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Introducao

1.1.
Flavonoéides

Flavonoides (estrutura base dos flavondides mostrada na Figura 1) sdo
metabolitos secundarios biossintetizados a partir da fenilalanina e do &acido
acético, (Huber e Rodriguez-Amaya, 2008) sendo o 4cido chiquimico o precursor
da fenilalanina (Karam et al., 2013). Os anéis aromaticos dos flavondides sao
formados a partir desta via biossintética mista, onde através de reagdes de
condensagdo, auxiliadas por enzimas, trés moléculas de malonil coenzima A
(CoA) derivadas da via do acetato sdo condensadas juntamente com uma
molécula de 4-hidroxicoumaril-CoA, que ¢ derivada da via do chiquimato. As
unidades provenientes da via do acetato dao origem ao anel A da estrutura basica
do flavonoide enquanto a unidade proveniente da via do chiquimato d4 origem ao
anel B e aos trés atomos de carbono que interligam os anéis A e B. A ciclizagao
que resulta na formacdo do anel A produz a chalcona que se equilibra com a
flavanona correspondente. Os outros tipos de flavonoides sdo formados por
subsequentes etapas de oxirreducao deste intermediario comum (da Silva, 2011;
Andersen et al., 2006). Os flavonoides sdao compostos polifendlicos e estdo
presentes em diversas plantas, sendo encontrados, principalmente, em sementes,
frutos, cascas, raizes, folhas e flores (Feldman, 2001). A sua distribui¢do nos
vegetais depende principalmente do tipo de famila, género e da espécie, por
exemplo, os flavonoides encontrados nas folhas podem apresentar diferengas
estruturais daqueles presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos. Assim, em
uma mesma planta um unico flavonodide pode ser encontrado em diferentes
quantidades dependendo do orgao vegetal (Machado er al., 2008). Fatores
abidticos naturais como a radiacao solar, raios UV, periodos de seca ou chuva,
nutrientes e estagdes do ano também influenciam no metabolismo e na produgao

dos mais diversos flavonodides (Machado, 2005).
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A estrutura basica dos flavonoéides ¢ formada por um nucleo fundamental,
com 15 atomos de carbono (C15) arranjados em trés anéis (C6-C3-C6), sendo
dois anéis fenodlicos substituidos (os ja mencionados anéis A ¢ B) e um anel C

(Dornas et al., 2007).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura base de um flavondide.

As variagdes no anel C originam as diversas classes dos flavondides. Este
anel pode ser do tipo pirdnico, como no caso das catequinas e antocianidinas, ou
do tipo pirona, como nos flavondis, flavonas, isoflavonas e flavanonas, esses
quatro ultimos possuindo um grupo carbonila na posicdo C4 do anel C. Os

esqueletos estruturais de cada classe de flavonodides sao mostrados na Figura 2.
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Figura 2 - Estruturas das principais subclasses dos flavondides, adaptado de Hui et al,,
2013.

Dentro de uma mesma classe, os flavonoides diferem nos padroes de
substituicdo nos anéis A e B, como exemplo pode-se citar canferol que possui
somente um grupo hidroxila no anel B e a quercetina que possui dois grupos

hidroxila no anel B em posicdo orto. As classes e subclasses de alguns dos
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principais flavonoides, bem como as suas diferengas estruturais e principais

fontes naturais sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais subclasses dos flavonoides e fontes naturais.

Estrutura

Fonte alimentar

Classe Subclasse
Flavan-3-ol Catequina,
Epicatequina
Antocianidina Cianidina
Flavona Apigenina,
Luteolina,
Diosmetina
Flavonol Quercetina,
Miricetina,
Canferol e
Rutina
Isoflavona Genisteina,
Diadzeina
Flavanona Hesperidina,
Naringenina

OH na posicao 3

OH na posi¢do 3 e ligagdes
duplas conjugadas no anel C.
C=0 na posi¢io 4 e dupla
ligacdo entre C2 ¢ C3

C=0 na posi¢do 4, OH na
posicdo 3 e dupla ligacdo entre
C2eC3

C=0 na posi¢do 4 ¢ anel B
ligado a0 anel C em C3 e
ligacdo dupla entre C2 e C3.
C=0 na posi¢do 4 ¢ ligagdo
sumples entre C2 e C3.

maga,cha, cerveja
frutas e flores

flores, cereais, frutas,
vegetais

cebola, maga, cha, tomate,
vinho tinto, trigo sarraceno
legumes e derivados de
soja

frutas citricas

Os flavondides (exceto as catequinas) sdo encontrados em plantas,

principalmente na forma glicosilada, ou seja, com moléculas de actcares ligadas

as suas estruturas, sendo D-glicose e L-ramnose os agucares mais comuns. Pelo

menos oito monossacarideos diferentes, ou uma combinagao destes, podem ligar-

se as diferentes hidroxilas dos flavonodides resultando em uma diversidade de

glicosideos conhecidos (Huber e Rodriguez-Amaya, 2008). O efeito da

glicosilagdo proporciona ao flavondide uma maior solubilidade em agua e uma

menor reatividade. Embora todos os grupos hidroxilas possam ser glicosilados,

ha maior probabilidade das ligagdes ocorrerem em hidroxilas substituidas nas

posigdes 3, 5 e 7, por serem as mais acidas. Quando as estruturas dos flavonodides

ndo apresentam agucares, estes sao denominadas flavonoides agliconas (Huber e

Rodriguez-Amaya, 2008).
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1.1.1.
Biodisponibilidade e metabolismo dos flavonodides

Os flavonoides sao amplamentes distribuidos na natureza, constituindo o
grupo fenolico mais diversificado dentre os produtos de origem natural. Eles
estao presentes em diversos alimentos que comumente sdo incorporados na dieta
humana, sendo as principais fontes, os frutos (uvas, cerejas, maca, groselha,
frutas citricas, entre outros) e hortaligas (pimentas, tomates, espinafre, cebola,
brécolis, dentre outras) (Barnes et al.,, 2001). Estes alimentos sdo ditos
funcionais, ou seja, sao alimentos que contribuem para manutengao da satide e na
prevengdo de doencas, que em parte se devem aos flavondides. Eles contribuem
com varias propriedades benéficas a saude, dentre elas, a propriedade
antioxidante ¢ uma das mais importantes. Em pesquisas recentes feitas por
Arabbi et al. (2004) foi possivel estimar a quantidade de flavonoides ingerido
pela populacao brasileira. Os resultados indicaram a ingestao entre 60 ¢ 106 mg
dia”. Estes valores foram superiores aos estimados para populacdes de paises
europeus, como Finlandia (55 mg dia™") e Dinamarca (28 mg dia™") (Hassimotto,
2005). No entanto, uma estimativa precisa da média de consumo de flavonoides
presentes em diversos alimentos ¢ dificil em fung¢do da grande variedade e
diversidade dos flavondides disponiveis (Becho et al., 2009).

A velocidade de absorcdo destes compostos varia consideravelmente em
relagdo as modificacdes que podem existir nos esqueletos basicos destes
compostos em funcdo da glicosilagdo, da esterificagdo, da amidacdo, da
hidroxilagdo, entre outras alteragdes que modulam a polaridade, a toxicidade ¢ o
direcionamento intracelular destes compostos (Huber e Rodriguez-Amaya,
2008). Essa diversidade estrutural influencia na absorcdo dos diferentes
flavonoides pelo intestino, e consequentemente na sua biodisponibilidade
(Bohets et al., 2001). No entanto, ¢ fato que o residuo de agucar ligado a
molécula do flavondide ¢ provavelmente o fator determinante de sua absor¢ao
pelo organismo (Araujo, 2012).

