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RESUMO

SILVA, Rafael Resende Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2020. Efeito da forca ibnica e raio i6nico de sais divalentes nas propriedades de
embalagens biodegradaveis e sensores colorimétricos contendo antocianinas

do extrato fendlico de acai (Euterpe oleraceae Mart.). Orientador: Nilda de Fatima
Ferreira Soares.

Nos ultimos anos a crescente geracao de residuos plasticos derivados de petroleo
ampliou a necessidade de desenvolvimento de pesquisas relacionadas aos polimeros
biodegradaveis. Outra problematica ambiental inerente aos residuos plasticos é a
liberacdo de plastificante da matriz polimérica que sdo empregados para melhorar a
sua flexibilidade e processabilidade. Esses aditivos sdo em sua maioria da classe de
ftalatos e sdo considerados agentes de efeitos toxicos e adversos em humanos.
Desde entédo, os pesquisadores tém direcionado esfor¢cos no desenvolvimento de
materiais plasticos com fontes de matérias primas naturais, renovaveis e
biodegradaveis. Aliado a isso, a funcionalizacdo desses materiais por meio do
desenvolvimento de embalagens ativas, inteligentes ou sensores sdo estratégias
importantes para conquistar maior publico de consumidores. Entretanto, alguns
bioplasticos apresentam propriedades que limitam aplicagcbes em alimentos e, por
isso, diversos estudos tém sido realizados para melhorar essas caracteristicas por
meio da adicdo de reforcos, mistura de polimeros e reticulacdo das cadeias
poliméricas. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da forca
iGnica do sistema e o raio idnico de sais clorados nas propriedades de embalagens
biodegradaveis e sensores colorimétricos contendo antocianinas do extrato fendlico
de acai (Euterpe oleraceae Mart.). No primeiro capitulo, mostramos que a
incorporagao dos sais de CaCl2 ou MgClz com forca i6nica de 50 mM em filmes de
metilcelulose promove a reticulagéo das cadeias poliméricas por meio de interacdes
eletrostaticas e ligacdes coordenadas, enquanto valores acima de 250 mM contribuem
para o efeito plastificante. Confirmamos que esse efeito plastificante € decorrente da
absorcao e retencéo de agua na matriz polimérica, o que é dependente da forca iGnica
do sistema e do raio idnico dos sais incorporados. Aliado a isso, a incorporacéo dos
sais em sensores contendo antocianinas gerou cores distintas e foi relacionado a
formacao de copigmentos ou metaloantocianinas. Descobrimos que o efeito aditivo da

forca ibnica ou de céations com o menor raio idbnico (Magnésio) nos sensores aumentou



a sensibilidade de deteccdo a amoénia (NHs). No segundo capitulo, foram
desenvolvidos e caracterizados sensores colorimétricos contendo extrato fendlico de
acai para monitorar o frescor de peixes. Mostramos que a forga ibnica do sistema
pode ser empregada para modular a sensibilidade de deteccéo de NH3 e de nitrogénio
de bases volateis totais. Sensores com alteracdo de cor reversivel podem ser
desenvolvidos ao empregar valores de forca ibnica de até 50 mM, enquanto que a
irreversibilidade pode ser obtida ao utilizar a forga iGnica igual ou superior a 250 mM.
O tempo de equilibrio foi o principal fator para desestabilizacdo das cores apos a
detecgéo de NHs seguido pela forga ibnica e pela presenca da radiagdo visivel. Foram
desenvolvidos dois tipos de sensores capazes de classificar o frescor de peixes
Lambari de acordo com normas brasileira e europeia. Utilizamos ferramentas
estatisticas multivariadas para validar a aplicacdo dos sensores no monitoramento do
frescor de peixes. De forma geral, apresentamos a importancia em compreender e
controlar os fatores extrinsecos a matriz polimérica para assegurar o desenvolvimento
de materiais com propriedades homogéneas e de interesse. Aliado a isso, todos os
materiais desenvolvidos neste trabalho possuem natureza renovavel, sustentavel e
biodegradavel, o que sugere excelente potencial para aplicacdo em alimentos e

contribui para a reducéo do impacto ambiental no planeta.

Palavras-chave: Embalagens biodegradaveis. Forca i6nica. Raio ibnico. Sensores
colorimétricos. Antocianinas. Metilcelulose. Caracterizacdo de materiais. Acai.



ABSTRACT

SILVA, Rafael Resende Assis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2020. Effect of ionic strength and ionic radius of divalent salts on the properties

of biodegradable packaging containing anthocyanins from phenolic extract of

acai (Euterpe oleraceae Mart.). Adviser: Nilda de Fatima Ferreira Soares.

In recent years, the growing generation of petroleum-derived plastic waste has
increased the need for research related to biodegradable polymers. Another
environmental problem inherent to plastic waste is release of plasticizers from polymer
matrix that are used to improve its flexibility and processability. These additives are
mostly from the phthalate class and are considered to be toxic and adverse agents in
humans. Since then, researchers have directed efforts towards the development of
plastic materials with sources of natural, renewable and biodegradable raw materials.
Allied to this, the functionalization of these materials through development of active,
intelligent or sensor packaging are important strategies to conquer a larger consumer
audience. However, some bioplastics have properties that limit applications in food
and, therefore, several studies have been carried out to improve these characteristics
through the addition of reinforcements, mixture of polymers and crosslinking of polymer
chains. In this context, objective of this work was to evaluate effect of ionic strength of
system and ionic radius of chlorinated salts on properties of biodegradable packaging
and colorimetric sensors containing anthocyanins from phenolic extract of acai
(Euterpe oleraceae Mart.). In the first chapter, we show that incorporation of CaCl2 or
MgCl2 salts with 50 mM ionic strength in methylcellulose films promotes crosslinking
of polymer chains through electrostatic interactions and coordinated bonds, while
values above 250 mM contribute to plasticizer effect. We confirm that this plasticizer
effect is due to absorption and retention of water in polymeric matrix, which is
dependent on ionic strength of system and ionic radius of incorporated salts. Allied to
this, incorporation of salts in sensors containing anthocyanins generated different
colors and was related to formation of copigments or metalloanthocyanins. We found
that additive effect of ionic strength or cations with smallest ionic radius (Magnesium)
on sensors increased detection sensitivity to ammonia (NH3). In the second chapter,
colorimetric sensors containing phenolic extract of acai were developed and
characterized to monitor freshness of fish. We show that ionic strength of system can

be used to modulate the detection sensitivity of NH3 and nitrogen of total volatile bases.



Sensors with reversible color change can be developed by employing ionic strength
values of up to 50 mM, while irreversibility can be achieved by using ionic strength
equal to or greater than 250 mM. The equilibrium time was main factor for color
destabilization after NHs detection followed by ionic strength and presence of visible
radiation. Two types of sensors have been developed capable of classifying freshness
of Lambari fish according to Brazilian and European standards. We use multivariate
statistical tools to validate application of sensors in monitoring freshness of fish. In
general, we present importance of understanding and controlling factors extrinsic to
polymeric matrix to ensure development of materials with homogeneous and
interesting properties. Allied to this, all the materials developed in this work have a
renewable, sustainable and biodegradable nature, which suggests excellent potential
for application in food and contributes to reduction of the environmental impact on

planet.

Keywords: Biodegradable packaging. lonic strength. lonic radius. Colorimetric
sensors. Anthocyanins. Methylcellulose. Acai.
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INTRODUCAO GERAL

Desde 1950, cerca de 6,3 bilhdes de toneladas de residuos plasticos foram
produzidos em todo o mundo, enquanto somente no ano de 2018 a geracdo de
residuos plasticos chegou a 343 milhdes de toneladas (Geyer, Jambeck & Law, 2017).
Além dessa impressionante quantidade de residuos acumulados, varios plasticos de
origem petroquimica sao resistentes, ou seja, sdo inertes a degradacéo bacteriana ou
enzimatica. No entanto, esses polimeros podem ser fragmentados continuamente por
acdo quimica, fisica ou antrépica, o que proporciona a geracdo de microplasticos ou
nanoplasticos e, que por sua vez, aumentam a area superficial especifica do
contaminante ambiental. Esses materiais ainda apresentam alta resisténcia a
degradacdo, liberacdo de aditivos e mondmeros plasticos, capacidade de adsorver e
acumular outros poluentes ambientais e, portanto, possuem alto impacto ambiental
(Wright, & Kelly, 2017).

No ambiente marinho, o0s plasticos de origem petroguimica s&8o0 0s
componentes do lixo com maior abundancia devido a facilidade com que podem ser
transferidos, sendo encontrados nos locais mais remotos como na Antartica (Ryan et
al., 2009). Em especial o polietileno é responsavel por quase 79 % dos polimeros em
microplasticos amostrados no ambiente marinho (Hidalgo-Ruz, V., and Thiel, M.,
2013). Outra problematica ambiental inerente aos residuos plasticos é a liberacdo de
aditivos da matriz polimérica, como os plastificantes, que sdo empregados para
melhorar a flexibilidade e processabilidade. Esses aditivos sdo em sua maioria a base
de ésteres de acido ftalico ou acido adipico e sdo considerados agentes de efeitos
toxicos, desreguladores de sistemas endocrinos (Ahuactzin-Pérez, et al., 2018) e
adversos em tecidos animais e humanos como figado, pulmao e testiculos (Camacho,
Latendresse, Muskhelishvili, Law, & Delclos, 2020; Pradeep, & Benjamin, 2012).

Nas embalagens de alimentos, os plasticos a base de petrdleo sdo, também,
amplamente utilizados devido as propriedades desejaveis de barreira ao oxigénio,
COg, resisténcia a tracdo e ao calor, além da possibilidade de selagem a quente e
baixo custo de producdo (Siracusa, Rocculi, Romani, & Rosa, 2008). No entanto,
tendo em vista as problematicas supracitadas e o0 crescente interesse dos
consumidores pela sustentabilidade ambiental, torna-se cada vez mais importante
desenvolver embalagens que apresentem baixa toxicidade, menor impacto ambiental

e maior biodegradabilidade. Para isso os pesquisadores tém direcionado esfor¢os no
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desenvolvimento de materiais plasticos com fontes de matérias primas naturais,
renovaveis e biodegradaveis.

