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RESUMO

r

O interesse em corantes naturais € cada vez maior, devido as suas caracteristicas de nio
toxicidade, biodegradabilidade e fontes renovaveis, que atendem a tendéncia de uso de materiais
ambientalmente seguros. Além disso, suas fungdes antioxidantes, antibacterianas e alteragdes quimicas
devido a mudanca de seu potencial hidrogenidnico (pH) tem atraido estudos para aplicacdo dessas
substancias em diferentes areas da industria. Dentre esses materiais, na classe dos flavonoides, esta a
antocianina, presente em folhas e flores de diversas plantas, que apresenta uma coloragdo vermelha /
arroxeada. Esse ¢ um corante muito estudado devido a sua mudanga de cor com o pH e sua aplicagdo
em filmes para monitoramento da qualidade de alimentos. J4 na classe dos carotenoides, o anato, corante
extraido do urucum (Bixa Orellana), possui cor amarela / alaranjado. Suas aplicagdes mais comuns s3o
na area de alimentos como corante de derivados de leite, como queijos e manteiga. Nesse trabalho foram
realizadas as extragoes dos corantes anato e antocianina em fung@o do pH, e as solugdes aquosas dos
pigmentos foram caracterizadas utilizando as técnicas de absorbancia, fluorescéncia e o tempo de vida
da fluorescéncia. O corante de anato foi extraido das sementes do urucum e a antocianina das folhas da
planta Tradescantia pallida purpurea em solugdes aquosas com diferentes valores de pH, ~ 5-11 e 4-8,
respectivamente. Entdo, apds o estudo do comportamento 6ptico dos corantes naturais extraidos em
solugdes aquosas com diferentes valores de pHs, eles foram avaliados inseridos em leites adulterados,
com pH mais 4cido e mais alcalino que o leite natural, com pH de 4-11. Em complementacdo, a partir
dessas amostras liquidas (leite e corante natural), foram avaliadas as possibilidades de uso da antocianina

e do anato como indicadores colorimétricos e/ou fluorimétricos de pH em leite.

Palavras-chave: Anato, Antocianina, Absorbancia, Fluorescéncia, Tempo de Vida da

Fluorescéncia, Indicador de pH.



ABSTRACT

There is a growing interest in natural dyes due to their characteristics of non-toxicity,
biodegradability, and renewable sources, which meet the trend of using environmentally safe materials.
Furthermore, their antioxidant, antibacterial and chemical alterations due to the change in their
hydrogen potential (pH) have attracted studies for the application of these substances in different areas
of industry. Among these materials, in the flavonoids class, is the anthocyanin, present in leaves and
flowers of several plants, which has a red / purple color. This is a well-studied dye due to its color
change with pH and its application in films to monitor the quality of several products. On the other
hand, in the class of carotenoids, annatto, a dye extracted from the annatto (Bixa Orellana), has a yellow
/ orange color. Its most common applications are in the food area as a dye for dairy products, such as
cheese and butter. In this work, extractions of anthocyanin and annatto dyes were carried out as a
function of pH, and the aqueous solutions of the pigments were characterized by absorbance,
Sfluorescence, and the fluorescence lifetime techniques. Annatto dye was extracted from the seeds and
anthocyanin from the leaves of the Tradescantia pallida purpurea plant in aqueous solutions with
different pH values ~5-11, and 4-8, respectively. Then, after studying the optical behavior of natural
dyes extracted in aqueous solutions with different pH values, they were evaluated inserted in adulterated
milk, with more acidic as well as more alkaline pH content than natural milk, in the pH range of 4-11.
In addition, from these liquid samples (natural dye inserted in milk) the possibilities of using

anthocyanin and annatto as colorimetric and/or fluorometric pH indicators in milk were evaluated.

Keywords: Absorbance, Annatto, Anthocyanin, Fluorescence, Fluorescence Lifetime, pH

Indicator.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Nesse capitulo serdo abordados conceitos amplos que levaram a idealizagdo desse
trabalho, como a consciéncia ambiental, vantagens do uso de corantes naturais e suas diversas

aplicagdes, € o objetivo do mesmo.

1.1.Motivaciao

Os corantes naturais sdo utilizados desde os primordios da civilizagdo, sendo empregados
em pinturas, o indigo natural na Grécia (320 — 640 a.C.), e na coloracdo de tecidos, tanto no
Egito Antigo com o uso de alizarina, quanto pelos povos arabes e chineses com o uso do agafrao
para o mesmo fim [1]. Entretanto, com a descoberta dos corantes artificiais, em 1856, o uso de
pigmentos naturais decaiu consideravelmente. Essa queda se deve ao fato dos corantes
artificiais estarem facilmente disponiveis, a simplicidade de sua aplicacao, consisténcia dos tons
de cor e sua estabilidade [2].

Contudo, a utilizagdo de corantes sintéticos apresenta algumas desvantagens, como a
presenca de agentes carcinogénicos, poluicdo da agua nos processos de tintura, fontes nao
renovaveis e tempo de degradagdo. Adicionalmente a esses fatores, tem aumentado a
preocupagdo com o meio ambiente e a consciéncia ecologica da populacdo, o que ampliou a
busca por produtos mais sustentdveis, naturais e saudaveis [3]. Nesse sentido, os corantes
naturais por possuirem fontes renovaveis (plantas, minerais ou de origem animal), serem nao
tdxicos, ndo carcinogénicos € biodegradaveis, voltaram a ganhar ateng¢ado tanto de consumidores
quanto de pesquisadores [4].

Além das caracteristicas de sustentabilidade ambiental corantes naturais possuem
caracteristicas antibactericidas, antioxidantes, Opticas e de coloracao que tem possibilidade de
aplicagdes na industria de tecido, alimenticia, de energia e cosméticos. Sendo assim, suas
funcionalidades que tém sido mais estudadas sdo na producao de tecidos com propriedades de
protecdo UV, desodorantes e antimicrobianas, producdo de células solares sensibilizadas e
como indicadores de pH, essas e outras aplicagdes sdo esquematizadas na Figura 1 [5].
Entretanto, ainda héd necessidade de pesquisas e avangos em relagdo a produgdo, forma de
extracdo e fontes de corantes naturais para que esses possam ser usados em larga escala [5].

Dessa maneira, o foco deste trabalho serd na caracterizacdo de dois corantes naturais (anato e
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antocianina) e sua utilizacdo como indicadores de pH.

e
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Figura 1: Diferentes aplicacdes de corantes naturais.

Fonte: Adaptado de (SHAHID, 2013).

Neste sentido, indicadores de pH sdo substancias, naturais ou sintéticas, que possuem a
capacidade de mudar de cor quando ocorrem mudangas de pH no meio em que estdo inseridas
(halocromismo), sdo chamados também de indicadores acido-base [6,7]. Essa mudanga de cor
¢ causada pela protonacdo ou desprotonagcdo de uma molécula da substancia indicadora. Isso
fara com que ocorra uma mudanga da energia entre as moléculas, o que afeta o espectro de
absor¢do causando um deslocamento (s#ift) do pico da banda para o vermelho (halocromismo
positivo) ou para o azul (halocromismo negativo) [8]. Ainda, existem substincias em que a
fluorescéncia ¢ afetada com a mudanca de pH, essas sdo chamadas de substancias fluorescentes
sensiveis ao pH [9]. Logo, nesse trabalho serdo utilizadas técnicas Opticas para analisar as
mudangas causadas nos corantes naturais de interesse com a variagao no pH.

Além disso, um tipo de uso de materiais halocromaticos € para o monitoramento da
qualidade de alimentos [10]. Dessa forma, na Tabela 1 ¢ apresentado um resumo de aplicagdes
de diversos corantes naturais na area alimenticia [10-14]. Dentre esses produtos, o leite sera o
foco desse trabalho devido a sua importancia na sociedade e ao fato de que as técnicas de
verificacdo da integridade do leite ainda sdo imprecisas, podendo nao refletir o estado real da
bebida. Isso leva a utilizagdo de datas de validades subestimadas pelos produtores e ao

desperdicio de leite ainda adequado por consumidores [15].



Tabela 1: Aplicacdes de corantes naturais como indicadores de pH.
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Corante Natural

Origem do corante

Aplicacao

Referéncia

Antocianina

Clrcuma,
quercetina ¢

ficocianina

Tornassol

Brassica oleraceae

Hibiscus rosa-sinensis,
Clitoria ternatea, Beta
vulgaris, Opuntia

dillenii.

