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3
Experimental

3.1.

Reagentes e Materiais

Agua ultrapura (resistividade menor que 18,2 MQ cm) foi obtida de um
ultrapurificador de 4gua da marca Millipore (EUA) modelo Milli-Q A10
gradiente). Rutina (RUT), quercetina (QUE), hesperidina (HSPD), hesperitina
(HSPT), naringenina (NAR), taxifolin (TAX), morina (MOR), miricetina (MIR),
canferol (CAN), catequina (CAT), galangina (GAL), flavona (FLAV), 3-
hidroxiflavona (3HF), 5-hidroxiflavona (5HF), 6-hidroxiflavona (6HF), 7-
hidroxiflavona (7HF), acido ascoérbico, brometo de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB), Triton X-100, Triton X-114, borohidreto de sodio (98% pureza), acido
2-mercaptopropidnico (2MPA), 4cido 3-mercaptopropidnico (3MPA), cloreto de
cadmio pentahidratado (CdCl,.5H,0), telario em pd (200 mesh, 99% pureza),
acetato de cddmio dihidratado, Tris(hidroximetil)aminometano e horseradish
peroxidase (HRP) foram comprados da Sigma-Aldrich (EUA). Metanol,
acetonitrila, hexano, acido acético, acido cloridrico e hidroxido de sodio foram
de grau espectral analitico da Merck (Alemanha). Peroxido de hidrogénio (H,0,)
foi obtido da Industria Farmacéutica Bioquimica (Brasil). As cromatoplacas de
silica gel 60 sem indicador e com indicador de fluorescéncia (Fys4) 20 x 20 cm
foram obtidas da Merck. Acetato de etila, cloroférmio e sulfeto de sodio
(Na;S-9H,0) foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O medicamento
Venocur Triplex (Laboratorio Abbot), contendo 300 mg de rutina e o
suplemento alimentar quercetina/vitamina C (250/100 mg), foram comprados
em farmacias locais. Cebolas vermelhas, amarelas e brancas foram compradas
em um mercado de Niteroi, Rio de Janeiro. O nitrogénio ultrapuro utilizado na
sintese dos pontos quanticos e na evaporacao de solventes foi adquirido da AGA

(Brasil).
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3.2,
Instrumentacgao

Os espectros de fotoluminescéncia foram obtidos com um espectrometro
de luminescéncia modelo L.S45 da Perkin Elmer (banda espectral passante de 10
nm e velocidade de varredura de 1200 nm min'). Os espectros de
fotoluminescéncia com variacdo de temperatura foram obtidos em um LS55
acoplado a um termostato com agitador (PTP-1 Fluorescence Peltier), com um
sistema Peltier de 4gua PCB 1500, Perkin Elmer, de modo a manter as solugdes
da cubeta na temperatura desejada. Os espectros de absor¢ao foram realizados
em um espectrofotdmetro de feixe duplo modelo Lambda 19 UV/vis/NIR da
Perkin Elmer, com banda espectral passante de 10 nm e velocidade de varredura
de 240 nm min'. Todas as medidas foram realizadas usando cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho 6ptico. A medida do tempo de vida fluorescente do 2MPA-
CdS foi realizada usando um espectrometro de fluorescéncia com resolucao no
tempo modelo HJY 5000 M (Horiba, Jobin, Yvon). A fonte de luz usada foi uma
NanoLED com comprimento de excitagdo em 372 nm e duragao de pulso de 1
ns. As analises cromatograficas de rutina foram realizadas em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia Agilent serie 1200 (Agilent Technologies, Japao),
equipado com um detector de arranjo de diodo e coluna Zorbax-Eclipse XDB-
Cl18 (4,6 x 150 mm, e tamanho da particula de 5 uM). As analises
cromatograficas de quercetina foram realizadas em um cromatégrafo da
Shimadsu - série 10 A (Shimadzu, Japao) equipado com detector de arranjo de
diodo e coluna Phenomenex C8 (250 x 4 mm, e tamanho da particula de 5 uM).
As pesagens das substancias solidas foram feitas em uma balanga analitica da
marca Shimadzu, modelo AUW220D com precisao de 0,01 mg. Para os ajustes
de pH, foi utilizado um pHmetro modelo MPA 210, versao 2.3, da Tecnopon. A
degaseificacdo dos solventes requerida para adequada utilizacdo em HPLC foi

realizada em um banho ultrassonico modelo USC 1800 (Unique, Brasil).
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3.3.
Sintese dos QDs de 2MPA-CdS