Os plasticos biodegradaveis possuem grande vantagem ambiental pois sdo
metabolizados por organismos vivos e transformam-se em segmentos de polimeros
com baixo peso molecular e diéxido de carbono (Rudin, & Choi, 2015). Enquanto, os
biopolimeros séo formados na natureza durante ciclos de crescimento de organismaos,
ou seja, sdo polimeros naturais e, portanto, contribuem para a redugé@o nas emissdes
de diéxido de carbono (Imre, & Pukanszky, 2013), contudo ndo sdo necessariamente
biodegradaveis (Chandra, & Rustgi, 1998). O impacto ambiental produzido por alguns
bioplasticos pode ser maior do que alguns derivados de petréleo e que sédo
biodegradaveis como policaprolactona (PCL) e poli(succinato de butileno) (PBS). A
borracha natural ou latex é um exemplo de um biopolimero que perde a propriedade
de biodegradabilidade ao produzir ligacdes cruzadas do cis-1,4-poli-isopreno por meio
de um processo conhecido como vulcanizacdo e no qual é utilizado para a producdo
de pneus (Rudin, & Choi, 2015).

A biodegradabilidade advinda de plasticos €, portanto, a principal propriedade
desejavel para reducdo da degradacdo ambiental relacionada aos residuos plasticos
no planeta. Em especial, os polimeros biodegradaveis apresentam grande potencial
para substituicdo dos plasticos convencionais utilizados nas embalagens de
alimentos. Visto que sdo plasticos que requerem um curto tempo de vida, séo
descartaveis e ndo necessitam de altas resisténcias mecanica e térmica como 0s
plasticos utilizados para eletrodomésticos, pecas de automaoéveis e em construcao civil.

Dentre os biopolimeros utilizados para o desenvolvimento de embalagens de
alimentos, muita atencao tem sido dedicada aos polissacarideos, proteinas, lipidios e
poliésteres isoladamente ou em mistura (blends) (Mohamed, El-Sakhawy, & El-
Sakhawy, 2020; Park et al., 2020). Dentre esses, a celulose apresenta um grande
potencial de substituicdo dos plasticos tradicionais, tendo em vista que € o biopolimero
renovavel mais abundante da terra, capaz de formar hidrocoloides e, dependendo das
modificagdes quimicas, pode ser considerada biodegradavel (Khalil et al., 2017).

A estrutura quimica celulose consiste num homopolissacarideo linear ordenada
em unidades D-glicopiranose por meio de liga¢des glicosidicas -1-4 e organizadas
como microfibrilas unidas para formar redes compactadas em fibras de celulose

(Jedvert, & Heinze, 2017). Diversas modificacdes quimicas na celulose nativa sao
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frequentemente realizadas com o intuito de obter propriedades especificas de rigidez,
permeabilidade a gases e, também, para melhorar a solubilidade aquosa, capacidade
de processamento e até reduzir a biodegradabilidade (Qiu, Tao, Ren, & Hu, 2012).

A metilcelulose é um exemplo de biopolimero que mantem a propriedade de
biodegradabilidade, sendo derivado de celulose mais simples de producao por contar
com apenas a substituicdo de grupos metil (-CHs) nas hidroxilas de posigéo C-2, C-3
e/ou C-6 em unidades de D-glicose (Nasatto et al.,, 2015; Rimdusit, Jingjid,
Damrongsakkul, Tiptipakorn, Takeichi, 2008). Apesar dessa modificacao, os plasticos
a base de metilcelulose apresentam baixa barreira a vapor d’agua, alta solubilidade
aguosa, biodegradabilidade e dificuldade para o processamento em scale-up, o0 que
limita aplicacdes em alimentos Umidos (Kalkan, Otag, & Engin, 2019).

Algumas estratégias tém sido exploradas para melhorar o desempenho dessas
propriedades, como a adicao de reforcos (Silvério et al., 2014), mistura de polimeros
(Lee et al., 2019) e reticulacdo das cadeias poliméricas (Fadeeva et al., 2019). Aliado
a isso, foi observado que alguns fatores extrinsecos ao polimero como a forca ibnica
(FI), pH e temperatura de secagem da dispersdo formadora dos filmes, também,
influenciam significativamente nas propriedades mecanicas e de barreira (Chambi &
Grosso, 2011; Rosa, Vanga, Gariepy, & Raghavan, 2019). Contudo, até 0 momento,
poucos trabalhos estudaram o impacto da Fl nas propriedades fisico-quimicas de
filmes biodegradaveis. Segundo Lewis & Randall (1961), a FI é definida como a acéo
de cargas e interacfes interibnicas nas atividades eletroliticas das espécies em
solucéo. Fang, Tung, Britt, Yada, & Dalgleish (2002) mostraram que a Fl dos ions de
Ca*? proporcionou a reticulacéo nos filmes a base de proteinas de soro de leite, o que
aumentou os valores da resisténcia maxima a tracdo, elongacéo percentual, enquanto
houve manutencéo da permeabilidade a vapor d’agua.

Além do requisito de biodegradabilidade e sustentabilidade ambiental, os
pesquisadores necessitam desenvolver materiais plasticos contendo fungdes
inovadoras para conquistar maior publico de consumidores e, também, atender
exigéncias na qualidade de alimentos impostas por 6rgaos fiscalizadores. Uma dessas
maneiras é o desenvolvimento de sensores biodegradaveis ou embalagens
inteligentes para monitorar em tempo real a qualidade fisico-quimica e/ou
microbiolégica dos alimentos. Para assegurar caracteristicas com menor impacto

ambiental, alguns trabalhos tém desenvolvido materiais inteligentes com substancias



26

naturais, seguras e que apresentam capacidade de alteracdo colorimétrica em funcao
de alguma modificacdo fisico-quimica ocorrida no alimento, como as antocianinas
(Freitas et al., 2020a; Kang et al., 2019; Zhai et al., 2017).

As antocianinas séo fitopigmentos hidrossoluveis da familia dos flavonoides
gue apresentam em sua estrutura quimica um grupo glicona (agucares) e outro
aglicona (antocianidinas) derivados do 2-fenilbenzopirilio (Tarone, Cazarin, &
Marostica Junior, 2020). Aliado a isso, as antocianinas apresentam conveniéncia para
aplicacdo em alimentos, pois possuem propriedades benéficas para a saude do ser
humano e, também, podem ser utilizadas como indicadores de pH para monitorar a
gualidade de algum alimento, visto que sao reativas a espécies acidas ou basicas
presentes no sistema e apresentam ampla variagcdo colorimétrica (Peixoto, Roxo,
Krstin, Wang, & Wink, 2016; Silva, Mastrantonio, Costa, & de Morais, 2019). Diante
disso, diversos estudos utilizaram extratos de antocianinas para a funcionalizacdo de
polimeros e desenvolvimento de sensores ou embalagens inteligentes com a
capacidade de indicar modificacbes do pH, CO2, amonia e frescor de alimentos (Kang
et al., 2019; Vo, Dang, & Chen, 2019; Saliu & Pergola, 2018; Alizadeh-Sani, Tavassoli,
McClements, & Hamishehkar, 2021).

Freitas et al. (2020b) mostraram que a variacdo do pH na matriz polimérica foi
um fator extrinseco importante para o desenvolvimento de sensores reversiveis ou
irreversiveis. Esse comportamento irreversivel das cores nos sensores foi justificado
por meio da maior estabilidade das estruturas de antocianinas ao interagir com a
matriz polimérica, 0 que aconteceu em maior intensidade ao corrigir o pH da
suspensao polimérica para 2,0. Portanto, estudos sobre efeitos dos fatores
extrinsecos a matriz polimérica como pH, pressao externa, temperatura e FI podem
ser Uteis para descobertas relativas as interacdes de deteccao do analito, estabilidade
e alteracdo das cores. Contudo, até o momento ndo foram encontrados trabalhos
sobre o impacto da incorporacdo de sais divalentes em sensores contendo
antocianinas em relacdo as propriedades de deteccdo de espécies basicas, como
amonia volatil e/ou ions OH".

Nesse contexto, objetivou-se compreender a influéncia da forga i6nica e do raio
ibnico do cloreto de magnésio (MgClz) e cloreto de calcio (CaClz) nas propriedades
fisico-quimicas de filmes a base de metilcelulose e nas propriedades colorimétricas

de sensores de deteccdo de NHs.
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CAPITULO |

Impacto da forca ibnica e raio idnico de MgCl 2 e CaClz nas propriedades fisico-
quimicas de filmes biodegradaveis e na alteracdo colorimétrica de sensores de
NH3

RESUMO

Nos ultimos anos a crescente geracdo de residuos plasticos derivados de
petréleo ampliou a necessidade de desenvolvimento de pesquisas relacionadas aos
polimeros biodegradaveis. Contudo, as reduzidas propriedades mecéanicas e de
barreira sdo os obstaculos para a efetivacdo destas tecnologias. Neste contexto,
objetivou-se avaliar o impacto da forca ibnica (FI) e do raio i6nico do cloreto de
magnésio (MgCl2) e do cloreto de célcio (CaCl2) nas propriedades fisico-quimicas de
filmes a base de metilcelulose e nas propriedades colorimétricas dos sensores de
deteccdo a NHs. Mostramos que a incorporacdo de sais com Fl de 50 mM nos filmes
de MC promoveu a reticulacdo das cadeias poliméricas por meio de interacbes
eletrostaticas e ligagdes coordenadas, enquanto valores acima de 50 mM contribuiram
para o efeito plastificante. A incorporagdo dos sais nos sensores contendo
antocianinas gerou cores distintas, o que foi relacionado a formacédo de copigmentos
ou metaloantocianinas. O efeito aditivo da FI ou de cations com o menor raio iénico
(Magnésio) nos sensores aumentou a sensibilidade de detec¢do a NH3 e provocou a
reducdo do tempo necessario para observar alteracao das cores nos sensores em até
trés vezes. Portanto, destaca-se que estes sais podem ser utilizados como um novo
aditivo com funcéo de plastificante seguro ou de reticulacéo e abre perspectivas para
pesquisas com a intencdo de modular interacBes entre aditivos/polimeros em

embalagens ativas e/ou inteligentes.
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1. INTRODUCAO

Em 2018, a geracéo de residuos plasticos chegou a 343 milhdes de toneladas,
com a estimativa que alcance 33.000 milhdes de toneladas em 2050, caso a tendéncia
de consumo se mantenha estavel como nos ultimos 67 anos (Geyer, Jambeck & Law,
2017). O desenvolvimento de polimeros biodegradaveis € uma possibilidade para
reducdo dos impactos ambientais associados ao longo tempo de degradacéo e das
emissdes dos gases do efeito estufa que séo inerentes da produgdo dos polimeros
derivados de petréleo (Sudharsan et al.,, 2017). Os polimeros biodegradaveis sao
agueles no qual todo o carbono organico devera ser convertido para biomassa, agua,
diéxido de carbono e/ou metano via a acdo natural de microrganismos de ocorréncia
natural, como bactérias, fungos e algas, nhum periodo de tempo consistente com as
condi¢cdes ambientais do método de disposicao (ASTM, 2018).