Cenoura Preta*

Plantas, os dois
primeiros, e microalga

Spirulina, o terceiro. *

Liquen. *

Desenvolvimento de filme de
PVA com antocianina extraida
de repolho roxo sensivel ao pH.
Potencial aplicagdo na

avaliacdo da qualidade do leite.

Aplicacdo do corante liquido
em leite ndo processado para

afericdo de sua qualidade.

Criagédo de filme de amido com
antocianina de cenoura preta
para avaliagdo da validade do

leite.

Introdugdo de corantes naturais
em nanofibras para uso como
indicadores de pH em fun¢édo
do tempo para monitorar

qualidade de alimentos.

Desenvolvimento de um filme
sensor de pH a partir de
polissacarideo  extraido da
semente de tamarindo e
tornassol, como indicador

aplicado em leite.

(MADUSHAN et
al., 2021) [10]

(MOAZAMI
GOODARZI et
al., 2020) [11]

(PEREIRA; DE
ARRUDA;
STEFANI, 2015)
[12]

(TERRA et al.,
2021) [13]

(LIANG; WANG,
2018) [14]

* Corantes naturais comprados prontos.

Estudos mostram que o leite adequado para o consumo possui pH entre 6,5 — 6,9 [16].

Essa propriedade se altera quando h4 contaminacdo bacteriana, caracteristica do leite vencido,

reduzindo o pH para valores entre 5,5 — 4,0, devido a quebra da lactose em acido latico por
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bactérias [17]. Ainda, também ¢é importante garantir a qualidade do produto antes desse passar
pelo processo industrial. Sendo assim, um leite com pH alcalino pode ser um indicativo de
doencgas, como mastite, nas vacas produtoras, sendo inadequado para consumo [18]. Ademais,
aditivos, como neutralizadores de leite (soda caustica, bicarbonato de s6dio), leite sintético e
sabdo pulverizado, também afetam o pH do leite. Dessa forma, indicadores de pH podem ser
utilizados para avaliar a qualidade do leite ao sinalizar seu vencimento de forma mais precisa e

leite de qualidade ruim ou adulterado [19, 20].

1.2.0bjetivos

Considerando as informagdes acima, o presente trabalho traz como objetivo a extragdo de
dois corantes naturais, a antocianina (7radescantia pallida purpurea) e o anato (Bixa Orellana).
Além disso, ambos corantes fluorescentes foram caracterizados utilizando trés técnicas
espectroscopicas, absorcao, fluorescéncia e tempo de vida da fluorescéncia. A partir dos
resultados dessas medidas, foi possivel a avaliacao das estruturas quimicas presentes em cada
um desses corantes e suas caracterizagdes Opticas. Posteriormente, os corantes naturais foram
extraidos em diferentes valores de pH, entre 3 — 12, e as modificagdes espectroscopicas foram
avaliadas. Com base nesses dados, serdo apresentadas e avaliadas as comparagdes dos
resultados espectroscopicos obtidos entre diferentes valores de pH para o anato e antocianina,
e a possivel modificacdo de coloragdo das solugdes em fung¢do do pH. Por fim, os corantes
extraidos em solucdo aquosa foram adicionados/extraidos em leite com diferentes valores de
pH, entre 4 — 11, e suas aplicagdes como indicadores de pH em leite foram avaliadas como

possivel indicador colorimétrico e/ou fluorimétrico para detecgao de leite adulterado.
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CAPITULO 2

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Esse topico do trabalho sera dedicado a elucidar conceitos teodricos. Inicialmente, serdo
abordados os corantes naturais, sendo que, as principais caracteristicas tanto da antocianina
quanto do anato serdo descritas. Além disso, sera exposto o uso das técnicas espectroscopicas
para caracterizacdo de substancias e na identificagdo de alteragdes causadas pela variagdo de

pH.

2.1.Corantes Naturais

2.1.1. Anato

Nesse trabalho, o pigmento anato foi extraido das sementes encontradas no fruto da arvore
Bixa Orellana. Esse corante natural vem sendo utilizado ha centenas de anos, dentre suas
aplicagdes, as mais antigas sdo como pigmento para o corpo utilizado pelos Astecas [21].
Porém, atualmente, as aplicacdes desse corante sdo mais vastas e abrangem seu uso na
coloracdo de alimentos, queijos e farinhas, por exemplo, e de tecidos, como algodao e couro.
Além disso, diversos estudos estdo sendo feitos sobre suas propriedades anticarcinogénicas,
anti-inflamatdrias, bactericidas e antioxidante, para aplicagdes farmacéuticas e na area da saude
[22].

Em relagdo a estrutura do anato, ele ¢ classificado como um carotenoide e possui
coloragdao vermelho/amarelada. Ainda, as duas principais moléculas em sua composi¢do sdo a
bixina e a norbixina, sendo essa uUltima a forma saponificada da bixina [23]. Esses dois
componentes possuem formas isoméricas (cis e trans) que podem ser identificadas em uma
mesma amostra, dentre ambas a forma mais comum ¢ a cis. Sendo assim, as principais
caracteristicas da cis-bixina € sua colora¢do alaranjada e solubilidade em solventes polares. Por
sua vez, a cis-norbixina também traz a cor laranja para seu solvente, mas ¢ soluvel em agua
[24]. Por fim, a estrutura trans de ambos os componentes € responsavel por uma coloragao mais

avermelhada [21]. A Figura 2 mostra como sdo as féormulas quimicas dessas quatro substancias.
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Figura 2: Estrutura quimica (a) cis-bixina, (b) cis-norbixina, (c) trans-bixina e (d) trans-norbixina.

Fonte: Adaptado de (SHAHID-UL-ISLAM et al., 2016).

Dessa forma, a estrutura quimica do corante ira depender de alguns fatores, sendo eles o
solvente em que o anato ¢ extraido, pH da solugdo ¢ o método de extracdao. Por exemplo, anato
quando extraido em 6leo apresenta maior quantidade de cis-bixina, ja quando extraido em
solugdo de agua alcalina a quantidade da cis-norbixina aumenta [21]. Outra caracteristica
importante desse corante ¢ que em pHs acidos (menores que 4) ndo se encontra evidéncias de

anato [24]. Devido a isso, nesse trabalho sé foi estudada extragdao de anato em pHs acima de 5.

2.1.2. Antocianina

A antocianina ¢ um pigmento da familia dos flavonoides e ¢ encontrada em diversas
estruturas das plantas, dentre elas folhas, frutos e flores. Ela é responsavel pelas cores vermelha,
roxa e azul na vegetacao e tem utilidade na polinizacao, foto protecao e papel antioxidante [25].
Em relacdo a coloracdo apresentada pelas antocianinas, essa ¢ dependente do pH, da
copigmentacdo junto a outros corantes, temperatura e da existéncia de alguns metais no
ambiente [26]. Ademais, esse corante ¢ muito estudado devido a suas caracteristicas bioativas,
na prevencado de doengas cardiacas e diabetes, € como um substituto para corantes sintéticos em
aplicagdes de embalagens inteligentes e indicadores de pH [27].

Quanto a estrutura quimica, as antocianinas sao antocianidinas glicosadas, isto €, possuem
um acucar ligado a cadeia bésica do cation flavilio, como mostrado na Figura 3.a [28]. Dentre
os tipos de antocianidinas existentes na natureza, seis sdo mais comuns, sendo eles a
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina [29]. Nesse sentido, a
amostra de antocianina utilizada nesse trabalho tem em sua estrutura a cianidina (Figura 3.b),
como mostrados em estudos desenvolvidos pelo GPOTM anteriormente [30]. Essa estrutura

apresenta como caracteristicas cores entre o vermelho e o roxo e ¢ geralmente encontrada em
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frutos e legumes [31].

OH
o I
= OH

Figura 3: (a) Estrutura quimica do cation flavilio e (b) da cianidina

Fonte: Adaptado de (KHOO et al., 2017).

