02 0,05
Amostra 0,05 0,05 0,05
Volume total 1,00 1,00 1,00

Fonte: A autora (2019).

No calculo dos valores de recuperagdo de curcumina foi empregada a
mesma expressdo matematica anteriormente utilizada para o calculo da

recuperacédo da quercetina.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Sintese dos quantum dots

O quantum dots sintetizado, CulnS>-GSH, apresentou coloracido amarela
e duas bandas no espectro de excitacdo em torno de 290 e 460 nm como
ilustrado na Figura 27. O comprimento de onda selecionado para excitacdo dos
QDs foi 290 nm, pois nesse comprimento de onda o espectro de emisséao de
fluorescéncia apresentava uma méaxima intensidade de emissdo em 545 nm. No
espectro de absorcao na regidao do UV-Vis dos QDs apresentado na Figura 27
nao foram encontrados picos de absorcdo muito claros, o que é coerente com o

gue é apresentado na literatura para estes QDs.

Figura 27 - Sobreposicédo dos espectros de absorcdo ( — ), excitacédo ( — ) e
emissdo com excitacdo fixada em 290 nm ( ---) dos QDs e espectro de absorcéo
da curcumina em pH 11 ( --- ), a figura em miniatura representa a imagem dos
QDs sob irradiagéo de luz por uma lampada UV-290 nm (esquerda) e sob luz

natural (direita).
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Para melhor caracterizacdo foi obtido um espectro de infravermelho dos
QDs (Figura 28). Foi possivel observar um pico de deformacao da ligacdo NH na
regido de 1590 cm™ e um pico de estiramento de ligacdo C=0 na regido de 1650
cm? demonstrando que estes grupos, referentes ao estabilizante glutationa,
foram anexados a superficie dos QDs (ARSHAD et al., 2016).

Figura 28 - Espectro de infravermelho dos QDs ternarios.
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Fonte: A autora (2019).

Os QDs sintetizados sdo apresentados na foto inserida no grafico da
Figura 27A, consiste em uma solucédo amarela quando néao estao sob irradiacao.
Sob irradiacao de luz ultravioleta (290 nm) é possivel observar a emissédo de cor
laranja.

Os QDs sintetizados foram aplicados na andlise da curcumina e as
melhores condi¢des de reacao entre os QDs e a curcumina foram estabelecidas.
Foram avaliadas as condicGes experimentais utilizadas para o procedimento
proposto, incluindo pH do meio, natureza e concentracdo (forca idnica) da
solucédo tampéo, tempo de reacgéo, volume de QDs e seletividade dos QDs. Os

estudos para avaliar o desempenho do ensaio analitico foram realizados
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utilizando analise univariada com a finalidade de alcancar a sensibilidade mais

elevada, ou seja, o quenching maximo da fluorescéncia.

4.4.2 Estudo do pH ideal para a determinacao de curcumina

O pH do meio € um parametro importante a ser avaliado em reacdes que
ocorrem em meio aquoso, sendo assim, um estudo para verificar qual o pH ideal
para a reagao entre os QDs e a curcumina foi realizado. O pH foi variado entre
2 e 12 com o emprego de solugbes tampao adequadas a cada pH avaliado,
usando solucéo de curcumina 4 mg L. E possivel observar na Figura 28 que a
interacdo entre os QDs e a curcumina aumenta com o aumento do pH, sendo

maior com pH igual a 11.

Figura 29 - Estudo do pH com valores de Fo/F obtidos para solucéo de 4 mg L

de curcumina em funcéo da variacdo do pH.

1,14

1,12 - -
! ~a
1,10 -
! ]
1,08 -
1,06 -

1,04 4 o

FJF

1,02 -

1,00 - ]

N
VAR

0,94 -

pH
Fonte: A autora (2019).

Estudos mostraram que a curcumina é apresentada como uma estrutura
beta-dicetona e exibe tautomerismo ceto-enélico. Na sua forma endlica a

curcumina apresenta trés sitios acidos, ilustrados na Figura 24, com valores de
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pKa 8,31, 10,0 e 10,2, os quais sdo desprotonados com o aumento do pH
(LEUNG; COLANGELO; KEE, 2008; SALEHI et al., 2019). Assim, essa interacao
pode ser justificada devido a uma possivel ligacdo de hidrogénio formada entre
0s grupos hidroxilas desprotonados da curcumina e 0s grupos amina presentes
na superficie dos QDs (ARSHAD et al., 2016).

4.4.3 Estudo da composi¢cdo quimica da solucdo tampdao a ser empregada

na determinacao de curcumina

Foi realizado um estudo variando a composi¢cdo quimica da solucao
tampdao pH 11:. NaBsO7/NaOH, NaHPO4s/NaOH, NaHCO3s/NaOH,
Glicina/NaCl/NaOH e Na>CO3/HCI de acordo com a Tabela 20. Conforme pode
ser observado, o melhor valor do coeficiente de correlagéo linear foi obtido para
a solucéo tampéo 2. Embora a sensibilidade (Ksy) para esta solu¢cdo tampé&o néo
seja a melhor entre os tampdes empregados no estudo, optou-se por escolher
esta solucdo tampdo para realizar as demais analises pois a linearidade é um
fator determinante para que seja possivel a determina¢do da curcumina através
do método proposto. Sendo assim, a solucédo tampao 2: Glicina/NaCl/NaOH 0,1

mol L foi escolhida.

Tabela 20 - Equacéo da reta e coeficiente de correlacdo de acordo com a variacéo da
composicdo quimica da solucdo tampdo utilizada na determinacéo de curcumina.

Tampao Solugéo tampéo Equacéo dareta R
1 NazB4O7 0,05 mol L Fo/F = (0,0635 + 0,0166) x C + 0,8862
/NaOH 0,1mol L? (0,9589 £ 0,1008)
2 Glicina/NaCl/NaOH Fo/F = (0,0399 + 0,0018) x C + 0,9959
0,1 mol L? (0,9654 £ 0,0110)

3 Na>COs/HCI 0,1 mol LT Fo/F = (0,0662 + 0,0148) x C + 0,9127
(0,9748 + 0,0900)

4 Na;HPO4/NaOH Fo/F = (0,1027 + 0,0207) x C + 0,9278
0,1 mol L1 (0,8915 + 0,1254)

5 NaHCO3 0,05 mol Lt Fo/F = (0,0894 + 0,0156) x C + 0,9539
/NaOH 0,1 mol L (0,9479 + 0,0949)

C: concentracdo de curcumina; Fo/F: Intensidade de fluorescéncia na auséncia (Fo) e presenca
(F) de curcumina.
Fonte: A autora (2019).
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4.4.4 Estudo da concentracdo da solucdo tampédo a ser empregada na

determinacédo de curcumina

Estabelecidos os parametros de pH (pH 11) e da composi¢do da solugéo
(Glicina/NaCl/NaOH) a ser empregada, foi avaliada a melhor concentracdo da
solucéo tampado empregada na determinacdo de curcumina, pois a magnitude
da interacdo da curcumina com a superficie dos QDs pode ser influenciada pela
forca ibnica do meio. A avaliacdo deste parametro foi realizada variando a
concentragdo da solucdo tampéao Glicina/NaCl/NaOH entre 0,05 e 0,25 mol L.
Como mostrado na Figura 30, é possivel observar que a maior interacdo da
curcumina com os QDs ocorreu quando a concentracdo da solucdo tampao foi
de 0,15 mol L*. Assim sendo, foi empregada a concentracéo de 0,15mol L1, para

0s estudos posteriores.

Figura 30 - Estudo da concentracdo da solucdo tampao (forca ibnica) a ser

empregada na determinacéo de curcumina.
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4.4.5 Estudo do tempo de reacdo entre os QDs e a curcumina

Como no caso dos CDs, os QDs também podem ter a repetibilidade e
exatiddo das sucessivas medidas de fluorescéncia durante as analises das
amostras afetada pela estabilidade das solu¢des de QDs, o que pode influenciar
as medidas de fluorescéncia na determinacao de curcumina. Assim é importante
conhecer o comportamento da reacdo ao longo do tempo para conhecer o
intervalo de tempo com o qual a reacéo ocorre.

