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RESUMO

Sintese de pontos quéanticos de carbono fluorescentes assistida por micro-ondas para
determinacao de acido ascérbico e riboflavina em suplementos vitaminicos

Neste trabalho, os precursores &cido etilenodiamino tetra-acético, tiossulfato de sodio e ureia,
usualmente disponiveis em laboratdrios analiticos, foram empregados na sintese de etapa Unica
de pontos quénticos de carbono pelo método assistido por micro-ondas de uso doméstico de
1.400 W. Na investigacdo da caracterizagdo dos PQC foram registradas as imagens TEM,
espectro de FTIR, analises XPS, XRD, potencial Zeta, espectroscopia de absor¢do UV-Vis e
espectroscopia de fluorescéncia molecular. Utilizando duas configuragdes instrumentais
distintas, uma rede de difragdo com detector baseado em fotomultiplicadora, Agilent, e outro
com detector CCD e LED 372 nm, Ocean Optics, os PQC exibiram propriedades oOpticas
estaveis por 240 dias com emissdo de fluorescéncia de coloracdo azul em 430 e 440 nm,
respectivamente, solubilidade em &gua e rendimento quéntico de fluorescéncia de 8,9 %, sendo
aplicados na determinacdo do teor de acido ascérbico (AA) e riboflavina (RB) em suplementos
vitaminicos. Os mecanismos de fluorescéncia dos PQC foram o quenching dindmico para o
sensor PQC/Cr(VI) baseado na variacdo de Ksv com a variacdo de temperatura, e retorno da
fluorescéncia por supressao na presenca de AA e o quenching estatico baseado na variacao de
Ksv com a variagdo de temperatura e efeito de filtro interno na interacio com RB. O
planejamento fatorial 2* foi usado na otimizag&o dos parametros analiticos de PQC/Cr(VI)/AA
empregando as variaveis volume de PQC, volume de tampdo, concentracdo de NaCl 0,5 mol L-
! e concentracéo de ion cromo(V1) e o planejamento 22 para PQC/RB empregando as variaveis
volume de PQC, volume de tamp&o, concentragdo de NaCl 0,5 mol L, calculados usando a
versdo livre do software Minitab. No instrumento Agilent, o sensor PQC/Cr(V1) empregado na
determinacdo de AA por meio da estratégia on-off-on resultou numa faixa linear de 0,5 a 50 ug
mL?te LOD 0,15 ug mL™?, recuperacio das amostras de 80,72 a 107,72 % e test t pareado para
amostras liquidas de 1,88 e 0,6 para solidas; e para a determinacdo de RB resultou numa faixa
linear de 0,1 a7 pg mL* e LOD 0,09 pug mL™, recuperagdo das amostras de 85,07 a 112,23 %
e test t pareado para amostras em capsulas de 0,74. No instrumento Ocean Optics, 0 sensor
PQC/Cr(VI1) empregado na determinacdo de AA por meio da estratégia on-off-on resultou numa
faixa linear de 0,25 a 50 pg mL* e LOD 0,1 pg mL™, recuperacdo das amostras de 86,21 a
108,74 % e test t pareado para amostras liquidas de 3,10 e 0,14 para sélidas e para a
determinacdo de RB resultou numa faixa linear de 0,1 a 4,5 ug mL™* e LOD 0,03 pg mL™*
recuperacdo das amostras de 88,97 a 112,96 % e test t pareado para amostras em capsulas de
3,05. O estudo de seletividade analitica, usando diferentes compostos organicos e inorganicos,
foi realizado a partir do efeito quenching, retorno da fluorescéncia com diferentes ions
metalicos e retorno de fluorescéncia do sensor PQC/Cr(VI). Portanto, os PQC sintetizados
foram utilizados na determinagdo de AA e RB em suplementos vitaminicos usando dois
instrumentos de fluorescéncia, e a aplicacdo desse nanomaterial pode ser expandida para
diferentes analitos e matrizes.

Palavras-chave: nanoparticulas; EDTA; planejamento fatorial; micro-ondas; suplementos

vitaminicos.



ABSTRACT

Microwave-assisted synthesis of fluorescent carbon quantum dots for determination of
ascorbic acid and riboflavin in vitamin supplements

In this study, the precursors ethylenediaminetetraacetic acid, sodium thiosulfate, and urea,
which are commonly available in analytical laboratories, were used in a one-step synthesis of
carbon quantum dots via a domestic 1,400 W microwave-assisted method. Characterization of
the quantum dots included TEM imaging, FTIR spectroscopy, XPS analysis, XRD, Zeta
potential measurement, UV-Vis absorption spectroscopy, and molecular fluorescence
spectroscopy. Using two distinct instrumental, setups a diffraction grating with a
photomultiplier detector (Agilent), and another with a CCD detector and 372 nm LED (Ocean
Optics), the quantum dots exhibited stable optical properties for 240 days with blue
fluorescence emission at 430 and 440 nm, respectively, water solubility, and a fluorescence
quantum vyield of 8.9%. They were applied in the determination of ascorbic acid (AA), and
riboflavin (RB) content in vitamin supplements. The fluorescence mechanisms of the quantum
dots included dynamic quenching for the PQC/Cr(V1) sensor based on the variation of Ksv with
temperature change, and fluorescence recovery through suppression in the presence of AA, as
well as static quenching based on the variation of Ksv with temperature change and internal
filter effects in interaction with RB. A 2-factorial design was used to optimize the analytical
parameters of PQC/Cr(VI)/AA, employing the variables PQC volume, buffer volume, 0.5 mol
L NaCl concentration, and Cr(VI) ion concentration, and a 23-factorial design for PQC/RB,
using the variables PQC volume, buffer volume, and 0.5 mol L* NaCl concentration, calculated
using Minitab free software. On the Agilent instrument, the PQC/Cr(V1) sensor used for AA
determination through an on-off-on strategy resulted in a linear range of 0.5 to 50 pg mLand
an LOD of 0.15 pg mL™, with sample recovery ranging from 80.72 to 107.72% and paired t-
test results of 1.88 for liquid samples and 0.6 for solid samples; for RB determination, it yielded
a linear range of 0.1 to 7 ug mL* and an LOD of 0.09 ug mL™, with sample recovery from
85.07 to 112.23% and a paired t-test result of 0.74 for capsule samples. On the Ocean Optics
instrument, the PQC/Cr(V1) sensor for AA determination with an on-off-on strategy produced
a linear range of 0.25 to 50 ug mL* and an LOD of 0.1 pug mL™%, with sample recovery between
86.21 and 108.74% and paired t-test results of 3.10 for liquid samples and 0.14 for solid
samples; for RB, it showed a linear range of 0.1 to 4.5 ug mL* and an LOD of 0.03 ug mL*,
with sample recovery from 88.97 to 112.96% and a paired t-test result of 3.05 for capsule
samples. An analytical selectivity study, using various organic and inorganic compounds, was
performed based on quenching effects, fluorescence recovery with different metal ions, and
fluorescence recovery of the PQC/Cr(V1) sensor. Therefore, the synthesized quantum dots were
used for the determination of AA and RB in vitamin supplements using two fluorescence
instruments, and the application of this nanomaterial can be expanded to different analytes and
matrices.

Keywords: nanoparticles; EDTA; factorial design; microwave; vitamin supplements.
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APITULO 1

NTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Atualmente, a automedicacdo vem preocupando os profissionais de saude devido a
flexibilidade na compra de suplementos vitaminicos, antiparasitarios e anti-inflamatorios em
farmécias comerciais sem adequada vistoria (Santos; Albuquerque; Guedes; 2022; Sadio et al.,
2022). Dessa forma, a importancia do controle de qualidade de medicamentos e suplementos
vitaminicos tornaram-se imprescindivel devido a necessidade de assegurar a integridade de seu
principio ativo desde a producdo até o consumo pela populacdo (Tiggeman, Limpi e Chaves,
2024). Conforme a resolucéo n° 98/2016, existem varios critérios que isentam a administracéo
e compra de medicamentos sem prescricdo medica, incluindo o tempo minimo de
comercializacdo, reacfes adversas, baixa toxicidade e ndo apresentar dependéncia
medicamentosa (Anvisa, 2016). Portanto, o desenvolvimento de materiais utilizados na
investigacao e controle da qualidade do teor de medicamentos é de importancia para populacéo.

Um dos suplementos vitaminicos utilizados sem prescri¢cdo médica é o acido ascorbico
(AA). Conhecido popularmente como vitamina C, o AA é encontrado em produtos
farmacéuticos suplementares, cosméticos e alimentos como vegetais e frutas frescas, polpas e
sucos comerciais (Meng et al., 2022). Além disso, é um excelente antioxidante que previne o
envelhecimento e danos teciduais no corpo humano (Preethi et al., 2022; Rose; Bode, 1993).

Outro suplemento vitaminico vendido sem prescricdo médica é a riboflavina (RB).
Conhecida popularmente com vitamina B2, a RB é uma substancia solivel em meio aquoso
que desempenha um importante papel no sistema fisiologico dos seres humanos, mas é
facilmente degradavel quando exposto a luz ambiente (Wang et al., 2015). Esses suplementos
vitaminicos sdo utilizados para melhorar o sistema imunoldgico e combater os sintomas da
COVID-19.

A nanotecnologia que é a aplica¢do dos materiais produzidos pela nanociéncia, representa
uma complementacdo nas areas de pesquisa pelo desenvolvimento de novos dispositivos e
sistemas com propriedades e fungGes alternativas, baseados no rearranjo de estruturas atbmicas
em escala nanomeétrica (Bayda et al., 2020). Os materiais nanométricos tém atraido a atencao
dos pesquisadores que buscam novas alternativas para reducdo de recursos, em termos de
energia e materiais, para produzir componentes que oferecam produtos com alto potencial e
baixo custo de fabricacéo, no caso, as nanoparticulas (Corbett et al., 2020).

O surgimento dos pontos quanticos (PQs), em 1980, revolucionou o uso de nanomateriais
no campo cientifico e industrial devido as suas excelentes propriedades Opticas e eletrdnicas e

por possuirem formas e tamanhos controlados que podem ser aplicados no desenvolvimento de
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fotodetectores, na producdo de diodo emissores de luz, tecnologia de célula solar ou
computacdo (Wagner et al., 2019; Alaghmandfard et al., 2021).

No entanto, em 2004, os pontos quanticos de carbono (PQC) foram descobertas
acidentalmente durante processo de separacéo e purificacdo de nanotubos de carbono de parede
simples pelo método eletroforético (Xu et al., 2004). Esses nanomateriais sdo quase esféricos,
com didmetro inferior a 10 nm, e possuem propriedades Opticas e eletrdnicas semelhantes aos
pontos quanticos, mas distinguem no baixo custo de sintese, alta biocompatibilidade,
solubilidade em &gua (Xu et al., 2020; Xu et al., 2022; Zhao et al., 2022).

Essas nanoparticulas demonstram um amplo potencial em aplicagdes incluindo sensores
(Jia et al., 2022), imagens (Atchudan et al., 2021), medicamentos (Preethi et al., 2022),
fotocatalise (Han et al., 2018) e diodos emissores de luz (Wang et al., 2022). Além disso, a
estratégia on-off-on, atribuida a supressdo do efeito quenching (on-off) e retorno da
fluorescéncia (off-on) dos PQC, tem sido amplamente utilizada na determinacdo de metais e
moléculas devido a deteccdo simultanea, a seletividade e sensibilidade analiticas (Jia et al.,
2022).

As propriedades 6pticas dos PQC sdo dependentes do tamanho e morfologia das
nanoparticulas, podendo exibir uma mudanca no estado de superficie pela presenca de grupos
funcionais em sua estrutura. Esses grupos auxiliam o efeito do confinamento quéantico e/ou
efeito da hibrizacdo pelas conjugacfes de ligacdes duplas entre atomos de carbono (Molaei,
2020; Yuan, et al., 2016).

Os PQC produzem o efeito quenching como parametro quantitativo de sinal analitico de
fluorescéncia. Baseado nesse efeito, os principais mecanismos quenching encontrados na
literatura sdo: quenching dindmico, quenching estatico, efeito do filtro interno e transferéncia
de energia ressonante Forster (Zu et al., 2017).

Esses nanomateriais apresentam rotas de producdo ambientalmente amigaveis mediante
sintese a partir de recursos naturais como limédo e cebola (Monte-Filho et al., 2019), batata
(Preethi et al., 2022), residuos de fruta Myrica rubra (Fan et al., 2022). Bastante usual é a
utilizacdo de reagentes quimicos como acido citrico e L-cisteina (Hamid et al., 2023), N-(4-
amino phenyl) acetamide e (2,3-difluoro phenyl) boronic acid (Xiao et al., 2023) e DL-malico
e levofloxacina (Zhao, et al., 2022), entre outros, dos quais se conhece a concentracao e pureza,
aspectos que contribuem para o controle e reprodutibilidade da sintese.

Os precursores acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), tiossulfato de sodio e ureia
sdo reagentes utilizados em diferentes sinteses descritas na literatura. Esses precursores

possuem caracteristicas distintas, mas auxiliam no deslocamento do comprimento de onda de
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emissdo e aumentam a intensidade de fluorescéncia, devido a funcionalizacdo dos grupos
organicos na sintese das nanoparticulas (Saengsrichan et al., 2022; Hu et al., 2022a; Nugraha
etal., 2021).

A sintese de PQC pode ser realizada por dois métodos: top-down, que consiste da
decomposicgéo de precursores de estruturas maiores de carbono visando a obtengéo de materiais
de dimensdes nanométricas por ablacéo a laser, oxidacdo quimica e descarga de arco-voltaico,
e 0 metodo de sintese bottom-up, onde os PQC sdo sintetizados via polimerizacdo e
carbonizacdo de precursores moleculares sob condicdes especificas, como hidrotermal,
solvotermal, pirdlise, micro-ondas e ultrassom (Kurian; Paul, 2021; Jonas; Pappas, 2021,
Hebbar, et al., 2023).

O método assistido por micro-ondas vem ganhando popularidade devido a simplicidade
no manuseio instrumental, baixo custo, baixa producdo de impureza, sistema de seguranca
apropriado e tempo rapido de sintese, sendo adequado para precursores de carbono, incluindo
residuos alimentares e reagentes quimicos (Nair et al., 2020).

Varios PQC foram produzidos pelo método assistido por micro-ondas usando diferentes
precursores, incluindo Kundu, Maity e Basu (2023), que produziram PQC a partir do bagaco
de laranja para determinacdo de ion cromo(V1) e 4-nitrofenol em agua de torneira e lago; Hao
e colaboradores (2023) produziram PQC utilizando os precursores &cido citrico e ureia na
determinacéo ion mercurio(ll) e AA em amostra de comprimidos de vitamina C, empregando
a estratégia on-off-on; Zhao e colaboradores (2022) desenvolveram PQC a partir dos
precursores acido malico e levofloxacina na determinacgdo de ion ferro(ll1) e AA em amostra
de agua, baseada na estratégia on-off-on.

A caracterizagdo dos PQC sdo fatores que evidenciam a existéncia de constituintes
quimicos, estrutura, morfologia e dimensao das nanoparticulas (Das et al., 2021). Esses fatores
podem ser analisados por varias técnicas, incluindo a microscopia eletrénica de transmissao,
difracdo de raios-X, espectroscopia de fotoelétrons excitados por raioss X, espectrometria de
infravermelho com transformada de Fourier, potencial Zeta, e espectroscopia de absorcéo e
fluorescéncia moleculares (John; Abraham; Mathew; 2022).

Até os dias atuais, diferentes métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinacao
de teor de AA e RB em suplementos vitaminicos, incluindo espectrofotometria (Hu; Zhu; Zhao,
2021; El-malla et al., 2022), eletroguimicas (Miller; Kristova; Patel, 2022),
guimioluminescéncia (Iranifam et al., 2022), eletroforese (Legrand et al., 2020), cromatografia
liquida de alta desempenho (Klimczak; Gliszczyﬁska-Swiglo, 2015; Sim; Kim; Lee, 2016). No

entanto, em comparacao as técnicas citadas, a espectrofluorimetria € menos robusta para analise
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de matrizes complexas do que a cromatografica (Hamid et al., 2023); mais confiavel que
eletroquimica (Pourmadadi et al., 2023), mais sensivel que espectrofotometria (Hamid et al.,
2023) e ndo utiliza um reagente de uso especifico e de custo elevado como o luminol quando
comparada a quimioluminescéncia (Iranifam et al., 2022).

A espectrofluorimetria € uma técnica bastante empregada na quimica analitica, devido a
sua preciséo e reprodutibilidade, rapidez e sensibilidade, podendo ser aplicada na determinacgéo
do teor de AA e RB (Li et al., 2023).

Algumas aplicacOes analiticas na determinacdo de AA e RB usando sintese de PQC por
método assistido por micro-ondas. Por exemplo, Jia e colaboradores (2022) produziram PQC a
partir dos precursores acido L-tartarico, &cido citrico e ureia para a determinagdo de AA em
frutas usando a estratégia on-off-on com ion cromo(VI) que obtiveram um limite de deteccdo
(LD) de 0,018 pug mL™. Hamid e colaboradores (2023) sintetizaram PQC utilizando micro-
ondas a partir dos precursores acido citrico e L-cisteina para a determinagdo de AA em vitamina
C usando o sistema on-off-on com ion ferro(111), conseguindo um LD de 0,6 pug mL™*. Monte-
Filho e colaboradores (2019) desenvolveram PQC a partir dos bioprecursores limédo e cebola
utilizando um micro-ondas de uso doméstico na determinacao de riboflavina em medicamentos
polivitaminicos, obtendo um LD de 0,001 pg mL™.

Assim, 0 uso de PQC surge como uma alternativa no desenvolvimento de um método
rapido e de simples para a determinacgdo de AA e RB em suplementos vitaminicos, sintetizados
em etapa Unica a partir do método assistido por micro-ondas utilizando EDTA, tiossulfato de

sodio e ureia.

1.1 Objetivo geral

Desenvolver um método analitico simples e rapido empregando pontos quanticos de
carbono a partir dos precursores EDTA, tiossulfato de sédio e ureia para a determinacgdo

fluorimétrica de acido ascorbico e riboflavina em suplementos vitaminicos.

1.1.1 Objetivos especificos

v Sintetizar os PQC a partir dos precursores EDTA, tiossulfato de sédio e ureia pelo
método assistido por micro-ondas utilizando um equipamento de uso doméstico;

v’ Caracterizar as nanoparticulas sintetizadas;
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Otimizar os pardmetros analiticos aplicando o planejamento fatorial 2° e 2*; e 0 estudo
univariado incluindo a concentragdo de ion cromo(VI), volume de PQC e tempo
reacional;

Comparar os resultados analiticos para acido ascorbido e riboflavina obtidos em dois
instrumentos de fluorescéncia, Agilent e ocean Optics;

Validar e aplicar o método fluorimétrico desenvolvido para a determinagédo do teor de
acido ascorbico e riboflavina em suplementos vitaminicos utilizando as nanoparticulas
sintetizadas;

Avaliar o desempenho analitico do método proposto em relacdo ao método de referéncia
para AA e RB.



PITULO II

DAMENTACAO

EORICA
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Automedicacao e controle da qualidade

Atualmente, a automedicacdo vem preocupando os profissionais de saude devido a
flexibilidade na compra de suplementos vitaminicos, antiparasitarios e anti-inflamatdrios em
farmécias comerciais sem adequada vistoria (Santos; Albuquerque; Guedes; 2022). A
automedicacéo é definida como a administracdo de medicamentos, ervas ou remédios caseiros
por individuos para auxiliar no tratamento intermitente ou continuo de doencas ou alivio dos
sinais e sintomas autorreconhecidos, anteriormente prescrito por um profissional ou sem
qualquer orientacdo médica (Sadio et al., 2021; Wegbom et al., 2021; WHO, 2023).

Na resolucdo n° 98/2016, um medicamento pode ser isento de prescricdo conforme
enquadrados nos critérios de tempo minimo de comercializacdo de 10 anos, no qual 5 anos no
Brasil como medicamento sob prescricdo e 5 anos no exterior como medicamento isento de
prescricdo; reacGes adversas com causalidade conhecidas e reversiveis; baixo potencial de
toxicidade e baixo potencial de interacdo medicamentosa e alimentar; e ndo presentar potencial
dependéncia (Anvisa, 2016).

A importancia do controle de qualidade de medicamentos e suplementos vitaminicos
tornou-se imprescindivel devido a necessidade de assegurar a integridade de seu principio ativo
desde a producdo até o consumo pela populacdo (Tiggeman, Limpi e Chaves, 2024). Estudo
recentes sobre a fabricacdo e armazenamento inadequado de medicamentos podem acarretar
degradacdo do principio ativo, resultando em subprodutos que comprometem a qualidade do
medicamento e ocasiona problemas graves de satde e morte dos consumidores (Luchi et al.,
2024; Tiggeman, Limpi e Chaves, 2024).

O uso indiscriminado de medicamentos sem prescricdo médica e controle de qualidade
inadequado pode provocar hipersensibilidade, resisténcia bacteriana, disturbios hematolégicos,
irritacdo e infeccdo na pele, insuficiéncia renal e cardiaca, diabetes e até mesmo resultar em
Obito (Santos; Albuquerque; Guedes; 2022). Além disso, pode mascarar sinais e sintomas de
doencas, causar dependéncia medicamentosa, provocar intera¢cbes medicamentosas perigosas,
erros na dosagem de administracdo, escolha incorreta de tratamento e dificultar o exame
diagnostico (Santos; Albuguerque; Guedes; 2022; Saha et al., 2022).

O uso inadequado de medicamentos € influenciado pelas propagandas e marketing que
incentivam o consumo de medicamentos, a persuasdao de amigos e familiares devido a falta

recursos econdémicos do consumidor e a demora nos atendimentos médicos (Santos et al., 2022).
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Dados do Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas do Brasil
evidenciam que a intoxicacdo medicamentosa ocupa a primeira posi¢do com 28,2 %, seguido
de domissanitarios (produtos de limpeza), 8,73 % e animais peconhentos/escorpides, 8,37 %,
entre os demais agentes causadores de intoxicacdo, e o segundo lugar em 6bitos no Brasil
(SINITOX, 1999).

O controle de qualidade dos medicamentos inclui os suplementos vitaminicos, como
acido ascorbico e riboflavina, que necessitam de monitoramento constante para evitar a

degradacéo e ingestdo de concentragdes inadequada pela populagéo.

2.2 Acido ascorbico e riboflavina

O éacido ascérbico, (2R)-2-[(1S)-1,2-dihydroxyethyl]-3,4-dihydroxy-2H-furan-5-one,
conhecido como vitamina C, € um pa cristalino branco, de sabor &cido, quase inodoro, utilizado
na conservacao de alimentos industrializados, possui formula molecular CsHgOe € massa molar
176,13 g mol™?, soltvel em agua, decompde-se entre 189 a 193 °C (Gong et al., 2017; Rosg;
Bode, 1993).

O AA foi isolado pelo cientista Albert Szent-Gyorgyi ao realizar estudos com glandulas
suprarrenais, repolho e laranjas (Vannucchi; Rocha, 2012). A estrutura quimica do AA esta
representada na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Estrutura quimica do acido ascorbico.

Fonte: PubChem, 2024.
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Trata-se de um composto hidrossollivel com caracteristicas redutoras, encontrado em
frutas, legumes e vegetais, principalmente. O AA é classificado como um antioxidante natural,
pois possui baixo potencial de reducédo, sendo capaz de reagir com radicais livres presentes no
organismo, como superdxidos, hidroperoxilas, hidroxilas e éxido nitrico (Vidal; Freitas, 2015).
Segundo a Anvisa, a ingestdo recomendada de vitamina C para adultos é de 45 mg/dia.

A riboflavina, 7,8-dimetil-10-(1'-D-ribitil)isoaloxazina, conhecida como vitamina B2, é
um po cristalino amarelo-laranjado, de sabor amargo e odor leve, utilizada como corante
alimentar, possui formula molecular Ci7H0N4Os e massa molar 376,37 g mol?,
moderadamente sollvel em &gua, relativamente estavel ao calor e a oxidacdo (Suwannasom et
al., 2021; Monte-Filho et al, 2019). Segundo a Anvisa, a ingestdo recomendada de vitamina B2
para adultos é de 1,3 mg/dia.

A RB ocorreu em 1879 foi isolada pela primeira vez pelo quimico inglés A. Wynter
Blyth, em 1879 ao extrair um pigmento amarelo encontrado no leite (Suwannasom et al., 2021).
A estrutura quimica da RB esta representada na Figura 2.2.

Figura 2.2 — Estrutura quimica da riboflavina.

Fonte: Pubchem, 2024.

A RF é uma molécula com sensibilidade elevada a luz, principalmente em solugdes
alcalinas, onde é mais soluvel, degradando-se em um composto denominado lumiflavina
(Massey, 2000). No sistema fisiologico, a RF é fosforilada intracelularmente para flavina
mononucleotideo e posteriormente metabolizada para flavina adenina dinucleotideo, que

desempenham um papel fundamental como cofatores no metabolismo energético e sao
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necessarios para a fungdo da coenzima em inumeras reacdes de oxidacao e reducdo nos seres

vivos (Suwannasom et al., 2021).

2.3 Suplementos vitaminicos: acido ascorbico e riboflavina

Na RDC n° 242/2018 consta-se a diferenca dos termos medicamento especifico de
suplemento alimentar e vitaminicos. Dessa forma, os medicamentos especificos sdo produtos a
base de vitaminas, minerais e aminoacidos quando utilizando para fins terapéuticos, e
suplementos alimentares sdo produtos farmacéuticos com a finalidade de suplementacéo na
alimentacdo de individuos saudaveis (Anvisa, 2018). Geralmente, administrados sem
prescricdo médica.

Um dos suplementos vitaminicos utilizados sem prescri¢cdo médica € o acido ascorbico.
Conhecido popularmente como vitamina C, o AA é encontrado em produtos farmacéuticos
suplementares, cosméticos e alimentos como vegetais e frutas frescas, polpas e sucos
comerciais (Meng et al., 2022).

A vitamina C é um eficiente agente redutor que neutraliza a acao de radicais livres no
corpo humano, devido a sua excelente capacidade antioxidante que diminui o envelhecimento
e previne danos teciduais gerados por espécies reativas de oxigénio e metabolitos carcindgenos
(Preethi et al., 2022; Rose; Bode, 1993).

Segundo Hamid e colaboradores (2023), o AA foi usado contra o coronavirus SARS-
CoV-2, durante a pandemia da COVID 19, com o intuito de melhorar o sistema imunolégico
pelo aumento da producdo de linfocitos e neutr6filos no organismo humano e, em altas
concentracOes de AA, estimular a fagocitose do virus em meio intracelular e diminuir o estresse
oxidativo grave em pacientes infectados.

O AA tem um importante papel na producdo de colageno e neurotransmissores,
incluindo a norepinefrina, além de atividades metabdlicas que auxiliam no desenvolvimento
humano (Preethi et al., 2022). Contudo, seu excesso pode causar célculo renal, diarreia,
sangramento estomacal e anemia (Fan et al., 2022).

Outro suplemento vitaminico vendido sem prescricdo médica € a riboflavina (RB).
Conhecida popularmente como vitamina B2, a RB é uma substancia solivel em meio aquoso
que desempenha um importante papel no sistema fisiolégico dos seres humanos, mas &
facilmente degradavel quando exposto a luz ambiente (Wang et al., 2015).

A RB né&o pode ser sintetizada pelo corpo humano, mas pode ser encontrada em produtos
farmacéuticos e em alimentos como peixe, leite e derivados, fermento, nozes, arroz, algumas

frutas e vegetais verdes (Suwannasom, et al., 2020). A RB desempenha um papel importante
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no sistema fisioldgico do corpo humano, como auxiliar na producdo de hemoglobina,
transportador de hidrogénio no metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos, reparo de
acido nucleico e processos ligados ao sistema respiratorio (Monte-Filho et al., 2019; Calam,
2021).

