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RESUMO

Materiais hibridos constituidos de substancias organicas e inorganicas tém
despertado o interesse da comunidade académica na proposicao de sensores
analiticos por apresentarem propriedades que ampliam suas possibilidades de
aplicacdo. Mais recentemente, tais materiais contendo biopolimeros, como quitosana,
tém se alinhado a demanda global por produtos biodegradaveis e de menor custo. A
motivagcdo do presente estudo deve-se a possibilidade da utilizagdo de materiais
hibridos na detec¢cdo de aminas aromaticas heterociclicas (AAHs) produzidas durante
0 processamento de carnes de origem animal, devido a associagado com a indugao de
alguns tipos de céancer. Este trabalho trata da produgdo de um material hibrido
constituido de um filme de quitosana (por¢do organica) e do ion complexo
[Fe(CN)s(NH3)]* (porgéo inorganica). A imobilizagdo do ion complexo sobre o filme foi
realizada através de processos de adsorg¢ao, sendo comprovada por espectroscopia
de absorcéo eletrénica nas regides do UV-Vis através da observacdo de bandas
associadas as transi¢cdes de transferéncia de carga (~230 nm) e de campo ligante
(438 nm) e quantificada (57,43 + 0,86 umol g') a 25 °C por espectroscopia de
absorcdo atdmica. A utilizacido dessas matrizes hibridas na detec¢cao de AAHs se
baseia na reagéo de substituigdo do ligante NH3 do ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]*> por
quinoxalina (IQx), a molécula de prova utilizada para mimetizar as interagdes em
amostras reais. A imersao da matriz hibrida, tanto em solu¢des aquosas contendo 1Qx
quanto em amostras de hamburguer dopadas com IQx, apresentou mudanga da
coloragdo de amarelo para roxo como resultado da absorcdo em 536 e 555 nm,
respectivamente, indicando a viabilidade da utilizagcdo como sensor colorimétrico.
Estudos mostraram que o aminoacido histidina presente nas carnes pode ser um
interferente na deteccado de AAHSs, contudo, esse n&o se apresenta de forma livre em

solucao, tornando o risco diminuto.

Palavras-chave: materiais hibridos; quinoxalina; aminas heterociclicas aromaticas;

filmes de quitosana; pentaciano(amino)ferrato.



ABSTRACT

Hybrid materials constituted of organic and inorganic substances have aroused the
interest of the academic community in the proposition of analytical sensors for
presenting properties that expand their application possibilities. More recently,
materials containing biopolymers, such as chitosan, have been aligned with the global
demand for biodegradable and less expensive products. The motivation of the present
study is due to the possibility of using hybrid materials in the detection of heterocyclic
aromatic amines (HAAs) produced during the processing of meat of animal origin, due
to the association with the induction of some types of cancer. This work deals with the
production of a hybrid material consisting of a chitosan film (organic portion) and the
ion complex [Fe(CN)s(NHs)]*> (inorganic portion). The immobilization of the ion
complex on the film was carried out through adsorption processes, being confirmed by
electronic absorption spectroscopy in the UV-Vis regions through the observation of
bands associated with charge transfer (~230 nm) and ligand field transitions (438 nm)
and quantified (57.43 + 0.86 ymol g-') at 25 °C by atomic absorption spectroscopy. The
use of these hybrid matrices in the detection of HAAs is based on the reaction of
replacing the NH3 ligand of the ion complex [Fe(CN)s(NH3)]* by quinoxaline (IQx), the
probe molecule used to mimic the interactions and interactions in real samples. The
immersion of the hybrid matrix, both in aqueous solutions containing IQx and in
hamburger samples doped with 1Qx, showed a color change from yellow to purple
because of the absorption at 536 and 555 nm, respectively, indicating the feasibility of
using it as a colorimetric sensor. Studies have shown that the histidine amino acid
present in meat can be an interferer in the detection of HAAs, however, this does not

present itself in a free form in solution, making this risk diminished.

Keywords: hybrid materials; quinoxaline; heterocyclic aromatic amines; chitosan
films; pentacyano(amin)ferrate.
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INTRODUGAO

Uma das maiores necessidades humanas € a alimentagdo, pois € de
onde retiramos a energia e os componentes necessarios ao funcionamento do nosso
corpo, como carboidratos, proteinas e gorduras, dentre outros. Sabe-se que as
fontes desses alimentos ou 0s processos aos quais esses sao submetidos, porém,

podem estar relacionados com a indugao ou nao do desenvolvimento de cancer [1].

O trabalho de Widmark foi o primeiro a reportar experimentos em que
ratos expostos a extratos de carne de cavalo assada a 275 °C apresentaram a
formacdao de tumores nas glandulas mamarias, evidenciando a possibilidade de

inducéo de cancer [2].

Outros pesquisadores passaram a demonstrar interesse no estudo de
substancias com atividade cancerigena em alimentos processados constatando-se,
entdo, a presenca frequente de aminas aromaticas heterociclicas (AAHs). Essas
moléculas sdao formadas a partir de compostos que passam por processos de
aquecimento em temperaturas elevadas (acima de 100 °C) e que contém nitrogénio
em suas estruturas. Os alimentos de origem animal, portanto, constituem-se em

potenciais fontes de AAHSs, visto que sao ricos em proteinas e creatina [3].

Muitos estudos mostram que células humanas podem metabolizar tais
aminas heterociclicas, causando danos ao material genético, visto que os
metabdlitos produzidos podem formar adutos com o DNA [4-9]. As aminas
heterociclicas produzidas sao classificadas de acordo com a faixa de temperatura de
processamento [10], a saber: (I) AAHs térmicas ou tipo 1Q, formadas na faixa de
aquecimento de 100 a 300 °C e (ll) AAHSs piroliticas ou tipo néo IQ, produzidas acima
de 300 °C. Mais de vinte e cinco tipos de AAHSs ja foram isoladas desde 1977 [11],
apresentando semelhangas em suas estruturas. A Figura 1 apresenta as trés

estruturas basicas de AAHs encontradas em alimentos processados.



Figura 1 — llustracdo das trés estruturas basicas de AAHs comumente encontradas

em alimentos processados. IQ = imidazoquinolina, IQx = imidazoquinoxalina, PhIP =

fenilimidazopiridina;AaC = alfa carbolinas, referente as estruturas noharman
e harman.
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Fonte: Proprio autor.

O primeiro tipo apresentado, IQ/IQx, pode originar duas estruturas. Caso o
grupamento Q, destacado em vermelho, seja um carbono, entdo a estrutura é
denominada imidazoquinolina (IQ) devido a ligacdo do anel imidazdlico a uma
quinolina. Se Q for nitrogénio, tem-se uma imidazoquinoxalina (IQx) em consequéncia

da ligacédo do anel imidazélico a uma quinoxalina.

No segundo caso, PhIP, os substituintes sdo a principal diferenca entre as
moléculas, sendo possivel a presenga ou ndo do anel aromatico destacado em
vermelho. Por fim, o terceiro tipo, AaC, também chamado de norharman, recebe
essa denominacao devido as substituicoes nas posicdes dos anéis destacadas em
R. Existem compostos com substituintes nas posicées [, porém esses sao

encontrados em quantidades abaixo de 2 ng g', ndo tendo representatividade [12].

A Figura 2 mostra que a producdo de carne vem aumentando ao longo dos
anos (Figura 2(A)) apesar do numero crescente de estudos associando a presencga de
AAHs em alimentos processados (Figuras 2(B) e 2(C)) de origem animal aos

diferentes tipos de cancer.



Figura 2 — (A) grafico do crescimento de produgao de carne do ano de 1961 até
2018 em diferentes paises, incluindo carne de gado, aves, ovelha/carneiro,
cabra, carne de porco e de animais selvagens, utilizando as palavras-chave

HAAs e cancer (B) Numero de publicagdes vs ano e (C) Numero de citagdes vs

ano.
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Fonte: Our World in Data [13]; Web of Science [14].

Pode-se observar na Figura 2(A) que a producdo de carne vem
aumentando no decorrer dos anos em diferentes paises, estando a china em
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primeiro lugar devido a sua populacéo de, aproximadamente, 1,43 bilhdes de
habitantes [15] para o ano de 2018. O Brasil se encontra em quarto lugar na
pesquisa realizada, contando com uma populacgao de, aproximadamente, 209,47
milhdes de habitantes também para o mesmo ano [16]. A Figura 2(B) mostra a
quantidade de publicagdes feitas no decorrer dos anos, apresentando tendéncia
relativamente crescente, e a Figura 2(C) o crescente numero de citagdes
relacionando a presenca de AAHSs e o desenvolvimento de cancer, evidenciando
a crescente preocupacgao da comunidade cientifica em realizar estudos cada vez
mais profundos sobre o assunto. A Figura 3 mostra a média da quantidade de

carne fornecida por pessoa no ano de 2017.

Figura 3 - Infografico que mostra a média da oferta de carne por pessoa no
ano de 2017.

Oferta de carne por pessoa, 2017

Fornecimento total médio de carne por pessoa, medido em quilogramas noano

Sem dados

0kg 10kg 40 kg 80 kg 120 kg 160 kg
5kg 20 kg 60 kg 100 kg 140 kg

Fonte: Our World in Data [13].

E possivel observar que diversos locais tém grande concentracdo de
fornecimento de carne, chegando até 160 kg/pessoa durante o ano, tratando-se de
um consumo excessivo prejudicial a saude, haja vista os estudos que mostram os

maleficios relacionados com os compostos produzidos na carne assada.

O aumento no consumo de carne associado aos fortes indicativos de
atividade cancerigena das substancias AAHs fez surgir a necessidade de métodos

analiticos capazes de detectar e quantificar tais substancias [17,18]. Atualmente, os
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principais métodos utilizados baseiam-se nas técnicas de cromatografia acopladas a
diversos sistemas de detecgdo [19,20]. De modo geral, o mais empregado € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a deteccédo por
espectroscopia ultravioleta (UV) e fluorescéncia ou UV e espectrometria de massa
[21]. Em alguns casos, € necessario utilizar a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE), visto que essa técnica apresenta maior sensibilidade, sendo importante para

amostras com concentragbes na faixa de 1 a 70 ng g! de analito [12].

As técnicas cromatograficas, apesar de muito utilizadas, exigem
equipamentos sofisticados que, em geral, apresentam alto custo de obtengéo e de
manutencdo, bem como profissionais capacitados para 0 manuseio dos mesmos.
Assim, muitos locais menos desenvolvidos e de menor poder aquisitivo nao
possuem, em geral, acesso a essas técnicas, fazendo-se necessaria a busca por
meios alternativos de analise. Nesse sentido, Whitesides introduziu, em 2007, os
dispositivos analiticos microfluidicos baseados em papel — do inglés microfluidic
paper-based analytical devices (UPADs) - destinados a auxiliar em diagndsticos e

analises mais rapidas e menos onerosas [22].

Outros estudos propdéem a combinacdo de compostos organicos e
inorganicos na produgéo de materiais hibridos. Esses materiais tém potencial para
atender a demanda da producao desses dispositivos, visto que passam a apresentar
caracteristicas dos dois dominios existentes em uma unica matriz [23—-26], tendo

diversas aplicacdes e baixo custo de producéo.

