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PREPARACAO E CARACTERIZACAO OPTICA DE
ANATO E NANOESTRUTURAS DE QUITOSANA PARA
BIOAPLICACOES

RESUMO

Os corantes naturais apresentam importancia fundamental para a sociedade,
pois sdo utilizados em diversas aplicacdes alimenticias, cosméticas e biomédicas. Um
dos mais utilizados é o urucum corante em que o Brasil é consolidado como maior
produtor, possui coloracdo vermelha, extraido do pericarpo das suas sementes, que
apresentam substancias capazes de promover uma reducao das concentracdes séricas
do colesterol, triglicerideos, acGes antioxidantes, antimicrobianas e hiperglicemiante.
Desta forma, o estudo e aplicagdo dos corantes naturais s3ao de fundamental
importancia para a sociedade. Para o desenvolvimento deste trabalho, foi feita extragao
do corante natural das sementes do urucum em meio alcalino utilizando diversas
varidveis como concentracdo e quantidade de NH.,OH (4M). Foi preparado também
solucdes de quitosana e solucdes de nanoparticulas de quitosana sintetizadas sob
tratamento térmico controlado, seguida de uma etapa de centrifugacao, visando
intensificar o seu potencial fluorescente, removendo particulas de tamanho maior. O
método de preparacdao dos biomateriais e extracdo do corante de anato foram
otimizados, e seus espectros de absorcdo e fluorescéncia, e coeficientes termo-épticos
(dn/dT) foram caracterizados utilizando técnicas espectroscépicas e interferémetro do
tipo Mach-Zehnder. Qutras técnicas complementares foram utilizadas para as
caracteriza¢Oes das nanoestruturas como difracdo de raio-X (XDR), microscopia de forca
atémica (AFM) e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),

visando futuras bioaplicacdes desses biomateriais na presenca do corante natural.

Palavras-chave: corante natural, biomateriais, nanoparticulas, espectroscopia,
caracterizacdo dptica.



PREPARATION AND OPTICAL CHARACTERIZATION
OF ANNATTO AND CHITOSAN NANOSTRUCTURES
FOR BIOAPPLICATIONS

ABSTRACT

Natural dyes are of fundamental importance to society because these dyes are
used in various food, cosmetic and biomedical applications. One of the most used
natural dye, annatto is consolidated as the largest producer in Brazil, it has red coloring,
extracted from the pericarp of its seeds, which contain substances capable of promoting
a reduction in the serum concentrations of cholesterol, triglycerides, antioxidant,
antimicrobial and hyperglycemic. Thus, the study and application of natural dyes are of
fundamental importance to society. For the development of this work, extraction of the
natural coloring of the annatto seeds was done in an alkaline medium using several
variables such as concentration and amount of NH,OH (4M). Chitosan solutions and
solutions of chitosan nanoparticles synthesized under controlled heat treatment were
also prepared, followed by a centrifugation step, to intensify their fluorescent potential,
removing larger particles. The method of preparing biomaterials and extracting the dye
from annatto was optimized, and their absorption and fluorescence spectra and thermo-
optical coefficients (dn/dT) were characterized using spectroscopic techniques and
Mach-Zehnder interferometers type. Other complementary techniques were used for
the characterization of nanostructures such as XDR (X-ray powder diffraction), AFM
(atomic force microscope), and FTIR (Fourier transformed infrared spectroscopy),

aiming at future bioapplications of these biomaterials in the presence of natural dye.

Keywords: natural dye, biomaterials, nanoparticles, spectroscopy, optical
characterization.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Quase 90% das percepgdes dos sentidos do ser humano acontecem através da
visdo. A luz sob diferentes comprimentos de onda, quando penetra nos olhos provoca
estimulos no cérebro e produz as distingdes de cor [1], isso faz com que ela seja um dos
principais atrativos aos produtos. A industria de corantes comegou usando fontes
naturais de plantas e insetos, e depois voltaram-se para processos de fabricagcdo de
sintéticos devido a diversas vantagens que eles possuiam. Porém, eles ndo sdo as
melhores op¢des, com o tempo foi descoberto que varios corantes sintéticos, embora
possuam baixo custo de producdo, maior estabilidade e poder tintorial, sua proibicao é
crescente, especialmente os corantes azoicos sdo téxicos e mutagénicos e estdo sendo

cada vez mais proibidos em todo o mundo [2].

O uso dos corantes naturais torna-se a principal alternativa para a substituicdo
saudavel dos corantes artificiais e entre eles, destaca-se o urucum, nome de origem na
linguagem Tupi-Guarani transliterado “uru-ku” e significa “vermelho”. Seu nome
cientifico, “Bixa orellana L”, foi dado em homenagem a Francisco de Orellana (1490-
1546), um membro da expedicdo de Francisco Pizarro e o primeiro explorador espanhol
gue navegou o rio Amazonas, consiste em uma das principais fontes de corantes
naturais empregadas pelas industrias de alimentos, correspondendo em torno de 90%
do total de consumo de corantes naturais no Brasil, e em torno de 70% dos corantes
naturais mundialmente empregados em alimentos [3]. A bixina é indexada no Colour
Index, um érgao internacional de nomenclatura de corantes, como Cl n°75120, mas a

denominagao mais conhecida é da Comunidade Europeia, como ECC n°E160b [4].

As extragdes do urucum sao usadas para colorir diversos alimentos [5]. Além
desta aplicabilidade na industria alimenticia, varios outros segmentos utilizam este
corante, como a industria téxtil, agropecudria, na medicina e cosméticos. O pigmento
do urucum é extraido do pericarpo das sementes e é constituido por varios
carotendides, no qual a bixina pode representar mais de 80%, dependendo do processo

de extracdo usado [6]. Na area de beneficios dos corantes naturais é possivel citar o



carotenoide extraido da semente do urucum que é uma substancia de grande interesse,
devido ao seu potencial como alimento funcional, tanto para a industria farmacéutica,

guanto para a alimenticia [7,8].

No urucum estdo presentes substancias de cor vermelha capazes de promover
uma reducdao das concentracdes séricas do colesterol, triglicerideos, agdes
antioxidantes, antivirais, antimicrobianas e hiperglicemiante [9], devido a essas
propriedades possui grande importancia em ser pesquisado, bem como, estar presente

na alimentacdo humana.

