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RESUMO

A determinacéo de ferro em alimentos é fundamental para assegurar a adequacao
nutricional e a seguranga alimentar, especialmente em paises de baixo e médio
desenvolvimento, onde a deficiéncia de ferro € um problema significativo. Métodos
tradicionais de analise, utilizando técnicas como a espectrometria de absorcado
atdbmica (AAS) e a espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) séo amplamente empregados. Entretanto, apesar das suas vantagens,
algumas limitacdes, especialmente, o alto custo instrumental e de operacao, restringe
as aplicacdes para analises de rotina em muitos laboratérios. Neste contexto, métodos
alternativos, tais como o0s sensores colorimétricos baseados em nanoparticulas de
prata (AgNPs) podem ser uma alternativa promissora para a deteccao de metais em
alimentos. Entre as principais vantagens destes sensores estdo a simplicidade, baixo
custo instrumental e operacional e potencial para aplicagcdo em laboratorios de rotina.
Utilizando métodos verdes para obtencédo das AgNPs, como o extrato de borra de café
como agente redutor e estabilizante, torna-se uma abordagem sustentavel e eficiente.
A caracterizacdo das nanoparticulas e a avaliacao de sua sensibilidade e seletividade
frente a diferentes metais e anions foram realizadas para assegurar a confiabilidade e
precisdo do método. O espectro de absorcdo das C-AgNPs apresentou uma banda
plasmoénica com absorvancia maxima em 413 nm, indicando a formacdo de
nanoparticulas com diametro aproximado de 55 nm. O pH 4, selecionado para
realizacao das determinacdes, visando maximizar a sensibilidade do sensor, mostrou-
se eficaz e proporcionou um coeficiente de determinacao para Fe3* com R2 = 0,9971,
além de limites de deteccdo e quantificagdo de 0,032 mg L' e 0,089 mg L7,
respectivamente. Na aplicacdo em amostras reais, especificamente suplementos
alimentares, observou-se forte efeito da matriz, com interacdo dos constituintes da
formulacdo com as C-AgNPs, o que inviabilizou o uso da curva de calibragcdo com
padrdes aquosos. Para contornar essa limitacédo, foi adotada a calibracdo por adicéo
de analito, que permitiu a quantificacdo mesmo em presenca de interferentes. Apesar
disso, os percentuais de recuperacdo foram baixos (12,6% para amostra A e 7,1%
para amostra B), indicando que compostos como proteinas, excipientes e
complexantes dificultam a interacdo entre o ferro e as nanoparticulas. Tais resultados
estdo de acordo com a literatura, que aponta a adsor¢cdo de macromoléculas como
fator limitante na deteccédo colorimétrica baseada em AgNPs. Como perspectivas,
sugere-se 0 uso de estratégias de pré-tratamento das amostras (como precipitacéo
de proteinas ou extracdo em fase sélida), funcionalizacdo das nanoparticulas com
ligantes seletivos e aplicacdo de ferramentas quimiométricas para compensacao de
interferéncias. Apesar das limitacbes, o sistema desenvolvido apresenta grande
potencial como ferramenta analitica sustentavel e acessivel para analise de ferro em
matrizes complexas

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata; Extrato de borra de café; ferro; Sensor
colorimétrico; Adicdo de analito; Suplementos alimentares.

ABSTRACT



The determination of iron in food is essential to ensure nutritional adequacy and food
safety, especially in developing countries where iron deficiency represents a significant
public health issue. Traditional analytical techniques, such as atomic absorption
spectrometry (AAS), inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICPOES), and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), are widely
used. However, despite their analytical advantages, these techniques present
limitations such as high equipment and operational costs, which restrict their
application in routine analyses in many laboratories. In this context, alternative
methods such as colorimetric sensors based on silver nanoparticles (AgNPs) have
been explored as promising solutions for metal detection in food. Among the main
advantages of these sensors are simplicity, low instrumental and operational costs,
and the possibility of application in laboratories with limited infrastructure. The use of
green methods for the synthesis of AgNPs, such as coffee grounds extracted as a
reducing and stabilizing agent, represents a sustainable and effective approach. The
characterization of the nanoparticles, as well as the evaluation of their sensitivity and
selectivity toward different metal ions and anionic species, was carried out to ensure
the reliability and accuracy of the method. The absorption spectrum of the synthesized
nanoparticles (C-AgNPs) showed a plasmonic band with maximum absorbance at 413
nm, indicating the formation of particles with an average diameter of approximately 55
nm. pH 4 was selected for the determinations to maximize the sensor's sensitivity,
resulting in a determination coefficient (R?) of 0.9971 for Fe3*, with detection and
guantification limits (LOD and LOQ) of 0,032 mol L™ and 0.089 mol L™, respectively.
In the application of the method to real samples, specifically dietary supplements, a
strong matrix effect was observed due to the interaction of the formulation components
with the C-AgNPs, which made it impossible to use the conventional calibration curve
with agueous standards. To overcome this limitation, the standard addition calibration
method was adopted, which allowed the quantification of iron even in the presence of
interferents. However, the recovery percentages were low (12.6% for sample A and
sample B 7.1%), suggesting that compounds such as proteins, excipients, and
complexing agents hinder the interaction between iron and nanoparticles. These
results agree with the literature, which indicates the adsorption of macromolecules as
a limiting factor in AgNP-based colorimetric detection. As future perspectives, the
implementation of sample pretreatment strategies (such as protein precipitation or
solid-phase extraction), the functionalization of nanoparticles with selective ligands,
and the application of chemometric tools to correct interferences are recommended.
Despite the observed limitations, the developed system shows great potential as a
sustainable, accessible, and effective analytical tool for iron determination in complex
matrices.

Keywords: Silver nanoparticles; Coffee grounds extract; Iron determination;
Colorimetric sensor; Standard addition; Dietary supplements.
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1INTRODUCAO

A deficiéncia de ferro € considerada a caréncia nutricional mais comum no
mundo, afetando cerca de 5 bilhdes de pessoas!. Nesse sentido, a determinacao de
ferro em alimentos é essencial para garantir a adequacao nutricional e a seguranca
alimentar, especialmente em paises com baixo e médio indice de Desenvolvimento
Humano (IDH)z"°.

Métodos tradicionais de deteccédo e quantificacdo de ions metélicos utilizam
comumente técnicas espectrométricas, como a espectrometria de absor¢éao atbmica
(AAS), a espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) e a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS)""°. Apesar da alta sensibilidade e confiabilidade dessas técnicas, seus altos
custos operacionais e de instrumentacéao limitam sua aplicacdo em analises de rotina
em muitos laboratorios™.

Nesse contexto, a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) como
sensores colorimétricos tem se destacado como uma alternativa promissora para a
deteccdo de metais em alimentos!™13, Esses sensores oferecem vantagens como
baixo custo instrumental, simplicidade de operacéo, versatilidade de sintese e
possibilidade de aplicacdo em larga escalat2™'4.

A sintese de AgNPs pode ser realizada por metodologias verdes, que
empregam materiais bioldégicos como extratos vegetais, resultando em processos
mais sustentaveis e eficientes’™”. A borra de café, um residuo agroindustrial
abundante e de baixo custo, € rica em compostos fenolicos com propriedades
redutoras e antioxidantes, tornando-se uma excelente matéria-prima para a sintese

de AgNPs'®22, Essa matriz atua na reducao dos ions prata (Ag*) a prata metalica

(Ag°®), proporcionando um método simples, rapido e ambientalmente amigavel*~2,
Além disso, as AgNPs possuem forte interagdo com a radiacao
eletromagnética, sendo eficazes como sensores colorimétricos devido ao efeito de
ressonancia de plasmons de superficie®® %", Esses sensores se destacam por sua
resposta visual imediata, simplicidade e por requererem instrumentacéo basica, o
que representa uma vantagem significativa em comparacdo as técnicas

espectrométricas convencionais?®™2,
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Dessa forma, este trabalho tem como objetivo otimizar os parametros de
sintese de AgNPs utilizando extrato de borra de café, com o intuito de desenvolver
um sensor colorimétrico eficiente para a determinacéo de Fe3* em alimentos. Serdo
realizadas a caracterizacdo das nanoparticulas e a avaliacdo da sensibilidade e
seletividade do sensor frente a diferentes metais e anions. A adocao dessa
metodologia podera facilitar o monitoramento de micronutrientes em alimentos,
promovendo saude publica e contribuindo para o combate as deficiéncias

nutricionais de maneira sustentavel?®731,
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2REVISAO DA LITERATURA

21 FERRO EM ALIMENTOS

A deficiéncia de ferro é relatada como a deficiéncia nutricional mais prevalente
em todo o mundo, afetando cerca de 5 bilhdes de pessoas. Isso porque o ferro é um
oligoelemento essencial para o metabolismo humano,? cujo desempenha funcées
importantes em reacdes enzimaticas que ocorrem nas mitocondrias para a producao
de energia celular, transporte de oxigénio através das hemoglobinas e no processo

de fortalecimento do sistema imunolégico.?