Os flavonoides na sua forma ndo glicosilada, ou seja, na forma aglicona,
podem ser absorvidos diretamente pelo intestino delgado. Entretanto, a maioria
dos flavondides que estdo presentes na dieta humana encontra-se na forma

glicosilada. Até pouco tempo atrds, aceitava-se que os flavonodides glicosidicos
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alcancavam o c6lon, onde ocorre a remogao do agucar catalisada por enzimas da
microflora intestinal (glicosidases), sem que sofressem modificagdes nas suas
estruturas. No entanto, estudos indicaram que o sitio primario de absorcao de
alguns flavonodides glicosidicos encontra-se no intestino delgado. Ja os
flavonoides ramnosidicos necessitam ser hidrolisados pelas ramnosidases da
microflora coldnica, uma vez que as glicosidases presentes no intestino delgado
ndo atuam sobre os ramnoglicosideos. Se a absor¢do dos flavonoides de
estruturas glicosiladas nao ocorrer no intestino delgado, estes sdo sujeitos ao
metabolismo microbiano e a extensiva degradacdo no coélon, o que resulta em
uma menor biodisponibilidade (Hassimotto, 2005). A absor¢do no célon ¢ mais
lenta ¢ com menor intensidade quando comparada a do intestino delgado,
provavelmente devido a sua menor area de exposi¢do ¢ a baixa atividade dos
transportadores de membrana (Araujo, 2012)

ApOs a absorg¢ao, os flavonoides sdo conjugados no intestino delgado e no
figado pela glicuronidagdo, sulfatacao ou metilagdo ou entdo sao metabolizados a
pequenos compostos fenolicos. Ao sofrerem estas modificagdes, os flavonodides
podem tornar-se metabolitos mais ativos ou serem eliminados do organismo mais
facilmente por tornarem-se mais polares, assim, muitos desses metabolitos
podem ser detectados na urina e nas fezes (Walle et al., 2003). Altas taxas de
excrecao dos metabolitos nas fezes indicam baixa absor¢do dos flavonoides pelo
organismo (Manach et al.,, 2005). Baixos valores de excre¢ao urinaria de
metabolitos podem ser indicativos de excrecdo pronunciada pela bile, ou ainda de

metabolismo intenso (Aratjo, 2012).

1.1.2.
Atividades biolégicas dos flavonéides

Os flavonoides tém despertado um grande interesse da comunidade
cientifica devido aos beneficios associados a ingestdo de tais compostos.
Diversas funcdes sao atribuidas aos flavondides nas plantas. Além da
pigmentacao em frutas, flores, sementes e folhas, também tém importantes
fungdes na sinalizagdo entre plantas e microbios, na fertilidade de algumas
espécies (Huber e Rodriguez-Amaya, 2008), na protecdo contra a incidéncia de

raios UV, na protecdo contra micro-organismos patogénicos, além de agdo
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antioxidante e alopatica e inibi¢do enzimatica (Machado et al, 2008). Nos
mamiferos, os flavonoides apresentam uma notavel série de agcdes bioquimicas e
farmacologicas que podem influenciar nas fungdes de varios sistemas celulares
(Middleton et al., 2000), destacando-se as atividades antioxidante,
antiinflamatoéria, antitumoral e antialérgica, efeitos vasodilatadores, bem como
acOes antimicrobianas e antivirais (Lin et al., 1997).

A maior parte dos efeitos benéficos a saude atribuidos aos flavonodides esta
relacionada a sua capacidade antioxidante e quelante, com atuacdo no sequestro
de radicais livres (Prior e Cao, 2000) e quelacao de metais capazes de catalisar a
peroxidacdo de lipideos. A atividade antioxidante desses compostos ¢
consequéncia das suas propriedades oxirredutoras (Degéspari ¢ Waszczynskyj,
2004). Dessa forma, eles mostram grande eficiéncia na neutralizagdo de varios
tipos de moléculas oxidantes que estao envolvidos em danos ao DNA e formagao

de tumores (Marchand, 2002).

1.2.
Quercetina

Diversos estudos realizados com o flavonodide quercetina confirmaram a
sua potencial atividade antioxidante, sendo este um dos flavondides com maior
capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio ((Huber e Rodriguez-
Amaya, 2008; Heijnem et al., 2002; Numata ¢ Tanata, 2011; Gordon ¢ Roedig-
Penman, 1998)

A quercetina (3,5,7,3’-4’- pentahidroxi flavona) ¢ um  flavonol
encontrado em uma ampla variedade de plantas, alimentos e produtos como
sucos, chas e vinhos (Silva, 2011). Frequentemente ela pode ser encontrada em
alimentos como cebola, macga, frutas citricas, bem como em pequenas
quantidades nas folhas verdes e feijoes. Geralmente a quercetina esta presente
nos alimentos sob a forma glicosilada, ligada covalentemente a uma molécula de
agucar, como mostrado na Figura 3 (substancias A, B e C). A caracteristica que
distingue uma forma glicosidica da outra ¢ o tipo de grupamento glicosidico
presente na estrutura, por exemplo, a isoquercetina também chamada de
quercetina-3-glicosideo (mostrada na Figura 3 estrutura C) possui uma molécula

de glicose ligada a posicao 3 (carbono 3 do anel C) enquanto que a quercetina-3-
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rutinosideo também chamada de rutina, possui um grupamento rutinose
(dissacarideo) ligado a posi¢ao 3 (Figura 3 estrutura A). Por outro lado a
quercetina-4’-glicosideo apresenta uma molécula de glicose ligada a posicao 4’
do anel B. J4 a quercetina na forma aglicona representada pela estrutura D da
Figura 3, ndo possui substituinte glicosidico na sua estrutura. A presenga do
grupamento glicosidico promove o aumento da solubilidade das substancias
descritas em meio aquoso, desse modo, se pode concluir que a solubilidade em

agua das quercetina aglicona seja menor que a das demais (Chen et al., 2010).

Ho OH OH

Figura 3 - Estruturas de quercetinas glicosiladas: (A) quercetina-3-rutinosideo, (B)

quercetina-4'-glicosideo e (C) quercetina-3-glicosideo e (D) quercetina aglicona.

As propriedades farmacologicas da quercetina podem ser potencializadas
na presenca de vitamina C. Estudos comprovaram que ocorre a manutencao da
resisténcia e da integridade da parede de capilares sanguineos quando essas duas
substancias foram utilizadas associadamente. Subseqiientemente, diversos relatos
atribuiram as atividades anti-hipertensiva, antiarritimica, hipocolesterolémica,
anticarcinogénica (Formica e Regelson, 1995), antiviral, antiulcerogénica,
antitrombotica, anti-isquémica, anti-inflamatoria, antialérgica (Inal e Karaman,
2000) e antioxidante (Formica e Regelson, 1995) a quercetina (Alves et al.,
2010). As atividades farmacologicas da quercetina estdo relacionadas com a
elevada atividade antioxidante que depende, principalmente, de trés sitios

importantes: (I) presenca de um grupo catecol (o-dihidroxi) no anel B, que
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proporciona a formagao de radicais fenoxil mais estaveis apos a doagdo do atomo
de hidrogénio; (II) dupla ligagdo entre os atomos de carbono C2-C3 que
proporciona a extensao da conjugacao entre os anéis, permitindo a deslocalizagao
eletronica de um elétron do radical fenoxil formado no anel B para o anel C
favorecida por hibridos de ressonancia; (III) a presenga da hidroxila na posicao 3
do anel C (Pietta et al., 2001; Bonina et al., 1995; Silva et al.,, 2002; Sugihara et
al.,, 1999).

1.2.1.
Biodisponibilidade e metabolismos das quercetinas

A administragdo da quercetina como suplemento por via oral ¢ decorrente
da baixa disponibilidade quando esta se encontra no organismo (Silva, 2011),
portanto com a suplementagdo adequada ¢ possivel disponibilizar maior
quantidade de quercetina para o organismo. A quercetina-3-glicosideo ¢ a
quercetina-4’-glicosideo  apresentam  maior  biodisponibilidade  quando
comparadas com a quercetina-3-rutinosideo. As quercetinas que apresentam
apenas uma unidade de monossacarideo sao absorvidas mais rapidamente pelos
humanos, independentemente da posi¢ao da glicose, ¢ da conversdo da
quercetina-3-rutinosideo em quercetina-3-glicosideo. Isto representa uma
estratégia importante, desempenhada pelo organismo, para aumentar a
biodisponibilidade da quercetina menos disponivel (Olthof et al., 2000; Behling
et al., 2004). A quercetina-3-rutinosideo pode ser transformada em quercetina-3-
glicosideo através da quebra do grupamento ramnose.

A quercetina aglicona e suas formas glicosiladas sdo extensivamente
metabolizadas por hidrélise enzimdatica, agdo microbiana e reagdes de
conjugacao. Os produtos provenientes da metabolizacdo no intestino delgado
encontram-se na forma de glicoronideo e sulfato. No intestino grosso, por agao
da microflora coldnica, pode-se formar hidroxifenilacetato. No figado ocorre
formacdo de quercetina o-metilada e de quercetina glicoronizada o-metilada além
de outros produtos de degradacdo. Observou-se que tanto em ratos quanto em
seres humanos, a quercetina ¢ completamente convertida em conjugados
metilados no plasma ap6s sua administracao (Manach et al., 1998; Sesink et al.,

2001). A quercetina ¢ absorvida na microflora intestinal e excretada na bile e na
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urina como glucoronidato e sulfato conjugado em 48 h. Posteriormente, este
flavonoide ¢ degradado, por bactérias intestinais, em acido fendlico, acido 3-
hidroxifenilacético e acido 3,4-dihidroxifenilacético.