Por outro lado, a utilizacdo de polimeros naturais biodegraddveis é uma
alternativa adequada para a preparacao de plasticos amigdveis e sistemas nano
particulados biocompativeis [10]. Um candidato desse tipo de material é a quitosana,
um polimero atéxico, biodegradavel, biocompativel, bactericida e produzido por fontes
renovaveis, obtido a partir de carapacas de crustaceos que sdo abundantes e rejeitadas
pelaindustria pesqueira [11]. Além disso, a partir dela é possivel produzir nanoparticulas
de carbono fluorescente, que apresentam caracteristicas importantes como foto
estabilidade, baixa citotoxicidade, elevada fluorescéncia, biocompatibilidade e
estabilidade quimica, seus filmes transparentes apresentam baixa resposta mecanica e
alta sensibilidade a umidade [10]. Sua maior aplicacdo é na area biomédica, assim como
em suturas cirurgicas, implantes dentarios, reconstituicdo dssea, liberacao controlada
de drogas em animais e humanos, lentes de contato e encapsulamento de materiais

[11].

Além disso, a aplicacdao conjunta com nanoparticulas de carbono fluorescente
(CNPs), possui extrema importancia e estao sendo cada vez mais pesquisadas em
aplicagdes bioldgicas, como biossensoriamento e liberagdao de drogas [12]. Obtidas a
partir da quitosana, com baixa citotoxicidade e excelente biocompatibilidade, suas
propriedades épticas também sdao um fator atrativo, possuindo elevada fluorescéncia
no azul quando excitado em 365 nm [12]. Assim, as CNPs sdo uma alternativa para
nanomateriais fluorescentes, ecoldgicos e ainda, biocompativeis, com possiveis

atividades antimicrobianas.



O objetivo do trabalho foi otimizar o processo de extragao do anato em solugdo
aquosa e alcalina, e desenvolver uma metodologia de baixo custo para a sintese de
nanoparticulas de quitosana. Foram realizadas as caracterizacdes espectroscopicas de
absorbancia e fluorescéncia dos biomateriais investigados, e a determinag¢dao do
coeficiente termo-dptico (dn/dT). Esses resultados sdo importantes, para os trabalhos
de caracterizagbes de eficiéncia quantica da fluorescéncia dessas solugdes em
andamento no grupo de pesquisa, usando as técnicas de Lente Térmica e/ou Difracdo
Conica (DC) baseado no efeito de auto modulacdo de fase espacial (AMFE) [13-15]
proposta pelo grupo de pesquisa em 2009 [16], bem como bioaplicacdes futuras desses

materiais.
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CAPITULO 2

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sera abordado uma breve revisdo bibliografica sobre o corante
natural de urucum, o polimero de quitosana e sobre métodos de baixo custo para
obtencdo de nanoparticulas de quitosana. O documento foi estruturado em uma
sequéncia abordando inicialmente o urucum, seus principais corantes, bixina e
norbixina. Em seguida, a quitosana e por ultimo, nanoparticulas de quitosana.
Posteriormente, o procedimento experimental de extracdo de anato, preparacdo da
quitosana e sintese de nanoparticulas de quitosana, bem como as técnicas dpticas e

espectroscdpicas usadas em suas caracterizagoes.
2.1 - Urucum

Um dos primeiros relatos sobre o uso do urucum é registrado numa carta de Pero
Vaz de Caminha ao rei de Portugal Dom Manuel informando a descoberta do Brasil. Diz

em um trecho da carta:

“E, segundo diziam esses que |a foram, folgavam com eles. Neste dia
0s vimos mais de perto e mais a nossa vontade, por andarmos quase
todos misturados. Ali, alguns andavam quartejados daquelas tinturas
guartejados; outros de metades; outros de tanta feicdo, como em
pano de armar, e todos com os beigos furados, e muitos com os 0ssos
neles, e outros sem 0ssos.

Alguns traziam uns ouricos verdes, de arvores, que, na cor, queriam
parecer de castanheiras, embora mais pequenos. E eram cheios duns
graos vermelhos pequenos, que, esmagando entre os dedos, faziam
tintura muito vermelha, de que eles andavam tintos. E quanto mais se
molhavam, tanto mais vermelhos ficavam.” (CAMINHA, Pero Vaz de.
[Correspondéncia]. Destinatario: Rei Dom Manuel, Porto
Seguro. Bahia, 1 de maio de 1500. 1 carta. Disponivel em
http://portal.iphan.gov.br/uploads/ckfinder/arquivos/Carta%?2
0de%20Pero%20Vaz%20de%20Caminha%201500.pdf. Acesso
em: 09 dez 2020)

Esse relato descreve a cachopa (“...traziam uns ouricos verdes, que na cor
gueriam parecer de castanheiras, embora mais pequenos.”) e as sementes do urucum
também sdo descritas (“... cheios duns graos vermelhos pequenos, que, esmagando-os

entre os dedos, faziam tintura muito vermelha...”). Desde entdo, é um produto que
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desperta interesse tanto por aspectos provenientes da sua cor, quanto por sua

capacidade nutricional.

Na Figura 1 é apresentada a foto das cachopas de urucum no formato ourigado,
que em sua maturidade, no interior das capsulas contém pequenas sementes dispostas

em série, envolvidas por arilo vermelho [17].

Figura 1 — Cachopas de urucum, algumas abertas expondo as sementes e outras
fechadas.

Fonte: Propria

A semente de urucum apresenta em sua superficie um arilo (pericarpo) que
possui varias substancias além do pigmento vermelho caracteristico. Este arilo
representa cerca de 5 a 10 % do peso da semente, dos quais 30 %, aproximadamente,
sdo carotenoides [17]. Com o passar dos anos, as sementes do urucum foram tornando-
se cada vez mais importantes e com maior interesse comercial, favorecendo o
melhoramento genético e aumento na qualidade do produto, objetivando uma

guantidade maior de carotenoides.