Outro aspecto importante da antocianina a ser abordado ¢ a mudanga de sua coloragdo
devido ao pH, que se deve a natureza ionica de sua estrutura. De forma geral, em valores de pH
mais acidos (1 - 3) a base estrutural das antocianinas ¢ do cation flavilio de cor vermelho e com
a alteragdo do pH essa estrutura se torna uma pseudobase carbinol (sem cor), chalcona (sem
cor/amarela), e base quinoidal (azul/roxa), como mostrado na Figura 4. Dessa forma, a cor
apresentada pela substancia vai depender de qual estrutura quimica estd presente em
determinadas amostras [31]. Ainda, estudos mostram que em valores de pH muito alcalino (>8)

a antocianina pode sofrer degradacao, dependendo dos grupos aos quais ela esta ligada [32].

Psendobase Chalcona

Carbinol
H 4.5)
(pH 4.5) ®

Figura 4: Formulas quimicas presentes na antocianina quando exposta a diferentes pHs.

Fonte: Adaptada de (ROY; RHIM, 2020).
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2.2. Espectroscopia

A espectroscopia ¢ o estudo da interagdo entre radiacao e matéria. Durante essa relagao
podem ocorrer diferentes fendmenos como a absor¢do, reflexdo, fluorescéncia, emissdo e
espalhamento de luz por moléculas ou atomos. Dessa forma, para compreender os eventos
espectroscopicos € importante estudar algumas caracteristicas da luz e compreender como ela
¢ capaz de afetar as moléculas de uma amostra [33].

A luz visivel € um tipo de radiagdo eletromagnética e engloba comprimentos de onda (1)
de 180 nm no ultravioleta até 500 um no infravermelho. Suas caracteristicas mais importantes,
quando estudada como uma onda, sdo a frequéncia (v) e o A, se relacionando como mostrado
na Equagdo 2.1, onde ¢ ¢ a velocidade da luz. Entretanto, a luz pode, ainda, se comportar como
particula, sendo que nessas condi¢des seus fotons possuem determinada energia (E) (Equacao
2.2, onde h ¢ a constante de Plank). Dessa forma, ¢ possivel relacionar essas duas equagoes ¢

obter qual a energia associada a um determinado comprimento de onda, Equagdo 2.3 [34].

c= Av 2.1)
E=hv (2.2)

_ hc (2.3)
E=7

Outro fator importante a ser considerado € a constituicdo da matéria, tem-se que os atomos
possuem orbitais com niveis de energia quantizados, sendo alguns ocupados e outros ndo. A
partir disso, quando a organizagdo dos elétrons se encontra na distribui¢do de menor nivel de
energia esse atomo estd em seu estado fundamental. Considerando esses dois fatores, € possivel
excitar um atomo que se encontra em estado fundamental através da absor¢ao da energia de
fotons, o que permite aos elétrons ocuparem orbitais mais energéticos. Entretanto, essas
transi¢des ocorrem apenas quando a energia fornecida ¢ igual aquela entre os dois orbitais [35].

Dessa forma, determinadas substancias de uma amostra, chamados cromo6foros, possuem
uma absor¢do Optica caracteristica, que depende dos elementos quimicos de sua composigao e
das ligacdes entre eles. A partir disso, pode-se medir duas grandezas distintas quando se incide
luz em uma amostra, sendo elas a intensidade emitida (Io) pela fonte de luz e a intensidade
transmitida (I) que chega ao detector apods o feixe passar pela amostra. Esse fenomeno ¢ a base
da técnica da absorbancia (Abs), visto que a comparacao entre essas medidas apresenta quais

comprimentos de onda foram absorvidos pela amostra. A lei de Lambert-Beer ¢ apresentada na
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Equacdo 2.4 e utiliza esses dados para o calculo da absorbancia. Além disso, essa lei também
relaciona a concentragdo de cromoforos com a absor¢do de determinado A. Sendo assim, a
avaliagdo do espectro de absorbancia de uma substancia pode indicar a presenga de
determinadas moléculas na amostra analisada, permitindo sua caracterizagdo e reconhecimento

[36].

I
Abs = loglOTO (2.4

Outro fenémeno estudado pela espectroscopia ¢ a fluorescéncia. Esse evento ocorre
quando um elétron excitado, que pode estar no primeiro (S1) ou segundo (S2) nivel energético,
retorna a seu estado fundamental (nivel So), através da liberacdo de energia em forma térmica
e luminosa. Nesse sentido, a fluorescéncia € a emissao de fétons quando ocorre o relaxamento
desses elétrons, como mostrado no diagrama da Figura 5. Esse método espectroscopico €
utilizado para caracterizagdo qualitativa e quantitativa de amostras, visto que determinados
mateirais (anéis aromaticos, clorofilas, morfina etc.) fluorescem em comprimentos de onda com
valores especificos. Além disso, devido a sensibilidade dos agentes fluorescentes as condigdes
de seu ambiente como pH, pressdo e temperatura, ele também ¢ utilizado para avaliagdo de

mudangas em investigacdes de sistemas fisico-quimicos [37].

S A

= A
S 3 5

Absorgdo '
‘Fluorescéncia
h‘l‘_.‘._ ol h\'rf‘ & e |']\.'I__

Y.l

So ! Y

Diagrama de Jablonski

Figura 5: Diagrama de Jablonski, onde hv. = Energia de absorcéio e hvi= Energia de fluorescéncia.

Fonte: Adaptado de (GASPAR, 2017).

Ainda considerando a fluorescéncia, ¢ possivel analisar outra técnica espectroscopica, o
tempo de vida da fluorescéncia (t). Esse método se baseia na medida do tempo em que uma

molécula permanece excitada antes de retornar ao seu estado fundamental. Ainda, pode-se
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ressaltar que, como a emissdo ¢ um processo aleatorio, o tempo de vida tem como resultado
uma média de tempo. Dessa forma, em um unico decaimento 63% das moléculas ja retornaram
ao nivel fundamental antes do valor de T e 37% ainda estdo excitadas nesse momento [37].
Sendo assim, essa medida pode ser usada para analise qualitativa de amostras, pois fornece uma
seletividade adicional para identificagdo de espécies fluorescentes, por considerar também o
periodo em que ela permanece excitada [38].

Para as medidas de tempo de vida foi utilizada a técnica de contagem de foton unico
correlacionada com o tempo (TCSPC). Essa técnica se baseia na emissao de varios pulsos de
LED (diodo emissor de luz) em altas frequéncia, geralmente MHz, e na detec¢do de um unico
foton resultante da emissao da amostra. Para isso, 0s equipamentos gravam o tempo entre pulsos
(T) e o tempo de chegada do foton (Tn) [39]. A partir dessas aquisicdes, € feito um histograma
de pontos de intensidade de decaimento (I()), onde o eixo Y representa a quantidade de fotons

detectados e 0 X ¢ o intervalo de tempo de chegada, como mostrado na Figura 6.

1 = Tempo entre pulsos de luz
T T-T, = Tempo de chegada do féton

L]
T T T T
- — - —>
Pulso de luz l
Unico féton
detectado l ‘ l l
Time
a | A
Exemplo de Histograma g s
de distribuicdo de 2 1 ——

fotons Tempo de chegada

Figura 6: modelo de funcionamento do TCSPC

Fonte: adaptado de (Ultrafast Microspectroscopy Laboratory, s.d.).

Esses pontos serdo apresentados em forma de curva de decaimento de fluorescéncia,
utilizando a convolugdo entre uma fungdo de resposta do instrumento (FRI) e a fungdo de
resposta do pulso (I)). A FRI é a adquirida por uma medida em solu¢do de espalhamento
diluida, geralmente utiliza-se silica coloidal (Ludox). J& a I é apresentada na Equagdo 2.5,
onde A e B s3o constantes e t ¢ o tempo correspondente a determinada intensidade. Nesse
sentido ¢ importante ressaltar que essa equacao ¢ utilizada apenas para decaimentos Uinicos.

Através dessa nova curva obtém-se o 1. Por fim é realizada a analise estatistica e o calculo do
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x2, como mostrado na Equagdo 2.6. Esse tem como funcdo testar se a curva adquirida é
consistente com as medidas obtidas, sendo que bons valores para esse parametro sdo aqueles
em que 2 < 1,2 [40].

I(t)=A+Bxe /T (2.5)

|Ip(fk) - I(fk) |2
Ip(t

(2.6)

=
N
I
b

&
1l
=

2.3.Medidas e Indicadores de pH

O pH ¢ uma grandeza que indica o nivel de acidez ou alcalinidade de uma amostra. Seus
valores mais comuns se encontram entre 0 ¢ 14, mas podem variar acima ou abaixo desses
extremos. Essa medida representa a concentragcdo de ions de hidrogénio em uma solugdo e ¢
muito utilizada nas 4reas médica, ambiental e de alimentos, para garantir que substancias
(sangue, solo, leite, por exemplo) estdo nas condi¢des adequadas [41].