Na Figura 31 é apresentado o sinal transiente referente ao estudo do
tempo de reagdo dos QDs com a curcumina empregando as condigoes
previamente estudadas. E possivel observar que a reacéo entre os QDs e a
curcumina ocorreu de forma rapida. A partir do momento em que a curcumina foi
adicionada ao tubo contendo o meio reacional com os QDs, ocorreu o quenching
e a intensidade do sinal se manteve estavel durante toda a anélise (400 s), ndo
ocorrendo uma variacao significativa no sinal em funcéo do tempo. Sendo assim,
a leitura do sinal de fluorescéncia do meio reacional poderia ser realizada a partir
do momento em que a curcumina foi adicionada ao meio, sem a necessidade de

um controle rigoroso do tempo.

Figura 31 - Sinais transientes referentes aos QDs e a reagao entre 0os QDs e a
curcumina (8 mg L), pH 11. O sinal foi monitorado em 545 nm.
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4.4.6 Estudo do volume da solugcdo contendo QDs a ser empregado da

determinacédo de curcumina

Para minimizar o consumo de reagentes foi realizado um estudo para
verificar o volume de QDs necessario para a determinacao de curcumina através
do método proposto. O volume foi variado entre 0,05 e 0,10 mL e foi obtida uma
curva analitica para cada volume de QDs empregado. Foi selecionado o volume
de 0,10 mL, pois neste volume foi obtido o melhor coeficiente de correlagéo linear
(R) e uma boa sensibilidade (Ksv), como demonstrado na Tabela 21. Volumes
maiores nao foram verificados, pois, 0 proposito deste estudo é minimizar o

consumo de QDs empregados nas analises.

Tabela 21 - Equacéo da reta e coeficiente de correlagdo de acordo com a variacdo do
volume de QDs utilizados na determinacdo de curcumina.

Volume de Equacéo dareta R
QD (mL)
0,05 Fo/F = (0,0453 + 0,0071) x C + (0,9087 + 0,0429) 0,9546
0,06 Fo/F = (0,0630 = 0,0058) x C + (0,9511 + 0,0353) 0,9834
0,07 Fo/F = (0,0494 + 0,0049) x C + (0,9389 + 0,0296) 0,9811
0,08 Fo/F = (0,0842 + 0,0070) x C + (0,9576 + 0,0424)  0,9865
0,09 Fo/F = (0,0911 + 0,0081) x C + (0,8659 + 0,0490) 0,9846
0,10 Fo/F = (0,0796 + 0,0051) x C + (0,9377 £ 0,0310) 0,9919

C: concentrac¢do de curcumina; Fo/F: Intensidade de fluorescéncia na auséncia (Fo) e presenga
(F) de curcumina.
Fonte: A autora (2019).

4.4.7 Mecanismo de interac&o entre os QDs e a curcumina

O quenching da fluorescéncia pode ocorrer através de dois mecanismos,
dindmico (difusional) ou estéatico (formacéo de complexo néo fluorescente). Para
verificar o mecanismo envolvido entre 0 QDs e a curcumina foi observado o
espectro de absorcdo eletronica dos QDs na auséncia e na presenca da
curcumina. Nos espectros da Figura 32 foi possivel observar que apés a adicédo
da curcumina houve um deslocamento do pico de absorcdo do QDs para

comprimentos de onda maiores o que indica a formacédo de complexo entre o
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QDs e a curcumina, podendo presumir gue 0 mecanismo envolvido no quenching
da fluorescéncia dos QDs é o estatico (SAFARI et al., 2019). E possivel observar
também que no espectro de absorcdo da curcumina ndo aparece banda bem
definida em torno de 220 nm, demonstrando que o pico em 220 nm € proveniente
da interagao entre os QDs e a curcumina e nao devido a presenga da curcumina
na sua forma isolada.

Na Figura 27 foi possivel observar que existe uma sobreposi¢cdo de um
dos picos de absor¢cao da curcumina com o espectro de excitagdo dos QDs o
gue sugere que o quenching da fluorescéncia dos QDs ocorre devido ao efeito
de filtro interno (VAZ et al., 2017). Possivelmente a interacdo da curcumina com
0s QDs acontece através de ligacdo de hidrogénio. Como foi possivel observar
no FTIR, os QDs possuem grupos carboxilicos e amina em sua superficie,
provenientes do estabilizante glutationa que foi empregado na sintese. A
curcumina apresenta trés sitios acidos que sédo desprotonados em meio basico,
assim favorecendo a formacéo das ligac6es de hidrogénio na superficie dos QDs
(ARSHAD et al., 2016; LEUNG; COLANGELO; KEE, 2008).

Figura 32 - Espectros de absorcédo eletronica dos QDs, da curcumina e do

produto da interacéo entre os QDs e a curcumina.
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4.4.8 Estudo de interferentes para a determinacao de curcumina

A avaliacao da seletividade do método proposto para a determinacao de
curcumina foi realizada através da investigacdo do efeito de possiveis
interferentes que podem afetar a analise nas amostras de acafrdo-da-terra. O
efeito destas substancias no quenching foi avaliado empregando solucéo de
referéncia de 4 mg L* curcumina contendo diferentes concentracdes das
espécies potencialmente interferentes, tais como, manganés, calcio, acido
ascorbico, albumina e quercetina. Foram consideradas como interferentes, as
espécies quimicas que resultassem em variacdo de até + 5% com relacdo ao
sinal da solucéo padrdo 4 mg L curcumina.

Na Tabela 22 pode-se observar que as espécies com maior potencial
interferente sdo manganés e calcio, pois estas substancias apresentaram um

limite de concentragdo menor que os demais interferentes.

Tabela 22 - Tolerancia para os possiveis interferentes estudados na determinacao de
curcumina.

Substancia Concentracdo (mg L) Variacéo do sinal (%)
Mn?2* 0,50 +1,19
Ca?* 1,50 +3,57
Acido ascérbico 2,00 -1,19
Albumina 3,00 +1,21
Quercetina 2,00 +4,76

Solucéo de referéncia de curcumina 4 mg L.
Fonte: A autora (2019).

As amostras de curcumina contém pequenas quantidades de manganés
e célcio, pois o material mineral é responsavel por 3 a 7% da composicdo
quimica da curcumina, desta forma uma solucdo de amostra de acafrdo com
concentragdo de 100 mg L1, contém 7 mg L! de material mineral. Para a anélise
de curcumina as solu¢cdes da amostra foram diluidas 1:20 (v/v), assim, a
concentragcdo maxima de material mineral total € de 0,35 mg L, ndo sendo
esperado um efeito interferente dos minerais analisados pois a concentracao
esta abaixo da concentracdo que causa interferéncia na analise de curcumina.
As proteinas sé@o responsaveis por 6 a 8% da composi¢cao da curcumina, assim,
a concentracdo maxima de proteinas encontrada em uma solugcédo de acafréo

com concentracdo de 100 mg L é 0,4 mg L, ndo sendo esperado efeito
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interferente das proteinas, pois, a proteina empregada no estudo de
interferentes, albumina, s6 causa efeito interferente quando sua concentracéo é
maior que 3 mg L. O &cido ascorbico é responsavel por 0,005% da composicéo
da curcumina, assim, um efeito interferente ndo é esperado pois sua
concentracdo é muito baixa (RAVINDRAN; BABU; SIVARAMAN, 2007). O teor

de flavonoides nao é relatado na literatura.

4.4.9 Figuras de mérito do método proposto para a determinacdo de

curcumina

Na Figura 33 sdo apresentados os espectros obtidos para as solucdes de
referéncia contendo de 0 a 10 mg L™ curcumina apés a reacdo com o QD CulnS;-
GSH, em pH 11. E possivel observar a resposta analitica para as solucdes de
referéncia, havendo um aumento no quenching da fluorescéncia em funcéo do

aumento da concentracao do padrao de curcumina.