A Tabela 1, representa as classes de urucum relacionado a qualidade, nesse
aspecto quanto maior quantidade de carotenoides, em destaque a bixina, menor
umidade, menor quantidade de impurezas e auséncia de materiais estranhos, de melhor

gualidade as sementes se apresentam, possibilita maior da extracdo do corante.
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Tabela 1 — Classificagdao comercial das sementes de urucum.

Fatores de qualidade Classe
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Umidade <10% 10% a 14% >14%
Bixina >2,5% 2% a 2,5% 5%
Impurezas <5% <5% >5%
Materiais estranhos Auséncia Auséncia Presenca

Fonte: FRANCO et al. (2002). [18]

2.2 - Principais carotenoides

A bixina (férmula quimica CsH3004) é o corante presente em maior quantidade
no urucum, quando utiliza-se extragdo quimica por uso de solventes, é o responsdvel
pelas tonalidades que vdao do amarelo ao vermelho [19]. Foi isolada pela primeira vez
por Boussingault em 1825 e apresenta-se convencionalmente de duas formas, a bixina,
lipossoluvel, e a norbixina, cuja forma de sal hidrolisado é hidrossoluvel [20]. A bixina
apresenta algumas particularidades entre os carotenoides, encontrada naturalmente na
forma cis e possui em dois grupos carboxilicos, sendo um deles éster metilico, como
pode ser observado na Figura 2, grupo do éster metilico lhe confere lipossolubilidade,
motivo pelo qual o corante era muito utilizado com gorduras animais e utilizada como

pigmentos em alimentos como margarinas, cremes vegetais, queijos e sorvetes. [21]

Figura 2 — Estrutura quimica da bixina

CH, CH,
e HJ‘* T ,JL“;? T
HOOC ™ ™ o e "-\.‘]- e i
CHy

Fonte: STRINGHETA; SILVA (2008). [22]

Existem trés processos principais para extracdo do pigmento do urucum, sao eles

a extracdo por imersdo em solucdo alcalina, e em seguida a extracdo por imersdao em
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Oleo vegetal e em solventes organicos [23]. J& o corante de urucum comumente
comercializado com a finalidade de ser utilizado na culinaria, o colorifico, é obtido a
partir da mistura do pigmento ou da semente triturada do urucum com farinha de milho

e 6leo vegetal, principalmente.

A norbixina é um sal corante, que é extraido do urucum em meio alcalino, com
maior instabilidade, possui muita importancia para uso em aplicacdes alimentares
aquosas, onde outros corantes possuem dificuldade em solubilizar devido serem
hidrofébicos, numerosos fatores afetam a perda de cor durante o armazenamento
devido a sua instabilidade, entre eles os principais sao luz, temperatura pH e a niveis de
oxigénio. [24].

Figura 3 — Estrutura da Bixina e Norbixina, se R=H; Norbixina, se R=CHj3, Bixina.
Estrutura (a) corresponde a forma cis e (b) a forma trans.

) l ,J - . COOR
HOOC """ “ﬂv”i\}/‘i‘;uﬁ%" e

b
HOOC fﬁ«’lﬁ.W%-*’“ S

]

A

=
COOR

Fonte: DIAS. V.M. et al. (2011). [8]

A norbixina possui estrutura quimica préxima da bixina, apenas um radical os

diferencia, sendo hidrogénio na norbixina e radical metil, na bixina, conforme Figura 3.
2.3 — Quitosana

A quitosana consiste em um polissacarideo amino, que resultante de um
processo de desacetilacdo da quitina, sendo muito abundante na natureza, constitui a
maior fracdo dos exoesqueletos de insetos e crustaceos, e é o segundo composto
organico mais abundante da natureza [25], ficando atras apenas da celulose. Enquanto
a quitina é inerte e insoluvel, a quitosana é reativa e soluvel em acidos fracos, podendo
ser caracterizada como um polieletrélito catidnico, sendo geralmente purificada na
forma neutra. Em diversos trabalhos ela é utilizada diluida em acido acético. Devido a
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suas propriedades fisicas e quimicas, pode ser utilizada com a finalidade de producdo de
filmes com baixa toxicidade e boas propriedades mecanicas, podendo inclusive serem

OuU N30 porosas.

Figura 4: Férmula quimica da celulose

CH.OH
(8]
. HO o—t
HO . 3
OH CH,OH
| —'n
Fonte: ASSIS, O. B. G.; SILVA, V. L. (2003). [26]
Figura 5: Fdrmula quimica da quitosana
HOH,C NH,
0 :
5 HO o—1
HO
) O
NH, HOH,C
— - —n

Fonte: ASSIS, O. B. G.; SILVA, V. L. (2003). [26]

A celulose (Figura 4) trata-se do composto em maior abundancia na natureza,
enguanto a quitosana (Figura 5) é o segundo composto de maior presenca na natureza.
A quitosana diferentemente da celulose apresenta grupos amino caracterizados por
ligacGes covalentes (N-H) conferindo ao polimero, alto grau de afinidade e retencao de

agua.[27]
2.4 — Nanoparticulas de quitosana

Existem diferentes modos de obter as nanoparticulas de carbono fluorescente,
dentre as mais comuns estdo, criacdo baseada em defeito de ponto em particula de
diamante com posterior recozimento, ablacdo a laser de grafite seguida por oxidagao e

funcionalizacdo, decomposicdo térmica de compostos orgéanicos, eletro oxidacdo de
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grafite e oxidagao de fuligem de vela com acido nitrico [28]. Neste trabalho, a sintese de
nanoparticulas de quitosana fluorescentes foi realizada via decomposi¢ao térmica da
guitosana, um procedimento com menor custo de producdo e com a utilizacdo de um

composto natural.
2.5- Procedimento Experimental
2.5.1- Extracdo do corante de urucum

Inicialmente foi realizado um estudo preliminar com sementes de urucum
provenientes de diversos estados brasileiros e a que apresentava maior potencial de
absorcdo numa solucdo de mesma concentracao foi definida como padrdo para o

restante do trabalho, sendo ela proveniente do estado de S3ao Paulo.