Nesse sentido, existem diferentes métodos de se aferir o pH, sendo o eletrodo de vidro o
mais comum. Contudo, as técnicas Opticas, como absorc¢do, fluorescéncia e tempo de vida,
também sdo estudadas e utilizadas para esse fim. Para realizagdo desse tipo de medida, sao
necessarios indicadores que sejam afetados por mudancas no pH. Isto é, substincias que
apresentem modificacdes em seu espectro ou tempo de decaimento, dependendo do método
escolhido para andlise, com a variagdo dessa grandeza [41].

Como ja apresentado anteriormente, ambos os corantes naturais estudados nesse trabalho
possuem alteragdes em sua estrutura quimica dependendo do pH da solu¢do na qual sdo
extraidos ou as quais sdo adicionados. Sendo assim, as técnicas Opticas apresentadas podem ser
usadas para avaliar o funcionamento desses corantes naturais como sensores de pH,
colorimétricos ou fluorimétricos, em diferentes amostras. Isso porque, os resultados de suas

medidas espectroscopicas podem caracterizar um pH especifico de determinada amostra.
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CAPITULO 3

3. MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo, serdo apresentados os procedimentos de extracdo dos corantes naturais e
da preparacdo das amostras de leite e corante natural em funcdo do pH. Além disso, serdo
descritas as técnicas espectroscopicas usadas para a sua caracterizagdo, sendo elas absorbancia,
fluorescéncia e tempo de vida. Assim como, os equipamentos utilizados para realiza¢ao dessas

medidas nas amostras.

3.1.Extraciao do Anato

O anato foi extraido das sementes de frutos de Urucum (Bixa Orellana), obtidos no estado
de Sdo Paulo, Brasil. O procedimento de extragdo do corante foi realizado como descrito
abaixo:

e Pesar a massa de 25 mg de semente de Urucum;
e Adicionar o pé do Urucum em 5 ml da solugdo aquosa no pH de interesse;
¢ Homogeneizar a mistura em um agitador magnético por 1 h;
e Filtrar a solugdo resultante com filtro de papel;
e Centrifugar a amostra por 20 min (7200 rpm);
Apos a finalizacdo desse processo, o corante estd pronto € pode ser armazenado no

refrigerador (aprox. 5 °C).

3.2.Extracido da Antocianina

A antocianina foi extraida da planta Tradescantia pallida purpurea encontrada no
Campus Santa Monica da UFU. O processo realizado para a extragdo do corante natural ¢
descrito abaixo:

e (olher as plantas e lavar suas folhas com agua;

e Secé-las com papel absorvente;

e Higienizar as folhas utilizando um papel com agua destilada garantindo que nao
fique nenhuma impureza em sua superficie;

e (Cortar as folhas em pedagos menores e medir a massa de 17 g das mesmas;

e Adicionar 20 ml de solucdo em pH especifico, € macerar por 20 min;

e Peneirar a mistura resultante;



24

e Filtrar a solucdo utilizando um filtro de papel;

e Centrifugar o liquido final por 1 h e 30 min (7200 rpm).

Apos esse processo, o corante € coletado utilizando uma pipeta, e foi armazenado em

refrigerador (aprox. 5 °C) para sua conservagao.

3.3.Variacao do pH

A avaliagdo do comportamento da antocianina em diferentes valores de pH foi realizada
através de sua extragdo em solugdes com pH variando de ~3 — 11. Para o preparo das solugdes
acidas foi utilizada 4dgua destilada com diferentes concentragdes de acido acético (AA) (Sigma-
Aldrich, P.M. 69,85). Da mesma forma, para as solugdes alcalinas utilizou-se o hidroxido de
amonio (NH4sOH) (Synth, P.M. 30,05).

No caso do anato, foi realizada avaliagdo de seu comportamento apenas em meios
alcalinos, com varia¢do de pH entre ~5 — 11. Para isso, também foram utilizadas solucdes de
agua destilada e diferentes concentragoes de NH4OH.

Por fim, as medidas de pH, em cada uma das amostras, foram realizadas utilizado um
equipamento da marca Hanna (modelo HI 2221). Os resultados obtidos sdo apresentados nas

tabelas apresentadas nos Anexos I-11I.

3.4.Aplicacao dos Corante Naturais em Leite

Os testes dos dois corantes naturais como indicadores de pH foram feitos utilizando dois
tipos diferentes de leite. O primeiro tipo, foi leite em pd Nestlé Ninho (Nestlé Brasil Ltda,
Ituiutaba, Minas Gerais, Brasil). Suas amostras foram preparadas usando 5 ml de agua destilada
e 625 mg de leite em pod (concentracdo recomendada pelo fabricante). Ja o segundo tipo
utilizado foi o leite UAT (ultra-alta temperatura) integral Itambé (Itambé Alimentos S/A, Patos
de Minas, Minas Gerais, Brasil).

Em ambos os casos, foram adicionadas diferentes concentragdes de NH4sOH e AA com o
objetivo de tornar o pH do leite mais alcalino ou &cido, respectivamente. Isso foi feito para
simular as caracteristicas do leite fora das condi¢des ideais para consumo. A partir dessas
amostras, foram feitas fotos e as medidas em ambos os tipos de leite. Contudo, devido a
proximidade dos resultados dos dois grupos, nos capitulos seguintes serdo apresentados os
resultados para leite UAT e nos Anexos IV-V aqueles para os corantes anato e antocianina

inseridos em leite em p6 diluido em agua, respectivamente.
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Ainda, o procedimento experimental utilizado para o anato difere daquele usado para
antocianina. No caso do anato, o corante foi extraido diretamente nas amostras de leite,
seguindo o mesmo processo descrito anteriormente, para que seu efeito pudesse ser observado.
Por sua vez, a antocianina utilizada nos testes de leite, foi extraida em agua destilada, e
posteriormente adicionada as amostras de leite em diferentes valores de pH na concentracao de

40%, para a fluorescéncia, e 20% para as medidas de tempo de vida da fluorescéncia.

3.5.Técnicas Espectroscopicas

3.5.1. Absorbancia
Como j& mencionado anteriormente, a absorbancia ¢ uma medida espectroscopica
utilizada para determinar as moléculas presentes em determinadas amostras. Para sua
realizacdo, normalmente se utilizada uma fonte de emissao de luz na regido do ultravioleta e
visivel, que passara pela amostra, geralmente contida em uma cubeta, e sera detectado por um
fotodiodo. Por fim, as medidas adquiridas serdo processadas pelo sistema e exibidas em

software. Abaixo, ¢ mostrado um diagrama de blocos da instrumentagdo desse equipamento

(Figura 7):

I, I QE
jag —
[Fonte de Luz ] — ’ [Espectrofotometm] Processamento de
dados

Figura 7: Diagrama de blocos da absorbincia

O espectro de absorbancia € mostrado como um grafico que apresenta a absorbancia em
funcdo do comprimento de onda (A). Para as medidas desse trabalho foi utilizado o

espectrometro comercial (Ocean Optics 2000+), uma lampada de filamento de tungsténio e uma

cubeta de 2 mm de quartzo.

3.5.2. Fluorescéncia
Outra técnica utilizada para identificar substincias presentes nas amostras ¢ a
fluorescéncia, sendo ela considerada mais sensivel do que a absorbancia. Nesse trabalho, foi
medido o espectro de emissdo da fluorescéncia, ou seja, foi aquisicionado um espectro de
intensidade de radiacdo emitida em fun¢@o do comprimento de onda.

Para a realizacdo dessa medida, foram utilizados trés aparatos distintos. Primeiramente,
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foi necessaria uma fonte de luz para excitagdo dos elétrons da amostra. Para isso, foram
utilizados dois tipos de laser com comprimentos de onda especificos, 532 nm e 408 nm,
dependendo da posi¢ao da banda de interesse. Além disso, cubetas de quartzo de 1 cm serviram
como recipientes para conter as amostras durante sua medida. Por fim, um espectrometro
(Ocean Optics 2000+) fez a captagdo e o processamento do sinal obtido, sendo o espectro

resultante exibido em software.