Medicamentos contendo quercetina em sua composicdo encontram-se
disponiveis para o consumidor. Alguns exemplos sdo o suplemento dietético
Quercetin (500 mg) cuja dose diaria recomendada ¢ de 1 comprimido. Outro
exemplo € o suplemento dietético contendo 250 mg de quercetina e 200 mg de
acido ascorbico (composicdo referente a duas capsulas), com dose diaria
recomendada de duas capsulas. Outro suplemento a base de quercetina ¢ o
complexo Quercetin com composigao de 500 mg quercetina, 500 mg vitamina C
e 10 mg rutina presente (composicao referente a duas capsulas) sendo esta a

dose diaria recomendada.

1.3.
Rutina

A rutina, também conhecida como vitamina P, e seus derivados
representam cerca de 95% do total dos flavonodides ingeridos a partir dos
alimentos, estando presentes em quantidades apreciaveis em cebola, maga,
brécolis, vinho, cha, em cascas de frutas citricas (laranjas, toranja, limao e lima)
(Aragjo, 2012), feijao vermelho e tomate. Entre os vegetais, destacam-se os
frutos do faveiro, trigo sarraceno e a darvore japonesa pagoda (Huber e
Rodriguez-Amaya, 2008).

A rutina apresenta um largo espectro de atividades biologicas e
farmacologicas caracteristicas dos flavondides (incluindo atividade antioxidante,
antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria, antialérgica (Franzoi et al, 2008),
citoprotetora, vasoprotetora, antiproliferativa, antitrombotica e cardioprotetora
(Aragjo, 2012). Nas ultimas décadas, as atividades farmacoldgicas da rutina t€ém
sido intensamente pesquisadas por industrias farmacéuticas (Pedriali, 2005)
visando a sua associagdo com outros medicamentos com a finalidade de
aumentar as propriedades antioxidantes e vasoprotetoras de algumas
formulagdes, promovendo o alivio dos sintomas de insuficiéncia venosa e
linfatica além da reducao da fragilidade capilar (Calabro et al., 2005; Blasco et

al.,2004). A administracao de rutina em pacientes com histoérico de insuficiéncia
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venosa ¢ fragilidade capilar impulsiona a melhora dos sintomas de dor,
queimacao, sensagao de peso e cansago nas pernas por promover a normalizagao
da resisténcia e permeabilidade da parede dos vasos, que podem estar associados
com algumas doengas hemorragicas ou hipertensao (Pathak et al., 1991; Raso et
al., 2009). Conforme mencionado, existe a limitacdo da baixa solubilidade dos
flavonoides em agua (Pedriali ef al., 2005), que reduz a biodisponibilidade da

rutina quando esta se encontra no organismo humano.

1.3.1.
Absorcao, biodisponibilidade de rutina

A absorc¢do da rutina no intestino delgado ¢ dificultada devido a presenga
da molécula dissacaridica presente na sua estrutura. Os flavonéides ramnosidicos
sao hidrolisados por ramnosidases da microflora do célon. Como a absor¢ao no
colon ¢ mais lenta e com menor intensidade quando comparada a do intestino
delgado (Hassimoto, 2005), estes sdo sujeitos ao metabolismo microbiano e a
extensiva degradacdo no colon. O resultado ¢ uma menor biodisponibilidade
desses flavonoides (Oliveira, 2012). Embora a rutina seja um importante
precursor que pode dar origem a quercetina, sua biodisponibilidade no organismo
humano ¢ de apenas 20% quando comparada com a quercetina-4’-glicosideo
(Behling et al., 2004). A rutina pode ser transformada em quercetina 3-glicosideo
pela hidrolise da molécula de ramnose, uma vez que as quercetinas 3-glicosideo
e 4-glicosideo apresentam maior biodisponibilidade No entanto, a sua baixa
concentracdo em alimentos e a escassez de fontes naturais da quercetina 3-
glicosideo faz com que a separacdo deste composto da matriz natural ndo seja
muito eficaz (Oliveira, 2012).

Medicamentos contendo rutina em sua composi¢ao encontram-se
disponiveis em farmacias e drogarias de todo pais. Alguns desses medicamentos
existentes sao: Venocur Triplex, com dosagem de 300 mg por capsula e uma
dose diaria de ingestao recomendada de uma a duas drageas. Outro medicamento
a base de rutina ¢ o gerovital, um polivitaminico e energético a base de ginseng e
vitaminas, contendo 10 mg de rutina, sendo a dose de ingestao recomendada de 1

dragea 3 vezes ao dia. Outro medicamento contendo a rutina ¢ o suplemento
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vitaminico-mineral Nativit-mineral, contendo 10 mg de rutina, com uma dose

diaria recomendada de 1 dragea.

1.4.
Métodos analiticos para determinag¢ao de flavonéides, com foco na
quercetina e rutina

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de quantificar os
flavonoides, a fim de se descobrir as principais fontes alimentares e os niveis
destes flavonodides ingeridos na dieta humana. Deste modo, para dar mais
consisténcia aos estudos dos efeitos quimicos e bioldgicos destes compostos se
faz necessario o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e seletivos. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem sido vastamente utilizada
em quantificacdes de quercetina e rutina em alimentos, (Careri et al., 2000;
Hollman et al, 1996; Jones et al., 1998)  apesar de apresentar algumas
desvantagens cladssicas como o elevado gasto de solventes e longos tempos de
analises (problemas minimizados hoje em fungao das técnicas de ultraeficiéncia)
€ 0 custo necessario para aquisicdo e manuten¢ao do instrumento. No entanto,
vantagens como a capacidade de separacao e determinagdo de multiplos analitos
e o amadurecimento da técnica como ferramenta analitica fazem da
cromatografia liquida a técnica mais empregada. Para exemplificar a aplicagdo
dessa técnica, pode-se citar o trabalho realizado em 2003 por Wang et al., que
desenvolveram um método cromatografico com fase reversa para determinagao
de quercetina e canferol em urina apds a ingestao de capsulas de gingko biloba,
utilizando uma coluna de C18 e fotometria de absor¢ao. A fase moével utilizada
foi constituida por uma mistura de diferentes volumes de tampao fosfato (pH
2,0), tetrahidrofurano, metanol e isopropanol (70/15/10/20). O LD para a
quercetina foi de 1,0 ng mL"' e o tempo de retencio da quercetina foi de
aproximadamente 13 min. Em 2004, Dongri et al., desenvolveram um método
cromatografico para determinagdo de quercetina em amostras de plasma humano
de voluntarios que previamente ingeriram chds verdes. A fase estacionaria usada
foi uma coluna octadecilsilica (ODS) e a fase mével utilizada uma mistura de
agua e metanol (40/60 v/v) contendo 0,5% de acido fosfoérico. O limite de
deteccdo (LD) absoluto alcangcado foi 0,3 pg com deteccao eletroquimica

utilizando um eletrodo de trabalho de carbono vitreo. O tempo de retengao da
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quercetina foi elevado, aproximadamente 30 min. (Dongri et al., 2004). Em
2008, Zielinska et al., quantificaram a quercetina e seus derivados glicosideos em
amostras de extratos de cebola por HPLC com detec¢ao amperométrica, obtendo
LD de 8,0 x 10® mol L para quercetina. Em 2009, Tang et al. quantificaram
oito flavonoides, dentre eles, rutina e quercetina em extratos de ginko biloba por
HPLC, utilizando detector do tipo DAD, coluna C18 e eluicao por gradiente
utilizando como fase movel uma mistura de metanol ¢ 0,1% de acido férmico.
Os valores de LD para rutina e quercetina foram 0,01 e 0,03 pg mL’,
respectivamente, ¢ os tempos de retencdo da rutina e quercetina foram
aproximadamente 20 e 35 min., respectivamente. Mais recentemente, em 2013, a
quercetina foi quantificada em  chas verdes utilizando um sistema de
cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UPLC) com detector de fotometria de
absorc¢ao do tipo arranjo de diodos (DAD). A fase movel utilizada foi metanol e a
fase estacionaria utilizada foi uma coluna C18. O limite de detec¢ao (LD) obtido
foi de 1,2 pg mL™" e o tempo de retengdo da quercetina de aproximadamente 2
min (Savic et al., 2013).