Materiais hibridos compostos por substéncias organicas e inorgéanicas
passaram a ser usados nesses tipos de artefatos, uma vez que apresentam
propriedades comercialmente interessantes, tais como economia de energia, tamanho
compacto e portabilidade [27-30]. A busca por materiais ndo prejudiciais ao meio
ambiente, também, levou a proposi¢cao de sistemas hibridos contendo substancias
biodegradaveis em sua composi¢cdo. Nesse contexto, os biopolimeros tornaram-se
bastante atrativos por serem biocompativeis e biodegradaveis [31-33]. A celulose, por
exemplo, por ser o polimero natural mais abundante e possuir propriedades
eletroativas, € um exemplo de matriz utilizada. Um exemplo de suas aplicagdes sao
os denominados electro active papers (EAPap) descobertos por Kim et al. [34] em

2006. Algumas das vantagens mais promissoras dos EAPap como um smart material
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sao sua flexibilidade, transparéncia, baixo custo, alta resisténcia mecanica, natureza
renovavel e biodegradabilidade [35]. Sdo fabricados no formato de filmes finos com
espessura de (20 — 30) um, sendo revestidos com eletrodos de ambos os lados. A

Figura 4 ilustra o funcionamento desse material.

Figura 4 - llustracdo dos EAPap e da sua forma de atuacéo,

feitos a partir de filmes de celulose recobertos com eletrodos.

Regiao ordenada

Superficie da Celulose

\ Eletrodo

~\ Celulose (EAPap)

Regidao desordenada lon

Fonte: Modificado [35].

Na regido desordenada, as moléculas de agua podem se mover livremente
e interagir com os ions de sodio, resultando em um efeito de migracao de ions. A
estrutura cristalina presente na regido ordenada € a responsavel pelo efeito
piezoelétrico. A combinacio desses dois efeitos € o que possibilita a utilizacdo desse
material em dispositivos para armazenamento de energia [34,36], papeis
funcionalizados para uso como substratos na area de eletrbnica [37], capacitores

flexiveis [38] e bionanomateriais [39].

As Figuras 5.a e 5.b mostram, respectivamente, o crescimento da pesquisa
relacionada aos materiais hibridos utilizando polimeros e as areas de pesquisa mais
atuantes. Vé-se que esses materiais vém ganhando maior destaque no decorrer dos
anos, bem como se diversificando nas mais diferentes areas. As porcentagens
apresentadas nao totalizam 100%, pois algumas dessas areas de pesquisa sao

interdisciplinares, fazendo com que estejam em mutua conversacgao.
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Figura 5 — (A) Numero de publicagdes vs ano e (B) areas que mais publicam sobre o
assunto (%) obtidos a partir de pesquisa bibliografica com as palavras-chave hybrid

materials e polymer.

(A) (B)
6000 - .
B CIENCIA DOS MATERIAIS 71,76%
I ENGENHARIA 62,01%
5000 - QUIMICA 59,03%
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3 B ENERGIA DOS COMBUSTIVEIS 12,99%
g, 2000+ M INSTRUMENTAGAO DE INSTRUMENTOS 11,89%
B OPTICA 9,13%
1000 -

2000 2005 2010 2015 2020
Ano

Fonte: Préprio autor.

Pesquisas mais recentes tém-se voltado para o desenvolvimento de
particulas hibridas de nanocompdsitos a partir da combinacdo de polimeros e
nanoparticulas magnéticas resultando na sintese de materiais com aplicagdes

diversas, indo desde industriais a biomedicinais [40—43].

Um dos materiais mais utilizado dentro desses estudos € a polianilina
(PANI) [44] que € um polimero semiflexivel condutor da familia dos semicondutores
organicos [45]. Esse material é produzido a partir da oxidagao da anilina que é obtida
através do refino de alcatrao de carvao ou de dleos fabricados a partir do benzeno

[46]. A Figura 6 ilustra a estrutura molecular da polianilina.

Figura 6 - Estrutura molecular da PANI.

Fonte: Préprio autor.
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A estrutura conjugada da PANI torna possivel a condutividade devido a
movimentacao de elétrons 11, sendo a presenca de dopantes uma ferramenta para o

aumento dessa condutividade [44,47].

Devido a presenca de dois pares redox, a PANI pode atuar como mediador
independente na aplicagdo como biosensor. Além disso, dada a sua
biocompatibilidade in vivo e in vitro, esse material tem sido proposto na detec¢ao de

biomoléculas e de agentes com uma rapida resposta e alta sensibilidade [48,49].

Na formacdo de nanocompdsitos, a PANI pode ser modificada com
nanoparticulas magnéticas, como o6xido de ferro (FesO4), por exemplo [44].
Genericamente, esses nanocompositos se apresentam de trés diferentes formas,

como pode ser visto na Figura 7 [50].

Figura 7 - llustragdo de diferentes morfologias de nanoparticulas poliméricas
magnéticas: (A) magnetic core-polymer shell, (B) polymer core-magnetic shell

e (C) particulas magnéticas embebidas em material polimérico.
(A) B 7 T, (©
- y \

O Material magnético

Material polimérico

Fonte: Modificado de Q. Lu et al. [50].

Nanocompdsitos poliméricos contendo nanoparticulas magnéticas se
mostraram uteis no aprimoramento da liberagao de drogas [51], estudos relacionados
a baterias de ion litio [52], remogédo de compostos fendlicos da agua [53] e como

biosensor em aplicagdes bioanaliticas [54].

Outras aplicagdes possiveis de materiais hibridos se encontram na area de
impressao tridimensional (3D), visto que a maior parte dessas impressoras utilizam a
tecnologia fused deposition modeling (FDM). De modo geral, tal tecnologia utiliza
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polimeros termoplasticos na impressdo. Esse material, contudo, ndo é destinado a
impressao de objetos que possam ser estressados mecanicamente, visto que a
resisténcia e flexibilidade de polimeros puros sao reduzidas. A formagao de materiais

hibridos auxilia na melhoria dessas propriedades [55].

Inserida no contexto de materiais hibridos contendo polimeros
biodegradaveis, a quitosana € um biopolimero obtido a partir da desacetilagao
controlada da quitina, o segundo polimero mais abundante [56]. As diversas
aplicagbes desse material devem-se a sua biodegradabilidade, baixo custo e a
propriedade de formar biofilmes, sendo muito utilizada na producéo de biomateriais e
até de sensores analiticos [57-61]. Além disso, a densidade de carga positiva da
quitosana bem como as cadeias poliméricas que contém numerosos grupamentos
com oxigénio e nitrogénio permitem interagdes com outros compostos, sejam fisicas
ou quimicas [62,63]. A literatura tem reportado, de fato, a producdo de materiais
hibridos a base de quitosana, sendo algumas das aplicagdes a adsorgao de metais
pesados ou corantes de aguas residuais [64—67], degradacdo de moléculas
prejudiciais ao meio ambiente [68—71], sintese de particulas sensiveis a estimulos
externos que tém propriedade inibidora de corrosdo [72-75] e filmes contendo
compostos de coordenagédo com o objetivo de desenvolver sensores eletroquimicos e

colorimétricos [76—-81].

Nessa ultima aplicagao, a literatura reporta a inclusdo de compostos de
coordenacao devido as transigdes eletrénicas entre os diferentes niveis de energia
dos orbitais moleculares de fronteira, HOMO (do inglés, Highest Occupied Molecular
Orbital) e LUMO (do inglés, Lowest Unoccupied Molecular Orbital). As reacdes
experimentadas por esses compostos alteram a esfera de coordenagao e,
consequentemente, as energias dos niveis HOMO e LUMO [82]. As mudancgas
provocadas nos niveis de energia, por sua vez, resultam em absor¢des ou emissdes
de luz de diferentes comprimentos de onda. A Figura 8 ilustra as mudangas de energia
do parametro de desdobramento (Ao) devido as interacdes de diferentes ligantes com

o centro metalico em ions complexos octaédricos.



Figura 8 - llustragdo dos efeitos das interagbes 1 sobre o

parametro A em ions complexos octaédricos.
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Fonte: Préprio autor.

A superposi¢dao apenas entre orbitais de simetria sigma (o) gera um
conjunto de orbitais HOMO de simetria t2g ndo ligantes (parte central da Figura 8). A
diferenga de energia entre esses orbitais e aqueles de simetria eg*, caracterizada pelo
parametro Ao, esta associada a energia da transigao eletrbnica eg*«t2g. A ligacédo do
ion metalico central (M) a ligantes que possuem orbitais de simetria pi () formam
orbitais ligantes e anti-ligantes afetando a energia dos orbitais t2g e resultando em
transicdes eletrénicas de diferentes comprimentos de onda. Assim, ligantes =«
receptores (lado esquerdo da Figura 8) aumentam o valor do parametro Ao, a0 passo
que bases © doadoras (lado direito da Figura 8) diminuem a diferenga de energia entre

os orbitais de fronteira. Em geral, quanto maior o valor do parametro de
desdobramento, maior € a estabilidade termodinamica do estado reduzido do ion
complexo em andlise. A Figura 9 ilustra os diagramas qualitativos de orbitais

moleculares do ion CN—, uma espécie n receptora, e da molécula NHs (interagbes
unicamente o).
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Figura 9 — Diagramas qualitativos de orbitais moleculares do ion CN~

(A) e da molécula NHs (B) com destaque para os orbitais HOMO e

LUMO.
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Fonte: Préprio autor.

Os orbitais HOMO (2a1) e LUMO (3a1) da molécula de aménia tém simetria
o, podendo formar, portanto, apenas ligagdes o. O ion cianeto, contudo, apresenta
como LUMO (111*) dois orbitais degenerados vazios que possuem simetria T e podem
atuar como receptores-1 através de interacdes de retrodoacgao. Isso caracteriza o ion
CN~ como um ligante de campo forte que estabiliza o orbital HOMO do ion complexo,
elevando o valor de Ao. O ion cloreto, em contraposi¢ao, possui seus orbitais 2p de
simetria 1 preenchidos, atuando como doadores-mr. Consequentemente, ha a

diminuicao do valor de Ao, visto que a transicdo passa a acontecer de eg*«t2g* [83,84].

A troca de um ligante em compostos octaédricos reduz a simetria de On
para Cav alterando os niveis de energia dos orbitais moleculares como exemplificado

na Figura 10 para o ion complexo [Fe(CN)s(pz)]*, em que um dos ligantes cianeto foi

substituido por pirazina (pz).



tipo

transfer)
b2*(1T*pz)«b2(dxyFe?*) de mais baixa energia que pode ser visualizada na regido do

orbitais
visivel do espectro eletromagnético [85]. Variagdes de energia sdo observadas,

também, ao se alterar a natureza quimica do ligante substituinte possibilitando a

moleculares do ion complexo [Fe(CN)s(pz)]*, pz = pirazina.
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Fonte: Modificado [85].

(do

A formacao do orbital anti-ligante b2, majoritariamente do ligante aromatico
N-heterociclico (pz), permite uma transigao eletronica de transferéncia de carga do
MLCT inglés

metal-to-ligand  charge

dos

colorimétrico, como representado na Figura 11.

utilizacao de compostos com uma posicao labil (passivel de substituicdo) como sensor

Figura 10 - Parte central do diagrama qualitativo de orbitais
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Figura 11 - |llustragdo das cores
observadas a partir de bandas de
transicdo eletrbnicas existentes na

regiao do visivel.
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1 1
200 300 400 500 400 700 800
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Fonte: Préprio autor.

Essas mudancas sofridas pelos orbitais moleculares HOMO e LUMO dos
ions complexos, garantem outras caracteristicas, além da mudanga de cor, como a
presenca de quimiluminescéncia devido as bandas de emissao formadas a partir de

seus estados excitados e/ou formagao de intermediarios de reagéao.