3.5.3. Tempo de Vida

Para as medidas de tempo de vida foi utilizado um LED PLS 450 com A =460 + 10 nm
(poténcia média de 40 uW a 40 MHz e 800 ps) como fonte de luz. Além disso, uma cubeta de
quartzo (L =1 cm) foi usada para conter as amostras. O espectrometro de fluorescéncia utilizado
foi o FluoTime 100, da marca PicoQuant. A fluorescéncia resolvida no tempo foi adquirida em
um detector fotomultiplicador pela técnica de TCSPC, ja explicada na fundamentagao teorica.
Ademais, foi usado o Ludox como solugao espalhadora para medi¢ao do FRI. Previamente as
medi¢Oes nas amostras de anato e antocianina, foram testadas em solu¢ao de fluoresceina de
sodio (Synth, peso molecular 376,28) em solugdo aquosa alcalina (pH 11,24), a curva de

decaimento foi bem ajustada com o valor de t =4,13 £ 0,01 ns e x> = 1,03 £ 0,01 [42,43].
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos com as técnicas
experimentais, para as amostras de anato e antocianina. Também, serdao apresentados os estudos
realizados para avaliagdo da utilizagdo desses corantes naturais como indicadores de pH em

leite.

4.1.Anato

No caso do anato, foram preparadas cinco amostras em diferentes valores de pH, como
apresentado na Tabela 2. Para cada solugdo de anato, foram medidos dez vezes os valores de
pH (Anexo I), e determinado o valor médio e sua respectiva incerteza. Ainda, ¢ importante
ressaltar que a primeira amostra foi obtida extraindo o anato em 4gua destilada, e em seguida

utilizando solu¢des com diferentes quantidades de hidroxido de amonio (NH4OH).

Tabela 2: Medidas de pH das amostras de anato e a quantidade de NH4OH em cada amostra.

Amostra NH4OH [pL] pH anato

1 - 5,39 +£0,01

2 1,0+0,5 8,130 + 0,007
3 5,0+0,5 9,460 £ 0,005
4 100,0+0,5 11,330+ 0,005
5 500,0 + 0,5 11,390 £0,004

Assim, tem-se que o anato muda sua cor e estrutura quimica quando o pH do meio em
que estd inserido ¢ alterado. Nesse sentido, a coloracdo do anato quando extraido em agua
destilada (pH proximo de 5) ¢ amarela, € com o aumento da alcalinidade ele fica com a
coloracdo mais forte e mais alaranjada, como mostrado na Figura 8. Sendo assim, a coloragao
inicial do anato se deve provavelmente a cis-norbixina e pouca quantidade dos isomeros trans,
presentes pela extracdo em agua e meios alcalinos [43,44]. Entretanto, a estabilidade da
norbixina melhora com a elevagao do pH aumentando sua concentracdo na amostra, o que da
ao anato coloragao mais forte em meios alcalinos e aumenta a intensidade da absorbancia, como

sera mostrado no préximo topico [45-46].
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Figura 8:Amostras de anato (a) extraido em agua, (b) extraido em leite pH 6,56 e (c) extraido em leite pH
10,52.

4.1.1. Absorbancia

ApoOs a extracao do anato, foram medidos os espectros de absorbancia para cada uma
das cinco amostras, apresentados na Figura 9 [43]. Nessa, ¢ possivel observar que a extracao
do anato em agua destilada (amostra 1), ndo ha picos e a intensidade de absorcao ¢ relativamente
pequena, considerando as outras medidas. Contudo, com a eleva¢do do pH, ocorre o aumento
da intensidade da absor¢ao e ficam visiveis trés picos distintos nos comprimentos de onda de

428 nm, 452 nm e 480 nm, aproximadamente. Os valores exatos dos comprimentos de onda

onde ocorreram os picos (Amax) de cada amostra estdo resumidos na Tabela 3 [43].

—— Amostra 1 - pH 5,39
—— Amostra 2 - pH 8,13
—— Amostra 3 - pH 9,46
—— Amostra 4 - pH 11,33
—— Amostra 5 - pH 11,39

20

Absorbancia

350 400 450 500 550 600
A [nm]

Figura 9: Espectro de absorbancia das amostras de anato em funcio do pH [43].

Nesse sentido, os trés picos aparentes nos espectros sao apresentados na literatura como
caracteristicos da norbixina, indicando a presenc¢a desse cromo6foro nas amostras [43,47]. A
conformacdo do espectro se da pela transi¢do de elétron m -> ©*, isso porque esses elétrons

estdo deslocalizados e sdo facilmente excitados, o que produz uma banda de absor¢ao na faixa
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visivel do espectro [36,43,48]. Além disso, a falta dos picos caracteristicos dos carotenoides,
entre 400 — 500 nm, exibida na amostra 1 se deve a agregacao das moléculas de cor da amostra

nesse pH, que causam mudancas em seu espectro de absor¢ao [43,49].

Tabela 3: Amax dos picos de absorbancia das amostras de anato.

Amax [nm]
Amostra
Pico 1 Pico 2 Pico 3
1 - - -
2 427 452 480
3 427 452 480
4 428 452 481
5 428 451 479

4.1.2. Fluorescéncia

Em seguida, foram obtidos os espectros de fluorescéncia para cada amostra de anato,
excitando-as em A = 408 nm. Essas curvas sdo apresentadas na Figura 10, e os espectros de
fluorescéncias sdo apresentados normalizados por aLer = (1 — ). Sendo e obtido através
das medidas de absorbancia e da equacdo I = Ipx e®" [50]. Essa é uma corregio importante,
pois minimiza eventual influéncia de flutuagdo na concentragdo das amostras que afetariam

essa medida [18].

—— Amostra 1 - pH 5,39
—— Amostra 2 - pH 8,13
—— Amostra 3 - pH 9,46
—— Amostra 4 - pH 11,33
—— Amostra 5 - pH 11,39
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Figura 10: Espectro de fluorescéncia das amostras de anato em diferentes pHs.

A partir desses espectros, observa-se que houve redugdo da intensidade da fluorescéncia
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com o aumento do pH das amostras. Esse resultado ¢ condizente com a literatura [43,49], e
também indicam que quanto maior a concentragdo de norbixina na solugdo menor sera a
intensidade da fluorescéncia [43,49]. Em relagao a mudanga no formato do espectro, observa-
se que houve halocromismo positivo (deslocamento para o vermelho), isso pode indicar a
modificacdo conformacional de cis para trans [43,50]. Os resultados dos calculos dos
comprimentos de onda de emissdo médio (Aem) de cada um dos espectros sdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4: Aem dos espectros de fluorescéncia das amostras de anato.

Amostra 1 2 3 4 5
Aem (nM) 576 591 598 630 631

4.1.3. Tempo de Vida

Neste topico sao apresentados os resultados das medidas de tempo de vida da
fluorescéncia para as solu¢des de anato em fun¢do do pH. Na Figura 11 ¢ apresentado a
dindmica temporal da fluorescéncia para amostra de anato (pH 8,130). O ajuste da curva de
fluorescéncia foi feito utilizando a Equagdo 2.5, e os valores encontrados para t sdo
apresentados na Tabela 5 para todas as amostras de pH avaliadas. Os valores de y* também sdo
apresentados, e representam a adequacgdo da curva ajustada aos pontos experimentais. Através
desses valores, conclui-se que as medidas estio em uma faixa de confiabilidade adequada (> <

1,2).

Contagens Normalizadas

12 16 20
Tempo (ns)

Figura 11: Fluorescéncia resolvida no tempo para o (a) Ludox e (b) anato pH 8,130. O ajuste da curva foi
obtido com os valores de 7e 7 de 1.80 ns e 1.10, respectivamente [43].
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Tabela 5: Medidas de tempo de vida da fluorescéncia do anato e seus respectivos desvios estatisticos [43].