Ragan e colaboradores (2020) descrevem em sua pesquisa que utilizaram a RB e
irradiagdo sob luz ultravioleta para reduzir a quantidade do patégeno SARS-CoV-2, no
tratamento de transfusdo de sangue, mantendo a qualidade do material sanguineo.

A falta de RB pode causar cancer, fadiga, retardo no crescimento em criangas,
problemas digestivos, distirbios hematol6gicos, danos oxidativos nos tecidos, deficiéncias
congénitas durante a gravidez, anemia hipocromica (Monte-Filho et al., 2019; Suwannasom et
al., 2020; Calam, 2021). Sua ingestdo em altas concentraces pode causar danos oxidativos na
pele, degradacdo do DNA e aumento da formacéo de peroxidos lipidicos (Zhou et al., 2021).

Na RDC n° 269/2005, consta-se o regulamento técnico sobre a ingestdo diaria
recomendada de proteinas, vitaminas e minerais pela populagdo, no qual para AA é
recomendado a ingestdo de 45 mg e RB de 1,3 mg para adultos e, 30 mg e 0,5 mg em criancas,
respectivamente.

Nesse contexto, € necessario 0 delineamento de estratégias para o controle da
automedicagéo, onde destaca-se a prevencdo e 0 monitoramento da qualidade do teor de AA e
RB em suplementos vitaminicos ingeridos pela populacdo. Dessa forma, a aplicacdo de
nanotecnologia vem sendo aprimorado utilizando materiais de baixo custo e facil aquisicao para

0 auxilio da populacéo.

2.4 Nanociéncia e nanotecnologia

A nanociéncia é o estudo do fendmeno e a manipulacdo de materiais em escala atdmica,
molecular e macromolecular (Bayda et al., 2020; Menezes et al., 2011). A nanotecnologia é o
design, caracterizacdo, producdo e aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas de controle
de formas e tamanhos na faixa de nandmetros, que corresponde a escala de 1 a 100 nm
(Dosekova et al., 2017; Menezes et al., 2011). Diferentes nanomateriais encontrados na
literatura, como o fulereno e os pontos quantico de carbono, sdo comparados com outros

materiais de maior dimensdo na Figura 2.3.
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Figura 2.3 — Comparac¢do do tamanho de nanomateriais em escala de 100 pma 1 mm.
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Fonte: adaptado de Bayda et al., 2020.

No século 4 d.C. em Roma, ocorreu a construgdo do copo de Lycurgus considerado como
um dos principais nanomateriais empregando nanoparticulas em vidro dicroico. Este material
exibe dois tipos diferentes de vidro que mudam de coloracéo do verde para o vermelho-pUrpura,
em determinadas condic¢des de iluminacéo (Bayda et al., 2020).

Os conceitos de nanociéncia e nanotecnologia foram descritos pelo fisico americano e
lareado ao prémio Nobel em 1965 Dr. Richard P. Feynman durante uma palestra intitulada
“There is plenty of room at the bottom” no instituto de tecnologia da Califérnia em 1959
(Menezes et al., 2011). Contudo, o emprego da nanotecnologia foi destinado ao professor e
pesquisador japonés Norio Taniguchi em 1974 que usou para explicar o processamento de
materiais com precisdao em nanémetros por usinagem ultrafina (Corbett et al., 2000).

A real descoberta da nanociéncia foi em 1981, quando os fisicos Gerd Binnig e Heinrich
Rochrer inventaram o microscopio de tunelamento por varredura (do inglés Scanning Tunneling
Microscope) com capacidade de visualizar atomos e moléculas na superficie de substancias
solidas, habilitando o emprego da nanotecnologia. (Dosekova et al., 2017; Bayda et al., 2020).

O americano K. Eric Drexler foi responsavel por popularizar o conceito e o termo
nanotecnologia no livro “Engines of creation” publicado em 1986, evidenciando a manufatura
de estruturas moleculares em nandmetros pela abordagem bottom-up, producdo de
nanoparticulas por métodos fisicos e quimicos pela manipulacdo controlada de automontagem
de 4tomos e moléculas (Bayda et al., 2020; Corbett et al., 2000).
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Atualmente a nanotecnologia abrange uma familia de nanomateriais, incluindo fulereno,
grafeno e seus derivados (Kroto et al., 1985), nanotubos de carbono (Lijima, 1991),
nanodiamante, pontos quanticos de carbono (Kolekar et al., 2023), Figura 2.4, que exibem
propriedades oOpticas, eletrénicas, quimicas e fisicas notaveis, sendo aplicados no
desenvolvimento de novas pesquisas no campo da ciéncia, diagnostico, terapia, producdo de
materiais e sensores para 0 monitoramento da salde humana e do meio ambiente (Zhu et al.,
2015; Dosekova et al., 2017; Menezes et al., 2011).

Figura 2.4— Representacdo esquematica das diferentes nanoestruturas dos nanomateriais de
carbono: (a) nanodiamante; (b) grafeno; (c) fulereno; (d) nanotubos de carbonos; (e) pontos
quanticos de carbono; (f) pontos quanticos de grafeno.

Fonte: adaptado de Sajid e Plotka-Wasylka 2020; Zarbin et al., 2013.

Devido a grande atencdo voltada para a nanotecnologia, pesquisadores vém buscando
novos caminhos para reducdo de recursos, em termos de energia e materiais, para a producao
de componentes que oferecam produtos com potencial de aplicacéo e baixo custo de fabricacéo,

no caso, 0s pontos quanticos de carbono (PQC) (Corbett et al., 2000).

2.5 Pontos Quanticos de Carbono

Os pontos quanticos (PQ), conhecidos como semicondutores nanocristalinos, foram
descobertos em 1980 por Brus, Bawendi e Ekimov pela Sociedade Optica da América (do inglés
Optical Society of America) no qual foram lareados com o Prémio Nobel de Quimica em 2023
(Ekimov; Onushchencko, 1982). Suas propriedades oOpticas e eletrdnicas exibem dependéncia
na distribuicdo morfoldgica e no tamanho dos PQ, e vém sendo aplicadas em diagndsticos e

tratamentos clinicos via imagem celular, além do emprego em fotodetectores, producdo de
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diodo emissor de luz (do inglés light-emitting diode - LED), tecnologia de célula solar ou
computacdo (Wagner et al., 2019; Alaghmandfard et al., 2021).

As vantagens dos PQ incluem étima intensidade e estabilidade luminescente, contudo,
apresentam algumas limitacdes, incluindo reagentes caros, pobre biocompatibilidade, potencial
risco a saude e ao meio ambiente associado ao uso de metal, quando aplicados a metais de
transicdo, em sua sintese (Machado et al., 2015; Xu et al., 2020). Portanto, a busca e o
desenvolvimento de nanomateriais fluorescentes mais seguros e ambientalmente amigaveis
tornou-se necessaria para determinacdo de substancias organicas, inorganicas, poliméricas ou
bioldgicas (Nair et al., 2020).

Em 2004, os PQC foram descobertos acidentalmente durante processo de separacdo e
purificacdo de nanotubos de carbono de parede simples por método eletroforético (Xu et al.,
2004) e, posteriormente, sintetizado por Sun e colaboradores (2006) empregando o método por
ablacdo a laser.

Os PQC sdo nanoparticulas fotoluminescentes quase esféricas com diametro inferior a
10 nm que possuem nucleos amorfos a nanocristalinos contendo, predominantemente, carbono
grafitico com ligacdes m em carbonos sp? e apresentam sitios quimicamente reativos pela
presenca de oxigénio, nitrogénio e/ou grupos carboxilicos (Lim et al., 2015; Hebbar et al.,
2023).

Essas nanoparticulas possuem excelentes propriedades, incluindo solubilidade em agua,
estabilidade quimica, facilidade de sintese e funcionalizacdo, resisténcia a fotodegradacéo,
baixa toxicidade e biocompatibilidade, além de rendimento quantico 3,92 a 53,3 % e baixo
custo de sintese (Jia et al., 2022; Xu et al., 2020; Wang et al., 2021).

Os PQC possuem propriedades fluorescentes similares aos PQ de teltrio, mas diferem
na coloracdo de fluorescéncia que, em alguns casos, esta relacionada com controle do tamanho
ou a presenca dos grupos organicos na superficie das nanoparticulas, e o largo espectro de
fluorescéncia que, possivelmente, resulta de estruturas quimicas ndo homogéneas (Zhu et al.,
2015). Portanto, os PQC sdo uma alternativa viavel devido a capacidade de obter e separar
diferentes tamanho de nanoparticulas, a funcionaliza¢éo de grupos orgénicos na superficie e a
presenca de heteroatomos que provocam mudangas nas propriedades das nanoparticulas
aumentando a solubilidade e exibindo diferentes coloragdes de fluorescéncia (Sun et al., 2015),
além das rotas de sintese simples, baixo custo, abundancia de precursores e ambientalmente
amigavel (Hebbar et al., 2023).

Atualmente, os PQC tém atraido bastante interesse dos pesquisadores devido suas

propriedades fisico-quimicas possuirem amplo potencial para diferentes aplicagdes, incluindo
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sensores (Jia et al., 2022), imagens (Atchudan et al., 2021), medicamentos (Preethi et al., 2022),
fotocatalise (Han et al., 2018), controle de falsificacdo (Xu et al., 2022) e LED (Wang et al.,
2022).

Em aplicacGes analiticas, os PQC sdo empregados na determinacdo de metais e compostos
organicos em diferentes matrizes como alimentos, medicacfes e meio ambiente. Por exemplo,
Kolekar e colaboradores (2024) produziram PQC a partir do p6 da canela e adicdo de acetato
de zinco na determinacdo de ions cromo(VI) e manganés(VIl) em agua de rio; Tang e
colaboradores (2023) fabricaram PQC usando &cido ascorbico, rodamina B e melamina na
determinacdo do corante carmim de indigo em &guas de torneira e rio, suco e doce; e Hamid e
colaboradores (2023) sintetizaram PQC utilizando equipamento micro-ondas com 0S
precursores acido citrico e L-cisteina na determinacdo de AA em medicamentos usando o0
sistema on-off-on com ion ferro(l1l). Essas nanoparticulas possuem propriedade épticas que
devemos estudar e compreender sua interagdo fotoluminescente na determinacdo dos analitos.

Para isso, 0 proximo tdpico contera as principais caracteristicas da estrutura dos PQC.

2.5.1 Propriedades Opticas dos pontos quanticos de carbono

As propriedades Opticas dos PQC sdo caracterizadas pela absorcdo e emissdo de radiacéo
eletromagnéticas (Machado et al., 2015). Essas propriedades dependem do tamanho e da
morfologia das nanoparticulas, efeito de superficie, efeito do confinamento quantico, presenca
de grupos funcionais nas nanoparticulas como hidroxido, epdxido, carbonil e carboxil, e/ou
efeito da hibridizacao pelas conjugacdes de ligacdes duplas entre atomos de carbono (Molaei,
2020; Yuan, et al., 2016). Nesta se¢do, explicaremos as principais propriedades épticas dos
PQC encontradas na literatura.

2.5.1.1 Fenébmeno da absorcéo molecular

O fendmeno de absor¢do molecular ocorre quando uma fonte de radiacdo incide numa
molécula capaz de absorver uma quantidade de energia de modo a promover a transi¢cdo do
elétron entre os orbitais HOMO (do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (do
inglés, Lowest Unoccupied Molecular Orbital) (Vaz et al., 2015). A maioria dos PQC exibem
forte banda de absorgéo na regido UV entre 230 nm e 320 nm e finaliza com uma estreita banda
na regido visivel entre 400 nm e 750 nm (Zhu et al., 2015; Ozyurt et al., 2023). Segundo Nair
e colaboradores (2020), acredita-se que a expansdo da banda para a regido visivel é devido a

funcionalizacdo das nanoparticulas.
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O fendmeno de absor¢do molecular acontece em diferentes transi¢Oes eletronicas que
estdo vinculadas com os niveis de energia ocupados e desocupados (*) nos fluor6foros como z-
n*, n-n*, o-0*, n-o* e o-n* (Vaz et al., 2015). Contudo, a principais transi¢cdes discutas na
literatura sobre os PQC limitam-se as ligagdes C=C aromaticas de transi¢do n-n* entre 200 a
300 nm e ligagcGes C=0 ou C=N de transi¢do n-m* entre 300 e 400 nm, as vezes aparecendo
bandas abaixo de 300 nm (Mintz et al., 2021; Zhu et al., 2015). Ozyurt e colaboradores (2023)
complementa que bandas maiores que 400 nm podem ser atribuidas aos estados de superficie
de transi¢do n-m*.

Na fabricagdo de nanoparticulas, a sintese e funcionalizacdo podem alterar ou deslocar a
banda de absorbancia. Mintz e colaboradores (2021) produziram trés diferentes tipos de
nanoparticulas: i) precursor de carbono em p6 com acido sulfarico e &cido nitrico por método
de combustdo; ii) precursor acido citrico e ureia por método assistido por micro-ondas de uso
domeéstico; e iii) o-fenilenodiamina e &cido citrico por método ultrassénico. Os pesquisadores
constataram que diferentes sinteses podem altera os espectros de absorbancia devido a presenca

de grupos organicos funcionalizados, o tamanho e morfologia das nanoparticulas.

2.5.1.2 Fluorescéncia dos PQC

As propriedades Opticas associadas a emissdo da fluorescéncia dos PQC podem ser
alteradas pelo efeito do confinamento quantico, os defeitos de estados da superficie, efeito do
tamanho quantico e existéncia de fluoréforo (Hallaji et al., 2021).

Segundo Ozyurt e colaboradores (2023), o efeito do confinamento quantico surge do
tamanho das nanoparticulas em relacdo ao raios de Bohr do éxciton, distancia média entre o
elétron e o buraco. Dessa forma, quando as dimensdes do sistema sdo menores que 0 raios de
Bohr, o éxciton torna-se menos livre, provocando o aumento da energia entre a banda de
valéncia e a banda de conducdo (band gap) correlacionando com a diminuicdo das
nanoparticulas (Viol et al., 2011). Portanto, esse fenémeno desloca o espectro eletromagnético
para a regido do azul a medida que diminui o tamanho dos PQC.

Os defeitos de superficie dos PQC comportam-se como moléculas aromaticas com
ligagdes sp2 e sp3 hibridizadas, exibindo multiplas cores de emissdo devido a presenca de
grupos organicos na superficie das nanoparticulas que possuem diferentes niveis de energia e
armadilhas emissivas (Zhu et al., 2015; Lim et al., 2015). Wei e colaboradores (2020)
complementam que a variacao do pH contribui para mudanca do estado de superficie e 0s niveis
de energia dos PQC entre os orbitais HOMO e o0 LUMO.
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O efeito do tamanho quantico consiste na varia¢do dos defeitos na superficie dos PQC e
suas diferentes armadilhas emissivas que produzem o fendmeno da fluorescéncia (Molaeli,
2020; Zhu et al., 2015). Esses defeitos sdo dependentes das armadilhas emissivas observadas
no HOMO-LUMO que variam conforme a producdo do tamanho dos fragmentos de grafeno
(Zhu et al., 2015).

O efeito da existéncia de fluordforo esta relacionada com a presenca de moléculas de
fluoréforo que se ligam a estrutura dos PQC para emitirem fluorescéncia apds o processo de
sintese (Hallaji et al., 2021). Segundo Zhu e colaboradores 2015, os fluoréforos sdo formados
em temperatura ambiente, a medida que aumenta a temperatura de carbonizagdo, ocorre a
desidratacdo das moléculas e o consumo de fluoréforo para a formagao do nucleo de carbono
que exibem forte emisséo de fluorescéncia.

Para complementar o fenbmeno de fluorescéncia, cada sintese produzida contém
diferentes intensidades dependentes do tempo de sintese, concentracdo dos reagentes,
temperatura entre outras condi¢des utilizadas. Logo, € necessario a investigacéo do rendimento
quéntico de fluorescéncia para distinguir a intensidade do fendmeno de fluorescéncia de cada
mistura de PQC.

2.5.1.3 Rendimento quantico de fluorescéncia

O Rendimento quantico de Fluorescéncia (RQF) dos PQC ¢é a relacdo entre nimero de
foétons emitidos com o numero de fotons absorvidos (Lakowicz, 2006). O elevado RQF ¢é
explicado pela presenca de grupos organicos, incluindo aminas e acidos carboxilicos, na
superficie dos PQC (Machado et al., 2015). Além disso, 0 RQF é dependente da rota de sintese
para formac&o das nanoparticulas, podendo aumentar a fotoluminescéncia e a solubilidade em
agua (Zhu et al., 2015).

O RQF de cada material sintetizado foi medido correlacionando os valores obtidos de
absorbéancia e de intensidade de fluorescéncia dos PQC com os valores obtidos de padréo de
referéncia de sulfato de quinina (Lakowicz, 2006; Preethi et al., 2022). O RQF é calculado

conforme Equacgéo 2.1.

@y =g ("/y )% ("))’ @)

Onde @ ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia molecular; u representa os PQC sintetizados;
s 0 padrdo de referéncia de sulfato de quinina em meio acido; A € a inclinacdo da curva entre

os valores da &rea integrada do espectro de emisséo de fluorescéncia versus a absorbancia no A
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maxexc. = 390 Nm, e 7 representa o indice de refracdo do solvente, onde 7y e #s possuem valores
de 1,33 (Li et al., 2023).

Os fendmenos de fluorescéncia sdo empregados para compreender 0s processos de
emissdo dos PQC. Contudo, o efeito de interacdo das nanoparticulas com o analito podem ser

identificadas pelo mecanismo de fluorescéncia dos PQC.

2.5.1.4 Mecanismo de sensor de fluorescéncia dos PQC

Os PQC possuem diferentes tipos de grupos funcionais capazes de interagir de forma
seletiva com diferentes analitos por efeito quenching. Esse efeito é caracterizado quando o
analito, denominado quencher, interage com uma substancia fluorescente do modo a suprimir
a intensidade do sinal de fluorescéncia quando expostos a radiacdo UV (Zu et al., 2017).
Portanto, uma investigacdo no comportamento da fluorescéncia dos PQC possibilita desvendar
o tipo de mecanismo quenching que ocorre no meio reacional.

Em aplicacdes analiticas, o efeito quenching pode ser identificado pela estratégia de
fluorescéncia denominada on-off, que resulta da extincdo de fluorescéncia. No entanto, a
estratégia off-on, que resulta da supressdo do efeito quenching, ocorre a partir de espécies
quimicas que interagem com sensor PQC/metal para restaurar a fluorescéncia dos PQC (Jia et
al., 2022; Hu et al.,2022b).

A unido dessas estratégias de fluorescéncia, on-off-on, que consiste do uso de dois
analitos, no qual um analito causa a extin¢do da fluorescéncia formando um possivel complexo
e um outro analito promove a recuperacdo da fluorescéncia pelo processo de oxirredugdo ou
quebra do complexo (Tammina; Yang, 2020). Esse processo pode ser aplicado em alguns
analitos, a exemplo de Wang e colaboradores (2024) que produziram PQC a partir dos
precursores glicose, etilenodiamino e acido sulfurico pelo método por ultrassom, aplicado na
determinacédo de ion cobre(ll) pela estratégia on-off e glutamina pela estratégia on-off-on em
amostras de soro humano.

Os principais mecanismos quenching encontrados na literatura utilizando o feito
guenching, sdo: quenching dindmico, quenching estatico, efeito do filtro interno (do inglés
Inner Filter Effect- IFE) e transferéncia de energia ressonante Forster (do inglés Forster

Ressonante Energy Transfer- FRET) (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Principais mecanismos quenching aplicados em quimica analitica.
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Fonte: adaptado de Zu et al., 2017.

O mecanismo quenching dindmico consiste do retorno do estado excitado para o estado
fundamental ap6s a colisdo do quencher e 0 PQC ocasionando a transferéncia de energia ou
carga. Esse mecanismo é investigado utilizando a equacdo Stern-Volmer (Ksv) (2.2), mudanca
no tempo de vida da fluorescéncia e aumento da intensidade pelo aumento da temperatura do
sistema (Zu et al., 2017; Hu et al., 2022b).

O mecanismo quenching estéatico ocorre quando a interacdo do quencher e PQC resulta
na formacéo de um complexo ndo fluorescente no estado fundamental (Xu et al., 2022). Nesse
mecanismo, a equacdo de Stern-Volmer (2.2) também ¢é utilizada, contudo, ndo a mudanca no
tempo de vida de fluorescéncia e ocorre diminuigéo da intensidade pelo aumento da temperatura
do sistema (Lakowicz, 2006; Zu et al., 2017).

Segue a descricdo da equacdo de Stern-Volmer:
F,
O/F =1+ Ky[Q] (2.2)

Onde, Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia dos PQC na auséncia e presenca do
analito; Ksv é a constante quenching de Stern-Volmer; e [Q] é a concentracdo do analito.

O mecanismo IFE resulta da sobreposicéo espectral entre a banda de absorc¢éo do analito
ou quencher e a banda de excitagdo ou emissdo dos PQC (Zu et al., 2017). Esse efeito &
evidenciado pela aplicacdo da equagéo de Parker (2.3), constancia do valor do tempo de vida
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de fluorescéncia e analise da sobreposi¢cdo do espectro de absor¢édo do analito com o espectro
de excitacdo ou emisséo dos PQC (Zu et al., 2017; Ji et al., 2021).

Segue a descricdo da equacdo de Parker:

Feor _ 2,3dAex 1084em 2,35Aem
Fobsd 1-10~9Aex 1-10~SAem

(2.3)

Onde, Fonsa € a intensidade da fluorescéncia observada, Fcor é a intensidade de fluorescéncia
corrigida IFE; Aem € Aex 580 as absorbancias nos comprimentos de onda méximos de excitagdo
e emissdo em nm. s é a espessura em cm do feixe de excitacao, g € a distdncia em cm entre a
borda do feixe de excitacdo e a borda da cubeta, d é a largura da cubeta em cm.

O mecanismo FRET ocorre quando o espectro de emissédo dos PQC, denominado doador,
sobrepde com o espectro de absor¢do do quencher, denominado receptor (Lakowicz, 2006).
Segundo o mecanismo requer as seguintes condicdes: (i) efeito da sobreposicédo entre o espectro
de absorcdo do receptor e o espectro de emissdo do doador; (ii) a distancia de 1 a 10 nm da
interacdo dipolo-dipolo entre o doador e o receptor; (iii) a distancia é calculada pela equacgéo
de Forster (Hu et al., 2022b).

Segue a descri¢do das equacdes do mecanismo FRET para obter a distancia entre a

molécula aceptora e molécula doadora (r), e distancia entre a constante de Forster (Ro) (2.5).

JA) = [ Fp(Dga(DA*dA (2.4)

Ro = 0,2108[K? x p * 7z JDs  (25)

Onde, K? é o fator de orientacdo entre os dipolos de transi¢do do doador e receptor, que
geralmente corresponde a 2/3. O indice de refracdo médium e o rendimento quantico da
fluorescéncia do doador sdo representados por 1 e ¢, € o valor de 1, quando a medida ¢é realizada
no solvente agua, ¢ 1,33. J(A) ¢ a integral de sobreposicdo do espectro de emissdo, e ea (A) ¢ a
absortividade molar do comprimento de onda do receptor. Fp(A) intensidade de emissdo de
fluorescéncia normalizada (Lakowicz, 2006).

A importancia do mecanismo esta vinculada com as propriedades fluorescentes dos PQC,
cujo a finalidade é maximizar as aplicaces. Dessa forma, o uso de diferentes precursores na

sintese dos PQC contribui para a intensidade de fluorescéncia e formagéo das nanoparticulas.

2.6 Precursores EDTA, tiossulfato de sédio e ureia

Os trés reagentes etilenodiaminotetraacético (EDTA), tiossulfato de sédio e ureia, Figura
2.6, foram utilizados em diferentes sinteses dos PQC descritas na literatura (Jeong et al., 2021,
Yu et al., 2021; Saengsrichan et al., 2022). Segundo Jeong e colaboradores (2021), o EDTA ¢

um ligante quelante que possui alta afinidade na formagéo de complexos metal-EDTA e,
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durante a sintese pelo método assistido por micro-onda, pode acelerar a formacdo das
nanoparticulas devido a sua estrutura molecular ramificada. Vale destacar que o uso do EDTA
em maiores concentracdes pode causa a alteracdo das propriedades Opticas de fluorescéncia

produzindo PQC com emisséo de coloracdo azul (Nugraha et al., 2021).

Figura 2.6 — Precursores EDTA, tiossulfato de sédio e ureia
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Fonte: prépria do autor

A ureia possui um importante papel no processamento de proteinas e nas vias metabolicas
humanas, além de desempenhar fungdes como fertilizante agricola (Priyadarshini et al., 2023).
Na funcdo de precursor, a ureia é uma substancia rica em amina, podendo ser empregada na
funcionalizacdo das nanoparticulas e formar grupos aminas ou amidas na superficie dos PQC
(Hu et al., 2022a). Além disso, segundo Yu e colaboradores (2021) a ureia pode alterar as
propriedades Opticas de fluorescéncia ao deslocar a emissdo para comprimento de onda maiores
mudando a coloracdo dos PQC.

Segundo Escorbar-Ledesma e colaboradores (2020) o tiossulfato de s6dio é uma nova
alternativa ecoldgica na aplicacdo de lixiviacdo, devido formacdo de complexos que adsorvem
ions metalicos, como cadmio, mercurio ou chumbo. Na sintese de PQC, o tiossulfato é capaz
de aumentar o tamanho das nanoparticulas reduzindo band gap e deslocando a emissdo para
comprimento de onda maiores (Saengsrichan et al., 2022). Simdes, Leitdo e Silva (2017)
complementam que os atomos de enxofre podem ajudar a aumentar o efeito de dopagem com
nitrogénio através do efeito cooperativo que consiste de uma reacdo de reducdo do oxigénio por

efeito catalitico que, possivelmente, aumentam os estados de superficie com nitrogénio.
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Contudo, esses fatores deveram ser rigorosamente estudados para minimizar as davidas
sobre a aplicacdo desses precursores, que podem ser utilizados para melhorar a fluorescéncia

durante a sintese dos PQC.

2.7 Métodos de sintese dos PQC

Os PQC sdo sintetizados utilizando precursores, que sdo reagentes puros, como &cido
citrico e L-cisteina (Hamid et al., 2023), N-(4-amino fenil) acetamida e (2,3-difluoro fenil)
acido bérico (Xiao et al., 2023); DL-malico e levofloxacina (Zhao, et al., 2022); e glucosamina
(Tammina; Yang, 2020), e bioprecursores que usam fontes naturais, como batata (Preethi et al.,
2022), wolfberry (Gu et al., 2022), residuos de fruta Myrica rubra (Fan et al., 2022), limdo e
cebola (Monte-Filho et al., 2019) e erva daninha (Bandi et al., 2018). Esses materiais sdo
bastante empregados na producdo de nanoparticulas devido a alta abundancia, baixo custo,
seguranga no manuseio e capacidade de conversao de materiais de baixo curto em materiais
Uteis e valiosos para a pesquisa (Nair et al., 2020).

Os materiais sintetizados sdo desenvolvidos por diferentes tipos de métodos de sintese,
sendo classificado em duas rotas: i) top-down, que consiste da esfoliacdo ou quebra de
estruturas moleculares com grande quantidade de carbono, como grafite, tubos de carbono,
diamante ou grafeno, para formagdo de nanoestruturas por ablacdo a laser, oxidacdo
eletroquimica ou descarga de arco voltaico; ii) bottom-up, que consiste da formacdo de
nanomateriais a partir de pequenas moléculas organicas que sofrem desidratacao,
polimerizacdo, carbonizacdo e funcionalizacdo sob condi¢bes adequadas, pelos métodos por
combustdo, pirdlise, assisténcia por micro-ondas, carbonizacdo hidrotérmica e ultrassom.
(Ozyurt et al., 2023; Li et al., 2023; Xu et al., 2016). A Figura 2.7 contém uma representacdo

esquematica desses métodos de sintese.
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Figura 2.7 — Diagrama esquematico da classificacdo das rotas de sintese, top-down e bottom-up, e 0s

principais métodos de sintese de PQC.
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Fonte: adaptado de Xu et al., 2016.