Utilizando respostas fluorimétricas e colorimétricas, sensores analiticos
tém sido desenvolvidos a partir de compostos de coordenagdo com o objetivo de
detectar moléculas organicas [86,87], metais pesados [88,89] e anions e cations em

analises de agua residual e de potabilidade [90-92].
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1 Justificativa

Este trabalho tem como justificativa e perspectiva a sintese de matrizes
hibridas compostas de fiimes de quitosana modificados com o ion complexo
(amin)pentacianoferrato(ll), [Fe(CN)s(NH3)]*, para detecgdo de aminas aromaticas
heterociclicas. Tal perspectiva deve-se a resultados ja reportados na literatura [76]
que indicam a elevada afinidade desse complexo por ligantes heterociclicos

nitrogenados (L) devido a reagao de substituicdo do grupo NHs, Equacéao 1:
[Fe(CN)s(NH3)] 3~(matriz) + L(analito) = [F€(CN)s(L)] 3 (matriz) + NH3(aq) (1)

A substituicdo do fragmento NHs, por sua vez, resulta em mudancga de cor
tornando possivel sua utilizagdo como sensor colorimétrico. A natureza solida do
filme permite, ainda, a produgao de strips de papel, conforme ilustragdo na Figura 12,
ou outros materiais possibilitando a aplicagdo das matrizes hibridas em meios

heterogéneos.

Figura 12 - Exemplificagdo da proposta de produgédo dos strips de

papel na detecg¢ao das ligantes heterociclicos nitrogenados.

Abs
Al

Fonte: Préprio autor.

A formacéao da matriz hibrida se baseia na adsorg¢ao do ion complexo sobre
a superficie dos filmes devido as interagdes eletrostaticas entre os grupamentos
amino da quitosana, positivamente carregados, e os ligantes cianetos do complexo,

estes carregados negativamente.
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O composto quinoxalina (IQx) foi utilizado como molécula de prova devido
a sua semelhanga com as moléculas originais, mostradas na Figura 1, visto que a

coordenagéo ao ion Fe?* deve ocorrer através do atomo de N do anel piridinico.
2.2 Objetivos Gerais

Sintetizar e caracterizar matrizes hibridas compostas de filmes de
quitosana modificados com o ion complexo (amin)pentacianoferrato(ll) para
deteccdo de aminas aromaticas heterociclicas em amostras de carne utilizando

quinoxalina como molécula de prova.
2.3 Objetivos Especificos

v’ Sintetizar matrizes hibridas de filmes de quitosana contendo o ion
complexo (amin)pentacianoferrato(ll);

v’ Caracterizar o material produzido através das técnicas: microscopia
eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de absorcao atdbmica (AA), angulo de
contato e espectroscopia eletrénica nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis);

v" Aplicar as matrizes hibridas na detecgdo de quinoxalina (molécula de
prova);

v" Aplicar as matrizes hibridas em amostras reais.
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3 METODOLOGIA
3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram obtidos de fonte comercial sem
purificagdo prévia. Quitosana (grau de desacetilagéo 75-85%), quinoxalina (299%) e
acido trifluoracético (99%) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Nitroprussiato de sédio,
Naz[Fe(CN)s5(NO)]-2H20 (99%) e acido acético (299,7%) foram obtidos,
respectivamente, das empresas Merck e Tedia. As solugdes aquosas foram
preparadas usando agua ultrapura com resisténcia de 18 MQcm a 25 °C. Todos os
outros solventes organicos utilizados possuiam grau analitico ou pureza comparavel.
A Tabela 1 apresenta os valores dos reagentes utilizados durante a execugéo do

projeto, além da estimativa de prego de custo do material hibrido produzido.

Tabela 1 - Pregcos (em R$) referentes aos materiais
utilizados na producdo do filme de quitosana modificado

com o ion complexo [Fe(CN)s(NH3)J*-.

Produto / Informacoes Embalagem Preco (R$

Quitosana 50,0 g 527,00
Acido Acético 1,0 L 96,00
Nitroprussiato de Sédio 25,0 g 270,00
Hidréxido de aménio 1,0 L 138,00
Preco do Analista 494,32
Pacote com 100 filmes 507,00
Preco de 1 filme 5,07
Area = 2,45 cm?

R=1,25cm

Semicircunferéncia

Fonte: Préprio autor.

3.2 Sintese e caracterizagao das matrizes hibridas
3.2.1 Preparacgao dos filmes de quitosana

Foi preparada, inicialmente, uma solugdo de quitosana 2% (m/v) a partir
da dissolugao da respectiva massa do polimero (tipicamente 1,0 g para 50,0 mL) em
solucao de acido acético 1% (v/v) sob agitacao vigorosa, durante 2 horas. A filtracao

a vacuo foi realizada em seguida com o uso de um funil de vidro de placa porosa n° 0
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para a remocao de impurezas solidas. 1,0 mL dessa solugao foi depositado em moldes
circulares desenhados na placa de Petri, como mostrado na Figura 13, para a
obtencao de filmes circulares de 2,5 cm de diametro. As placas permaneceram em
uma caixa fechada contendo silica gel em seu interior por 48h para secagem lenta e
consequente formacgéao dos filmes. Em seguida, os filmes foram removidos das placas

de Petri com o auxilio de uma agulha.

Figura 13 - (A) llustracdo de uma placa de Petri de plastico
utilizada na preparacao dos filmes de quitosana; (B) estrutura

simplificada da quitosana.
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Fonte: Préprio autor.

Os filmes de quitosana foram caracterizados por espectroscopia eletrénica
nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis), microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), angulo de contato com a agua e espectroscopia por absorg¢ao atébmica usando,
respectivamente, os equipamentos Varian Cary 5000 UV-Vis-NIR, Quanta 450 FEG-
FEI operando com uma tensdo de aceleragdo de 5 kV, instrumento de angulo de
contato modelo GBX Instrumentation Scientifique com uma gota de agua destilada e
Varian modelo AA240FS. Os experimentos de angulo de contato foram realizados na
EMBRAPA (Fortaleza, CE) no Laboratoério de Tecnologia da Biomassa (LTB).

3.2.2 Sintese dos ions complexos Fe(CN)s(NH3)]* e Fe(CN)s5(IQx)]*

O ion complexo de partida [Fe(CN)s(NH3)]*- foi sintetizado utilizando
nitroprussiato de sddio (Naz[Fe(CN)sNO].2H20) em NH4OH concentrado conforme
descrito na literatura [93]. O ion complexo pentaciano(lQx)ferrato(ll), [Fe(CN)s(1Qx)]*
, em que IQx = quinoxalina (vide estruturas na Figura 14), foi sintetizado em solugéo
a fim de ser usado como referéncia para os resultados obtidos para o composto

produzido na matriz de quitosana.
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Figura 14 - Estruturas dos ions complexos;
[Fe(CN)s(NH3)]*- (A) e [Fe(CN)s(1Qx)]* (B).
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Fonte: Proprio autor.

A sintese do ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]*> seguiu o procedimento descrito
na literatura [94] e a caracterizagao foi realizada por espectroscopia eletronica nas
regides do UV-Vis e voltametria ciclica. Os espectros e os voltamogramas obtidos
encontram-se ilustrados nas Figuras 15 e 16, respectivamente.

Figura 15 - Espectros de absorgéo eletrénica nas regides do UV-Vis dos compostos
precursores quinoxalina (—) e [Fe(CN)s(NH3)]*(—) (A) e do produto da reagédo

[Fe(CN)s(1Qx)]*(—) (B) em solugdo aquosa na concentragédo de 1x10 mol L.
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4 8
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Fonte: Préprio autor.
O espectro do ion complexo de partida (Figura 15.a) apresenta uma banda

de forte intensidade em ~ 230 nm atribuida as transi¢des de transferéncia de carga do
tipo MLCT (do inglés metal-to-ligand charge transfer) de orbitais dmr do ion Fe?* para

orbitais 1T anti-ligantes dos ions CN—, nn*(CN™) « dn(Fe?*) [95]. A banda mais larga
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com maximo em 438 nm € atribuida as transicdes de campo ligante e apresenta baixa
intensidade por serem proibidas por simetria, de acordo com a regra de Laporte [82].
O espectro da base de Lewis quinoxalina apresenta absor¢gdes com maximos em 233

e 315 nm atribuidas as transigbes T—11* [96].

O espectro do ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]* ilustrado na Figura 15.b
apresenta absorgdes com maximos em aproximadamente 400 e 420 nm atribuidas as
transigdes intraligantes [97] e em 526 nm associada as transi¢gdes de transferéncia de
carga do tipo MLCT [94]. As transicbes de campo ligante, por serem de mais baixa
intensidade encontram-se, provavelmente, encobertas pelas absorcbes de
transferéncia de carga. O perfil espectral apresentado na Figura 15.b é consistente
com aquele reportado na literatura [94] indicando a obtengdo do ion complexo
[Fe(CN)s(1Qx)]>.

Figura 16 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo em solugado de
NaTFA 0,10 mol L' (pH 7,0) contendo o composto precursor (a) [Fe(CN)s(NH3)]3(—)
a 100 mV s e (b) o ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]** (—) a 500 mV s,

30 - (&) 15 - ®) 397
_ E,, =+ 333,5
20 10 -
10 -
- 5 -
< —_—
2 o- 3
L — 0 .
10
-20 -5+
30 ' [Fe(CN)5(NH3)1* 10 270 —— Fe(CN),(IQx)*
40 05 00 05 1.0 0.2 0.4 0.6
E, V vs Ag/AgCI/KCl,, E, V vs Ag/AgCI/KCl,,

Fonte: Préprio autor.
Os valores de potencial de meia-onda (E1/2) foram calculados a partir da

Equacao 2 [98]:

2

Eij2 = @)
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Em que Epa e Epc S&0, respectivamente, os potenciais de pico anodico e

catodico.

Para os ions complexos [Fe(CN)s(NH3)]*> e [Fe(CN)s(IQx)]*, os valores de

E12 foram observados em 141,5 e 333,5 mV vs Ag/AgCl, respectivamente, sendo

atribuidos a reacéo de eletrodo genérica descrita na Equacdo 3, onde o processo
redox esta centrado no centro metalico:

[Fe(CN)s(L)]>* = [Fe(CN)s(L)]> + e~ (3)

Adicionalmente, o valor de 333,5 mV vs Ag/AgCl observado para o ion
complexo [Fe(CN)s(IQx)]*- é consistente com dados publicados previamente [94]

reforcando, assim, a obtencado do composto desejado.

O processo redox do ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]** observado no
voltamograma ilustrado na Figura 16.a refere-se, efetivamente, ao ion complexo
[Fe(CN)s(H20)]*. O grupo NHs é cineticamente labil e experimenta reagédo de
substituigdo rapida quando o composto é dissolvido em agua [99], como mostrado na

Equacao 4:
[Fe(CN)s(NH3)]* + H20 = [Fe(CN)s(OH2)]*> + NH3 (4)
3.2.3 Modificagao dos filmes de quitosana com o ion complexo [Fe(CN)s(OH2)J*

ApOs a secagem dos filmes, estes foram retirados das placas de Petri para
serem armazenados em etanol por, pelo menos, 24 horas, com o objetivo de
incrementar sua resisténcia mecanica. Ao término desse tempo, os filmes foram
imersos em solugdo 1x103 mol L' de NaOH (pH 11) para que os grupos amino
presentes na quitosana (vide Figura 8.b), anteriormente protonados pela dissolugao
em acido acético, fossem neutralizados a fim de reduzir a absorgdo de agua e,
consequentemente, aumentar a estabilidade em meio aquoso. De acordo com a
literatura [100,101], filmes de quitosana tém a tendéncia de absorver moléculas de
agua aumentando sua massa e perdendo suas propriedades mecanicas (resisténcia
e flexibilidade). Apds a etapa de neutralizagéo, os filmes foram imersos em 10,0 mL
de uma solugdo 0,20 mmol L' de [Fe(CN)s(NH3)]*> para permitir a adsorgéo do ion
complexo a matriz de quitosana. Como comentado previamente, o grupo NH3

experimenta reagao de substituicdo (Equacgéo 4) quando em solugao aquosa [99] de
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modo que o ion complexo [Fe(CN)s(H20)]*- é a espécie a ser considerada nas etapas

de quantificacédo. A Figura 17 ilustra as etapas de formagao das matrizes hibridas.