O uso de atrito mecanico das sementes em moinhos de bolas para extra¢do da
bixina e emprego de leito de jorro na obtencdo do corante é uma importante alternativa
para a extracdo do corante [29]. Porém neste trabalho, foi realizada a extragao
primeiramente usando um atrito mecanico na forma de maceracdo das sementes,
conforme a Figura 6, seguidas em imersdo de solucdo alcalina e a eficiéncia avaliada

utilizando métodos espectroscopicos.

Figura 6: Processo de macerag¢ao das sementes

Fonte: Propria

O procedimento basico para preparo das solugdes de urucum é descrito no

fluxograma da Figura 7.
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Figura 7: Fluxograma basico de extragdo do corante de urucum.

Solubilizacao do

Maceragao das Preparo de g
sementes de solucao alcalina po de ulrucium
urucum com NH4OH na soiicao
alcalina
Agitacao por 1 Filtragem em : ~
hora filtro de papel CEmifiUEE e

Algumas variantes do processo de extra¢dao do corante natural foram realizadas
modificando a quantidade de NH4OH, quantidade de pd de urucum e temperatura de

extragao.
2.5.2- Solugao de quitosana

A solucdo de quitosana para as andlises 6pticas foi obtida diluindo o p6 de
quitosana (marca Polymar, sem peso molecular definido) em soluges de acido acético
(2%), na concentracdo de 0,01 g/mL, mantida sob agita¢do por 6 horas. A caracterizagdo
foi realizada tanto na solugdo pura e quanto na solu¢do com corante de urucum, neste

caso, ocorreu agitacdo a temperatura ambiente e amostra possuindo pH entre 4,6 e 5.

As solugdes de corante produzidas com a finalidade de aplicagdao na matriz de
quitosana, possuiam uma concentragdo mais elevada (10,5 mg/mL do pé macerado), a
solucdo possuia 0,5 mL de NH40OH a 4 molar(M) e 9,5 mL de dgua destilada aquecida a
98 °C, seguida de agitacdo com duracdo de 1 hora para cada amostra. Apds este
processo, foram realizadas as filtragens das amostras utilizando filtro de papel e

centrifuga com durac¢do de 20 minutos. Finalizada a preparacdo das amostras, foram
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realizadas as analises espectroscdpicas das solucbes de anato na matriz de quitosana
em cubeta 6ptica de 2 mm, formando solugdes de 10 mL com quantidades variadas de
quitosana e anato, conforme a Tabela 2. Em seguida foram realizadas analises de

fluorescéncia e absorbancia destas solugdes.

Tabela 2 — Composi¢des das amostras de urucum inseridas na matriz de quitosana

Quantidade de quitosana (mL) 99/98/97/95(90|8,5]|8,0

Quantidade de solugdo concentrada de urucum(mt) | 0,1 /0,2 /0,3 /0,5 1 [15]2,0

Para verificar a influéncia do urucum no coeficiente térmico do indice de refragao
dn/dT, foi realizada uma anadlise em comparacdo com a agua, utilizando um

interferémetro duplo.

2.5.3—- Sintese de nanoparticulas de quitosana.

Para a sintese das nanoparticulas de carbono fluorescente, a solucdo de
quitosana foi realizada de forma mais concentrada, utilizou se 2 g de quitosana em
solucdes de 18 mL a 2% de acido acético, seguido de tratamento térmico em 180 °C por
12 horas na primeira amostra, depois submetendo a solu¢do a acao de centrifuga a alta
velocidade (7200 RPM) por aproximadamente 15 minutos afim de remover o depdsito
gue possui menor fluorescéncia [12], restando assim, nanoparticulas com maior
fluorescéncia na solugdo. Apds a obtencdo do material, em diversas situacfes distintas,
tempo de tratamento térmico foi testado a variacdo da temperatura, neste caso,
mantendo o tempo de tratamento térmico de 10 horas e ocorreram caracterizagoes,
utilizando técnicas dpticas, como absorbéancia, fluorescéncia, interferometria, dentre
outras técnicas. Para as medidas de absorcao e fluorescéncia foram utilizadas solucdes
diluidas, com 0,2 g/mL tanto de CNPs como de quitosana, numa solucdo de 1% acido
acético, nas medidas de AFM, uma solucdo ainda mais diluida foi utilizada 0,04 g/mL e

1% em acido acético.
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2.6 - Principais técnicas espectroscopicas e dpticas utilizadas

2.6.1 — Interferometria

Para a medicdo do coeficiente termo-dptico (dn/dT) foi utilizado o
interferémetro do tipo Mach-Zehnder [30], em que permite determinar simultanea os
coeficientes de expansdo térmica linear (a) e dn/dT com superficies planas e paralelas.

O esquema do interferometro utilizado neste trabalho é apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Esquema do interferdmetro duplo de brago unico: Df1 e Df2 sao
divisores de feixes, DFP é o detector Fabry-Pérot, DMZ é o detector Mark-Zehnder.

DRLE

Fonte: Adaptado de DOMENEGUETI. J.F.M. et al. (2017). [30]

A luz proveniente do laser de diodo (532 nm) é refletida pela primeira e segunda
face do divisor de feixe (Df1), que é um vidro de janela plano paralelo, gerando dois
novos feixes. O feixe 1 passa pela amostra situada em cima da placa termoelétrica
Peltier, e o feixe 2 segue o percurso sem interagir com a amostra. Os feixes 1 e 2 se
encontram na primeira face do segundo divisor de feixe (Df2) e apds o feixe 1 ser
refletido pela segunda face do Df2, eles se encontram e seguem até o detector DMZ,
gue faz a leitura da interferéncia gerada pela juncdo dos feixes 1 e 2. Devido a presenca
da amostra no caminho éptico do feixe 1, isso faz com que exista uma diferenca de fase

entre o feixe 1 e 2, dada por [30]
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2
oM = (n - 1)L, (1)

1
Em que n e | sdo o indice de refracdo e espessura da amostra, respectivamente, com A
sendo o comprimento de onda do laser utilizado. Essa parte do experimento é conhecida
como interferémetro de Mark-Zehnder (IMZ). O interferometro de Fabry-Pérot (IFP) é a
interferéncia que ocorre entre a reflexdo da primeira e segunda face da amostra,

quando o feixe 1 passa pela amostra. Essas duas reflexdes se interferem gerando uma

interferéncia com diferenca de fase de [30]