O método top-down possui poucas vantagens, incluindo a ampla producéo de PQC e a
formagé&o de estrutura uniforme (Ozyurt et al., 2023). No entanto, suas desvantagens incluem
longos tempos de sintese, consumo de energia, reagentes caros, uso de instrumentos
sofisticados e necessidade de funcionalizacdo para melhorar as propriedades fotoluminescentes
dos PQC (Machado et al., 2015; Xu et al., 2016).

O método bottom-up é comumente aplicado e encontrado na literatura devido ao custo-
beneficio, curto tempo de sintese, amigavel ambientalmente e permiti modificacGes na estrutura
dos PQC (Hebbar et al., 2023; Jorns e Pappas, 2021). A desvantagem desse método inclui a
etapa de purificacdo do material sintetizado devido ao longe tempo de centrifugacéo e dialise
para retirada dos residuos em suspensao (Ozyurt et al., 2023). Além disso, podem utiliza acidos
fortes, condicdes hidrotermais com alta presséo e equipamentos especificos (Machado et al.,
2015).
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Meétodos sintéticos Vantagens Desvantagens Referéncia

Eletroquimico Tamanho controlavel; Complicadas etapas de sintese; Kurian e Paul,
alta pureza; alto RQF. requer funcionalizacéo. 2021.

Ablacéo a laser Rapido; producéo de Baixo RQF; alto consumo de Singh et al., 2019;
nanoparticulas energia; dificil controle sobre o Kurian e Paul,
semelhantes ao material ~ tamanho das nanoparticulas. 2021.
de partida.

Tratamento Répido; ambientalmente  Baixo controle sobre o tamanho das ~ Wu et al., 2019

ultrassdnico

Combustéo

Carbonizacéo
hidrotérmica

Pir6lise

amigavel; custo
reduzido.

Instrumentagdo simples.

Baixo custo; simples;
ambientalmente
amigavel.

Alto RQF.

nanoparticulas; baixo RQF.

Baixo controle sobre o tamanho das
nanoparticulas; uso de acido ou base
fortes; baixo RQF.

Baixo controle sobre o tamanho das
nanoparticulas; alta pressdo; requer
autoclave.

Longo tempo de sintese; uso de

Jorns e Pappas,
2021

Hallaji et al., 2021

Jorns e Pappas,

acido ou bases fortes. 2021

Fonte: prépria do autor.

2.7.1 Sintese de PQC assistido por micro-ondas

A sintese assistida por micro-ondas € um método que consiste da irradiacdo micro-ondas
sobre um material que, sob o efeito de aguecimento homogéneo, absorve a radiacdo
eletromagnética de micro-ondas liberando calor (Nair et al., 2020; Ng; Lim; Leo; 2021). As
vantagens desse método sdo a transferéncia de calor sem usar um suporte de contato com o
material, altamente eficiente, alto RQF, curto tempo de sintese, facil manipulacdo, economia
de energia, temperatura controlada dependente do instrumento, tamanho controlado, seguro,
melhor reprodutividade e custo-beneficio, contudo, € uma sintese ndo controlavel (Kurian e
Paul, 2021; Nair et al., 2020; Monte-Filho et al., 2019).

Até os dias atuais, varios PQC foram produzidos pelo método assistido por micro-ondas
usando diferentes precursores, incluindo Kundu, Maity e Basu (2023) que produziram PQC a
partir do bagaco de laranja na determinacéo de ion cromo(V1) e 4-nitrofenol em agua de torneira
e lago; Hao e colaboradores (2023) produziram PQC utilizando os precursores acido citrico e
ureia na determinacdo ion mercudrio(ll) e AA em amostra de comprimidos de vitamina C,
empregando a estratégia on-off-on; Zhao e colaboradores (2022) desenvolveram PQC a partir
dos precursores acido malico e levofloxacina na determinacdo de ion ferro(lll) e AA em
amostra de 4gua, baseada na estratégia on-off-on.
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Mediante as caracteristicas dos PQC desde a formacao da nanoparticula e 0s processos
que envolvem os fendmenos de absorbancia e fluorescéncia e sua interagdo com diferentes
analitos, existem outros aspectos que complementam o estudo das nanoparticulas, no caso,

identificar a morfologia e a existéncias de grupos e elementos na estrutura dos PQC.

2.8 Caracterizacdo da sintese dos PQC

A caracterizacdo dos PQC sdo fatores que evidenciam a existéncia de constituintes
quimicos, estrutura, morfologia e dimensao das nanoparticulas (Das et al., 2021). Esses fatores
podem ser analisados por varias técnicas, incluindo a microscopia eletrénica de transmissao (do
inglés Transmission Eletron Microscopy - TEM), difracdo de raioss X (do inglés X-Ray
Diffraction - XRD), espectroscopia de fotoelétrons excitados por raioss X (do inglés X-ray
Photoelectron Spectroscopy - XPS), espectrometria de infravermelho com transformada de
Fourier (do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FT-IR), potencial Zeta, e
espectroscopia de absorcdo e fluorescéncia moleculares (John; Abraham; Mathew; 2022). Vale
destacar que a espectroscopia de absorcdo e fluorescéncia moleculares foram descritas
anteriormente.

A TEM avalia a distribuicdo do tamanho, a morfologia e o aglomerado de particulas em
solucdo. Além disso, a alta resolucdo da analise por microscopia eletrénica de transmissao
possibilita visualizar o espacamento das franjas reticuladas em torno de 0,24 nm, denominada
de rede cristalina (John; Abraham; Mathew; 2022).

A XRD é uma técnica ndo destrutiva que fornece informacdes elementares sobre o estado
cristalino do material. A resposta exibida no difratograma de raioss X auxilia na determinacgéo
da estrutura cristalina e amorfa baseada no alargamento da linha dos picos registrados no
difratograma (Das et al., 2021).

A espectroscopia FT-IR é uma técnica utilizada na identificacdo dos grupos funcionais
na superficie das nanoparticulas, baseada em medidas de absorcéo de radiacao eletromagnética
na regido do infravermelho na faixa de 4.000 a 400 cm™ (John; Abraham; Mathew; 2022). Essa
técnica possibilita a identificacdo de grupos funcionais a partir do principio de estiramento
vibracional de ligagdes individuais ou grupos de ligagdes como carbonila, carboxila, hidroxila,
amidas e aminas, tidis, alquilas, entre outras (Das et al., 2021).

O XPS é uma técnica utilizada na identificagdo de elementos quimicos presentes na
superficie das nanoparticulas, com o intuito de informar o estado eletrénico do material, a

composi¢do elementar, as propriedades de superficie e estado de oxidac¢do (John; Abraham;
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Mathew; 2022; Das et al., 2021). Além disso, evidencia a funcionalizacéo de superficie com e
sem a presenca de heterodtomos nas estruturas do PQC (John; Abraham; Mathew; 2022).

O potencial Zeta é uma técnica que diferencia as espécies quimicas pela diferenca de
potencial elétrico do material em suspensdo. Essa técnica pode verificar a carga na superficie
das nanoparticulas, a troca ibnica, particulas coloidais estdveis no fluido e interacGes
eletroestéaticas entre particulas (Madadizadeh; Sadeghein; Riahi; 2020).

O uso da caracterizacdo é fundamental na verificacdo da morfologia, identificacdo dos
constituintes elementares e grupos organicos na estrutura dos PQC. Além disso, os PQC
possuem podem ser aplicados em diferentes analitos, como acido ascorbico e riboflavina
encontrados em suplementos vitaminicos e disponiveis na maioria das farméacias comerciais

para a populacéo.

2.9 Aplicaces analiticas na determinacéo de &cido ascorbico e riboflavina

Na literatura diferentes técnicas analiticas como analise em fluxo (Supharoek et al.
2022; Vishnikin et al., 2018.), cromatografia liquida de alto desempenho (Azmi et al., 2022),
Adams; Abdulwahab; 2022; Tikeshwari 2023.),

eletroquimica (Cioates, 2020), quimioluminescéncia (Li; Zhou; Du; 2022.), sdo descritas e

colorimetria (Alowakennu; et al,

aplicadas na determinacdo de AA e RB em suplementos vitaminicos. Essas técnicas possuem

vantagens e desvantagens instrumentais (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 — Diferentes técnicas analiticas aplicadas na determinacgéo de acido ascorbico e riboflavina.

Meétodos sintéticos Vantagens Desvantagens Referéncia

Minimiza erros
operacionais,

Analise em fluxo

Cromatografia em fase
liquida de alto
desempenho

Colorimetria

Eletroquimica

automatico, reducdo de
desperdicios, rapida
andlise, precisdo e
exatidéo, e baixa
contaminag&o.

Mdltiplas determinacdes,

sensibilidade, preciséo,

separagdo de compostos

interferentes

Alta seletividade e
sensibilidade, baixo
custo e facil manuseio.

Sensibilidade e rapida
resposta instrumental.

Varios pardmetros de otimizacéo do

instrumento, tempo e habilidade de

montagem, habilidade operacional,
fabricacdo da cAmara de mistura.

Preparo de amostra, alto custo
instrumental e longo tempo
operacional

Vérias etapas para obtencédo do sinal
analitico.

Fabricacdo do eletrodo modificado,
oxidacdo do analito gera um filme
polimérico no eletrodo

Supharoek et al.
2022; Vishnikin et
al., 2018.

Azmi et al., 2022

Alowakennu;
Adams;
Abdulwahab;
2022; Tikeshwari
et al., 2023.

Cioates, 2020
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Seletividade,
Quimioluminescéncia sensibilidade,
simples etapa de mistura.

Uso de catalizador e reagente Li; Zhou; Du;
luminol caro. 2022.

Fonte: Adaptado de RATNAM et al., 2020.

No geral, a maioria dessas técnicas apresentam algumas dificuldades experimentais
devido ao custo-beneficio, tempo de anélise e habilidade operacional (Jia et al., 2022; Msto et
al., 2022). Portanto, o avanco na tecnologia e a abordagem na determinacdo de analitos de
matrizes complexas utilizando instrumentos com alta sensibilidade, seletividade e baixo custo
tem atraido varios pesquisadores (Ansari; Masoum; 2021). Nesse caso, em comparacao a essas
técnicas analiticas, a fluorimetria é uma técnica convencional que possibilita estratégias de
determinacdo analitica com algumas vantagens, incluindo baixo custo-beneficio em
comparacdo ao HPLC-MS/MS, ndo destrutivel, facil controle operacional, sensibilidade e
seletividade analiticas (Preethi et al., 2022; Xiao et al. 2023).

Essas vantagens séo ideias para o emprego dos sensores fluorescentes capazes de obter
sinais analiticos aplicados em amostras de suplementos vitaminicos, incluindo vitamina C e

riboflavina disponivel em farméacias comerciais da cidade de Jodo Pessoa.

2.9.1 Determinagao de AA e RB em diferentes amostras

A determinacdo de AA e RB em amostras utilizando o método assistido por micro-ondas
pode ser empregado em um forno de micro-ondas doméstico ou convencional de laboratorio
(Ng; Lim; Leo; 2021). Por exemplo, Jia e colaboradores (2022) produziram PQC a partir dos
precursores acido L-tartarico, acido citrico e ureia pelo método assistido por micro-ondas para
a determinacdo de AA em frutas usando a estratégia on-off-on com ion cromo(V1), obtendo um
limite de detecgdo (LOD) de 0,018 pg mL™,

Hamid e colaboradores (2023) sintetizaram PQC utilizando equipamento micro-ondas
cientifico com os precursores acido citrico e L-cisteina para a determinacdo de AA em
medicamentos, usando o sistema on-off-on com ion ferro(l11), obtendo-se um LOD de 0,6 ug
mLL. Lin e colaboradores (2021) produziram PQC a partir dos precursores acido citrico, cloreto
de cobre(l1) e nitrato de amoénio usando um micro-ondas de uso doméstico na determinacdo de
AA pela estratégia on-off-on frente ao ion ferro(l11), em medicamentos, adquirindo um LOD de
0,001 pg mL™.

Monte-Filho e colaboradores (2019) desenvolveram PQC a partir dos bioprecursores
limé&o e cebola utilizando um micro-ondas de uso domestico na determinacéo de riboflavina em

suplementos polivitaminicos, obtendo um LOD de 0,001 pg mL?. Sotolongo-Garcia e
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colaboradores (2021) produziram PQC a partir dos precursores acido citrico e etilenodiamino
pelo método assistido por micro-ondas cientifico empregando a fluorescéncia raciométrica na
determinacdo de RB em amostras de bebidas e realizacdo de teste de citocompatibilidade das
células de cancer de mama, adquirindo um LOD de 0,009 pg mL™.

Na proxima etapa desta tese, serdo descritos os instrumentos e os procedimentos de
preparo das medidas com seus respectivos reagentes e as quantidades aplicadas para obter o
sinal de fluorescéncia. Além disso, os parametros utilizados para o desenvolvimento dos
métodos de referéncia, incluindo a titulacdo iodométrica e por HPLC-DAD, empregados nesta

pesquisa.



APITULO III

XPERIMENTAL
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Descricéo instrumental e medida de sinal analitico
Um forno de micro-ondas de marca Philco, modelo PMO25B e poténcia de 1.400 W,

equipado com um frasco de Erlenmeyer com volume maximo de 250 mL contendo EDTA,
tiossulfato de sodio e ureia foram utilizados na sintese dos PQC pelo método assistido por
micro-ondas. A etapa de purificacdo e separacdo de particulas requereu a filtragcdo prévia em
papel de filtro qualitativo marca Unifil com didmetro de 15 cm, uma centrifuga compacta
HERMLE, modelo Z206A, com velocidade de rotacdo maxima de 6.000 rpm e dialise Pur-A-
Lyzer™ com membrana de 3.500 MWCO e capacidade de 20 mL.

Na investigacdo da morfologia e do tamanho dos PQC foi utilizado a Microscopia
Eletronica de Transmissao equipado com EDS (do inglés, Energy Dispersive Spectroscopy) e
detector da Thermo Scientific NSS Spetral Imaging, modelo JEM-2100, Jeol, Tokyo (Japéo),
disponivel no LabMic/UFG, com resolucdo em 200 kV, tensdo de aceleracdo de 200kV e
100kV, camera Orius™ SC 1000 CCS, marca Gatan e feixe eletronico por filamento de

hexaborato de lantanio.

Para aquisicdo dos dados de difracdo de raioss X foi empregado um difratbmetro de raioss
X Shimadzu, modelo XRD 6000, disponivel no LACOM/DQ/UFPB, equipado com radiacdo
monocromatica de CuKo (L= 1,5406 A) operando a 30 kV. A medida foi registrada no intervalo

de 10 e 90 0 e velocidade de varredura de 0,5 deg min™.

A identificacdo dos grupos funcionais presentes nos PQC foi realizada por espectroscopia
de infravermelho em equipamento FT-IR Shimadzu, modelo IR Prestigie-21, disponivel do
LASOM, na faixa de 400 a 4000 cm™, utilizando-se pastilha de KBr.

A composicdo elementar dos PQC foi analisada por espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raioss X, modelo Scienta-Omicron ESCA, disponivel no IFSC/USP, equipado
com monocromador, fonte de raioss X, analisador hemisférico de alto desempenho e fonte de

elétrons de baixa energia.

O potencial Zeta foi determinado em analisador Maveln, modelo Zetasizer nano ZSP,
disponivel do LCCQS/DQ/UFPB, equipado com dispersor dinamico de luz, célula de 200 pL

e eletrodo com capacidade méaxima de 150 eV.

A distribuicdo do tamanho das particulas foi investigada com o auxilio do programa

ImageJ®, versdo gratuita.
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Com relagdo a investigacdo das propriedades Opticas dos PQC e as medidas analiticas
empregadas na determinacdo de AA e RB, foi utilizado um espectrofluorimetro Cary Eclipse
Agilent, modelo G9800A, disponivel no LEQA/DQ/UFPB, utilizando-se fendas de emisséo e
excitacdo na largura de 10 nm, cubeta de quartzo com dimensdes de 1 x 0,2 x 3,5 cm, com
caminho éptico de 1 cm e capacidade volumétrica de 3 mL. Além desse instrumento, foi usado
um espectrémetro portétil de fluorescéncia Ocean Optics, modelo USB 4000, com detector
TCD1304AP, resposta de 200 a 1.100 nm e tempo de integracdo de 3,8 ms a 10 s, controlado
pelo programa SpectraSuite versdo 2.0.162 de 64 bit, utilizando-se como fonte de emissdo um
LED ultravioleta com emissdo maxima em 370 nm, nas determinacdes analiticas.

Para registro dos espectros de absor¢cdo molecular foi utilizado o espectrofotometro UV-
Vis Hewlett-Packard, modelo 8453, equipado com cubeta de quartzo com 1 cm de caminho
oOptico e capacidade volumétrica de 3 mL, disponivel no LAQA/DQ/UFPB.

Para o método de referéncia da RB foi utilizado um instrumento de cromatografia liquida
de alta definicdo de marca Dionex da série ultimate 3000 equipado com DAD (do inglés, Diode-
Array Detection), bomba quaternaria, coluna Acclaim™ 120 de C18 (120 A, 4,6 mm x 150
mm, tamanho de particula 5,0 um), fluxo 0,3 mL mint, injecdo de 10 um e fase movel: metanol
e formiato de aménio, disponivel no LAQA/DQ/UFPB.

A sonicagdo para homogeneizagdo dos PQC foi realizada por cavitagdo em banho de
ultrassénico, UNIQUE, 40 Hz, modelo USC-1800?, disponivel no LAQA/DQ/UFPB.

A secagem dos PQC foi realizada em estufa microprocessada Sterilifer, disponivel no
LAQA/DQ/UFPB.

O célculo do planejamento fatorial 23 e 2* foi realizado utilizando a versdo gratuita do
programa Minitab.

Uma balanca analitica Shimadzu modelo AY?220, disponivel no LAQA/DQ/UFPB, foi
utilizada para as medidas de massas das substancias sélidas utilizadas nos diferentes
procedimentos.

As medidas de pH foram feitas em medidor de pH da Metrohm, modelo 713, disponivel
no LAQA/DQ/UFPB. Para medidas rapidas de pH 0-14 foi utilizado o papel indicador universal

especial da marca Merck.
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3.2 Reagentes e solucdes

3.2.1 Reagentes

- Analito: acido ascorbico 99,0 % (Nuclear, Brasil) e riboflavina 98,5 % (Sigma-
Aldrich, Brasil);

- Reagente supressor: dicromato de potassio 98,0 % (Sigma-Aldrich, Brasil);

- Solugédo-tampéo: &cido borico 99,5 % (Dinamica Ltda, Brasil), acido acético 99,7 % e
acido fosforico 85,0 % (Neon, Brasil); o pH foi ajustado com hidréxido de sodio 98,0 %
(Dinamica Ltda, Brasil).

- Sintese: EDTA dissodico 99,0 % (Ecibra, Brasil), tiossulfato de sédio 99,5 % e ureia
99,5 % (Merck, Brasil).

- Substancias interferentes: cloreto de ferro(l11) hexahidratado 98,0 %, tiamina 99,0 %,
L-isoleucina 98,0 %, L-prolina 99,0 %, acido glutdmico 98,5 %, L-alanina 98,0 %, guanina
98,0 %, L-histidina 98,0 %, L-cistina 97,0 %, L-leucina 98,0 %, L-lisina 98,0 % e L-tirosina
98,0 %, acido pantoténico 98,0 %, biotina 99,0 % (Sigma-Aldrich, Brasil); cloreto de manganés
99,0 %, cloreto de célcio 99,0 %, D(+)sacarose 99,0%, &cido tartarico 99,0 %, &cido citrico
99,5 % e glicose 99,5 % (Vetec, Brasil); cloreto de cobalto(ll) hexahidratado 98,0 %,
bicarbonato de sodio 99,7 %, cloreto de s6dio 99,0 % (Synth, Brasil); amido sollvel, sulfato
de cobre(ll) hexahidratado 98,0 %, cloreto de potassio 99,0 %, sulfato de ferro(ll)
heptahidratado 99,0 % (Neon, Brasil).

- Para a iodometria: iodato de potéssio 99,5 % (Vetec, Brasil) e tiossulfato de sddio
99,5% (Merck, Brasil); acido cloridrico 37,0 %, acido sulfarico 98,0 %, amido soltvel 99,8 %
e iodeto de potassio 99,0 % (Neon, Brasil) e carbonato de sédio anidro 99,5% (Dinamica Ltda,
Brasil).

- Para o HPLC-DAD: acetato de aménio 97,0 % (ACS, Brasil); formiato de aménio 98,0
% e acido férmico 85,0 % (Neon, Brasil); Metanol grau HPLC (Carlos Erba reagentes, Brasil)
e material de referéncia padrdo de RB (Sigma Aldrich, Brasil).

- Para o rendimento quéntico: sulfato de quinina com RQF de 54,0 % (Analitica, Brasil).

3.2.2 Preparo de solucoes

A solucio estoque de dicromato de potéassio na concentragio de 400 mg L™ foi preparada
dissolvendo-se uma massa de 20 mg do reagente em agua ultrapura e elevada ao volume final
em baldo volumétrico de 50 mL. Apds homogeneizacdo, a solucdo foi armazenada sob

refrigeracdo a 4 °C. As diluicGes a partir da solucdo estoque foram realizadas no dia da anélise,
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preparadas nos seguintes niveis de concentracdo: 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0; e 80,0
ug mL. Todas as solug@es foram transferidas para recipientes de vidro ambar.

A solucéo estoque de acido ascorbico na concentracio de 400 pg mL* foi preparada
dissolvendo-se 40 mg do reagente em agua ultrapura, elevada ao volume final em baléo
volumeétrico de 100 mL e armazenada sob refrigeracdo a 10 °C. As dilui¢bes foram preparadas
diariamente a partir da solucao estoque nos seguintes niveis de concentra¢éo: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0;
20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0; 70,0; 80,0; 90,0 e 100,0 mg L.

A solucdo-estoque de riboflavina na concentracio de 40 pg mL? foi preparada
diariamente a partir da dissolucdo de 4 mg do reagente sélido em &gua ultrapura, elevada ao
volume final em baldo volumétrico de 100 mL. As diluicdes foram preparadas a partir da
solucdo estoque nos seguintes niveis de concentracdo: 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 3,50; 5,00;
7,00; € 9,00 pg mL™.

As solugdes-tampéo Britton-Robinson (BR) na faixa de pH de 2 a 12 foram preparadas
utilizando-se as misturas da solugdo de acido bérico (HsBOs) 0,1 mol L™, solugdo de acido
acético (HsC202H) 0,1 mol L e solugdo de &cido fosfdrico (HsPO4) 0,1 mol L, sendo o pH
ajustado com a solucéo de hidréxido de sddio 2 mol L™ (Morita e Assumpc&o, 2007; Pinar et
al., 2020).

O preparo da solucdo de tiossulfato de s6dio 0,05 mol L™ consistiu em medir 12,5 g de
Na>S203.5H20 e 0,5 g de carbonato de sodio anidro (Na2COs3) em balanca analitica, seguido
da dissolucdo em baldo volumétrico de 1.000 mL com agua ultrapura fervida; apds
homogeizacdo e completa solubilizacdo, a solucdo resfriada foi armazenada em vidro ambar
com tampa esmerilhada para evitar a formacéo de produtos secundarios e acdo bacteriana. Para
a padronizacio da solucéo de tiossulfato de sddio 0,05 mol L, mediu-se 0,13 g de iodato de
potéssio (KI10s) puro e seco em estufa a 120 °C por 150 min e dissolveu-se em 50 mL de agua
ultrapura; apds isso, foram adicionados 2 g de iodeto de potassio (KI) e 8 mL de 4cido cloridrico
(HCI) concentrado na mistura (Baccan et al., 2001). A solugdo de iodo 0,05 mol L foi
preparada dissolvendo-se 18 g de iodeto de potédssio puro em 100 mL de agua ultrapura,
adicionando-se 6,38 g de iodo puro; apds homogeneizacdo, a mistura foi transferida para um
baldo volumétrico de 1 L e completado o volume com agua ultrapura. A solucéo preparada foi
armazenada em recipiente de vidro &mbar com tampa esmerilhada e guardada em local escuro
(Morita e Assumpcao, 2007).

A solucéo de amido a 1 % (m v1) foi preparada dissolvendo-se 1 g de amido em 50 mL

de &gua ultrapura fervente. Apos resfriamento a temperatura ambiente, a solucéo foi transferida



42

para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua ultrapura (Baccan et
al., 2001).
A solucdo do solvente acetato de amonio foi preparada dissolvendo-se 0,38 g do sélido

em um litro de 4gua ultrapura. A solugdo do material de referencia padrdo de RB 40 mg L
usada no HPLC foi preparada dissolvendo-se 4 mg do s6lido em 100 mL da solugdo de acetato
de amdnio 10 mmol L™t pH 6,8.

A solucdo estoque para todas a sinteses foi preparada diluindo o material sintetizado em
20 mL de agua deionizada.

A solucéo de trabalho de PQC sintetizados pelos métodos, assistido por micro-ondas foi
preparada na propor¢do 0,5/10 (v v'!) por adi¢do de 100,0 uL da suspensdo obtida na sintese

em 1.900 pL de agua ultrapura.

3.3 Limpeza de vidrarias

A descontaminacdo da vidraria foi realizada em duas etapas: i) lavagem prévia com
detergente seguido da imersdo em recipiente com agua e detergente por 24 h. Apos, o material
foi enxaguado com &gua corrente; ii) todo material foi imerso por 24 h em solucao Triton X-
100 1 % (m v't) preparada com agua destilada. Por fim, foi lavado com agua ultrapura produzida
por sistema Milli-Q Plus® (Milipore, Bedford, MA), com resistividade de 18,2 MQ.cm a 25
°C.

3.4 Amostras

As trés amostras liquidas e duas amostras efervescentes de comprimidos de AA foram
compradas em diferentes farmécias na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. As quatro amostras em
capsulas de RB foram adquiridas em diferentes farméacias de manipulacgéo localizadas na cidade

de Jodo Pessoa, Paraiba.

3.4.1 Amostras de AA

Para a determinagdo de AA, em cada amostra liquida de AA 200 pg mL™ foi retirado
uma aliquota de 500 mL e adicionado no baldo de 500 mL. Apds homogeneizacdo, a solugdo
foi novamente diluida em um Eppendorf de 2,0 mL até conter uma concentragédo estimada em
10 pug L.

Nas amostras de comprimidos efervescentes de AA, cada amostra de 1 g foi diluida em
um baldo de 500 mL com agua ultrapura. Apds homogeneizacgdo, a solucdo foi novamente

diluida em um Eppendorf de 2,0 mL até conter uma concentragio estimada em 10 pg L.
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Vale destacar que todas as amostras de AA foram medidas em replicatas.

3.4.2 Amostras de RB

O procedimento das amostras de RB foi adaptado de Monte e colaboradores (2019),
onde cinco comprimidos foram homogeneizados em um béquer, ap6s, foram adicionadas 100
mL de &gua ultrapura, homogeneizados e submetidos a cavitacdo por 10 min em ultrassom.
Apobs filtragdo, foram transferidos para baldo de 250 mL e completado com agua ultrapura.
Entdo, a mistura foi diluida em um Eppendorf de 2,0 mL para conter uma concentracao

estimada de 0,5 pg L. Todas as amostras foram medidas em replicatas.