Neste sentido o metabolismo humano possui uma faixa de concentracéo
adequada do elemento, onde seu consumo inadequado pode acarretar
consequéncias significativas na saude do individuo. De acordo com Ganz (2013), o
ser humano possui entre 3,0 a 4,0 g de ferro elementar no corpo humano, sendo
distribuido principalmente na hemoglobina.®* O ferro também pode ser armazenado
na forma de ferritina ou hemossiderina, localizadas principalmente no figado, baco,
medula 6ssea e, na mioglobina nos tecidos musculares. A absor¢cédo do ferro ocorre
predominantemente por meio da dieta, através de duas vias distintas: como ferro nédo-
heme oriundo de vegetais ou outras fontes de alimentos a base de plantas, ou como
ferro ligado ao heme proveniente de carnes ou alimentos de origem animal, o qual é
geralmente mais biodisponivel.* O excesso de Fe no organismo pode acarretar no
aumento do risco de cancer e doencas cardiacas e a sua falta pode acarretar casos

de anemia.*

A anemia € uma condi¢cdo sanguinea que ocorre quando 0 organismo nao
possui quantidades adequadas de hemoglobina, presente nos glébulos vermelhos,
sendo as células responsaveis pelo transporte de oxigénio para todo o corpo.® As
causas mais comuns da doenca estdo associadas a doencas hereditarias (talassemia,
anemia falciforme e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6DP)), doencas
infecciosas (infeccbes bacterianas, ancilostomideos, virus da imunodeficiéncia
humana ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS), infeccdes
parasitarias intestinais, malaria e turbeculose) e deficiéncia nutricional (vitamina A,
acido félico e principalmente ferro).>® Os sintomas e complicacdes de anemia variam

conforme o seu grau de intensidade, duracdo e causa subjacente. Em curto prazo o
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individuo pode apresentar quadros de alta fadiga e fraqueza, problemas cardiacos,
maior suscetibilidade a infec¢gBes e alteracdo no peso corporal. J& em longo prazo ha
prejuizo no desenvolvimento cognitivo em criancas, reducdo da capacidade de
trabalho em adultos, aumento do risco de morbidez e indugdo de problemas

gestacionais.®

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), através do Relatorio
Global de Nutricdo de 2014, tem-se como uma das principais metas a reducéo pela
metade do nimero de casos de anemia no mundo até 2025.%>7 O trabalho de Lee et
al (2025) quantificou a carga global da deficiéncia de ferro na dieta dentre os anos de
1990 a 2021, com foco em onde a ingestdo inadequada de ferro na dieta levou a
manifestacdes clinicas como anemia.® Apresentando que paises de baixo e médio
indice de desenvolvimento humano (IDH), prevalecem como as regiées com maiores
casos de anemia, devido a maior fragilidade alimentar e falta de recursos para
tratamentos, além de que mulheres e criancas sdo a populacdo mais afetada.®®
Apontando que os casos de anemia se relacionam diretamente com condi¢des

socioecondmicas.

Dessa forma, ao longo das ultimas décadas estratégias para a prevencao e
tratamento de anemia por deficiéncia de ferro (ADF), considerada a oitava maior
causa modificavel de anos vividos com incapacidade em todas as faixas etarias, sao
apontadas na literatura.*® As cinco estratégias mais comumente usadas sdo (1)
diversificacao alimentar, (2) fortificacdo de alimentos com Fe, (3) suplementacao de
multimicronutrientes, (4) tratamento de infeccdes parasitarias que contribuem para a

deficiéncia de ferro e (5) fortificacdo a Agua potavel com ferro ferroso sollvel (Fe?*).%10

Neste trabalho chama-se atencéo para as estratégias que visam a fortificacao
de alimentos com Fe. De acordo com o guia de diretrizes sobre fortificacdo de
alimentos com micronutrientes (2006) dirigido pela OMS e pela Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), a fortificacdo € a prética de
aumentar deliberadamente o conteiddo de um micronutriente essencial em um
alimento, a fim de melhorar a qualidade nutricional da fonte alimenticia e fornecer um
beneficio para a satude publica, com o minimo de risco.* Na literatura sdo apontados
diversos tipos de fortificagéo, sendo os mais comuns a fortificagdo em massa (a adigéo

de micronutrientes a alimentos muito consumidos pela populagéo durante o processo
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industrial) e a biofortificacdo (técnica que melhoramento genético de sementes que
possibilita elevar o teor de micronutrientes dos alimentos).®2

A versatilidade da fortificacéo nos alimentos € bastante explorada na literatura
durante vérias décadas, Abdul-Razak et al (2012) realizaram um estudo com criancas
de 5 a 12 anos de idade mantendo uma dieta com farinha de feijao-caupi fortificado
com NaFeEDTA em uma area endémica de maléaria, obtendo reducao de 30% e 47%
na prevaléncia de deficiéncia de ferro e anemia ferropriva.’®* Ja Gupta et al (2020)
propuseram o desenvolvimento de um novo composto de fitato férrico para fortificacéo
de caldos com ferro, resultando em uma maior indugdo de ferritina celular
apresentando uma maior estimativa de absorcdo de ferro.* Por sua vez, o trabalho
realizado por Baumgartner et al (2022) avaliaram a absorc¢éo e biodistribui¢cao de ferro
do fosfato férrico nanoestrutura, atingindo 72% de biodisponibilidade relativo em

comparacdo ao material ndo nanoestruturado.*®

Dessa forma, a fortificacdo se apresenta como um dos principais meios para
0 aumento e maior biodisponibilidade de Fe em amostras alimenticias, o que auxilia e
direciona a industria alimenticia no desenvolvimento de novos componentes e
metodologias de fortificacdo. Nesse sentido, método para determinacéo de ferro tém
recebido atencéo crescente, especialmente em paises onde ha grande ocorréncia de
doencas por deficiéncias nutricionais, como a anemia, sendo que estes apresentam
baixo IDH e necessitam de técnicas simples, mas robustas para quantificacdo de
micronutrientes. Sendo assim, necessario o desenvolvimento de métodos alternativos
gue utilizem técnicas simples, acessiveis e que possibilitem a quantificacéo de ferro
e outros elementos em alimentos, visando o controle de qualidade no que se refere a

concentracdo deste micronutriente.

2.2 DETERMINACAO DE METAIS

As técnicas espectrométricas configuram entre as principais técnicas
utilizadas para a determinacdo de metais em diferentes amostras. No trabalho de
Dacol et al (2009), os autores utilizaram espectrometria de absorcédo atbmica (AAS)
para determinar Cd, Fe, Pb e Zn em amostras certificadas de figado bovino
(SRM1577b).1®* Rusin et al (2020), realizaram a determinacdo de metais

potencialmente toxicos em amostras de frutas e vegetais. Os autores analisaram 370
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amostras preparas de acordo com seu modo usual de consumo. Neste trabalho, as
amostras foram tratadas com &cido nitrico e perdéxido de hidrogénio, sendo
posteriormente submetidas a um processo de mineralizagdo por micro-ondas. A
determinacao de Cd e Pb foi realizada por espectrometria de absorcao atbmica com
forno de grafite (GF AAS).!” O trabalho desenvolvido por Farahani et al (2014)
investigou a clara de ovos de 32 granjas avicolas industriais em diferentes regides da
cidade de Markari — Ird. Os autores avaliaram seis metais pesados, incluindo Al, As,
Pb, Cd, Hg e Sb através da técnica de espectrometria de emissao 6tica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES).'® Ja no trabalho produzido por Catenza et al
(2022), os autores prepararam amostras alimenticias a base de canabinoides por
digestédo assistida por micro-ondas usando apenas acido nitrico para determinacao de
14 metais pesados, incluindo As, Cd, Hg e Pb, usando a técnica de espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).19

As técnicas espectrométricas citadas sdo amplamente utilizadas na
determinacdo de metais devido a sua elevada sensibilidade, permitindo alcancar
deteccdo a ordem de ng L. Ademais, ICP OES e ICP-MS sdo multielementares e
possibilitam a véarios elementos em uma mesma analise.?° Apesar das vantagens
citadas, as técnicas apresentam alto custo operacional, instrumental e de
manutencao, além da necessidade do tratamento prévio de amostras, principalmente
guando se trata de matrizes complexas como amostras alimenticias. Nesse sentido,
o desenvolvimento de métodos alternativos que sejam mais simples e menos
custosos para analise elementar de amostras é fundamental. Uma alternativa que vem
crescendo na literatura sdo os métodos que utilizam sensores colorimétricos

baseados em nanopatrticulas.