Dentre os tipos de filmes biodegradaveis, a celulose ganha destaque por ser o
biopolimero renovavel mais abundante da terra, sendo encontrado em plantas, algas
(Tarchoun, Trache, & Klapdtkeb, 2019), tunicados (Zhao & Li, 2014), oomicetos
(Helbert, Sugiyama, Ishihara, & Yamanaka, 1997) e produzido por biofilmes
bacterianos (Du, Zhao, Peng, Zhou, & Han, 2018). A celulose é um
homopolissacarideo linear com estrutura ordenada por ligagées glicosidicas 3-1-4 das
unidades de D-glicopiranose. Possui redes compactadas em fibras de celulose devido
a capacidade de realizar ligacfes de hidrogénio intra e intermoleculares, contribuindo
para aplicacbes que necessitam de alta resisténcia mecanica e baixa permeabilidade
a vapor d’agua (Sharma, Thakur, Bhattacharya, Mandal, & Goswami, 2019).

As propriedades fisico-mecanicas de alto médulo de elasticidade (Young) e
baixa elongacdo percentual sdo caracteristicas de polimeros que contém fibras de
celulose e, portanto, provocam limitagbes nas aplicacbes que necessitam de
revestimento com um bom ajuste ao material (Cazén, Vazquez, & Velazquez, 2018).
Uma vez que durante a etapa de embalagem torna-se necessario polimeros com boa
flexibilidade para que n&o ocorram fissuras, fraturas e outros defeitos mecénicos,
comprometendo a qualidade do produto. Diante disso, diferentes modificacdes
guimicas na estrutura da celulose tém sido realizadas para melhorar essas
propriedades mecéanicas sem perder as caracteristicas de reciclabilidade,

biocompatibilidade e biodegradacdo (Kumar & Walia, 2014).
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Dentre as modificacdes, destacam-se os derivados de ésteres de celulose que
sao obtidos pela substituicdo dos grupos hidroxilas por grupos de acetato, tendo como
produto os polimeros de acetato de celulose e butirato de celulose. Essa substituicio
confere maior hidrofobicidade aos filmes e, devido a isto, tornou-se uma das principais
classes de polimeros biodegradaveis para aplicacdo em alimentos com alta umidade
e para producao de embalagens ativas (Pola et al., 2016; Saha et al., 2018). A celulose
nativa ndo dissolve em agua e foi a partir dos derivados de éteres de celulose como a
metilcelulose (MC) e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) que foram obtidos os
primeiros polimeros celulésicos com caracteristicas hidrossolUveis. Esses polimeros
modificados proporcionam maior homogeneidade e facilidade de incorporacédo de
compostos hidrossolUveis ou de reforco para embalagens alimenticias (Ghadermazi,
Hamdipour, Sadeghi, Ghadermazi, & Khosrowshahi, 2019; Halim, Kamari, & Phillip,
2018).

A MC é o tipo de derivado de celulose mais simples de producao por contar
com apenas a substituicdo de grupos metil (-CHs) nas hidroxilas de posi¢éao C-2, C-3
e/ou C-6 em unidades de D-glicose (Nasatto et al., 2015). A solubilidade aquosa da
MC é influenciada pela distribuicdo dos grupos metoxilas, porém €& o grau de
substituicdo (GS) dos grupos metoxilas que mais interfere na solubilidade, sendo
considerada soluvel em solventes organicos quando o GS é maior que 2,5 (Hirrien,
Desbriéres, & Rinaudo, 1996). Diversas pesquisas foram direcionadas para producao
de embalagens ativas (Matta, Tavera-Quiroz, & Bertola, 2019; Nunes et al., 2018) ou
inteligentes (Nopwinyuwong, Trevanich, & Suppakul, 2010; Rukchon, Nopwinyuwong,
Trevanich, Jinkarn, & Suppakul, 2014) a base de MC, devido a facilidade na
incorporacao de aditivos hidrofilicos. Entretanto, as pobres propriedades intrinsecas
da celulose em relacdo a barreira a vapor d’agua, resisténcia ao impacto e
impedimento de selagem a quente sdo 0s principais obstaculos para a efetivacao
destas tecnologias (Imre & Pukanszky, 2013).

Diante disso, as vertentes de pesquisas foram orientadas a estudar as
propriedades fisicas e mecanicas dos filmes, por meio da adi¢éo de reforgos (Silvério
et al., 2014), blenda de polimeros (Lee et al., 2019) e reticulagdo das cadeias
poliméricas (Fadeeva et al.,, 2019). Além disto, foi observado que alguns fatores
extrinsecos ao polimero como o pH, pressao e temperatura de secagem da dispersao

formadora dos filmes, também, influenciam significativamente nas propriedades
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mecanicas e de barreira a vapor d’agua (Chambi & Grosso, 2011; Rosa, Vanga,
Gariepy, & Raghavan, 2019). Contudo, até hoje ndo foram encontrados estudos
envolvendo o impacto do fator extrinseco da FI do sistema sobre as propriedades de
filmes celuldsicos biodegradaveis e de sensores colorimétricos para deteccao de NHs.
Para o avanco na pesquisa de filmes biodegradaveis e sensores colorimétricos, o
presente estudo teve como objetivo compreender a influéncia da forca ibnica dos
sistemas e o raio idnico do cloreto de magnésio (MgCl2) e do cloreto de célcio (CaClz)
nas propriedades fisico-quimicas de filmes a base de metilcelulose e nas propriedades

colorimétricas dos sensores de deteccdo de NHs.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Acetona, cloreto de calcio (CaClz) e cloreto de litio (LiCl) foram adquiridos da
Vetec (Duque de Caxias, Brasil). Alcool etilico foi adquirido da Neon (Suzano, Brasil).
Acido cloridrico (HCI), cloreto de magnésio (MgClz), cloreto de aménio (NH4Cl),
glicerol e hidroxido de sédio (NaOH) foram comprados da Synth (Diadema, Brasil).
Cloreto de sédio (NaCl) foi adquirido da Fmaia (Belo Horizonte, Brasil). Metilcelulose
de massa molar média de 40.000, viscosidade de 400 cP e com GS de 1,6 a 1,9
(metoxi/celulose) foi comprada da Sigma-Aldrich (St.Louis, Estados Unidos da

América).

2.2 Coleta dos frutos de acai ( Euterpe oleraceae Mart.)

Foram utilizados frutos de acai (Euterpe oleraceae Mart.) colhidos em Cameta
- Pard (Latitude: 2° 14’ 21.8” S e Longitude: 49° 29’ 54.3” O). Os frutos foram
selecionados, lavados e despolpados. A casca e o0 mesocarpo foram triturados em
mixer durante 3 minutos com adicdo de agua destilada na propor¢ao de 3:1 (m/m) do
fruto/agua. A polpa homogénea foi congelada em ultrafreezer a temperatura de -60 °C

até o momento das analises.

2.3  Obtencao do extrato fendlico de agai (A PE)

A obtencé&o do APE foi realizada segundo Rocha et al. (2018), no qual cerca de
50 g de poupa de acai foi adicionada num baldo contendo solucéo etandlica (75 %
v/v) e, em seguida, o pH foi corrigido para 2,0 utilizando &cido cloridrico. A extragao
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assistida por ultrassom foi realizada em banho ultrassénico (Ultracleaner 1400A,
Unique, Brasil) operando a 40 kHz e na temperatura de 40 T durante 50 minutos . O
APE obtido foi filtrado a vacuo em funil de Buchner com papel filtro qualitativo
Whatman n° 1 e concentrado a vacuo com auxilio de um evaporador rotativo (IKA RV
10 digital) na temperatura maxima de 50 C até a obtencao do teor de sélidos soltuveis
totais (SST) de aproximadamente 7 °Brix. O SST foi obtido pela leitura direta em
refratdbmetro marca Leica, modelo AR 200 (New York, USA). O APE foi armazenado

em frasco ambar sob congelamento no ultrafreezer (aproximadamente -60 C).

2.4  Preparo dos filmes biodegradaveis e sensores colorimétricos

Os filmes foram preparados pelo método de casting conforme descrito por
(Noronha, De Carvalho, Lino, & Barreto, 2014) com adapta¢cdes. Foram adicionadas
as massas dos sais de CaClz ou MgClz correspondentes a 25, 50, 250 ou 500 mM de
FI do sistema num béquer contendo 100 mL de agua milli-Q, com valores obtidos por
meio Equacédo 1, e aquecido a temperatura de 100 °C + 2 °C. Em seguida, dispersou
2 g do polimero MC, nesta solugdo, sob agitacdo magnética de 500 rpm por 15
minutos, adicionou o glicerol (20 % m.m?) em relagdo a massa do polimero e

manteve-se a agitacao por mais 10 minutos.

FI: H:—il:lZZIZ*CI

€Y)

Em que p é a FI (mol.L?), Ci é a concentracdo do ion (i) (mol.Lt), Zi é o nimero
da carga elétrica do ion (i).

A suspenséo formadora de filme foi vertida em placas de vidro com bordas (34
cm x 18,5 cm) e armazenada a 23 °C e 55 % Umidade Relativa (%UR) por 72 horas
para evaporacao do solvente. Para o desenvolvimento dos sensores colorimétricos foi
utilizado o mesmo procedimento, porém com a incorporagdo de 4 mL do APE logo
apos a etapa de adicdo do plastificante (glicerol). O controle foi preparado nas
mesmas condi¢cdes e em auséncia de qualquer sal.

Uma consideracdo a ser ressaltada esta relacionada aos valores de Fl do
sistema ou da concentracdo de qualquer componente na matriz polimérica, ou seja, 0
produto final (plastico). Nesse sistema, tanto os valores de FI quanto de concentracao

sdo descritos como analiticos, ou seja, séo valores obtidos a partir de um célculo
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tedrico e que ndo sao consideradas as variacdes de volume, dissociacao, ionizacéo
ou reacdes das espécies com outros componentes. Tendo em vista a complexidade
do sistema e a evaporagdo de agua, torna-se improvavel a determinacéo real da FI
ou concentragdo dos aditivos com acurécia e, portanto, a partir desse momento, fica

designado as medidas de FI e concentracdo como valores analiticos tedricos.