3.5 Sintese e purificacdo dos PQC

Os PQC foram produzidos a partir do método assistido por micro-ondas usando um
instrumento doméstico, a partir dos precursores EDTA, tiossulfato de sodio e ureia, como
ilustrado na Figura 3.1. A sintese consistiu dos seguintes procedimentos: primeiramente, foram
medidas as massas dos reagentes EDTA (1,0 g), ureia (0,5 g) e tiossulfato de sédio (0,35 g) em
erlermneyer de 250 mL e adicionado 10 mL de agua ultrapura. Ap6s homogeneizacdo manual
da mistura, o material foi colocado no micro-ondas doméstico (1.400 W) e exposta a radiacdo
micro-ondas variando os tempos em 1 (PQC1), 1,30 (PQC2), 2 (PQC3), 4 (PQC4), 6 (PQC5),
8 (PQCS6) e 10 min (PQC7). Em seguida, o material carbonizado foi diluido com 20 ml de agua
ultrapura. As etapas de purificacdo dos PQC consistiram na neutralizacdo com solucdo de
NaOH 1 mol L, filtracdo do material ndo soltvel, centrifugacdo em 5.000 rpm por 30 min e
dialise utilizando uma membrana de 3.500 MWCO por 1h e 30 min para eliminac¢do de residuos.
Finalmente, os PQC produzidos foram guardados em solugédo e armazenados em vidro ambar
sob refrigeracdo a 4 °C. Um estudo comparativo de sintese foi conduzido utilizando-se
ultrassom durante 5 min. Ainda, foram testadas sinteses de misturas de EDTA (1 g) + tiossulfato
de sddio (0,35 g), EDTA (1 g) + ureia (0,5 g) e tiossulfato de sodio (0,35 g) + ureia (0,5 Q)
seguindo o procedimento de sintese de PQC3.
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Figura 3.1. Esquema ilustrativo da sintese de PQC assistido por micro-ondas.

\\“‘c\ro, pH7
°

Fonte: propria do autor

3.6 Caracterizacao espectroscépica dos PQC

3.6.1 Microscopia eletrénica de transmissao

Uma pequena parte do solido foi dissolvido em 5 mL de &gua ultrapura e homogeneizada
utilizando um ultrassom por 10 min. Em seguida, gotas dessa solu¢do sdo adicionadas num
gride de cobre recoberto de carbono. Apds a secagem do material em temperatura ambiente, o

gride é colocado no instrumento para realizacao das medidas por imagem.

3.6.2 Difracgao de raioss X
A medida de difragéo de raioss X foram realizadas medindo-se a massa de 300 mg de

solido de PQC e adicionando-se no suporte instrumental para a realizagéo da analise.

3.6.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
Primeiramente foi medido a massa de 100 mg de KBr, ap0os espalhamento do sélido no

suporte, 0 material foi submetido a pressao para formacéo de uma pastilha de KBr. Em seguida,
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foi medido a massa de 1 mg do sélido de PQC e adicionado sobre a pastilna de KBr. Essa

mistura foi colocada no suporte instrumental e realizado a medida para obtengdo do espectro.

3.6.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raioss X

Uma pequena parte do solido foi dissolvido em 5 mL de &gua ultrapura. Apés a
homegeneizacdo, microgotas dessa solugdo s&o adicionadas sobre um substrato de
silicio(Si(100)/SiO2) de largura e comprimento de aproximadamente 5 mm. A mistura do
substrato de silicio e PQC foram colocadas num suporte do instrumento para realizacdo das

medidas.

3.6.5 Potencial Zeta

As medidas de potencial Zeta foram realizadas em quatro misturas distintas, como PQC,
PQC/Cr(VI), PQC/Cr(VI)/AA e PQC/RB. Apb6s homogeneizacao, PQC e PQC/Cr(VI) foram
medido imediatamente e a mistura contendo o padréo de AA e RB foram medidos depois de 3
min e 2 min de repouso, em temperatura ambiente, respectivamente. Segue a descricdo das
misturas: (i) 200 uL PQC, 200 uL tampédo RB pH6, completado até 2 mL com agua ultrapura;
(ii) 200 puL PQC, 200 uL tampédo RB pH6, 500 uL de solugdo de ion cromo(VI), completado
até 2 mL com &gua ultrapura; (iii) 200 pL PQC, 200 uL tampdo RB pH6, 500 uL de solu¢éo de
fon cromo(V1), 500 pL de solugéo de AA 5 pug mL2, completado até 2 mL com agua ultrapura;
(iv) 200 puL PQC, 200 uL tamp&do RB pH6, 500 uL de solugio de RB 1 pg mL, completado
até 2 mL com agua ultrapura. Nas medidas foram realizadas em replicatas, no entanto, nao foi

adicionado a solucdo de NaCl 0,5 pg mL™.

3.6.6 Medidas espectrométricas

As medidas de absorbancia molecular na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram
realizados em cinco niveis de diluicdo para cada tipo de PQC sintetizados. As medidas foram
feitas entre 0,10 e 0,03 unidades de absorbancia para minimizar o IFE instrumental (Li et al.,
2017).

As solucgdes de trabalho de PQC foram diluidas utilizando um volume de 50 pL de
solugdo estoque com adicdo de 2.950 pL de &gua ultrapura. Em seguida, foram retirados
aliquotas entre 200 a 800 L de solugéo de trabalho e adicionados em &gua ultrapura até volume
final de 2 mL. As medidas, em replicatas, foram feitas apds homogeneizacao e repouso das

solugdes por 2 min em temperatura ambiente, sendo realizadas no mesmo dia.
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Utilizando as mesmas condiges de preparo das medidas de absorbancia, foram realizadas

as medidas de fluorescéncia de cada uma das solugdes, também no mesmo dia.

3.6.7 Rendimento quantico de fluorescéncia

O rendimento quantico de fluorescéncia (RQF) foi medido correlacionando-se os valores
obtidos de absorbancia e de intensidade de fluorescéncia dos PQC com os valores obtidos do
padrdo de referéncia da solucédo de sulfato de quinina (Preethi et al., 2022). A solucéo de sulfato
de quinina, RQF 54,0 %, foi preparada dissolvendo-se 10 mg desse padrao analitico em baléo
de 50 mL com solugéo de H,SO4 0,1 mol L (Tang et al., 2021). O RQF foi calculado conforme
Equagéo 3.1.

®, = P, (i—“) x (:’7—“)2 (3.1)

Onde @ ¢ o rendimento quantico de fluorescéncia molecular; u representa os PQC sintetizados;
s 0 padrdo de referéncia de sulfato de quinina em meio &cido; A € a inclinagdo da curva entre
os valores da area integrada do espectro de emissao de fluorescéncia versus a absorbancia no A
max.exc. = 360 NM, € # representa o indice de refracdo do solvente, onde 7y € #s possuem valores
de 1,33 (Jiao et al., 2019).

3.7 Medidas realizadas no espectrofluorimetro Agilent

3.7.1 Otimizacé&o das condigdes analiticas
Os parametros de otimizacdo experimentais utilizados no espectrofluorimetro Agilent
para avaliar os PQC foram: (i) variacdo da solucdo de ion cromo(V1); (ii) efeito do pH; (iii)

planejamento fatorial; (iv) tempo de repouso da mistura.

3.7.1.1 Estudo da variacao da solugdo de ion cromo(V1)

Para a investigacdo do efeito quenching e formacdo do sensor PQC/Cr(VI) foram
adicionados em microtubos tipo Eppendorf, 200 uL da solucéo de trabalhos dos PQC 7,0 ug
mL1, 300 uL tampdo RB, 500 uL de solugdo de ion cromo(V1) nas concentracdes de 10 a 80
ug mL1, 500 pL de solugdo de AA 5 pg mLt, completado até 2 mL com agua ultrapura. Apos
homogeneizacdo em temperatura ambiente, foi medido o sinal analitico de fluorescéncia em
430 nm (A maxexc. = 360 nm).
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3.7.1.2 Estudo da variagéo de pH

O estudo de pH aplicado na determinacdo de AA foi realizado em solucdo-tampéao
Britton-Robinson (BR) na faixa de pH de 2 a 12. A analise de cada solugdo tampéo BR foi
realizada, adicionando-se em microtubos tipo Eppendorf, 200 uL da solucao de trabalhos dos
PQC, 300 pL tamp&o RB, 500 pL de solugéo de ion cromo(V1) 20 ug mL™ e 500 pL de solugdo
de AA 50 pg mL?, completado até 2 mL com agua ultrapura. Ap6s homogeneizacdo em
temperatura ambiente, foi medido o sinal analitico de fluorescéncia em 430 nm (A max.exc. = 360
nm).

O estudo de pH aplicado na determinacgéo de RB foi realizado em solugdo-tampéo BR

a faixa de pH variou de 2 a 8. A anélise de cada solucdo tampéo BR foi realizada adicionando-
se, em microtubos tipo Eppendorf, 200 pL da solucéo de trabalhos dos PQC, 300 uL tampéo
RB e 500 pL de solugéo de RB 1 pug mL™, completado até 2 mL com agua ultrapura. Apds
homogeneizacdo em temperatura ambiente, foi medido o sinal analitico de fluorescéncia em
430 Nnm (A max.exc. = 360 nm).

3.7.1.3 Planejamento fatorial

A otimizacdo dos diferentes parametros analiticos para as determinacbes de RB e AA
foi realizada utilizando-se planejamentos fatoriais 22 e 2%, respectivamente. A tabela de medidas
aleatérias e a interpretacdo estatistica das interaces foram realizadas usando o software
Minitab.

Para o estudo de AA, foram investigadas as variaveis de solucdo-tampéo BR pH 6 (X1),
os volumes de PQC (X2), concentracdo da solucdo de cloreto de s6dio (X3) e concentracao da
solucdo de ion cromo(VI) (X4) (Tabela 3.1 e Tabela 3.2).

Tabela 3.1 — Par@metros de otimizag&o para a determinacéo de AA

Fatores -1 +1

Volume de tampéo, pL 200 300
Volume de PQC, pL 100 200

NaCl 0,5 mol L? 0 0,5
Concentracéo de cromo(VI), ug mL? 20 30

As variaveis do planejamento fatorial 2* sdo ajustadas em um modelo polinomial

expressa na Equagéo 3.2.
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Y =0,326 - 0,00239 X1 - 0,00113 X2 + 1,08 X3 - 0,048 X4 + 0,000013 X1X2 - 0,0023 X1X3
+0,000111 X1X4+0,0011 X2X3 + 0,000055 X2X4 - 0,022 X3X4 - 0,000014 X1X2X3 -0,000
X1X2X4 +0,00011 X1X3X4 + 0,00011 X2X3X4 - 0,00 X1X2X3X4 (3.2)

Onde, Y é a resposta prevista; X1 a X4, variaveis codificadas com seu coeficiente linear; 0,326,
0 coeficiente constante; X1X3 a X3X4, possuem os coeficientes de interacdo entre duas
variaveis; X1X2X3 a X2X3X4, possuem os coeficientes de interacdo entre duas variaveis; e
X1X2X3X4, expressa o coeficiente de interacdo entre quatro varidveis (Cazetta, Spessato;
Almeida, 2021).

Tabela 3.2 - Planejamento fatorial 2* de quatro variaveis independentes e a codificagdo dos parametros:
X1 - Volume de tampdo: 200 (-) e 300 (+), X2 - Volume de PQC: 100 (-) e 200 (+), X3 — Concentracéo
de NaCl: 0 mol L (-) e 0,5 mol L (+) e X4 - Concentracéo de ion cromo(VI): 20 ug mL* (-) e 30 pg
mL? (+).

Parametros X1 X2 X3 X4
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
6 + - + -
7 - + -
8 + + -
9 - - - +
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

Para o estudo da RB, foram investigados os fatores solucdo-tampéo BR pH 6, volumes
de solucgéo de PQC e concentracdo da solucdo de cloreto de sodio (Tabela 3.3 e Tabela 3.4).
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Tabela 3.3 — Parametros de otimizac¢do para determinacdo de RB

Fatores -1 +1
VVolume de tampado, pL 200 300
Volume de PQC, pL 100 200
NaCl 0,5 mol L™ 0 0,5

As variaveis do planejamento fatorial 2° sfo ajustadas em um modelo polinomial
expressa na Equagéo 3.3.
Y =0,01333 + 0,000011 X1 + 0,000117 X2 + 0,07503 X3 — 0,000 X1X2 + 0,00004 X1X3 -
0,000380 X2X3 - 0,000001 X1X2X3 (3.3)
Onde, Y é a resposta prevista; X1 a X3, variaveis codificadas com seu coeficiente linear;
0,01333, o coeficiente constante; X1X3 a X2X3, possuem os coeficientes de interagdo entre
duas variaveis; e X1X2X3, representa o coeficiente de interacdo entre trés variaveis (Cazetta,
Spessato; Almeida, 2021).

Tabela 3.4 — planejamento fatorial 23 de trés varidveis independentes e a codificacdo dos pardametros:
X1 - volume de tampao: 200 (-) e 300 (+); X2 - volume de PQC: 100 (-) e 200 (+) e X3 — concentracdo
de NaCl: 0 mol L (-) e 0,5 mol L (+)

Parametros X1 X2 X3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + +
7 - + +
8 + + +

Vale salientar que as medidas do planejamento fatorial foram realizadas aletoriamente.

3.7.1.4 Tempo de repouso das misturas

O estudo do tempo de repouso da mistura com os analitos AA e RB, foi realizado apds
otimizacao das condicOes experimentais do estudo da variagdo de pH e planejamento fatorial,
nos seguintes minutos: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 20, 30, 60, 90, 120 e 180 e 240
min (Zhang et al., 2019).
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3.7.2 Curva analitica do método proposto

A estratégia on-off-on de fluorescéncia, em temperatura ambiente, foi utilizada para a
determinacdo de AA. Assim, 500 pL de solugdo de ion cromo(V1) 30 ug mL* foi adicionada
na mistura de 200 pL de solugdo de trabalho de PQC 7,0 ug mL™, 200 pL de solugio-tampao
BR e 500 pL de solucdo de NaCl 0,5 mol Lt Apds homogeneizagéo da mistura, foi adicionadas
diferentes concentracdes de solugdo de AA na faixa de trabalho de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0;
30,0; 40,0; 50,0 pug mL?, e completado com agua ultrapura até o volume final de 2 mL. Em
seguida, a mistura foi agitada manualmente e, ap6s permanecer por 3 min em repouso, foi

registrado o sinal analitico de fluorescéncia de fluorescéncia em 430 Nnm (A max.exc. = 360 nm).

Na determinacdo de fluorescéncia raciométrica de RB, 500 pL de diferentes
concentragdes da solucdo de RB na faixa de trabalho de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,5; 5,0; 7,0 pug
mL* foram adicionadas na mistura de 100 pL de solucdo de PQC 3,5 ug mL™, 200 pL de
solugdo-tampdo BR pH 6 e 500 pL de solucdo de NaCl 0,5 mol L, e completado com agua
ultrapura até o volume final de 2,0 mL. Ap6s homogeneizacdo, a mistura permaneceu por 2
min em repouso e foi registrado o sinal analitico de fluorescéncia de fluorescéncia em 430 nm
(A maxexc. = 360 nm).

As medidas empregadas na determinacdo da solucdo padrédo dos analitos foram

realizadas em trés replicatas auténticas, com excitacdo em 360 nm.

3.7.3 Validacdo do modelo linear

A validagdo do modelo linear para as solugdes padrdao de AA e RB foram realizadas
para um modelo de calibracdo de univariado (p=2), em oito niveis de concentracdo (m=8)
medidos em triplicatas. A falta de ajuste e a significancia de regressao foram calculados com o
auxilio do software Minitab e Excel, incluindo a avaliacdo do grafico de residuos, os

coeficientes angular e linear da curva analitica e o coeficiente de regressdo linear.

3.7.4 Preciséo

Para o estudo da precisdo para determinacdo de AA foi realizado em nove medidas com
trés niveis de concentragdo 0,5, 5,0 e 40,0 pg mL ! da solugdo padrdo de AA. As misturas foram
preparadas, em tubos tipo Eppendorf, com adi¢do de 200 pL da solucgéo de trabalho dos PQC
7,0 ug mLL; 200 pL de solugdo do tampédo RB pH 6; 500 pL de solugdo de NaCl 0,5 mol L,
500 pL da solugdo padrdo AA nas concentragdes de 0,5; 5,0 e 40,0 ug mL™?, e completado com
agua ultrapura até o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizagéo e repouso por 3 min em
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temperatura ambiente, foi medido o sinal de emisséo da fluorescéncia de cada mistura em 430
NM (Amaxexc = 360 nm) (Anvisa, 2017).

Para o estudo da precisdo para determinacdo de RB foi realizado em nove medidas com
trés niveis de concentragdo 0,5, 3,5 e 5,0 ug mL™ da solugdo padrdo de RB. As misturas foram
preparadas, em tubos tipo Eppendorf, com adi¢io 100 pL de solugdo de PQC 3,5 pug mL; 200
L de solugdo do tamp&o RB pH 6; 500 pL de solugdo de NaCl 0,5 mol L, 500 pL da solucio
padrdo AA nas concentracdes de 0,5; 3,5 e 5,0 pg mL™, e completado com &gua ultrapura até
o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizagdo e repouso por 2 min em temperatura ambiente,
foi medido o sinal de emissdo da fluorescéncia de cada mistura em 430 Nm (Amax.exc = 360 nm)
(Anvisa, 2017).

3.7.5 Teste de recuperacéo

Os testes de recuperacao das amostras liquidas e solidas de AA foram feitos em quatro
niveis de concentracdo: 0,0; 5,0; 20,0 e 40,0 pug mL™. As misturas foram preparadas, em tubos
tipo Eppendorf, com adico 200 pL da solugdo de trabalho dos PQC 7,0 pug mL™; 200 pL de
solucgéo do tampéo RB pH 6; 500 pL de solucio de NaCl 0,5 mol L™, 500 pL da solugdo padréo
AA nas concentracdes de 0,0; 5,0; 20,0 e 40,0 ug mL™, 100 pL de cada amostra diluida, e
completado com agua ultrapura até o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizacao e repouso
por 3 min em temperatura ambiente, foi medido o sinal de emissdo da fluorescéncia de cada
mistura em 430 NM (Amax.exc = 360 nm)

Os testes de recuperacdo das amostras de RB foram feitos em quatro niveis de
concentragdo: 0,0; 0,5; 3,5 e 5,0 pg mL™. As misturas foram preparadas, em tubos tipo
Eppendorf, com adigdo 100 pL de solugéo de PQC 3,5 pg mL%; 200 pL de solugdo do tamp&o
RB pH 6; 500 pL de solucdo de NaCl 0,5 mol L?, 500 pL da solucdo padrdo RB nas
concentracdes de 0,5; 3,5 e 5,0 ug mL, 500 pL de cada amostra diluida, e completado com
agua ultrapura até o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizag&o e repouso por 2 min em
temperatura ambiente, foi medido o sinal de emiss&o da fluorescéncia de cada mistura em 430

nm (Xméx,exc =360 nm)

3.7.6 Sistema de deteccdo fluorescente
O espectrofluorimetro Agilent foi utilizado na deteccdo do sinal analitico dos analitos
AA e RB, sendo ideal para uso de rotina nos laboratorios e aplicado em amostras fluorescentes,

fosforescentes, quimioluminescentes e biouminescentes. Esse instrumento possui lampada de
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xendnio que permite uma rapida captura dos dados de fluorescéncia, acessorio de fixacdo com
regulador ajustavel para cubeta de quartzo, suporte completamente fechado para bloquear de
luz visivel ambiente e faixa de comprimento de onda de emisséo e excitacdo de 200 a 900 nm.
O software CaryWinFLR ¢ utilizado para controle da barra de ferramentas, incluindo alteracao
dos parametros instrumentais, zoom, graficos 2D e 3D, e aquisicdo do sinal analitico de
fluorescéncia. O espectrofluorimetro Agilent esté descrito na

Figura 3.2 — Imagem do espectrofotdmetro Cary Eclipse Agilent

A
Fonte: préopria do autor

3.8 Espectrometro Ocean Optics

3.8.1 Otimizacdo das condicBes analiticas
Os parametros de otimizagdo experimental utilizados no espectrometro Ocean Optics
para avaliar os PQC foram: (i) Estabilidade do LED:; (ii) planejamento fatorial.

3.8.1.1 Estabilidade do LED 370 nm
O estudo de estabilidade do LED com excitagdo em 370 nm foi feito a partir do
monitoramento da estabilidade de irradiacdo UV por tempo. As medidas foram realizadas

irradiando o LED direto no detector ao longo de 90 min, sem uso de solucdo.
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3.8.1.2. Planejamento fatorial

A otimizacgdo dos diferentes parametros analiticos para as determinacfes de RB e AA
foi realizada utilizando-se planejamentos fatoriais 2° e 24, respectivamente. O Minitab foi
utilizado na interpretacdo estatistica das interacdes analiticas. Para determinacdo de AA, foram
investigadas as varidveis da solucdo-tampdo BR pH 6 (X1), volumes de PQC (X2),
concentracdo da solugdo de cloreto de soédio (X3) e concentragdo da solucdo de ion
cromo(VI1)(X4) (Tabela 3.5 e Tabela 3.6).

Tabela 3.5 — Pardmetros de otimizacgdo para a determinacdo de AA.

Fatores -1 +1
Volume de tampéo, pL 200 300
Volume de PQC, pL 100 200
NaCl 0,5 mol L 0 0,5
Concentracéo de cromo(V1), ug mL™*? 20 30

As varidveis do planejamento fatorial 2* sdo ajustadas em um modelo polinomial
expressa na Equacéo 3.4.
Y =0,431-0,002073 X1 - 0,00478 X2 - 1,215 X3 + 0,00541 X4 + 0,000021 X1X2 + 0,00614
X1X3 + 0,000092 X1X4 + 0,01328 X2X3 + 0,000214 X2X4 + 0,0612 X3X4 - 0,000053
X1X2X3 - 0,000001 X1X2X4 - 0,000227 X1X3X4 - 0,000498 X2X3X4 + 0,000002
X1X2X3X4 (3.4)
Onde, Y é a resposta prevista; X1 a X4, variaveis codificadas com seu coeficiente linear; 0,431,
0 coeficiente constante; X1X3 a X3X4, possuem os coeficientes de interacdo entre duas
variaveis; X1X2X3 a X2X3X4, possuem os coeficientes de interacdo entre duas variaveis; e
X1X2X3X4, expressa o coeficiente de interacdo entre quatro varidveis (Cazetta, Spessato;
Almeida, 2021).
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Tabela 3.6 — Planejamento fatorial 2* de quatro variaveis independentes e a codificagdo dos parametros:
X1 - volume de solugdo-tampdo: 200 (-) e 300 (+); X2 - volume de PQC: 100 (-) e 200 (+); X3 —
concentracdo de NaCl: 0 mol L (-) e 0,5 mol L™ (+) e X4 - concentragédo de ion cromo(V1): 20 pg mL
1(-)e30 ug mL* (+).

Parametros X1 X2 X3 X4
1 - - - -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
) - - + -
6 + - + -
! - + + -
8 + + + -
o - - - +

10 + - - +
1 - + - +
12 + + - +
13 . - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

Para o estudo da RB, foram investigados os fatores solucdo-tampdo BR pH 6, volume
de solucdo de PQC e concentracdo da solucédo de cloreto de sddio (Tabela 3.7 e Tabela 3.8).

Tabela 3.7 — Parametros de otimizagao para determinagédo de RB.

Fatores -1 +1
Volume de tampéo, pL 200 300
Volume de PQC, uL 100 200
NaCl 0,5 mol L 0 0,5

As variaveis do planejamento fatorial 2° sdo ajustadas em um modelo polinomial
expressa na Equacéo 3.5.
Y =0,01333 + 0,000011 X1 + 0,000117 X2 + 0,07503 X3 — 0,000 X1X2 + 0,00004 X1X3 -
0,000380 X2X3 - 0,000001 X1X2X3 (3.5)
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Onde, Y é a resposta prevista; X1 a X3, variaveis codificadas com seu coeficiente linear;
0,01333, o coeficiente constante; X1X3 a X2X3, possuem os coeficientes de interagdo entre
duas variaveis; e X1X2X3, representa o coeficiente de interacdo entre trés variaveis (Cazetta,
Spessato; Almeida, 2021).

Tabela 3.8 — Planejamento fatorial 2° de trés variaveis independentes e a codificacdo dos parametros:
X1 - volume de tampao: 200 (-) e 300 (+); X2 - volume de PQC: 100 (-) e 200 (+) e X3 — concentracao
de NaCl: 0 mol L (-) e 0,5 mol L1 (+).

Parametros X1 X2 X3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
/ - + +
8 + + +

Vale salientar que as medidas do planejamento fatorial foram realizadas aletoriamente.

3.8.2 Curva analitica do método proposto

A construcdo da curva analitica de AA, utilizando a estratégia on-off-on, foi realizada
adicionando-se, em tubos tipo Eppendorf, 500 pL de solugdo de ion cromo(V1) 30 pg mL*,
200 pL de solucéo de trabalho de PQC 7,0 ug mL™, 200 pL de solugdo-tamp&o BR e 500 pL
de solucéo de NaCl 0,5 mol L. Ap6s homogeneizagdo da mistura, foram adicionadas diferentes
concentracdes de solucdo de AA na faixa de trabalho de 0,25; 0,5; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0
ug mL?, e completado com agua ultrapura até o volume final de 2 mL. Em seguida, a mistura
foi agitada manualmente e, apos permanecer por 3 min em repouso, foi registrado o sinal
analitico de fluorescéncia em 440 nm (A max.exc. = 370 nm).

A curva analitica construida para determinacdo de RB foi realizada adicionando-se, em
tubos tipo Eppendorf, 100 pL de solugio de trabalho de PQC 3,5 pug ml™, 300 pL de solugéo-
tampédo BR pH 6 e 500 pL de solucdo de NaCl 0,5 mol L1, 500 pL da solugdo do padrdo nas
concentragdes: 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4 e 4,5 pg mL™ e completado com agua ultrapura até o

volume final de 2,0 ml. Apds homogeneizagdo, a mistura permaneceu por 2 min em repouso e
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foi registrado o sinal analitico de fluorescéncia de fluorescéncia em 440 nm (A max.exc. = 370
nm).
As medidas empregadas na determinacdo da solucdo padrdo dos analitos foram

realizadas em trés replicatas auténticas, com excitacdo em 370 nm.

3.8.3 Validacéo do modelo linear

A validacdo do modelo linear para a solucdo padrao de AA foi realizada para um modelo
de calibracdo de univariado (p=2), em nove niveis de concentracdo (m=9) medidos em
triplicatas. Com relacdo a RB, a validacdo foi feita para um modelo de calibragdo univariado
(p=2), em oito niveis de concentracdo (m=8) medidos em triplicatas. A falta de ajuste e a
significancia de regressdo foram calculados com o auxilio do software Minitab e Excel,
incluindo a avaliacao do grafico de residuos, os coeficientes angular e linear da curva analitica

e o coeficiente de regresséo linear.

3.8.4 Preciséo

Para o estudo da precisdo para determinacao de AA foi realizado em nove medidas com
trés niveis de concentragdo 0,5; 5,0 e 40,0 pg mL ™ da solugdo padrdo de AA. As misturas foram
preparadas, em tubos tipo Eppendorf, com adi¢do de 200 pL da solucéo de trabalho dos PQC
7,0 ug mL%; 500 pL de solugdo de ion cromo(VI) 30 pug mL?, 200 pL de solugdo do tamp&o
RB pH6; 500 pL de solugdo de NaCl 0,5 mol L, 500 pL da solugéo padrdo AA nas
concentragdes de 0,5; 5,0 e 40,0 pg mL%, e completado com agua ultrapura até o volume final
de 2,0 mL. Apds homogeneizacédo e repouso por 3 min em temperatura ambiente, foi medido o
sinal de emissdo da fluorescéncia de cada mistura em 440 nm (Amaxexc = 370 nm) (Anvisa,
2017).