Figura 33 - Espectros de fluorescéncia para determinacdo de curcumina,
solucdes de referéncia contendo, 0 - 10 mg L, em destaque a curva analitica

para a curcumina.
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Apés a otimizacdo dos parametros para a andlise de curcumina, foi
construida uma curva analitica (Figura 33, em destaque) com resposta linear
entre 1 e 10 mg L de curcumina. Estimou-se equacéo linear empregando-se o
método dos minimos quadrados como sendo Fo/F = (0,0581 + 0,0023)*[C] +
(0,9533 + 0,0097), R = 0,9969 (Fo/F representa o sinal analitico; Fo = intensidade
de fluorescéncia para a solucéo do branco; F = intensidade de fluorescéncia para
as solucdes de referéncia de curcumina) e [C] € a concentracdo da curcumina
em mg L%, a temperatura ambiente, empregando solucdo tampéao
Glicina/NaCl/NaOH e o0s parametros estabelecidos na otimizacdo do

procedimento proposto, como pode ser observado na Tabela 23.

Tabela 23 - Parametros estabelecidos ap0s a otimizacdo do procedimento proposto
para determinacao de curcumina.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
pH 2-12 11
Volume dos QDs (mL) 0,05-0,10 0,10
Concentracao da solucao 0,05-0,25 0,15

tampao (mol L)

Fonte: A autora (2019).

O limite de deteccéo para a andlise de curcumina foi de 0,17 mg L* com
um RSD de 0,1% (n = 3, 4 mg L* curcumina). No teste de adicéo e recuperacao
foi possivel obter valores de recuperacdo para as amostras de acafrao-da-terra
analisadas entre 94 e 107%, demonstrado que ndo houve efeito de matriz. Como
exposto anteriormente, este fenbmeno pode ser descrito pela equacao de Stern-
Volmer (Equacdo 5), demonstrando a dependéncia linear de Fo/F com a
concentracdo de curcumina, sendo a constante de Stern-Volmer (Ksy)
estabelecida em 0,0581 L mg* (KEIZER, 1983; HU et al., 2019). Assim, pode-se
afirmar que o método proposto para a analise de curcumina apresenta
viabilidade para aplicacBes analiticas.

O procedimento proposto foi comparado com outros previamente
reportados na literatura para a determinacdo de curcumina, como demonstrado
na Tabela 24. Na literatura existem métodos com deteccdo por fluorescéncia
para a determinacdo de curcumina, porém nestes métodos € observada a

necessidade de um pré-tratamento de amostra, passando por etapas como
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aguecimento e centrifugacdo, demandando um maior tempo para as analises
(PETROVA et al., 2016; LIU et al., 2018; HU et al.,, 2019). Na analise
empregando CLAE-UV, foram necessarias etapas de aquecimento, extracado e
uso de solventes como cloroférmio e metanol o que tornava o método demorado,
com maior custo e ndo sustentavel (SYED et al., 2015).

O presente trabalho possui vantagens como economia de reagentes
demonstrando ser um método sustentavel, as amostras ndo necessitam de
etapas de aquecimento e extracdo, sendo apenas solubilizadas em etanol e
filtradas antes das andlises o que permite que as medidas sejam realizadas de

forma simples e rapida.



Tabela 24 - Caracteristicas analiticas de metodologias empregadas na determinacdo de curcumina.

Método de Faixa linear DPR Limite de deteccao Amostra Referéncias
deteccéo (mg L?) (%) (mg L?)
Fluorescéncia 0,37-3,68 1,6-1,8 0,11 Suplementos e temperos (PETROVA et al., 2016)
Fluorescéncia 0,18-7,3 0,1-54 0,02 Agua e alimentos (LIU etal., 2018)
Fluorescéncia 0,04 - 12,9 <5,61 0,014 Alimentos (HU et al., 2019)
CLAE-UV 2,0 -200,0 2,0 0,3 Extrato de Carcuma (SYED etal., 2015)
Fluorescéncia 1,0-10,0 0,1 0,17 Acafrdo-da-terra Presente trabalho

CLAE-UV: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Utravioleta; CCFAE:
padréo relativo.
Fonte: A autora (2019).

Cromatografia de Camada Fina em Alta Eficiéncia; DPR: desvio

911
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4.4.10 Teste de adicao e recuperacdo para a determinacédo de curcumina

em amostras de acafrdo-da-terra

O teste de adicdo e recuperacao foi realizado para duas amostras de
acafrdo-da-terra adquiridas no comércio local da regido metropolitana do Recife.
Para a analise, a solucdo, previamente preparada da amostra, foi diluida. As
diluicdes foram realizadas para que o teor de curcumina estivesse dentro da faixa
de trabalho do método proposto, que é de 1,0 a 10,0 mg L.

O resultado para o teste de adi¢cdo de recuperacao foi realizado mediante
diluicho da amostra na proporcao de 1:20 (v/v). O método de adicdo e
recuperacao esta entre os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatidao
de um método (RIBANI et al., 2004). Na analise realizada, como demonstrado
na Tabela 25, foram obtidos valores de recuperagao que variaram de 94 a 107%
para adicdo de em dois niveis de curcumina, 2 e 5 mg L, demonstrando que
ndo houve efeito de matriz na determinacdo de curcumina nas amostras de

acafrdo analisadas.

Tabela 25 - Resultados obtidos para o teste de adicdo e recuperacao nas amostras de
acafrdes analisadas.

Amostra Adicionado Encontrado Recuperagéo

(mg LY) (mg L) (%)

0 0,87* -
Acafrdo-da- 2 3,07 107
terral 5 5,62 96

0 2,83 -

Acafréo-da- 2 4,55 94
terra 2 5 7,78 99

*Valor detectado.
Fonte: A autora (2019).
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4 CONCLUSAO

Os CDs sintetizados a partir do citrato de soédio foram aplicados na
determinacao de quercetina em amostras de chas e cervejas. As medidas foram
realizadas nos comprimentos de onda de excitacao e emisséo de 380 e 450 nm,
respectivamente, o pH 11 (solucdo tampdo Na;HPO./NaOH 0,1 mol L?) foi
selecionado e o tempo de interacédo entre os CDs e a quercetina foi de 30 s. A
analise foi realizada com um baixo consumo de dispersdo de CDs (0,08 mL)
devido a alta fluorescéncia dos CDs. O mecanismo de interacdo entre os CDs e
a quercetina ocorreu devido ao efeito de filtro interno, como também devido ao
estado fundamental do compdsito formado. Foi verificado, através da variacédo
da temperatura, dos graficos de absorcéo e do tempo de vida de fluorescéncia
dos CDs na presenca e na auséncia de quercetina que o quenching da
fluorescéncia envolvido foi estético. Espécies potencialmente interferentes foram
avaliadas, apenas catequina, kaempferol e miricetina apresentaram-se como
possiveis interferentes, no entanto, ao diluir as amostras de chas e cervejas, o
teor destas substancias € menor que aqueles interferentes. O método
apresentou um intervalo linear de 1 a 10 mg L, com um limite de deteccéo
estimado em 0,85 mg L, com recuperacgdes entre 80 e 107% para as amostras
de chas e cervejas, demonstrando a precisdo do método e gue ndo houve efeito
de matriz na determinacdo de quercetina nas amostras analisadas, sendo um
método simples, rapido, seletivo e versatil podendo ser aplicado em diferentes
amostras.

O QD ternario (CulnS>-GSH) foi empregado na determinacdo de
curcumina nos comprimentos de onda de excitagdo e emisséo de 290 nm e 545
nm, respectivamente, pH 11 (Glicina/NaCl/NaOH 0,1 mol L), 0,10 mL QD. O
tempo de interacdo entre os QDs e a curcumina também foi rapido, a estabilidade
da reacdo permitia que as medidas no espectrofluorimetro fossem realizadas
sem a necessidade de controle do tempo. O mecanismo de interagao entre os
QDs e a curcumina foi avaliado analisando os espectros de absorcao dos QDs
na presenca e auséncia da curcumina, sendo o quenching da fluorescéncia
estatico. Apos a otimizacao dos parametros analiticos 0 método apresentou uma
faixa linear de 1 a 10 mg L%, com um limite de deteccao estimado em 0,17 mg L-

1 (pH 11), com recuperacdes entre 94 e 107% para as amostras de acgafrdo-da-
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terra, demonstrando a exatiddo do método e que nao houve efeito de matriz na
determinacado de curcumina nas amostras analisadas, sendo um método simples

e rapido.
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In this work, carbon dois (CDs) prepared by & one-step hydrothermal method were
employed for the determination of geercetin in weas and beers. The Auosescence geenching
af Cls was proponional o the concentration of qeercetin. Usder aplimuns experimental
conditions, limear quenching was observed for qeercetin in the range of 1.0 8o 1 mg L'
(FF, = (L1500 = 0AOTSNC) » (08922 = Q0384 ), B = (L9920), @i room lempersture, using
B0 pl. €% and 0.1 mol L NoHPOGN0H buffer solution (pH 1100, A lmis of detection
{3ax eriterion) of 0.85 mg L, and & relmive smndand devimion of 0.20% (n = 3} for 4.00mg L
quercetin solution wis obained. Addition snd recovery tesis with ien and beer samples were
perfomeed resshing im recoveries at the range berween 20 and | 18%. This procedure served
successfally io determine quercetin in beer and rea samples presenting high sample throwghges.