A sintese de 2MPA-CdS foi feita de acordo com o método descrito na
literatura por Acar et al. (2009), com pequenas modificagdes. Em um copo
Becker de 100 mL foram adicionados 0,24 mmol de acetato de cadmio
dihidratado ¢ 50,0 mL de 4gua ultrapurificada. Apds completa solubilizagao, a
solucdo foi transferida para um baldo de fundo redondo de 250 mL equipado
com duas saidas (uma central e uma lateral). Em seguida adicionou-se 1,2 mmol
de 4cido 2-mercatopropionico (2MPA) e o pH foi ajustado para 7,5 pela adigao
de pequenos volumes de uma solu¢io NaOH 0,1 mol L. Posteriormente, o
baldao foi devidamente vedado com septos de borracha. Em uma das saidas foi
inserida uma agulha pequena e na outra uma agulha de ago inox de 10 cm,
conectada a uma fonte de nitrogénio. O sistema foi purgado por 30 min para que
todo oxigénio presente no meio fosse eliminado. Apds esta etapa, 1,0 mL de
uma solucdo aquosa de Na,S 0,10 mol L foi adicionada lentamente ao baldo
com auxilio de seringa. A solu¢ao foi mantida sob agitacdo por 30 min a
temperatura de 25 °C, quando observou-se o aparecimento de uma coloragao
amarelada que ¢ caracteristica de dispersao aquosa de 2MPA-CdS. A purificagao
das nanoparticulas foi feita através de precipitacdo pela adicdo de etanol ao
meio, em seguida fez-se a centrifugagdao a 3000 rpm e o precipitado foi lavado
com etanol e por fim os nanocristais foram dispersos em 50,00 mL de agua e
armazenados sob refrigeracdo ao abrigo da luz. A Figura 7 ilustra

resumidamente o processo de sintese das nanoparticulas de 2MPA-CdS.

|
A
A
A
A
24 mmol acetato Cd
50 mL agua

Purga por 30 min. § 5 A 4
+1,0mLNa,S0,1M ol
Agitagao; T= 25
C

Figura 7 - Processo de sintese dos QDs de 2MPA-CdS.
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3.4.
Sintese dos QDs de 3MPA-CdTe

A sintese dos QDs de 3MPA-CdTe foi realizada de acordo com o método
descrito na literatura por Gu et al. (2008), com uma pequena modificagdo no
tempo de reacdo. Em um copo Becker de 100 mL foram adicionados 40,0 mL de
agua ultrapura, 0,20 mmol de CdCl; e 0,4 mmol de 4cido 3-mercaptopropidnico
(3MPA), em seguida o pH da solucao resultante foi ajustado para 10,0 pela
adicdo de pequenos volumes de NaOH 0,1 mol L sob agitacio constante. A
solucdo foi adicionada a um baldo de fundo redondo de 125 mL equipado com
duas saidas (uma central e outra lateral) e a um condensador de refluxo.
Posteriormente uma saida do baldo e saida superior do condensador de refluxo
foram devidamente vedadas com septos de borracha. Na saida do condensador
foi inserida uma agulha pequena e na saida da boca lateral do balao foi inserida
uma algulha de aco inox de 10 cm, conectada a uma fonte de nitrogénio para
purgar o sistema por 50 min, para que todo oxigé€nio presente no meio fosse
eliminado. Concomitantemente, uma solu¢ao do precursor NaHTe foi preparada
em baldo de fundo redondo de 50 mL pela adigdao de 0,051 g de telurio em po,
37,8 mg de borohidreto de sodio e 10,0 mL de agua ultrapura (previamente
deixada em atmosfera de nitrogénio para remocao de oxigénio). A solugdo foi
purgada com nitrogénio por 30 min e posteriormente mantida sob aquecimento
em banho-Maria até a completa solubilizacdo do teltirio e o aparecimento de
uma coloragdo bordo. Imediatamente, uma aliquota de 2,0 mL dessa solugdo foi
transferida com auxilio de agulha e seringa para o balao de 125 mL, a
temperatura ambiente e sob agitacdo magnética. Desta forma, a razdo de
Cd:MPA:Te na solu¢ao final foi de 1:2:0.2. A mistura foi aquecida a
temperatura de 100 °C sob refluxo e atmosfera inerte de oxigénio até atingir o
comprimento de onda de emissdo desejado (527 nm). O controle do tamanho
médio das particulas foi feito por meio do monitoramento da fotoluminescéncia
de aliquotas retiradas periodicamente do reator. A Figura 8 ilustra