4
HFP = THnl, (2)

a qual é lida pelo detector DFP. Como o objetivo é avaliar as interferéncias entre os
feixes em funcdo da temperatura, a amostra é colocada no interior da cubeta situada

em cima da placa termoelétrica Peltier.
As variagOes na temperatura afetam no indice de refragado (n) e espessura (/) da
amostra, de modo que as equacodes [30]

dn
n=mny+ ﬁAT (3)

l=1,(1+adT) (4)

sao validas. Nessas equacgdes n, e I, sdo constantes definidas a temperatura ambiente, e
o dn/dT e o0 a, sdo o coeficiente térmico do indice de refracdo e coeficiente de expansdo
térmica, respectivamente. Substituindo as equacdes (3) e (4) nas equacdes (1) e (2), se
obtém o espacamento entre um maximo e minimo consecutivo gerado por cada

detector de acordo com as equacgdes [30]:

O e = Am (5)
ar * " T qarertm

para o interferometro Fabry-Perot e

dn

A
aTr +(n—1)a=——=4M (6)

21, ATMZ
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para o interferometro de Mach-Zehnder, onde AT™P e AT 550 o espago entre um
maximo e um minimo consecutivo de cada interferometro. O Am e o AM sao a diferenca
entre os maximos e minimos consecutivos. Sabendo esses valores é possivel, a partir das

equacdes (5) e (6), encontrar o dn/dT e o a do material, que sdo dados por [30],

dn A(An n—1)’ 7)

dT ~ 21, \ATMZ ~ 2ATFP
A ( 1 1 ) 8)
* =21, \2aTFP T aTMZ)

Ao fazer medidas a base de agua, somente o detector DMZ ird ler variacdo da
intensidade do feixe com a mudanca da temperatura da amostra. Isso porque como a
amostra liquida se encontra dentro de uma cubeta, a variacdo com a temperatura do
dn/dT do liquido é cerca de 100 vezes maior que o a da cubeta. Assim a equacdo (6) é

simplificada e fica sem o segundo termo do lado esquerdo, resultando em [31]

dn A

ar ~ 2127z M- )

A medida obtida do detector DMZ da intensidade do sinal em fungao da
temperatura da amostra esta representada na Figura 9.

Figura 9 — Medida da leitura do detector DMZ da intensidade do feixe em fung¢ao da
temperatura para adgua destilada. As linhas sdo apenas para guiar os olhos.
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A partir da Figura 9, obtém-se os maximos e minimos da intensidade de cada
padrdao de interferéncia, nesse caso somente do IMZ, e a partir disso encontra-se a
temperatura dos maximos e minimos para cada indice correspondente a temperatura
dada. Utilizando a equagdao (9) e os resultados obtidos para ATw, que indica a
temperatura entre um maximo e minimo consecutivos, ou seja, AM = 1, e é possivel
encontrar o dn/dT da 4gua e do corante de urucum extraido em agua e hidréxido de

amonio.
2.6.2 - Absorbancia

A absorbancia (Abs) de um material é uma grandeza que informa qual a
capacidade do composto em absorver luz ao longo de uma faixa de comprimentos de
onda eletromagnética. A absorbancia de um material é definida matematicamente

como:

Abs =logio (Io/I) (10)

sendo lp e | as intensidades de luz incidente e transmitida, respectivamente. As medidas
de espectro de absorbancia realizadas foram realizadas utilizando um
espectrofotémetro comercial (Shimadzu UV-3600 UV-Vis-NIR) com caminho dptico de 1

cm (ou 2 mm).
2.6.3 — Fluorescéncia

Em temperatura ambiente, as moléculas estdo, em sua maioria, no nivel
vibracional e rotacional fundamental, quando irradiadas com fétons de frequéncias
apropriadas, podem absorver energia e passar do estado fundamental para um estado
excitado e devido as colisdes com outras moléculas, elas retornam ao estado eletronico
fundamental, emitindo fétons [32], analisando a intensidade e o espectro dessa
emissdo, é possivel obter a fluorescéncia, que é uma propriedade intrinseca da

substancia.

Para medir o espectro de fluorescéncia utilizou—se um espectrofotometro
(Varian Cary Eclipse) em temperatura ambiente, com caminho éptico de 1 cm em uma

cubeta de quartzo com quatro faces polidas.
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2.6.4 — Difragdo de raios X (XDR)

A técnica de difracdo de raios-X possui fundamento em fenémenos de difracao
e interferéncia de ondas eletromagnéticas. A difracdo ocorre com ondas quando elas
encontram um obstdculo ou abertura de dimensdes na ordem de grandeza do seu
comprimento de onda. A interferéncia entre duas ondas difratadas pode ser construtiva

ou destrutiva a depender da diferenca de comprimentos de onda entre elas. [33]

XDR é uma técnica indicada na determinacdo de fases cristalinas em materiais
ceramicos. Ao incidir um feixe de raios X em um cristal, ele interage com os atomos
presentes, originando o fenémeno de difracdo. A analise do material é realizada quando
um feixe de radiacdo difrata na estrutura desconhecida do material investigado, e a
medida dos angulos da difracdo dos raios possibilita a determinacdo da distancia dos

atomos no cristal, fornecendo a estrutura cristalina.

A difracdo de raios X ocorre segundo a Lei de Bragg (Equagdo 11), a qual
estabelece a relacdo entre o angulo de difracdo e a distancia entre os planos que a
originaram.

nA=2dsenB (11)

Sendo n o numero inteiro, A o comprimento de onda dos raios X incidentes, d a
distancia interplanar, e 8 o angulo de difracdo. Esta técnica pode ser utilizada para
estudar a estrutura de muitos materiais. Neste trabalho, foi utilizado o equipamento

Shimadzu modelo XDR6000, para a medida de difracdao de raios X.

2.6.5 — Microscopia de forga atomica (AFM)

A microscopia de forca atOmica permite gerar imagens da superficie com
resolucao atdémica, permitindo o estudo do topo da amostra em escala nanométrica,
ndo necessitando de estudo prévio da amostra, sendo uma importante ferramenta para
a engenharia dos materiais. Neste trabalho foi utilizado o microscopio SPM-9600

Shimadzu Scanning Probe Microscope.