2.2.1 Sensor colorimétrico

Sensores colorimétricos podem ser desenvolvidos a partir de diferentes
materiais, mas todos apresentam o mesmo principio fundamental: a mudanca
perceptivel na coloracdo do sistema na presenca de um determinado analito.?! Essa
alteracédo visual esta geralmente associada a interacdes especificas entre sensor e p
analito, como forca de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e processos de

adsorcéo fisica ou quimica.??
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Dentre as abordagens mais promissoras, destaca-se a utlizagcdo de
nanoparticulas metalicas, como de Ag, Au e Pb, as quais apresentam forte interagédo
com a radiacéo eletromagnética, permitindo a visualiza¢do da mudanca de coloragéo
a olho nu. A coloracéo pode se modificar por diversos mecanismos, incluindo anti-
agregacéao, funcionalizacdo por ligacdo direta com o analito ou ainda agregacéo
induzida. Entretanto, para que o0 sensor opere de maneira eficiente, € essencial
otimizar condi¢cbes de andlise, uma vez que a resposta do sensor pode ser

influenciada por fatores como pH, temperatura e forca idnica.?32*

Para além o comportamento do sensor colorimétrico constituido por
nanoparticulas pode ser analisado através da técnica de espectrofotometria na regiao
do UV-Vis. Cuja se destaca por sua simplicidade de uso, capacidade de reduzir
procedimentos complexos de preparacdo de amostras e sendo menos custosa em
comparagcdo com as técnicas espectrométricas citadas anteriormente, assim
tornando-se uma opcéao acessivel mesmo a laboratérios com recursos limitados.

A determinacao tanto de moléculas organicas como ions metalicos através da
sintese de sensores colorimétricos baseados em NPs ja sdo consolidadas na
literatura. O trabalho produzido por Scroccarello et al (2019) desenvolveu
nanoparticulas de prata (AgNPs) e de ouro (AuNPSs) para determinacdo de acucares
e polifendis em magcas.?®> Ja Dong et al (2017) determinaram a presenca do ion Cd?*
a partir de AgNPs estabilizadas com chalcona. Observando que a medida que ocorria
a adicdo de Cd?* havia agregacédo das AgNPs e por consequéncia alteracdo da banda
de plasmdnica de absorcdo da NPs é observada.?® Andreani et al (2021) propuseram
o desenvolvimento de um sensor colorimétrico baseada em AuNPs revestidas com
acido orto-hidroxibenzoéico para determinacéo de Fe3*. Os resultados apontaram boa
precisdo e exatiddo para a deteccédo do analito em campos de arroz, rios e aguas do
mar na regido de Yogyakarte — Indonésia.?’

Dessa forma, 0 uso de sensores colorimétricos baseados em NPs associado
a determinacdes por espectrofotometria na regido de UV-Vis tornar-se uma excelente
alternativa para deteccdo de moléculas organicas e ions metalicos em diferentes
matrizes. Nesse sentido, 0 sensor contorna algumas limitacbes das técnicas
espectrométricas tradicionais, mostrando-se promissora para o desenvolvimento do
trabalho aqui proposto, a fim de determinar a presenca de Fe® em amostras

alimenticias.
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2.3  NANOPARTICULAS

O termo "nanoparticulas" (NPs) refere-se a materiais com dimensfes na
escala nanométrica (1 — 100 nm), desempenhando um papel importante em diversas
areas da ciéncia. As NPs podem ser classificadas em duas grandes categorias:
poliméricas e inorganicas.?® As NPs poliméricas incluem lipossomos, nanotubos e
dendrimeros, com aplicacfes que variam desde capacitores até transportadores de
medicamentos para tratamentos biolégicos. Por outro lado, as NPs inorgéanicas
abrangem nanoparticulas metdlicas, 6xidos metalicos e quantum dots, que encontram
aplicacGes em areas como catéalise, citotoxicidade e sensores colorimétricos.?128

Uma caracteristica notavel das nanoparticulas metalicas, como ouro (Au),
prata (Ag) e cobre (Cu), € a forte interacdo com a radiacdo eletromagnética devido a
presenca da Superficie Localizada de Ressonancia de Plasmon (LSPR).?° De acordo
com LANGER 2015 Esse fendmeno ocorre quando elétrons na camada de valéncia
do metal interagem em resposta a radiacdo incidente de ondas eletromagnéticas,
gerando dipolos oscilantes na particula, com frequéncia determinada pelo
comprimento de onda da radiacéo incidente.?®3° O comportamento mencionado esta

esquematicamente representado pela Figura 1.

4

' Campo
elétrico
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de onda

Figura 1 - Representacdo da Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada em NPs metélicas.
Fonte: Adaptado de Toma et al, 2010.2°

Além da densidade eletrbnica da superficie, a morfologia das NPs metalicas

e a constituicdo da NPs influenciam na frequéncia de oscilacdo dos dipolos. Dessa
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forma, a banda de absorcdo das NPs pode variar conforme ocorra alteracdo nos
aspectos citados. Assim, sendo possivel sua analise através da técnica de UV-Vis
como ja mencionada anteriormente. Logo a capacidade de interagir fortemente com
a radiacdo torna as NPs metdlicas interessantes em diversas aplicagdes,
especialmente para atuarem como sensores colorimétricos em areas que exploram
propriedades Opticas, como a deteccdo de substancias e processos quimicos.?®

Para se obter NPs metélicas, podem ser utilizados dois métodos: “Bottom-up”
e “Top-down”.3! De forma geral, o método “Top-down” significa reduzir o tamanho da
estrutura em direcdo a nanoescala. Ja o método “Bottom-up” € a formacdo de uma
grande nanoestrutura a partir de &tomos, moléculas ou aglomerados.®' A Figura 2

exemplifica os métodos “Bottom-up”e "Top-down" para sintese de NPs metalicas.
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Figura 2 - llustracdo dos métodos bottom-up e top-down para sintese de nanoparticulas metalicas.
Fonte: Adaptado de Rocha, 2023.32

As abordagens "Top-down" inclui técnicas fisicas que frequentemente
demandam uma quantidade substancial de energia para transformar um material de
escala macroscopica em NPs, como por exemplo métodos de atrito (trituracdo e
moagem), além de métodos mais complexos que envolvem quebras microfluidicas e
litografia. 3! Para além esta abordagem geralmente sdo mais diretas, envolvendo a
eliminacéo de material em excesso ou a miniaturizagédo de técnicas de fabricagdo em

larga escala para criar uma estrutura especifica com as propriedades desejadas. 3!
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Para as abordagens “Bottom-up” envolvem a reducdo do tamanho dos
componentes do material, seguida por um processo de automontagem resultando na
formacdo de nanoestruturas maiores.333 Esse processo possibilita a criacdo de
formas, tamanhos e distribuicdes uniformes em diversos materiais em escala
nanométrica. Por outro lado, os métodos quimicos recorrem frequentemente a
solventes orgéanicos na fabricacdo de NPs, o que pode resultar na producdo de
residuos de dificil tratamento. No entanto, entre as diversas abordagens bioldgicas,
algumas utilizam extratos de plantas como agentes redutores e estabilizadores das
NPs, sem gerar quantidades significativas de residuos toxicos.

O método mais tradicional de realizar a sintese de NPs é a utilizacdo da
abordagem “Bottom-up” através meétodos fisicos e quimicos, que embora sejam
eficazes na criacdo de NPs definidas, eles apresentam algumas limita¢cdes, como um
longo tempo de sintese, custos de producdo mais elevados, desafios na purificacao e
principalmente a geracéo de subprodutos perigosos e poluentes.3! Por outro lado, a
abordagem “Bottom-up” pode ser menos invasiva ao meio ambiente ao se atrelar a
métodos de sintese verde, oferecendo vantagem devido a utilizacdo de agentes
biologicos para a sintese de NPs, como por exemplo o uso de plantas, empregando

seus extratos obtidos de diferentes tecidos vegetais, na producdo de NPs metalicas.3*

2.3.1 Borrade café

Devido a preocupacédo em obtencédo das NPs metalicas de forma mais verde,
a base de compostos vegetais, faz-se necesséario a indagacdo por insumos
abundantes no Brasil como frutas, ervas, e até mesmo residuos provenientes da
producédo de bebidas como chas e café.

De acordo Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa)
atualmente o Brasil detém a posicédo de maior produtor e exportador global de café.®
Em 2023, o pais possuia uma area total de cultivo destinada ao café arabica (Coffea
arabica) e conilon (Coffea canephora) de 2,26 milhdes de hectares, o que gerou de
acordo com a Companha Nacional de Abastecimento (Conab) uma producéo de 54,94
milhGes de sacas de café.*® Para além, o Brasil ocupa a posicédo de segundo maior
consumidor de café do mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos, conforme