resumidamente o processo de sintese dos QDs de 3MPA-CdTe.
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Figura 8 — Processo de sintese dos QDs de 3MPA-CdTe.

3.5.
Medicoes de fotoluminescéncia e de absorgao no UV-vis

Os comprimentos de onda excitacado/emissao (Aexe/Aem) Utilizados para as
medi¢des de fotoluminescéncia foram fixadas em 387/498 nm e 415/515 nm
para as dispersdes dos QDs de 2MPA-CdS; e 460/527 para as dispersoes dos
QDs de 3MPA- CdTe em meio aquoso, sem a presenca de surfactante, e 460/529
nm para as dispersdes em meio aquoso contendo CTAB. O tempo de vida da
fotoluminescéncia foi obtido por um processo de deconvolugdo matematica para
resolucdo do decaimento fotoluminescente a partir de uma fonte pulsada da
ordem de ns. Para tal, foram realizadas trés medi¢cdes independentes para a
obtencdo da média de cada parametro analisado. Apds o preparo das solucoes de
trabalho, esperou-se um tempo de 30 min. para a realizacdo das medi¢des de
tempo de vida. Os espectros de absor¢do das solugdes dos flavonodides, das
dispersdes aquosas dos QDs (organizadas com surfactante e sem surfactante)
tanto na presenca quanto na auséncia dos flavonoides foram obtidos, sendo as
absorvancias monitoradas nos comprimentos de ondas de emissao e de excitagao

dos QDs.
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3.6.
Determinacgao do rendimento quantico

O rendimento quantico (¢) das dispersdes estoque dos QDs de 2MPA-
CdS e de 3MPA-CdTe foram estimados na temperatura ambiente, a partir de
calculos comparativos referentes a um fluor6foro padrao, utilizando-se
dispersdes aquosas dos QDs e solugdes padrao de referéncia de rodamina B.

Para o calculo do rendimento quantico dos QDs de 2MPA-CdS foram
preparadas dispersdes aquosas pela adicdo de aliquotas da dispersao estoque dos
QDs (50; 100; 150 e 200 uL) em 10,00 mL de 4dgua ultrapura (indice de refragao
da 4gua de 1,33) e uma solugio diluida de rodamina B em etanol (1,0 x 10™ mol
L"). Aliquotas da solu¢do de rodamina B (50; 60; 80; 100 e 120 pL) foram
diluidas em etanol (indice de refragdo do etanol de 1,36). As solucdes de
rodamina B e as dispersoes dos QDs de 2MPA-CdS foram analisadas nos
espectrofotometros de absorcdo e de luminescéncia de modo a se construir um
grafico de intensidade de fotoluminescéncia integrada versus a absorvancia.