Para o estudo da precisdo para determinacdo de RB foi realizado em nove medidas com
trés niveis de concentracédo 0,5; 2,0 e 4,0 ug mL™ da solugdo padréo de RB. As misturas foram
preparadas, em tubos tipo Eppendorf, com adi¢do 100 pL de solugio de PQC 3,5 pug mL*; 300
uL de solugdo do tamp&o RB pH 6; 500 pL de solugdo de NaCl 0,5 mol L, 500 L da solugio
padrdo AA nas concentracdes de 0,5; 2,0 e 4,0 pg mL™, e completado com &gua ultrapura até
o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizag&o e repouso por 3 min em temperatura ambiente,
foi medido o sinal de emisséo da fluorescéncia de cada mistura em 440 nm (Amax.exc = 370 nm)
(Anvisa, 2017).
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3.8.5 Teste de recuperacéao

Os testes de recuperacao das amostras liquidas e solidas de AA foram feitos em quatro
niveis de concentragdo: 0,0; 5,0; 20,0 e 40,0 pug mL™. As misturas foram preparadas, em tubos
tipo Eppendorf, com adi¢io 200 pL da solugdo de trabalho dos PQC 7,0 pg mL™; 500 pL de
solugdo de ion cromo(V1) 30 ug mL*?, 200 pL de solugdo do tampdo RB pH 6; 500 pL de
solugdo de NaCl 0,5 mol L™, 500 pL da solugdo padrdo AA nas concentragGes de 0,0; 5,0; 20,0
e 40,0 ug mL, 100 pL de cada amostra diluida, e completado com agua ultrapura até o volume
final de 2,0 mL. Ap6s homogeneizacdo e repouso por 3 min em temperatura ambiente, foi
medido o sinal de emisséo da fluorescéncia de cada mistura em 440 nm (Amax.exc = 370 nm)

Os testes de recuperacdo das amostras de RB foram feitos em quatro niveis de
concentragdo: 0,0; 0,5; 2,0 e 3,0 pg mL™. As misturas foram preparadas, em tubos tipo
Eppendorf, com adigdo 100 pL de solucéo de PQC 3,5 pg mL%; 200 pL de solugéo do tamp&o
RB pH 6; 500 pL de solugdo de NaCl 0,5 mol L, 500 pL da solucéo padrdo AA nas
concentragdes de 0,0; 0,5; 2,0 e 3,0 ug mL%, 500 pL de cada amostra diluida, e completado
com 4gua ultrapura até o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizacéo e repouso por 2 min
em temperatura ambiente, foi medido o sinal de emisséo da fluorescéncia de cada mistura em

440 nm (Amax.exc = 370 nm).

3.8.6 Sistema de deteccao fluorescente

O espectrometro portatil Ocean Optics, modelo USB 4000 foi empregado na detecgdo
do sinal analitico dos analitos AA e RB. Este instrumento possui detector especifico para
analises fluorescentes (a) e acessorio de fixacao para cubeta de quartzo (b). Na janela lateral do
instrumento, foi inserido um LED 370 nm (c) conectado com uma placa de Arduino® para
estabilizacdo eletronica da fonte de excitacdo (d). Para impedir a influéncia da luz do ambiente,
0 proprio instrumento possui uma tampa que bloqueia luz visivel ambiente que é colocada
durante a realizacdo das medidas. O detalhamento dos componentes do sistema de deteccdo esta

ilustrado na Figura 3.2.
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Figura 3.3 — Fotografia do sistema de detecgdo Ocean Optics: (a) detector fluorescente; (b) acessério
de fixacdo da cubeta de quartzo; (¢) LED-UV montado em dissipador de calor e (d) placa Arduino®.

7o0Ocean
'ng Optics

() USBs008

ptics.com | +1727-733-2447

Fonte: prépria do autor.

Para a realizacdo das medidas de fluorescéncia das amostras foi empregado um LED
ultravioleta de alta poténcia (modelo LTPL-C034UVH370) como fonte de excitacdo em 370
nm. Esse LED foi inserido na parte lateral do acessorio de fixacdo de cubeta, em angulo de 90°
em relacdo ao eixo de leitura do detector. Devido a grande quantidade de calor liberado pelo
LED, foi acoplado a um dissipador de calor.

A placa de Arduino® UNO é composta por um microcontrolador com circuito integrado
modelo U2-LP2985, suporte de entrada/saida embutido, interface USB e regulador que fornece
uma tensdo continua de 3,3 V para alimentacdo do LED UV. Essa plataforma manipula,
interpreta e transforma os sinais de voltagem e corrente vindos dos sensores, sistema de entrada,
e ativa determinadas acdes no sistema de saida como LED. Contudo, o valor maximo da
corrente ndo pode exceder 50 mA.

O detector do espectrometro Ocean Optics ndo precisa de fonte de alimentacéao externa,
portanto, foi conectado a um computador Samsung® modelo NP300ESK-KF1BR por via cabo
USB para aquisi¢do do sinal analitico gerado pelo software SpectraSuite. Esse programa trata
dados espectrométricos baseado no programa Java, que opera em sistemas operacionais
Windows e Linux. A interface do SpectraSuite € de facil manipulacdo e rapida obtencdo do
espectro, pois todos os sistemas operacionais sdo parecidos com aplicativos usuais, contando
com amplos recursos.

O Microsoft Office Excel é um editor de planilhas desenvolvido para organizagdo e

tratamento de dados que utiliza o sistema operacional Microsoft Windows, além de aparelhos
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moveis como celulares e tabletes. Sua interface inclui vérias ferramentas que auxiliam no
manuseio dos dados obtidos nos softwares CaryWinFLR e SpetraSuite, incluindo a construcéo

de gréficos.

3.9 Estudos de seletividade
Para a realizacdo do estudo de seletividade foram utilizados 0os compostos organicos e
inorgénicos que estdo listados abaixo.
v" Compostos organicos: acido ascorbico, acido citrico, acido pantaténico, acido
tartérico, biotina, niacina, tiamina, glucose, frutose, sacarose, amido de milho,
L-isoleucina, L-prolina, &cido glutamico, L-alanina, guanina, L-histidina, L-
cistina, L-leucina, L-lisina e L-tirosina (Hu et al., 2020).
v Compostos inorganicos: CaCl,, NaCl, KCI, CuCl,, K>Cr.07, MnClz, CoCls,
FeS03s.7 H20 e FeCl3.6H20 (Jiao et al., 2019).

Para o estudo do efeito quenching de cada composto orgénico e inorganico foi realizado
adicionando-se, em tubos tipo Eppendorf, 200 pL de solucéo de trabalho de PQC 7 pg mL™,
200 pL de solugdo-tampdo BR pH 6 e 500 uL de solugdo de NaCl 0,5 mol L, 500 pL da
solugéo padrdo na concentracio de 100 pg mL e completado com &gua ultrapura até o volume
final de 2,0 mL. Apds homogeneizagdo, a mistura permaneceu por 2 min em repouso e foi
registrado o sinal analitico de fluorescéncia em 430 nm (A max.exc. = 360 nm).

Para o estudo do retorno da fluorescéncia de cada composto inorgéanico usando o AA 50
ug mL foi realizado adicionando-se, em tubos tipo Eppendorf, 200 pL de solugdo de trabalho
de PQC 7 pg mL™%, 200 pL de solucio-tamp&o BR pH 6, 500 pL de solugdo de NaCl 0,5 mol
L, 500 uL da solugéo padrdo na concentragéo de 100 pg mL "t e completado com agua ultrapura
até o volume final de 2,0 mL. Apds homogeneizacdo, a mistura permaneceu por 2 min em
repouso e foi registrado o sinal analitico de fluorescéncia de fluorescéncia em 430 Nnm (X max.exc.
=360 nm).

Para o estudo do retorno da fluorescéncia do sensor PQC/Cr(VI) de cada composto
organico foi realizado adicionando-se, em tubos tipo Eppendorf, 200 uL de solucéo de trabalho
de PQC 7 pug mL™?, 500 pL de solucdo de fon cromo(V1) 30 pg mL™2, 200 pL de solucdo-tamp&o
BR pH 6 e 500 pL de solucio de NaCl 0,5 mol L%, 500 pL da solugdo padrdo na concentragio
de 100 pg mL™ e completado com &gua ultrapura até o volume final de 2,0 mL. Apds
homogeneizagdo, a mistura permaneceu por 3 min em repouso e foi registrado o sinal analitico

de fluorescéncia de fluorescéncia em 430 nm (A maxexc. = 360 nm).
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3.10 Estudo de estabilidade das nanoparticulas

O estudo de estabilidade da solucdo dos PQC foi realizado adicionando-se em um béquer
de 100 mL, 4 mL de solugdo de trabalho de PQC 7,0 ug mL* em 36 mL agua ultrapura. Apds
homogeneizacdo foi realizado a medida do sinal de fluorescéncia das nanoparticulas, em
temperatura ambiente, e o restante da solucéo preparada foi armazenada em frasco tipo ambar
de 50 mL sob refrigeracdo a 10 °C. O estudo foi desenvolvido ao longo de duzentos e quarenta
dias: 1°, 20, 3°, 4°, 5°, 6°, 7°, 8°, 9°, 10°, 15°, 20°, 30°, 45°, 60°, 90°, 120°, 180°, 210° e 240°
dia (Maet al., 2019, Sahoo et al., 2020).

3.11 Equacdo do fenébmeno de fluorescéncia das nanoparticulas

Para o estudo do efeito quenching e fluorescéncia ratiometrica foi usada a expressao
matematicas 3.6, de modo investigar a diminuicdo de fluorescéncia das nanoparticulas (Ma et
al., 2019).

Fo—F
Fo

DF = (3.6)

Onde, DF é a diminuicdo de fluorescéncia, F corresponde a fluorescéncia das nanoparticulas ao
interagirem com o ion cromo(VI1) e a riboflavina, e Fo corresponde ao sinal fluorescente da
solucdo de trabalho dos PQC.

Para o estudo do retorno da fluorescéncia das nanoparticulas foi aplicado a expressao
matematica 3.7 (An et al., 2021).

Fr—F
AF = (3.7)

Onde, AF é a retorno da fluorescéncia das nanoparticulas, Fr corresponde a fluorescéncia do
sensor PQC/Cr(VI) ao interagir com &cido ascérbico e F corresponde ao sinal fluorescente do
sensor PQC/Cr(VI).

3.12 Determinacao de acido ascérbico e riboflavina em suplementos vitaminicos

3.12.1 Preparo de amostras

As trés amostras liquidas e as duas amostras efervescentes de comprimidos de AA foram
compradas em diferentes farmacias na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. As trés amostras em
capsulas de RB foram adquiridas em diferentes farméacias de manipulagédo localizadas na cidade
de Jo&o Pessoa, Paraiba

Para a determinacdo de AA em amostra liquida contendo 200 pg mL? de AA, foi
retirada uma aliquota de 500 uL e transferida para baldo volumétrico de 500 mL. Apds
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homogeneizac&o, a solucéo foi novamente diluida em um Eppendorf de 2,0 mL até conter uma
concentragdo de 10 ug mL™,

Nas amostras de comprimido efervescente de AA, cada amostra de 1 g foi diluida em
baldo volumétrico de 500 mL com &gua ultrapura. Apds homogeneizacdo, a solucdo foi
novamente diluida em um Eppendorf de 2,0 mL, até conter uma concentragdo de 10 pg mL™,

O procedimento das amostras de RB foi adaptado de Monte-Filho e colaboradores
(2019), onde cinco comprimidos foram homogeneizados em um béquer usando um bastdo de
vidro; em seguida, foram adicionados 100 mL de a4gua ultrapura, homogeneizados e submetidos
a cavitacdo por 10 min em ultrassom. Apds filtracdo, foram transferidos para baldo volumétrico
de 250 mL e completado o volume com &gua ultrapura. Entdo, a mistura foi diluida em um

Eppendorf de 2,0 mL para conter uma concentragio de 0,5 pg mL™.

3.12.2 Método de referéncia para a determinacao de acido ascorbico

Para a determinagdo de AA, o método de referéncia utilizado foi baseado na titulagdo
iodométrica, conforme procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (Anvisa, 2019).
Portanto, o procedimento consistiu-se na padronizacdo da solucdo de iodo com solucdo de
tiossulfato de sodio 0,05 mol L™ como padrdo primario, contendo iodeto de potéssio, até a
mudanga da coloracdo para verde amarelado. Em seguida, adicionou-se 3 mL da solucdo de
amido 1 % (m v) no titulado e continuou a titulacdo até a mudanca de coloragéo para azul
(Baccan et al., 2001) As Equacdes 3.8 e 3.9 representam as reac@es quimicas e as respectivas

estequiometrias.

103" (aq) + 51 (ag) +6H30(aq) =——> 3l2(aq) + 3H20) (3.8)

l2(aq) + 25205% (aq) «—— 21" (ag) + S406% (a0 (3.9)

ApOs a padronizacio, a solucio de tiossulfato de sodio 0,05 mol L* foi utilizada para
padronizar a solugdo de iodo, resultando na concentragdo de 0,04 mol L. A solugéo de iodo
padronizado foi empregada na determinacéo do teor de &cido ascorbico nas amostras liquidas e
solidas de vitamina C. Para tanto, adicionou-se em um erlenmeyer de 250 mL cerca de 0,2 g de
cada amostra de vitamina C, 100 mL de &gua ultrapura, 25 mL de &cido sulfdrico 1 mol Lt e
3,0 mL de solugdo de amido 1 % (m v1). Apds homogeneizagdo, a mistura foi imediatamente
titulada com solugdo de iodo 0,04 mol L. Em amostras liquidas, mediu-se 1,0 mL de cada
amostra para garantir a equivaléncia de 0,2 g de AA. Cada amostra foi realizada em replicada,
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conforme recomendacdes da Anvisa. As Equacdes 3.10 e 3.11 representam as reacdes quimicas
e as respectivas estequiometrias (Anvisa, 2019; Baccan et al., 2001).

C6H806(aq) +|2(aq) <4+— C6H606(aq) + 2|-(aq) + 2H+(aq) (310)
I"(aq) +12(aq) +(CeH1005)n(ag) «——= (CsH1005)nl3- Complexo amido-iodo de coloragéo
azul intenso  (3.11)

A concentracdo de AA na amostra foi calculada com base na Equacéo 3.12 sendo que
cada mL da solugdo de iodo 0,04 mol L equivale a 7,04 mg de AA.

Cr+Vy

Caa = (3.12)

Vamostra

Onde Caa corresponde a concentracdo de acido ascorbico na amostra; Vi € o volume
médio gasto da solugdo de i0do; Vamestra COrresponde ao volume total da solucdo que sera

titulada e C; corresponde & concentragdo da solucéo padréo de iodo (0,04 pug mL™).

3.12.3 Método de referéncia para determinagéo de riboflavina

Para a determinacdo de RB, o método de referéncia foi baseado na cromatografia liquida
de alta definicdo, conforme procedimento descrito na AOAC (2016). Dessa forma, o
procedimento consistiu da homogeneizacao de 10 amostras em capsulas utilizando um béquer
e um bastdo de vidro. Em cada mistura de amostra foi retirado 10 mg e dissolvido em 50 mL
da solucéo de acetato de amonio 10 mmol L™t em um recipiente vidro ambar de 100 mL. Apds
agitacdo por 30 min, os frascos foram armazenados na geladeira a 4 °C por 2 h. O extrato foi
filtrado usando um filtro micropore 0,45 um. Para a anélise, a amostra filtrada foi diluida 20
vezes em solucio de acetato de amonio 10 mmol L. A andlise instrumental de cada amostra,
foi realizada injetando-se a mistura em replicata.

As andlises por HPLC foram realizadas empregando-se duas fases moveis: (i) solugdo
de formiato de amé6nio 10 mmol L ajustando o pH para 3,8 com acido formico, e (ii) metanol.
Antes das medidas, a estabilidade da coluna cromatografia foi feita com 3 % de metanol por 15
min. A corrida com amostra foi realizada a partir do gradiente linear de 0-9 min, 3-15 % B; 9-
10 min,15-20 % B; 10-20 min, 20-25 % B; e 20-30 min, 25-55 % B, sendo 3 % B por 15 min
para limpeza e equilibrio da coluna. A taxa de fluxo foi de 0,3 mL min e o volume injetado de

amostra foi de 10 pL, usando o comprimento de onda maximo de excitacdo em 268 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sinteses e purificacdo dos pontos quanticos de carbono

As sete sinteses dos PQC foram produzidas mantendo-se constante a massa dos
precursores EDTA, tiossulfato de sddio e ureia em 10 mL de agua ultrapura, mas variando-se
0 tempo de permanéncia da mistura sob irradiacdo. Para retirada do material impregnado no
frasco foi utilizado um bastéo de vidro e 20 mL de agua ultrapura para raspar e diluir o material.
O pH do material sintetizado foi neutralizado usando hidréxido de sodio 2 mol L™ e verificado
num pHmetro. A purificagdo requereu uma filtracdo por gravidade, centrifugagéo (5.000 rpm,
30 min) e diélise utilizando uma membrana de 3.500 MWCO por 1h e 30 min para eliminacao
de residuos.

Na Figura 4.1 observa-se as sete sinteses produzidas de PQC, acompanhadas de uma
mudanga de coloracéo de amarelo no tempo de 1,5 min (PQC2) para castanho-alaranjado no
tempo de 10 min (PQC7). Vale ressaltar que cada sintese foi realizada utilizando o tempo de
sintese em modo continuo. Para a confirmacdo de fluorescéncia das nanoparticulas, a solugédo
dos PQC emitiu forte fluorescéncia de coloracdo azul brilhante quando irradiada sob luz UV
em 365 nm.

As sinteses de misturas de EDTA e tiossulfato de sddio, EDTA e ureia, e tiossulfato de
sodio e ureia foram realizadas nas condices otimizadas da sintese de PQC3, mas ndo ocorreu
a carbonizacdo do material. Logo, as sinteses permaneceram misturadas no frasco e nédo

fluoresceram quando submetido a irradiacdo UV 365 nm.
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Figura 4.1 — Fotografia dos PQC sintetizados pelo método assistido por micro-ondas descrito em

sequéncia nos tempos: 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10 min.

Fonte: propria do autor.

O método assistido por micro-ondas € considerado o mais simples, pois permite um
aquecimento rapido e localizado que aumenta a eficiéncia da digestdo dos compostos organicos
devido a forte interagdo da radiacdo eletromagnética com os precursores em solugéo (Jorns e
Pappas, 2021).

Apos as sinteses, foi escolhido 0 PQC3 que resultou no melhor resultado de fluorescéncia,
no qual foi empregado na investigacdo das propriedades fotoluminescentes das nanoparticulas
e sua interacdo com o analito, incluindo a caracterizacdo e a otimizacdo dos parametros dos
PQC.

4.2 Caracterizacao dos pontos quéanticos de carbono
4.2.1 Microscopio eletrénica de transmissao

A morfologia e o tamanho das particulas dos PQC foram analisados por TEM. Na
Figura 4.2 observa-se uma imagem de alta resolu¢do de uma nanoparticula contendo uma
estrutura fina e cristalina dos PQC, e uma rede média de espacamento de 0,26 nm, atribuida ao
plano cristalino de carbono grafitico (100). Esse resultado corresponde ao alto grau de

carbonizacdo no interior da estrutura dos PQC (Xiao et al., 2023).
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Figura 4.2 —Imagem por alta resolucdo de microscopia eletronica de transmissdo dos PQC com rede
média de espacamento de 0,26 nm.

b= 0.26'um

Fonte: prépria do autor.

Aproximadamente, 100 nanoparticulas distribuidas pelo espagco amostral estdo exibidas
na Figura 4.3. Essas nanoparticulas contém uma distribuicdo uniforme e uma estrutura

morfologica esférica.

Figura 4.3 — llustracéo da imagem por TEM dos PQC com média de 100 nanoparticulas em zoom de
50 nm

Fonte: propria do autor.

O tamanho médio das nanoparticulas obtidas a partir do célculo de distribui¢cdo normal,
esta ilustrado na Figura 4.4. Observa-se no histograma a uniformidade nos tamanhos dos PQC
distribuidos na faixa de 1,0 a 7,0 nm e um diametro médio de 4,0 £ 0,11 nm. Esses resultados

confirmam a morfologia quase esférica e 0 tamanho menor que 10 nm exigidos para a sintese
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dos PQC, como também, a semelhanga das nanoparticulas descritas na literatura (John;
Abraham; Mathew, 2022).

Figura 4.4 - Distribui¢do dos tamanhos das nanoparticulas investigadas na Figura 4.3
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Fonte: prépria do autor.

4.2.2 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raioss X

O instrumento XPS foi utilizado na investigacdo dos elementos C, H, O, N e S que
constituem os precursores empregados na sintese das nanoparticulas. Na Figura 4.5 observa-
se 0 espectro das quatro cristas de C1s, N1s, Ols e S2p com seus respectivos valores de 284,50;
398,50; 530,00 e 167,00 eV (Ji et al., 2021; Meng et al., 2022). As porcentagens relativas aos
elementos C, N, O e S foram identificadas em 39,47 %, 14,58 %, 44,87 % e 1,08 %,
respectivamente, confirmando a adicdo desses elementos na sintese dos PQC (Jia et al., 2022;
Meng et al., 2022).
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Figura 4.5 — Espectro de XPS dos elementos C, H, O, N e S encontrados na superficie dos PQC.

Fonte: prépria do autor.
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Na Figura 4.6a identifica-se no espectro de alta resolucdo do C1s, trés picos que
correspondem as ligacdes C-C, C=C (284,0 eV), C-N e C-O (284,7 eV), e C=N e C=0 (285,0
eV) (Linetal., 2021). No espectro de alta resolucdo do N1 (Figura 4.6b), observa-se dois picos
distintos em 400,3 e 398,2 eV, evidenciando a presenca de pirrélico-N e piridinico-N,
respectivamente (Meng et al., 2022). Na Figura 4.6¢ observa-se no espectro de alta resolucéo
do Ols, picos em 529,9; 531,1 e 533,0 eV, que indica a presenca de ligacdes C=0, C-O e C-
NO, e C-OH e C-O-C, respectivamente (Xiao et al., 2023). Os dois picos em 167,0 e 161,0 eV,
observados no espectro de alta resolucdo de S2p (Figura 4.6d), correspondem a presenca de
enxofre na forma de 6xido S e C-S, respectivamente (Meng et al., 2022). Assim, os resultados
dos espectros de XPS contém a confirmacdo dos grupos carboxila, carbonila, amino e
sulfurados, coincidindo com a composicdo quimica dos precursores dos PQC, como também,
evidenciam a funcionalizacdo de grupos organicos na superficie das nanoparticulas. Além
disso, Tian e colaboradores (2021) complementam que a quantidade de grupos organicos
contendo elemento oxigénio, aumentam a hidrofilicidade e estabilidade dos PQC, confirmada

pela alta quantidade percentual de O na superficie das nanoparticulas.
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Figura 4.6 — Espectro de XPS em alta resolucéo dos elementos C, H, O, N e S encontrados na superficie
dos PQC
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4.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A identificacdo dos grupos organicos presentes na superficie dos PQC foi investigada
no resultado do espectro de FT-IR (Figura 4.7). No espectro de FT-IR, encontra-se uma banda
em 3421,71 cm™ e 2843,07 cm™ de estiramento vibracional O-H e N-H, e C-H, respectivamente
(Jietal., 2021; Jiaetal., 2022; Tian et al., 2021). A confirmacao de estiramento vibracional de
hidrocarbonetos aromaticos policiclico C=C e grupo carbonil C=0 na banda em 1627,92 cm
e estiramento vibracional de C-C e C-N na banda em 1404,17 cm™ (Tian et al., 2021; Meng et
al., 2022). Em 1327,02 cm™, observam-se as flexdes vibracionais de C-H, N-H, C-Se C-N e
em 1269,16 cm™ estiramentos vibracionais de C-OH, C-N (Ji et al., 2021). Os estiramentos
vibracionais C-O, C-S e C-O-C sdo encontradas na banda em 1126,42 cm™ (Meng et al., 2022).
As bandas em 995,27 e 914,25 cm™ apresentam fraco estiramento de C-S ou C=S (Tian et al.,
2021; Ji et al., 2021).
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Figura 4.7 — Espectro de FTIR medido na faixa de 405 a 3905 cm™ com bandas de estiramentos
vibracionais.
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Os resultados das analises de XPS e FTIR confirmaram a presenca dos elementos
quimicos C, O, N e S, e a adi¢do de grupos funcionais, como -COOH, -OH, -NH; e -SO, na
superficie dos PQC. Esses grupos funcionais possibilitam a modificacdo da superficie da
nanoparticula e auxiliam no aumento da hidrofilicidade dos PQC (Wang et al., 2020; Gu et al.,
2022). Tu e colaboradores (2020) complementam que o excesso de grupos funcionais contendo

O na superficie dos PQC podem favorecer a interacdo das nanoparticulas com ions metalicos.

4.2.4 Difragéo de raios X

Na investigagdo da estrutura cristalina dos PQC, a medida de XRD esta ilustrada na
Figura 4.8. Nessa figura observa-se um pico de difragdo em torno de 20 = 23,7°, que
corresponde ao plano cristalino de carbono grafitico (002) (Xiao et al., 2023). Na faixa do pico
de difracdo entre 20° a 40°, confirma-se a natureza amorfa dos nanomateriais carbonaceos (Fan
et al, 2022), como também, evidencia a existéncia de estrutura de grafite no ndcleo das
nanoparticulas (Preethi et al., 2022). Os resultados obtidos por TEM e XRD, confirmam a

estrutura grafitica, amorfa e a conformacdo cristalina dos PQC.
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Figura 4.8 — Espectro de medida de XRD com pico em 23,7°
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4.2.5 Potencial Zeta

A diferenca de potencial resultante da interacdo dos grupos funcionais carboxila,
carbonila, hidroxila, amina ou sulfurados presentes na superficie de PQC com os analitos, AA
e RB, foi realizada a partir das medidas de potencial Zeta. Conforme a Figura 4.9, observa-se
que o valor medido de —16,8 mV de potencial Zeta corresponde a alta dispersividade em agua,
devido a presenca de grupos hidrofilicos como hidroxila e carboxila na superficie dos PQC e
corrobora para um longo tempo de estabilidade da solugéo dos PQC (Sahoo et al., 2020, Xu et
al., 2020).

A medida de poténcia Zeta para formacdo do sensor PQC/Cr(VI) pela adicdo de ion
cromo(V1) nos PQC resultou no valor de -1,93 mV. Essa distinta diferenca no valor do potencial
confirma a possivel reacdo de coordenacdo entre o ion cromo(V1) e os grupos funcionais na
superficie dos PQC ou oxidagdo e geragdo de ion cromo(l1l) em solucdo(Tu et al., 2020; Fan
et al., 2022). A interacdo AA com o sensor PQC/Cr(VI) ocasionou alteragéo de potencial para
o0 valor de -18,7 mV. Segundo Hao e colaboradores (2023), essa alteracdo de potencial resulta
da retirada do ion metélico da superficie dos PQC pelo AA, restaurando a fluorescéncia das
nanoparticulas.
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Figura 4.9 — Gréfico de potencial Zeta nos PQC (vermelho), sensor PQC/Cr(VI) (azul) e
PQCI/Cr(VI)/AA (verde).
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Na Figura 4.10 observa-se o potencial Zeta da interacdo dos PQC e da RB que resultou
no valor de potencial de -28,3 mV. Portanto, os grupos funcionais presentes na superficie dos

PQC, confirmados nas analises de XPS e FTIR, alteraram o potencial Zeta na presenca dos
analitos.

Figura 4.10 — Gréfico de potencial Zeta dos PQC (azul) e PQC/RB (vermelho).
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4.2.6 Propriedades Opticas dos PQC

As propriedades Opticas das sinteses dos PQC foram analisadas por espectrofotometria de

absorcdo UV e fluorescéncia molecular.