Amostra 7 [ns] x2
1 24+04 1,1 £0,1
2 1,8+0,2 1,13 £ 0,04
3 2,0+0,1 1,13 +0,04
4 1,5+0,1 1,08 + 0,05
5 1,7+£0,2 1,07 £ 0,06

Na Figura 12.A ¢ apresentado um gréfico dos valores de tempo de vida em funcao do
pH. Além disso, uma funcgdo linear tracejada foi apresentada para melhor visualizacdo da
relacdo entre os valores de tempo de vida em fun¢do do pH. Dessa forma, observa-se que ha
uma tendéncia de uma leve diminui¢ao de T com o aumento do pH. A partir disso, tem-se que
o tempo de vida ndo ¢ a medida adequada para o estudo do anato como indicador de pH, sendo
as mudangas na fluorescéncia mais evidentes. Ainda, ao calcular a integral das curvas de
fluorescéncia (Figura 12.B), percebe-se uma relagao direta entre a intensidade dessa e o tempo
de vida, havendo também uma reducao da intensidade da fluorescéncia devido ao aumento do

pH.
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Figura 12: Medidas de (A) tempo de vida de fluorescéncia [43] e (B) da area das curvas das amostras de
anato em funcio do pH.
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4.2.Anato e Leite

Apos a caracterizagdo Optica do anato puro esse foi extraido em leite para avaliagdo da
sua performance como indicador de pH colorimétrico e fluorimétrico. Para isso, foram
preparadas cinco amostras de leite com diferentes quantidades de NH4OH com o pH variando
de 5 — 11, aproximadamente. Os valores medidos do pH das cinco amostras sdo apresentadas

na Tabela 6, e os dez valores medidos, valor médio e desvio das medidas sdo apresentados no
ANEXO Ii — tabelas de medidas de ph de anato extraido em leite. Dessa forma,

visualmente ¢ possivel observar a mudanga de cor das amostras de leite (amarelo até o laranja),

como mostrado na Figura 13.

Tabela 6: Quantidade de base adicionada ao leite, medidas de pH das amostras de anato extraido em leite e
Aem dos espectros de fluorescéncia.

Amostra NH4OH [pL] pH anato Aem (NM)
(a) - 5,39 +£0,01 603
(b) 5,0+0,5 8,130 £ 0,007 609
(c) 20,0£0,5 9,460 + 0,005 613
(d) 30,0+0,5 11,330 + 0,005 614
(e) 100,0+0,5 11,390 +0,004 634

Em seguida, foram realizadas as medidas de absor¢do e fluorescéncia em todas as
amostras. Entretanto, devido ao fato de o leite ser um centro espalhador, suas medidas de
absor¢do nao puderam ser aferidas com qualidade Optica suficiente. Os espectros de
fluorescéncia sdo apresentados na Figura 13 normalizados pelo seu valor de pico. Observa-se,
que com o aumento do pH houve um deslocamento do Aem para a direita, assim como ocorreu
na extracdo em agua, esses valores sdo mostrados na Tabela 6. Sendo assim, o anato se mostra
promissor para aplicacdo como indicador de pH visual e com a utilizacdo de técnicas de

fluorescéncia no leite, podendo ser estudado para inser¢ao em outros tipos de materiais.
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Figura 13: Fluorescéncia das amostras de anato extraidos em leite com diferentes pHs e os respectivos
frascos sio apresentados na parte superior.

4.3.Antocianina

Em relacdo ao segundo corante estudado, foram preparadas seis amostras de antocianina

em diferentes valores de pH (entre 4 ¢ 8). Os valores de pH obtidos nas solugdes para extracao

e nas amostras de antocianina sao apresentadas na Tabela 7. No Anexo III sdo apresentados os

valores das dez medidas realizadas para cada solucdo, valores médios e incertezas obtidos. Das

amostras de antocianina preparadas, quatro foram obtidas usando pHs 4cidos (amostras de 1 -
4), um neutro (amostra 5) e um alcalino (amostras 6). Nesse contexto, ¢ importante destacar

que a amostra 3 foi extraida utilizando agua destilada pura e serve como controle para

compara¢do das medidas realizadas nas outras amostras. Lembrando que, as amostras 1 e 2

foram preparadas utilizando solu¢des com écido acético (AA) e as demais amostras (4 — 6),

usando o NH4OH.

Tabela 7: pH das solugdes aquosas utilizadas nas extracdes e das amostras de antocianina extraidas nas

mesmas.
Amostra pH Solucio pH Antocianina
1 2,870 + 0,005 3,960 + 0,005
2 3,660 + 0,005 5,280 + 0,005
3 5,970 + 0,005 5,450 + 0,004
4 10,050 £+ 0,005 6,000 + 0,005
5 10,300 £+ 0,005 6,830 + 0,005
6 10,800 £+ 0,005 8,020 £ 0,005
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Dessa forma, a Figura 14 mostra as fotos dos frascos contendo o corante natural
antocianina extraida nos diferentes valores de pH. Sabe-se que a modificagao do pH afeta a
estrutura quimica da antocianina, como visto também para o corante natural anato, alterando
sua cor dependendo da acidez ou alcalinidade do ambiente em que essa esta inserida. Assim, ¢
possivel observar sua variacao de cor, sendo uma cor rosa viva no pH mais acido, ¢ ao aumentar

o pH, as amostras se tornam mais vermelhas / arroxeadas e cada vez mais escuras.

Figura 14: Frascos contendo as amostras de antocianina de diferentes pHs.

A partir disso, tem-se que a variacdo da cor da antocianina se deve a mudangas
moleculares em sua estrutura quimica. Sendo que, nos pHs mais &cidos (1 - 3) tende a prevalecer
o cation flavilio que dd a amostra cor vermelha [51]. Entdo, com o aumento do pH ocorre a
desprotonacao dessa estrutura, o que forma base quinoidal roxa ou azul, pseudobase de carbinol
e chalcona incolor ou amarela. Todas essas estruturas estdo presentes nos valores de pH entre
4 —6, o que resulta na cor violeta da antocianina nessa faixa [52]. Ainda, de acordo com Yoshida
(2014, p. 88), em pH < 7 a base quinoidal roxa ¢ predominante e quando o pH < 8§, a base
quinoidal azul escuro. Por fim, em pHs mais alcalinos a chalcona, que possui coloragdo amarela,

fica em evidéncia.

4.3.1. Absorbancia

Os espectros de absorbancia da antocianina em diferentes pHs sdo apresentados na Figura
15. Com base no mesmo, ¢ possivel observar a presenca de trés picos nas amostras, descritos
na Tabela 8. De acordo com Brouillard (1981, p.143), os trés Amax em 508 nm, 545 nm e 585
nm, sdo caracteristicos da base quinoidal presente na Tradescantia pallida purpurea e essa
estrutura estaria completamente formada em pHs acima 5,5. Entretanto, em valores mais acidos

o ion flavilio ainda esta presente e seu Amax caracteristico € em 537 nm [53]. Isso explica os trés
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picos visiveis nas amostras 1 - 6 e porque nos valores de pH abaixo de 5,5 o primeiro pico nao

¢ tdo definido.

08 — Amostra 1 - pH 3,96

—— Amostra 2 - pH 5,28
Amostra 3 - pH 5,45
—— Amostra 4 - pH 6,00
Amostra 5 - pH 6,83
—— Amostra 6 - pH 8,02

0.4

Absobéancia

0.0 : :
500 550 600 650 700 750
A [nm]

Figura 15: Espectro de absorbancia das amostras de antocianina com variagao de pH.

Em relagdo aos pHs mais alcalinos, estudos mostram a presenca maior de duas
substancias quimicas, sendo elas uma base quinoidal (azul escura) e a chalcona [52, 54]. Dessa
forma, o deslocamento para o vermelho do Amsx do terceiro pico se deve a base quinoidal [55].
Entretanto, caracteristicas do equipamento ndo permitiram medidas na faixa de 380-420 nm,

onde estaria a faixa de absor¢ao da chalcona.

Tabela 8: Amix dos picos de absorcio das amostras de antocianina.

Amostra A ]
Pico 1 Pico 2 Pico 3
1 512 544 586
2 507 544 585
3 508 543 585
4 508 545 586
5 508 545 586
6 507 546 588

4.3.2.Fluorescéncia

Ap0s a realizacdo da absorbancia, foram medidos os espectros de fluorescéncia das
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amostras, excitando-as em A = 532 nm. A Figura 16 apresenta os espectros de fluorescéncia
medidos para essas amostras. A partir dessas curvas, ¢ possivel observar a presenca de dois
picos nas amostras, sendo o primeiro em A = 610 nm e o segundo em A = 660 nm. Esses valores
sdo condizentes com outros estudos, que apontam os picos de fluorescéncia em torno de 607
nm e 650 nm para a antocianina extraida da Tradescantia pallida purpurea em agua destilada
[30, 56]. Além disso, hd uma redugdo da intensidade da fluorescéncia com o aumento do pH.
Isso pode ser consequéncia da mudanga nas estruturas quimicas da antocianina, considerando

a presenga de elementos que ndo fluorescem em valores de pH mais alcalinos, como a chalcona

[57].