Para o calculo do rendimento quantico dos QDs de 3MPA-CdTe foram
preparadas dispersoes pela adi¢do de aliquotas da solucao estoque dos QDs (60;
80; 100 e 130 puL) em 10,00 mL de agua ultrapura. Aliquotas de uma solucao
etanolica 1,0 x 10~ mol L' de rodamina B (60; 80; 100 ¢ 130 pL) foram diluidas
em etanol (indice de refragao 1,36). Como descrito, o rendimento quantico foi
obtido a partir de um gréafico de intensidade de fotoluminescéncia integrada em
fun¢ao da absorvancia.

As medi¢oes da luminescéncia destas solugdes foram realizadas fixando-se
o comprimento de onda de excitacdo em 355 nm. O rendimento quantico foi

calculado através da Equacao 8 (Horiba)

dx = ¢st (Gradx'Gradst) (x’M’st) (8)

Onde ¢x (¢st), Gradx (Gradsr) e nx (nst) representam respectivamente
o rendimento quantico, a inclinagdo da curva entre a intensidade da
luminescéncia integrada em fun¢do da absorvancia e o indice de refragdao das
dispersdoes dos QDs (representada pelo X) e da solu¢do padrao (representada

pelo ST), no caso a rodamina B.
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3.7.

Determinacgao de Rutina

3.7.1.

Preparo das solugoes padrao, dispersoes de trabalho e amostras

Solugdes estoques de padrdes de flavonoides nas concentragdes 1,0 x 107
mol L' ¢ 1,0 x 107 mol L foram preparadas pela dissolucdo de quantidades
apropriadas dos flavonoides (RUT, HSPD, HSPT ou QUE) em metanol. Solugao
estoque de perdxido de hidrogénio 1,0 x 10° mol L' e enzima horseradish
peroxidase (HRP) 5,0 x 10® g mL™" foram preparadas em agua ultrapura. O
tampdo Tris (0,050 mol L) foi preparado em 4gua e o pH foi ajustado pela
adicdo de HC1 1,0 mol L™

As dispersoes de trabalho contendo os QDs de 2MPA-CdS foram
preparadas em baldes volumétricos de 10,00 mL pela adicdo de 1,0 mL de
tampdo Tris 0,050 mol L' (pH 7,4), 60 pL da dispersdo aquosa de trabalho dos
QDs de 2MPA-CdS, 1,0 mL de acetonitrila além de volumes apropriados de
solucdo estoque de rutina 1,0 x 10° mol L. Volumes complementares de
metanol foram adicionados as dispersdes, de modo a obter um volume total de
metanol em cada dispersdo final de trabalho de 2,0 mL (20% em volume) de
modo a compensar a carga de metanol das dispersdoes contendo as amostras.
Agua ultrapura foi adicionada ao baldo volumétrico até completar o volume de
10,00 mL. Apds 30 min, foram realizadas as medi¢des de sinal das dispersoes de
trabalho no espectrometro de luminescéncia.

Para os testes com o sistema HRP/H,0,, 50 uL de rutina 1,0 x 107 mol
L' foram adicionados num baldo volumétrico de 10,00 mL contendo a dispersio
aquosa de trabalho (300 puL of 2MPA-CdS), 1,0 mL de tampao Tris (0,050 mol
L' pH 7,4), 75 uL de solucio de H,O5 (1,0 x 10™ mol L") e 70 uL de solugio de
HRP (5,0 x 10* g mL"). Volumes complementares de metanol foram
adicionados de modo a obter um volume especifico deste alcool na dispersao de
trabalho (adicdo de 2,0 mL na dispersio dos QDs de 2MPA-CdS).
Posteriormente, o volume do baldo foi completado com &gua ultrapura até a

marca. A medi¢ao de luminescéncia foi realizada ap6s um tempo de 30 min para


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912341/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912341/CA

os QDs de 2MPA-CdS. A medicao do branco foi feita com a dispersao de
trabalho na auséncia de rutina.

Para os testes de interferéncia, foram preparadas dispersdes aquosas dos
QDs de 2MPA-CdS contendo 5,0 x 10° mol L™ rutina e dispersdes dos QDs de
2MPA-CdS contendo 5,0 x 10 mol L™ rutina e interferente (HSPD ou HSPT)
em proporcoes rutina:Interferente de 1:1, 1:5 e 1:10.