Keywards: fsvonoids, querncetin, carbon dots, Seorescence

Introduction

There is a growing concern abowt the quality of life,
leading to a greater number of people who care about
having a healthier diet. Thus, there is an increase in the
consumpiion of foods that, in addition o nuirtsonal
value. also provide health benefits. These are the
so=called nutracewtical foods.! Nutraceuticals are foods
froen. vegetable or animal spurces which in addition 1o
thesir mustritional value have bicactive compounds that are
bemeficial for buman health.® One type of nutracenticald
muicroouiriend that has received increasing attention recently
are the polyphenods, due 1o their antioxidant action in
the prevention of a number of diseases that imvolve free
radicals. They are the most abundant antioxidants present
im the human diet, found in foods such ax fnuits, vegetables,
nuts, chocolate, wine, beer, coffee and tea.™* Among
antioxidant pelyphemals, Aavoroids stand out because of
thesir ability to fight free rdicals.®

Quercetind 3.5,7,3 -4 spentahydrony- Aavone) is one of

el emaspn @ulpe be

the mast shundani flavonoids. classified as a flavanal, with
antioxidant and antitumonal activity due 10 the ability o
act 2= a free rmdical scavenger® The action of guencetin in
the process of ishibiting the formation of free radicals can
wocur in three differemt stages, at imitiation (by interaction
with superoxide ioms). in the formation of hydroxyl
radicals (by chelating iron ions) and in lipid peroxidation
(by reacting with peroxyl radicals of lipids).” In addition,
qguercetin alse has antiallergic, antiviral, astimutagenic,
cardivvascular protection. cataract prevention, and lipid
peroxidation inhibilory properties.” It is reporied that when
compared to healthy people patients with disbetes have less
ahility 1o elimimate free rdicals. One likely couse is that
the concentration of natural antioxidants in people with
dinbetes & lower. Thus, increased consumption of foods
high in quercetin may be wseful in improving the side effects
of chromic hyperglycemia.® This fAavosol is found m varioes
foods consumed daily in the buman diet, especially i fruits
and vegetahles. 1t is also found im a higher concentration in
drimks like beer and tea. Cossidering this Fact, it is important
toanalyze foods that are sources of quercetin bo know haw
much guercetin they contain.
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There are several methods for determination of quercetin
im foods and beverages, such a= high perfformance Liguid
chromatography (HFLC) with ultraviolet-visible (L7V-Yis)
and Auorescence detection,* ™ spectrophotometric method,
capillary zone electropharesis.” solid phase extraction. '
amnd near-infrared spectroscopy and chemometrics. "

Although these methods may be reasonably accurte
and sensitive, they have certain disadvantages, such as
lakaricus analysis. high condscior comsumption, expensive
imstruments and time-comsuming amalysis. The methods
imvalving fluorescence as delection are fast, economical,
simqple and very sensitive.

The carbon dots (CDs) are a mew carbon Buorescent
malerial with a diameter kss than 1) om. The Chx are
hecoming an alternative to the vse of quaminm dois
{{HDs), since the (HDs are synthesized from metals and
the CDx from a carbon source. thus being biocompatible,
exhibiting good conductivity, high chemical stability,
low toxicity, stromg emission photelumimescence, casy
and low cost symthesis. amd a conlribution o greemer
chemistry. ™! Owing o their properties, the carhon dots
have been used as fluorescent =ensors for detection of
many speckes such as glocose, ™ microBENAs,"™ iron ions
and pH.*® dopamine.” ascorhic ackd.® Cu®™.® A% and
D-penicillmine. ™

In the process of carbon dois synthesis. it is possible
to perform doping or surface passivation which can
sigmificanily improve their properties.™ CDs containing
nitrogen present wide and strong emission of light when
excited in the ultraviolet region, being promising in several
applications like Avorophares.

Im this paper. an amalytical procedure for quantification
of quercetin based on quenching of the Auorescence of
carbon dotx is reported. The procedisre was based on an
imteraction between synthesized carbon dots from citrate,
using ammoaium bicarbonale 2 resource of the nitrogen,
amd quercetin, providing a quenching om the Asorescence
sigmal proportional 1o the concentration of amalyte present
in the lea and beer samples analyzed.

Experimental
Aeagents, solulions and samgles

All solutioms were prepared with amalytical grade
chemicals. The soluticns were prepared with water
from a Milli-() system {Millipore Inc., Bedford. USA)
with resistivity of 18 ML} cm, and all chemicals wene of
analytical reagemt prade. amd methanod (HPLC grade)
from Merck (Darmstadt, Germany) and stored in amber
glass hottles.
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Sick solutions of Ml mg L' quercetin, kasmpferod,
myTicetin, catechin, epicatechin amd resveratrol (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germamy ) were prepared by dissolving
an appropriate amount of the reagents in methamal {HPLC
grade .

Seock solutions of 100mg L ascorbic (velec, Darmstad,
Germanyh, gallic {Sigma-Abdrich, Darmstadi, Germany,
citric { Muckear, Diadema, Brazil) and malic (Sigma-Aldnch,
Darmstadt, Germany ) acids were prepanzd by dissalving an
appropriate amount of the rexgents in waler.

Buffer solutions were prepared with KCL/HC]
0.l mol L (pH 2.0 citfic acid/ HPO, 0.1 mol L
(pH 3.k 4.0; 50 6.0; 7.0 and .00 NaL00NaHCO,
] meal L (pH 9.0% NaO0/HO0.] mod L' (pH. 1005
Mo PO MNa0H 0.1 mal L, Na:By 0w a0 00 mod L
Ma,COGHC] (L1 mol L, glycine in aguepus solulions of
MNaCVN2OH 0.1 maol L and NaHC0/Ma0H 0.1 med L
([ 11.00; and Na,HPO/MNa0H 0.1 mol L (pH 1200

Working solustions contziming gquercetin between 10
o 100 mg L' were prepared, by appropriale dilution of
the sinck solulion 10 a volume of 5 mL for each sohstion.

Tea and beer samples were purchased from local stores.
The tea samples were green and black tea mfusions and a
ready-to-drink green tea; the beer samiples were Weisshier,
Filsem amd Lager beers. All the samples were fillered amd
diluted adequately prior to amlysis.