2.5Caracterizagao dos filmes
2.5.1 Espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier por
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

A analise de FTIR foi realizada num espectrometro Nicolet 6700 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) equipado com acessoério ATR com cristal de
germanio. Os espectros foram obtidos numa resolucéo de 4 cm* com nimero de onda
de 4000 a 700 cm™ e 32 varreduras foram realizadas para cada espectro. Foram
realizados os processamentos de normalizacdo da intensidade de absorcdo e a

corregao da linha de base.

2.5.2 Angulo de contato (8)

O angulo de contato entre a agua e a superficie dos filmes foi determinado com
auxilio de um goniémetro (Kruss, Alemanha) por meio do método da gota séssil,
depositando uma gota na superficie do filme em que o solvente foi evaporado. As
leituras foram realizadas a 25 °C com 3 replicatas e 3 repeti¢cdes por tratamento.

2.5.3 Potencial Zeta (Q)

Os valores de potencial zeta () da metilcelulose em dispersao aquosa com O,
25, 50, 250 e 500 mM de CaClz ou MgCl2 foram obtidos pelo método de mobilidade
eletroforética utilizando a equagcdo de Smoluchowski e com auxilio do Zetasizer Nano
ZS (Zen 3600, Malvern Instruments, Reino Unido). As amostras foram diluidas em
agua milli-Q com o pH igual a 6,8 até a concentracdo de 0,01 g.mL* e as leituras foram
realizadas na célula DTS 1070.

2.5.4 Termogravimetria (TG)
A decomposicéo térmica dos filmes foi avaliada pelo método termogravimétrico

usando um analisador TGA, modelo DTG-60H (Shimadzu, Jap&o). Aproximadamente
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3 mg de cada filme foram aquecidos em cadinhos de alumina até 600 C, a uma taxa

de aquecimento de 10 °C.mint em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min™*.

2.5.4 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas num calorimetro associado a um
analisador térmico, modelo DSC-60H (Shimadzu, Japao). Cerca de 3 mg dos filmes
foram colocados em cadinhos de aluminio e aquecidos até 500 °C com taxa de 10

°C.mint sob atmosfera de nitrogénio.

2.5.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As fotomicrografias da secéo transversal dos filmes foram obtidas por meio do
microscopio eletrénico de varredura com detector de elétrons secundérios, modelo
TM3000 (Hitachi High Technologies America, Inc. Schaumburg, IL, EUA). A tenséo de

aceleracéo de elétrons usada foi de 15 kV com ampliacdo das imagens de 600x.

2.5.7 Perfilometria

A rugosidade e topografia do filme foram caracterizadas por meio um
perfildmetro 6ptico 3D, modelo Contour GTK (Bruker, USA) e analisadas usando o
software Gwyddion versao 2.55. Foi usada a técnica de interferometria de luz branca
para medir a topografia dos filmes com resolucéo lateral de até 0,5 microns e vertical
melhor que 1,0 nm. As imagens foram obtidas das superficies que estavam em contato
com o ar durante a etapa de secagem dos filmes e com varredura da area de 1,23 mm

por 0,927 mm.

2.5.8 Transmissao de luz UV-Vis

A transmitancia dos filmes foi medida em espectrofotbmetro UV-Vis, modelo
UV 1800 (Shimadzu, Japao). As amostras foram cortadas em formato retangular com
dimensdes de (3 x 6) cm2. O intervalo de varredura foi de 200 a 800 nm e como
referéncia foi utilizado o compartimento vazio. Os dados foram plotados em

transmitancia (u.a.) por comprimento de onda (nm).

2.5.9 Espessura e propriedades mecanicas
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A espessura dos filmes foi determinada com o auxilio de um micrémetro digital
com precisdo de 0,001 mm (Mitutoyo Corporation, Japado). As medidas foram
realizadas em 10 pontos aleatérios para cada amostra com trés repeticfes e em sete
réplicas. A resisténcia maxima a tragéo (TS), o alongamento até a ruptura (EB) e o
modulo de Young (YM) foram determinados por ensaio de tracdo usando Maquina
Universal de Ensaios Mecéanicos, modelo 3367 (Instron Corporation, Norwood, MA,
USA) equipada com célula de carga de 500 N. Os corpos de prova foram
dimensionados em 150 x 25 mm?2 e a analise foi realizada de acordo com a norma

ASTM D882-12 (ASTM, 2012) com trés repeticdes e sete réplicas por tratamento.

2.5.10 Permeabilidade ao oxigénio (PO 2)

A PO:2 dos filmes foi determinada no VAC-V1 (Labthink Instruments Co.,
Shandong, China) de acordo com a norma ASTM D1434 (ASTM, 2009) com
adaptacdes. A analise foi realizadaa 25 +2 T e 50 + 2 % UR e o oxigénio foi removido
por uma bomba de vacuo durante por 8 horas. Foram realizadas trés repeticdes por

tratamento e a PO: foi expressa em (cm3. um.m2.d1.atm™).

2.5.11 Permeabilidade ao vapor d’agua (WVP)

A WVP dos filmes foi determinada por meio do método dessecante, seguindo
a ASTM E96/E96M (ASTM, 2016) com modificagdes. Os filmes foram dimensionados
com 80 mm de diametro, colocados sob as capsulas circulares de parafina e vedados
com parafina liquida. O interior das capsulas foi preenchido com solucéo saturada de
MgClz (32,5 %UR) e armazenado a 25 € em dessecador contendo solugcao saturad a
de NaCl para manter a umidade relativa igual a 75,1 % e promover o gradiente
constante de 43 %UR através do filme. As amostras foram pesadas a cada 2 horas
durante 48 horas. A WVP foi calculada usando trés repeticdes e expressa em (g.m-

Ls1kPal).

2.6  Caracterizagao colorimétrica do APE e sensores

A fim de compreender o impacto da Fl e do raio idbnico dos cations em polimeros
biodegradaveis funcionalizados, como sensores colorimétricos, foi incorporado o APE
nos filmes desenvolvidos neste trabalho e avaliada as modificacdes colorimétricas

produzidas ao detectar NHs.
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2.6.1 Espectro de absorcdo no UV-Vis do APE

Os espectros de absorcao no UV-Vis do APE com valores de pH entre 1 ao 13
foram obtidos com auxilio do espectrofotémetro UV-Vis modelo UV 1800 (Shimadzu,
Japdo). Foi ajustada a concentracdo do APE para 0,1 mL.mL* em &agua milli-Q,
obtendo-se SST igual a 18,3 °Brix. A faixa do comprimento de onda utilizada para
leitura foi de 350 a 800 nm.

2.6.2 Alteracado colorimétrica dos sensores por detec¢cdo de NH3

O impacto da incorporagédo de CaClz2 e MgClz nas propriedades colorimétricas
dos sensores foi avaliada por meio do ensaio de deteccdo de NHs de acordo com a
metodologia de Freitas et al. (2020a) com modificagbes. Os sensores foram
dimensionados com area de 16 cm? e mantidos dentro de dessecadores a 25 °C e 51
%UR com uso de solucdo saturada de Mg(NOz3)2 e com 10 mL da solucdo de NH4Cl
em béquer. A NHs foi produzida por meio da reacdo entre a solu¢cdo de NH4Cl (80
mg.mL1) e ao corrigir pH para 12 com NaOH (4 N).

A alteracao das cores dos sensores em contato com NH3 foi avaliada durante
30 minutos por meio das coordenadas colorimétricas (L*, a*, b*) nos tempos de 0, 2,
5, 10, 15, 20 e 30 minutos empregando-se a escala de cor CIELAB por reflectancia,
com geometria esférica d/8°, iluminante D65 e angulo de observacédo de 10 ° com
auxilio do colorimetro Colorquest XE (Hunter Lab, Reston, USA). Os valores de
Diferenca Total de Cor (AE*), indice Chroma (C*) e &angulo hue (h*) foram calculados
de acordo com as Equacdes 2, 3 e 4 respectivamente. Todos os parametros foram

obtidos com trés repeticdes e cinco replicatas.

aE*= [[(aL)" + (a2 + (ab'y @
¢t = JI@)2 + (b")?] 3)
h = arctan(b* x a*~1) 4)

2.7 Anélise estatistica
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Os experimentos foram realizados seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com dois fatores em estudo, o raio idnico: 0,72 Angstrom para o
Magnésio e 1,00 Angstrom para o Calcio (Weller, Rourke, Overton, & Armstrong,
2017) e a Fl do sistema de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigido por meio da adicéo de
CaCl2 ou MgCl.. Foram ajustadas curvas de regressédo e obtidos os parametros
estatisticos de coeficiente de determinacdo ajustado (RZ%j), falta de ajuste (Fa),
estimativas dos coeficientes do modelo por meio do teste t de Student. Os modelos
ajustados foram compostos apenas pelos parametros significativos (p<0,05). Todas
as analises estatisticas foram realizadas com os programas MINITAB versédo 17 e
OriginPro 8.5.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho médio (ATR-FTIR)

As alteracdbes no comportamento de absorcdo no infravermelho médio
possibilitaram inferir sobre as interagdes intra e intermoleculares que ocorreram nos
filmes de MC sob efeito dos diferentes raios ibnicos e da Fl do sistema ao incorporar

CaClz e MgClz, sendo mostrado os espectros FTIR na Figura 1.
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Figura 1. Espectros de FTIR dos filmes de MC com FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM
corrigida com CacClz (a) ou MgClz (b).

O aumento da FI nos filmes contendo ambos sais provocou 0 aumento da
intensidade e o deslocamento para comprimentos de ondas menores da banda de
estiramento da ligacdo O-H situada entre 3000-3680 cm™. O deslocamento dessa

banda para comprimento de ondas menores ocorreu devido a formagéo interacdes
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intermoleculares do tipo ion-dipolo entre as hidroxilas da metilcelulose e os cations
dos sais dissociados e, como resultando, houve o enfraquecimento da ligacdo
covalente O-H, o que reduziu a frequéncia de absorcdo. Aziz, Rasheed, & Ahmed
(2017) também indicaram que formacéo de liga¢des de hidrogénio entre as hidroxilas
da metilcelulose induzem o deslocamento dessa banda de absorcdo para
comprimentos de ondas menores. Aliado a isso, o aumento da Fl nos polimeros
provocou o ganho significativo da intensidade do pico em 1637 cm referente a
deformacgdo angular da agua (Barbosa, 2007).