—— Amostra 1 - pH 3,96
—— Amostra 2 - pH 5,25
1200 Amostra 2 - pH 5,45
—— Amostra 2 - pH 6,00
Amostra 2 - pH 6,83
— —— Amostra 2 - pH 8,02
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Figura 16: Espectro de fluorescéncia das amostras de antocianina com variacio do pH excitadas em
A =532 nm.

Ademais, foi calculado o Aem de cada um dos espectros, mostrado na Tabela 9. Baseado
nesses valores percebe-se que Aem em fungdo do pH € praticamente constante, sendo seu valor
médio 651 + 3 nm. Entretanto, observa-se que o primeiro pico em ~610 nm, diminui para as

amostras de antocianina em valores de pH mais alcalinos.

Tabela 9: Aem dos espectros de fluorescéncia das amostras de antocianina em fung¢io do pH.

Amostra 1 2 3 4 5 6
dem(nm) 654 649 651 649 651 654

4.3.3. Tempo de Vida
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A terceira medida de caracterizagdo Optica realizada nas amostras de antocianina em
funcdo do pH foi o tempo de vida da fluorescéncia. Na Figura 17 ¢ apresentada o resultado da
fluorescéncia resolvida no tempo para a antocianina no pH 5,45. Na Tabela 10 sao apresentados
os valores encontrados para T e > para todas as amostras de antocianina extraidas em diferentes
valores de pH [58]. A partir desses resultados, observa-se que o tempo de vida da antocianina
esta entre 2 — 4 ns, quando excitada em A = 460 nm e que a confiabilidade das medidas esta
adequada, sendo todos os %> < 1,2. Ainda, em relagdo ao tempo de vida da antocianina, a
literatura mostra que esse depende muito do A de excitagdo, sendo encontrados T =17 ns quando

excitando o corante em A = 190 nm [59].

-
o

0.8
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Figura 17: Fluorescéncia resolvida no tempo para o (a) Ludox e (b) antocianina pH 5,45. O ajuste da
curva foi obtido com os valores de 7 e ¥’ de 3,30 ns e 1,15, respectivamente [S8].

Os resultados de T em funcdo do pH ¢ apresentado na Figura 18.A. Uma func¢do linear foi
tracada para guia dos olhos. A partir disso, percebe-se que o aumento do pH na extra¢do da
antocianina promoveu uma redu¢do do tempo de vida do estado excitado. Logo, € possivel
utilizar essa medida como um pardmetro para a caracterizagao da antocianina com diferentes
niveis de acidez ou alcalinidade e sua avaliagdo como indicador de pH. Ademais, na Figura
18.B, ¢ mostrada a area do grafico dos espectros de fluorescéncia. Ao comparar ambos o0s
graficos, percebe-se que tanto intensidade da fluorescéncia como t diminuem com o aumento
do pH.

Tabela 10: Medidas de 7 e x> nas amostras de antocianina extraidas em fun¢io do pH [58].

Amostra 7 [ns] x2

1 3,68 0,06 0,99 + 0,04
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2 3,24 £ 0,05 1,11 £0,06
3 3,30 £ 0,06 1,15+£0,05
4 3,17+ 0,06 1,11 £0,05
5 2,74 £ 0,04 1,10 £ 0,04
6 2,39 +0,03 1,07 £ 0,07
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Figura 18: Resultados das medidas de (A) tempo de vida de fluorescéncia [S8] e (B) da area dos espectros
de fluorescéncias das antocianinas extraidas em func¢do do pH.

4.4.Antocianina e Leite

Apos a analise das modificagdes Opticas da antocianina extraida em agua, foi testada sua
aplicacdo no leite para o estudo desse corante como indicador de pH. Para isso, foram
preparadas oito amostras de antocianina inseridas em leite adulterado com diferentes valores de
pH. Trés amostras (a — ¢) foram preparadas com leite adulterado com 4cido acético (AA), uma
preparada em leite fresco (amostra D), e trés com leites adulterados com NH4OH (f — h), todas
as amostras com concentragdo de 40% de antocianina. Essas informacgdes e os pHs medidos
para cada amostra sdo apresentados na Tabela 11. No Anexo II sdo apresentados todos os
valores medidos, suas médias e incertezas nas medidas de pH obtidas. Na Figura 19.A sdo
apresentadas as fotos dos frascos de cada amostra. Observa-se que houve modificagdao da cor
do leite com a variacao do pH, tornando as amostras mais rosadas em pHs acidos e cada vez

mais esverdeada em pHs alcalinos. Dessa forma percebe-se que a utilizacdo da antocianina
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como indicador colorimétrico € possivel, funcionando melhor para pHs alcalinos.

Tabela 11: Medidas de pH das amostras de antocianina em leite, suas quantidades de adulterante e Aem.

Amostra Adulterante pH Aem
(= 0,05 nL) (nm)
(a) 200,00 (AA) 3,470 + 0,004 638
(b) 80,00 (AA) 4,180 + 0,007 640
(c) 15,00 (AA) 4,980 + 0,005 640
(D) — 6,500 + 0,005 641
(e) 20,00 (NH4OH) 6,710 + 0,005 636
® 30,00 (NH4OH) 7,950 £ 0,005 635
(g 60,00 (NH4OH) 8,860 + 0,005 630
(h) 100,00 (NH4OH) 10,430 £ 0,005 628

Em seguida, foram realizadas medidas de fluorescéncia nessas amostras para teste da
antocianina como indicador fluorimétrico. Os resultados sdo apresentados com espectros
originais na Figura 19.B e normalizados pelo seu maior valor na Figura 19.C, para melhorar a
visualizagdo dos deslocamentos da banda de fluorescéncia ocorridos em fun¢do do pH. Os
valores de Aem das amostras sdao apresentados Tabela 11, e sdo aproximadamente constante no
intervalo de pH investigado, o valor médio obtido € Aem= (636 £ 8) nm. Porém, observa-se que
o primeiro pico em ~610 nm diminui com o aumento do pH, e o pico em ~560 nm aumenta.

(Figura 19.B).
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Figura 19: Amostras de antocianina em leite em diferentes pHs, sendo (A) foto dos frascos, (B) espectro de
fluorescéncia e (C) espectro de fluorescéncia normalizado pelos maiores valores de cada curva.

Em seguida, devido aos resultados promissores do tempo de vida da antocianina em
fun¢do do pH, foram realizadas medidas de tempo de vida da fluorescéncia no leite e
antocianina na concentracdo de 20% em fun¢do do pH (Figura 20.A). Na Tabela 12 sdo
apresentados os resultados de t e x* onde observa-se que os valores de confiabilidade sdo
adequados. Com base nessas medidas, percebe-se que T apresenta, inicialmente, um aumento
do tempo de vida das amostras acidas (a-c) até a amostra sem adulterante (D). Em seguida, das
amostras D-h houve a diminui¢ao do tempo de vida com o aumento da alcalinidade, em acordo
com os resultados obtidos para as antocianinas extraidas em diferentes valores de pH. Ademais,
foi realizado o grafico da area das medidas de fluorescéncia do leite em funcao do pH e percebe-
se que ha um comportamento similar entre a fluorescéncia e o tempo de vida com o aumento

do pH (Figura 20.B).



Tabela 12: Valores de T e x? para amostras de antocianina e leite em diferentes pHs.

Amostra 7 [ns] x2
(@  3,79+007 1,04+0,03
()  3.95+0,04 1,03 0,04
(©  406+005 1,02+0,01
(D)  404+0,07 1,02=0,02
(€  411+003 1,01+0,02
® 3,98+ 0,08 1,04=+0,02
(@  3.63+0,15 1,020,02
(h)  3.1020,07 1,08+ 0,04
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Figura 20: Resultados das medidas de (A) tempo de vida de fluorescéncia e (B) da area dos espectros de

fluorescéncias das antocianinas inseridas em leite adulterado com diferentes valores de pH.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentada a relevancia do estudo dos corantes naturais, anato e a
antocianina, devido suas vantagens ambientais e caracteristicas de interesse para diferentes
aplicagdes na industria. Dentre a gama de utilizagdes desses produtos, neste trabalho os corantes
naturais foram avaliados como possiveis indicadores de pH. Esses indicadores sdo substancias
que alteram sua cor quando ocorrem alteragdes do pH do meio em que estdo inseridas. Tendo
1sso como base, foram estudadas as caracteristicas opticas do anato e da antocianina em fungao
do pH. Todos os resultados das medidas espectroscopicas (absor¢do, fluorescéncia e tempo de
vida da fluorescéncia) de ambos os corantes quando extraidos em solu¢des mais acidas ou
alcalinas mostraram alteracdo, o que indica um potencial para utilizagdo desses como
indicadores.