Apparatus

For ke carbom dod synthesis, a iemperature-controlked
oven (MMM Ecocell Confort Line, Planegg. Germany)
was used. Uliraviolet-visible (U'V-¥ix) shsorption spectra
of the carbon dot was ohtained using a spectrophotometer
{Agilent model B453, Palo Alte, USA). Transmissicn
electron microscopy (TEM) images were produced
with 2 transmission electron microscope (JECL mode]
JEM 21{8). Tokyo, Japan) operated at am acceleration
voltage of 200 kY to characterize the synthesized
carbon dod. For pH measurement. a bench pH meter
(CR00AS, Chaimis®, 530 Paule, Brazil) was used. FTIR
spectra were recorded oo a Fourier transform infrared
spectrophoiometer-IRTracer- 100 from Shimadzo, wsing
the KBr pellet technique in the wavenumber region
4400 cm'. A spectrofluorometer (RE-5301PC,
Shimadim®. 530 Paulo, Brazil) was used for detection of
guercetin. The measurement of the phetoluminescence
gquantmm yield of the synthesized carbon dot was
carried out in a Quantaurus QY-C11347-11 Absolute
Y Spectrometer equipped with an integration sphere
{Hamamaiwn. Japanj. The phololuminescence properties
were measured with a spectroffuoremeter Horiba-Johin
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¥ven Fluorolog-3 with the continuows 450 W xemon
lamp and UV xemon flash tube for excitabion, double-
graling monochromator in the excitation and UV-Yis
cmission position, single-grating momochromater in
the MIR {near infrared) emission position, RYZRP and
HIN3 30475 Hamamatsu photomultipliers, respectinvely
for the UV-¥is amd NIR range emissions. All emission
spectra were comected by spectral response of the
muonochromators using a silicon phoodiode reference
detector to monitor amd compensate for varation in
the xemon lamp output, wsing typical correction spectra
provided by the manufacturer. The namesecond emdassion
decay curves were acquired in this equipment operating in
the time-correlsted single photon counting made (TCSPC)
and wsing a pulsed NanoLED-320 {pulses at 339 nm) ax
the excitation spurce. Instrumental function response
for the NampolEDN-340 was ohtained by use of a Ludox
(codlowdal silica) scattering water solution. Fluorescence
decay analy=is software. DAS6, was used to fil the model
fumctions 1o the experimental data. All these instruments
are installed either in the Laborattrio de Andlise Quimica,
Inorginica e Sensores (LAGNS) in the Depariment of
Chemistry of Federal Rural University of Pernambucao
(UFRPE, Recife. Bragil), in the Laboratdrie Associado
para a Quimica Verde (LADY) da Rede de Quimica ¢
Tecnologia { RECATIMTE) in the Department of Applizd
Chemistry of Porto University (FPorto, Partugal ). in the
Laboratdrio de Terras Raras (BSTE) in the Department
of Fondamental Chemistry of Federal University of
Pernambuco (UFPE, Recife, Brazil). in the Laboratdrio
de Polimeros Map-Convenciomais in the Depariment of
Physics of Federal University of Permambuco (UFPE,
Recife. Brazil) amd in the amalytical central in the
Chemistry Institute of USF (Sio Paule, Brazil).

Carbon dal synibesis

A carbon dod from cilrate was prepared using the
hydrathermal method in a single step. according t© a
procedure described by Guo ef @l = 0.2 g of sodium
citrate and 1.5 g of ammonium bécarbonate wene weighed
separately. then dissolved in 10 mL of deionired waler and
tramsferred i 2 Teflon™ reactor. Subsegquently, the Teflon™
reacior was coupled to a stainless-sieel reactor and the
reaciion was carried oul in a controdled oven at 18D °C
over a period of 4 b, under high pressure with a healing
ramp of 10 *C man™. Afier this, the vessel was conled o
rooum iemperabure and the solstion contaiming 25 mg mL™
of carbon dots was stared in a Faleon lube amd kept under
refTigeration.
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Proceduras for the defection af quencatin

Each Falcon tube had a 1ol volume of 10.0 ml. To
make this up, (.1 mL of the carbon dot was added to 1 mL
of huffer solution {pH 11}, 3% ml of water (representimg
the blank solution) or different amounts of gquercetin
stock solution {100 mg L'} and the firal volume (5.0 mL}
completed with water. Then, the readouts were performed
on the spectroflesrometer to verify the maximom
fluorescence quenching. The excitation wavelength was
350 nm and the emission spectra were ohixined in the
4iH to 650 nm range with maximum emission at 43 nm
and the xlit wiidths of excitation and emixsion at 1.5 nm.
The analytical curve was plotted for FJ/F (F; and F are the
fluarescence intensity of the carbon dot solution im the
absence and presemce, pespectively. of querceting versms
quercelin concentratisns.

Determination of querncetin in bear and lea samples

The proposed method was used o determine the amount
of quercetin in beer (Weisshier, Pilsen amd Lager beers)
and #za {green and black tea infisions and a ready-to-drink
green tea) samples that bad been purchased from a local
supermarket. The comtents of three bags of each tea sample
ws weighed and 1.8 g of the leaves were placed in 100mL
of heated water (90 °C). After 5 min, the tea was flbened and
stored im amber glasses. The samples of ez and beer were
filtered. diluted and the ampant of quercetin comcentration
wils detecied.

Study af the chemical paramelen:

The pH study for the determination of guercetin
emplaying the synthesired carbom did was carmied out wsing
pH buffer solutions mnging frem 1 to 12 For each pil. an
analytical curve was obtined in the range of quercetin
comcentrbon from 1.0 1000mg L. For this. fieed volumes
of the carbon dot amd the buffer solution were mixed in
Falcon tubes, then different volumes of a quercetin stock
solution {180 mg L) were added, to obtain a quercetin
concentration range of 1.0-10.0 mg L~. Fmally, deiomized
witter completed the solution o a totad volume of 5 ml.

The study of the reaction time between the carbon dot
and guercetin was evaluated. Todo this, the following were
mixed in a2 Falcon tube: L] mbL of the carbon dod, 1.0 mlL
of buffer solution (pH 11}, 3.4 mL of desomized waler amd
1.5 ml. of gquercetin stock salution {1000 mg L) to obiain
a final quercetin concentration of 1(.0mg L. Immediately
after the addition of quercetin, the Falcon tube comtent
wis ransferred 1o the specirofucrometer for readout bo
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obiain the tramsient sigrals from the Auorescence mlensity
variation as a time funciion.

In arder to wse the least amount of carbon dot m the
determination of guercetin, a study was camed owt by
varying the amount of carbon dot from 0L.05 o (.10 mi.
and the amalytical curves obtaimed for each were compared.
In six Falcom tubes, fived amounis of the buffer solution
were added, varvimg the added amounts of guercetin 1o
obiain different concentrations of guercetin from 14 1o
1043 mol L™ amd varying the amounis of deionized waber
and carbon dot (TS, D06, 0.07, 0.08, 0.09 and 0,10 mL},
maintaiming the final voelume in the tubes equal 10 5 ml.

Afier evaluating the optimal pH in the delermination of
guercetin, a study was carmied mnt to verify composition of
the buffer solution o be used. A curve was obtzined for each
of the buffer solubons, pH 11z (1) NagBoOy 0005 mol LY
NaDH 0.1 mel L (2) Na,HPO/NaOH 0.1 mol L
{3) NaHO0; 0005 mol LY NaOH 0.1 mol LY (4) glycine
in aquesus solutions of NaCUMNaOH (L1 moel L, and
(5} Ma, OO HCL 0.0 moed L

The influence of the concentration of the baffer selution
was evaluied. The baffer solution coscentration varied
between 0.1 and 0.6 mol L° (0.1 00T 003 004 0.5 and
1.6 mol Ly and a curve for each comcentration of the buffer
solution was obtaimed.

The fluorescence quenching ax a function of iemperaiure
was manitored to verify the type of interaction between
the carbon dod and quercetin. The casbon dot-quercetin
imteraction kimetics were recorded a1 different temperatures
{varied from 25 to 40 *C). Temperature contral was
maimtzined using a water bath and the variation of
temperature was contralled io be withim 0.1 =C.

Interarence best

The interferemce sindies were performed using a
guercetin standard solution of 50 mg L' contaiming
from (.02 to 20 mg L' of the possible interfering apents:
asoorhic acid, gallic acid. citric acid, malic acid, calechin,
epicatechin., kaempderol, resveratrol and myricetin, tesied
separaiely. Solutions with the quercetin mixed with each
potential imtedfering compoumd im egual concemrations
were preparcd. When interference did nod occur, the
comcentration of the imlerderng compound was ncreased
ar decreased until there was an effect.

Addition and recovery bast
The accuracy of the method was determined using

spiked beer and tea samples in two different concentration
leveks., 240 and 5.0 mg L™ for six beer and six tea samples.
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These experiments were performed 10 evaluale matrix
effects thal magy affect the measurements using the proposed
method. (nce the best operatimg conditions had been
established, 12 samples were mnalyred to test the usefulness
of the proposed sysiem.