Figura 17 - Etapas de formagao das matrizes hibridas.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

24h Lavagem
Secagem g

b 24~48n

1. Adigdo de 1,0 mL em cada 1. Armazenagem 1. NaOH pH 11 1. 10,0 mL de solucao 0,20
circunferéncia em etanol mmol L7 [Fe(CN)s(NH;)]*
2. 30 minutos

3. Agitagio leve

Fonte: Proprio autor.

3.2.4 Quantificagao de ion complexo adsorvido a matriz hibrida

Duas técnicas foram empregadas para a determinagéo da quantidade de
ion complexo [Fe(CN)s(H20)]*- adsorvido na matriz de quitosana: () absorgéo atdmica
e (Il) espectroscopia eletrbnica nas regides do UV-Vis. Para isso, foram preparados
trés filmes com os procedimentos descritos nas sec¢des 3.2.1 e 3.2.3. Foram utilizadas

duas técnicas distantes para avaliar a confiabilidade e o erro dos resultados obtidos.

Para a analise de absorgao atdomica, os filmes foram dispostos em frascos
de vidro de 5,0 mL e pré-tratados (abertura das amostras) com a adicdo de 1,0 mL de
acido sulfurico concentrado seguido de 0,5 mL de perdxido de hidrogénio em cada
frasco. As solucdes formadas permaneceram em repouso durante 30 minutos para a
total dissolugdo dos filmes. Em seguida, as solugbes foram diluidas em baldes
volumétricos de 10,0 mL para serem levadas a pH 3 com adi¢cdes de 2,5 mL de uma
solugéo de hidroxido de sédio 4,0 mol L. Ao final, foram diluidas mais uma vez para

um volume final de 25,0 mL.

A quantificagdo por espectroscopia eletrbnica nas regides do UV-Vis foi
realizada a partir de uma curva de calibracdo construida com os valores de
absorbancia da banda em 230 nm, atribuida a transigao nm*(CN~) « dn(Fe?*) do ion

complexo [Fe(CN)s(OH2)]* (ver Figura 15.a) [95]. Essa curva foi elaborada objetivando
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determinar a quantidade de composto adsorvido na matriz de quitosana por meio da
diferenga entre as concentragdes das solugdes antes e apds o processo de adsorgao.
Para isso, foram preparados 50,0 mL de uma solugdo estoque 1x10** mol L' de
[Fe(CN)s(H20)]* sendo realizadas diluigbes para as concentragdes de 7,40x105,
3,70x10%, 1,85x105, 9,25x10-6, 8,33x10° e 7,4x10° mol L-! com diluigbes para baldes

volumétricos de 10,0 mL.

Os procedimentos de quantificagao foram realizados em triplicata visando
calcular parametros tais como desvio padrao, coeficiente de variagao e os limites de

deteccéao e de quantificagao.
3.3 Producao dos strips de papel

Os strips de papel foram produzidos utilizando solucdo de quitosana
preparada conforme procedimento da secédo 3.2.1. Em uma placa de Petri, foram
dispostas quatro tiras de papel fotografico Matte® opostas umas as outras, como
ilustrado na Figura 18. Em cada tira de papel, estava desenhado um quadrado com
as dimensbdes de 10 x 10 mm, sendo esse o local de deposicado de 0,10 mL da solugao

de quitosana. Essas foram deixadas para secagem durante 24 a 48h.

Figura 18 - Modelo utilizado na produgao

dos strips de papel.

Fotografico
Matte® -

N

| 10 mm
10 mm

Fonte: Préprio autor.

Apos a secagem, os strips foram submetidos aos mesmos processos de
armazenagem em etanol por, no minimo, 24h, tratamento em solugdo 1x10- mol L
de NaOH (pH 11) e, por fim, imersdo em 10,0 mL de uma solugdo 0,20 mmol L' de
[Fe(CN)s(OH2)J*.
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3.4 Estudos de adsorcao e dessorcao

O estudo de adsorgéo foi realizado em triplicata seguindo o procedimento
de modificacdo dos filmes descrito na secdo 3.2.3. A cada 5 minutos, uma aliquota
de 2,0 mL era retirada da solugdo para obtencdo dos espectros eletrbnicos nas
regides do UV-Vis. O monitoramento foi realizado através do acompanhamento do
decaimento da banda em 230 nm, atribuida [95] a transi¢do nt*(CN~) « dn(Fe?*) no
ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]* (ver Figura 15.a). Apds a obtengéo dos espectros, a
aliquota retornava a solugao de trabalho para evitar variagées na concentragao inicial.
A temperatura para o experimento inicial foi controlada em 25 °C. Outras curvas de
decaimento foram obtidas nas temperaturas de 40, 35, 20 e 15 °C para observar o

comportamento entalpico do processo de adsorgao.

Os experimentos de dessorgao, também em triplicata, foram realizados em
um tubo Falcon®, contendo 10,0 mL de agua ultrapura, onde foi inserido o filme
modificado e mantido sob agitacao leve. A cada 10 minutos, uma aliquota de 2,0 mL
era retirada para obtencao dos espectros eletronicos nas regides do UV-Vis. Tal como
nos estudos de adsorcao, as aliquotas eram retornadas a solucéo de trabalho com o
objetivo de evitar variagdes na concentragdo inicial. Esses experimentos foram

realizados apenas na temperatura de 25 °C.
3.5 Aplicacao das matrizes hibridas
3.5.1 Aplicagao das matrizes hibridas em solugées de quinoxalina

Apds a modificagcdo dos filmes com o ion complexo [Fe(CN)s(OH2)J*,
conforme descrito na segao 3.2.3, as matrizes hibridas formadas foram imersas em
solugdes 0,10 mol L' de quinoxalina. Foi utilizada essa concentragdo para que os
parametros desejados (cor e dados espectroscopicos) pudessem ser obtidos com
maior intensidade, visando, em um primeiro momento, os estudos qualitativos. A
reacao de substituicdo (Equagao 1) foi monitorada através das mudancas de cor,
utilizando dois protocolos: (1) software ImagedJ desenvolvido pela National Institutes of
Health utilizado para obter os dados RGB das matrizes; (ll) espectros de absorgéo
eletrébnica nas regides UV-Vis. A sigla RGB refere-se a composicdo das cores

vermelho (Red), verde (Green) e azul (Blue) que formam a cor final analisada. Esse
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monitoramento teve como objetivo a determinac&o do tempo de exposi¢cao da matriz

para deteccao do analito.

3.5.2 Aplicagdo das matrizes hibridas em amostras reais dopadas com

quinoxalina

Amostras de carne de hamburguer da marca Texas Burger da Seara
foram utilizadas como amostras reais neste trabalho. As amostras passaram por um
tratamento prévio de extragao [102] cujo fluxograma encontra-se ilustrado na Figura
19.

Figura 19 - Metodologia do tratamento de extragdo das amostras de carne.

v' 2,0 g da amostra; [« Preparagao para CLAE ]
v" 14 mL de agua.

> Vértex 1 min; (1] > Vortex 1 min;
L L . » Centrifugagao:

» Ultrasonicagao 30 min. > 4000 rpm;

» 5min.

v 30 mL de acetato de ] » Vértex 1 min. v 3,0 g de MgSO,;
etila J >| v 1,0 g de NaCl.

Fonte: Préprio autor.

O procedimento foi dividido em duas partes: (I) dispersao de 2,0 g da
amostra em 14 mL de agua ultrapurificada, sendo levada ao vortex e ao
ultrassonicador seguida de (ll) adicdo do acetato de etila e dos sais sulfato de
magneésio e cloreto de sddio a dispersao anterior, passando, novamente, pelo vortex
e centrifugacdo. As matrizes hibridas foram imersas nas solugcbes para observar o
comportamento das mesmas apos contato com as amostras tratadas. As amostras

foram dopadas com adi¢ao de 0,18 g de quinoxalina.
3.5.3 Estudo de interferentes

As carnes sao ricas em diversos nutrientes como vitamina B12, ferro, zinco
proteinas e gorduras [103]. Alguns desses nutrientes possuem moléculas, tais como
metionina, triptofano e histidina cujas estruturas, ilustradas na Figura 20, apresentam
sitios de coordenagao ao centro metalico. Tal caracteristica torna esses aminoacidos

possiveis interferentes a deteccao de quinoxalina e, consequentemente, de aminas
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aromaticas heterociclicas. Na representagao das estruturas os sitios de ligagao ao

centro metalico encontram-se destacados com um circulo tracejado vermelho.

Figura 20 - Estruturas moleculares dos aminoacidos metionina, triptofano e

histidina com os sitios de coordenacao.

Metionina Triptofano Histidina

@ carbono (O Hidrogénio @ Oxigénio
(O Enxofre @ Nitrogénio

Fonte: Préprio autor.

Foram preparadas duas solugbes aquosas de 0,10 mol L' de metionina e
de histidina e outra de 0,01 mol L' de triptofano, cada uma com volume de 5,0 mL.
Foram utilizadas concentragdes de 0,10 mol L' para que fosse obedecida a proporcéo
de 1:1 de aminoacido:quinoxalina para ser observado o comportamento da matriz
hibrida frente aos dois ligantes. Devido a menor solubilidade do triptofano em agua
(1,34 g/ 100 g de H20) [104], contudo, foi utilizada uma concentragdo na proporgao
de 1:10 de triptofano:quinoxalina. As matrizes hibridas foram imersas nessas solug¢des
e, apés 10 minutos, retiradas e imersas em solugcdes aquosas 0,10 mol L' de
quinoxalina durante 10 minutos. Apos esse periodo, foram obtidos os espectros
eletrénicos nas regides do UV-Vis dos filmes utilizando o equipamento Varian Cary
com suporte para solidos. O mesmo procedimento foi aplicado ao filme apds imersao
em solugdo 0,10 mol L' de quinoxalina contendo uma mistura de histidina (0,10 mol
L") e triptofano (0,01 mol L™"). Nao foi observada reagédo entre a matriz hibrida e a

metionina, portanto, essa nao foi adicionada a solugao mista.

A observacdo de alteracbes espectrais apds imersdo em solugcdo de
histidina implicou na realizacdo de estudos espectroscopicos e eletroquimicos
adicionais em presenca deste aminoacido. Esses experimentos foram realizados em
solucbes obtidas a partir da adicdo de aliquotas de 0,10 mL de uma solugao

0,021 mol L' de histidina & uma solugdo aquosa 1x10* mol L' do ion complexo
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[Fe(CN)s(1Qx)]*>. O monitoramento das reagdes quimicas foi feito acompanhando-se
o deslocamento e/ou desaparecimento da banda em 526 nm (Figura 15.b) e do
processo redox centrado em 333,50 mV vs Ag/AgCl (Figura 16.b). Os mesmos
procedimentos foram realizados em solu¢des de diferentes valores de pH (4,0; 5,0 e
6,5). O pH do meio foi modificado com adi¢des de 0,10 mL de solugdo de acido
trifluoroacético (HTFA) 0,20 mol L.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese das matrizes hibridas
4.1.1 Sintese do filme de quitosana

A deposicao da solugcdo de quitosana em placas de Petri de plastico
permitiu a obtencao de filmes reprodutiveis com formato circular com 1,25 cm de
raio. Esses filmes foram cortados ao meio para facilitar sua rotacédo no interior do

tubo Falcon® de 50,0 mL, seguindo o procedimento ilustrado na Figura 17.