23



2.6.6 - Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

E uma analise que fornece evidéncias da presenca de grupos funcionais em uma
substancia, é uma ferramenta importante na investigacdo da composicdo de um
determinado material, esta técnica espectroscépica baseia-se no fato de que quando
um feixe de radiagao passa de um meio mais denso (cristal de ATR) para um meio menos
denso (amostra), ocorre reflexdo, e esta é medida. FTIR é uma técnica importante para
caracterizacdo de filmes, solugcdo ou pd e neste trabalho foi utilizado o equipamento

PerkinElmer Frontier para a realizagao das medidas.

24



CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas Figuras 10 e 11 s3o apresentados os espectros de absorbancia e
fluorescéncia, respectivamente das solucbes de anato extraidas em diferentes
concentracdes de NH4OH (4M). E possivel observar que para baixas concentragdes de
NH.OH, a partir de 0,5 mL de NH.OH em 10 mL de solugao, as bandas caracteristicas do
corante natural (norbixina) sdo observadas nas posicées 425, 449 e 477 nm, em acordo
com a referéncia [5]. As intensidades dos espectros de fluorescéncias sdao dependentes
das concentracdes de NH4sOH. A maior coloracdo do corante natural, na extracdo na
presenca de hidroxido de amoénio, influenciou os resultados das intensidades de
fluorescéncia (Figura 11). Desta forma, a maior quantidade de NH,OH, fez com que
resultasse na reducdo da intensidade de fluorescéncia da amostra, quando excitada em
381 nm, devido a uma maior absorcao do corante.

Figura 10 — Absorbancia do corante extraido do urucum variando quantidade
de hidréxido de amdnio.
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Fonte: Propria
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Figura 11 — Fluorescéncia (em u.a.) do corante extraido do urucum variando
quantidade de hidréxido de amoénio
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Na Figura 12 sdo apresentados os espectros de absorbancias para diferentes
concentragdes de extraces de anato (0.04- 2.1 mg/mL). As medidas de absorbancia das
amostras em fungdo da concentracdo apresentaram linearidade, e quanto menor a
concentracdo, menos evidente o primeiro pico de absorcdo em relacdo aos demais. Com
essa medida foi possivel obter o comprimento de absor¢do dos trés picos do corante
extraido (Pico 1, 2 e 3). A Figura 12 apresenta o espectro de absor¢do no UV-vis para o
urucum extraido em uma solucdo de dgua e hidroxido de aménio (4M). Os maximos de
absorcdo estdo localizados em (425 + 1) nm, (449 + 1) nm e (477 + 1) nm nas diversas

concentragoes.

Figura 12 — Absorbancia para amostras variando a concentracdo de urucum
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Fonte: Propria
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Os espectros de absorbancia em funcdo da concentracdo de urucum

apresentaram em cada pico maximo de absorc¢do boa linearidade (R? = 0.99357-

0.99116), ndo havendo saturagdo, conforme mostrado nas Figuras 13 (a-c).

Figura 13(a) — Linearidade da absorbancia no primeiro pico de absorgao (425 nm)
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Figura 13(b) — Linearidade da absorbancia no segundo pico de absorc¢ao (449 nm)
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Figura 13(c) — Linearidade da absorbancia no terceiro primeiro pico de absorgao
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Na Figura 14 s3o apresentadas as medidas de interferometria para a

determinagdo do coeficiente térmico do indice de refracdo (dn/dT) em funcdo da

temperatura. E possivel observar que a presenca do urucum n3o apresenta

modificagBes significativas nos valores de dn/dT em fun¢do da temperatura, e os valores

sao proximos dos valores obtidos para a dgua pura, em acordo com o obtido na literatura

[30].

Figura 14 — Medidas de dn/dT variando a concentracdo de urucum.
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O corante de urucum apresenta uma banda larga de absor¢do muito intensa,
com trés picos bem definidos, nos comprimentos de onda de 425 nm, 449 nm e 477 nm.
Ao observar a Figura 15, nota-se que a quitosana apresenta uma baixa absorcdo na
mesma regido que o urucum. Como o interesse foi analisar o efeito da adi¢do do urucum
na matriz de quitosana, é possivel verificar na Figura 15, que a banda de absor¢do da
quitosana molda a banda do urucum. Mesmo isso ocorrendo, ainda é possivel observar
a presenca dos picos caracteristicos de absor¢do do urucum em 425 nm, 449 nm e 479
nm, porém, com menor nitidez. Os espectros de fluorescéncias sao apresentados na
Figura 16, e o aumento da concentracdo de urucum, diminui a intensidade de

fluorescéncia da quitosana.

Figura 15- Absorbancia das solugdes de quitosana e com corante de urucum (L=1 cm).
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Fonte: Propria

Na Figura 17 sdo apresentados os resultados de dn/dT para as solugdes de
guitosana com e sem anato, vemos que o anato influencia pouco nos resultados de
dn/dT da quitosana em fun¢do da temperatura, ndo oferecendo modifica¢des
significativas, embora apresente modificacdes nos resultados comparado com a agua

pura.
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Figura 16- Fluorescéncia das amostras de quitosana e com corante de urucum.
(L=1cm).
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Figura 17- Medidas de dn/dT da quitosana e corante inserido na matriz de quitosana.
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Como segunda etapa deste trabalho, na Figura 18 é apresentado o suporte para
cadinho projetado e usinado, com o objetivo de realizar o aquecimento controlado de
sintese das amostras de nanoparticulas de quitosanas fluorescentes. O p6 obtido (Figura
19) foi caracterizado para evidenciar eventual aumento da fluorescéncia das particulas

de quitosana obtidas, e outras caracterizacdes dpticas necessarias.

Figura 18-Suporte para cadinho projetado e usinado para a preparagao de
nanoparticulas de quitosana

Fonte: Propria
Figura 19- P6 de quitosana antes do tratamento térmico a esquerda e pd de quitosana

obtido como resultado preliminar a direita

Fonte: Propria
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O p6 obtido apds o tratamento foi diluido em diferentes concentragoes e foi
realizada uma medida de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

(Figura 20), a mesma medida foi realizada posteriormente também no pd das amostras

(Figura 21).