Results and Discussion
Characierization of cambon dal

The carbon dot was symihesized according the method
adapled from Guo er @™ with some modifications amd
showed a yellow color. The UV-¥Vis absorption and
flunrescence emixsion and excitation spectm were obiained
b sty the optical properties of the CD=, as shown in
Figure |a. There are three hands in the excitstion spectrum,
armund 260, 36 amd 380 nm. Regandless of the chosen
excitation wavelength, the fluorescence emission spectrum
had a maximum of 450 mm, o the excitation wavelength at
380 nm was selected, ax it presemted the highest emission
imtensity. The synthesized maleral presented wide absanpiion
im the ultrrviolet and visible range of the electmomagnetic
specirum with two bands characteristic of the Chs, a=
previously reported i the literatune. ™ The L= Vis shsorption
spectra, presenied in Figure la, showed two bamds around
230 amd 340 nm. The band around 230 om corresponds (o
the: ®-* transation. comespanding bo sp2-type carbon bonds
of mamocarbon. ** The band around 340 mm comresponds bo
the n-t* amsition of the C=0) bond and carbaxylic groups
C=0.%1 In both absooptzon and emissson spectr, the Chs
characieristic curves are similar 1o those in the lierature. ™

The synthesized carbon dot exhibits colboidal siabiliny
in an agueous medium, being a manshicem yellow when
not under light irradiation, as shown in the phobo msert m
Figure la.

When the solution is exposed to an irradiation of
ultraviclet light at 380 nm, the emission of a blse color
occurs showing the formation of the carbon dot as displayed
in the photo in Figure la. This imdicates that even afier
practical chamges were made 1o simplify the methodology,
it was still possible o obizin the carbon dot with the same
efficiency amd quality as obtained by Guo ef al® The
absoluie quanium yield (O ) of CDs dispersed im water was
4 3% (excitalion wavelength 380 nm . which is higher than
muost of the CDs previously reported. - We still did not
reach 2 68% O as demonstrated in the work of Guo ef ol =
Thie decrease im the (Y can be due 1o the non-realization of
the dialysis step. which from the amalytical poimt of view
wils ol necessary in this work, because even without the
dialysis step it was possible to perform the analyses in a
simpler and Faster way.
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Through the analysis of the TEM images (Figure Ib), it
is possible to observe that the nanoparticles have a sphenical
morphology. as already reported by other authors,™
inferring that the CDs had been obtained as the product
of the synthesis.

For a better characterization of the CDs, a FTIR
analysis was performed to verify the functional groups
present on the surface of the CDs. In Figure Ic, bands at
3200-3630 cm ' are attributed to the stretching vibration of
O-H and N-H.” Peaks at 1577 and 1396 cm” correspond
to the asymmetric and symumetric stretching vibrations of
the carboxylate anions.™ Thus, it is possible that the amino
groups on the surface of the synthesized CDs interact
with the phenolic hydroxyls present in quercetin. In this
way the hydrogen bonding between the quercetin and the
surface of the CDs occurs, which causes the gquenching
of the fluorescence. ™

The synthesized carbon dot was applied 1o the analysis
of quercetin. Consequently, studies were camied out to
establish the best reaction conditions between the carbon
dot and quercetin.

The expenmental conditions used for the proposed
procedure including media pH. reaction time. CDs
amount, nature and concentration of the buffer solution,
the imteraction kinetics, and CDxs selectivity were evaluated.
Studses to evaluate the performance of the analytical assay
were carried wsing univaniate analysis with the purpose of
attaining the highest sensitivity, Le., maximum fluarescence
quenching.

Study of the pH

The reactivity and stabelity of the carbon dot in 2 solvent
are related to the charge on the surface of the nanoparticles,
which i dependent on the mature of the binder and the pH
of the medium. Duoe to the presence of carboxyl groups
acidic solution, these groups may be protonated. Jeading to
collosdal mstability. which may lead to an aggregation of
the nanoparticles and coasequent fluorescence mhibition, ™
In thas study. the pH was varied from ! to 12 using buffer
solutions according to the buffering range required to
evaluate the influence of pH on the quenching of carbon dot



fuorescence caused by quencetin. In Figure 2 it can be seen
that there was an increase in sensitivity 2 a function of the pH
imcrease. It was not possible b perform am analytical oorve
farpH 1, becze of this pH the Auorescence intensity for all
the poinis of the curve was close o e, indicating that there
was 2 degradation of the carbon diot. The lighest sensativity
{Sterm-Volmer constant, K., ) and the best coefficient of
determiration (B were obtained when the p was egqual bo 11
(FelF = (0. 1005 = D005 + (09980 = (LO234),
R* = 0L993H), which was expecied. since the synthesimed
carbon dot had pH 1.8, Therefore, pH 11 was selecied for
further shudies.

Figmre L Sicen-Volmer consland (Kb verous pH of the Buller selufzn
PR i ool o BaifMier ssluition warsed Tromn 20a 11

Rsaction Sme

The stability of carbon dot solutions can affect the
reproducibility amd acouracy of successive fluorescence
measurements durnng sample analyses. Anunstable solution
will affect the relationship between fluorescence mlensity
and amalyie concenimtion becawse the loss of Auorescence
may be due to the instahility of the CIbs sohstion apd not 1o
the presence of the analyie in different comcenimtions. This
aspect becomes more important if the reaction requires a
lomg time. Figure 3 shaws the transient signal for the time

Vo eof Caabrima Dits Sl naiand s Casabe as a Fheosee mee il Findn
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of the reaction between CDx and quercetim {10 mg L™),
pH 11. monitored for a period of 15 mdn. 1t can be seen that
the reaction between the CDs and guercetin (10 mg L")
occwrred rapidly and then the equilibrimm was displaced
in order o partially regenerate the CDs, visible by the
partial recovery of the carbon dot fucrescence. Thus, the
shorest possible time, (1.5 min, was selected for reading the
reaction afier the addition of quercetim 1o the vessel where
the reaction occumed.

— s
— G0 + Crmrcsbn 10 mg L~

H Eoo®w i W

T ! {ing

Figure 3. The Inmsicnl signal foe lime of The reaclion balwson casbon &l
.l.rilq.lnudinll.l]ngl'_'_l. pH L. The ssgral was nuaikesd o 450 am.

[T
B

Carbon dot waolume

In each synthesis that was carmed out, sbout 10 mL
of the carbon dot solution was produced. Given this. the
amumt of carbon dot 10 be used in the gquencetin amalysis
wis evaluated to verify what would be the least amoumt
of carbon dot possible thal could be used in the analysis
withimst boss of the sensitivity of the method.

The ampunt was varied between (.05 and 0. 10 mL and
an analytical ourve was obtaimed for each amount of carbon
dot employed. In all volumes studied, a linear relationship
between the fluorescence sigmal quenching (FyF) and the
comceniration of quercetin was obtaimed. The amount of
08 mL was selecied becanse it presented a curve with

Tadeli: 1. Lmcar cquation and cocMicicnl of d (R podtaned hing Lo the carbon & volamne

Carbaon ded vl il Lincar cupilizn R

[E11L] FolF = (ILISEA = D000 ) T 4 (03036 = 00253 TR

(L FolF = (L L5 = D006T ) T 4+ (03630 = 315 n.anss

11 FolF = (L ba54 = 00067 T + (0 ARED = 341 nansz

i FJF = L5702 00030 % T + {09316 = 0o, DaED

(L] FolF = ILIT40 = DB T + (03748 = 432} TR

[EN ] FolF = (L 438 = 00064 ) T 4 (09814 = 3T 03044
Cl.r.ll:l'\w:lﬂiu“.—.':d.lﬂl.ﬂ.n:F‘nF F.udFm:lhﬂml:m-:n:-:ml:rquh: bon diol solilion i the albs .m]l i "—"'I,.l.l'l
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a2, Lirese ogualion and coclliceal of delcrmingion (B) obldned wocoeding Lo the buller seluSon nalure

Bulfer Bulfer slutson Lmear cyisilicn o8
M B O 005 mal L N0 0 kool L FolF = {LI 338 = QuED) o O & (00EODS £ 00015 DGR
¥ M HIPO MalHH 0L ] 1L FJ/F = {01511 = Q75 « O & (LEFED & IR Lk er
i B O, 000 pl L H L] el LY FolF = LI T6E] = 0ol 1% 0 5 (00ESO0 -+ DD OLGER4
4 Elyime eI SOH B mal L FolF = {ILIA13 = O3 ) w0 T & (002502 DU 1) OLTEGE
L] Mo OOHC 0 mead L1 FJ/F = {01672 = QM) = O < (0URS0E £ uldil ) LIk e el
T quesestin concenieation; FJF: Fy and F are the Nuoesscenis micnay of the carbon dol solaion in the absenes and pesience. respectively, of quencelin

greater sensitivity (a) and better coefficient of delermination
[B¥). 2= <hown in Table 1.