Outra técnica bastante utilizada é a voltametria. Em 1996, Zoulis e
Efstathiou desenvolveram um método voltamétrico de redissolucao para
determinagdo de seis flavonas, dentre elas a rutina e a quercetina, utilizando
eletrodo de pasta de carbono. Os valores de LD encontrados tanto para rutina
quanto para a quercetina foram da ordem de 10® mol L™". Em 2006, Zheng et al.
quantificaram rutina em comprimidos ¢ em ervas flos sophorae, utilizando
eletrodo de ouro modificado com nanotubos de carbono. No estudo de
interferéncia, observou-se que a hemoglobina diminui a corrente de pico da
rutina em uma maneira linear, podendo o método ser usado para determinagdo
indireta da hemoglobina. O LD obtido foi de 1,0 x 10® mol L'. Em 2008,
Franzoi et al. usaram a voltametria de varredura linear e a voltametria ciclica, e
um eletrodo de pasta de carbono modificado com PVP (poli(vinilpirrolidona)) na
tentativa de melhorar a seletividade para a rutina, pois essa ¢ melhor adsorvida na
superficie deste eletrodo devido a interagdo entre o grupo hidroxila do flavonoide
e o grupo imida do PVP. No entanto, os estudos de interferéncia mostraram que
outros flavonoides também podem ser fortemente adsorvidos na superficie do

eletrodo. O LD foi de 1,5 x 10”7 mol L' (Franzoi et al., 2008).
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A eletroforese capilar com detecgao eletroquimica foi o método escolhido
por Gang et al. (2000) para a determinagdo de daidzeina, quercetina e rutina em
plantas. Os tempos de migragdo para rutina e quercetina foram aproximadamente
6 ¢ 9 min., respectivamente e os limites de deteccdo para rutina e quercetina
foram 4,3 x 10™ mol L'e 2,2 x 10° mol L O eletrodo de trabalho foi um disco
de carbono vitreo. O eletrdlito de corrida foi o tampao borato (pH 9,0; 100,0
mmol L™). Em 2004, Pejic et al. desenvolveram um método espectrofotométrico
direto para quantificagdo de quercetina na presenga de acido ascorbico, com LD
de 0,76 ng mL™". A espectroscopia Raman foi a técnica escolhida por Numata e
Tanaka (2011) para andlise quantitativa de quercetina em cascas de cebola,

obtendo o valor de LD limitado de 5,0 x 10 mol L

1.5.
A nanotecnologia e os pontos quanticos

O estudo de materiais cujos tamanhos das particulas que os constituem
encontram-se na faixa de nandmetros ganhou importancia significativa no final
do século XX, levando ao aparecimento e consolidacdo de toda uma area do
conhecimento, hoje reconhecida como "Nanociéncia e Nanotecnologia" (Zarbin,
2007). Materiais de dimensdes nanométricas e que tem propriedades
diferenciadas quando comparadas aos materiais de escalas maiores de tamanho
fazem parte do que se chama de nanomaterias com interesse tecnologico. A
nanotecnologia tem como foco de estudo tais materiais que tem atraido grande
interesse em diversos setores devido ao seu desempenho diferenciado em uma
variedade de aplicagdes na medicina, na eletronica, na cosmetologia, na industria
farmacéutica, entre outros. Dentre o0s nanomateriais com propriedades
diferenciadas existem os semicondutores nanocristalinos coloidais também
chamados pontos quanticos ou, em lingua inglesa, os quantum dots (QDs).

As nanoparticulas semicondutoras coloidais geralmente apresentam forma
esférica (muito embora possam ser sintetizadas em outras formas) e didmetros
que variam entre 1 e 12 nandmetros (nm) aproximadamente (Costa-Fernandez et
al., 2006). Por se encontrarem em escala nanométrica, as nanoparticulas
semicondutoras apresentam um forte confinamento quantico (quanto menor o

nanocristal maior o confinamento de elétrons), esse ¢ um fator fundamental que
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justifica a luminescéncia caracteristicas desses QDs. Os QDs foram descobertos
no inicio da década de 1980 por Ekimov, a partir da utilizagdo de uma matriz
vitrea e por Brus a partir de dispersdes coloidais (Haranath, 2012). Os QDs mais
comuns sdo aqueles constituidos por atomos dos grupos II-VI, III-V e IV-VI da
tabela periodica, sendo os constituidos por atomos dos grupos II-VI os mais
comuns, por exemplo, CdS, CdSe, CdTe (sulfeto de cadmio, seleneto de cadmio
e telureto de cadmio, respectivamente). Esses nanomateriais apresentam
propriedades Opticas e eletronicas peculiares (Xu et al., 2009). Em termos das
caracteristicas oOpticas, os QDs apresentam amplo espectro de excitacao e perfil
de emissdo bem definido e estreito, além de elevado rendimento quantico e
fotoestabilidade. Essas caracteristicas dos QDs variam em funcao da presenca de
agentes que revestem a superficie dos QDs, por exemplo, alguns ligantes
organicos (Fernandez-Arguellez et al., 2006). A Figura 4 representa simulagao

da estrutura de QDs de CdTe.

Cadmio (Cd)

Figura 4 — Simulacao da estrutura de QDs de CdTe, adaptado de Olhar Nano.

A faixa de comprimentos de onda de emissdo dos QDs pode ser ajustada
em fun¢do do tamanho das particulas, que por sua vez ¢ ajustado em funcao das
condi¢des de sintese. Nanoparticulas semicondutoras com didmetros maiores
apresentam perfil de emissdo em comprimentos de onda maiores quando
comparadas com nanoparticulas de tamanho médio e pequeno (Acar et al., 2009).
Partidas de QDs de tamanho homogéneo (homogeneidade dos nanocristais
obtidos durante o processo de sintese) geralmente apresentam um perfil de

emissdo mais estreito que os fluoréforos organicos convencionais, como o0s
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pigmentos, a probabilidade de sobreposicao de sinal Optico como as de outras

substancias emissoras de um sistema ¢ bem menor.

1.5.1.
Fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia molecular (fluorescéncia e fosforescéncia) depende da
capacidade da molécula em absorver a energia de fotons (Sotomayor, 2008). Pela
absor¢ao de energia, elétrons sdo transferidos para orbitais de maior energia,
fazendo com que a molécula (ou populagdo de moléculas) passe do estado
fundamental para o excitado. Na fluorescéncia, a transi¢do radiante ¢ decorrente
do retorno da populagdo de moléculas entre estados de energia de mesma
multiplicidade (singleto-singleto). Desse modo, o elétron retorna rapidamente
(evento com tempo de vida na ordem de ns) do estado excitado singleto (em
geral o S;) para o estado fundamental (Sy¢), que em geral ¢ singleto. Na
fosforescéncia, uma inversao na multiplicidade ocorre durante o tempo em que a
molécula se encontra no estado excitado num fendmeno denominado cruzamento
interssistemas (CIS). Nesse processo, a dire¢do do spin do elétron € invertido, € o
estado excitado passa a ser um estado excitado tripleto (por exemplo, T;). Assim,
a fosforescéncia ¢ a emissao radiante que ocorre quando a populagdo retorna de
T; para Sy. A fosforescéncia ¢ um tipo de transicao radiante menos provavel por
envolver estados de diferentes multiplicidades e possui tempo de vida elevado
(acima de ps). A desativagdao nao radiante ocorre por uma série de processos
denominados cruzamento interno e relaxamento vibracional. Esses processos

podem ser observados no diagrama de Jablonski modificado (Figura 5).
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Figura 5 - Diagrama de Jablonski, adaptado de Sotomayor et al., 2008.

1.5.2.
Confinamento quantico e fotoluminescéncia dos QDs

Quando elétrons, excitados por uma energia de magnitude apropriada, sao
transferidos da banda de valéncia (BV) para a banda de condug¢ao (BC), deixam
uma vacancia a ser preenchida (o buraco que ¢ a auséncia de elétron). Os
elétrons, com carga negativa, e os buracos, de carga positiva (deficiéncia de
elétrons), se atraem rapidamente por forca eletrostatica, formando um sistema
que ¢ denominado excitonico. Devido as pequenas dimensdes dos QDs, quando o
excitonico ¢ criado, as dimensdes fisicas da particula o confinam de forma
semelhante ao modelo da mecanica quantica da particula na caixa (Murray ef al.,
2003; Bowen-Katari ef al., 1994). O efeito de confinamento quantico modifica os
niveis de energia relativos da BV e da BC do semicondutor. Desse modo, a
diferenca de energia torna-se quantizada e as BV e BC desdobram-se num
conjunto de niveis discretos semelhantes aos niveis de energia atdomicos. (Boev et
al., 2003). Quanto menor o didmetro dos QDs, maior o confinamento quantico
sofrido pelo sistema, com consequente aumento da diferenca de energia entre BV
e BC (Dias, 2011).