A neutralizagdo dos grupos amino na matriz de quitosana com solugao
1x103 mol L' NaOH (pH 11) na Etapa 3 permitiu a utilizagdo do filme em meio
aquoso, pois como a quitosana € solubilizada em solugéo de acido acético 1% (v/v),
a mesma passa a apresentar carater catidnico, podendo tanto adsorver compostos
anibnicos quanto apresentar hidrofilicidade. Sendo assim, os filmes produzidos
tendem a absorver agua facilmente, perdendo suas propriedades mecanicas
(resisténcia e flexibilidade), visto que essa absorgédo leva ao intumescimento ou a
expansao. Além disso, a armazenagem em etanol, Etapa 2, teve o objetivo de
aumentar a eficiéncia da neutralizacao, visto que este solvente dificulta a entrada de
moléculas de agua, tornando o filme mais compacto e resistente a deformagéo e ao
intumescimento [105]. E importante ressaltar, porém, que a neutralizacdo dos grupos
positivos da fracdo organica (quitosana) da matriz ndo deve ser completa, uma vez
que estes sao responsaveis pelas interacdes com a fragao inorganica como explicado
a seguir. Os tratamentos aplicados ao filme aumentam a distribuicdo dos ions
complexos na superficie do mesmo, elevando sua exposigdo e facilitando a

coordenagao das aminas aromaticas ao centro metalico.

Apds a sintese do ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]*, procedeu-se a sua
incorporagao ao filme de quitosana (Etapa 4). Tal processo foi possivel devido,
principalmente, as interagdes eletrostaticas existentes entre os grupamentos amino
(positivamente carregados) dos filmes de quitosana e os ligantes cianetos
(negativamente carregados) presentes no complexo, conforme ilustragdo
representativa na Figura 21. A cinética de adsorgao do ion complexo [Fe(CN)s(OHz2)]*
no filme de quitosana com consequente formagao da matriz hibrida foi estudada nos

ensaios de adsorgao.
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Figura 21 - Representacdo das interacbes eletrostaticas entre os grupos amino

(positivamente carregados) e os ligantes cianetos (negativamente carregados).
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Fonte: Proprio autor.

4.1.2 Sintese e caracterizagio dos ions complexos [Fe(CN)s(NH3)]* e
[Fe(CN)s(1Qx)J*

Apds a sintese do complexo precursor [Fe(CN)s(NHs)]*, procedeu-se a
reacdo com a base quinoxalina em uma propor¢cdo de 2:1 de quinoxalina para
(amin)pentacianoferrato (II) em solugdo aquosa, conforme procedimento descrito na
literatura [94]. Ressalte-se que esse composto foi sintetizado em solucéo a fim de

servir de referéncia para o composto formado na matriz hibrida.

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de absorcao
eletrbnica nas regides do UV-Vis e por voltametria ciclica. Os espectros e os
voltamogramas apresentados nas Figuras 15 e 16 indicam que os compostos obtidos

sdo consistentes com aqueles reportados na literatura [94].

A Figura 22 apresenta, novamente, os voltamogramas dos ions complexos
[Fe(CN)s(OH2)]* e [Fe(CN)s(IQx)]* juntamente com a curva obtida para o ligante 1Qx

livre de coordenacao para fins de comparacao.
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo em solugéo de

NaTFA 0,10 mol L' (pH 7,0) contendo os compostos precursores (a) quinoxalina (—)

e [Fe(CN)s(NH3)]>(—) a 100 mV s e (b) o ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]* (—) a 500

mV s.
A B
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=156 900,5
40 4 10 -
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= =
-40 - [Fe(CN)s(NH3)1*
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Fonte: Proprio autor.

O voltamograma ciclico da base de Lewis quinoxalina apresenta valor de
E12 de - 900,5 mV vs Ag/AgCI atribuido a reacéo de eletrodo representada na
Equacao 5 [106]:

H
: L
S +2e + 2H* AN
— | ]
Z 2
N N
|
H

O valor de E12 observado para o ligante |IQx indica que o processo redox
dessa espécie ndo interfere nas variagbes de potencial associadas ao par redox Fe!!,

observadas em valores mais positivos que 100 mV. Essa observacgao € relevante se



36

for considerada a utilizagdo do ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]> para a detecgdo

eletroquimica do composto 1Qx (ou derivados).

O processo redox do ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]* observado no
voltamograma ilustrado nas Figuras 16.a 22.a refere-se, efetivamente, ao ion
complexo [Fe(CN)s(H20)]*. O grupo NHzs é cineticamente labil e experimenta reagéo
de substituicdo rapida quando o composto é dissolvido em agua [99], conforme
Equacéo 4. Esse processo, todavia, n&o prejudica as reagdes para detecgao de HAAs,

uma vez que estas baseiam-se na substituicdo do sexto ligante, seja ele H20 ou NHs.

Comparativamente ao ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]*, o deslocamento
positivo de potencial apés coordenacado do ligante IQx indica um incremento de

estabilidade termodinamica do centro metalico no estado reduzido (Fe').
4.1.3 Adsorgao do ion complexo [Fe(CN)s(OHz)]* no filme de quitosana

O monitoramento do processo de adsorcdo do ion complexo
[Fe(CN)s(OH2)]* no filme de quitosana foi realizado por espectroscopia de absorgéo
eletrénica nas regides do UV-Vis através da banda em 230 nm. Os dados obtidos

encontram-se ilustrados na Figura 23.
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Figura 23 - Monitoramento do
decaimento da banda em 230 nm
durante o processo de adsorc¢ao do ion
complexo [Fe(CN)s(OH2)]* (2x10* mol

L-') sobre quitosana a 25 °C.
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 23 tem-se o decaimento da absorbancia da banda em 230 nm
do ion complexo em solugdo, evidenciando, assim, a adsorcdo sobre o filme de
quitosana. Vé-se que a partir de 30 minutos €, praticamente, estabelecido um platd,
nao havendo modificagdes significativas. Isso mostra que esse é o tempo necessario
para a adsorcao, considerando a temperatura e uma solugéo de concentracdo 2x10+
mol L.

Objetivando avaliar a contribuicdo entalpica a esse processo, foram obtidas

curvas de adsorcéo nas temperaturas de 15, 20, 35 e 40 °C, ilustradas na Figura 24 .a.
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Figura 24 — (A) Monitoramento do decaimento da banda em 230 nm durante o
processo de adsorgdo do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]* sobre quitosana em
diferentes temperaturas a partir de uma solugdo 2x10“ mol L', (B) isoterma de

adsorcao para diferentes concentracdes do ion complexo a 25 °C.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel observar que para temperaturas menores que 25 °C, foi
necessario um tempo maior que 30 minutos para a saturacao do filme, sendo o mesmo

estendido para aproximadamente 55 minutos nos casos de 20 e 15 °C.

A isoterma da Figura 24.b foi construida a partir dos valores de
concentragéo em solugao (Ce) e no filme (ge), sendo ge calculado de acordo com a
Equacao 6 [107].

Co—C
Qe = % x V (6)

Sendo Co e Ce as concentragdes iniciais e no equilibrio, respectivamente,
do analito na fase liquida em mg L', m a massa do adsorvente (g) e V o volume da
solugéo (L). Os valores de ge (Mg g') sdo referentes a quantidade de ion complexo
adsorvida sobre o filme de quitosana, possibilitando a determinacdo das taxas de
recuperacao do analito em baixas concentragdes bem como os pontos de saturacido
do filme [107,108]. A isoterma obedeceu ao modelo de Redlich-Peterson [109],

podendo a saturacao do filme ser melhor visualizada a partir da mesma.
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A isoterma de Redlich-Peterson ndo obedece ao modelo ideal de adsorcéao
em monocamada, sendo um hibrido entre as isotermas de Langmuir e Freundlich que
incorpora trés parametros (A, B e B) [110]. Essa isoterma é utilizada para representar
o equilibrio de adsor¢do em uma longa faixa de concentragbes de adsorbato, sendo
aplicavel em sistemas homogéneos e heterogéneos. Esse modelo é definido de

acordo com a Equagao 7:

ACe
Qe = B
1+B.C}

(7)

Sendo A e B constantes da isoterma de Redlich-Peterson,
respectivamente, em L g' e L mg™', e B € um expoente que varia entre 0 e 1. Quando
B assume valores proximos de 1, tem-se uma aproximacdo do comportamento da
isoterma de Langmuir. Ja valores préximos de 0 indicam um comportamento da
isoterma de Freudlich. Para o experimento em analise, foi obtido valor de B igual a

0,27, demonstrando um comportamento muito proximo ao modelo de Freudlich [110].

O modelo de Freudlich € empregado para descrever processos de
adsor¢cdo em multicamadas sobre superficies heterogéneas [111] sendo aplicavel,
portanto, ao processo de adsorgao sobre filmes de quitosana devido a estrutura

porosa deste polimero.

O ponto destacado no grafico da Figura 24.b corresponde a concentracao
de 2x10* mol L', sendo possivel observar que, a partir desta, tem-se um crescimento

reduzido dos valores de ge, indicando a saturacao do filme de quitosana.

Os resultados apresentados demonstram que a adsorgao do ion complexo
[Fe(CN)s(H20)]* ao filme de quitosana é dependente da temperatura, tendo um
comportamento endotérmico. O erro observado nos experimentos se deve,
principalmente, as variagbes das massas dos filmes, visto que a medida obtida
experimentalmente sdo os valores das absorbéancias, ndo havendo normalizagéo
desses valores com relacdo a massa dos filmes. Para a determinacéo dos parametros
termodinamicos da reacao, faz-se necessario a preparagao de mais isotermas em

diferentes temperaturas.
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4.1.4 Dessorgao do ion complexo [Fe(CN)s(OH:z)]* do filme de quitosana

A aplicacdo da matriz hibrida proposta neste trabalho inclui a imersao da
mesma em meios aquosos. Nesse sentido, é fundamental avaliar a possibilidade de
dessorgao do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*, uma vez que esse processo resultaria

na inatividade da matriz relativamente a detec¢ao de AAHSs.

O monitoramento da dessorgéo do ion complexo [Fe(CN)s(OHz2)]* do filme
de quitosana foi realizado através do perfil da banda em 230 nm. Para tanto, a
matriz hibrida foi imersa em agua em um tubo Falcon® e mantida sob agitagao lenta.
As aliquotas foram retiradas em intervalos de 10 min para obtengcado dos espectros
de absorcao eletronica nas regides do UV-Vis. Apos cada medida, a aliquota era
misturada a solucéo de trabalho para evitar desvios de concentracdo. Os dados finais
foram plotados utilizando a curva de calibragdo descrita na se¢ao 3.2.4. A Figura 25
mostra os valores das quantidades dessorvidas em pmol L' durante o monitoramento
bem como as porcentagens em relagdo a quantidade total adsorvida no filme em

funcdo do tempo.

Figura 25 - (a) Quantidade dessorvida de [Fe(CN)s(OH2)]> em pmol L' e (b)
porcentagens relativas a quantidade total adsorvida no filme em fungédo do tempo de

imersao da matriz hibrida em agua.
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Fonte: Préprio autor.