Esse ganho da intensidade do pico em 1637 cm™ em funcéo do efeito aditivo
da FI é justificado pela hidratacdo dos ions presentes nos filmes e que provocou na
maior quantidade de moléculas de agua presentes na matriz polimérica. Esta
descoberta foi confirmada com ajuda da TGA ao verificar que a perda de massa do
solvente é de pelo menos 4,23 vezes maior nos filmes de 500 mM de ambos sais em
relacdo ao filme controle. Além disto, foi verificada a maior intensidade dos picos
referentes as hidroxilas para os filmes contendo ions de magnésio em relagcédo ao
Célcio. Isso ¢é justificado pelo menor raio idnico do Magnésio (0,72 A) em relagéo ao
Célcio (1,00 A) e devido a isso s&o obtidas diferentes energias de solvatacio dos ions.
Born (1920) mostrou que a energia de hidratagdo dos ions (AGoom) € influenciada

linearmente com o inverso do raio ibnico, mostrado na Equacéo 5.

AGporn = < (1 - %) (5)

ZRSO

Em que q e R sdo a carga e raio do ion, respectivamente, €o é permissividade
do meio, e K é a constante dielétrica do meio.

Os demais picos presentes no espectro infravermelho ndo sofreram alteragbes
significativas sob efeito dos tratamentos avaliados e, por isto, foram utilizados apenas
para diagnostico da presenca dos constituintes nos filmes. Os picos na regido entre
3000-2800 cm* sdo associados ao estiramento assimétrico de CHs de grupos alquilas
da MC (Barbosa, 2007; Liebeck, Hidalgo, Roth, Popescu, & Boker, 2017). Entre os
comprimentos de onda de 1300 a 1500 cm™ sdo associados os picos harmoénicos do
grupo éter e a deformacéo angular de C-H de alcanos presentes na MC. A regido entre

1270-1030 cm™ é associada a bandas de estiramento assimétrico de éteres e em
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1180-1050 cm™ ao estiramento simétrico de éteres, ambos presentes na MC
(Barbosa, 2007).

3.2  Angulo de contato ( ) e potencial zeta ( Q)

Uma das maneiras de caracterizar a hidrofobicidade dos filmes ou interacéo
entre um liquido e um sélido é por meio do angulo de contato (8) entre as duas fases.
Os resultados do angulo de contato dos filmes com as curvas de regressao sao
mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Curvas de regresséo do angulo de contato (8) entre agua e a superficie dos
filmes de MC com FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida com CaClz (vermelho) ou
MgCl2 (preto) (a) e (b) ilustracdo das estruturas de MC, agua e Célcio com indicacéo

das ligacdes coordenadas (laranja), interacdes eletrostaticas (verde) e hidroxilas
ionizadas (vermelho).

Foi verificado que o aumento da FI nos filmes de MC provocou o aumento do
angulo de contato, entre o flme e a gota d’agua, sendo que a incorporacao de
concentragdes de MgClz para o desenvolvimento de Fl =2 250 mM do sistema alterou
a superficie dos filmes de carater hidrofilico para hidrofébica, ou seja, o angulo de
contato foi maior que 90 °. Razavi et al. (2019) verificaram 0 mesmo comportamento
guando foram adicionadas concentracdes crescentes de plastificantes hidrofilicos na
matriz polimérica de filmes baseado em goma de salvia e indicaram a reducéo de

grupos hidrofilicos livres na superficie devido as interacdes dos grupos polares das
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cadeias poliméricas com o plastificante. Esses mesmos autores também verificaram
gue as interacoes hidrofilicas entre polimero/plastificante reduziram as energias livres
polar e dispersiva, tendo como resultado, a orientacdo de residuos hidrofobicos para
a superficie dos filmes.

Duas causas podem ter contribuido para o aumento da hidrofobicidade
superficial dos filmes, a indisponibilizacdo dos grupos hidroxilas da MC para interacéo
com moléculas de agua na superficie do filme (1) e/ou a difusdo do sal para as
moléculas de &gua (2). A primeira causa esta relacionada as interacdes intra (ligacao
coordenada) e intermoleculares (eletrostaticas) entre as hidroxilas e os cations
dissociados dos sais, conforme ilustrado na Figura 2b. O desenvolvimento de
interacdes eletrostéticas é confirmado ao observar a redu¢cdo em moédulo do { negativo
da suspensao de MC pura apés a incorporac¢ao dos sais, 0 que promoveu a reticulacédo
das cadeias de MC entre os cations dos sais e os residuos negativos da hidroxila
(Tabela 1). Enquanto, as ligacbes coordenadas foram estabelecidas entre os céations
de Célcio ou Magnésio, que possuem numero de coordenacao igual a seis, e 0S
atomos com pares de elétrons ndo ligantes da MC como o oxigénio.

Tabela 1. Potencial Zeta da MC em soluc&o aquosa com Fl de 0, 25, 50, 250, 500 mM
de CaClz ou MgClo.

Tratamento Forca l6nica (mM) Potencial Zeta - ¢ (mV)*

Controle 0 -11,92° (1,60)
25 -5,162 (1,23)

50 -1,732 (1,44)

CcaClz 250 -0,73%(0,87)
500 -0,632 (0,28)

Controle 0 -11,92¢ (1,60)
25 _5!49b (0!98)

50 -2,29% (0,43)

MgClz 250 -1,972 (0,10)
500 -1,592 (0,14)

* Valores em média com trés repeticdes e desvio padréo (DP). Comparacéo realizada
entre as forcas ibnicas de cada sal. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

A segunda causa foi relacionada a alteracéo do equilibrio da relacdo de medida
de tensdes interfaciais entre a superficie do filme, a gota d’agua e o ar atmosférico.

No qual ocorre o aumento da tenséo interfacial entre a gota d’agua e a superficie do



45

filme por meio da difusdo do sal para a gota d’agua, o que provoca no rearranjo
estrutural das moléculas de agua por meio de novas interacdes (ion-dipolo) e, como
consequéncia, aumentam a hidrofobicidade dos filmes. Portanto, acreditamos que
esses sais podem ser considerados como novos aditivos de extrema importancia com
capacidade de modular a hidrofobicidade dos filmes, sendo Uteis para ampliar as

possibilidades de desenvolvimento de embalagens hidrofilicas para alimentos imidos.

3.3  Andlise termogravimétrica (TGA)

A Tabela 2 mostra as temperaturas dos eventos de degradacao térmica da MC
em po, glicerol, dos filmes controle e contendo CaClz e MgCl2 com FI de 25, 50, 250
ou 500 mM. As curvas termogravimétricas de cada tratamento estao disponibilizadas
no material suplementar (Figura 1sll).

Tabela 2. Eventos térmicos da MC em p0, glicerol e os filmes de MC com FI de 0, 25,
50, 250 e 500 mM corrigida com CaCl2 ou MgCla.

Evaporacao de Degradacao Degradacao

Tratamentos solventes térmica do glicerol térmica da MC

Tmax (°C) % LW  Tmax °C) % LW  Tmax (°C) % LW
Metilcelulose 35,36 5,62 - - 351,34 80,14
Glicerol 59,83 3,77 200,96 95,37 - -
0 mM - Controle 47,70 6,62 180,71 14,96 350,76 64,70
25 mM - CaClz 59,85 7,08 223,64 10,21 298,67 56,59
50 mM - CaCl2 50,85 8,29 216,45 9,21 293,51 52,24

250 mM - CacClz 53,38 23,37 214,41 6,01 273,21 39,22

500 mM - CaClz 59,39 28,03 210,54 7,50 267,07 24,86

25 mM - MgClz 50,24 10,83 246,60 19,60 303,25 60,60

50 mM - MgCl2 39,63 16,91 245,74 19,10 284,37 57,92

250 mM - MgClz 57,45 28,88 193,13 15,97 262,60 43,39

500 mM - MgCl2 54,31 32,37 192,05 12,75 202,02 40,71
* 0% LW: Perda de massa; Tmax: Temperatura de maxima degradacao.

O primeiro evento de perda de massa é referente a evaporacdo de volateis e,
principalmente, da dgua que foi utilizada como solvente nos filmes (Lin, Wang, Wei, &
Li, 2007). Neste evento, a perda de massa em qualquer FI dos filmes com MgCl: foi
maior do que nos filmes com CaClz, o que indica a maior presenca de agua, como

também evidenciado no FTIR. O segundo evento esta relacionado com a temperatura
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de degradacédo do plastificante glicerol, sendo observado que a interacdo entre
glicerol-MC no filme controle reduziu a temperatura de maxima degradacdo do
plastificante em aproximadamente 20 °C, como também verificado por Yunos &
Rahman (2011).

A temperatura de maxima degradacdo térmica do polimero MC (pirolise
térmica) foi reduzida de 350 °C no controle para 267 °C e 202 °C nos filmes com 500
mM da FI de CaCl2 ou MgClz, respectivamente. Foi visto que o acréscimo da Fl
contribuiu para o aumento da quantidade de moléculas de agua no filme e, que por
sua vez, atuaram como plastificante diminuindo as intera¢des entre MC-MC. Segundo
Junior (2002) a atracdo de moléculas de agua entre as ligacdes covalentes na cadeia
principal da MC, como carbono-carbono ou fungdes éteres, provocam a reducdo da
temperatura de degradacao térmica devido as reacdes de cisdo de cadeia aleatéria
catalisada pela hidrolise e, como resultado, obtém-se a reducdo da massa molar do
polimero. Isso explica a maior estabilidade térmica dos filmes com CaClz em relacdo
aos filmes com MgClz, visto que nos filmes contendo calcio h4 menor quantidade de
moléculas de 4gua, o que, também, provoca no menor efeito plastificante nos filmes
de MC. Portanto, por meio desses resultados da TGA confirmamos que a forca e o
raio ibnico dos sais sao fatores que governam o comportamento de absorcao de agua

em filmes de MC.