Butfer solution natune

The stwdy was carried owt by varying the
chemical composition of the buffer solution at pH 11:
Ma B 0N, Na, HPOUMNaUE. NalOD MNa0H, glycmeS
MaClMWa(H and MNa 00 HCL a= displayed in Table 2. As
can be ohserved, there was a small loss of sensitivity (a)
for buffer solutions | amd 4. In the curves oblained with
buffer solustions 3 and 5, although the sensitivity (K. was
higher, the quenching for the first concentration of the curve
{1 meg L) wax kower than im the curve obtaimed for buffer
solution 2. The results showed that the MNa HPO/MNaOH
buffer solution promoted greater carbon dot stability amd
greater gquenching effect for quercetin amalysis. Thus, the
Ma, HPOMNaOH buffer solution was chosen.

Butier salution concenration

After establishimg the pH (1100 and nature of the
buffer solwtion (Mo, PO Ma0H |, the concentration of the
buffer was evaluated. The magnitsde of the mteraction of
the amalyte with the carbon dot surface can be influenced
by the ionic strength of the medium (buffer solution
concentration). The evaluation of this parameter was
performed by varyimg the Na HPOSMNaOH baffer solution
copcenirations between 0.1 and 006 maol L. There was
no significant variation in sensitivity (K. ) and coefficient
of determimation {B*) valees in the guercelin amalysis
az a function of buffer comcentration. Thuas, the lowest
conceniration employed. 0.1 mol L' Na,HPOD MNaOH
(F/F=0.1502 = C +.90%, B* =(.59978) was mainkinzd
in subsequent studies.

Medhanizm al inleraction bebseen carbon dat and quencesin

Figure | shows that the U'¥-Vis absorption spectra
of the quercetin has bands around 255 and 370 nm. The

synthesized carbon dot exhibits an absorption band arousd
340 nm amd an emizsion band arcund 450 nm when
exciled at 380 nm. A partial overlap oocurs between the
absorption spectnam of quercetin and both the absorption
amd excitation specira of the carbon dot. Fluorescence
quenching of carbon dot ooours dse to the absorhance of
qguercetin being similar to the excitation wavelength of the
carbon dod. The quercetin shields part of the radistion for
the excilation of the carbon dot., leading bo the inmer filier
effect between guercetin and the carbon dot, cawssing the
change in the intensity of Auorescence. ="

In the specira showm in Figure 4. a red-shift of the
emission wavelength after the reaction between the
guercetin and the carbom diot oocwrs. It s possible foobserve
that with the increase of the gquercetin concentration, an
increasing displacement for larger wavelengths (red-shifi )
occurs, suggesting that the quenching mechanism is not
omly related to the inmer filter effect process, bt also may
b s by thee Fumdamental state of the compounds fommed. =

Fliorasoedic { (a. i)

E 1] £ ol ] [ 1] S0
Wavadaegh | jnm)
Figure 4. Fl ix i itm, ezl

sobalions conlaimmyg, 05 1 I 4, b 3 and 10 oy LY, the insedl is the
analyissal curve Tir quercelin

Figure 5 shows the change in fuorescence intensities
of (s at 298, 303 and 305 K. It is possible 1o observe
that there ix a decrease in the Stern-¥olmer constant (K}
with the increase in iemperature of the reachon medmm.
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sypnthesized carbon dol and quercdin mmder dilferen] kemperalores: IS,
30 arad 35 °C. respectively

This phenomenon demonsirates that the mechanizm
imolved in the fuorescence quenching of the carbon dot by
guercetin is static. When the quenchimg mechanism is made
meare dymamic with the imcrease in iemperatune, an inorease
im the diffusion oocours as well as collisions between the
carbon dot and the quencher, increasing the Stem-Yolmer
constant. When the mechanism is static. with the increase
tempermiure occurs a dissociation of the complexes
formed during the reaction between the carbon dot and the
guencher, camsing a decrease in the Siem-Volmer constant.
Table 3 shows that thix ocoorred between the reaction of
the synthesized carbon dot and the quercetin,

Table 3. Siern-Volmer quenchi Eanks (K. ok | fromn ihe
ol e carbon dol ind g al differenl lemperaluncs

Temperature { *C E_ filmyg®) R

15 {19 KI QL1357 Lk

30303 Kj o3 LikE

35 (308 Kj QT Lk

R ool Teient of ddemmnaian.

Another way to verify if the quenching is stakic is
throuagh the ahsorption spectrum of the CDs, shown in
Figure 6. The formation of the ground siate complex cam
result in the change of the absorption spectnam of the CDs.*
It is possible o observe a change in the absorption spectrum
of the Dk after the reaction with gouercetin. There is a band
at aroumd 425 nm (Figure 6) indicating the occummence of
perturbation in the ebectron choud, indicating that there was
interaciion between the CDs and gquencetin.

The most efficient way to evaluate the mechanism
imvalved in quenching, either static or dynamic. is through
the measurement of the fluorescence lifetime. When
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Figure & Absorbance spoctrom of The CDs and of the product of the
reaction between the T and guenoctin

guenching is static, the Auorescence Efetime does mod
chamge {1t = 1), where % and 1, are the flworescence
lifetimes of CDs in the ahsence and presemce of quercetin,
respectively. The complexed CDs do not fAsoresce. so
the only ohserved fuorescence is from the uncomplexed
CDx. In contrast, for dymamic quenching FyF = £t
Therefore, it is possible to ohserve in Figure 7 that the
fluorescence lifetime of CIDs and CDs im the presence of
10 mg L™ quercetin in baffer solution pH |1 was 6.43 amd
.54 ms, respectively, where 1,1 = 1, which proves that the
mechamism of guenching of fworescence involved in the
reaction was stafic guenching " Fluorescence emission
decay profile of the other quercetin concentrations in
buffer solution and in agueous sodution can be seem m
Figures 51-56 (Supplementary Information section).

201 - il
—— 0 = Cuscaiis

B -

B
g
5

20 -

0m 1800 08 = o
Tirmea ¢ ()

Figure 7. Fleswcwmis comsion decay profile of e U6 and CDs in the
prckence off Wimg L' g in in Buller solation pH 11 {4, = 380 mm,
R = 450 Emm1 .

Guo & ai.™ observed that CIs symihesized at 2 lower
pH had low fluorescemce and at a higher pH had high
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flusrescence intensity. Given this, they concluded that
there were carboxyl groups present i the nanoparticles
synihesized. These groups cam be prodonated im acidic
salutions, which will lead 10 the aggregation of CDx,
resulting in quenching of the Auorescence. The imteraction
between quercetin and sy nthesized Cs may have oooumed
on the carbon dot surface.™ It is believed to have oocumed
through the imteraction between the CDx and the fommed
oompounds due o the instability of the ring simscture
quercetin under baxic conditions, resulting in fragmentation
of the ring structure®' and this may have maodi fied the surface
of the CDx and caused the quenching of fluorescence.

Interference sudy

To evaluate the selectivity of the proposed method,
we evalualed the effect of possible interferences that
oould affect the analysis in real samples. The effecls on
the amalytical signal for reference solutions of 5.0 mg L™
guercetin containing different concentrations of the
potentizlly interfering species, ascorbic ackd. gallic acid,
citric acid. malic acid, catechin, epicatechin, kaempfenl,
resveratred and mymicetin were evaluated. The tolerance
limit for mierfering substances was defined as the amount
of chemical species, which the signaks obtaimed using the
reference quercetin sedution with the interfering substance
causing a variation of £ 5% compared o the sigmal of the
reference solution with 5.0 mg L' quercetin. As expecied,
the resulix presented in Table 4 show that the carbon dot
employed gave a high selectivity to the method.

Tabk 4. Turkersmce for petential inleefermy subsl
Suhuume Conteatesitn ] e sigaal ! %
]

Aserbiv sl 58 -1
Ciallic acid 5 21

Catric acid 5 £14
Malic il 1000 474
Catechin 2 ST
(C—— 1500 476
Kacmplerol 04 245
[Pm— 1000 -3
Miricclin T 485

Rt dliom for queretin 5 Dy L.