Para a andlise das amostras, dez comprimidos da formulagao
farmacéutica Venocur Triplex, contendo 300 mg de rutina por capsula, foram
pesadas e pulverizadas a fim de obter um valor de massa médio de cada
comprimido, bem como a quantidade média do principio ativo. Uma solugdo da
amostra de Venocur Triplex (1,0 x 10° mol L™ de rutina) foi preparada pela
adicdo de uma quantidade apropriada do material, na forma puverizada, em
metanol. A mistura foi colocada em uma seringa e filtrada em um filtro PTFE
0,45 um. Em seguida, a solugdo foi coletada em um baldo volumétrico de 10,00
mL e o volume completado com metanol. A dispersdo aquosa da amostra foi
preparada pela adi¢o de 1,0 mL de tampéo Tris (0,05 mol L™ pH 7,4), 60 uL da
dispersdo dos QDs de 2MPA-CdS, 1,0 mL de acetonitrila, 2,0 mL de metanol e
volumes apropriados da solugdo da amostra de modo a obter solugdes 1,0 x 10~
2,0 x 10” mol L' rutina (concentracio estimada).

A amostra simulada de RUT 1,0 x 10” contendo HSPD e HSPT em
propor¢oes molares 1:10:10 RUT:HSPD:HSPT foi preparada pela adi¢ao de 100
uL de solucdo RUT (1,0 x 10 mol L"), 100 uL de solugio HSPD (1,0 x 10
mol L) e 100 uL de solugdo HSPT (1,0 x 10 mol L"), a um baldo volumétrico
contendo 1,0 mL de tampéo Tris (0,05 mol L pH 7,4), 60 uL da dispersdo dos
QDs de 2MPA-CdS, 1,0 mL de acetonitrila ¢ 2,0 mL de metanol.

As amostras de saliva humana foram coletadas de um voluntario
saudavel que nado tinha recebido qualquer medica¢do anterior. O voluntario
rinsou a boca por 5 min com agua ultrapura e entdo 1,0 mL da saliva foi
imediatamente coletada em um tubo graduado. As aliquotas da saliva coletada
(volumes de 100 uL) foram adicionadas a 100 e 200 uL de solugdo de rutina (1,0
x 10” mol L'l) sendo entdo levadas a condicao de trabalho da sonda dos QDs de

2MPA-CdS (conforme descrito) em baloes volumétricos de 10,00 mL.
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3.7.2.
Cromatografia em camada fina para separagdo e isolamento de

rutina em amostras simuladas contendo quercetina

A curva de calibracdo da rutina foi obtida através da aplicacdo de
diferentes volumes de uma solu¢do padrio de rutina 2,0 x 102 mol L (em
metanol) em placas de cromatografia em camada fina (TLC) com indicador de
fluorescéncia (5.0 x 8.0 cm). Apds a secagem do metanol, as placas foram
colocadas em copos Becker (tampado com vidro relégio para que nao ocorresse
perda de solvente por evaporagdo), contendo o eluente (acetato de
etila/hexano/acido acético 24/15/1 em volume). Em solugdes contendo
rutina/quercetina, ao se utilizar esta fase movel, a rutina permaneceu no ponto de
aplicacdo, enquanto que a quercetina ¢ arrastada pela fase movel. Apds a
separacao, rutina foi removida das placas (juntamente com a silica), através da
raspagem do local onde foi aplicada, este material foi colocado em copos Becker
de 10 mL. A massa total de rutina + silica foi mantida em 0,05 g. Em seguida 2,0
mL de metanol foram adicionados aos copos Becker, e estes foram colocados em
um banho ultrassonico por 5 min. Logo apos, passou-se as misturas por filtros
(PTFE 0,45 um) e a solugdes de rutina em metanol foram coletadas em baldes
volumétricos de 10,00 mL. O solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio e o
material contido em cada baldo resolubilizado nas condigdes de trabalho
(dispersao coloidal ou em 2,0 mL de metanol) e o volume completado para
10,00 mL com &gua ultrapura de modo a ser analisado por espectrometria de
luminescéncia pelo método proposto ou por HPLC. A técnica de TLC foi
aplicada em amostras simuladas contendo rutina e quercetina em proporgoes 1:1
e 1:2. A Figura 9 representa o procedimento utilizado para separacdo e
isolamento de rutina. A visualizagdo da eluicdo e separagdo dos componentes
pela cromatoplaca foi feita em uma camara de revelacio com luz UV no