4.2.6.1 Espectrofotometria de absor¢do UV dos pontos quanticos de carbono

A investigacgdo da absorcdo dos PQC foi realizada com a sintese que resultou no maior
RQF. Na Figura 4.11 observa-se uma forte banda de absor¢cdo em 305 nm que corresponde as
ligacdes C=C e C=N de transicao eletronica n-n* de anéis aromadticos e outra banda em 380 nm

de transicdo eletronica n-n* de ligagdo C=0 que confirma a presenca de grupos organicos
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contendo oxigénio nos PQC (Long et al., 2020; Jia et al., 2022). Ozyurt e colaboradores (2023)
complementa que bandas acima de 500 nm correspondem as ligagdes C=S e S=0 de transi¢do
n-m* e n-n*, respectivamente.

Figura 4.11 — Espectros de absor¢do molecular da sintese de PQC pelo método assistido por micro-

ondas
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Segundo Nair e colaboradores (2020) a funcionalizacdo produz efeitos significativos na
banda de absor¢do dos PQC, devido a adi¢do de elementos quimicos ou grupos organicos que
alteram a estrutura das nanoparticulas quando empregado diferentes métodos de sintese.
Machado e colaboradores (2015) complementam que as propriedades Opticas de absor¢do séo
dependentes do tamanho das nanoparticulas e, diferentes de sinteses podem deslocar o

comprimento de onda da banda.

4.2.6.2 Fluorescéncia molecular dos pontos quanticos de carbono

O espectro de emissdo de fluorescéncia dos PQC foi investigado variando o comprimento
de onda de excitagdo de 300 nm a 440 nm com um incremento de 10 nm. Na Figura 4.12
observa-se 0 espectro de fluorescéncia molecular das nanoparticulas que exibem um
comprimento de onda de emiss@o de maior intensidade em 430 nm para comprimento de onda
excitacdo maxima de 360 nm. Além disso, verifica-se a diminui¢do de intensidade das bandas
do comprimento de onda de emissdo na faixa de 433 nm a 520 nm com notavel deslocamento

para maiores comprimentos de onda.
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O sinal de emisséo de fluorescéncia exibe um comportamento dependente da excitacdo
que pode ser atribuida ao tamanho das nanoparticulas, a quantidade de ligagdes C=C de anéis
aromaticos, e ao estado de superficie produzidos pelos grupos oxigenados e nitrogenados na
superficie dos PQC (Long et al., 2020; Jorns e Pappas, 2021). Tang e colaboradores (2021)
complementa que essa dependéncia esta associada a homogeneidade do tamanho das
nanoparticulas e a quantidade de armadilhas emissivas dos grupos funcionais hidroxilas,
carboxilas e amidas que possivelmente existem nas nanoparticulas desse trabalho.

Figura 4.12 — Espectros de emisséo de fluorescéncia dos PQC em fungdo do comprimento de onda de

excitacao variando de 300 a 440 nm.
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Vale ressaltar que os espectros de fluorescéncia molecular mostrados na Figura 4.12
foram medidos com o PQC que obteve maior RQF, sem a otimizacdo dos parametros e

empregando o espectrofluorimetro da Agilent Cary Eclispe.

4.3 Rendimento quantico de fluorescéncia dos pontos quanticos de carbono
O RQF dos PQC foi utilizado na investigacdo do fendmeno de fluorescéncia das
nanoparticulas sintetizadas pelo método assistido por micro-ondas de uso domestico nos tempos
de 1 a 10 min, baseado na Equagéo 3.1.
Na Tabela 4.1, observa-se que PQC3 com 8,9 % obteve o0 melhor RQF no estudo da
variacdo do tempo de sintese, mantendo-se as concentra¢fes dos precursores constantes. As

demais sinteses obtiveram valores de RQF abaixo de 8,9 %. Compreende-se que a formagéo de
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PQC consiste nas etapas de desidratacdo, polimerizacao, carbonizagdo e funcionalizagéo (Li et
al., 2023). Dessa forma, o curto tempo de sintese resulta em processos de carbonizacéo e
funcionalizacdo incompletos, dificultando a formacéo de grupos funcionalizados na superficie
das nanoparticulas (Li et al., 2021). Em contrapartida, 0 aumento de tempo e temperatura pode
ocasionar a decomposi¢do dos grupos funcionalizados na superficie dos PQC, provocando a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia (Tian et al., 2021; Sahoo et al., 2020).

Tabela 4.1 — Dados do RQF dos PQC produzidos a partir precursores EDTA, tiossulfato de sodio e
ureia variando o tempo de sintese pelo método assistido por micro-ondas.

Sintese Tempo (min) RQF (%)
PQC1 10 0
PQC2 15 3,2
PQC 3 2,0 8,9
PQC4 4,0 7,6
PQC5 6,0 7,3
PQC6 8,0 6,5
PQC7 10,0 7,3

Para a complementag&o do estudo foi utilizado o sistema de ultrassom por 5,0 min para
efetuar a homogeneizacdo das misturas dos precursores, seguido de uso do sistema de micro-
ondas em condicdes otimizadas de sintese. Contudo, a homogeneizacdo usando o sistema de
ultrassom, resultou em diminui¢do do RQF para 8,1 %. Segundo Das e colaboradores (2021) o
uso do sistema de ultrassom promove a formagdo de nanomateriais por cavitagdo podendo
alterar a formacdo das nanoparticulas baseado na viscosidade do solvente, na poténcia e
frequéncia do instrumento e no tempo de permanéncia da mistura. Portanto, o0 uso do sistema
de ultrassom possivelmente modificou as propriedades das nanoparticulas diminuido o RQF.

As misturas de EDTA e tiossulfato de s6dio, EDTA e ureia e tiossulfato de sodio e ureia
empregando o tempo de sintese de 2,0 min foram avaliadas, mas ndo exibiram fluorescéncia.
Segundo Li e colaboradores (2021) para a obtengéo de PQC com alto RQF, deve-se utilizar
uma adequada temperatura que garanta a formacéo de ligacdes sp2 no nucleo de carbono e a
funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas. Contudo, baixa temperatura ndo favorecem a
funcionalizacdo e alta temperatura provoca deficiéncia na funcionalizagdo, levando a formagéo
de PQC néo fluorescentes ou com baixo RQF. Logo, uma nova otimiza¢do dos parametros de
sintese deveria ser realizada, a partir dessas misturas, para investigar o aumento do RQF.

Para os estudos subsequentes, foram definidos o tempo de 2,0 min e RQF de 8,9 % para

a sintese das nanoparticulas a partir de EDTA, tiossulfato de sodio e ureia. Dessa forma, o
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estudo de otimizagdo dos pardmetros analiticos utilizando os PQC viabilizar a determinagéo
de AA e RB empregando dois instrumentos de fluorescéncia molecular.

4.4 Medidas no espectrofluorimetro Cary Eclipse Agilent
4.4.1 Otimizac&o dos paréametros analiticos

Com o intuito de avaliar as condigdes experimentais do uso dos PQC na determinagéo da
solucdo padrdo de AA e RB, foram estudados alguns fatores que podem afetar a deteccédo
incluindo a variacdo do pH, a concentracdo dos PQC, o volume de tampéo BR, a concentracédo
do NacCl, a concentracdo de ion cromo(V1) e tempo de reacdo, sendo que alguns desses fatores
foram otimizados empregando o planejamento fatorial 24 e 23,

4.4.1.1 Estudo do efeito do pH

O estudo do efeito do pH foi realizado de forma univariada, devido a sua importancia nas
medidas de fluorescéncia dos PQC. Na determinacdo da solugdo padrdo de AA, o melhor
resultado do estudo do efeito do pH foi em meio levemente &cido empregando o tampdo BR
pH 6. Na Figura 4.13 observa-se o comportamento crescente e decrescente do sinal de retorno

da fluorescéncia dos PQC na faixa de pH 2 a 6 e pH 6 a 12, respectivamente.
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Figura 4.13 — Variacdo da intensidade de fluorescéncia dos PQC em func¢éo do pH para &cido ascérbico
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No estudo de variacdo de pH para a solucdo padrdo de RB, o melhor resultado
correspondeu a solucdo-tampdo BR pH 6. Conforme a Figura 4.14 observa-se 0
comportamento crescente e decrescente do sinal de fluorescéncia na faixade pH2a 6 e 6 a 8,

respectivamente.

Figura 4.14 — Variagdo da intensidade de fluorescéncia dos PQC em funcdo do pH para riboflavina.
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Em suma, percebe-se a dependéncia da intensidade de fluorescéncia na faixa de 2 a 12
parao AA e 2 a8 paraa RB, sendo a condicdo de pH 6 a melhor para os dois analitos. Segundo
Meierhofer e colaboradores (2020) a natureza do meio pode alterar a intensidade de
fluorescéncia dos PQC e sua interacdo com o analito. Hu, Zhu e Zhao (2021) complementam
que essa alteracdo nas propriedades fluorescentes dos PQC é evidenciada pela presenca de
grupos organicos funcionalizado na superficie dos PQC como -OH, -COOH, -NHz e HS-, com
capacidade de protonacgéo e desprotonacdo. Portanto, a funcionalizacdo dos PQC e a natureza
do meio provoca a competicdo entre 0s processos de transi¢cao ndo radiativa e a luminescéncia
do material, modificando a intensidade do espectro de emissdo (Figura 4.15) (Hu; Zhu; Zhao,
2021).

Figura 4.15 — Variacdo da intensidade de fluorescéncia dos PQC em fungéo do pH sem a presenca dos

os analitos.
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4.4.1.2 Planejamento fatorial

O planejamento fatorial 2* foi realizado na determinago de AA. Na Tabela 4.2, consta-
se que os valores das medidas séo significativos na presenca do sal NaCl. Contudo, o melhor
resultado foi a medida numero 15 composta das variaveis volume de tampéao 200 pL, volume

de PQC 200 pL, concentragdo de NaCl 0,5 mol Lt e concentragdo de fon cromo(V1) 30 pg mL"
1
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Tabela 4.2 — Planejamento fatorial 2* de quatro variaveis independentes e a codificacdo dos parametros:
X1 - Volume de tampéo: 200 (-) e 300 (+), X2 - Volume de PQC: 100 (-) e 200 (+), X3 — Concentracao
de NaCl: 0 mol L (-) e 0,5 mol L (+), e X4 -Concentragdo de ion cromo(V1):20 ug mL™ (-) e 30 ug
mL? (+)

Parametros X1 X2 X3 X4 Fluorescéncia
(média)

1 - - - - 0,26+0,001
2 + - - - 0,28+0,001
3 - + - - 0,32+0,001
4 + + - - 0,380,022
5 - - + - 0,560,039
6 + - + - 0,50+0,018
7 - + - 0,64+0,0002
8 + + - 0,52+0,028
9 - - - + 0,39+0,065
10 + - - + 0,47+0,019
11 - - + 0,410,101
12 + - + 0,47+0,005
13 - - + + 0,730,009
14 + - + + 0,77+0,008
15 - + + + 0,80+0,019
16 + + + + 0,74+0,0137

As variaveis relevantes, com base na interpretacdo do diagrama de Pareto, foram a
concentracdo da solucdo de NaCl, a concentracdo de ion cromo(V1), a interacdo do volume de
solugdo-tampao BR pH 6 com a solugdo de NaCl 0,5 mol L, a interacio da solucdo de NaCl
0,5 mol L com a concentragdo de ion cromo(V1), e volume de PQC, seguido das demais

interacdes (Figura 4.16).
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Figura 4.16 — Diagrama de Pareto com as variaveis volume de tampdo, volume de PQC, concentracéo
de NaCl e concentracao de ion cromo(V1), e suas respectivas interacoes.
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Na Figura 4.17 observa-se que o efeito da variavel volume de tampdo ndo afeta
significativamente a intensidade de fluorescéncia dos PQC, sendo usando o volume de 200 pL
evidenciado na Tabela 4.2. Com relacdo ao volume de PQC, o melhor resultado foi o volume
de 200 pL. As variaveis concentracio de NaCl 0,5 mol L e concentragéo de fon cromo(V1) 30

ug mL* obtiveram valores significativos que intensificam o retorno da fluorescéncia dos PQC.

Figura 4.17 — Graéfico dos efeitos das varidveis volume de tampéo, volume de PQC, concentracdo de
NaCl e concentracao de ion cromo(V1) analisadas individualmente
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Conforme observado na Figura 4.18 a interacdo da concentracdo de ion cromo(V) 30
ug mL? com concentragdo de NaCl 0,5 mol L resultou no melhor sinal do retorno de
fluorescéncia, seguido da interacdo volume de PQC com concentracdo de ion cromo(VI)

correspondendo ao volume de 200 pL. O volume da solugdo-tampéo correspondeu a um valor
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acentuado apenas na concentracdo de ion cromo(VI) 30 pug mL™*, considerando o melhor
resultado no volume de 200 pL. A concentragdo de NaCl obteve melhor resposta em todas
interacdes, exceto no volume de tampdo de 300 pL que ocasionou a diminuigéo da intensidade
de fluorescéncia.

Figura 4.18 — Gréfico das interacdes das variaveis volume de tampdo, volume de PQC, concentracdo
de NaCl e concentracdo de ion cromo(VI)
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Segundo Das e colaboradores (2017) a alteracdo da intensidade de fluorescéncia dos
PQC pode estar associada a presenca da solucdo de NaCl. Esse efeito contribui para a agregacédo
ou dispersdo dos PQC, que pode ser controlada pelas interagdes idnicas do sal. A importancia
desse efeito na emissdo de fluorescéncia € a viabilidade em aplicacfes sob condi¢des ambientais
extremas, devido a alteracdo das propriedades de fluorescéncia na presenca de concentracdes
elevadas de sal (Das et al., 2017).

Com relacdo a varidvel concentracBes ion cromo(VI), consta-se que a sensibilidade
analitica € dependente da concentracdo do sensor com PQC, portanto, em concentracfes abaixo
de 20 pg mL* de fon cromo(VI) a supressdo da fluorescéncia dos PQC ndo é significativa,
resultando numa estreita faixa linear para a determinacdo de AA. Em concentrag¢des acima de
30 pug mL* de fons cromo(VI) nesse sistema, 0 AA reage tanto com o sensor PQC/Cr(VI)
qguanto com os ions cromo(VI) dispersos na solucdo, diminuindo a sensibilidade de
determinacdo de AA (Jia et al., 2022). Assim, a melhor resposta foi a concentracéo de 30 pg

mL* de fon cromo(V1). Sobre os volumes de solugdo-tamp&o BR pH 6 e de solucdo de PQC,
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ndo houve mudancgas significativas ao analisa-los individualmente e sob a influéncia da
interacédo entre eles.

No planejamento fatorial 2° usado na determinacio de RB, consta-se que o melhor
resultado foi a medida numero 5 composta das variaveis volume de tampéo 200 L, volume de
PQC 100 pL e concentragio de NaCl 0,5 mol L (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — planejamento fatorial 23 de trés variaveis independentes e a codificacdo dos parametros:
X1 - Volume de tampéo: 200 (-) e 300 (+); X2 - Volume de PQC: 100 (-) e 200 (+); e X3 — Concentracao
de NaCl: 0mol L (-) e 0.5 mol Lt (+)

Parametros X1 X2 X3 Fluorescéncia (média)
1 - - - 0,018+0,0002
2 + - - 0,015+0,0002
3 - + - 0,020+0,0005
4 + + - 0,013+0,0007
5 - - + 0,037+0,0004
6 + - + 0,033+0,0003
7 - + + 0,021+0,0014
8 + + + 0,011+0,0011

As variaveis relevantes, com base na interpretacdo do diagrama de Pareto, foram a
concentracéo da solucdo de NaCl com o volume dos PQC, volume dos PQC, a concentracéo da
solucdo de NaCl, volume do tampao, seguido das demais intera¢fes (Figura 4.19).

Figura 4.19 — Diagrama de Pareto com a varidveis volume de tampé&o, volume de PQC e concentracéo
de NaCl, e suas respectivas interagdes.
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Na Figura 4.20, consta-se que o estudo de efeito das varidveis obteve valores
significativos para a intensidade de fluorescéncia dos PQC. Dessa forma, o volume de tampao
que obteve o melhor resultado foi o volume de 200 pL. As variaveis concentracao de NaCl 0,5
mol L e volume de PQC 100 pL resultaram nos melhores valores da intensidade de
fluorescéncia.

Figura 4.20 — Gréfico dos efeitos das variaveis volume de tampdo, volume de PQC, concentracdo de
NaCl e concentracdo de ion cromo(V1) analisadas individualmente
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Na Figura 4.21, observa-se que a interacdo do volume de tampéo e volume de PQC a
intensidade de fluorescéncia diminui quando o volume de tampdo aumenta para 300 pL.
Seguindo 0 mesmo fendmeno, o volume de tampéo e concentracdo de NaCl diminuiram com o
aumento do volume de tampdo. A interacdo volume de PQC 100 pL e concentracdo de NaCl

0,5 mol L ¢ significativa e aumenta a resposta de efeito quenching.
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Figura 4.21 — Gréfico das interagdes das variaveis volume de tampéo, volume de PQC e concentracao
de NaCl
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Nos dois sistemas a maior influéncia na intensidade de fluorescéncia é a presenca desse
sal na mistura. Segundo Zulfajri, Rassol e Huang (2020) a alteracéo da emisséo de fluorescéncia
é possivelmente favorecida pela presenca de grupos organicos ionizaveis na superficie dos PQC
que promovem interacdes eletrostaticas com o analito.

Outra variavel destacada é o volume da solu¢do dos PQC que resultou na melhor
resposta para o volume de 100 pL. Esse comportamento para volume menor de PQC pode estar
associado ao processo de reabsorc¢do de fluorescéncia em solugdo contendo quantidade elevada
de nanoparticulas de carbono (Fonin et al., 2014). Portanto, o processo de otimizagdo dos PQC
melhora a sensibilidade do método e a intensidade de fluorescéncia.

4.4.1.3 Tempo de repulso da solucéo analitica

O efeito do tempo repouso da solucédo analitica foi investigado na determinacdo de AA
e RB, individualmente. Para a determinagdo de AA, verifica-se que ocorre a estabilizacdo da
intensidade de fluorescéncia em 2 min ap6s homogeneizacdo do sistema PQC/Cr(VI)/AA
(Figura 4.22). Contudo, a fluorescéncia diminui a partir de 10 min, evidenciando a rapida
reacao entre o sensor PQC/Cr(VI) e 0 AA. Logo, o tempo de repouso utilizado na determinacéo
de AA foi 3 min.



85

Figura 4.22 — Efeito do tempo repouso de solugdo analitica PQC/Cr(VI)/AA 5 ug mL™* na faixa de 0 a
120 min.
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Na Figura 4.23 verifica-se que a intensidade de fluorescéncia decresce suavemente a partir de
4 min, ap6s a homogeneizacdo da solucdo analitica de PQC/RB. Portanto, 0o tempo de repouso

empregado nas medidas experimentais de RB foi 2 min.

Figura 4.23 — Efeito do tempo de repouso de solugdo analitica PQC/RB 1 pug mL™ na faixa de 0 a 240
min
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Esses resultados foram melhores que o tempo reacional de Msto e colaboradores (2023)
ao determinarem o teor de &cido ascérbico em fruta laranja por 15 min, apés a formacéo do
sensor PQC/Fe®", e Chen e colaboradores (2024) ao determinarem o teor de riboflavina em soro
humana com agitacdo por 8 min seguido da realizacdo das medidas no instrumental.

4.4.2 Mecanismo quenching de Fluorescéncia

O mecanismo quenching foi realizado em quatro diferentes mecanismos descritos na
literatura, incluindo quenching estéatico, dindmico, IFE e FRET (Hu et al., 2022). Inicialmente,
observa-se a diferenca entre quenching estatico e dinamico pela equacao de Stern-Volmer. Na
Figura 4.24 verifica-se que o aumento de sensibilidade analitica com o aumento de
temperatura, corresponde ao quenching dindmico causado pelo aumento das colisGes entre o
ion cromo(V1) e 0s PQC (Zu et al., 2017). Vale ressaltar que a adi¢cdo da solucdo de AA no
sensor PQC/Cr(VI) suprimi o efeito quenching, desativando ou enfraquecendo o mecanismo de

fluorescéncia (Tian et al., 2021).

Figura 4.24 — Curva analitica entre a intensidade de fluorescéncia dos PQC e concentrag¢fes da solugdo
de ion cromo(VI) em quatro temperaturas diferentes: 13°C; 25°C; 30°C e 40 °C
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Fonte: propria do autor

Com relagéo interagdo PQC/RB, a sensibilidade analitica diminui com o aumento de
temperatura de 13 a 40 °C, evidenciando o quenching estatico (Figura 4.24) no qual a
diminuicdo de temperatura favorece a formagéo do complexo no estado fundamental (Zu et al.,
2017; Molaei, 2020).
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Figura 4.25 — Curva analitica entre a intensidade de fluorescéncia dos PQC e concentracfes da solugao
de RB em quatro temperaturas diferentes em quatro temperaturas diferentes: 13°C; 25°C; 30°C e 40 °C
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Fonte: prépria do autor

O espectro de absorc¢do dos PQC com e sem a presenca dos analitos foi investigado para
a possivel da formacdo dos complexos PQC/Cr(VI) e PQC/RB. Na Figura 4.26 observa-se
outra possivel confirmacdo do quenching dindmico quando a adi¢do do ion cromo(VI) na
solucgéo de PQC exibe apenas uma banda em 373 nm, que sobrep8e a banda registrada em 376
nm da solucdo de PQC (Jayweera et al., 2018). Além disso, destaca-se a estratégia on-off-on na
diminuicdo da banda em 373 nm, devido a adi¢do da solucdo de AA no sensor PQC/Cr(VI),
resultando no retorno do sinal de absor¢édo dos PQC.

Para o sistema PQC/RB, o efeito quenching estatico é evidenciado pela possivel
formacdo do complexo avaliado pela comparacdo dos espectros com e sem RB. Em geral, o
efeito quenching gerado nos mecanismos estatico e dinamico promove a distribuicdo dos
estados de energia e aumenta a recombinacao ndo radiativa de elétron/buraco dos PQC (Xu et
al., 2022).
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Figura 4.26 — Espectro de absorcao dos PQC com e sem a presenca dos analitos
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Os mecanismos FRET e IFE sdo inicialmente identificados pela sobreposicao espectral
entre o espectro de absorcdo do analito e o espectro de emissdo e/ou excitacdo da solugédo de
PQC (Zuetal., 2017). Na Figura 4.27 o mecanismo IFE e FRET néo sdo aplicados aos analitos
ion cromo(VI) e AA devido a auséncia de sobreposicdo espectral. Contudo, verifica-se que
ocorre sobreposicédo espectral entre a banda de RB em 372 nm e 450 nm, e a banda de emisséo
e excitacdo dos PQC em 367 nm e 430 nm, respectivamente (Molaei, 2020). Dessa forma, a
equacao de Parker e Forster foram utilizadas para distinguir os mecanismos IFE e FRET.

A equacdo de Parker (Equacdo 2.2) foi calcula a partir das concentracfes analiticas de
0,1;3e 7 ug mL?, resultando nos valores 1,07; 1,25 e 1,51, respectivamente, que possivelmente
confirmam o mecanismo IFE. Para a confirmacdo do mecanismo FRET, foi calculado o raios
de transferéncia de energia usando a equacdo da distancia de Forster (Equacdo 2.4 e 2.5).
Segundo Zu e colaboradores (2017) a distancia entre o quencher ou analito e os PQC devera
ocorrer na faixa de 1 a 10 nm, e no mecanismo IFE podera exceder 10 nm. Para tanto, verificou-
se que valor da integral de sobreposigdo espectral, J(1), é de 1.62x10'* Mt cm™ nm* e calculou-
se 0 raios de transferéncia de energia (Ro), resultando em um raios de 34,0 nm, maior que 10

nm, excluindo o mecanismo FRET.
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Figura 4.27 — llustracdo dos espectros de emissdo e excitacdo em 430 nm e 360 nm, respectivamente,
e bandas de absorbancia da solugéo de ion cromo(V1) e dos analitos AA e RB.
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4.4.3 Estudo da sensibilidade analitica do sensor PQC/Cr(VI)

A estratégia on-off-on foi utilizada na determinacdo de AA pela formacédo do sistema
on-off de sensor PQC/Cr(V1) que diminui a fluorescéncia por efeito quenching, e formacéo do
sistema off-on que restaura a fluorescéncia quando adicionado solugdes de AA na mistura.
Portanto, na Figura 4.28 observa-se crescentes valores de restauragdo de fluorescéncia usando
a faixa da concentracéo de ion cromo(V1) 10 a 30 pug mL™ e decréscimo de 40 a 80 pug mL™.
Com base nesses resultados a melhor restauracdo da fluorescéncia foi a concentracdo de ion
cromo(VI) de 30 ug mL™2,
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Figura 4.28 — Gréfico do retorno da fluorescéncia dos PQC variado a concentracao de ion cromo(VI1) na
faixa de 10 a 80 pg mL™?
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Segundo Lathe e Palve (2023), a estratégia on-off-on é uma importante ferramenta que
reduz ion cromo(VI) a cromo(lll) na presenca de um agente oxidante que restaura a
fluorescéncia dos PQC. Jia e colaboradores (2022) complementam que a concentracao de ion
cromo(V1) pode alterar a sensibilidade analitica do sistema devido a competitividade do sensor
PQC/Cr(VI) e os ions cromo(V1), ao interagirem com AA, suspensos em solucdo. Portanto, é
demonstrado que a estratégia on-off-on, possibilita a determinacdo quantitativa de AA que sera

avaliada na curva analitica desse método.

4.4.4 Curva analitica

Sob condigBes otimizadas, as concentragtes de 0,5 a 100 ug mL™* de AA foram
adicionadas na solucdo do sensor PQC/Cr(VI) e medido os espectros de emissdo de
fluorescéncia. Na Figura 4.29 observa-se o aumento gradativo da intensidade de fluorescéncia
baseada na supresséo do efeito quenching. Dessa forma, o ion cromo(V1) no sensor PQC/Cr(V1)
propicia a reducédo a ion cromo(l11) pela adicdo de concentragGes crescentes da solucdo de AA,

retornando a fluorescéncia dos PQC.
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Figura 4.29 — Espectro de fluorescéncia do sensor PQC/Cr(V1) em diferentes concentragdes de AA (0,5
a 100 pug mL™).
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Sob condigdes otimizadas, os espectros de emissdo de fluorescéncia foram construidos
a partir das concentraces de 0,1 a 7 pg mL™ de RB adicionadas na solugio dos PQC. Na
Figura 4.30 consta-se o decréscimo gradativo da intensidade de fluorescéncia dos PQC em 430
nm e o0 aumento gradativo da banda em 530 nm, caracteristica da RB, em funcdo da
concentracdo. Na Figura 4.31 observa-se apenas o decréscimo da intensidade de fluorescéncia
dos PQC em 430 nm. Vale destacar que a curva analitica foi plotada utilizando as bandas do
comprimento de onda emissdao em 430 nm. Aplicando-se a equacdo (lszo/ls30), que utiliza a
razdo entre as duas bandas do espectro, foi evidenciada tendéncia estatistica no grafico de

residuos, sendo descartada nesse estudo (Lu et al., 2020).
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Figura 4.30 — Espectro de fluorescéncia da solucédo de PQC em diferentes concentracdes de RB (0,1 a
9 ug mL) com banda decrescente em 430 nm e crescente em 530 nm.
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Figura 4.31 — Espectro de fluorescéncia da solu¢édo de PQC em diferentes concentra¢bes de RB (0,1 a

9 ug mL*) com banda decrescente em 430 nm.
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4.4.5 Validagdo do modelo linear

A curva analitica foi construida baseada no retorno de fluorescéncia, que corresponde
ao sinal analitico, utilizando o sensor PQC/Cr(VI) com adicao de concentragdes da solucdo de
AA na faixa de 0,5 a 50 ug mL™. Na Figura 4.32, a correlagdo entre a supressio do efeito
quenching e a concentracéo de AA resultou na relagdo linear (Fr-F)/F = 0,0181x — 0,0026, R?
igual a 0,9997 e uma faixa linear de trabalho de 0,5 a 50 pug mL™. O resultado do calculo do

limite de deteccio e quantificagdo do AA foi de 0,15 pug mL™ e 0,49 pug mL™%, respectivamente.