0 Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA).3¢
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Aliado a esses dados, o estudo feito por Miranda et al (2021) mostra que o
brasileiro consome em média 3 xicaras de café por dia, equivalente a 150 mL/dia.%’
Portanto, deve-se considerar a quantidade de residuos gerados nesses preparos, 0S
quais sao descartados sem nenhum tipo de reaproveitamento. A producao de café
gera um subproduto inevitavel: a borra de café usada, que surge tanto na industria do
café soluvel quanto no consumo em estabelecimentos de alimentacéo e residéncias.
De acordo com Murthy e Naidu (2012) estima-se que para cada tonelada de café
verde processado sejam gerados 650 kg de borra de café e para cada quilo de café
sollivel produzido, sejam gerados 2 kg desse mesmo residuo.® Esse tipo residuo
além de volumoso, e por vezes considerados ndo estaveis, tém um alto potencial
poluente devido a presenca de ingredientes como cafeina, e polifenéis além de

demandar grande quantidade de oxigénio para ser dergadada.3":3°

Dentre as moléculas constituintes da borra de café, destacam-se o &cido
cafeico e seus derivados, 0s quais pertencem ao grupo dos compostos fendlicos
(respectivas estruturas sdo mostradas atraves da Figura 3). Esses compostos sao
amplamente reconhecidos por suas propriedades antioxidantes o que podem torna-lo
um agente redutor e estabilizante para a producdo de NPs metdalicas. O carater
estabilizante se deve a presenca de grupos hidroxila fenélicos e carboxilicos em suas
estruturas, que permitem que essas moléculas se adsorvam na superficie das
nanoparticulas recém-formadas, criando uma camada protetora que impede a
aglomeracao das particulas. Dessa forma, além de reduzirem os ions metalicos a
forma elementar, os compostos fendlicos também mantém as nanoparticulas estaveis

e dispersas no meio reacional.
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Figura 3 - Representacao estrutural (a) cafeina e (b) acido cafeico.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A sintese biolégica de NPs utilizando extratos vegetais, como a borra de café
apresenta diversas vantagens, principalmente no que diz respeito a ndo utilizacao de
reagentes quimicos toxicos e condicdes extremas de temperatura e pressao.
Utilizando extratos vegetais, a sintese biolégica promove a formacdo de NPs em
condicdes suaves e ambientalmente amigaveis, além de incorporar as propriedades

antioxidantes dos compostos fendlicos, conferindo funcionalidades adicionais as NPs.
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30OBJETIVOS

3.1  OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata (AgNPs) a partir de extrato
da borra de café e avaliar o potencial sensor colorimétrico visando a aplicacéo para

determinacao de ferro em amostras de suplementos alimentares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar a influéncia dos parametros relacionados a producdo de extrato
aquoso de borra de café para preparacdo de AgNPs;

» Caracterizar por meio de andlises de DLS, potencial zeta e
espectrofotometria na regidao do UV-Vis as AgNPs produzidas a partir do
extrato aquoso da borra de café;

« Avaliar a sensibilidade e seletividade das AgNPs para ions inorgéanicos;
» Estabelecer a condicdo 6tima para maximizar a resposta do sensor na

presenca do analito;
« Avaliar o potencial para aplicacdo do sensor colorimétrico baseado em

AgNPs para determinacdo de Fe em amostras suplementos alimentares.
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4METODOLOGIA

41 INTRUMENTACAO

O preparo do extrato aquoso da borra de café foi realizado utilizando chapa
magnética de aquecimento e agitacdo mecéanica da Dist, modelo D103 e balanca
analitica da Bel Equipamentos Analiticos modelo M254Ai. As C-AgNPs foram
preparadas utilizando banho de aquecimento e refrigeracdo da MicroQuimica, modelo
MQBTC 99-20 e bomba peristaltica automatica da Ismatec, modelo ISM935C. As
medicdes foram realizadas no espectrofotdmetro de absorgcdo molecular na regido do
visivel da Phox, modelo V3210. A verificacdo e ajuste de pH foi realizada utilizando
medidor de pH da Oakton, modelo ION700. As micrografias foram realizadas
utilizando um microscopio eletrénico de transmissdo da JEOL, modelo Neoscope
JCM-5000 (IQ-USP). As analises de espelhamento dinamico de luz e do potencial zeta
foram realizadas utilizando o Zetasizer Nano ZS da Malvern, modelo ZEN3500
(Polimat - UFSC).

4.2 SOLUCOES E REAGENTES

A borra de café utilizada provém de uma mesma marca, sendo obtida a partir
do consumo doméstico. Para o preparo das nanoparticulas e ajustes de pH, foram
utilizados acido nitrico (HNOg3), hidroxido de sédio (NaOH) e o tamp&o utilizado para
diluicdo das C-AgNPs sao da marca Neon. O nitrato de prata (AgNQO3) utilizado para
o preparo das C-AgNPs é da Merck. Foi utilizada agua ultrapura (com resistividade de
18,2 MQ cm) para preparo das solugdes, obtida pelo purificador de agua Purelab Ultra
da marca Elga LabWater. As solucbes padrao metalicos utilizados para avaliacdo da
sensibilidade das C-AgNPs de AlI**, Ba?*, Be?*, Cd?*, Ce?®*, Co?*, Cr®*, Cu?*, Fe?*, Fe*,
K*, Mg2+, Mn2+, Mo®*, Pb2*, Sh3*, Zn?* NH4*, I, V?*, S e CN- da marca SpecSol, Cr3*
da marca AcrosOrganics e Hg?*, K* e Pb?* da marca Sigma-Aldrich. As amostras dos
suplementos alimentares comerciais (Amostras A e B) foram adquiridas em farmacias

locais da regido de Floriandpolis.

4.3 PREPARO DO EXTRATO DA BORRA DE CAFE
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O preparo do extrato aquoso foi baseado no trabalho proposto por Panzella
et al (2020).° A borra de café, obtida a partir do consumo doméstico, de uma mesma
marca, foi seca a 50 °C durante 24 h. Os extratos foram preparados com
aproximadamente 50 g de borra de café seca, adicionadas a 100 mL de &gua a
temperatura de ebulicio e, mantidas sob agitacdo mecéanica durante 20 min.
Posteriormente, o extrato foi filtrado ainda quente usando funil e papel filtro. Esse
extrato aquoso foi utilizado para a preparacdo das AgNPs. O esquema citado foi
representado pela Figura 4.

E it o, e
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Estufa 20 min Filtragao Extrato de café

Figura 4 — Representacdo esquemaética da obtencéo do extrato da borra de café.
Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DA BORRA DE CAFE

4.4.1 Determinacao de compostos fendlicos totais

A gquantificacdo dos compostos fendlicos totais (CFT) presentes no extrato
aquoso da borra de café foi realizada utilizando o método colorimétrico baseado na
reacdo com o reagente de Folin—Ciocalteu. Este método, originalmente descrito por
Singleton e Rossi (1965), é amplamente utilizado para avaliar o teor de fendis totais
em matrizes alimentares e extratos vegetais, devido a sua sensibilidade e
reprodutibilidade.*14?

O procedimento experimental consistiu na preparacdo de uma mistura
contendo 100 pL do extrato aquoso, 500 uL de agua destilada e 500 pL do reagente
de Folin—Ciocalteu previamente diluido (1:10). Apds cinco minutos de reacéo inicial,
foram adicionados 500 pL de uma solucédo de carbonato de sédio (Na,CO3) a 7,5%
(m/v). A mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura ambiente, protegida da

luz, por um periodo de 60 minutos, conforme protocolos descritos na literatura.*®



31

As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis no
comprimento de onda de 765 nm, utilizando como referéncia um branco de reagentes
preparado sob as mesmas condi¢fes, com substituicdo do extrato por agua ultrapura.
As andlises foram conduzidas em quadruplicata, e os valores finais de absorbancia
foram obtidos pela média das leituras com correcdo pelo branco, seguindo
metodologia validada para andlises espectrofotométricas de fendlicos.*?

A quantificacdo dos fendlicos totais foi realizada com base em uma curva
padréo construida com solucdes de acido galico em concentracdes entre 10 e 80 mg
L™, preparadas em agua ultrapura. As solucfes-padrao foram submetidas ao mesmo
procedimento reacional descrito para as amostras. A equacao da reta obtida foi
utilizada para calcular a concentragdo dos compostos fendlicos no extrato, expressa
em gramas de equivalentes de acido galico por litro de solucédo (g GAE L™), como
proposto por Murthy e Naidu (2012) em estudos envolvendo subprodutos da industria

do café.**

45 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA A PARTIR DO
EXTRATO DA BORRA DE CAFE

As nanoparticulas de prata a partir do extrato da borra de café (C-AgNPs)
foram preparadas baseadas no método proposto por Bhagat et al (2022)* e as
condicdes e concentracdes propostas basearam-se no trabalho de Rocha (2023)%? e
estiveram sujeitas a otimizacdo devido ao fato de que o extrato escolhido possuia
diferente composicédo. Foram adicionados 750 pL do extrato, 400 uL de NaOH (0,1
mol L) e aproximadamente 5 mL de agua ultra-pura em um béquer de 10 mL, sob
agitacdo mecanica. A mistura foi aquecida até 80 * 2 °C utilizando banho térmico com
béquer encamisado. Entdo, a estd mistura foram adicionados, por gotejamento, 1250
uL de AgNOs (0,01 mol L), com uma vazéo aproximada de 200 pL mint. Passados
30 min sob agitacdo e aquecimento, a dispersao foi avolumada para 10 mL com agua
ultra-pura. A mudanca de coloracdo de amarelo-claro para amarelo-escuro indicou a
formacdo de nanoparticulas. A Figura 5 ilustra o processo de preparo de

nanoparticulas de prata utilizando extrato da borra de café.
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Figura 5 — Sintese das nanoparticulas de prata a partir do extrato da borra de café
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.1 Caracterizagcao das C-AgNPs

Para a caracterizacdo e avaliacdo das C-AgNPs, foi utlizado a
espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do UV-Vis, aplicando uma
varredura entre 350 - 700 nm. Sendo que a estabilidade coloidal das C-AgNPs foi
avaliada através da variacdo de absorcdo da banda plasmoénica, dessa forma
permitindo acompanhar o comportamento e avaliar a possibilidade das C-AgNPs em
dias posteriores a sua sintese. Além de avaliar a influéncia do pH na banda de
absorcao das C-AgNPs, utilizando uma faixa de pH entre 2 a 6.