Dessa forma, os indicadores de pH sdo muito utilizados como uma forma de monitorar e
avaliar a qualidade de alimentos. Nesse sentido, o leite possui um valor de pH definido (entre
6,5 — 6,9) quando esta em seu estado ideal de consumo, sendo valores de pH mais acidos ou
alcalinos indicativos de validade expirada, qualidade ruim ou adulteragdo. A partir disso, os
corantes naturais estudados foram inseridos em leite com diferentes valores de pH e sua resposta
colorimétrica e fluorimétrica foi avaliada. Os resultados se mostraram promissores, sendo que
mesmo quando a mudanga de cor ndo foi tdo impactante, foi possivel identificar mudancas no
espectro de fluorescéncia advindas da variagdo do pH. Entdo, a partir do apresentado pode-se,
em estudos futuros, avaliar-se a aplicagdo desses corantes em filmes ou nanofibras, para seu

funcionamento como sensores de pH.
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ANEXO I-TABELA DE MEDIDAS DE PH ANATO

Tabela 13: Medidas em anato com adicio de diferentes quantidades de NH4OH em solucio aquosa para
varia¢do do pH.

Amostras  Anato 1 uL S5uL 100 uL 500 pL

pH 5,38 8,13 9,47 11,33 11,38

5,38 8,13 9,46 11,33 11,38

5,38 8,13 9,46 11,33 11,38

5,39 8,13 9,46 11,33 11,38

5,4 8,13 9,46 11,33 11,38

5,4 8,12 9,46 11,34 11,39

5,4 8,14 9,46 11,34 11,39

541 8,14 9,46 11,33 11,39

5,39 8,14 9,45 11,33 11,39

5,39 8,14 9,45 11,33 11,39

Meédia 5,39 8,13 9,46 11,33 11,39

DPA 0,01 0,007 0,005 0,005 0,004
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ANEXO II - TABELAS DE MEDIDAS DE PH DE ANATO EXTRAIDO

EM LEITE E ANTOCIANINA ADICIONADA AO LEITE

Tabela 14: Medidas de pH das amostras de anato extraido em leite, sua média e desvio padrao amostral.

Amostras (a) (b) () (d) ()
pH 6,56 6,97 8,23 8,9 10,63
6,56 6,97 8,23 8,91 10,62
6,57 6,99 8,24 8,91 10,62
6,56 6,97 8,25 8,9 10,63
6,57 6,99 8,24 8,92 10,62
6,56 7,00 8,25 8,92 10,63
6,56 6,99 8,25 8,91 10,64
6,56 6,99 8,25 8,92 10,63
6,56 7,00 8,25 8,93 10,64
6,57 7,00 8,26 8,92 10,64
Média 6,560 6,99 8,25 8,91 10,630
DPA 0,005 0,01 0,01 0,01 0,008

Tabela 15: Medida de pH de antocianina em leite, suas médias e desvio padrio amostral.

Amostras _ (a) (b) (©) (D) (¢) ® (2) (h)

pH 347 417 497 649 6,71 7,95 8,86 10,42
347 417 497 649 6,71 7,95 8,86 10,42

347 418 497 650 6,71 7,95 8,86 10,42

347 418 497 649 6,71 794 886 1042

347 418 497 650 6,71 794 886 1043

347 418 498 650 6,71 794 886 1043

347 418 498 649 672 195 8,86 10,43

347 419 498 649 672 795 8,87 10,43

346 419 498 650 6,72 795 8,87 10,43

346 419 498 650 6,71 7.95 8,87 1042

Média 3,470 4,180 4,980 6,500 6,710 7,950 8,860 10,430
DPA 0,004 0,007 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005




ANEXO III - TABELAS DE MEDIDAS DE PH ANTOCIANINA,

SOLUCOES E AMOSTRAS

Tabela 16: Medidas de pH de amostras de antocianina extraidas em diferentes solu¢des aquosas
adicionadas de acido acético (AA) ou NH4OH.

Antocianina 1 (AA) 2 (AA) 3 4 (NHsOH) 5 (NH4OH) 6 (NH4OH)

pH 3,96 5,27 5,45 5,99 6,82 8,01

3,96 5,27 5,45 5,99 6,82 8,02

3,96 5,28 5,45 5,99 6,82 8,02

3,96 5,28 5,45 6,00 6,83 8,02

3,96 5,28 5,45 6,00 6,83 8,02

3,96 5,28 5,45 6,00 6,83 8,02

3,97 5,29 5,45 6,00 6,83 8,01

3,97 5,28 5,44 6,00 6,83 8,01

3,97 5,28 5,45 6,00 6,83 8,01

3,97 5,28 5,44 6,00 6,83 8,01

Média 3,960 5,280 5,450 6,000 6,830 8,020
DPA 0,005 0,005 0,004 0,005 0,005 0,005
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Tabela 17: Medidas de pH das solucdes aquosas com adiciio de acido acético ou NH4OH para extracio das
amostras de antocianina.

Solugio 1 (AA) 2 (AA) 3 4 (NH,OH) 5 (NH,OH) 6 (NH,OH)
pH 2,87 3,66 5,97 10,05 10,3 10,8

2,87 3,65 5,97 10,05 10,31 10,8

2,87 3,65 5,97 10,05 10,31 10,8

2,88 3,65 5,97 10,05 10,3 10,8

2,87 3,65 5,97 10,04 10,3 10,8

2,87 3,65 5,96 10,04 10,3 10,8

2,87 3,65 5,96 10,05 10,3 10,81

2,88 3,66 5,97 10,04 10,3 10,81

2,88 3,66 5,97 10,05 10,3 10,81

2,87 3,66 5,96 10,04 10,30 10,81

Média 2,870 3,654 5,970 10,050 10,300 10,800
DPA 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
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ANEXO IV - ANATO EXTRAIDO EM LEITE EM PO, MEDIDAS DE

FLUORESCENICA E FOTO DAS AMOSTRAS

—— 1- Anato extraido em leite NH,OH
10k —— 2- Anato em leite TuL NH,OH
’ —— 3- Anato em leite 5uL NH,OH

© — 4- Anato em leite 100uL NH,OH
g —— 5- Anato em leite 500uL NH,OH
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Figura 21: Espectro de fluorescéncia das amostras de anato extraidas em leite em pé com diferentes
quantidades de NH4OH. Os valores de pH das amostras sao (1) 6,640 + 0,005, (2) 6,80 = 0,01, (3) 7,270 +
0,08, (4) 10,620 = 0,007 e (5) 10,860 + 0,007

Figura 22: Amostras de anato extraido em leite em pé, numeracio e pH equivalente as medidas de
fluorescéncia.
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ANEXO V — ANTOCIANINA ADICIONADA A LEITE EM PO, MEDIDAS

DE FLUORESCENICA E FOTO DAS AMOSTRAS

Fluorescéncia Normalizada

- L + ANT - 200uL AA

- L + ANT - 80uL AA

- L+ ANT - 15uL AA

- L+ ANT

- L + ANT - 20uL NH,OH
- L + ANT - 30uL NH,OH
- L + ANT - 60uL NH,OH
- L + ANT - 100uL NH,OH

0.0
550

600 650 700

A [nm]

Figura 23: Espectro de fluorescéncia das amostras de antocianina adicionada a leite em pé (L + ANT) com
diferentes quantidades de AA ou NH4OH. Os valores de pH das amostras siao (1) 3,500 + 0,004 (2) 4,420 +
0,05 (3) 5,320 = 0,06 (4) 6,640 + 0,005, (5) 6,920 + 0,005 (6) 7,870 + 0,006 (7) 9,340 = 0,012 e
(8) 10,540 + 0,006

Figura 24: Amostras de antocianina adicionadas a leite em p6, numeracgiao e pH equivalente a legenda dos

espectros de fluorescéncia.