Apos a transferéncia de elétrons para BC (por exemplo, por meio de
excitacdo fotonica), o sistema ¢ elevado para o estado excitado, o processo
radiante ocorre com a emissao de fétons com energia especifica, correspondente

a lacuna de energia entre BV e BC (bandgap). Essa energia do bandgap aumenta
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na medida em que o tamanho da nanoparticula semicondutora diminui. Assim, os
fotons emitidos pelos semicondutores tendem ao azul (diminuicdo do
comprimento de onda) na medida em que o tamanho da nanoparticula diminui. A
relagdo entre tamanho dos pontos quanticos e a energia da luminescéncia ¢

ilustrada na Figura 6.

| |

Intensidade fluorescente

Pontos quanticos
400 e

Comprimento de onda (hm)

Emissao dependente do tamanho

Figura 6 - Tamanho-dependéncia dos pontos quanticos luminescentes. Maiores QDs
tém menores bandgap (vermelho) em relagédo aos QDs pequenos (azul). Adaptado de
Torchynska e Vorobiev (2011).

A distancia entre o buraco e o elétron é denominada raio de Bohr € o
diametro do ponto quantico equivale ao raio de Bohr do exciténico (Samir ef al.,

2012), que pode ser estimado usando o modelo de Bohr (Equagao 1):

r=c¢h?/mme’ (1)

Onde r ¢ o raio da esfera que corresponde a separagao do par elétron-
buraco; € ¢ a constante dielétrica da particula; m, ¢ a massa reduzida do par
elétron-buraco; h ¢ a constante de Planck, e ¢ a carga do elétron.

A concentracao de QDs numa dispersao coloidal pode ser estimada usando

a lei de Lambert-Beer, que relaciona o coeficiente de extingdo do primeiro
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excitonico com a concentragdo de QDs. A partir do didmetro médio dos QDs ¢
possivel, com equacdes modeladas para tal, obter o valor do coeficiente de
extingdo e assim estimar a concentragcao dos QDs sintetizado.

Yu et al. (2003) desenvolveram experimentalmente equacdes empiricas
capazes de estimar o diametro dos QDs (D, em nm) utilizando o comprimento de
onda correspondente ao maximo de absor¢ao do primeiro excitdénico (A) obtido
através dos espectros de absor¢ao dos QDs. Deste trabalho, a Equagdo 2 ¢ a
Equagao 3 foram propostas para os céalculos dos diametros das nanoparticulas de

CdS, e CdTe respectivamente.

D = (-6.6521 x 10> + (1.9557 x 1022 -(9.2352 x 102)A + (13.29)  (2)

D =(9,8127 x 107)A* - (1,7147 x 107)22 + (1,0064)A - 194,84 3)

Os coeficientes de extingdo estdo relacionados com os didmetros da
nanoparticulas de CdS e CdTe como pode ser visto na Equagdo 4 e na Equacao 5

respectivamente.

e =21536 (D)*"* (4)

e =10043 (D)** (5)

Assim, ¢ possivel estimar o tamanho médio das nanoparticulas e a

concentracdo de QDs em dispersdes coloidais.

Nas nanoparticulas semicondutoras, a fotoluminescéncia ocorre quando o
par elétron-buraco (excitonico) pode voltar para a situagdo original por processos
radiantes (perda de energia através da emissao de foton), que envolvem etapas
ndo radiantes (perda de energia por calor ou através de vibragdes da rede
cristalina). Geralmente, os elétrons, ao retornarem para a BV, desencadeiam uma
combinacdo de ambos os processos. Os elétrons podem se mover rapidamente
pelos niveis de energia da BC através de pequenos decaimentos nao radiantes e a

transi¢do final, através do bandgap ¢ via decaimento radiante. Os processos nao
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radiantes ocorrem a partir de defeitos presentes na superficie do nanocristal ou na
estrutura cristalina, onde neste caso os elétrons e buracos podem recombinar-se
nas armadilhas (traps) formadas nestes defeitos (Matos, 2012), diminuindo a
eficiéncia da luminescéncia. Uma vez que uma parte da energia € perdida através
de decaimentos ndo radiativos, a energia do foton emitido no decaimento
radiativo ¢ menor que o da energia dos fotons incidentes, com consequente
diferenca nos comprimentos de onda de excitacdo e de emissao (deslocamento de

Stokes). (Gullapalli et al., 2013).

1.5.3.
Sintese dos pontos quanticos

A sintese dos QDs pode ser realizada pelo método top-down (de cima para
baixo) ou pelo método bottom-up (de baixo para cima). Na técnica top-down os
nanocristais sio obtidos por litografia', ou seja, as nanoparticulas sdo esculpidas
litograficamente a partir de um substrato semicondutor (Castro, 2010). Nesta
abordagem ¢ possivel produzir uma grande quantidade de material, (Park et al.,
2007, Silva et al., 2010) uma vez que se reduz as dimensdes do material de
partida, em geral em grande quantidade. No entanto, a obtengdo de nanocristais
com tamanhos uniformes, ou seja, com uma distribui¢do estreita de didmetros,
torna-se comprometida uma vez que neste método utiliza-se procedimentos
fisicos (por exemplo, o calor), com limitado controle na formagdao dos
nanocristais. J& o método bottom-up baseia-se na utilizacdo do meio coloidal.
Durante a sintese, o material ¢ estimulado a crescer a partir de seus precursores,
dissolvidos em algum meio e agregando de forma controlada formando as
nanoestruturas. Neste método, ¢ possivel obter nanocristais com tamanhos
relativamente uniformes, uma vez que existe uma melhor distribuicdo do
material no meio reacional e pelo controle do processo através do tempo e da
temperatura de sintese, porém, com essa abordagem, ¢ possivel produzir apenas
pequenas quantidades de nanocristais. (Silva et al., 2010).

Os QDs podem ser obtidos em meio coloidal através de uma variedade de

técnicas experimentais. Diversas rotas sintéticas tém sido propostas a fim de

1 Litografia é a arte de reproduzir, pela impressdo, desenhos num corpo
moldavel
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aperfeicoar e simplificar os métodos ja existentes tornando possivel a obtengao
de nanocristais com uniformidade de tamanho, alta cristalinidade e poucos
defeitos de superficie (Silva et al., 2010). O primeiro método de sintese para
obten¢do de pontos quanticos de CdTe e CdSe, surgiu na década de 1980, e se
baseava na imersao tanto dos precursores metalicos (de Cd no caso) quanto do
telureto ou o seleneto em um material vitreo (Ekimov e Onuschenko, 1982)
como exemplo, matriz vitrea de silicato fundido (Banyai e Koch, 2005). Esta
abordagem tende a produzir nanocristais de baixa relagdo massa-volume, € nao
possibilita um controle efetivo do tamanho dos mesmos. Posteriormente o
crescimento destes materiais foi realizado em matrizes sintetizadas pelo processo
sol-gel. Os reagentes eram difundidos e precipitados dentro de poros umidecidos
com g¢is, sendo o tamanho e a distribuicdo dos nanocristais controlados pelo
tamanho dos poros (Ari et al., 1989). Em 1996, meios organizados com
surfactantes foram utilizados como moldes ou nanorreatores para controlar o
tamanho dos nanocristais. Apesar de ainda ser bastante utilizada, esta técnica
apresenta o incoveniente de produzir nanoparticulas com baixa cristalinidade,
uma vez que as reagdes nao sao realizadas em altas temperaturas, produzindo
materiais com baixos valores para seus rendimentos quanticos luminescentes
(Silva et al., 2010; Ingert, 2001). O método de sintese proposto por Murray et al.
(1993) representou um avango importante uma vez que foi possivel produzir
nanoparticulas cristalinas com distribui¢do estreita de tamanho e com rendimento
quantico luminescente de até 80% e estaveis quimicamente. A qualidade dos
nanocristais formados a partir deste método ¢ decorrente da rapida inje¢do dos
precursores organometalicos, como o dimetilcadmio aos solventes coordenantes,
como oOxido de trioctilfosfina (TOPO) e o agente estabilizante trioctilfosfina
(TOP), em alta temperatura (Silva et al., 2010; Donega et al., 2005), o que
resulta num processo de nucleagdo instantanea, reduzindo a concentragcdo de
reagentes ¢ limitando a probabilidade de ocorréncia de novas etapas de
nucleacao. Os solventes coordenantes utilizados envolvem as superficies dos
nanocristais, estabilizando-as devido a formagao de uma camada hidrofobica que
atua como uma barreira a agregacao demasiada e irreversivel das nanoparticula
(Martins et al., 2012), mantendo-os numa escala nanométrica. No entanto, no
método proposto por Murray os QDs formados sdo praticamente insoluveis em

meio aquoso, sendo por isso, incompativeis com sistemas biologicos, o que
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limita seu uso em aplicagdes biomédicas. Além disso, este método de sintese
com rota organometalica requer precursores extremamente toxicos, piroforicos,
solventes organicos e temperaturas de reacao muito elevadas (Silva et al., 2010;
Murray et al., 1993). A modificacao da superficie desses pontos quanticos € uma
saida para que os mesmos se tornem soliveis em meio aquoso (Silva et al.,
2010). Trocas de precursor, de agente passivante e substituicdo do solvente
coordenante sdo alternativas que também tém sido usadas para minimizar as
desvantagens dessa abordagem.