A definicdo do diametro médio e morfologia das nanoparticulas foi realizada
apor meio da Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM). As micrografias obtidas
foram processas no software livre ImageJ®, por meio de 100 medidas. O tamanho
hidrodindmico médio e o indice de polidispersado (PDI) do sistema também foram
avaliados através da analise por DLS, e em conjunto medidas do potencial-zeta, a fim

de investigar a carga superficial da NPs, foram realizadas.

4.5.2 Otimizacdo univariada da sintese das AgNPs

Visando a melhoria e otimizacdo do método de preparacdo de C-AgNPs, foi
empregada uma abordagem de otimizac&o univariada. Nesse contexto, o volume do
extrato foi ajustado variando-se uma variavel por vez, enquanto os volumes das
solugcbes de NaOH 0,1 mol L e o tempo de aguecimento foram mantidos constantes.
A escolha desses fatores se baseia em estudos anteriores, conduzidos Sharma et al
(2008) que revisaram métodos de sintese verde com avaliacdo paramétrica
univariada,*® e Ajitha et al (2014), que aplicaram otimizac&o univariada para configurar

propriedades de AgNPs produzidos com extrato de Plectranthus amboinicus.*’ Isso



33

Nnado apenas economizou recursos, mas também contribuiu para a obtencdo de

resultados mais consistentes e confidveis no processo de sintese.

46 SENSOR COLORIMETRICO

4.6.1 Sensibilidade e seletividade das C-AgNPs ao Fe

Para verificar a sensibilidade das C-AgNPs na presenca de diferentes ions
metalicos e anions, utilizou-se como base o método proposto por Bhagat et al (2022)*°,
onde foram preparadas solu¢cdes contendo diferentes ions na concentracao de 10 mg
Lt. A cada solucdo foi adicionado 500 pL da dispersdo de AgNP, sendo por fim
avolumado com H20 para 2 mL. Os ions avaliados foram Al®*, Ba%*, Be?*, Cd?*, Ce®*,
Co2*, Cr3*, Cu?*, Fe?*, Fe3*, ng+’ K*, Mgz+, Mn2+, Mo®*, Pb2*, Sh3*, Zn2* NH**, |, V2*,
S% e CN". Apos a leitura avaliou-se a variagdo na absorvancia da banda plasmonica
da AgNPs em relacao a solucdo sem os analitos.

Para determinacdo do limite de quantificacdo (LOQ) foi estipulado como o
primeiro ponto da curva de calibracdo, ja o limite de deteccéo (LOD) foi calculado

conforme a equacéo 1 abaixo.

LOQ
LOD =__ Equacédo 1

4.6.2 Aplicacdo do sensor em amostras de suplementos alimentares

A aplicacdo das C-AgNPs foi realizada na determinacéo de ferro em amostras
de suplementos alimentares. Para isso, foram selecionados dois suplementos
comercialmente disponiveis: Amostra A 30 mg e Amostra B 40 mg, adquiridos em
farmacias locais.

Inicialmente, visando avaliar a viabilidade da aplicacao direta do sensor, foram
construidas curvas de calibragdo em meio aquoso, seguindo metodologia baseada no

trabalho de Bhagat et al (2022).4° As solucbes padrdo de ferro foram preparadas a
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partir de Fe®* em concentragc6es conhecidas, sendo misturadas com as C-AgNPs e
analisadas por espectrofotometria UV-Vis.

Considerando que a matriz dos suplementos poderia apresentar
componentes interferentes como proteinas, aclUcares, excipientes e antioxidantes, foi
posteriormente adotada a estratégia de adicdo de analito, técnica frequentemente
recomendada em sistemas complexos.*® Nesse procedimento, por¢des da amostra
diluida foram preparadas e volumes crescentes de solucdo padrao de Fe3* foram
adicionados diretamente a amostra. Em cada aliquota, manteve-se constante a
composic¢do da matriz e o volume final de reagéo foi fixado em 1300 pL.

Para cada ensaio, foram adicionados 10 pL da amostra, 300 pL da suspenséao
de C-AgNPs e volumes variaveis da solucdo padrao de ferro com concentracdo de
0,10 mmol L. O volume restante foi completado com tampé&o pH 4, de acordo com
as condicOes previamente otimizadas para o sensor, conforme reportado por Yao et
al (2024).° A escolha do pH 4 baseou-se na maior sensibilidade do sistema
colorimétrico das C-AgNPs frente ao Fe3* nessa condigdo.*>%°

As absorvancias medidas em espectrofotometro UV-Vis na faixa de 350 a 700
nm, monitorando a banda de plasménica de superficie caracteristica das AgNPs. As
curvas de adicao foram construidas correlacionando os valores de absorvancia
obtidos com as concentracfes adicionadas de ferro. Os dados obtidos posteriormente
foram utilizados para a extrapolacdo e quantificacdo da concentracdo de ferro
originalmente presente nas amostras. Este procedimento visou minimizar potenciais
interferéncias de matriz, garantindo maior confiabilidade na determinacéo de ferro por

sensores colorimétricos baseados em NPs metalicas.®152

5RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERICACAO DO EXTRATO

5.1.1 Compostos fendlicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos totais no extrato aquoso de borra de

café foi determinada utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. As leituras de
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absorvancia foram obtidas por espectrofotometria UV-Vis, resultando em valores
médios corrigidos (com subtracdo do branco) de 0,2558 + 0,016. Aplicando a equacao
da curva padrdo de &cido galico (y = 0,0072x + 0,0098), foi calculada uma
concentracdo de 0,034 g GAE L™ de compostos fendlicos totais no extrato.
Considerando-se o rendimento de extracdo e a massa utilizada, esse valor equivale
aproximadamente a 6,8 mg GAE/g de borra de café seca.

A presenca de compostos fendlicos no extrato aquoso de borra de café reforca
seu potencial como fonte de moléculas bioativas. Vamanu et al. destacaram a
ocorréncia de acidos clorogénicos e outros polifendis nesse residuo®®. Além disso, os
resultados obtidos sdo compativeis com os valores reportados por Cruz et al., que
observaram concentracdes de 6 a 18 mg GAE/g em borra de café extraida com
métodos ecoeficientes, indicando que o teor de fendlicos pode variar em funcdo da
matriz vegetal e do método de extragao aplicado®.

Com o objetivo de garantir maior homogeneidade na composi¢cao do extrato,
aléem de facilitar seu armazenamento e aplicacdo, foi utilizada borra de café
previamente seca e triturada. Essa preparacdo serviu como base para estudos
subsequentes, como a sintese de nanoparticulas de prata (C-AgNPs), nas quais

compostos fenolicos podem atuar como agentes redutores e estabilizantes.

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA A PARTIR DA
BORRA DE CAFE

5.2.1 Caracterizacgéo fisico-quimica e morfologia

Os indicios da formacao de C-AgNPs em um primeiro momento podem ser
observados de forma macroscoépica devido a alteracdo da coloracdo da solucdo. Essa
mudanca é consequéncia da geracao da banda plasménica de superficie do metal, a
gual pode ser identificada através da espectroscopia eletrénica de absor¢do. Em
geral, a banda plasménica é dependente da banda de transicdo entre os estados
eletrénicos do metal constituinte. No caso das AgNPs, a faixa de maxima absorcao
relatada é entre 400 e 500 nm.> A Figura 6 mostra o espectro de absor¢do na regido

do visivel dos reagentes, extrato da borra de café e AQNOs, e das C-AgNPs.
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Figura 6 - Espectro de absorgdo na regido do visivel dos reagentes, AgNOs (0,01 mol L?) e extrato da
borra de café, e das C-AgNPs.

O perfil dos espectros de absorcdo dos reagentes, sal precursor (AgNO3) e
do extrato da borra de café, na faixa de comprimento de onda avaliada, séo similares
apresentando o mesmo comportamento. Contudo, observa-se que o perfil do espectro
obtido para as C-AgNPs é distinto, com a presenca de uma banda bem definida e
intensa, com absorvancia maxima em 413 nm. Dessa forma, pode-se afirmar que ha
fortes indicios da formacéo das C-AgNPs, dado que a banda de absorcao obtida esta
dentro da faixa estimada para as AgQNPs em geral, logo pode ser atribuida a presenca
da banda plasménica das C-AgNPs.

Para além, o espectro de absorcdo pode estipular a estabilidade e
aproximacdo do tamanho médio das nanoparticulas obtidas. A relacdo entre
comprimento de onda e tamanho de nanoparticulas é diretamente proporcional, ou
seja, quanto menor o comprimento de onda de absor¢cdo maxima, menor o diametro
da nanoparticula.®® O trabalho desenvolvido por Pal et al (2007), os autores obtiveram
AgNPs com absor¢cdo maxima em aproximadamente 420 nm e com diametro médio
proximo de 55 nm.>’” Dessa forma, considerando o comprimento de onda de absorgéo
maxima obtido para as C-AgNPs, espera-se um diametro médio inferior a 55 nm.