comprimento de onda de 254nm.
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Figura 9 - Procedimento de cromatografia em camada fina para separagdo e
isolamento de rutina (RUT) em amostras simuladas contendo rutina e quercetina
(QUE).

3.7.3.

Analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Amostras de formulagcdo farmacéutica ¢ amostras de saliva fortificadas
com rutina foram também analisadas por HPLC usando método adaptado da
literatura de modo a comparar os resultados obtidos com o método proposto. A
deteccao foi realizada por absorciometria em 254 nm e a eluicdo foi feita em
regime isocratico utilizando-se uma fase movel constituida de 60% (em volume)
de agua/acido acético 99/1% (v/v) e 40% (em volume) de metanol/acetonitrila
90/10% (v/v) com uma taxa de fluxo de 1,0 mL min™'. O tempo de retengio da
rutina foi de 4,6 min. As curvas analiticas foram construidas pela injecao de

diferentes volumes de uma solugdo padrio de rutina 2,0 x 10 mol L™

3.8.

Determinagao de Quercetina

3.8.1.

Preparo das solugoes padrao, dispersdes e amostras

Solugdes padrdes estoques 1,0 x 107 mol L' foram preparadas pela
dissolugdo de quantidades apropriadas dos flavonoides quercetina, rutina, HSPT,
NAR, CAT, CANF, MOR, MIR, TAX, GAL e¢ FLAV em metanol. Tampao
fosfato (de 0,01 a 0,04 mol L™) foi preparado pela adi¢io de solucdes aquosas de
fosfato monossodico (de 0,01 a 0,04 mol L'l) e dissodico (de 0,01 a 0,04 mol L
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", sendo o pH ajustado pela adi¢do de um ou outro sal. A curva analitica da
quercetina foi obtida pela adicao de diferentes aliquotas do flavondide a baldes
volumétricos de 10,00 mL, contendo 1,0 mL de tampao fosfato (0,01 mol L! pH
7,4); 1,0 mL de metanol e 60 uL da dispersdao aquosa estoque dos QDs de
3MPA-CdTe. O volume de cada solugdo presente nos baldes foi completado
com agua ultrapura até o menisco. As dispersdes dos brancos foram preparadas
conforme descrito, contudo sem adicdo de quercetina. As medi¢des de
luminescéncia foram realizadas apos 45 min (Aexe/Aem de 460/527 nm).

As dispersdes utilizadas nos testes de interferéncia foram preparadas em
baldes volumétricos de 10,00 mL pela adi¢ao de 1,0 mL de tampao fosfato (0,01
mol L pH 7,4), 1,0 mL metanol, 60 uL da dispersdo aquosa estoque dos QDs
de 3MPA-CdTe, aliquotas de solucdes padrdes 1,0 x 10 mol L™ de quercetina
e interferentes (demais flavonoides) e aliquotas de solugdes de acido ascorbico
7,0 x 10 mol L. As propor¢des molares quercetina e interferente foram
fixadas em 1:1 e 1:2 em trés niveis de concentracao de quercetina 5,0 x 10"6, 3,0
x 107, e 6,0 x 10 mol L™"). Os flavondides potencialmente interferentes foram
os indicados mais acima. As propor¢des molares quercetina:acido ascérbico
foram 1:1; 1:2; 1:5; 1:10 e 1:20 para uma concentracao de quercetina de 2,0 x
10”° mol L™ (o que inclui a propor¢do equivalente em massa de componentes
declarada pelo fabricante de 250 e 100 mg/capsula de quercetina e &cido
ascorbico). Por fim os baldes volumétricos foram avolumados até a marca pela
adicao de agua ultrapura.