Figura 4.32 — Curva analitica entre a intensidade de fluorescéncia do sensor PQC/Cr(V1) baseada na
equacao (Fr-F)/F e concentracdes de AA
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Na Figura 4.33 consta-se que ndo existe perfil sistematico que indique falta de ajuste

do modelo ao avaliar a districdo dos residuos.
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Figura 4.33 — Gréfico da distribuicdo de residuos pelo modelo na faixa de concentracdo de 0,50 a 50

ug mL? de AA.
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A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada para avaliar o ajuste do modelo linear da

curva analitica e investigar os testes de falta de ajuste e significancia estatistica de regressao do

modelo.

Tabela 4.4 - Resultado da ANOVA calculados para avalicdo do modelo com relagéo ao analito AA

. . Soma quadratica Média quadrética
Fonte de variagdo ~ Graus de liberdade (SQ) (MQ)
Regresséo 1 7.394,16 7.394,16
Residuo 22 3,91 0,18
Falta de ajuste 6 0,30 0,05
Erro puro 16 3,61 0,23
Total 23 7.398,07

Tabela 4.5 - Resultado dos testes de falta de ajuste e significancia de regresséo

Sistema proposto

Grau de liberdade

Falta de ajuste
Significancia de regressdo
Teste F tabelado, Falta de ajuste

95 % de confianca | Significancia de regressao

0,22
2,74
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Nas Tabela 4.4 e 4.5, observam-se que a significancia de regressdo foi avaliada por
comparacao do valor obtido na razdo média quadratica da regressao (MQreg)/ média quadratica
residual (MQres) correspondendo a 41.078,66, com valor critico de 4,30 de distribuicdo F a 95
% de confianca. Na falta de ajuste, a razdo media quadratica da falta de ajuste (MQfal.sj) / média
quadrética do erro puro (MQer) corresponde a 0,22, valor inferior quando comparado com o
valor tabelado da distribuicéo F de 2,74, para o nivel de confianca estatistica de 95 %. Em suma,
0 modelo linear evidencia uma regressao significativa e ndo ha falta de ajuste de linearidade.

Na Figura 4.34, a correlacdo entre o efeito quenching do PQC/RB aplicada na banda
em 430 nm e a concentracdo de RB resultou em uma relagédo linear expressa pela equacéao (Fo-
F)/Fo = 0,0466x + 0,0156, com um coeficiente de correlacdo R? igual a 0,9950 e uma faixa
linear de trabalho de 0,1 a 7 pg mL™%. O limite de deteccdo e quantificagdo da RB resultou no

valor de 0,09 pg mL*e 0,3 pug mL™.

Figura 4.34 — Espectro de fluorescéncia da solu¢édo de PQC em diferentes concentra¢@es de RB (0,1 a

9 ug mL1) no comprimento de onda emissédo em 430 nm
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A distribuicdo dos residuos, ilustrada na Figura 4.35, evidencia um perfil ndo

sistematico que indique falta de ajuste significativa para modelo.
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Figura 4.35 - Gréfico da distribuicdo de residuos pelo modelo na faixa de concentragdo de 0,1 a 7 g

mL? de RB.
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Baseada nos calculos da ANOVA foi verificado o ajuste do modelo linear da curva

analitica e investigar os testes de falta de ajuste e significancia estatistica de regressdo do

modelo (Tabela 4.6 e 4.7).

Tabela 4.6 - Resultado da ANOVA calculados para avaliagdo do modelo para RB

- . Soma quadratica Média quadratica
Fonte de variacdo  Graus de liberdade (SQ) (MQ)
Regressao 1 124,019 124,019
Residuo 22 1,012 0,046
Falta de ajuste 6 0,325 0,054
Erro puro 16 0,687 0,043
Total 23 125,031

Tabela 4.7 - Resultado dos testes de falta de ajuste e significancia de regressao

Sistema proposto

Grau de liberdade | Fata de ajuste

Teste F tabelado, Falta de ajuste

Significancia de regresséo

95 % de confianca | Significancia de regressao

6
1
0,12
2,74

Com relacdo aos resultados das Tabela 4.6 e 4.7, verifica-se que a significancia de

regressdo da razdo MQreg/ MQres correspondendo a 2.066,98 obteve um valor superior ao valor

critico de 4,30 de distribuicdo F a 95 % de confianca. Na falta de ajuste, a razdo MQfal.aj./ MQer



97

corresponde a 0,12, valor inferior quando comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de
2,74, para o nivel de confianga estatistica de 95 %. Em suma, o modelo linear evidencia uma

regressao significativa e ndo ha falta de ajuste de linearidade.

4.4.6 Precisdo do método

A investigacdo da precisdo dos métodos analiticos € realizada pela repetitividade,
precisdo intermediaria ou reprodutividade, sendo expressas pelo coeficiente de variacdo (CV)
(Anvisa, 2017). Contudo, nesse trabalho ndo foi realizado a reprodutividade.

Considerando a primeira semana das medidas na Tabela 4.8 como repetitividade do
método proposto, observa-se que os valores de CV das concentragdes de 0,5, 5 e 20 ug mL™ de
AA correspondem a 3,47 %, 1,82 % e 0,14 %, respectivamente. Esses valores sao inferiores ao

valor critico de 5,3 % para concentragdes até 100 pg mL™* (AOAC, 2016).

Tabela 4.8 — Resultados da precisdo intermediaria, por trés semanas, avaliada para solugdes do padrdo
de AA nas concentragdes de 0,5, 5 e 20 ug mLYn=3.

Semana Concentracéao Valor médio da Desvio padrdo CV (%)

(ug mL?) Equacéo 3.2 (g mL?)
(u.a.)

13 semana 0,5 0,0087 0,0003 3,47
5 0,0722 0,0013 1,82
20 0,2968 0,0004 0,14

2% semana 0,5 0,0098 0,0001 1,25
5 0,0715 0,0011 1,53
20 0,3028 0,0013 0,44

3?2 semana 0,5 0,0092 0,00001 0,49
5 0,0670 0,0015 2,20
20 0,3403 0,0022 0,64

4% semana 0,5 0,0099 0,0004 4,18
5 0,0695 0,0005 0,70
20 0,3013 0,0025 0,84

Em comparagdo com os valores do CV entre semanas, resulta-se que o menor valor obtido
foi 0,14 % e o maior valor, 4,18 %. Logo, os valores encontram-se abaixo do valor critico
exigido de 5,3 % para concentragdes até 100 ug mL™* (INMETRO, 2020).

Na primeira semana das medidas na Tabela 4.9, observa-se que a repetitividade do
método proposto obteve valores de CV nas concentracdes de 0,5, 5 e 20 ug mL™ de AA
correspondem a 3,61 %, 1,43 % e 0,68 %, respectivamente. Esses valores s&o inferiores ao valor
critico de 5,3 % para concentragdes até 100 pg mL* (AOAC, 2016).
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Tabela 4.9 — Resultados da precisdo intermediaria, por trés semanas, avaliada para solugdes do padrdo
de RB nas concentragdes de 0,5, 3,5e 5 ug mLYn=3.

Semana Concentracéo Valor médioda Desvio padrdo CV (%)

(ug mLY) Equacéo 3.1 (ug mLY)
(u.a.)

123 semana 0,5 0,054 0,0019 3,61
3,5 0,189 0,0027 1,43
5 0,277 0,0019 0,68

2% semana 0,5 0,043 0,0003 0,79
3,5 0,193 0,0029 1,51
5 0,264 0,0012 0,44

3% semana 0,5 0,058 0,0016 2,73
3,5 0,174 0,0011 0,63
5 0,270 0,0007 0,25

4% semana 0,5 0,047 0,0018 3,84
3,5 0,182 0,0006 0,36
5 0,287 0,0025 0,88

Em comparagéo com os valores do CV entre semanas, resulta-se que o menor valor obtido
foi 0,36 % e o maior valor, 3,84 %. Logo, os valores encontram-se abaixo do valor critico
exigido de 5,3 % para concentragdes até 100 mg L (INMETRO, 2020).

4.4.7 Recuperacgdo das amostras

Para investigar a recuperacao das concentragdes de AA utilizando o sensor PQC/Cr(V1),
foram selecionadas trés amostras liquidas e duas amostras solidas efervescentes de vitamina C.
Na Tabela 4.10 observa-se a fortificacdo das amostras empregando as concentracfes de AA de
0, 5,0, 20 e 40 ug mL* adicionadas individualmente no sensor PQC/Cr(V1). Segundo a Anvisa
(2017) a recuperacdo deverd estar na faixa de 80 a 120 % e um CV menor do que 5 %. Dessa
forma, o resultado da recuperagdo das amostras de AA esta na faixa entre 80,72 a 107,72 %, e
um CV entre 0,43 e 3,86 %.

Tabela 4.10- Recuperacdo de AA em suplementos vitaminicos liquidos e efervescentes de vitamina C
(n=3).

Amostra Concentragdo na Valor encontrado CV (%) Recuperacéo (%)
amostra (ug mL?)  (ug mLY)
Amostra liquidal 0 9,66 2,02 -
5 14,87 2,75 102,97
20 28,75 0,54 96,56
40 46,82 0,65 93,46
Amostra liquida2 0 9,72 2,75 0

5 15,03 3,86 106,14
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31,27 0,43 107,75
48,12 0,49 95,99
9,88 2,88 -
14,97 2,89 101,97
30,49 0,62 103,06
46,74 0,58 92,17
9,66 0,75 -
14,60 2,68 97,54
28,93 2,55 96,99
46,00 0,64 91,18
9,94 1,44 -
15,55 1,21 97,62
31,57 0,35 102,64
53,39 0,57 107,46

A recuperacdo da concentracdo de RB foi avaliada utilizando o efeito quenching em

amostras de capsulas de suplementos vitaminicos de RB. Na Tabela 4.11, observa-se a

recuperacéo da concentragdo do padrdo de RB de 0, 0,5, 3 e 5 pug mL* aplicadas nos PQC e nas

amostras. Os valores de recuperacdo das amostras apresentam uma variagdo entre 85,07 e

112,23 % e um CV entre 0,07 e 4,81 %, a faixa considerada aceitavel pela Anvisa.

Tabela 4.11- Recuperacdo de RB em suplementos vitaminicos de farmacia de manipulagdo (n=3)

Amostra Concentracdo na Valor CV (%) Recuperacéo (%)
amostra (ug mL™)  encontrado
(ug mL™)
Amostra 1 0 0,42 3,08 -
0,5 0,82 4,81 85,07
3,5 3,86 0,31 98,39
5 5,54 0,74 98,39
Amostra 2 0 0,52 2,62 -
0,5 0,97 2,19 95,34
3,5 4,08 2,27 102,54
5 5,30 0,92 96,08
Amostra 3 0 0,52 3,28 -
0,5 1,04 2,77 103,48
3,5 4,45 1,30 112,23
5 577 3,26 105,21



Amostra 4 0 0,50
0,5 1,04
3,5 3,81
5 5,20

3,17
2,32
0,39
0,07

100

108,03
94,68
94,02

4.4.8 Determinagao de 4cido ascorbico e Riboflavina em suplementos vitaminicos

O método proposto aplicado na determinacdo de AA foi comparado ao método de

referéncia 1F011-00, por volumetria iodométrica da Farmacopéia Brasileira, em trés amostras

liquidas e duas amostras sélidas efervescentes de vitamina C. A aplicacdo do teste t pareado

utilizando o software Minitab para as amostras liquidas resultou em um valor calculado de 1,88

e, para amostras solidas, 0,6. Considerando-se 95 % de confianca, o valor critico para amostras

liquidas e sdlidas correspondem a 4,30 e 6,31, respectivamente. Portanto, os resultados

confirmam que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os valores médios de AA

calculados pelo método fluorimétrico desenvolvido neste estudo e o método referéncia (Tabela

4.12).

Tabela 4.12 - Teste t pareado para as amostras de AA, NC = 95 %.

Amostra Concentracdo de AA

Método proposto

Método de referéncia

Nominal Média + CV (%) Média + CV (%) Ere (%)
desvio padréo desvio
padréo
Al, mg 200 193,2+ 3,0 1.67 186,1+2,6 1,5 3,8
mL?
A2, mg 200 1944+ 0,4 0.23 193,7+ 4,2 2,4 0,4
mL*
A3, mg 200 1975+25 1.34 194,127 1,6 1,8
mL*
A4, mg 1.000 1.0928+7,1 0.68 1.0754+1,3 1,2 1,6
A5, mg 1.000 1.046,4 +10,1 1.05 1.061,8+ 3,6 0,3 -1,4
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O método proposto para determinacdo de RB foi comparado ao método de referéncia
para riboflavina empregado por Sim, Kim e Lee [23]. O teste t pareado para amostras de
capsulas resultou em um valor calculado de 0,74, com um valor t critico de 4,30 para 95 % de
confianca. Os resultados confirmam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores médios de RB calculados pelo método fluorimétrico desenvolvido neste estudo
e 0 método de referéncia.

Tabela 4.13 - Teste t pareado para as amostras de RB, NC = 95 %.

Amostra Concentracdo de RB
Método proposto Método de referéncia
Nominal Média + CV (%) Média + CV (%) Ere (%)
desvio padréao desvio padréao
Al, mg 1,0 0.99 +0.022 2.60 0.99 +0.36 0.41 0.47
A2, mg 1,0 1.04 +0.032 3.30 1.07 +0.36 1,00 -2.18
A3, mg 1,0 0.9 +0.004 3.20 0.95 +0.33 1.08 413

Os valores médios de RB calculados encontram-se entre 0,99 a 1,04 mg por cépsula.
Assim, o erro relativo percentual variou de -0,01 a + 0,04 %, em comparacédo ao valor nominal,
indicando a exatiddo dos resultados, uma vez que os valores determinados pelo método de
fluorescéncia séo inferiores a 10 %, conforme recomendacdo da Anvisa (Tabela 4.13). Em
termos de precisdao do método proposto, os valores de CV (%) correspondem ao intervalo de
2,60 a 3,30 %, inferiores ao valor 5 % exigido pela Anvisa (2017). Estes resultados demonstram
qgue as nanoparticulas sintetizadas podem ser empregadas na quantificagio de RB em
suplementos vitaminicos comerciais encontradas em farméacias de manipulacéo.

No proximo topico observa -se os resultados da investigacdo de substancia capazes de
interagir com os PQC, podendo provocar a diminuigdo da sensibilidade analitica. Nisso, 0
estudo de seletividade é de importancia para monitorar o resultado obtido na analise e

intensificar o sinal das medidas.

4.4.9 Seletividade analiticas dos PQC/analito
Na investigacdo de formacao do sensor PQC/Cr(V1) foi realizado um estudo baseado no

efeito quenching com céations metalicos que suprimem a fluorescéncia dos PQC, incluindo
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Mn?*, K*, Co?*, Cu?*, Na*, Ca?*, Fe**, Fe®" e Cr®*, sob as mesmas condicdes, na concentragio
de 100 pug mL™, exceto para o fon cromo(V1) de 30 pg mL™. Baseado nos resultados da Figura
4.36, a melhor resposta analitica que provocou a diminuicao da fluorescéncia foi usando o ion
cromo(V1) seguido de ion ferro(lll) e ion ferro(ll), enquanto os demais ions metalicos ndo
exibiram resposta significativa nesse efeito. Segundo Jia e colaboradores (2022), a forte
afinidade do ion cromo(V1) é possivelmente atribuida ao processo de quelacdo entre o cation

metalico e os grupos organicos funcionalizados na superficie dos PQC.

Figura 4.36 - Seletividade na resposta analitica do efeito quenching utilizando diferentes cétions
metélicos.
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O estudo do retorno da fluorescéncia foi realizado usando a solucdo padrdo de AA
aplicado nesses cations metélicos. Conforme Figura 4.37, os ions metalicos ndo produziram
valores significativos de retorno da fluorescéncia, exceto o ion cromo(V1), que suprimiu o efeito

guenching de fluorescéncia, evidenciando a seletividade do sensor PQC/Cr(VI) para AA.
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Figura 4.37 - Seletividade na resposta analitica de AA aplicada na supressdo do efeito quenching
utilizando diferentes sensores
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De forma complementar, a seletividade foi investigada para sacarose, acido citrico,
acido tartarico, glicose, frutose, amido de milho, L-isoleucina, tiamina, L-prolina, acido
glutdmico, L-alanina, guanina, L-histidina, L-cistina, L-leucina, L-lisina e L-tirosina &cido
pantoténico, biotina e niacina na concentracéo de 100 pug mL™. Conforme observado na Figura
4.38, o melhor valor obtido na recuperacdo da fluorescéncia foi do AA, seguido do acido
tartarico, acido citrico e niacina. Ressalta-se que os suplementos vitaminicos utilizados neste
estudo ndo continham &cido tartarico, &cido citrico e niacina em suas formulagdes, assegurando
a seletividade do método nas condicdes experimentais aplicadas.

Segundo Ji e colaboradores (2021) especula-se que a restauracdo de fluorescéncia
usando AA pode ocorrer pela remocdo do ion cromo(V1) da superficie das nanoparticulas por
efeito quelante entre os grupos organicos pertencentes ao AA e o cation metalico.
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Figura 4.38 - Seletividade do sensor PQC/Cr(V1) nos diferentes compostos organicos
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A seletividade para a determinacdo da RB foi avaliada para os possiveis interferentes
sacarose, acido citrico, &cido tartarico, glicose, frutose, amido de milho, L-isoleucina, tiamina,
L-prolina, &cido glutdmico, L-alanina, guanina, L-histidina, L-cistina, L-leucina, L-lisina e L-
tirosina &cido pantoténico, biotina e niacina na relacdo de concentracdo interferente/RB de
100:1.0 pug mL. Na Figura 4.39, os interferentes ndo causaram mudanca significativa de
fluorescéncia na solucdo de PQC, permanecendo inferior a = 5 % em comparagdo com valor
obtido na sua auséncia (Monte-Filho et al., 2019). Portanto, o0 método proposto foi seletivo nas

condicdes experimentais aplicadas.
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Figura 4.39 — Seletividade dos PQC em diferentes compostos organicos.
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4.4.10 Estabilidade dos pontos quanticos de carbono

A estabilidade dos PQC foi monitorada num periodo de 8 meses e as alteracdes sofridas
durante o tempo foram insignificantes, confirmando a boa estabilidade das nanoparticulas
(Figura 4.40). Portanto, 0 armazenamento em vidro do tipo &mbar e sob refrigeragéo a 10 °C
manteve as propriedades Opticas das nanoparticulas estaveis (Long et al., 2020).

Figura 4.40 — Estabilidade da solucéo dos PQC analisada durante 8 meses.
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Baseado nesses resultados, confirma-se a vantagem da longa estabilidade do uso dos PQC
no sinal de fluorescéncia. Resultados similares foram encontrados por Zhao e colaboradores
(2022) em minutos, e Fan e colaboradores (2022) e Jia e colaboradores (2022) ao longo dos

dias.

4.5 Espetrometro de fluorescéncia molecular Ocean Optics

4.5.1 Fonte de irradiagéo: LED em 372 nm
O comprimento de onda de excitacdo da fonte de irradiacdo foi investigado. Conforme
Figura 4.41, o espectro exibe uma banda em 372 nm que confirma o comprimento de onda de

excitagdo emitido pelo LED.

Figura 4.41 — Espectro de excitagdo do LED em 372 hm
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A estabilidade do LED foi realizada investigando-se a oscilacdo da fonte de irradiagéo
por tempo para ndo afetar o sinal analitico das medidas de fluorescéncia. Na Figura 4.42
observa-se 0 decrescimento da intensidade da fonte de irradiagdo em torno de 0 a 60 min,
seguindo da consténcia de intensidade do LED. Portanto, as medidas foram realizadas a partir

de 60 min apds ligar a fonte de irradiacéo.
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Figura 4.42 — Estabilidade do LED em 372 nm ao longo de 90 min
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Ap6s a confirmacdo do comprimento de onda de excitacdo e estabilidade do LED,
inicia-se as etapas de otimizacdo e validacdo do método proposto utilizando o instrumento

portatil Ocean Optics.

4.5.2 Otimizacéo dos parédmetros analiticos

Com o intuito de avaliar as condi¢Ges experimentais de uso dos PQC na determinacéo da
solucdo padrdo de AA e RB, foram estudados alguns fatores que podem afetar a deteccdo
incluindo o estudo prévio do efeito de diluicdo dos PQC e planejamento fatorial 2* e 23. O
estudo de pH, tempo reacional e o estudo de interferentes ndo foram avaliados nesse sistema

devido ao fendmeno de fluorescéncia ser o mesmo nos dois instrumentos.

4.5.2.1 Efeito de dilui¢cdo dos PQC

O estudo do efeito de diluicdo dos PQC foi realizado para auxiliar na escolha do volume
que foi aplicado no planejamento fatorial para AA e RB. Com relacao retorno da fluorescéncia
dos PQC, o sinal analitico cresce de 50 a 200 pL e, em seguida, decresce até 300 uL (Figura

4.43). Portanto, o melhor volume investigado no retorno da fluorescéncia foi de 200 pL.
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Figura 4.43 — Variagdo de fluorescéncia dos PQC em funcdo do volume utilizando o analito AA 50 ug
mL™2.
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O efeito quenching foi empregado no estudo do efeito da diluigdo dos PQC com solucao
de RB 1 pg mL™. Na Figura 4.44 consta-se que o sinal analitico cresce de 50 a 200 pL e, em
seguida, decresce até 300 pL. Portanto, o melhor resultado da diluigdo dos PQC utilizando a
solucéo padréo de RB foi 200 pL.

Figura 4.44 — Variagéo de fluorescéncia dos PQC em fun¢do do volume utilizando o analito RB 1 g
mL,
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A diluicdo da solugéo de trabalho dos PQC diminui as colisdes moleculares que afetam a
intensidade de fluorescéncia devido a distancia entre as nanoparticulas (Hoan et al., 2019).
Sahoo e colaboradores (2020) complementa que a diminuicdo da fluorescéncia é causada pela
aglomeracéo de particulas em suspenséo pelas altas concentra¢des das nanoparticulas. Portanto,
0 processo de otimizacdo da diluicdo dos PQC melhora a sensibilidade do método e a
intensidade de fluorescéncia, evitando problemas de efeito do filtro interno.

4.5.2.2 Planejamento fatorial

O planejamento fatorial 2* foi realizado na determinacdo de AA. Na Tabela 4.14,
consta-se que os valores crescem correlacionado com o nimero de medidas. As medidas de 13
a 16 com a presenca do sal NaCl obtiveram valor semelhantes no sinal de retorno de
fluorescéncia. Contudo, o melhor resultado foi a medida nimero 15 composta das variaveis
volume de tamp&do 200 pL, volume de PQC 200 pL, concentracdo de NaCl 0,5 mol L?e
concentragdo de fon cromo(V1) 30 pug mL™.

Tabela 4.14 — planejamento fatorial 2* de quatro variaveis independentes e a codificacdo dos
pardmetros: X1 - Volume de tampdo: 200 (-) e 300 (+), X2 - Volume de PQC: 100 (-) e 200 (+), X3 —
Concentracédo de NaCl: 0 mol L (-) e 0,5 mol Lt (+), e X4 -Concentragéo de ion cromo(V1):20 ug mL-
' (-)e30 ug mL* (+)

Parametros X1 X2 X3 X4 Fluorescéncia
(média)
1 - - - - 0,52+0,002
2 + - - - 0,54+0,005
3 - + - - 0,55+0,003
4 + + - - 0,61+0,022
5 - - + - 0,71+0,002
6 + - + - 0,73+£0,004
7 - + - 0,760,011
8 + + - 0,75+0,056
9 - - - + 0,80+0,001
10 + - - + 0,83+0,005
11 - + - + 0,88+0,002
12 + + - + 0,86+0,014
13 - - + + 1,01+0,003
14 + - + + 1,02+0,052
15 - + + 1,050,006
16 + + + 1,04+0,002
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As varidveis relevantes, com base na interpretacdo do diagrama de Pareto, foram a
concentra¢do do ion cromo(V1), concentragdo da solucdo de NaCl, a concentracdo de ion
cromo(V1), volume de PQC, e volume de tampao, e a interacao entre todas a variaveis, seguido
das demais interacbes (Figura 4.45). Em destaque, observa-se que as varidveis individuais

obtiveram respostas significativas em comparacéo as interacdes das variaveis.

Figura 4.45 — Diagrama de Pareto com a variaveis volume de tampé&o, volume de PQC, concentracéo
de NaCl e concentracdo de ion cromo(V1), e suas respectivas interacdes.
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Na Figura 4.46 observa-se que o efeito da variavel volume de tampdo ndo afeta
significativamente a intensidade de fluorescéncia dos PQC, sendo usando o volume de 200 pL
evidenciado na Tabela 4.14. Com relacdo ao volume de PQC, o melhor resultado foi o volume
de 200 pL. As variaveis concentracio de NaCl 0,5 mol L e concentragéo de fon cromo(V1) 30

ug mL* obtiveram valores significativos que intensificam o retorno da fluorescéncia dos PQC.
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Figura 4.46 — Grafico dos efeitos das varidveis volume de tampéo, volume de PQC, concentracao de
NaCl e concentracdo de ion cromo(VI1) analisadas individualmente
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Conforme observado na Figura 4.47, o volume do tampé&o néo afeita significativamente

as interagdes das variaveis. Com rela¢do ao volume de PQC, o volume de 200 pL obteve um

leve aumento na resposta analitica ao interagir com as variaveis concentragéo de ion cromo(V1)

e concentracdo de NaCl. A interagdo da concentragdo de fon cromo(V) 30 pug mL™* com

concentracio de NaCl 0,5 mol L* obteve a melhor sinal de retorno da fluorescéncia.

Figura 4.47 — Grafico das interacdes das variaveis volume de tampdo, volume de PQC, concentracdo
de NaCl e concentracéo de ion cromo(VI)
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O planejamento fatorial 23 foi utilizado na avalicio da melhor medida para
determinacdo de RB. Na Tabela 4.15, consta-se os valores crescem nas medidas de 1 a 4, exibe
uma leve constancia até 6 e decresce até a medida 8. Para tanto, os melhores valores foram as
medida 4 e 6 compostas das variaveis volume de tampdo, volume de PQC e concentracdo de
NaCl.

Baseado nos resultados, o volume dos PQC pode altera a intensidade de fluorescéncia
pelo processo reabsorcdo molecular devido a quantidade de particulas aglomeradas em
suspensdo ou a distancia existente entre as nanoparticulas (Fonin et al., 2014; Hoan et al., 2019).
Com relacdo a variavel concentragdo de ion cromo(V1), observa-se que a sensibilidade analitica
do sistema pode ser alterada, devido a competitividade do sensor PQC/Cr(VI1) e os ions

cromo(V1) ao interagirem com o AA, suspensos em solucdo (Jia et al., 2022).