Figura 20 - Medida de espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier para amostras de nanoparticulas de carbono com diferentes concentragées em
meio liquido
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Fonte: Propria

De acordo com a Figura 20, as nanoparticulas de quitosana exibem bandas de
absorcao caracteristicas de alongamentos O-H de grupos amina em 3448 cm-, vibragdes
de curvatura N-H em 1662 cm- e vibracGes de curvatura C-H do anel de piranose em
1130-1064 cm-. E entre 1091 cm- e 1035 cm- trata—se de um estiramento ligado do
grupo funcional hidroxila (C-OH) [10]. Ainda na medida de espectroscopia de
infravermelho, a concentragao da solucao e quantidade de NH.OH através da variagao
da proporcao de acido acético ndo influenciaram de forma relevante os resultados,

apresentando as mesmas bandas nas diferentes amostras.

Na Figura 21 sdo apresentados os espectros de FTIR das amostras em pdé de
guitosana. A banda de absorcdo caracteristica de alongamentos O-H do grupo amina é

observado em 3325 cm-+, a absorc¢do caracteristica do alongamento C-H vibracGes no
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intervalo de 2926 a 2850 cm-, as vibragdes de curvatura N-H em 1652 e 1588 cm-, e por
ultimo o estiramento ligado do grupo funcional hidroxila (C-OH). Por outro lado, nas
particulas apds o tratamento térmico, ocorre uma diminuicdo na adsor¢ao das vibracoes

de alongamento O-H, C-H e N-H. [10]

Figura 21 - Medida de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
para amostras de quitosana e nanoparticulas de carbono em pé.
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Fonte: Propria

Nas medidas de absorbancia (Figura 22) e fluorescéncia (Figuras 23), foram
utilizadas amostras com 0,2 g/mL de concentracdo a 1% de acido acético, nessas
medidas foi possivel notar que o tratamento térmico eleva os valores tanto da
fluorescéncia quanto absorbancia, onde temos o pico de absor¢ao nas amostras de
nanoparticulas, proximo aos 280 nm. O espectro de fluorescéncia apresentou aumento
da intensidade de fluorescéncia para as amostras submetidas ao tratamento térmico.
Desta forma, acredita-se que o procedimento térmico foi bastante eficiente para

elevacdo da fluorescéncia na regido do azul.
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Figura 22- Medida de espectroscopia de absorbancia das amostras de quitosana com e
sem tratamento térmico, com peso molecular definido e com peso molecular nao

uniforme
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Figura 23- Medida de espectroscopia de fluorescéncia na quitosana com e sem
tratamento térmico (360 nm).
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Outra técnica utilizada foi o XDR (Figura 24), essa medida foi realizada na
amostra solida (pd). Concluiu-se que tanto a quitosana antes do tratamento térmico,
guanto apds, apresentam caracteristicas amorfas e nao cristalinas. Na realizacdo das

medidas de XDR, foram utilizados alvo de cobre, tensdo de 40 kV e corrente de 30 mA.

Figura 24- Medida de difragdao de raios X nas amostras de quitosana com e sem
tratamento térmico, com peso molecular definido e com peso molecular nao
uniforme.
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400 —— CNPs Quitosana sem peso molecular definido
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300 |-
3 I
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0 i

20 80
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Fonte: Propria

Medidas de AFM também foram importantes para a verificacdo da topografia da
amostra. Na Figura 25 é apresentada a topografia da quitosana sem peso molecular
definido em 3D, e na Figura 26 para a amostra de quitosana com peso molecular
definido. A amostra de quitosana com peso molecular ndo uniforme, quando
comparada com a medida de quitosana de baixo peso molecular como esperado,
apresenta aglomerados e/ou particulas maiores, devido a ndo uniformidade das
particulas. A solugdo com nanoparticulas de quitosana de peso molecular ndo definido
apresentou um filme aparentemente mais fino, com aglomerados mais espacados que

na solucdo de nanoparticulas de quitosana com peso molecular baixo.
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Figura 25 - Medida de AFM com quitosana sem peso molecular definido em 3D.

23 nn

0 nm

Fonte: Propria

Figura 26 - Medida de AFM em quitosana de baixo peso molecular em 3D.

10,4 nm

0.0 nm

Fonte: Propria
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CAPITULO 4

CONCLUSOES

A matriz de quitosana apresenta elevada fluorescéncia e baixa absorbancia, ao
contrdrio do corante de urucum, que apresenta elevada absorbadncia e baixa
fluorescéncia, com a insercao do corante na matriz de quitosana, ocorre aumento da
absorbancia, porém os picos caracteristicos do corante do urucum se tornam menos

evidentes, devido ao empacotamento.

A presenca do corante de urucum ndo causou mudancas significativas em
relacdo a da agua no coeficiente térmico do indice de refragdo dn/dT, estando dentro

da margem de erro.

O p6 de quitosana apods tratamento apresentou coloragdo marrom escura, na
absorbancia foi possivel notar um aumento na absorgdo, na regidao dos 280 nm, nas
medidas de fluorescéncia, a amostra apds o tratamento térmico também apresentou

aumento da intensidade do sinal.

As nanoparticulas de quitosana exibiram bandas de absorcdo caracteristicas de
alongamentos O-H, vibracGes de grupos amina, vibragcbes de curvatura N-H e vibracbes
de curvatura C—H do anel de piranose e estiramento ligado ao grupo funcional hidroxila

C-OH.

Na medida de XRD tanto a quitosana antes do tratamento térmico, quanto apds,
apresenta caracteristica amorfa e ndo cristalina. Por outro lado, a topografia das
quitosanas antes do tratamento térmico apresentou uma maior quantidade de
aglomerados e/ou particulas maiores, ja nas amostras apds o tratamento térmico,
apresentou um filme mais fino com particulas e aglomerados menores e mais

espacados.