Para as andlises do suplemento alimentar contendo quercetina e acido
ascorbico, pesou-se, individualmente, o conteudo interno de dez capsulas do
suplemento. Apos ser feita a média destes valores, uma relagdao entre o valor
médio obtido e a quantidade de quercetina declarada pelo fabricante foi obtida.
Solucdes da amostra de suplemento (estimada em 1,0 x 102 mol L' de
quercetina) foram preparadas pela adi¢dao de quantidades apropriadas do material
solido solubilizadas em metanol. A mistura foi filtrada em um filtro PTFE de
0,45 um, e as solugdes foram coletadas em um baldo volumétrico de 10,00 mL
(volume completado com metanol). A dispersdao aquosa da amostra foi preparada
pela adicdo de 1,0 mL de tampdo fosfato (0,01 mol L'; pH 7.4), 60 uL da
dispersdao dos QDs de 3MPA-CdTe, 1,0 mL de metanol e volume apropriado da

78


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912341/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912341/CA

solucdo da amostra de modo a obter uma solucdo 1,0 x 10° mol L™ ¢ 2,0 x 107
mol L' quercetina (concentracio estimada).

As solugdes para a construcao da curva analitica usando o HPLC foram
obtidas por adi¢des de diferentes volumes da solugdo estoque de quercetina 1,0 x
102 mol L (10 a 60 pL) em baldes volumétricos de 10,00 mL e avolumados
com metanol. As solucdes das amostras do suplemento para as analises por
HPLC foram preparadas em dois niveis de concentragdo (1,0 x 10° e 2,0 x 10

mol L™, concentra¢des estimadas) em metanol.

3.8.2.

Preparo dos extratos da cebola

A quercetina presente em cascas de cebola foi extraida de acordo com
método proposto por Hertog ef al. (1992) com pequenas modificacdes. As cascas
das cebolas foram lavadas com agua ultrapura, em seguida permaceram em
temperatura ambiente por 24 h expostas ao ar para que fossem secas.
Posteriormente pesou-se 10,0 g de cada tipo de cebola (vermelha, amarela e
branca), em seguida as cascas foram cortadas em pedagos pequenos e colocadas
em baldo de fundo redondo de 250 mL, contendo 80,0 mL metanol ¢ 20,0 mL de
HCI 1,2 mol L. A mistura permaneceu sob refluxo por 2 h a 90 °C. Os extratos
foram transferidos para copos Becker, filtrados e concentrados em placa de
aquecimento com temperatuta ajustada em torno de 60 °C para evaporagido de
solvente. Por fim o volume final de cada extrato foi completado para 10,00 mL
pela adicdo de quantidades apropriadas de metanol. Para cada tipo de cebola

foram obtidos trés extratos independentes.

3.8.3.
Cromatografia em camada fina para separacao e isolamento de

quercetina em extratos de cebola

A curva de calibragdo da quercetina foi obtida através de aplicacoes de
diferentes volumes de uma solugdo padrio de quercetina 2,0 x 102 mol L' (em
metanol) sob as placas de TLC (sem indicador de fluorescéncia) com dimensdes

de 5,0 x 8,0 cm. Apos a secagem do metanol, as placas foram colocadas em
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copos Becker (estes foram tampados com vidro relogio para que ndo ocorresse
evaporacao da fase modvel), contendo o eluente (hexano/acetato de etila/acido
acético 20/19/1, propor¢dao em volume). Apds a cromatografia, a quercetina foi
removida das placas juntamente com a silica gel e o solido resultante (0,05 g) foi
colocado em copos Becker de 10 mL. Em seguida, 3,0 mL de metanol foram
adicionados em cada copo, ¢ as misturas foram levadas ao banho ultrassonico
por 5 min. Em seguida, fez-se a filtragdo das misturas com auxilio de seringas e
filtros de PTFE (0,45 pm) e as solugdes foram coletadas em baldes volumétricos
de 10,00 mL. O solvente foi evaporado sobre fluxo de nitrogénio € o conteudo
de cada balao foi redissolvido nas condi¢des de trabalho.