Tabela 4.15 — Planejamento fatorial 22 de trés varidveis independentes e a codificacdo dos parametros:
X1 - Volume de tampéo: 200 (-) e 300 (+); X2 - Volume de PQC: 100 (-) e 200 (+); e X3 — Concentracao
de NaCl: 0 mol L (-) e 0.5 mol L (+)

Pardmetros X1 X2 X3 Fluorescéncia (média)
1 - - - 0,076+0,0010
2 + - - 0,083+0,0001
3 - + - 0,091+0,0003
4 + + - 0,101+0.0012
5 - - + 0,094+0.0002
6 + - + 0.102+0.0002
7 - + + 0,090+0.0008
8 + + + 0.088+0.0001

Para distinguir os resultados das medidas 4 e 6 foi realizado um estudo de sensibilidade
analitica empregando uma curva analitica com os pardmetros otimizados dessas medidas. Na
Figura 4.48 observa-se que a medida 6 obtive melhor resposta analitica, devido a melhor
sensibilidade e a ampla faixa linear de 0,1 a 3 pg mL* em comparagédo a medida 4 com faixa

linear de 0,25 a 2 ug mL™.
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Figura 4.48 — Curva analitica da RB com a medida 4 e 6 otimizadas no planejamento fatorial 23
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As variaveis relevantes, com base na interpretacdo do diagrama de Pareto, foram a
concentracéo da solugdo de NaCl com o volume dos PQC, a concentracdo de NaCl, volume de

tampéo e volume dos PQC, seguido das demais interagOes (Figura 4.49).

Figura 4.49 — Diagrama de Pareto com a variaveis volume de tamp&o, volume de PQC e concentracdo
de NaCl, e suas respectivas interagdes.
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Na Figura 4.50 verifica-se que todas as variaveis obtiveram valores significativos para

a intensidade de fluorescéncia raciométrica dos PQC. Dessa forma, o volume de tampao que
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obteve o melhor resultado foi o volume de 300 pL. As variaveis concentracdo de NaCl 0,5 mol
L e volume de PQC 200 pL resultaram nos melhores valores da intensidade de fluorescéncia
raciométrica. Contudo, na Figura 4.48, o volume de PQC 200 pL exibiu uma baixa
sensibilidade e faixa linear menor que o volume de PQC de 100 pL, sendo ndo aplicado nos

estudos subsequentes.

Figura 4.50 — Gréfico dos efeitos das varidveis volume de tampéo, volume de PQC, concentracao de

NaCl e concentracao de ion cromo(V1) analisadas individualmente.
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Na Figura 4.51 observa-se que a interacdo do volume de tampdo com as variaveis
volume de PQC e concentracdo de NaCl resultaram no aumento da sensibilidade analitica no
nivel de 300 pL e presenca de concentracdo de NaCl na mistura. A concentracdo de NaCl
aumentou a resposta analitica no volume de PQC de 100 pL e diminui com o aumento do
volume de PQC 200 pL.
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Figura 4.51 — Gréfico das interacdes das variaveis volume de tampdo, volume de PQC e concentracéo
de NaCl
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Essa variacdo do sinal de fluorescéncia, mantendo o meio tamponado, ocorre pela
presenca de ions em solucdo. Paula e colaboradores (2019) relatam que 0s grupos organicos
presentes na superficie das nanoparticulas séo influenciados pela forca ibnica da concentracao
do tampéo, causando alteracdo do sinal de fluorescéncia. O aumento do volume de PQC,
aumentam a aglomeram de nanoparticulas em suspensdo, causando a alteragdo da fluorescéncia
dos PQC (Sahoo et al., 2019). Portanto, a otimizacdo dos parametros analiticos utilizando o
planejamento fatorial 2* e 23 resultaram na diminuicdo das medidas experimentais, onde serdo
aplicados nos estudos subsequentes incluindo a curva analitica de AA e RB, etapas de validacao

etc.

4.5.3 Curva analitica

Sob condigBes otimizadas, as concentrages de 0,25 a 100 pg mL?* de AA foram
adicionadas na solucdo do sensor PQC/Cr(VI) e medido os espectros de emissdo de
fluorescéncia. Na Figura 4.52 observa-se o aumento gradativo da intensidade de fluorescéncia
baseada na supressao do efeito quenching. Dessa forma, o ion cromo(V1) do sensor PQC/Cr(V1)
comega a reduzir a ion cromo (I11) pela adi¢do de concentracOes crescentes da solucdo de AA,

retornando a fluorescéncia dos PQC.
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Figura 4.52 — Espectro de fluorescéncia do sensor PQC/Cr(V1) em diferentes concentracdes de AA (0,5
a 100 pg mLY).
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Sob condic¢des otimizadas, os espectros de emissdo de fluorescéncia foram construidos
a partir das concentragdes de 0,1 a 5 ug mL™ de RB adicionadas na solugdo dos PQC. Na
Figura 4.53 consta-se o decrescimo gradativo da intensidade de fluorescéncia dos PQC em 440
nm e o aumento gradativo da banda em 540 nm, caracteristica da RB, em funcdo da
concentracdo. Na Figura 4.54 observa-se apenas o0 decréscimo da intensidade de fluorescéncia
dos PQC em 440 nm. Vale destacar que a curva analitica foi plotada utilizando as bandas do

comprimento de onda emissdo em 440 nm.
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Figura 4.53 — Espectro de fluorescéncia da solucédo de PQC em diferentes concentra¢des de RB (0,1 a
5ug mL1) com banda decrescente em 440 nm e crescente em540nm.
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Figura 4.54 — Espectro de fluorescéncia da solucdo de PQC em diferentes concentracdes de RB (0,1 a
5 ug mL™) com banda decrescente em 440 nm.
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4.5.4 Validacéo do modelo linear de AAe RB

A curva analitica foi construida baseada no retorno de fluorescéncia, que corresponde
ao sinal analitico, utilizando o sensor PQC/Cr(VI) com adicao de concentragdes da solucdo de
AA na faixa de 0,25 a 50 ug mL™. Na Figura 4.55, a correlacio entre a supressdo do efeito
quenching e a concentracdo de AA resultou na relacdo linear (Fr-F)/F = 0,016x + 0,0012, R?
igual a 0,9992 e uma faixa linear de trabalho de 0,25 a 50 ug mL™. O resultado do calculo do

limite de deteccéo e quantificacdo do AA foi de 0,1 pg mL™ e 0,33 pug mL™, respectivamente.

Figura 4.55 — Curva analitica entre a intensidade de fluorescéncia do sensor PQC/Cr(VI) e a
concentracdes de AA, baseada na equacéo (Fr-F)/F
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Na Figura 4.56 verifica-se que a distribuicdo dos residuos nao existe perfil sistematico

que indique falta de ajuste do modelo.
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Figura 4.56 — Gréfico da distribuicdo de residuos pelo modelo na faixa de concentracdo de 0,25 a 50

ug mL? de AA.
0,03
0,02

0,01

-0,01

Residuos

-0,02

-0,03

-0,04

Fonte: propria do autor

°
°
io
® 10 20
°
o © °
°
°

30

40

Concentracdo de AA (mg/L)

O ajuste do modelo linear da curva analitica e os testes de falta de ajuste e significancia

estatistica de regressdo do modelo foram aplicados na ANOVA (Tabela 4.16 e 4.17).

Tabela 4.16 - Resultado da ANOVA calculados para avaligdo do modelo com relacéo ao analito AA

_ ) Soma quadratica Média quadrética

Fonte de variacdo  Graus de liberdade
(SQ) (MQ)

Regresséo 1 8.212,84 8.212,84
Residuo 26 21,88 0,88
Falta de ajuste 7 6,99 1,0
Erro puro 19 14,89 0,83
Total 27 8.234,71

Tabela 4.17- Resultado dos testes de falta de ajuste e significancia de regressao

Sistema proposto

Grau de liberdade

Teste F tabelado,
95 % de confianca

Falta de ajuste

Falta de ajuste

Significancia de regresséo

Significancia de regresséo

1,21
2,54
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Nas Tabela 4.16 e 4.17, consta-se que a significancia de regressao foi avaliada por
comparacdo do valor obtido na razdo MQreg/ MQres correspondendo a 9.332,77, com valor
critico de 4,30 de distribuicdo F a 95 % de confianca. Na falta de ajuste, a razdo MQfal.aj./ MQer
corresponde a 1,21, valor inferior quando comparado com o valor tabelado de distribuicao F de
2,54, para o nivel de confianca estatistica de 95 %. Portanto, 0 modelo linear evidencia uma

regressdo significativa e ndo ha falta de ajuste de linearidade.

Na Figura 4.57, a correlacdo entre o efeito quenching do PQC/RB aplicada na banda
em 440 nm e a concentracdo de RB resultou em uma relagéo linear expressa pela equacéao (Fo-
F)/Fo = 0,0445x + 0,0186, com um coeficiente de correlagdo R? igual a 0,9968 e uma faixa
linear de trabalho de 0,1 a 4,5 pug mL*. O limite de deteccéo e quantificacio da RB resultou no

valor de 0,03 pg mL*e 0,1 pg mL™.

Figura 4.57 — Espectro de fluorescéncia da solucdo de PQC em diferentes concentracdes de RB (0,1 a
5 ug mL™) no comprimento de onda emissdo em 440 nm
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A distribuicdo dos residuos, ilustrada na Figura 4.58, evidencia um perfil ndo

sistematico que indique falta de ajuste significativa para modelo.
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Figura 4.58 - Gréfico da distribuicdo de residuos pelo modelo na faixa de concentracdo de 0,1 a 7 ug

mL™* de RB.
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Baseada nos calculos da ANOVA foi verificado o ajuste do modelo linear da curva

analitica e investigar os testes de falta de ajuste e significancia estatistica de regressdo do

modelo (Tabela 4.18 e 4.19).

Tabela 4.18 - Resultado da ANOVA calculados para avali¢do do modelo com relacdo ao analito RB

Soma quadratica Média quadrética

Fonte de variagdo  Graus de liberdade

(SQ) (MQ)
Regressao 1 58,8955 58,8955
Residuo 22 0,4538 0,0206
Falta de ajuste 6 0,1154 0,0192
Erro puro 16 0,3384 0,0211
Total 23 59,35

Tabela 4.19- Resultado dos testes de falta de ajuste e significAncia de regressdo

Sistema proposto

Grau de liberdade

Teste F tabelado, | Falta de ajuste

Falta de ajuste

Significancia de regresséo

95% de confianca | Significancia de regressao

0,91
2,74
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Com relacdo aos resultados das Tabela 4.18 e 4.19, verifica-se que a significancia de
regressdo da razdo MQreg/MQres correspondendo a 2.859,00, obteve um valor superior ao valor
critico de 4,30 de distribui¢do F a 95 % de confianca. Na falta de ajuste, a raz&o MQfal.aj./ MQer
corresponde a 0,91, valor inferior quando comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de
2,74, para o nivel de confianga estatistica de 95 %. Portanto, 0 modelo linear evidencia uma
regressdo significativa e ndo ha falta de ajuste de linearidade.

4.5.5 Precisao do método

Segundo a Anvisa (2017), a precisdo do método analitico é realizada pela repetitividade,
precisdo intermediaria ou reprodutividade, sendo expressas pelo coeficiente de variacdo (CV).
Contudo, nesse trabalho nédo foi realizado a reprodutividade.

Considerando a primeira semana das medidas na Tabela 4.20 como repetitividade do
método proposto, observa-se que os valores de CV das concentragdes de 0,5, 5 e 20 ug mL™ de
AA correspondentes a 2,37 %, 0,80 % e 0,83 %, respectivamente. Esses valores séo inferiores

ao valor critico de 5,3 % para concentragdes até 100 pg mL™* (AOAC, 2016).

Tabela 4.20 — Resultados da precisao intermediaria, por trés semanas, avaliada para solu¢des do padrdo
de AA nas concentragdes de 0,5, 5 e 20 ug mLYn=3.

Semana Concentracéo Valor médio da Desvio padrdo CV (%)

(ug mL?) equacio 3.2 (ug mL?)
(u.a)

12 semana 0,5 0,010 0,0002 2,37
5 0,079 0,0006 0,80
20 0,310 0,0026 0,83

2% semana 0,5 0,012 0,0004 3,43
5 0,077 0,0007 0,90
20 0,307 0,0037 1,21

3% semana 0,5 0,010 0,0004 3,90
5 0,083 0,0014 1,68
20 0,340 0,0043 1,26

42 semana 0,5 0,011 0,0004 3,83
5 0,085 0,0006 0,72

20 0,307 0,0026 0,83
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Em comparagéo com os valores do CV entre semanas, resulta-se que o menor valor obtido
foi 0,72 % e o maior valor, 3,90 %. Logo, os valores encontram-se abaixo do valor critico
exigido de 5,3 % para concentragdes até 100 ug mL™* (INMETRO, 2020).

Na Tabela 4.21, observa-se que a repetitividade do método proposto, utilizando a
primeira semana de medidas, obteve valores de CV nas concentragdes de 0,5, 5 e 20 ug mL™*
de AA correspondentes a 2,17 %, 2,47 % e 1,04 %, respectivamente. Esses valores sdo

inferiores ao valor critico de 5,3 % para concentragdes até 100 pg mL™* (AOAC, 2016).

Tabela 4.21 — Resultados da precisao intermediaria, por trés semanas, avaliada para solu¢des do padréo
de RB nas concentragdes de0,5,2e4 mg L*; n=3.

Semana Concentracéao Valor médio da Desvio padrdo CV (%)

(ug mL™Y) equacdio 3.1 (ugmL7?)
(u.a)

12 semana 0,5 0,050 0,0011 2,17
2 0,119 0,0029 2,47
4 0,226 0,0024 1,04

2% semana 0,5 0,555 0,0008 1,47
2 0,115 0,0295 2,57
4 0,210 0,0007 0,32

32 semana 0,5 0,049 0,0011 2,27
2 0,118 0,0025 2,15
4 0,222 0,0064 2,88

42 semana 0,5 0,050 0,0002 0,40
2 0,101 0,0028 2,72
4 0,198 0,0027 1,35

Em comparagdo com os valores do CV entre semanas, resulta-se que o menor valor obtido
foi 0,32 % e o maior valor, 2,88 %. Logo, os valores encontram-se abaixo do valor critico
exigido de 5,3 % para concentragdes até 100 ug mL™* (INMETRO, 2020).

4.5.6 Recuperagdo das amostras
A recuperacgéo da concentracdo de AA foi avaliada utilizando o sensor PQC/Cr(VI) em
trés amostras liquidas e duas amostras solidas efervescentes de vitamina C. Na Tabela 4.22,

observa-se a fortificagcdo das amostras empregando as concentracdoes de AA de 0, 5,0, 20 e 40
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ug mL? adicionadas individualmente no sensor PQC/Cr(VI). Para tanto, o resultado da

recuperacdo das amostras de AA esta na faixa entre 86,21 a 108,74 %, e um CV entre 0,29 e

3,34 %. Esses resultados estdo abaixo dos valores recomendados pela Anvisa (2017), faixa de

80 a 120 % e um CV menor que 5 %.

Tabela 4.22— Recuperacdo de AA em suplementos vitaminicos liquidos e efervescentes de vitamina C

(n=3).
Amostra Concentracdo  Valor CV (%) Recuperacéo (%)
na amostra (ug encontrado
mL™) (ug ML
Amostra liquidal 0 9,49 1,28 -
5 13,46 2,90 86,21
20 29,28 0,94 98,96
40 46,62 0,04 99,08
Amostra liquida2 0 9,78 0,75 -
5 14,25 3,22 95,09
20 31,02 1,20 106,21
40 51,11 0,44 103,32
Amostra liquida3 0 9,77 0,63 -
5 13,81 2,89 97,95
20 29,47 2,69 98,47
40 52,12 0,33 105,87
Amostrasélidal 0 10,44 0,58 -
5 15,41 2,87 99,33
20 29,13 1,56 93,44
40 51,23 0,32 101,09
Amostrasélida2 0 10,86 1,50 -
5 15,22 1,78 87,37
20 32,56 0,54 108,54
40 54,35 0,29 108,74

A recuperacdo da concentracdo de RB foi avaliada utilizando o efeito quenching em

amostras de capsulas de suplementos vitaminicos de RB. Na Tabela 4.23, observa-se a

recuperacéo da concentracio do padréo de RB de 0, 0,5, 2 e 3 pg mL* aplicadas nos PQC e nas

amostras. Os valores de recuperacdo das amostras apresentam uma variagao entre 86,2 e 108,7

% e um CV entre 0,04 e 3,22 %, a faixa considerada aceitavel pela Anvisa.

Tabela 4.23— Recuperagdo de RB em suplementos vitaminicos de farméacia de manipulagéo

(n=3)
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Amostra Concentracdo  Valor CV (%) Recuperacéo (%)
na amostra (ug encontrado
mL™) (Mg mL™Y
Amostra 1 0 0,48 1,95 -
0,5 0,93 3,88 90,79
2 2,64 4,02 108,22
3 3,70 3,20 107,40
Amostra 2 0 0,41 3,80 -
0,5 0,93 3,89 106,45
2 2,49 1,91 104,49
3 3,67 0,86 108,72
Amostra 3 0 0,41 3,27 -
0,5 0,87 2,72 88,97
2 2,54 4,33 106,80
3 3,80 1,15 112,96
Amostra 4 0 0,41 2,67 -
0,5 0,88 3,88 95,51
2 2,26 1,66 92,38
3 3,73 1,73 110,61

4.5.6 Determinacao de 4cido ascorbico e Riboflavina em suplementos vitaminicos

O método proposto aplicado na determinacdo de AA foi comparado ao método de
referéncia 1F011-00, por volumetria iodométrica da Farmacopéia Brasileira, em trés amostras
liquidas e duas amostras sélidas efervescentes de vitamina C. A aplicacdo do teste t pareado
utilizando o software Minitab para as amostras liquidas resultou em um valor calculado de 3,10
e, para amostras sélidas, 0,14. Considerando-se 95 % de confianca, o valor critico para amostras
liquidas e solidas correspondem a 4,30 e 6,31. Portanto, os resultados confirmam que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os valores médios de AA calculados pelo método
fluorimétrico desenvolvido neste estudo e o método referéncia (Tabela 4.24).

Tabela 4.24 - Teste t pareado para as amostras de AA, NC = 95 %.

Amostra Concentracdo de AA

Método proposto Método de referéncia

Nominal Média + CV (%) Média + CV (%) Er (%)
desvio padréo desvio
padréo
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Al, mg 200 189,8 +1,8 1,04 186,1+ 2,6 15 2,0
mL?t

A2, mg 200 1955+14 0,60 193,7+£4,2 2,4 0,93
mL1

A3, mg 200 1954 +1,0 0,86 194,1+27 1,6 0,67
mL?t

A4, mg 1,000 1.044,1 8,7 0,47 1.075,4+1,3 1,2 -2,9

A5, mg 1,000 1.085,6 £11,8 1,22 1.061,8 + 3,6 0,3 2,2

Os valores médios de RB calculados encontram-se entre 0,99 a 1,04 mg por capsula.
Assim, o erro relativo percentual variou de -2,1 a -5,6 %, em compara¢do ao valor nominal,
indicando a precisdo dos resultados, uma vez que os valores determinados pelo método de
fluorescéncia séo inferiores a 10 %, conforme recomendacdo da Anvisa (Tabela 4.25). Em
termos de precisdo do método proposto, os valores de CV (%) correspondem ao intervalo de
2,4 a4,0 %, inferiores ao valor de 5 % exigido pela Anvisa (2017). Estes resultados demonstram
que as nanoparticulas sintetizadas podem ser empregadas na quantificacdo de RB em
suplementos vitaminicos comerciais encontradas em farméacias de manipulacéo.

O método proposto para determinacdo de RB foi comparado ao método de referéncia
para riboflavina empregado por Sim, Kim e Lee [23]. O teste t pareado para amostras de
capsulas resultou em um valor calculado de 3,05, com um valor t critico de 4,30 para 95 % de
confianca. Os resultados confirmam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os valores médios de RB calculados pelo método fluorimétrico desenvolvido neste estudo
e 0 método de referéncia.

Tabela 4.25 - Teste t pareado para as amostras de RB, NC = 95 %.

Amostra Concentracdo de RB

Método proposto Método de referéncia

Nominal Média + CV (%) Média + CV (%) Erel (%)

desvio padréo desvio
padréo
Al, mg 1,0 0,96 + 0,34 2,4 0,99 + 0,36 0,41 -3,0

A2, mg 1,0 1,01 +0,56 3,6 1,07 +0,36 1,00 5,6



A3, mg

0,93+0,85 4,0

0,95+0,33

1.08

-2,1
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4.6 Comparacdo da sintese e dos parametros analiticos dos métodos propostos com a

literatura

A comparacdo dos métodos e condi¢Bes de sintese, RQF e parametros analiticos deste

estudo em relacdo aos trabalhos relatados na literatura é apresentada na Tabela 4.26. A

vantagem do método de sintese, que leva apenas 2 min, em equipamentos domésticos de micro-

ondas, com reprodutibilidade, é destacado, aplicado para determinacdo de AA e RB em

suplementos vitaminicos, com valores da faixa linear de trabalho e LD compativel com a

literatura. O RQF de 8,9% é inferior a outros estudos, mas ainda apresenta uma vantagem para

aplicacdes analiticas, pois ndo requer altas diluicGes das particulas de pontos de carbono,

minimizando as incertezas nesta fase do procedimento. Outro aspecto interessante foi o baixo

custo precursores quimicos, que sao comumente usados em laboratdrios de quimica analitica,

para sintetizar PQC nesse trabalho.

Tabela 4.26 — Comparacdo dos parametros analiticos do método proposto com a literatura

Precursores Método de Condicbesde RQF Analito Faixa LD Referéncia
sintese sintese % linear
%) (Mg
(MgmL™*) mL7)
Batata e Assistido por  Ultrassom 49.3 Acido 0-22.9 0.02 Pr:fthz'oegz
etilenodiamino ultrassom por 5 h ascorbico N
P . < . Guetal.,

Wolfberry Hidrotérmico ~ Aquecimen 22.0 Acido 1.8-176 0.3 2022

toa 180 °C ascorbico

por 8h )
L-cisteina e &cido  Micro-ondas Ultrassom e 62.5 Acido 2-100 0.6 Hamid et
citrico irradiacdo por ascorbico al., 2023

micro-ondas

por 1 min
P06 de Boletus Hidrotérmico - Riboflavina 0-18 0.016 Mengetal.,
brunneissimus Aguecimento a 2023
Chiu 200 °C por 12

h
Suco de liméo, Micro-ondas Irradiacdo por 23.6  Riboflavina 0.1-3.0 0.001 Monte et
cebola e hidréxido micro-ondas al.,
de amonio por 6 min (2019)



EDTA, ureiae Micro-ondas
tiossulfato de
sadio (Agilent)

EDTA, ureiae Micro-ondas
tiossulfato de

sodio

(Ocean Optics)

Irradiagéo por 8.9
micro-ondas
por 2 min

Irradiacdo por 8.9
micro-ondas
por 2 min

Acido
ascorbico
Riboflavina

Acido
ascorbico
Riboflavina

0.5-50
0.1-7

0.25-50
0.1-45

0.15
0.09

0.10
0.03
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foi desenvolvido uma sintese simples, rapida, de baixo custo e em
etapa unica de PQC empregando-se 0 método assistido por micro-ondas com a utilizacédo de
equipamento de uso domeéstico, a partir dos precursores EDTA sodico, tiossulfato de sodio e
ureia. O método de sintese por micro-ondas se destaca pelo curto tempo de sintese, simplicidade
no manuseio do material e baixo custo.

Os PQC sintetizados exibiram excelente estabilidade, dependéncia do comprimento de
onda de excitacdo e emissdo, RQF de 8,9 % e propriedades fluorescentes adequadas para
determinacéo de AA e RB em suplementos vitaminicos.

A caracterizacao dos PQC evidenciou a presenca dos elementos quimicos C, O,H,Ne S
na estrutura das nanoparticulas com morfologia quase esférica e diametro médio de 4,0 £ 0,11
nm. O pico de difragdo em torno de 26 = 23,7° confirma o plano cristalino de carbono grafitico
e a faixa do pico entre 20° a 40° sua natureza amorfa. Além disso, a existéncia de grupos
organicos incluindo grupos carboxila, carbonila, amino e sulfurados na superficie das
nanoparticulas. Os valores das medida de potencial Zeta de -16,8 mV (PQC), -1,93 mV
(PQC/Cr(V1)), -18,7 mV (PQC/Cr(VI)/AA) e -28,3 mV(PQC/RB), confirmam as diferentes
interacdes com e sem a presenca do analito.

A fluorescéncia dos PQC é suprimida na presenca de ion cromo(VI1) baseado no
mecanismo dindmico. No entanto, a adi¢do de AA suprime o efeito quenching, promovendo o
retorno da fluorescéncia do sistema, pois o AA é um eficiente agente redutor que promove a
reducdo do cromo(VI) a cromo(lll). A estratégia on-off-on tem apresentado resultados
satisfatorios na literatura para aplicacdo da determinacdo de metais e AA em &guas e
suplementos vitaminicos. Na interacdo PQC/RB, a fluorescéncia raciométrica foi baseada nos
mecanismos estatico e IFE. A fluorescéncia raciométrica tem possibilitado a determinagédo de
RB em amostras de suplementos vitaminicos.

As condigOes experimentais resultantes do planejamento fatorial 24 para a determinagio
de AA foram: volume de tamp&o 200 uL, volume de PQC 200 pL, concentragdo de NaCl 0,5
mol L e concentracgdo de ion cromo(V1) 30 pg mL™. Para a RB, um planejamento fatorial 23
resultou nas condi¢cfes de medidas analiticas de volume de tampédo 200 L, volume de PQC
100 pL e concentracdo de NaCl 0,5 mol L. De forma complementar, mediante realizagéo de
estudos univariados, as condi¢bes de medida para volume dos PQC, concentracdo do ion
cromo(VI), tempo reacional e estabilidade do LED foram 200 pL, 30 pg mL™, 2 min para as a

medidas de AA e 3 min para RB, e 60 min, respectivamente.
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A estabilidade dos PQC foi realizada por oito meses, ndo sendo observadas alteragoes
significativas de fluorescéncia durante o periodo de tempo estudado, concluindo-se pela 6tima
estabilidade de fluorescéncia.

Os PQC foram aplicados em dois instrumentos com detectores para medidas de
fluorescéncia: Agilent e Ocean Optics. No instrumento Agilent, o sensor PQC/Cr(VI)
empregado na determinacio de AA resultou numa faixa linear de 0,5 a 50 ug mL™* e LOD 0,15
ug mLL. A fluorescéncia usada na determinacio de RB correspondeu a faixa linear de 0,1 a 7
ug mLt e LOD 0,09 ug mL™. No instrumento Ocean Optics, o sensor PQC/Cr(V1) empregado
na determinacéo de AA resultou numa faixa linear de 0,25 a 50 pg mL™* e LOD 0,1 ug mL™,
enquanto a fluorescéncia raciométrica usada na determinacéo de RB resultou numa faixa linear
de0,1a4,5ugmL?te LOD 0,03 ug mL™,

Consta-se gque o instrumento Ocean Optics possui uma melhor sensibilidade analitica em
comparacdo ao instrumento Agilent quando aplicados na determinacdo AA e RB. Contudo, no
Agilent obteve-se uma faixa linear de 0,1 a 7 pg mL™ para a determinacdo de RB. Logo, 0s
resultados obtidos nos dois instrumentos permitem uma flexibilidade na determinacdo de AA e
RB, além de evidenciar a qualidade e a precisdo do método empregando os PQC.

O método proposto em compara¢do ao método de referéncia foi utilizado na determinacéo
de AA e RB nos dois instrumentos com detectores para medidas de fluorescéncia: Agilent e
Ocean Optics. No instrumento Agilent, o test t pareado resultou no valor calculado de 1,88 para
amostras liquidas e 0,60 para amostras sélidas de AA. Em amostras de RB o test t resultou no
valor calculado de 3,05. No instrumento Ocean Optics, o test t pareado resultou no valor
calculado de 0,74 para amostras liquidas e 0,14 para amostras sélidas de AA. Em amostras de
RB o test t resultou no valor calculado de 3,05. Os valores calculados ficaram a baixo do valor
critico de 6,31 e 4,30 para as amostras estudadas, confirmando a eficiéncia do método proposto.

Assim, com base nos resultados, o presente trabalho oferece um novo método de sintese
de PQC para aplicages préaticas no controle da qualidade de suplementos vitaminicos de AA e
RB.
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