Mais recentemente, atencao tem sido dada aos procedimentos de sintese
de semicondutores nanocristalinos em meio aquoso. Essa abordagem apresenta
boa reprodutibilidade de sintese, menor custo, utiliza menor quantidade de
insumos téxicos e produz materiais facilmente dispersos em agua. O primeiro
método de sintese de QDs em meio aquoso foi desenvolvido por Rogash et al.
(1996). A sintese ¢ baseada na inje¢ao de precursor calcogeneto em uma solucao
aquosa, contendo o precursor metalico, seguido por refluxo a cerca de 100 °C.
Nesses sistemas, grupos funcionais, como tidis, polifosfatos ou aminas de cadeia
curta, t€ém sido utilizados como ligantes, ou agentes estabilizantes, para diminuir
os defeitos de superficie dos nanocristais e estabilizar as nanoparticulas formadas
(Matos, 2012). A partir de entdo, uma série de rotas de sintese de nanoparticulas
em meio aquoso tém sido descritas (Gaponik et al., 2002; Zhang et al., 2003a;
Shavel e Gaponik, 2004) observando-se grandes progressos na obtengao de QDs
soluvéis em agua com excelentes propriedades luminescentes. Os procedimentos
de sintese em meio aquoso apresentam boa reprodutibilidade sintética, menor
custo, sdo menos toxicos e sao capazes de produzir QDs soluveis em meio
aquoso, facilitando a sua aplicagdo em sistemas biologicos (Viol et al., 2011;
Silva et al., 2010). Apesar de apresentar inimeras vantagens, o método de sintese
coloidal em meio aquoso apresenta o inconveniente de produzir nanocristais mais
polidispersos que os obtidos na sintese organometalica, além de materiais com
rendimentos quanticos luminescentes relativamente baixos (na faixa de 38-67%)
(Li et al., 2006; Zhang et al., 2003b). Algumas técnicas t€ém sido propostas para
amenizar o problema da polidispersdo de tamanhos dos nanocristais obtidos pelo
método coloidal em meio aquoso. As estratégias utilizadas sdao a dopagem dos
nanocristais, e a utilizacdo de processos de pos-preparo, como o tratamento

fotoquimico (Li et al., 2007), e a precipitagdo seletiva de tamanhos (Zhang et al.,
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2003b). A precipitacdo seletiva se baseia na desestabilizacdo e precipitagdo das
particulas maiores em relacao as menores dispersas no meio aquoso. Na medida
em que as nanoparticulas se agregam por forcas de Van der Walls, elas crescem.
Esse crescimento nao ¢ regular e as que atingem um tamanho maior podem ser
precipitadas por centrifugagdo. A dopagem de semicondutores nanocristalinos
consiste na introdu¢do de pequenas impurezas na rede cristalina dos QDs (Silva,
2010). Como exemplo, tem-se a dopagem de semi condutores dos grupos I1-VI
da tabela periodica com fons Mn?", produzindo estabilidade e conferindo
propriedades magnéticas aos QDs (Furdyna, 1988; Silva et al., 2010). No
processo de dopagem de QDs € necessario que os ions adicionados apresentem a
mesma valéncia e possuam raios i6nicos semelhantes ao ion hospedeiro para que
o dopante ndo migre para a supeficie do nanomaterial (Silva, 2010). Um exemplo
de sintese de nanocristais com tratamento fotoquimico foi descrito por Lan ef al.
(2007). Neste trabalho foram sintetizadas nanoparticulas de ZnSe, que foram
irradiadas com luz UV. A irradiacdo do ZnSe capeada com tiol em solugdo
aquosa aerada leva a formacgdo de ZnSe(S), que possui maior rendimento
quantico de fotoluminescéncia e perfil de banda de emissdo mais estreito.
Estratégias de sintese de nanocristais com estruturas do tipo carogo/casca
(core/shell) também sdo utilizadas a fim de evitar a polidispersao dos
nanocristais formados e aumentar a eficiéncia quantica luminescente como sera

discutido na se¢do seguinte.

1.5.4.
Estrutura dos QDs e passivagao da superficie

A razdo entre a area superficial e o volume das nanoparticulas ¢ muito
elevada em comparagdo aos materiais de escala de grandeza maior. Assim, a
superficie da nanoparticula tem fundamental importdncia nas propriedades
peculiares dos nanomateriais. Nos QDs essa relacao faz com que os defeitos de
superficie ou de cristalinidade exer¢gam papel fundamental no processo radiante,
uma vez que podem criar niveis de energia mais profundos que fazem com que
elétrons e/ou buracos fiquem presos temporariamente em “armadilhas” existentes
no solido, diminuindo a eficiéncia quantica luminescente dos QDs (Almeida,

2008). Portanto, para assegurar que o processo radiante seja eficiente, deve-se
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minimizar tais armadilhas na estrutura da nanoparticula. Dos principais defeitos
de superficie existentes, os mais comuns sdo os chamados “dangling bonds”, ou
‘ligagdes soltas’. Dentro do cristal, cada atomo de calcogénio (Se ou Te, por
exemplo) ou de metal (Cd, em geral), mantém quatro coordenagdes com seus
vizinhos. J4 na superficie, a auséncia de vizinhos faz com que estes 4&tomos nao
tenham com quem se ligar, e seus elétrons fiquem presos temporariamente nas
armadilhas existentes no solido, diminuindo a eficiéncia fotoluminescente. O
buraco ou o elétron foto-excitado também pode interagir com adsorbatos por
meio de transferéncia de carga do tipo que ocorre em sistemas doador-aceitador
(Cohen et al., 1999). Isso produz alteragdes no tempo de vida da luminescéncia
ou no rendimento quantico luminescente. Assim, pode ocorrer reducdo ou
oxidagdo das moléculas adsorvidas na superficie do ponto quantico e o par
elétron-buraco nao se recombina. A passivagdo da superficie dos QDs ¢ uma
forma de diminuir o numero dessas °‘ligagdes soltas’ na superficie dos
nanocristais, protegendo o nucleo da estrutura de sofrer oxidagdo, além de
aumentar a fotoestabilidade da nanoparticula e melhorar o seu rendimento
quantico (Samir et al., 2012; Alivisators et al., 2005).

A forma mais comum de passivagdo consiste em usar um passivante
organico, que também funciona como estabilizante das nanoparticulas na
dispersdao coloidal (Almeida, 2008). Este processo de passivacdo organica da
superficie dos QDs consiste no recobrimento dos atomos da superficie com
diferentes adsorbatos que podem ocupar os sitios coordenados livres na
superficie dos QDs (Nose et al., 2006). A passivagdo organica possibilita a
bioconjugacdo e¢ a obtencdo de suspensdes coloidais mais monodispersas.
Geralmente os ligantes mais usados sdo os fosfenos (TOPO) e os mercaptanos
(SH-) (da Silva, 2013; Michalet ef al., 2005). Um estudo realizado por Acar et al.
(2009), mostrou que o uso do acido mercaptopropionico (2MPA) como ligante
de recobrimento dos QDs aumenta a sua fotoestabilidade ¢ a sua intensidade de
sinal luminescente por diminuir os defeitos de superficie dos QDs (Carvalho et
al., 2013). Os QDs podem ser modificados posteriormente pela adicao de
diferentes grupos funcionais (Gao et al., 1998; Zhang et al., 2003a) nos sitios
disponiveis da superficie dos mesmos, gerando novos capeamentos para o
nanocristal e adicionando funcionalidade a eles. A presenca de diferentes

moléculas proximas da superficie dos QDs pode ocasionar mudangas nas suas
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propriedades luminescentes, o que possibilita o uso destes com fins analiticos.
Para tal, o ligante deve conter um grupo funcional com alta afinidade pela
superficie da nanoparticula como exemplo, grupo tiol e outro grupo funcional
como carboxilato. Alguns exemplos de ligantes podem ser citados, como L-
cisteina e acido mercaptoacético (Galian e De La Guardia, 2009). Estes ligantes
também possuem grupos que interagem com os analitos de interesse,
modificando as propriedades luminescentes da nanoparticula. Os dois grupos
funcionais do ligante, o que se liga aos QDs e o que interage com o analito de
interesse, sao separados por uma cadeia alquila. Analitos contendo grupos
funcionais nas suas estruturas podem também se ligar diretamente aos sitios
disponiveis da superficie do QDs, alterando suas propriedades luminescentes
(Ramanery, 2012).