Os graficos indicam que ha dessorgédo do ion complexo (Figura 25.a)
[Fe(CN)s(OH2)]* durante 50 minutos de imersdo em agua. Essa etapa de dessorgéo



41

esta associada, possivelmente, as moléculas de complexo adsorvidas na por¢do mais
externa do filme de quitosana. Essa dessorg¢éao, todavia, acontece de forma lenta, visto
que os valores de quantidade dessorvida em umol L' representam 4,87% (Figura
25.b) do total adsorvido mesmo apds 50 minutos de imersao. Isso sugere que a perda

de composto € irrelevante.
4.1.5 Caracterizagdao da matriz hibrida

A avaliagédo das caracteristicas topograficas obtidas a partir das imagens
de microscopia eletrénica de varredura (MEV) ilustradas na Figura 26 permitiu

observar as modificagdes fisicas geradas apds cada etapa de sintese dos filmes.

Figura 26 — Micrografias (MEV) da superficie dos filmes modificados
conforme as etapas de tratamento (Figura 17). a) Etapa 1 — remog¢ao da

superficie de secagem; b) Etapa 2 — imersdo em etanol por 24h; c) Etapa

3 —imersao em solugao de hidréxido de sédio; d) Etapa 4 — adsorgéo do
ion complexo [Fe(CN)s(OH2)J%.

Fonte: Préprio autor.

As ranhuras observadas na imagem da Figura 26.a devem-se a superficie
de secagem utilizada, ou seja, a placa de Petri de plastico. Além disso, a remogao
dos filmes com o uso de uma agulha também pode provocar a formagao de ranhuras

considerando que, na primeira etapa, os filmes se apresentam de forma mais rigida,
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podendo sofrer arranhdes. Na imagem 26.b, tem-se uma superficie mais rugosa e
sem ranhuras devido, possivelmente, ao processo de desidratagdo induzido pela
dispersao em etanol. De acordo com a literatura [112], esse processo favorece as
interagdes intramoleculares de ligagdes de hidrogénio [113] entre as cadeias de
quitosana tornando o filme mais compacto e melhorando suas propriedades

mecanicas (resisténcia e flexibilidade).

Ainda de acordo com a literatura, esse efeito é potencializado apods
neutralizagdo com hidroxido de soédio, tratamento aplicado na Etapa 3. Pode-se
observar na imagem da Figura 26.c, a formagdo de pequenas rachaduras e de

aglomerados sobre a superficie do filme indicados nas setas brancas.

A formacéo desses aglomerados é atribuida a cristalizagdo de fragmentos
de quitosana devido a exposi¢ao a solugao basica na Etapa 3. Resultados similares
foram reportados na literatura [114]. Neste trabalho, entretanto, o didmetro do maior

aglomerado é de aproximadamente 0,648 pm, ndo sendo visivelmente perceptivel.

O carater catidnico conferido a quitosana devido a solubilizagdo em acido
acético 1% (v/v) permite que haja tanto adsor¢do de compostos anidnicos quanto
absorcao de agua, levando a perda das suas propriedades mecanicas, pois essa
absorcao leva ao intumescimento ou a expansao dos filmes, como explicado
anteriormente. O tratamento com etanol e hidroxido de sédio, porém, permite a
neutralizacdo e conservacdo dessas propriedades, mesmo em meio aquoso. A
formacgao das pequenas rachaduras na superficie do filme (Figura 26.c) evidencia uma
expansao. Esse processo, contudo, € bastante reduzido devido ao tratamento

utilizado, havendo a permanéncia da forma original do filme.

A imagem ilustrada na Figura 26.d foi obtida apds a ultima etapa do
tratamento, Etapa 4, em que é feita a adsorgdo do complexo por imersao do filme de
quitosana em solugdo aquosa por 30 minutos. Excetuando-se os aglomerados
formados na Etapa 3, ndo ha grandes modificagdes topograficas indicando o aumento
da resisténcia do filme a absorg¢ao de agua. O processo de adsorgao pode ser melhor
avaliado, ainda que qualitativamente, a partir dos espectros de EDS ilustrados nas

Figuras 27 e 28 e obtidos apds as Etapas 3 e 4, respectivamente.
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Figura 27 - Espectro de EDS do filme de quitosana obtido apés a Etapa 3 do
procedimento de sintese. Inseridos: mapeamento elementar de distribuicdo dos

elementos a) C e b) O.

. Espectro de soma das massas

M% o
Cc 62.8 0.2
(o] 37.2 0.2

Fonte: Proprio autor.

Figura 28 - Espectro de EDS da matriz hibrida obtida apds a Etapa 4 do procedimento
de sintese. Inseridos: mapeamento elementar de distribuicdo dos elementos a) C; b)
Oec)Fe.

. Espectro de soma das massas
M% o
C 62.8 0.2
35.2 0.2
2.0 0.1

Fonte: Préprio autor.
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Comparativamente ao espectro do filme de quitosana (Figura 27), o
espectro EDS da matriz hibrida (Figura 28) mostra a presenca de ferro indicando a
imobilizagéo do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*, ja que este composto é a Unica fonte
de ferro no meio. A baixa porcentagem de ferro (2%) se deve a baixa concentragéo
de complexo utilizada. Apesar de ser suficiente para saturar o material polimérico
durante o processo de adsorgdo, a quantidade, em massa, de quitosana é
consideravelmente superior. Ainda assim, é possivel observar uma distribuicao
homogénea dos atomos de ferro sobre a superficie do flme de quitosana. As imagens
obtidas por MEV e os espectros de EDS, em conjunto com os mapeamentos,
fornecem uma informacao qualitativa acerca da quantidade de complexo na matriz
hibrida.

Para uma avaliagdo quantitativa, foram realizados experimentos de
absorgcao atbmica e espectroscopia eletronica nas regides do UV-Vis. A Tabela 2
mostra os resultados obtidos para as triplicatas referente a quantidade de complexo

adsorvida.

Tabela 2 — Quantidades de [Fe(CN)s(OH2)]*- (em umol g™') determinados
por absorcao atdmica e espectroscopia eletronica nas regides do UV-Vis.
Os dados de coeficiente de variagéo (CV) e valor médio sdo apresentados

abaixo dos resultados obtidos.

Absorcao Atémica Espectroscopia Eletrénica
Amostra Massa (mg) pmol g'1 Massa (mg) pmol g'1
A1 22,30 58,31 19,00 51,63
A2 17,00 57,80 18,60 55,96
A3 16,50 56,29 19,50 54,40
57,47 + 0,86 54,00 £ 1,79
CV: 1,49% CV: 3,32%

Fonte: Préprio autor.

Os experimentos de espectroscopia eletrénica foram realizados a fim de
servir de comparacdo com os dados determinados por absorgao atbmica. Esse
procedimento se deve a possibilidade de supressao do sinal de ferro pelos ions sulfato
e sodio [115] advindos dos reagentes acido sulfurico e hidréxido de sédio utilizados

nas etapas de abertura das amostras e controle de pH, respectivamente.
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A curva de calibragao (Figura 29) para a quantificagdo por espectroscopia
eletrénica foi construida a partir dos valores de absorbancia da banda em 230 nm e
apresentou limites de quantificacdo e de deteccdo de 1,08 x 102 e 5,69 x 10-3 umol

mL-", respectivamente.

Figura 29 — Curva de calibragdo obtida para o ion
complexo [Fe(CN)s(OH2)]>* com valores de

absorbancia da banda em 230 nm.
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Fonte: Préprio autor.

Retirando-se o coeficiente de variacdo entre os resultados obtidos para os
experimentos de absorgao atdmica e de espectroscopia eletrénica, obtém-se um valor
de 4,01%, permitindo que os resultados sejam considerados iguais, visto que este
parametro descreve a similaridade entre medidas, ou seja, quanto menor, mais
coincidentes sao as medidas [116]. Assim, a metodologia utilizada nesse trabalho
permitiu calcular com confiabilidade a quantidade de composto adsorvida (55,73 +
2,23 ymol g') a 25 °C. Apesar de valores mais baixos (~ 25 ymol g') ja publicados
[117] para a incorporagdo do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*> sobre quitosana, essas
quantidades nao sao passiveis de comparagao devido a natureza e metodologia de

preparacao dos filmes.
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O angulo de contato da agua (8) é definido como o angulo formado entre
um plano tangente a uma gota estatica da agua e o plano que contém a superficie,
nesse caso os filmes de quitosana, em que o liquido foi depositado, sendo um
indicador do grau de molhabilidade [118]. Nesse sentido, as superficies podem ser
classificadas como hidrofobicas (8 > 90°), hidrofilicas (8 < 90°) e superhidrofébicas (0

> 150°) [119].

A Figura 30 mostra os valores dos angulos de contato entre a superficie

dos filmes de quitosana nas diferentes etapas de preparagédo da matriz hibrida.

Figura 30 — Valores dos angulos de contato com
a agua obtidos para os filmes de quitosana nas

diferentes etapas de modificagao.
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Fonte: Préprio autor.

Como se pode observar na Figura 30, nas Etapas 1 e 2, os filmes de
quitosana apresentam carater hidrofilico, apesar de valores proximos a 90° indicarem
hidrofobicidade. Apds imersdo em etanol, observa-se uma leve mudanca de 76,2° £
1,78° para 78,5° + 3,32° indicando uma menor capacidade de absorgédo de agua. Apés
tratamento com hidroxido de sédio (pH 11), contudo, ha uma redugao consideravel no
angulo (50,7° + 2,90°), indicando incremento do carater hidrofilico. Ao adsorver o ion
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complexo [Fe(CN)s(OH2)]*, ha mudanga do angulo de contato para 81,1° + 3,22°,

indicando a substituicdo de moléculas de agua pelas do composto de ferro.

Para uma melhor interpretacéo dos resultados da Figura 30, foi realizado o
calculo do grau de intumescimento para cada etapa de tratamento do filme de
quitosana. Foram preparados trés filmes e esses foram imersos em agua ultrapura no
interior de trés tubos Falcon®, sendo retirados a cada 20 segundos e pesados em
uma balancga analitica. O mesmo procedimento foi seguido para as Etapas 1,2 e 3 de
tratamento dos filmes, sendo os graus de intumescimento calculados através da
Equacao 8 [120]:

(8)

Wi W
Grau de intumescimento (%) = % x 100%
0

Em que Wt € a massa apos imersao em agua em funcao do tempo e Wo é
0 peso inicial do filme. Os valores de grau de inchago em fungédo do tratamento

aplicado ao filme encontram-se apresentados na Figura 31.

Figura 31 — Graus de inchaco (%) obtidos para os filmes nas trés etapas de tratamento
(Figura 17) anteriores a adsorgéo do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*> (A) Etapas 1 (m),
2 (e)e 3 (A)e (B) zoom x32 dos graficos obtidos para as Etapas 2 (e) e 3 (A).
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Fonte: Préprio autor.

Pelo grafico apresentado na Figura 31, é possivel observar que a quitosana

sem tratamento prévio (Etapa 1) apresenta elevada absor¢ao de agua em uma faixa
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curta de tempo. O aumento do erro em 60s se deve a perda de massa dos filmes que,

apos esse tempo, apresentaram aspecto gelatinoso.

A partir do tratamento com etanol (Etapa 2), observa-se uma diminuigcao
para a faixa de 150 — 250%, indicando uma drastica redu¢do na capacidade de
absorver agua. Observa-se, contudo, um crescimento lento, mostrando que ha
absorgao em decorréncia, possivelmente, de alteragdes no nivel de organizacéo das

estruturas poliméricas que tornam o filme mais resistente.

A partir do tratamento com NaOH (Etapa 3), entretanto, vé-se uma queda
para, aproximadamente, 4 — 5%, mantendo-se praticamente constante. A imersao na
solucado de hidroxido de sédio impede, quase que completamente, a absor¢ao de

agua.