3.4  Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

A atuacdao indireta dos sais como promotores da acao plastificante, também, foi
comprovada por meio da reducdo da temperatura de fusdo dos cristalitos de MC em
funcdo do acréscimo da Fl. Segundo Junior (2002), o fator externo ao polimero que
mais influéncia os valores da temperatura de fusédo (Tm) é a presenca de plastificantes
adicionados ou naturalmente absorvidos, como é no caso da agua.

As curvas de DSC dos filmes de MC sédo mostradas na Figura 3 e foi verificado
que a temperatura de fusédo do filme controle foi alterada de 194,05 °C para 162,32 °C
e 160,55 °C nos filmes contendo 500 mM de CaClz e MgClz, respectivamente. Filipini,
Romani & Martins (2020) relataram valores semelhantes da Tm dos filmes de MC
incorporado com diferentes concentracbes de extrato de jamboldo e, também,
indicaram que a modificacdo das propriedades térmicas aconteceram em

consequéncia das novas interacdes formadas entre o extrato e a matriz polimérica.
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Além do efeito plastificante, verificamos que os filmes contendo 50 mM de CaCl2
apresentaram maior temperatura de fusdo do que os filmes contendo 25 mM. Isso
pode confirmar a formacdo de reticulacdo entre as cadeias poliméricas de MC
promovida por interacdes eletrostaticas e ligagbes coordenadas, conforme sugerido

na Figura 2b.
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Figura 3. Curvas de DSC dos filmes de MC com FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM
corrigida com CaClz (a) ou MgCl: (b).

A confirmacéo do efeito plastificante provocado pela incorporacéo da Fl = 250
mM de CaCl2 ou MgClz em MC surge como potencial aditivo para substituicdo de
outros plastificantes ndo seguros para o ser humano, como os ftalatos que séo
associados a problemas de saude humana incluindo infertilidade, alergias e cancer
(Crinnion, 2010). Novos estudos sdo necessarios sobre o impacto desses sais nas
propriedades mecanicas, térmicas, de barreira e exsudacdo em outras matrizes
poliméricas, biodegradaveis ou ndo, para confirmar aplicacdo como plastificantes
seguros. Em especial destacamos o CaClz, pois nos processos de exsudacdo do
calcio para alimentos, como a migracdo, por meio das embalagens plasticas nao é
preocupante, visto que o Calcio € um micronutriente essencial para dieta humana e
pode prevenir e/ou tratar osteoporose e sindrome metabdlica, sendo frequentemente
descrito com ingestao insuficiente para quase toda a populacdo humana (Muscariello
et al., 2020).

3.5 MEV e Perfilometria
A morfologia, topografia e rugosidade média (Ra) foram avaliadas por meio da
MEYV e perfilometria (Figura 4). As imagens da sec¢éo transversal dos filmes, indicaram

gue nao houve a separacéo de fase do plastificante e que a dispersédo das cadeias
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poliméricas foi melhorada com o aumento da Fl do sistema, uma vez que aglomerados
de MC e rachaduras foram reduzidos (Figura 4C, E). Rosu et al. (2017) também
verificaram estruturas semelhantes de rede fibrosa da celulose como mostrado nas
Figura 4A, B, D.

O aumento da dispersdo das cadeias poliméricas também pode contribuir na
reducdo do modulo de elasticidade e no aumento da elongacao percentual dos filmes
(conforme verificado nos ensaios mecanicos), uma vez que as forcas de interagcbes
entre polimeros séo reduzidas. A Ra aumentou de 2500 nm do filme controle para
3670 e 3680 nm nos filmes com CaClz e MgClz, respectivamente (Figura 4F). Bataglioli
et al. (2019) relataram comportamento semelhante, ou seja, criagcdo de superficies
irregulares de acordo com o aumento da concentracdo de NaCl em filmes de
carboximetilcelulose com quitosana. Dubas & Schlenoff (1999) sugeriram que a
modificacdo da rugosidade acontece por meio mudancas conformacionais lentas na

superficie da cadeia polimérica assumida em ambientes com maior forca iénica.
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Figura 4. Imagens da MEV dos filmes com magnificacdo de 600x: a: Controle, b: 25
mM CacClz, c: 500 mM CacClz, d: 25 mM MgClz, e: 500 mM MgClz. 3D micrografias de
perfilometria dos filmes: a’: Control, b’: 25 mM CaClz, ¢’: 500 mM CacClz, d’: 25 mM
MgClz, e’: 500 mM MgCl.. f: Gréfico de barras da rugosidade média (Ra) dos filmes.




50

Deve-se destacar que os polimeros de quitosana apresentam residuos
carregados e, portanto, sdo fortemente influenciados por ions em solucdo, o que
propicia essas alteragfes no espaco conformacional dos angulos glicosidicos do
polimero e, por conseguinte, possiveis irregularidades na superficie do filme (Esteban,
et al., 2018). Acreditamos que, ao contrario do efeito relatado nos filmes de quitosana,
0 aumento da Ra nos filmes de MC, em destaque para os filmes com 250 ou 500 mM
de Fl, foi decorrente das diferentes taxas de evaporagdo do solvente, o que
desenvolveu superficies irregulares como as observadas nas Figuras 4D, E. Essas
diferencas nas taxas de evaporacdo sdo associadas ao desenvolvimento de
interacdes ion-dipolo entre os sais dissociados e a 4gua, 0 que elevam a temperatura
de evaporacao do solvente. Nos filmes com 25 ou 50 mM de FlI ndo foi observada
esse mesmo comportamento de aumento da rugosidade em relagdo ao controle, o
gue justifica nossa teoria de reticulacdo das cadeias de MC, pois provavelmente a
maioria dos ions dissociados reticulam a cadeia polimérica e poucos ions

remanescentes interagem com as moléculas de agua.

3.6  Transmitancia dos filmes

A transmitancia dos filmes pode indicar a qualidade de dispersédo das cadeias
poliméricas, cristalinidade e presenga de aditivos (Turhan & $ahbaz, 2001). O
acréscimo da Fl do sistema ao incorporar ambos sais reduziu a transmitancia dos
filmes ao longo de todo o espectro (200 a 800 nm), o que € justificado devido ao
aumento significativo da espessura e que, por sua vez, contribui para o maior desvio
de luz em todo o espectro. Na Figura 5 mostramos que o tipo de céation € uma
propriedade que influencia diretamente na disperséo de luz, visto que a incorporagao
dos ions com menor raio ibnico (Mg*?) apresentaram menor dispersdo de luz em
relacdo a ions com maior raio iénico (Ca*?). Confirmamos a disperséo efetiva dos sais
ao longo da matriz polimérica de MC, uma vez que aglomerados dispersam fortemente
a luz (Saha, et al., 2016). Aziz, Rasheed, & Ahmed, (2017) incorporaram o mineral
CuS e também verificaram a reducdo da intensidade de transmitancia dos filmes de

MC, o que justificou pelo alto indice de refracdo gerado por esses nanocompositos.
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Figura 5. Transmitancia dos filmes de MC com 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida com
CaClz (a) ou MgClz2 (b).

3.7 Espessura e propriedades mecanicas

Os resultados e as curvas de regressao da espessura (Figura 6a), propriedades
mecanicas de TS (Figura 6b), YM (Figura 6¢) e EB (Figura 6d) dos filmes em funcéo
da Fl nesse sistema ao incorporar concentracdes crescentes de CaCl2 ou MgClz séo
mostrados na Figura 6. Os modelos matematicos ajustados e os parametros

estatisticos estdo disponibilizados na Tabela 1sl e 2sl do material suplementar.
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Figura 6. Curvas de regressao para a espessura (a), resisténcia a tracao (b), médulo
de Young (c) e elongacao percentual até a ruptura (d) dos filmes de MC com FI de 0,
25, 50, 250 e 500 mM corrigida com CaClz (vermelho) ou MgClz (preto). Curvas de

tensdo por elongagéo percentual dos filmes de MC com CaCl: (e) ou MgClz2 (f).

O efeito aditivo da FI do sistema desenvolvida ao incorporar concentragdes de
CaCl2 ou MgCl2 nos filmes provocou no aumento da espessura e da EB, enquanto a
TS e 0 YM foram reduzidos. A influéncia da Fl é justificada pela atuacéo indireta dos

ions como plastificantes ap0s a absorgcéo e retencdo de agua na matriz polimeérica.
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Junior (2002) indicou que a atuacdo da agua como plastificante ocorre devido as
interacdes do tipo L.H entre as hidroxilas da dgua e os grupos oxigenados da matriz
polimérica, o que provoca a reducdo da TS, YM e o aumento da EB. A comparagéo
entre os diferentes raios i6nicos nos filmes indicou que o MgCl2 proporcionou maior
EB e menor TS e YM em relacéo aos filmes com CaClz. Isto é justificado pela maior
guantidade de moléculas de agua presentes na matriz polimérica, conforme visto na
Figura 1, tendo a reducdo das interagbes entre MC-MC e a maior mobilidade das
cadeias poliméricas adjacentes.

Ao aumentar a FI de 25 mM para 50 mM nos filmes de MC e contendo qualquer
sal, verificamos o0 aumento da TS e o aumento, porém néo significativo, da rigidez do
filme (YM). Entretanto, era de se esperar que os valores de TS e YM fossem
reduzidos, assim como acontece ap6s o aumento da Fl de 50 para 250 mM e depois
até 500 mM. Isso pode ser observado com maior facilidade por meio das curvas de
tensdo x deformacédo dos filmes (Figuras 6 e, f). Acreditamos que na regido de Fl
proxima a 50 mM séo estabelecidas forcas intra e intermoleculares como interacfes
eletrostaticas e ligacdes coordenadas e que resultam na alteracdo dessas
propriedades mecanicas. O desenvolvimento de interacdes eletrostaticas €
confirmado ao observar a reducdo em maodulo do { negativo da suspensédo de MC
pura apés a incorporacdo dos sais, 0 que promoveu a reticulacdo das cadeias de MC
entre os céations dos sais e os residuos negativos da hidroxila, conforme ilustrado na
Figura 2b. Enquanto, as ligacfes coordenadas foram estabelecidas entre os cations
de Calcio ou Magnésio, que possuem numero de coordenacdo igual a seis, e &tomos
com pares de elétrons nao ligantes como o oxigénio.