Na sequéncia, medidas de espalhamento dindmico de luz permitiram
determinar o tamanho hidrodindamico médio das C-AgNPs, resultando em 55,7 + 4,42
nm. As C-AgNPs apresentaram um PDI moderado de 0,70 + 0,04 indicando que as

C- AgNPs podem estar em solugcdo em diferentes popula¢des de tamanhos, o que



37

indica que possiveis agregacdes de C-AgNPs de tamanhos menores possam estar
ocorrendo, o que pode ser visualizado no histograma presente na Figura 7a.

O tamanho também foi analisado através de medidas de Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (TEM). As imagens de TEM revelaram que as C-AgNPs
possuem formato esférico (Figura 7b). Um histograma de distribuicdo de tamanhos
(Figura 7c) foi construido, medindo-se o tamanho de cada uma das nanoparticulas
contidas na Figura 7b, com auxilio do software ImageJ®, e um tamanho médio de 55
nm, foi determinado. O valor obtido de tamanho hidrodinAmico € superior devido a
presenca da camada orgéanica externa dos grupos fendlicos envolvendo as C-AgNPs
(ndo visivel nas micrografias de TEM), além da camada de solvatacao.

Ao comparar os histogramas obtidos através das técnicas de DLS e TEM é
possivel visualizar que a populacdo com tamanho médio de 100 nm néo foi observada
nas micrografias, estando entédo relacionadas a possiveis agregacdes em solucao.

As medidas de potencial Zeta mostraram que as C-AgNPs possuem carga
superficial negativa, em torno de -38,2 mV, atribuida a presenca dos grupos acidos
carboxilicos dos compostos fendlicos presentes no café, como por exemplo o acido
cafeico, clorogénico e ferulico (pka = 3,5 - 4,5), os quais em pH 4 estao presentes em
sua forma anibnica ou parcialmente anionica.>®

Logo, as caracterizacdes realizadas apontam o comportamento das C-
AgNPs. Através do UV-Vis esperava-se obter NPs com valores menores que 55 nm,
devido a maxima absorcdo estar em 413 nm. Assim, relacionando os valores de
tamanho médio obtidos pelas das técnicas de DLS e TEM e valores de PDI e potencial
zeta € possivel afirmar que as C-AgNPs apresentam agregacfes em solucéo, o que
pode acarretar na perda de suas propriedades. Neste sentido faz-se necessario um
estudo de otimizacéao e estabilidade das C-AgNPs, o qual ser& discutido no item 5.2.2

e 5.3.2, respectivamente deste trabalho.



38

8. ..........................................................................
§ 64 ................................... ;"/4 - \4‘:' .......... s ¢ 4 0886 i odasaasonnstssssaas
oA C I R oo ek A N S I I
2 | / \ i/

c ‘ / \
o} [ \ /i
= b R RS .l‘ ..... ,\“. . ....... \ .............. fooes
/ \ - \I‘
0 ' ./ \'; - .4‘; ry ot 1
0.1 1 10 100 1000 10000
Diametro (nm)
Record 14: C-AgNPs 1 Record 15; C-AgNPs 2 - Record 16: CAgNPs 32
b) 2
@®
.
L)
-
.
iy
-
500 nm
TR PAT e S e -
54 C)
4 -
& 34
o
c
@
&
g 21
(T
14
0
1 1 T 1 T T 1 T T

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Diametro (nm)
Figura 7 - (a) Histograma de distribuicdo de tamanho usado para determinar tamanho médio
hidrodindmico das C-AgNPs; (b) imagens de TEM 100 kV das CAgNPs, escala de 500 nm. Ampliacéo

aproximada de 200x; (c) histograma de distribuicdo de tamanho usado para determinar o tamanho
médio das C-AgNPs

5.2.2 Otimizacéo do preparo das nanoparticulas

A otimizacado da sintese das C-AgNPs foi realizada por meio de uma analise

univariada, na qual o volume de extrato adicionado variou entre 100 e 500 pL. Os
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resultados mostraram que a banda de absorcéo fica mais intensa a medida que ocorre
0 aumento do volume do extrato adicionado. Dessa maneira, a menor eficiéncia da
sintese foi para o volume de 100 pL do extrato. O aumento progressivo na intensidade
da absorvancia no comprimento de onda de maxima absorcdo atinge o valor mais
elevado com adicao de 500 pL. O comportamento descrito € observado por meio da

Figura 8.
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Figura 8 - Espectro na regido do visivel referente a otimizacdo univariada do volume do extrato da
borra de café na sintese das C-AgNPs.

Isso sugere que o volume ideal do extrato de borra de café é de 500 uL, onde
ha um equilibrio adequado entre a quantidade de agentes redutores presentes no
extrato e os ions prata. Em volumes mais baixos, como 100 pL, a quantidade
insuficiente de agentes redutores resulta em uma sintese ineficiente. Na literatura,
Wang et al (2017) demonstraram que o extrato aquoso de graos de café (Coffea
arabica) age como redutor eficiente e que a concentracdo do extrato impacta
diretamente o tamanho e rendimento das NPs formadas.>® J4 Ahmed et al (2016)
estudaram o efeito de diferentes parametros na sintese de AgNPs com agentes
redutores naturais, enfatizando a importancia da concentracédo do agente redutor para
controlar a morfologia e a eficiéncia da sintese.®° A sintese de C-AgNPs foi realizada
com o volume de 500 pL de extrato, volumes menores indicam que possivelmente ha

menor quantidade de AgNPs formadas.
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5.2.3 Influéncia do pH

O efeito o pH do sistema sobre a absorvancia e variacdo da banda de
absorcdo das C-AgNPs na presenca de Fe3* é mostrado na Figura 9. Foi observado
gue a influéncia do valor de pH sobre a absorvancia da banda é positiva onde, quanto
mais alcalino o sistema, maior é a intensidade da banda. Esse comportamento pode
ser atribuido ao fato de que, em pH mais elevado, h4 uma maior ionizacédo dos grupos
funcionais presentes no extrato, como fendis e acidos carboxilicos, o que favorece a
estabilizacdo das nanoparticulas e a interacdo com os ions Fe3*, intensificando a
resposta Optica. O efeito do pH sobre a intensidade da banda de absorcdo das
CAgNPs corrobora com a pesquisa realizada por Annadhasan et al (2014), os quais
concluiram que, para AgNPs funcionalizadas com L-tirosina, o valor de pH é
diretamente proporcional a absorvancia, onde, o aumento do pH resulta no aumento

da absorvancia das AgNPs.5?

04
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Figura 9 - Influéncia do pH na banda de absorcdo das C-AgNPs. (a) Banda de absorcéo das C-
AgNPs em diferentes pHs; (b) variacdo da absorvancia méxima da banda de absor¢do na presenca
de ions Fe®".

Para além de avaliar apenas o0 comportamento das C-AgNPs sob
determinados valores de pH é necessario avaliar as caracteristicas do analito de
maneira conjunta.

Considerando que o objetivo é produzir um sensor colorimétrico para
determinacdo de Fe3* ha um limite a se considerar na alcalinidade do meio, devido a

natureza do analito. Em pHs alcalinos a concentracdo de ions OH- aumenta,



41

favorecendo a formacédo de um precipitado de hidréxido de ferro (1l) (Fe(OH)s, Kps =
2,79 x 10%9).%8 Neste sentido, é necessario manter o pH em valores inferiores a 6. A
variacdo da banda de absorcdo também foi avaliada na presenca de ions Fe®*. Para
tal, o valor do pH do sistema variou de 2 a 5, avaliando-se os espectros do sistema
contendo apenas as C-AgNPs e contendo C-AgNPs + Fe® (0,5 mg L™1). Assim,
observa-se que o pH 4 foi o que proporcionou a maior variacdo da absorvancia. Neste
pH, a formacao de Fe(OH); € pouco provavel, devido a acidez do meio, no entanto,
pode haver formacdo de espécies hidroxicomplexadas soluveis, como [Fe(OH)]?* e
[Fe(OH),]*, que sdo compativeis com a permanéncia do Fe3®* em solucdo. Dessa
forma, espera-se que nao haja formacao de precipitados que causem interferéncia
significativa na determinacdo de Fe3" em pH 4, determinado como 6timo para

proporcionar maior sensibilidade do sensor colorimétrico no sistema em questéao.

5.3 SENSOR COLORIMETRICO

5.3.1 Variacdo da absorvancia da banda de absorcéo da C-AgNPs

A presenca das C-AgNPs pode ser observada, a olho nu, pela sua coloracéo
marrom clara. As alteracdes na coloracdo sdo uma evidéncia de que ha alteracao no
comportamento e na absorvancia da banda de maxima absorcéo das C-AgNPs.

Dessa forma, a dispersdo contendo C-AgNPs foi exposta a presenca de
diferentes ions metalicos, a fim de avaliar o efeito destas espécies sobre a coloracéao
da dispersdo. Ja que é possivel que esta alteracdo possa ser atribuida as
modificacdes e complexacdes na superficie das NPs Essas interacdes resultam em
mudancas na ressonancia de plasmon de superficie, que sdo evidentes como
mudancas na cor da solucao.