O valor obtido de 50,7° + 2,90° (Etapa 3) se deve a estrutura dos filmes de
quitosana [121], pois essa permite que moléculas de agua experimentem adsorgao
sobre a superficie dos filmes, mesmo apds a imersdao em solugcédo de hidréxido de
sédio. Atribui-se a diminuicdo do angulo de contato as interagdes intermoleculares de
ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua adsorvidas e as da gota d’agua. A

absorcao de agua pelo filme, entretanto, nao foi observada.
4.2 Aplicagao das matrizes hibridas na detec¢ao de AAHs
4.2.1 Aplicagdo das matrizes hibridas em solugées de quinoxalina

ApOs a preparacdo e caracterizacdo das matrizes, as mesmas foram
imersas em solugcbes aquosas contendo quantidades conhecidas de quinoxalina
(IQx), a molécula de prova empregada neste trabalho. A Figura 32 ilustra, de forma
representativa, esse procedimento experimental e a reagao de substituicdo do grupo
NHz por 1Qx.
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Figura 32 - llustrac&o representativa das etapas de utilizagdo das matrizes

hibridas em solugdes aquosas padroes de quinoxalina.
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Fonte: Préprio autor.

As matrizes, originalmente na cor amarelo claro devido as transigdes
eletronicas do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*, mudam a coloragdo para roxa em
funcdo das transigcdes de transferéncia de carga do ion complexo [Fe(CN)s(1Qx)]*,
conforme previamente discutido na secdo 4.1.2. Esse comportamento indica,
portanto, a possibilidade de uso da matriz hibrida quitosana/[Fe(CN)s(OH2)]*- como
sensor colorimétrico visual de aminas heterociclicas aromaticas. A Figura 33 ilustra
os espectros de absorcao eletronica nas regides do UV-Vis das matrizes hibridas

antes e apos exposigao a solugao de IQx.
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Figura 33 - Espectros de absorgdo eletrénica nas regides do UV-Vis da matriz
hibrida (a) antes e apds 10 minutos de imersdo em solugdo 0,10 mol L' de 1Qx e (b)
grafico de absorbancia (A = 536 nm) vs tempo durante imersdo em solugéo 0,01 mol
L' de IQx.
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Fonte: Proprio autor.

O acompanhamento da intensidade da banda em 536 nm em fungao do
tempo de imersao da matriz hibrida em solugdo de IQx indica que o processo de
deteccao ocorre rapidamente, ndo sendo necessario periodos de imersdao mais

longos que 10 min, considerando as condigdes experimentais empregadas.

4.2.2 Aplicacao das matrizes hibridas em amostras de carne dopadas com

quinoxalina

Visando a aplicacdo das matrizes hibridas em amostras reais, foram
usadas, inicialmente, solugbes contendo carne de hamburguer dopadas com IQx. A
fim de avaliar a influéncia da presenga de solventes organicos no processo de
deteccao, a imersdo das matrizes foi realizada em dois momentos distintos da
preparacao dessas amostras (sec¢ao 3.5.2): (1) antes e (ll) apds a adicdo do acetato
de etila, conforme a Figura 19.

A Figura 34.a mostra o tubo Falcon® contendo a solugdo da amostra
conforme preparacgao (l) e as fotografias das matrizes antes e apds imersao de 10
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minutos na solugao da amostra. Na Figura 34.b sao ilustrados os espectros eletronicos

de absorc¢ao nas regides do UV-Vis das matrizes antes e apos a imersao.

Figura 34 - (A) Tubo Falcon® com solugao da amostra sem adi¢ao de acetato de
etila (apos sonicagédo por 30 minutos) e fotografias das matrizes antes e apos

imersao na solugédo da amostra, (B) espectros eletrénicos nas regides do UV-Vis

das matrizes antes (—) e apds (—) imersao na solugdo da amostra.
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Fonte: Préprio autor.

A mudanca de coloracdo do amarelo para o roxo indica a formacgao do ion
complexo [Fe(CN)s(1Qx)]*, conforme previamente discutido. O espectro apresentado
na Figura 34.b reforca esse resultado. Comparativamente ao espectro apresentado
na Figura 33.a (matriz hibrida em solugcao aquosa padrao de IQx da segao 4.2.1),
observa-se um deslocamento do maximo da banda de transferéncia de carga de 536
para 555 nm. Esse comportamento se deve, muito provavelmente, a presenca de
matéria organica (dissolugdo da carne) que afeta as propriedades do meio, como
polaridade e constante dielétrica que, por sua vez, influenciam as energias das

transicdes eletrénicas [122].

No procedimento (ll) de preparo da amostra, observou-se a formagao de
duas fases (tubo Falcon® de tampa azul na Figura 35) apds mistura com acetato de
etila e centrifugacédo por 5 minutos, estando as fases aquosa e organica nas partes

inferior e superior do tubo, respectivamente. A matriz hibrida foi imersa na fase
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organica durante 10 minutos (tubo Falcon® de tampa vermelha na Figura 35.a), sendo

a Figura 35.b o espectro eletrénico obtido.

Figura 35 — (A) Tubos Falcon® com solu¢gao da amostra apds adicéo de acetato
de etila (tampa azul: duas fases apés centrifugacao de 5 min) e fotografias das
matrizes antes e apds imersdo em acetato de etila (tampa vermelha); (B)
espectros eletrénicos nas regides do UV-Vis antes (—) e apds (—) imersao na
solucado de amostra.
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados obtidos para as amostras de carne foram semelhantes
sugerindo que a presencga de solvente organico ndo afeta a capacidade da quinoxalina
se coordenar ao ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*-. O aspecto fisico da matriz, porém,
experimentou alteragcdo tornando-se mais rigido apdés imersdao em meio contendo

acetato de etila.
4.2.3 Estudo de interferentes

Os experimentos foram realizados com os aminoacidos apresentados na

Figura 36, sendo eles (A) metionina (met), (B) triptofano (trp) e (C) histidina (his).
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Figura 36 - Estruturas moleculares dos aminoacidos (A) metionina (met), (B)

triptofano (trp) e (C) histidina (his).
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Fonte: Proprio autor.

Foram preparadas trés solugdes nas concentracdes de 0,10 mol L' dos
aminoacidos histidina e metionina e 0,01 mol L' para o triptofano devido a sua menor
solubilidade em agua. Em cada solugéo foi imersa uma matriz hibrida durante 10
minutos seguida de imersdo em solugédo 0,10 mol L' de quinoxalina por mais 10

minutos. A Figura 37 mostra os espectros de absorgao eletrbnica das matrizes

hibridas nas trés solugdes.

Figura 37 — Espectros de absorcao eletrénica na regido do UV-Vis das matrizes

hibridas ap6s imersao por 10 minutos em solu¢ao de (A) met (==*), (B) trp (***) e (C)

his (***), seguidas de imersdao (10 min) em solugdo de IQx (—), Qts-Fe =
Quitosana/[Fe(CN)s(OH2)]*-.
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Fonte: Préprio autor.

Observa-se que para a metionina (Figura 37.a) ndo ha modificagbes no
espectro eletrénico do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*, indicando que ndo houve
coordenacao do aminoacido. Além disso, apds a imersao na solugao de IQx, vé-se a

formagao da banda em 535 nm atribuida a transicdo MLCT do ion Fe?* para o ligante
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IQx como previamente discutido (Figura 33.a). Esse resultado sugere que ndo ha

interferéncia por parte da metionina.

Para o triptofano (Figura 37.b) observa-se, inicialmente, a formagéo de
duas bandas em 521 e 705 nm atribuidas as transicdes MLCT de orbitais d1r do ion
Fe?* para orbitais 1T anti-ligantes do aminoacido trp, nn*(trp) < dn(Fe?*) deslocadas
para niveis de menor energia devido a protonagédo do nitrogénio N-heterociclico do
anel aromatico [123—-125], indicando a coordenagao desta espécie. Apos imersao na
solucéo de quinoxalina, entretanto, a banda em 705 nm desaparece e surge uma
banda em 545 nm atribuida a transigdo MLCT do ion Fe?* para o ligante IQx, indicando
a coordenacao do ligante IQx ao centro metalico. Esse resultado sugere que o
aminoacido triptofano se liga ao centro metalico, mas € substituido pelo composto
quinoxalina quando este se encontra no meio. Esse comportamento se deve,
possivelmente, a maior forga de campo ligante do composto quinoxalina em relagao

ao aminoacido triptofano o que faz com que esta espécie ndo atue como interferente.

Para o aminacido histidina (Figura 37.c), observa-se a formac¢ao de uma
banda em 520 nm atribuida a transigao do tipo MLCT de orbitais dmr do ion Fe?* para
orbitais 1 anti-ligantes do aminoacido his, nr*(his) <- dn(Fe?*) deslocada para niveis
de menor energia devido a protonagao do nitrogénio N-heterociclico do anel aromatico
desta espécie [124,125]. Apds a imersao da matriz hibrida na solugcédo de quinoxalina,
entretanto, ndo foi observada a formagéo da banda em 535 nm. Esse resultado sugere
a coordenacdo irreversivel do aminoacido histidina o que torna essa espécie um

possivel interferente a deteccdo de AAHSs.

Estudos adicionais foram realizados em solugao contendo os aminoacidos
que experimentaram coordenacao: triptofano e histidina. Assim, experimentos
espectroscopicos foram realizados com solucdes contendo 0,10 mol L' de quinoxalina
e histidina, além de 0,01 mol L' de triptofano para se avaliar o comportamento da
matriz hibrida na presencga das espécies coordenantes, além da molécula alvo. A
Figura 38 ilustra os espectros de absorcao eletronica nas regides do UV-Vis da matriz

hibrida apo6s diferentes tempos de imersao em solugao contendo 1Qx, his e trp.
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Figura 38 — Espectros eletrénicos nas
regides do UV-Vis da matriz hibrida apos
diferentes tempos de imersdo em solugao
contendo 0,10 mol L' de IQx e his, além de
0,01 mol L' de trp.
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Fonte: Préprio autor.

Os espectros apresentados na Figura 38, mostram uma banda de forte
intensidade com maximo em 545 nm indicando a formag¢do do ion complexo
[Fe(CN)s(1Qx)]*> apds 30 s (espectro vermelho) em solugdo contendo o composto
quinoxalina e os aminoacidos histidina e triptofano. A intensidade dessa banda
aumenta até 60 s de imersao (espectro azul) quando, entdo, comecga a decair até o
desaparecimento apos 330 s (espectro verde). Observa-se, apds 150 s de imerséao, o
surgimento de uma banda em ~ 520 nm, indicando a coordenagao do aminoacido
histidina (Figura 37.c). Esse resultado indica que a detecgdo de quinoxalina (e,
possivelmente, de outras espécies HAAs) deve ser realizada considerando um tempo
maximo de exposi¢cao da matriz hibrida de 120 s a fim de evitar erros oriundos de
interferéncia pelos aminoacidos his ou trp.

Devido a capacidade de coordenacao mais forte do aminoacido his, foram
realizados, além de experimentos espectroscopicos, medidas eletroquimicas em

solugbes de 10 mL contendo o ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]*, sendo feita uma
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titulagdo com uma solugéo 0,021 mol L-! de histidina a fim de observar as mudancas

nos espectros de absorgao eletrdonica e voltamogramas ciclicos.

Na Figura 39.a tem-se os espectros eletrénicos UV-Vis em solugdo aquosa
(1x10-% mol L") pH 6,50 do ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]* durante titulagdo com uma
solugéo 0,021 mol L' de histidina, sendo feitas adigoes de 0,10 mL. Na Figura 39.b
tem-se os voltamogramas ciclicos obtidos para os ions complexos [Fe(CN)s(OH2)]*

(—), [Fe(CN)s(IQx)]* (—) antes e apos (—) adigdo de histidina a solugao.