Sugerimos que a regido da Fl préxima a 50 mM sao valores que potencializam
a formacao da reticulagdo entre as cadeias de MC, tendo em vista o aumento da TS
e YM em relacdo aos filmes com 25 mM e que, nestes, a insuficiéncia de cations pode
ter limitado a formagé&o das reticulacdes. Esse aumento da TS e YM pode ser derivada
da formacdo de estruturas continuas que sdo mantidas por meio das interacdes
ocorridas na reticulacdo e no qual o estresse mecanico aplicado pode ser distribuido
de forma mais uniforme, o que evita a sobrecarga de alguma regido e consequente
rompimento das interagdes existentes.

De forma andaloga, Salari, Khiabani, Mokarram, Ghanbarzadeh, & Kafil
verificaram que a incorporacdo de nanocristais de celulose bacteriana (BCNC) nos
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filmes de quitosana aumentaram a YM e TS, sendo justificado por meio da dispersao
homogénea dos BCNC e das interacdes estabelecidas ao longo da cadeia polimérica,
melhorando a transferéncia efetiva de carga. Enquanto, a reducdo da TS e YM nos
filmes com Fl = 250 mM ocorrem por meio do efeito plastificante ocasionado pela
maior absor¢cdo de moléculas de agua na matriz polimerica. Isso é corroborado ao
observar que o aumento da FI de 50 até 500 mM nos filmes indicam um
comportamento constante e direcional para reducdo da TS e aumento da EB.
Confirmamos que as diferencas das propriedades mecanicas supracitadas
podem ser atribuidas a FI e raio ibnico das substancias inorganicas higroscopicas
presentes na matriz polimérica. A descoberta de que a Fl e o raio ibnico alteram as
interacdes entre as cadeias poliméricas podem contribuir para novas pesquisas com
o intuito de reduzir as fortes interacdes entre aditivos-polimero e modelar a taxa de
difusdo de substancias ativas. Tun¢ & Duman (2011) confirmaram que isso pode ser
feito ao mostrar que o aumento da concentragcdo de um outro aditivo (Argila
Montmorilonita) no polimero de MC reduziu a liberagdo controlada de carvacrol em

embalagens ativas.

3.8 Propriedades a barreira

Uma das principais propriedades dos filmes biodegradaveis para aplicacao
como embalagens de alimentos € a capacidade de evitar mecanismos de
transferéncia de massa. Wang et al. (2018) desenvolveu uma classificacdo para
avaliacdo da qualidade de barreira de filmes e, independentemente do tipo de
tratamento realizado neste trabalho, os filmes foram classificados como alta barreira
a PO2 e pobre propriedade a barreira ao vapor d’agua. A permeabilidade ao oxigénio
de qualquer filme desenvolvido neste trabalho foi menor do que outros plasticos
comumente utilizados, como: tereftalato de polietileno (PET), poliamida (PA),
polietileno de alta densidade e baixa densidade (HDPE e LDPE), polivinil alcool (PVC)
e polipropileno (PP).

A permeabilidade de gases ou vapores através de um filme € divida em trés
etapas, a sor¢do (1) relacionada ao contato do permeante com a superficie do
polimero (adsorcdo) e a conseguinte penetracdo na superficie (absorcdo), depois
ocorre a difusdo (2) do permeante através do filme por meio do gradiente de
concentracéo e, por ultimo, a dessorcao (3) por meio da evaporacao ou difusdo do
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permeante da outra extremidade do material para o ambiente (Robertson, 2012). Para
determinacdo do coeficiente de permeabilidade (P) através de um filme no qual o
sistema encontra-se em estado estacionario, ou seja, a quantidade de matéria que
atravessa a area transversal do material ao longo do tempo é constante, pode ser
calculado por meio do produto entre o coeficiente de solubilidade (S) e o coeficiente
de difusdo (D) do permeante (Junior, 1984).

Sugerimos que o comportamento da PO2 e WVP nos diferentes tipos de filmes
ao incorporar sais divalentes é justificada pela variagdo do S e D, conforme mostrado
na Figura 7. O aumento do coeficiente de solubilidade do oxigénio, por exemplo,
acontece ao aumentar a area superficial do filme e, também, ao apresentar forcas
intermoleculares compativeis com a superficie do material, como o aumento da
hidrofobicidade na superficie. Os valores do coeficiente de difusdo podem ser
reduzidos por meio de reticulagdes que provocam caminhos tortuosos ao permeante
ou aumentado por meio da incorporacdo de plastificantes, como a agua, que
contribuem a maior movimentacao das cadeias poliméricas e, consequente, formacao
de espacos vazios. Com base na compreensdo do efeito desses fatores na
permeabilidade e nos resultados de caracterizacdo dos filmes de MC, indicamos
indiretamente a ordem dos valores de cada etapa de permeabilidade ao oxigénio
(adsorcéo, difusdo e dessorcdo) dos plasticos de MC em funcdo da Fl e que

contribuem para o entendimento dos valores de POz obtidos por andlise instrumental.

| Control (a) ] 25and 50 mM (b) | 250 and 500 mM (c) |

Hypothesys
Water Permeability O, = (b) < (a) < (¢)
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Figura 7. llustragdo dos fatores que influenciam nos mecanismos de adsorgéo,
difusé@o e dessorcdo de oxigénio nos filmes de MC com FI de 0, 25, 50, 250 ou 500
mM.
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Os valores de POz e WVP dos filmes de MC em func¢éo do efeito aditivo da Fl
do sistema promovida ao incorporar CaClz ou MgCl2 e a curva de regressao ajustada
sdo mostrados na Figura 8A e 8B, respectivamente. A incorporacdo de CaClz ou
MgCl2 com o aumento da FI nos filmes provocou na reducéo da barreira de POz e da
WVP. A hipotese sobre a formacéo da reticulacdo entre as cadeias de MC promovida
pelos cations dos sais incorporados é corroborada ao verificar a menor PO2 e WVP
dos filmes com Fl < 50 mM. Tendo em vista que as ligagdes coordenadas e interacdes
eletrostaticas podem contribuir para formacdo de caminhos tortuosos e, portanto,
reduzem a velocidade de difusdo e transferéncia de massa ao longo da matriz
polimérica (Gill, Abid, & Song, 2020).

O ganho da PO:2 nos filmes com o aumento gradativo da FI apés 50 mM foi
atribuido ao aumento do volume livre ocasionado pela absorcao de moléculas de agua
nos filmes e que, também, provocou na maior permeabilidade dos filmes com MgCl2
em relacdo ao CaClz (Bonnaillie, Zhang, Akkurt, Yam, & Tomasula, 2014; Lieberman,
& Gilbert, 1973). Segundo Slavutsky et al. (2014) a permeacado do gas depende da
difusividade que é relacionada a dificuldade na passagem de moléculas de oxigénio
através da matriz polimérica e, portanto, a difusividade sera favorecida quanto maior

for o volume livre.
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Figura 8. Curvas de regressao para a permeabilidade ao oxigénio (a) e a vapor d’agua

(b) dos filmes de MC com FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida com CacClz
(vermelho) ou MgCl: (preto).
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A difusividade e a solubilidade das moléculas de agua através da matriz
polimérica sao os principais fatores de influéncia para a WVP (Kalkan, Otag, & Engin,
2020). O efeito aditivo da FI aumentou a WVP devido ao aumento do nimero de
moléculas de agua contribuindo para a maior velocidade de difusdo do vapor d’agua.
Aliado a isso, mostramos que o ganho da FI aumenta a Ra e, por sua vez, eleva a
area de contato com componentes externos, o que aumenta a permeabilidade na
primeira etapa do processo, ou seja, a adsor¢cao de vapor d’agua na superficie do
filme.

A maior barreira a WVP dos filmes contendo MgClz, em relacéo aos filmes com
CaClz ocorre pelo aumento do carater hidrofébico da superficie dos filmes, como
mostrado no experimento de angulo de contato. Liu et al. (2018) também indicaram
que o aumento da hidrofobicidade dos filmes dificultou a permeacédo das moléculas
de agua nos filmes de MC. Apesar do efeito aditivo da FI aumentar a WVP e POz, os
filmes desenvolvidos neste trabalho cumpriram com o0s requisitos de barreira
propostos por Wang et al. (2018) para aplicagdo como embalagens para carne, queijo,
frutas, vegetais e/ou saladas.

3.9 Impacto da incorporacao de sais em sensores colorimétricos
3.9.1 Espectro de absorc¢do no UV-Vis do APE

As cores produzidas pelo APE em solugédo com variagcdo do pH entre 2 ao 13
sdo mostradas na Figura 9a e os espectros de absor¢ao no UV-Vis na Figura 9b. No
pH 2, o APE tornou-se rosa com comprimento de onda de maxima absorbancia (Amax)
em 512 nm. O aumento da alcalinidade até o pH 4 reduziu a intensidade de absorcao,
engquanto no pH 5 houve um maior espalhamento de luz ao longo de todo o espectro
e sem alteragdes significativas no Amax. Quando o pH aumentou de 5 para 9 houve o
deslocamento batocrémico gradual do Amax para 580 nm, 0 que proporcionou cores
com baixa saturacédo. Nos pHs 10 e 11 a cor mudou para 0 marrom escuro e houve a
reducao da intensidade de absorcdo com a perda do formato de um pico caracteristico
(achatamento da curva). Nos pHs 12 e 13 a cor aproximou-se do marrom claro com a
reducdo da intensidade de absorcédo, o que ficou evidente o direcionamento para a
cor amarela devido a formacéo das estruturas cis-chalcona e trans-chalcona como

principais espécies nessa regido de pH (Basilio & Pina, 2016).
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Figura 9. Fotografia do APE em solugcdo aquosa no pH 2 ao 13 (a) e os espectros de

absorcdo no UV-Vis (b).

3.9.2 Alteracao colorimétrica dos sensores por deteccao de NH3

A exposigao dos sensores a NH3 durante 30 minutos provocou comportamentos
colorimétricos diferenciais em funcdo da FI do sistema e do raio ibnico do cétion
(Figura 10). Foram verificados a ampliacdo do espectro de cores e 0 aumento da
sensibilidade dos sensores de acordo com o efeito aditivo da FI do sistema e da
incorporacdo de cations com menor raio idnico (Magnésio) nos filmes. O ganho de
sensibilidade a NH3 pelos sensores é justificado por dois fatores relativos ao aumento
da FI: acréscimo da quantidade de moléculas de agua no sensor e pelo aumento do
efeito plastificante.