Desta forma, o meu trabalho de conclusdo contribuiu para minha formacao
académica, aumentando meu conhecimento; além de auxiliar no dominio de técnicas

para a preparacdo de solugcdes e caracterizacdes Opticas de nanomateriais
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bioestruturados e biomateriais de maneira geral. Por outro lado, o estudo desses
biomateriais representa grande importancia para o futuro da sociedade, desde redugao
da utilizacdo do petrdleo em plastico de embalagens, quanto da utilizacdo na
biomedicina, no processo de encapsulamento de drogas, com este trabalho pude
contribuir muito em relacdo a otimizacdo da extracdo de corantes naturais e producao
de nanoparticulas de quitosana e suas caracterizagdes utilizando técnicas de baixo custo

de sintese.
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Apéndice A

Abstract de algumas conferéncias de resultados parciais do
trabalho

Spectroscopic and thermo-optical characterization of natural dye extracted from seeds of
the tropical shrub Bixa Orellana L . Colorimetric probe application in adulterated food

V. Filla ", T. T. & Santos®, L B Lowrenpes, 5. B De Limas, D, M. Messiss:, &, A Andrade?

‘Instituie of Physics, Unkversidade Federal de Ubergndla —UFL, Av. JoSo Nawes de Awla 2121, CEP 38.400-
S02, Ubsridnais, MG, Brazil

= emall: wwianepillafufu br

Abstract

Annatta dye B & natwral colorant widely wvsed in several applications such as pharmaceuticals, cosmetcs, and
food purposes ™. The fruit of the tropical tree Bixa Orellang L. provides the red resin siuated in the pericarp
of annatto seeds *. Colorful solutions in the yellow-orange-red range are obtained of the annatio dehydrated
seed, and several carolenoceds gs bban and norbixin are detected in the dye that is dependent on the
exiraction method used "*. The seeds of the annatio tree are widely used &3 a souwrce of caroienods in the
extraction of the nanwal dye ™% In this work, spectroscopic and themmo-optical characterizations of annatto
aquecus solutions extracted from the seeds of the ropical shneb Bike Oreffans L. are presented in the
funciion of the potential of hydrogen (pH) values. The extraction process was performed using alkaline
aquecus solution heating (&t 88 “C) and without heating. The absorbance and fluorescence specira were
performed using different annatio concentration and pH. Fluorescence spectra are pH-dependent, and
fluorescence peak shifts for longer waselengths when pH changes from basic for alkaline. Thermal Lens (TL)
transient measwements ** were performed in the mode-mismeiched desl-beam (exciation and probe)
configuration for thermo-opbical charactenzations. Thermal diffesivity (D) and the absolute nonrediative
guantum efficiency () were measwements by TL, and fluorescence guantum yield () parameters were
determined for annatio dye exiracted in aqueous solutions in the function of the pH. A single-amm douwble
interferometer " was used for refractive index temperaiure coefficdent (dna'T) determination. n wvalues
obtained for dye extracted in agueous solutions {without and with heated) were determined and companed
with waluses of others natural dyes ™. Also. the fluorescence spectra of the natwal dye were used for
application in adulterated milk with different pH walees a3 colorimetric and flucrometric biosensor probe
passibility.
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Natural Dye; Spectroscopy; Thermal Lens; Fluorescence Quantum Yield; Milk
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ROOM B - ORAL COMMUMIC ATIONS

OB.26

Optical Characterization of Biomaterials Based on Chitosan and Natural Dyes
for Bloapplications

Viviane Pilla', Tacio T. 5. Santes’, Larissa R, Lovrenco', Marina Themaz', Sthanley R. De Lima',
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Chitosan and ifs dervatives are substonces that hove been widely studied and used in some areas, for
axample, agriculioe, Biormedizing, pharmacy, and environmental probection, This 5 due 1o its anlifungal,
antibacteral, bledegradoble, nordfoxic ond anfioddant properties which meet the needs of varous
applications [1]. In addilicn, studies show thal sevaral ratural dyes as antbecyanin and annallo hove sirong
biochemical and phoarmnocologica aclivities with varous biolagical effects, including anfioxidant octicns,
anfimicrabial and anticorcinogenic [2.3]. This wark presents the spechoscopic and tharmo-oplica characlarn
aticns of o notural dye extractad from leaves of Trodescantio palido purpured and seeck fram of the fropical
shruly B ovefiaro L [2-4]. The studias were paformad on pigments of anfhazyanin and arnallo exbocted
I acuenus solufions and aother solents, The thermo-optical porameterns, such as fractional thermal lood [q)
and guantum yield (n), were determined using Theemal Lens [TL or Conical Diffroction (CD) techrigues |5].
Thie refroctive indesx temperature cosfliclent [dnfal] wos measured wsing a single armm double interferomater |&].
Thie: iyrzsults obfained for armatts and onthocyonin solufions were compoared fo those obltained for other dyes.
In addifian, this work discusses the preparafion of chitcaan salutizns andg films in the presence of notural dyas
and thair ophcal characterizations. As prefminary applications, the resulls of the biomatarials obiained wil be
dscussed in different blooppdications o funconal foods, environmental and fungicidal opabcations.
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Spectroscopic Characterization of the Annatto Dyve Extracted from Seeds of the
Tropical Shrub Bixa Orellana L. Embedded in Chitosan Selution
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Albsiract

Anmatto 1= importnt seuree of natuml dye wsed in seveml biogpplications, due 1 the dye potential for the
human health, and possible protection of cells and tissues [1,2]. The red resin of the pericarp of annatto seeds
derived from the fruit of the tropical tree Biw Orellana L. s the main substainoe which is responsible for the dye
chameteristics from the yellow-omnge-red mange [1,2]. Several carotenoids are detected in annatto seeds, the
intense red colomiion indicates the presence of bixin, and when the color is close o yellow, the norbixin
structure is predominant [1,2] In this work, the process of the anmatto dyes extmetions in agqueous solutions was
aptimized in agueous solutions. Spectroscopic and themmo-optical chamcterizations were performed in annatto
dye extrmet ot different comcentrations (008-2.1) gL, The mefractive index tempemture coefficient (&e/@T) was
measured using a single amn double interferometer [3]. Natural dye extracted was homogenized ina matrix of
chitesan, which is a mon-toxic, bisdegmdable, biocompatible, bactercidal amnd renewable polymer [4,3]. The
spetmoscopie characterization of ammatio was performed in different comcentrations in solution of the chitosan
for possible bicapplication.
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