A estrutura do tipo carogo/casca ¢ formada por uma combinagao de dois
semicondutores diferentes, onde o caroco ¢ recoberto por uma camada externa
contendo outro semicondutor (casca) (Silva et al, 2010). Por exemplo, a
passivacao pode ser obtida com o crescimento de uma camada de material
inorganico (casca) em volta dos QDs cujo bandgap de energia ¢ maior que a dos
QDs do carogo (Peng et al., 1997; Nirmal e Brus, 1999). A deposi¢ao de uma
camada semicondutora de espessura suficientemente grande (por exemplo, de
ZnS) na superficie dos QDs (por exemplo de CdTe) faz com que buracos e
elétrons fiquem fortemente confinados na regido do carogo. Isto ocorre porque o
semicondutor da casca separa fisicamente a superficie ativa do semicondutor do
caroco do meio reacional, o que provoca uma diminuicdo dos defeitos de
superficie (Silva et al., 2010), assim o decaimento radiante ¢ a Gnica opgao para
o sistema perder energia (Alivisators et al., 2005). Isto resulta no aumento da

luminescéncia dos QDs devido a supressao da recombinagdo nao-radiante.

1.5.5.
Toxicidade dos QDs

A toxicidade dos QDs, em especial daqueles contendo Cd, Pb e As, ¢
provavelmente a mais importante limitagcdo para as aplicagdes in vivo. Como nao
ha muitos estudos toxicoldgicos, existem varias discrepancias sobre este tema.

(Galian e De La Guardia, 2009). A toxicidade dos QDs depende de diferentes


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0912341/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0912341/CA

59

fatores que vém de propriedades como tamanho, concentracdo, estabilidade da
nanoparticula, natureza e funcionalidade do ligante capeante. As mesmas
caracteristicas que tornam os QDs atraentes, do ponto de vista de aplicagdao
tecnologica, podem ser indesejaveis quando liberadas no meio ambiente, uma
vez que as pequenas dimensdes dos nanocristais facilitam a sua difusdo e
transporte na atmosfera, em aguas e em solos, ¢ dificulta sua remog¢ao por
técnicas usuais de filtracao. Isso pode também facilitar a entrada e o acimulo de
nanoparticulas em cé¢lulas vivas (Quina, 2004). Devido a sua alta razdo
superficie-volume, as nanoparticulas sao mais propensas a sofrer decomposicao
parcial e liberar ions. Como sdo muito pequenos, eles podem ficar na superficie
das membranas celulares ou retidas no interior das células, causando efeitos
prejudiciais. Os revestimentos superficiais dos pontos quanticos, com uma
camada de silica, por exemplo, sdo indicados como alternativas para reduzir a
toxicidade destes materiais, evitando que se liberte o material toxico do nucleo

(Cachetas, 2013).

1.5.6.
Uso dos QDs em detecgdes analiticas

Conforme descrito, as propriedades dos pontos quanticos podem ser
modificadas facilmente pela presenca de ligantes de recobrimento (capeamento).
Isso significa dizer que até certo ponto ¢ possivel ajusta-las de acordo com as
necessidades requeridas para uma dada aplicacdo. A presenga de diferentes
ligantes na superficie dos QDs pode alterar consideravelmente suas
caracteristicas habilitando o uso dessas nanoparticulas semicondutoras em
aplicagoes analiticas diversas (Chen e Rosenzweig, 2002).

Os sensores baseados no uso de QDs como sondas funcionam em fun¢ao
das variacdes da resposta fotoluminescente das nanoparticulas na presenca de um
determinado analito. A interacdo analito-QDs pode proporcionar ganho de sinal
(aumento na intensidade da fotoluminescente) ou sua supressao (quenching) que
diminui a fotoluminescéncia dos QDs apds interagdo com um analito. A
supressao da fotoluminescéncia dos QDs em funcdo da interagdo com outra
espécie quimica ¢ a abordagem analitica quantitativa mais comum quando se

utiliza QDs como sondas analiticas.
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1.6.
Processos de supressao de luminescencia

Os processos de supressao de luminescéncia dizem respeito a quaisquer
eventos que provocam a diminuicao da intensidade da luminescéncia produzida
por um luminoéforo. Uma variedade de processos pode resultar na diminui¢ao de
sinal emitido por um luminéforo na presenca de uma espécie supressora. Como
exemplo pode-se citar os rearranjos moleculares, o efeito filtro, a transferéncia de
energia (long range quenching), colisao (supressao dindmica de luminescéncia ou
quenching dindmico) e formac¢ao de complexos ndo luminescentes (supressao
estatica de luminescéncia ou quenching estatico) (Lakowiczy, 2006).

No efeito filtro (ou dark quenching), parte da radiagdo de excitacao ¢
absorvida por uma espécie quimica presente no meio onde se encontra o
luminoéforo, diminuindo a quantidade de fotons incidentes disponiveis para a
excitacdo do luminoforo. A magnitude desse efeito € até certo ponto proporcional
a quantidade da espécie quimica absorvedora e requer total ou parcial
sobreposi¢do entre a banda de absorc¢ao da espécie quimica que absorve radiagao
e o perfil de excitagao do lumino6foro.

Em ambos, quenching estatico e quenching dinamico, o contato entre a
espécie supressora € o luminoforo ocorre. O quenching dindmico caracteriza-se
pela colisdo entre a espécie supressora € o lumindforo durante o tempo de vida
deste no estado excitado. Apds o contato, o lumindforo retorna para o estado
fundamental, sem emitir fétons ja que a energia para tal foi transferida para a
espécie supressora na colisdo. Em geral, esse tipo de supresdo ocorre sem
qualquer alteracao na estrutura quimica das espécies envolvidas no processo, isto
¢, ndo ha reagdo quimica. Ja no quenching estatico, ocorre a formacao de um
complexo estavel e ndo luminescente entre a espécie supressora € o luminoforo.
A magnitude de ambos os tipos de supressdo de fotoluminescéncia guarda
relagdo de proporcionalidade com a quantidade da espécie supressora presente no
meio onde o luminéforo se encontra. Em ambos os casos a capacidade de difusao
da espécie supressora no meio onde ocorre o processo ¢ importante.

A supressao de luminescéncia pode ser descrita por diferentes modelos,
por exemplo, os de Langmuir, mas o modelo mais comum ¢ o previsto pela

equagao de Stern-Volmer (Equagao 6).
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Lo/L =1+ ksn[Q] =1+ Ksv[Q] (6)

Onde Lo e L sdo as intensidades de luminescéncia da sonda
repectivamente na auséncia € na presenga da espécie supressora Q; k, € a
constante de supressao bimolecular; Ty ¢ o tempo de vida do luminoforo na
auséncia de Q; [Q] € a concentracao de Q no meio onde se encontra o sensor. A
constante de supressdo de Stern-Volmer ¢ dada por Ksy = kyt9. O grafico que
relaciona a razao Lo/L em fung¢ao de [Q] ¢ linear, a inclinacao da curva fornece o
valor de K5y e a interseccdo da curva com o eixo das ordenadas ocorre
idealmente em 1.

A natureza da supressao de luminescéncia pode ser avaliada pelas curvas
de decaimento (e medigdes de tempo de vida) da luminescéncia da sonda na
presenca ¢ auséncia da espécie supressora. Quando as curvas mostram
decaimentos luminescentes similares, e por consequéncia, 0s mesmos tempos de
vida para a sonda independentemente da presenga da espécie supressora, o
quenching ¢ do tipo estatico. Isso se deve ao fato da interagdo entre o supressor e
a sonda nao afetar a populacdo que se encontra no estado excitado. Caso
contrario, quando o tempo de vida de decaimento da luminescéncia diminui na
presenca da espécie supressora, o quenching ¢ do tipo dinamico. Outra
abordagem para se distinguir o tipo do quenching de luminescéncia ¢ pela
avaliacdo da variagdo da inclinacdo da curva de Stern-Volmer (o valor de Kgy)
em funcdo da temperatura do meio onde se da a interagdo entre a sonda e a
espécie supressora. Temperaturas mais elevadas desfavorecem a formacao do
complexo ndo luminescente entre a sonda e a espécie supressora, assim, no
quenching do tipo estatico, o aumento da temperatura reduz a estabilidade do
complexo formado resultando na reducdo de Ksy. Em contrapartida, maiores
temperaturas resultam em maior coeficiente de difusdo da espécie supressora no
meio, logo o valor de Ky aumenta quando o quenching ¢ do tipo dinamico (Yang
etal.,2012).

Para se efetivamente descartar a possibilidade da diminuicao de
luminescéncia da sonda por causa de efeito de filtro, a contribui¢do dos
coeficientes de absor¢do do meio deve ser considerada. Esse efeito de filtro
interno ¢ muitas vezes ignorado nos modelos de supressio usados para a

quantificagdo de analitos. Quando existe no meio uma espécie quimica que
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absorve a radiacdo de excitacdo ou a radiagdo emitida pela sonda, o modelo de
Stern-Volmer corrigido deve levar em consideragdo os coeficientes de absorcao

como indicado na Equagao 7 (Van De Weert, 2010).