Figura 39 — (A) Espectros eletrénicos nas regides do UV-Vis em solugao aquosa
contendo o ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]*- (1x10 mol L-') em fungéo da adicdo de
diferentes volumes de uma solugédo 0,021 mol L' de histidina, (B) voltamogramas
ciclicos do eletrodo de carbono vitreo em solugdo de NaTFA 0,10 mol L' (pH 6,50)
contendo [Fe(CN)s(OH2)]* (—), [Fe(CN)s(IQx)]* (—) antes e apds (—) a adigédo de

histidina.
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Fonte: Préprio autor.

Os espectros apresentados na Figura 39.A mostram comportamento
semelhante aqueles ilustrados na Figura 38, demonstrando que o aminoacido his &
capaz de descoordenar o ligante IQx tanto em meio aquoso quanto na superficie da
matriz hibrida. Observa-se o inicio do decaimento da banda em 534 nm, caracteristica
do ion complexo [Fe(CN)s(IQx)]*, logo nas primeiras adigdes do aminoacido his
indicando que mesmo em concentragdes menores de 2,08x10* mol L' (considerando
o volume final de 10,1 mL apds a adigdo de 0,10 mL da solugdo 0,021 mol L' do
aminoacido his e 1x10- mol L' a concentragdo do ion complexo [Fe(CN)s(1Qx)]*)
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existe maior afinidade pelo ligante histidina. Apds a adi¢cao de 0,50 mL (concentragéao
1x10-3 mol L-! do aminoécido his com volume final de 10,5 mL) observa-se menores
diminui¢cdes da intensidade da banda em 534 nm, sendo estabelecido um equilibrio
apdés 0,80 mL quando a concentracdo de histidina supera a do ion complexo
[Fe(CN)s(IQx)]%, indicando total substituicdo do ligante 1Qx devido a formagéo da

banda em ~ 520 nm como também foi observado nos espectros da Figura 38.

A partir dos voltamogramas ilustrados na Figura 39.b, é possivel observar
que os valores de potenciais de meia onda atribuidos aos ions complexos
[Fe(CN)s(OH2)]* (E12 = 147 mV) e [Fe(CN)s(IQx)]* (E12 = 359 mV), experimentam
deslocamento para 196,5 mV vs Ag/AgCl (curva azul) apés adicao de histidina ao meio

eletrolitico.

A histidina apresenta um anel aromatico com dois nitrogénios em que um
deles é passivel de coordenacéao, sendo esperado que o potencial de meia onda fosse
maior do que 200 mV. Foi feito, portanto, um estudo com relagao ao sitio de ligagao
utilizado pela histidina para se coordenar ao centro metalico. A Figura 40 traz as

especies de histidina presentes em equilibrios em funcéo do valor de pH da solugao.

Figura 40 — Curva de pH vs pKs para os diferentes grupos existentes na molécula de

histidina com imagens das espécies em equilibrio nos diferentes valores de pH.

pH

PK, =
1,82

0 10 2,0
OH~ (equivalentes)

Fonte: Modificado [126].

A partir dos valores de pK apresentados para as protonacdes da molécula
de histidina (Figura 40) conclui-se que, em pH 6,50, existe um equilibrio entre as
espécies com os atomos de nitrogénio desprotonado (pl) (passivel de coordenagao)

e protonado (pKRr) (impossibilitado de coordenar). Essa observagao sugere que a
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coordenagao do aminoacido his em pH 6,50 indicada através dos experimentos
espectroscopicos e eletroquimicos ocorre, provavelmente, através de um dos atomos
de oxigénio do grupo carboxilico. A fim de verificar essa hipotese, foram preparadas
solugdes (1x10-3 mol L") de 5,0 mL do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*- em trés valores
de pH (6,5, 5,0 e 4,0) sendo adicionado excesso de histidina (~ 1,0 mg) as solugdes.
A Figura 41 ilustra os espectros de absorgao eletronica nas regidées do UV-Vis para
essa espécie em solugcdes de diferentes valores de pH. O ion complexo néo foi

isolado, tendo sido feitos estudos apenas em solugéo.

Figura 41 — (A) Espectros eletrénicos nas regides do UV-Vis do ion complexo
[Fe(CN)s(OH2)]* em solugdo de NaTFA 0,10 mol L-! em diferentes valores de pH
com (1,30x10-3 mol L") antes (curva preta —) e apds (curvas azul —, vermelha —
e roxo escuro —) adi¢ao de histidina, (B) voltamogramas ciclicos do eletrodo de

carbono vitreo em solugdo de NaTFA 0,10 mol L-' das mesmas solugdes.

1.0 - A B) 212
(A) 2. (B)
394 Ami
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10 -
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< ——pH650 2 g
—— pH 5,00 ™
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0 — pH 4,00
-10 4
0.2 - 520
-20 - 89
0.0 v T ¥ T v 1 T ¥ T ¥ T ¥ T
300 400 500 600 -1.0 -0.5 0.0 0.5
Alnm E, V vs Ag/AgCI/KCI (sat.)

Fonte: Préprio autor.

Na Figura 41.a tem-se os espectros de absorgao eletrdnica nas regides UV-
Vis do complexo formado a partir do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*> e do ligante
histidina e seus voltamogramas ciclicos (Figura 41.b). Pode-se observar nos
espectros eletrénicos a formacao de bandas em 520 e 359 nm atribuidas as transicoes
MLCT de orbitais dmm do ion Fe?* para orbitais T anti-ligantes do aminoacido his,
nn*(his) < dn(Fe?*) [124]. A banda em 401 nm ¢é atribuida a transi¢do d-d, indicando
a coordenacgao da histidina ao centro metalico [125,127,128]. As transi¢cdes d-d podem

sofrer variagdes de energia com a mudanga do ligante coordenado ao centro metalico.



59

A concentragdo relativamente mais elevada (1x10 mol L") empregada para a
obtencao dos espectros desloca o equilibrio da Equagéo 4 no sentido de formagéao do
ion complexo [Fe(CN)s(NH3)]*> e deslocando a banda d-d de 438 nm (Figura 15.a)
para 394 nm. Apdos coordenacao da histidina, essa banda experimenta outro
deslocamento para 401 nm [127]. As alteragbes espectrais observadas em pH 6,5 e
mantidas em solugbes mais acidas, reforcam a hipétese de coordenagao via atomo
de oxigénio do grupo carboxilico do aminoacido [129,130]. O valor de potencial de E12
(150,5 mV) do par redox Fe'"" corrobora essa concluséo, uma vez que a coordenagao
a atomos de N em sistemas N-heterociclicos, geralmente, desloca esse parametro
para regides mais positivas (cerca de 100 mV) de potencial em relagdo ao valor do

complexo precursor [94,123,127,131].

Objetivando avaliar a hipétese de coordenagdao ao atomo de oxigénio,
foram preparadas solugdes (1x10- mol L") do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]* em
diferentes valores de pH (10,0 e 6,5) contendo o ion oxalato em excesso (~ 1,0 mg
em 5 mL), visto que os unicos atomos disponiveis para coordenagao neste composto
sdo os atomos de oxigénio (vide estrutura na Figura 42). A Figura 42 ilustra os
espectros de absorgéo eletrdnica nas regides do UV-Vis obtidos em solugdes de
diferentes valores de pH contendo o ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*- antes e apds a

adicao de oxalato.



60

Figura 42 - Espectros eletrbnicos nas regides
do UV-Vis do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*
em solugdo de NaTFA 0,10 mol L' de
diferentes valores de pH antes (curva preta —)
e apos adigao de oxalato (curvas magenta —,

vermelha — e azul —).
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se, a partir dos espectros ilustrados na Figura 42, a formacéo de
duas bandas com maximos em 365 e 395 nm proximas, portanto, aquelas observadas
em 359 e 401 nm na Figura 41.a, sendo mais um indicio de que a coordenacao do

aminoacido his ocorre através do grupo carboxilato.

Apesar do aminoacido histidina ter sido classificado como interferente, esta
espeécie é constituinte da estrutura de proteinas presentes em carnes sendo raramente
detectada na forma livre em solugdo [132-134]. Esse aspecto sugere que o
aminoacido his pode nao representar problema para o desenvolvimento de um sensor

colorimétrico com base no sistema em estudo.
4.2.4 Producgdao dos strips de papel

Os strips de papel com as matrizes hibridas foram produzidos conforme
descrito na sec¢ao 3.3. A Figura 43 ilustra as alteragdes de coloragao apos imersao em
solucdo 0,10 mol L' de 1Qx.
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Figura 43 — Strips de papel
produzidos com os filmes
modificados antes (A) e apds (B)

imersdo em solucao de IQx.

(A) (B)

Fonte: Préprio autor.

As matrizes apresentaram boa aderéncia ao papel, permanecendo sobre
este mesmo apds 10 minutos de imersdo em agua. Apos imersao em solugéo de 1Qx,
observou-se a mudanga de coloragdo para o roxo (Figura 43.b) indicando a

possibilidade de utilizacdo desse material para a detecgao visual de HAAs.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho apresentou os resultados obtidos para uma matriz hibrida
produzida a partir da imobilizagdo do ion complexo [Fe(CN)s(OH2)]*- (porgédo
inorganica) sobre um filme de quitosana (por¢cdo organica). O processo de
imobilizacdo do composto de coordenacgao se deu através da adsorgao possibilitada
pelas interagdes eletrostaticas entre os grupos positivamente carregados do filme de
quitosana e dos ligantes CN~. Os resultados de espectroscopia de absorgao eletrénica
nas regides do UV-Vis do filme de quitosana constataram bandas associadas as
transigdes de transferéncia de carga (~230 nm) e de campo ligante (400 nm) do ion
complexo. O monitoramento espectroscopico do processo de adsorcdo mostrou que
30 minutos de imersao do filme de quitosana em solugdo aquosa de 2x10-* mol L-' do
ion complexo é suficiente para saturagdo do mesmo a 25 °C. O processo inverso nao
€ significativo, pois representa 4,87% do valor total adsorvido mesmo apés 50 minutos
de imersdo em solugdo aquosa. A quantidade de [Fe(CN)s(OH2)]* adsorvida de 55,73
+ 2,23 ymol g a 25 °C foi determinada através das técnicas de espectroscopia de
absorgcao atdbmica e da curva de calibragdo preparada no comprimento de onda

maximo em 230 nm.

As micrografias da microscopia eletrénica de varredura em conjunto dos
valores de angulo de contato mostraram o incremento da resisténcia dos filmes de
quitosana no decorrer dos tratamentos realizados com o0 armazenamento em etanol e
imersdo em solugdo de NaOH pH 11 (1x10-3 mol L"). Assim, foram obtidos filmes
capazes de adsorver o ion complexo sem perda das propriedades mecanicas
(resisténcia e flexibilidade) devido a imersao em agua, haja vista que a absorc¢ao de
moléculas de agua foi bastante reduzida. O angulo de contato, apdés adsorgcéo do
[Fe(CN)s(OH2)]*, foi de 81,1° + 3,22°.

A deteccao da molécula de prova em solugcédo aquosa foi monitorada pela
banda de transferéncia de carga do tipo MLCT (536 nm) caracteristica da
coordenacao do ligante 1Qx. O tempo necessario para essa deteccao foi de 10
minutos. Para o caso do uso em amostras de hamburguer dopadas, observou-se a
formacao da banda de transferéncia de carga em 555 nm, tanto na fase aquosa quanto
na organica (acetato de etila), havendo a mesma mudanca de coloragao. Isso reforga

o potencial da utilizacdo da matriz hibrida como sensor colorimétrico.
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