A Figura 10 mostra a aparente reducédo na intensidade de cor das dispersdes
com a presenca dos fons Hg?*, Fe?*, Fe3* e CN- onde ha uma reducéo visivel na

intensidade da cor marrom, indicando a sensibilidade das C-AgNPs a estas espécies.
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Figura 10 - Mudancas de coloracdo do sistema com C-AgNPs na presenca de Al**, Ba?*, Be?*, Cd?*,
Ce®, Co?, Cr®, Cu?, Fe?, Fe*, Hg?*, K*, Mg+, Mn?+, Mo®*, Pb?*, Sb®*, Zn?* NH*, I, S* e CN (20
mg L),

Por meio do espectro de UV-Vis, também é possivel verificar a presenca da
variagdo das absorvancia das C-AgNPs no comprimento de onda de 413 nm,
especialmente na presenca dos ions metdlicos Hg?*, Fe?*, Fe3 e CN-. Esses
resultados indicam que as C-AgNPs séo sensiveis a diferentes espécies metdlicas,
tornando-as potenciais sensores para deteccdo destes metais. A Figura 11 mostra a

relacdo entre a variacao da absorvancia das C-AgNPs na presenca de diferentes ions
metalicos.
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Figura 11 - Variacéo da absorvancia da banda de absorcédo das C-AgNPs na presenca de diferentes
fons metélicos na concentragéo (1,0 mg L 2).

Nesse sentido, € necessario avaliar os resultados ja obtidos para as C-AgNPs
e avaliar o seu carater de sensibilidade para apenas um ion metalico, além de levar
em consideracdo o objetivo do trabalho proposto, sendo o desenvolvimento de um
sensor colorimétrico para amostras alimenticias.

Com base nas informacdes ja destacadas, observa-se que o Ferro tende a
precipitar em meio basico, formando hidroxidos insollveis, o que exige a manutencao
de um meio acido para que o Fe3* permaneca em solucdo e possa ser analisado
corretamente. Em contrapartida, o ion cianeto forma acido cianidrico em meio acido,
gue é volatil e se volatiliza, minimizando assim sua interferéncia na determinacéo de
Fes™.

A determinacdo de Fe3* em alimentos e suplementos é crucial devido a sua
importancia nutricional. Diferente do mercurio, o qual € altamente téxico para a saude
humana, sendo assim sua concentracdo em alimentos geralmente sdo baixas devido
as regulamentacfes rigorosas que limitam sua presenca. Isso torna a andlise de
mercurio menos relevante na andlise nutricional rotineira de alimentos e suplementos,
sendo mais pertinente em contextos especificos de seguranca alimentar ou ambiental.

Portanto, ao escolher um meio acido para melhor atuacdo das C-AgNPs,
como foi observado no item 5.2.3 deste trabalho, para a analise de Fe3*, ndo apenas

evita a precipitacdo do ferro, como também minimiza a interferéncia do cianeto. Assim,
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torna o meio 4cido ideal para a determinacédo de Fe3*, garantindo a precisédo da andlise
sem interferéncias significativas.

Em resumo, a andlise das interacbes das C-AgNPs com diferentes espécies
quimicas destaca a importancia de determinar Fe3* em alimentos e suplementos
devido a sua relevancia nutricional e alta concentragdo esperada, enquanto a analise

de Hg2?* é menos critica em andlises nutricionais de rotina.

5.3.2 Variacado da absorvancia da banda de absorgcéo da C-AgNPs na presenca
de Fe®

Com base na supresséo da banda de absorcdo ocasionada pela presenca de
ions Fe®, foi avaliada a linearidade da resposta do sensor em funcéo da concentragéo
(mg L?) do analito na mistura (Figura 12a). A partir da variacdo de absorvancia foi
possivel obter uma curva de calibracdo (Figura 12b) com equacao linear de y =
0,11317x - 0,00151, com coeficiente de correlacdo de R?=0,9971. Nessas condicdes,
foram obtidos, o limite de deteccédo (LOD) foi estimado em 0,032 mg-L™* e o limite de
guantificacdo (LOQ) em 0,089 mg-L™, com base na razéo entre o desvio padrao do

sinal e a sensibilidade da curva de calibracéo.
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Figura 12 - Variagdo de absorvancia da banda de absorcdo das C-AgNPs na presenca de ions Fe®*
onde (a) variacdo da absorvancia méxima das C-AgNPs em fun¢&o da concentragéo de Fe e (b)

curva de calibracdo para Fe®".

Tais valores demonstram a capacidade do sensor em detectar e quantificar

Fe3" em baixos niveis, sendo compativeis com aplicacdes em amostras alimenticias,
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conforme evidenciado por estudos relatados na literatura. Conforme mostrado pela
Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de LOD reportados em diferentes estudos referente a analise de Fe em amostras
alimenticias.

Trabalho Metodologia LOD (mg Fe/L)

Sensor colorimétrico com AgNPs

62
Gao et al (2015) funcionalizados com N-acetil-L-cisteina 0,0045
Prosposito et al Sensor colorimétrico com AgNPs
(2020)53 revestidas com amido 0,10
Azizi-Khereshki et al Sensor colorimétrico com AgNPs
(2022)84 através do extrato da folha de oliveira 0,27
Sensor colorimétrico com C-AgNPs
Este trabalho obtidas a partir de extrato de café 0,032

Em comparacdo com sensores colorimétricos descritos na literatura, que
apresentam LODs variando entre 0,0045 e 0,27 mg Fe L, o método desenvolvido
neste trabalho apresenta um desempenho satisfatorio para a aplicacdo proposta.
Ainda que técnicas mais sensiveis, como espectrometria de absorcdo atdmica ou
sensores eletroquimicos, possam atingir limites de detec¢do mais baixos (ug L), os
sensores baseados em C-AgNPs mostram-se adequados para a analise de
suplementos alimentares, cujas concentracdes de ferro encontram-se geralmente na
faixa de dezenas a centenas de mg L. Portanto, os LODs obtidos neste estudo (0,032
mg L™1) ndo representam uma limitacdo relevante dentro do contexto de aplicacdo
pretendido. No entanto, a deteccdo direta de Fe®* em determinadas amostras
alimenticias néo foi possivel, o que pode estar relacionado a auséncia de um preparo
de amostra adequado, ou a presenca de compostos interferentes e complexantes na
matriz, que reduzem a disponibilidade do ion para interagdo com as nanoparticulas.
Adicionalmente, é possivel que os teores de Fe3* presentes estejam abaixo do limite
de quantificacdo do método (0,089 mg L™), o que reforca a necessidade de etapas
prévias de tratamento ou concentragdo da amostra para aplicagcdo em matrizes com

baixos teores de ferro.
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5.3.3 Estabilidade das C-AgNPs e da resposta como sensor colorimétrico
Para verificar a estabilidade das C-AgNPs acompanhou o comportamento via

espectro de absorcao ao longo de um periodo de 336 horas, como mostrado na Figura
13.

—336h
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Figura 13 - Espectro de absorvancia na regido do visivel para acompanhar a estabilidade das C-
AgNPs ao longo do tempo de 336 h.

O grafico de absorvancia das C-AgNPs, sintetizadas com extrato de borra de
café, revela um padrdo de estabilidade ao longo do tempo, conforme descrito nas
diferentes avaliacbes da estabilidade realizadas. Inicialmente, apds 14 horas, a
absorvancia é relativamente baixa, indicando um estagio inicial de estabilizacdo das
nanoparticulas. Apdés 48 horas, h4& um aumento significativo na absorvancia,
sugerindo uma maturacao e reorganizacdo coloidal das C-AgNPs como descrito no
trabalho de Iravani et al. (2011). Este processo continua até 72 horas, onde a
absorvancia se estabiliza, com variacées minimas até 336 horas, quando atinge o pico
mais alto de absorvancia.

Tais resultados estdo de acordo com Zuorro et al (2022), que demonstraram
sintese verde de AgNPs com extrato de borra de café, destacando a alta estabilidade
das C-AgNPs devido aos compostos fendlicos presentes no extrato de borra de café.

Este fator é crucial para a funcionalidade das nanoparticulas ao longo do tempo.®®
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5.3.4 Determinacgéo de Ferro em suplementos

5.34.1 Curva de calibracdo em meio aquoso e por adicdo do analito

Inicialmente, foi construida uma curva de calibracdo em meio aquoso para a
determinacao de ferro utilizando C-AgNPs como sensor colorimétrico. No entanto, o
método apresentou inconsisténcias ja que o sinal espectrofotométrico ultrapassou o
valor de 1,0 de absorvancia. Para investigar a origem desse comportamento, testou-
se 0 branco zerando o equipamento com a propria amostra, com o objetivo de anular
o sinal proveniente da coloragdo da matriz. Ainda assim, o valor obtido foi de
aproximadamente 1,9, indicando que as NPs estavam interagindo significativamente
com componentes presentes na amostra.