A abordagem por TLC foi utilizada para separacdo e isolamento de
quercetina dos outros constituintes da matriz, por meio da adicao de aliquota de
15 puL do extrato na cromatoplaca (sem indicador de fluorescéncia). Apos a
eluicdo do analito de interesse (quercetina) pela fase movel, este foi removido
das placas por meio da raspagem da fase estacionaria na regido do Rf
caracteristico da quercetina. Apds as etapas de filtragdo e evaporacao do
solvente, o contetdo de cada baldo foi redissolvido com a dispersao aquosa dos
QDs nas condigdes de trabalho. O preparo das solu¢des com os extratos que nao
foram submetidos ao procedimento cromatografico (TLC) foi feito com a adigao
de 15 pL de extrato em um baldo volumétrico de 10,00 mL contendo 1,0 mL de
tampdo fosfato (0,01 mol L' pH 7,4) e 1,0 mL de metanol. O volume final da
solucdo foi ajustado com agua ultrapura. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. A Figura 10 representa o procedimento de cromatografia em camada
fina utilizado para separacao e isolamento de quercetina em amostras de extratos
de cebola. A visualizagdo da eluicao foi faita a olho nu, uma vez que a

quercetina e demais componentes do extrato possum coloragao bem definida.
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Figura 10 — Procedimento de cromatografia em camada fina para separagédo e

isolamento de quercetina (QUE) em amostras de extratos de cebola.

3.9.
Sonda dos QDs de 3MPA-CdTe em meio organizado com agregados
de surfactantes na presenca de flavondides: Preparo das solugées

padrao e dispersoes

Solugdes padrdes estoques 1,0 x 10~ mol L foram preparadas pela
dissolugdo de quantidades apropriadas dos flavonoides (QUE, RUT, HSPT,
NAR, CAT, CANF, MOR, MIR, TAX, FLAV, 3HF, SHF, 6HF e 7HF) em
metanol. O tampdo fosfato (de 0,01 a 0,04 mol L) foi preparado pela adi¢io de
solucdes aquosas de fosfato monossodico e dissodico, sendo o pH ajustado pela
adicao de um sal ou de outro. As solucdes do surfactante CTAB (de 5,0 x 107 a
1,0 x 10 mol L") foram preparadas pela adicdo de quantidades apropriadas de
CTAB em 4agua ultrapura. As solu¢des permaneceram por 10 min em um
ultrassom para completa solubilizagdo do surfactante em agua. As solugdes dos
surfactantes Triton X-100 e Triton X-114 foram preparadas na concentragao de
1,0 x 10” mol L' pela adi¢io de quantidades apropriadas dos surfactantes em
agua ultrapura.

As dispersdes de trabalho foram preparadas em baldes volumétricos de
10,00 mL pela adi¢do de 1,0 mL de tampéo fosfato (0,01 mol L™ pH 7,4), 80 uL
de dispersdo estoque dos QDs de 3SMPA-CdTe (1,54 x 107 mol L™), 8,82 mL de
dispersdo estoque de CTAB (1,2 x 10 mol L") sendo o complemento ajustado
pela adi¢ao de aliquotas (de 0 a 100 uL) de solugdo estoque de flavonoides e/ou
agua ultrapura. Desta maneira todas as dispersdes de trabalho tiveram as
concentragoes fixas de 1,2 x 10° mol L' de QDs de 3MPA-CdTe, 1,0 x 10 mol
L' de tampdo fosfato e 1,0 x 10° mol L' de CTAB. As medicdes
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fotoluminescentes foram obtidas apds 20 min (Aex/Aem 460/529 nm). As
medicoes dos brancos foram realizadas com as dispersdes de trabalho na

auséncia de flavonoides.
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