Lcor — Lobs X 10(Aexc+Aem)/2 (7)

Onde Lobs € Leor sdo as intensidades da fotoluminescéncia da sonda antes
e depois da corregdo do efeito filtro, Aexc € Aemis S20 0s valores das absorvancias
medidas nos comprimentos de onda de emissao e de excitagao escolhidos para a
sonda.

Como a fotoluminescéncia dos QDs ¢ muito sensivel as variacdes na sua
superficie, ¢ razoavel esperar que a interagdo quimica ou fisica entre uma
determinada espécie quimica e a superficie da nanoparticula resulte em
mudancas na eficiéncia de recombina¢ao do nucleo elétrons-buraco (Moore e
Patel, 2001). Como esse efeito pode ser dependente da concentracdo da espécie
supressora, a sua utilizagdo no ponto de vista analitco ¢ evidente. A primeira
utilizagao dos QDs como sensor seletivo para ions foi relatada em 2002, onde
QDs capeados com L-cisteina e tioglicerol foram utilizados para a detec¢ao de
Zn*" e Cu®" em amostras biologicas. QDs de CdS revestidos com tioglicerol
foram sensiveis apenas aos fons Cu>” e Fe?", enquanto que os QDs de L-cisteina-
CdS foram sensiveis aos fons Zn>". O modelo de Stern-Volmer descreveu
eficientemente a dependéncia da concentragio do fon Cu*" da intensidade
luminescente dos QDs de tioglicerol-CdS (Chen e Rosenzweig, 2002).

Embora menos comum, outra abordagem decorre do aumento da
fotoluminescéncia da sonda de QDs apds a interagdo com a espécie quimica de
interesse. O ganho de fotoluminescéncia ocorre devido a passivagdo dos defeitos
existentes na superficie dos QDs. Um mecanismo proposto para explicar o ganho
de fotoluminescéncia ao se adicionar o analito na dispersao seria a supressao dos
processos de decaimentos nado radiativos apos a interacdo com o analito (Galian e
De La Guardia, 2009). Esta abordagem de ganho de fotoluminescéncia ¢ mais
interessante do ponto de vista analitico porque proporciona uma maior
seletividade quando comparado com o processo de quenching e nao ter sua

sensibilidade limitada pela magnitude do sinal da sonda na auséncia do analito.
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Na Tabela 2 estdo sumarizadas algumas utilizagdes de QDs como sondas

fotoluminescentes para determinacao de diversos analitos.

Tabela 2 — Exemplos de métodos analiticos desenvolvidos usando QDs como sensores.

Revestimento QDs Analito Tipo de efeito” LD Referéncia
dos QDs
TOPO CdSe Spirolactona Q 0,2 mg/mL Liang et al., 2006
L-Cisteina cds Ag' A 5nM Chen et al., 2005
3 MPA CdTe Cu(I) Q 0,19ng/mL  Bo et al., 2005
L-Cisteina Cds Hg (II) Q 2,4 nmol/L  Cai et al., 2006
L-Cisteina CdTe Cardiolipina Q 18,5 nmol/L  Zhao et al,. 2010
TGA CdTe Melamina Q 0,04 mg/LL  Zhang et al., 2012
3MPA Q 8 mmol/L
CdTe Lapachol Aucélio et al., 2013
3MPA CdTe Roxitromicina Q 4.6 pg/mL  Penget al., 2011
TGA CdS Sulfatiazina Q 8.0 umol/L  Liu, et al .,2007
L-cisteina ZnS Acid nucleics Q 0,5 mmol/L Li et al., 2004
TGA CdS Sulfadiazina Q 8 mmol/L  Liu et al;, 2008
Hexametafosfato CdS Acido urico Q 0,1 ng/mL  Han et al., 2009
Teteraciclina e 5nM
TGA CdsS oxitetraciclina Q 10 nM Zhao et al., 2013
Glutationa CdTe acido elagico Q 0,093 ug/mL Shen et al., 2013
Molina-Garcia et
MPA CdTe Cetoprofeno Q 2,3 ug/mL  al.., 2013
*Q se refere a supressdao de fotoluminescéncia e A se refere a aumento de
fotoluminescéncia.
1.7.

Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina ou delgada (do inglés Thin Layer

Chromatography ou TLC) foi uma das primeiras abordagens cromatograficas

para isolar espécies quimicas em uma amostra complexa. De sua inicial natureza

qualitativa e preparativa, a TLC evoluiu como técnica quantitativa de capacidade

ultra trago (determinacao de trago de analito em uma microamostra) com a

utilizacao de sistemas de deteccdo por fluorescéncia, refletancia, densiometria e

Raman. A técnica de separacdo se baseia na migragdo diferencial dos

componentes da mistura devido as diferentes interagdes entre a fase movel e a

fase estacionaria disposta na forma de uma camada fina de material sélido.

Exemplos mais comuns de fase estacionaria sdo placas contendo alumina e a
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silica gel, este ultimo material ¢ o mais utilizado na TLC (Gocan, 2002). O
sucesso da separacao de uma mistura complexa vai depender da escolha do tipo
de fase estacionaria em relagdo as propriedades dos analitos. Por exemplo, a
silica ¢ uma substancia polar, portanto quanto maior o carater polar do analito,
maior serd sua retencao na silica, requerendo para a sua eluigdo uma fase movel
muito polar.

A identificagdo inicial da zona (mancha) de um composto especifico na
placa pode ser feita por meio da presenca de um indicador colorimétrico ou
fluorescente e com a ajuda da avaliagdo comparativa de migracdo de padrdes
adicionados a placa. Cada analito adicionado na placa, apos certo tempo em
contato com a fase movel, migra a uma distancia especifica que ¢ definida pelo
fator de retengdo (valor de Rf) que ¢ a razdo entre a distancia percorrida pela
zona do analito e a distancia percorrida pela frente do solvente. Embora simples,
a capacidade da técnica para a separagdo de componentes de estrutura similar ¢
muito boa. Isso aliado a sua simplicidade pode trazer grandes beneficios do
ponto de vista analitico.

A separacdo de componentes por TLC ¢ muito adequada para a
determinagdo quantitativa usando sondas dos QDs, j& que o material de uma
zona na placa pode ser facilmente raspado, extraido e adicionado na sonda de
maneira muito simples e rapida. O potencial dessa abordagem foi demonstrada
recentemente por Aucélio et al. (2013) onde a determinagdo seletiva de lapachol
em extratos de planta na presenca de derivados da beta-lapachona foi obtida com
sucesso usando uma TLC com fase estacionaria de silica e sonda dos QDs de

3MPA-CdTe.

1.8.
Contextualizagao

A utilizagdo dos QDs como sensores fotoluminescentes para determinacao
de analitos de interesse tém crescido consideravelmente nos tltimos anos devido
a facilidade de métodos sintéticos para a sua obtengdo, principalmente em meio
aquoso, ¢ a existéncia do forte confinamento quantico nos nanocristais que
habilitam a utilizagdo de métodos Opticos de analise. Uma caracteristica

fundamental para escolha das nanoparticulas semicondutoras como sondas
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consiste na flexibilidade de escolha dos comprimentos de onda de excitagdo,
uma vez que, dependendo do tipo de sensor utilizado ¢ possivel escolher
comprimentos de onda de excitagdo mais deslocados para o vermelho, de modo
a eliminar interferéncias causadas por matrizes complexas e contribui¢cdes de
efeito de filtro (que possa ser causado por algum analito de interesse). A
simplicidade no manuseio das dispersdoes aquosas dos QDs e sua elevada
estabilidade, quando acondicionados sob refrigeragao ao abrigo da luz tornam os
QDs potenciais fluorérofos para aplicagdes em quimica analitica.

Vislumbrando o potencial da utiliza¢ao de nanosondas dispersas em meio
aquoso, o Laboratorio de Espectroanalitica e Eletroanalitica (LEEA) da PUC-
Rio, a partir de 2009, tem dedicado parte de seus esfor¢os em pesquisa no
desenvolvimento de abordagens analiticas que tiram vantagem da
nanotencologia, em especial ao uso das propriedades fotoluminescentes dos QDs
e das propriedades Opticas de nanoparticulas de ouro. A presente Tese ¢
resultado de parte desse esforco que ja rendeu uma dissertacdo, uma Tese € um
projeto de pos-doutoramento que gerou trés artigos publicados e quatro outros

submetidos além de varias comunicagdes de congresso.
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