Esse resultado demonstra que ha uma interacao entre as C-AgNPs e a matriz
da amostra, que altera a coloracdo das particulas por efeitos de agregacéo,
estabilizacdo superficial ou mesmo reducdo parcial das nanoparticulas. Tais
mudancas afetam diretamente a absorbancia registrada, impedindo uma
guantificacéo precisa por meio de curva de calibracdo em solucdo padréo. Esse tipo
de interferéncia € conhecido como efeito de matriz, em que compostos presentes na
amostra como proteinas, como proteinas como albumina e caseina, sais minerais
como cloretos e sulfatos, além de compostos organicos como acidos ascorbico e
citrico e antioxidantes comumente adicionados aos suplementos de ferro, podem
interagir com as nanoparticulas de prata utilizadas na deteccdo. Essas substancias
podem adsorver-se a superficie das nanoparticulas, modificar suas caracteristicas de
carga, induzir aglomeracédo ou mesmo competir com os ions de ferro pelos sitios de
interacdo, afetando diretamente a resposta analitica do sensor colorimétrico. Dessa
forma, a presenca desses interferentes pode comprometer a seletividade e a
sensibilidade do método, sendo necessario considerar estratégias de controle ou
correcdo dos efeitos de matriz durante as andlises.>®

Diante disso, optou-se pela aplicacdo da curva de adicdo de analito, uma
técnica classica utilizada para corrigir efeitos de matriz e melhorar a exatiddo em
métodos espectrofotométricos. Nesse procedimento, aliquotas conhecidas de uma
solucédo padrao de ferro foram adicionadas diretamente a por¢cfes da propria amostra,
mantendo constante a composicdo da matriz em todos os pontos da curva. A

concentragédo de ferro presente originalmente foi determinada pela extrapolacéo da
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curva até o ponto de absorbéancia zero, de forma que o sinal registrado reflete apenas
a resposta ao ferro adicionado, descontando interferéncias.

A curva de adicéo é recomendada quando o comportamento do analito ndo
pode ser reproduzido adequadamente em soluc¢des-padrdo, como ocorre em sistemas
complexos ou bioldgicos, sendo reconhecida como uma técnica confiavel para
melhorar a exatiddo e compensar interferéncias.*® Assim, a adocdo dessa abordagem
foi fundamental para garantir resultados mais consistentes na quantificagéo de ferro
por meio das nanoparticulas desenvolvidas, como apresentado no grafico na Figura
14.
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Figura 14 - Espectro de absorbancia da banda de absor¢do na presenca de suplementos de Ferro.

Para a determinacao do teor de ferro nos suplementos A 30 mg e B 40 mg, foi
utilizada a metodologia de adicdo e recuperacdo, com 0 objetivo de minimizar
possiveis interferéncias de matriz. As analises foram realizadas por
espectrofotometria UV-Vis, utilizando C-AgNPs como sensor colorimétrico. Essas
nanoparticulas sao sensiveis a presenca de ions metalicos como o Fe3*, provocando
mudancas de cor detectaveis na regido do visivel, devido a alteracdes na banda de
plasmon de superficie.?°

As curvas de adi¢cao foram construidas utilizando uma solucéo padréo de ferro
com concentracdao de 0,10 mmol-L™t. Foram adicionados volumes crescentes desta
solucao (de 0 a 91 pL) em cubetas com volume final fixo de 1300 pL. Em todas as
analises, foram adicionados 10 pL da amostra diluida, 300 pL da suspensédo de
CAgNPs, volumes variaveis de solugédo tampao de pH 4 (entre 899 e 990 uL), e 0

volume complementar da solucdo padréo de ferro. A finalidade do tampéo foi
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estabilizar as nanoparticulas no meio reacional, como recomendado por Yao et al.
(2024), visto que parametros como pH e forca ibnica afetam diretamente a
estabilidade e seletividade dos sensores baseados em nanoparticulas metélicas.*°
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Figura 15 - (a) Espectro das bandas de absorcéo da amostra A (b) curva de calibracédo por adicdo de

analito.

As curvas de absorvancia em funcdo da concentracdo adicionada
apresentaram comportamento linear satisfatorio. Para o suplemento A, a equacédo da
reta foi y = 0,8237 x — 0,0861 R? = 0,9982, enquanto para o suplemento B foi y =
0,475x + 0,0374 R2=0,9742. A extrapolagao até y = 0 fornece os interceptos no eixo
X estimativas da concentracdo de ferro na cubeta sem adicdo de padrdo que séo
0,1045 mg L™ para o suplemento a A e 0,0787 mg L™ para o B.

Considerando-se a cubeta de 1,3 mL e 10 yL de amostra, o valor de 0,1045
mg-L™* no x corresponde a 13,6 mg L™ na solucéo original, ou 758,8 mg L™, o que
representa 37,94 mg de ferro em 50 mL. Ao comparar com os 30 mg declarados, a
recuperacdo foi de apenas 16,9%, indicando significativa interferéncia da matriz
possivelmente pela presenca de proteinas, excipientes que reduzem a interacdo do
ferro com as nanoparticulas como evidenciado nos trabalhos de Ravindran et al (2013)
e Lopez-Lorente & Mizaikoff (2016).51:52
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Figura 16 - (a) Espectro de absorbancia da amostra de B; (b) Curva de calibracéo por adicdo de
analito.

De forma similar, para o suplemento B, o intercepto de 0,0787 mg L™ resultou
em 10,2 mg L™, ou 571,4 mg L™, equivalendo a 28,6 mg de ferro em 50 mL. Em
comparacao com os 40 mg informados, a recuperacao foi de apenas 1,3%, novamente
sugerindo forte interferéncia da matriz no desempenho do sensor.

Diversos estudos apontam que a interacdo de proteinas, acucares e outros
constituintes das matrizes alimentares e farmacéuticas com as nanoparticulas de
prata pode promover a formacdo de camadas adsorvidas, afetando tanto a
estabilidade coloidal quanto a acessibilidade dos sitios de adsorcéo de ions metalicos
como evidenciado nos trabalhos de Ravindran et al (2013) e Lépez-Lorente &
Mizaikoff (2016).5%%2 Essa adsorcdo de macromoléculas modifica as propriedades
Opticas e reduz a eficiéncia de deteccdo, o que justifica os baixos percentuais de

recuperacao observados.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as nanoparticulas de prata sintetizadas
com extrato aquoso de borra de café (C-AgNPs) sdo estaveis e eficientes como
sensores colorimétricos para deteccdo de ions férricos em solucdo aquosa. A
metodologia apresentou boa sensibilidade e seletividade em meio padréo, com
desempenho otimizado em pH acido. No entanto, a aplicacdo em suplementos
alimentares foi limitada pelo forte efeito de matriz, evidenciando a necessidade de
estratégias adicionais, como pré-tratamento das amostras, modificacdo superficial das
nanoparticulas ou uso de ferramentas quimiométricas, para garantir maior
seletividade e acuracia. Assim, as C-AgNPs mostram-se promissoras como sensores
colorimétricos, desde que sejam realizados ajustes para uso eficaz em matrizes

complexas.
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7PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o método de deteccédo
de ferro utilizando C-AgNPs apresentou desempenho satisfatorio em solu¢despadréo,
com boa linearidade e sensibilidade. No entanto, sua aplicacdo direta em amostras
reais de suplementos alimentares foi prejudicada por efeitos significativos de matriz,
dificultando a quantificacdo exata do analito. Este comportamento pode ser atribuido
a interacdo de componentes da matriz como proteinas, acucares, sais € compostos
organicos com as NPs, promovendo alteracdes na agregacdo, estabilizacdo
superficial e propriedades épticas das C-AgNPs, conforme ja reportado por Ravindran
et al. (2013) e Lopez-Lorente & Mizaikoff (2016).5152 Essas interacdes reduzem a
disponibilidade dos sitios ativos de adsorgéo de ions metélicos, afetando diretamente
a resposta espectrofotométrica e, consequentemente, a recuperacao do ferro.

Como perspectivas para o aprimoramento do método, sugerem-se estudos
adicionais visando a minimizacdo dos efeitos de matriz. Uma abordagem inicial seria
0 pré-tratamento das amostras, com remocao seletiva de proteinas e complexantes
por técnicas como precipitacdo, didlise ou extracdo em fase sdlida, reduzindo as
interferéncias antes da etapa analitica.®® Outra estratégia promissora envolve a
modificacdo superficial das nanoparticulas, por meio de funcionalizacédo com ligantes
seletivos ou revestimentos poliméricos, capazes de aumentar a seletividade pelas
espécies férricas e reduzir a adsorcdo de interferentes.?” Além disso, o emprego de
ferramentas quimiométricas, como calibracdo multivariada e modelagem matematica
dos dados espectrais, pode oferecer alternativas viaveis para compensacao
estatistica das interferéncias e aprimoramento da acuracia.®’

Dessa forma, embora o método tenha apresentado limitacdes frente a complexidade
das matrizes analisadas, os resultados obtidos demonstram seu potencial como uma
ferramenta analitica promissora. Com otimizacfes adicionais, € possivel expandir sua
aplicabilidade para controle de qualidade de suplementos alimentares e analise de

ferro em diversas matrizes alimenticias complexas.
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