Analyzing the resulis shoamn in Table 4, we concluded
that the species with the highest interference potentials are
catechin, kaempferol amd myricetin, as these substances
showed a lower comcentration limit than the mterfering
others.
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In beer samples, the following contemts have been
idenlified: catechin ranging from 5.9 1o 1] mg L':*
kaempferal. 16.4 mg L' and myricetin .08 mg L*°*
When the beer samples were diluted 110 (v/v), the calechin,
kaempfern]l and myricetin concenirations remained at
maximums af 101, 1.64 and OUE mg L~ respectively.
Since the limit of toderance for catechin and myricetin =
higher than the allowable concentration obtained afier
dilution, possible effects on the analysis would not be
expecied. If the analyzed beer does not have a maximum
conlent of kaempierol, which is 16.4 mg L™ as described
in the literature,® there will also be no interference of
this poelyphemal afier its dilution for quercetin analysis,
as expected.

In tea samples, althouegh the concentrations of cbechin,
kaempfern] and myricetin are high 2= reported in the
literaiure,” the recovery test confirmed the accuracy of
the method, showimg that there was no imterfering effect
on the analyred tea samples. This way. through the
recovery lest (Table 5). the acouracy of the method was
evalualed.

Analylical perfoemance and recovery

Optimization of the proposed procedure for quercetin
determination employed a reaction time of (1.5 min, a baffer
salution Na, HPO,/MNaH and other paramelers established,
as shown in Tahle 6.

The fluorescent emission imtemsity of the carbom dot
wils semsitive in quercetin and decreased with the increase
of the quercetin standard solstion concentration. There was
a red-shift of the emission wavelemgth. A linear respoose
between 1.0 amd 104} mg L' wa= obtained. The lmear
equation was estimated as FoF = (U151 ] £ 000750 +
(LE522 = D.03R4) (R = 0.9926, n = 3), (the F, and F are
the fleorescence inlensities in the absence and presence
of gquercetin, respectively, and [(J] is the concentration
of gquercetin im mg L'}, with a limit of detection of
.85 mg L' and relative standard deviation ([R5 0.215%
(n =3, 4 mg L). This phenomenon cam be described by
the Stern-VYolmer equation,™ as shown in eguation 1. The
Stern-Yolmer equation predicts a linear dependence of
FyF om quencher comcentration [(}]. Where F, and F are
the fucrescence intensity of the carbon dot solution in the
absence and presence, respectively, of quercetinand K this
iz referred o as the quenching comstant or the Siem-Volmer
constant, established at (L1511 L mg .5 *

FiF=1+K,[Q] {1y

Given the ahove, it can be said that the proposed
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Tahli: 5. Bz v lesis fow g Table & Faramecicrs cslshlished afller oplimization of lhe peoposed
provelure
Aulded | Fismd / T
Hamgle .l gl oa p Ramge e
a 514 - wulur
Lager buse 0 590 & Bulfer soduliom pEl 1-1z 1]
50 RES £ Carbon dil wolime f mL S0 00 (R0
o LT3 _ Bulfer solulion concentradion { {mal L'} -0 0.l
Lager beer 1 am El
LT G @l fimand inm the matrix without addition versms the amount
O 437 - added provides the recovery of the method, which is an
Weissbics 20 S04 - estimate of the acouracy of the method. ™ Six types of bheer
. a1n . samples (Weksshier, Pilsen and Lager) and six types of tea
samples {green and back teas infusion and ready-to-drink
° L - green iea) were tested. The addition was performed at taa
Pl e = e o concentration levels of quercetin, 2 0and 5.0 mg L. Before
=8 e AN analysiz, the samples were fltered and diluted, 1:10 {viv)
a 14 - for the beer samples and 1:30 (w'v) for the tea sample,
Palicn beex 2 412 E7 maintaining the quercetin concentration within the lmear
L1 7.70 " working range. The results for the analysis of these beers
o 151 N and teas for the recovery fest ane shown in Table 5. The
Pl bes Ik 130 . recovery values were between 80 and 107%, indicating
5 533 &0 the accuracy of the proposed method, demaonsirating that
o Tan - there was no matnx effect. Thus, the method can be wsed 1o
determine the content of quercetin in beerand tea £%.
Rsly-ti-deiek gresn te - o " The proposed rrhell'?-ud was compared n'i:.r:h.:r
caud o Lan approaches previously reporied in the literature for
o BA5 - querceiin deiermination (Table T), showing that our work
Cirern lea i ke e WRz oz has a linear range comparable o the methods reported
50 1317 i in the Hberature ** In the amalyses with high performance
0 h54 - liguid chromatography mass spectrometry (HPFLC-RMS),
Do e il 2 RIS 5 heatimg and the wse of solvents such as formic acsd and
T LG4 1 acelonitrile wene necessary, and the analyses were time
o 512 - comsuming. ™ ln some shadies, the Iﬂ.I:I'I.P]lEFI'EpH.Iﬂ.I'::I'I.I'IEﬂIE
Cren s el i . . i the method expensive amd time comsuming. ™' In the
. 1 - spectrophotometric method, altbough the analyses were
perfonmed directly due to the simplicity of the samples
" s - {druag]. there were disadvamtages such o= the amount of
e 18 iz " solvent needed and reaction time of 4 min, being eight times
=8 1Lx: b showwer than the reaction ime reparied in the present work. ™
a 637 - There are lucrescent methods using carbon nanoparticles
Blac lea infision n B.76 ¥ for delermimation of guercetin in an agqueons solution
L1 oot a9 such as the method wsing luminescent organosilame-

procedure for quercetin analysis is feasible for amalytical
applications.

Spike recovery fest is one of the ways to evaluate the
accuracy of analytical results."” In a recovery experiment,
a meazured amount of the comstitsent 1o be analyzed
{analyte} is added to the matrix and then the analyzix is
performed on this material. A comparison of the amount

fumctiomalized carbon dots® and wing fuorescemt carbon
namoparticles from sonic liquids, ® although these methods
are inleresting, were not applied #o real samples.

Dher work has advantages over the others, such as
high sample throughpot. eco-frendly reagent sconomy,
na extraction step wsing solvent, feasible amlysis afier
simple filtration and diluticn steps, withoul complicated
pretrestment.
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Talble 7. Andytical lesbures of nethodologics cmployed on quercetin delermirmibon

Detetion mstd Lissear pmpe ! (mag L 7) R3D{ % Detection lisal § {mag ') Sample Refoenoe
Welimmctic QUMOI-T5S 15 LR Ei]] ncdumal kb 51
HPLC-&5 0z-Io - - s influsioms 50
Elexteoche mical 12-007 5 1 L] [ 4
Flancsiznce 0.02-03 4.1 Qs urme and emim akin 52
Speciropholimciric 10120 3 .78 guercelin & T capales 5
Fhiorssitnce 0120 - 0.2 et wlulzn B
Fhiorssitnce LET-154 ra 0133 - 40
Fhitcsiznce 1 0 HLDY 2 ] nas Lz aernd Bexs this werll
RSTE relative standend deviation HFLC-MS: high per s higuid of play mrass iy

Conclusions

In this waork, we demomsirated the applicability of a
flucrescence procedure using carbon dols synthexized with
citrate to determine the amoant of guercetin in beer and
tea samples. This was a simple and fast procedure, with
a .5 min reaction time between the synthesized carhon
dod and the quercetin, having a high sample thmoughput.
The analysis was performed with a low consumption of
carbon dots, using only (L0B mL in each determination.
A the carbon dods are ohiained from carbon sources, they
could provide eco-friendly semsors for the detection of
quercetin. The interaction mechanism betaeen carbon dols
and guercetin is knoam o be not oaly associated with an
imner filter effect but may alzo be due o the fundamenial
state of the compounds formed. Throwgh the chamge of the
Iemperature. it was possible to ohserve that the quenching
was static. After the optimization of the amalytical
parameters, the method presented a linear range from 1
o 10 mg L, limit of detection of 0L8S mg L (pH 11}
with recoveries of Bl and 107% for beer and tea samples,
respectively, demonstrating that there was moe matrix e fect
o the determimation of quercetin in the samples analyzred.
The proposed procedure was simple, Fast, selective, and
versatile for applications with different samples.

Supplementary Information

Supplementary information {Figure 51-56) is available
free of charpe at http:ijbes she.org.br a= PDF fle.
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