O aumento do efeito plastificante nos filmes de MC contribui para a maior
mobilidade de aditivos hidrofilicos presentes na matriz polimérica, pois eleva a
dispersédo desses aditivos e ocorre o acréscimo do volume livre (Wypych, 2017). Esses

efeitos facilitam a interagé@o das antocianinas com fatores extrinsecos ao sensor como
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as espécies basicas. Dessa forma, nas matrizes com maior volume livre € esperado o
maior do coeficiente de difusdo das espécies basicas provocando a maior interacao
com as antocianinas e, como resultado, tém-se o ganho de sensibilidade dos sensores
em ordem crescente de Fl (0 < 25 < 50 < 250 < 500 mM).

Treatment Ionic Strength Time (Minutes)

0 2 5 10 15 20 30
cors oo [ I O
- EEEEEEE

25 mM

M, EEEEEENR
cach EENEEEN

50 mM

e, Al
cact EEEEEEE

250 mM

Mg, EEEEEEN
cact ENEEEEN

500 mM
MeCl EEEEEER

Figura 10. Fotografias dos sensores contendo 0, 25, 50, 250 ou 500 mM corrigida

com CaClz ou MgClz2 no tempo inicial e apés a exposicdo de NHs ao longo de 30

minutos.

O aumento da quantidade de moléculas de agua € o segundo fator que contribui
para o ganho da sensibilidade, tendo em vista o deslocamento da Reacéo 1 no sentido
dos produtos, de acordo com o principio de Le Chatelier. Esse deslocamento promove
a formacao do ambiente alcalino (OH") e, portanto, altera o equilibrio dindmico entre
as espécies de antocianinas. As cores produzidas pelas antocianinas sao resultantes
das combinacdes entre espécies: base quinoidal (violeta ao azul), céation flavilio
(vermelho), pseudo-base carbinol ou hemiacetal (incolor), cis-chalcona e trans-

chalcona (amarelo e/ou incolor) (Brooks, & Celli, 2019).
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NHs) + H20() = NHa*@g) + OH(g) (1)

A incorporacgdo de cations com menor raio ibnico (Mg*? em relagéo ao Ca*?)
reduziu a variagdo nos tipos de cores desenvolvidas pelos sensores apos a exposi¢ao
de 30 minutos com NHs. Nos sensores com 500 mM de CaClz houve alteragéo da cor
purpura ao violeta, depois ao azul até o verde acinzentado. Enquanto, nos sensores
contendo MgClz a cor modificou de purpura a diferentes tons de verde sem produzir
as cores violeta ou azul. Esse comportamento diferencial pode ser justificado por meio
da formacdo de especificos copigmentos ternarios ou complexos de
metaloantocianinas que contribuem para o deslocamento do comprimento de maxima
absorcdo e estabilidade das antocianinas (Dangles, Elhabiri, & Brouillard, 1994).
Yoshida et al. (2015) indicaram que o raio do i6nico e a forca de coordenacéo do ion
metélico sdo propriedades que influenciam nos modos de empilhamento molecular
dos copigmentos e, portanto, afetam no desenvolvimento da cor e na estabilidade das
antocianinas.

Os sensores contendo FlI < 50 mM de MgClz2 ndo foram capazes de produzir
cores proximas ao verde mesmo apés 30 minutos de contato com NHs, de tal forma,
como foi observado nos sensores com FI de 250 e 500 mM. Yoshida, Mori, & Kondo
(2009) mostraram que existe uma razao estequiométrica minima entre o metal e as
antocianinas para a formacéo de copigmentos ou metaloantocianinas. Portanto, isso
indica que a formacdo dessas estruturas supramoleculares contendo ions de
magnésio nos sensores necessita de FI com valores superiores a 50 mM. Uma vez,
que ao variar o pH dos sensores com Fl < 50 mM foi observado cores semelhantes a
aguelas produzidas pelas antocianinas em solucdo aquosa e, portanto, indica que nao
houve a formagé&o de copigmentos ou metaloantocianinas (Figura 9).

Verificamos que a presenca dos ions de Magnésio contribuiu para a maior
velocidade de alteracdo colorimétrica nos sensores em relagdo aos ions de célcio.
Visto que a coordenada colorimétrica a* possui tendéncia de estabilizagdo dos valores
de -2,5 em 10 minutos nos sensores com MgClz contra 15 minutos nos sensores com
CaCl2 (Figura 10a, b). Essa maior sensibilidade dos sensores com ions de magnésio
é justificada por meio da equacdo de Born, pois esses ions possuem maior energia
de hidratagdo em relacdo aos ions de célcio e, portanto, retém maiores quantidades

de moléculas de agua na matriz polimérica (conforme observado na Figura 1).
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A saturacdo das cores (C*) nos sensores apresentou comportamento de
reducdo dos seus valores, o que era esperado tendo em vista o equilibrio de novas
espécies que apresentam cores distintas e corroboram para a reducéo da pureza da
cor (Figura 11c, d). Os valores da coordenada colorimétricas b* ndo apresentaram
comportamento suficiente para compreensao ou ajuste de modelos matematicos em
funcéo do tempo de contato com NH3 e, portanto, ndo foram disponibilizados.

A partir dos valores calculados do angulo hue, confirmamos que as cores
produzidas pelos sensores com MgCl2 em contato com NHs durante 30 minutos
alcancaram a regiao do verde (h* = 118,09). Enquanto, nos sensores com CaCl2 os
valores de h* ndo ultrapassaram 167,56 ° (Tabela 3sl e 4sl do material suplementar).
Mollaamin, & Monajjemi (2020) mostraram que o metal com menor raio idnico e
mesma carga elétrica (Fe*® em relacéo ao Ga*3) também produziu maior frequéncia e
deslocamento de absorcdo da radiacdo. Apesar da maior variagcdo do angulo hue
produzido pelos sensores com Mg*?, observamos na Figura 10 que 0s sensores com
Ca*? produziram a maior variedade de cores ao longo do tempo de contato com NHs.
O comportamento desses sensores com CaClz pode ser mais apropriado para
aplicacdes de monitoramento da qualidade de alimentos, uma vez que classificacbes
podem ser correlacionadas entre as diversas cores produzidas e o nivel de NHs3

liberado no ambiente.
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Figura 11. Variagdo das propriedades de cor a*, C* e AE* dos sensores contendo

CaClz (a, c, e respectivamente) ou MgClz (b, d, f respectivamente) durante 30 minutos

de contato com NHs.

Outra maneira de confirmar o ganho de sensibilidade dos sensores a NHs com

0 aumento da FI é por meio do tempo necessario para percepc¢éo de cor distintas ao

olho nu pelo ser humano. Essa percepc¢ao pode ser correlacionada com a diferenca

total de cor (AE*) calculada com parametros colorimétricos obtidos com instrumentos

analiticos. Mokrzycki & Tatol (2011) sugeriram que a faixa de valores de AE* entre 3,5

e 5,0 sdo valores que torna possivel a percepcdo de modificacdo da cor por um

observador inexperiente, enquanto valores da AE* > 5,0 indicam a percep¢ao de duas
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cores distintas. Nos sensores com Fl = 250 mM e para qualquer sal incorporado é
perceptivel a modificacdo das cores em até 5 minutos de contato com NHs, enquanto
no sensor controle torna-se necessario 15 minutos (Figura 11e, f).

Para explicar a variagdo de h* do sensor com CaClz em funcéo da Fl (mM) e do
tempo de contato com NH3s (minutos), foi ajustado um modelo de regressao quadratico
desse comportamento. Enquanto, para o sensor contendo MgClz, néo foi possivel o
ajuste de modelos matematicos relacionados a esses fatores, pois a capacidade
preditiva e a explicagdo da variacdo dos dados pelo modelo foram baixas. O gréfico
de superficie de resposta com a equacdo do modelo ajustado, coeficiente de

determinacdo ajustado (RZ2aj) e coeficientes significativos (p<0,05) sdo mostrados na

Figura 12.
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Figura 12. Gréfico de superficie de resposta e parametros estatisticos do
comportamento de variacdo do angulo h* dos sensores contendo CaCl2 quando

expostos a NHs durante 30 minutos.

Com o modelo ajustado verificamos que a Fl de CaClz empregada nos sensores
mostrou maior influéncia em relagédo ao tempo de contato com NH3 para alteracéo do
parametro h*. Aliado a isso, os valores de h* sdo influenciados significativamente de
acordo com o efeito linear e negativo da Fl e do efeito linear e positivo do tempo de
contato (T). O coeficiente significativo e negativo da interacdo FI*T confirma a

existéncia de um efeito sinérgico entre os dois componentes para reduzir os valores
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de h*. As demais variaveis independentes nao apresentaram coeficientes
significativos e, portanto, foram removidos da equacdo. O desenvolvimento desse
modelo permite conhecer a concentracéo de FI de CaClz necesséria para atingir uma
determinada cor em fun¢ao do tempo de contato com NHs. Devido a isso, 0 emprego
da FI surge como ferramenta para modular a sensibilidade de deteccdo a NH3 e que
pode ser empregada no desenvolvimento de sensores em aplicacdes que exigem alta,
baixa ou outra especifica sensibilidade de deteccao.

Mostramos que a formacao de complexos com metais (calcio ou magnésio) e as
antocianinas sdo os motivos da ampliacdo do espectro de cores produzidas pelos
sensores e também pelo aumento da sensibilidade a NHsz ou OH-. Aliado a isso, 0
emprego desses sais, em proporc¢des estequiométricas apropriadas, € uma alternativa
em potencial para aumentar a vida Util desses tipos de sensores em aplicacdes para
alimentos. Diversos trabalhos ja relataram o ganho de estabilidade das cores
produzidas pelas antocianinas e do seu tempo de meia vida ao formar
metaloantocianinas ou copigmentos (Li, Li, Wang, & Jiang (2016); Fenger, Moloney,
Robbins, Collins, & Dangles (2019); Mollaamin, & Monajjemi (2020); Tachibana,
Kimura, & Ohno (2014). Esse aumento da estabilidade acontece devido a competi¢ao
eficiente entre a formacao de ligacGes dos metais com as antocianinas e o equilibrio
de hidratacdo, o que impossibilita a abertura do anel central e reduz a formacéo de

espécies incolores (Dangles & Fenger, 2018).

4. CONCLUSAO

Este estudo mostrou resultados pioneiros sobre o impacto da incorporacéo de
sais em filmes e sensores poliméricos a base de metilcelulose. Mostramos que 0s sais
de CaCl2 ou MgCl2 podem atuar tanto como refor¢co mecéanico quanto plastificante em
polimeros biodegradaveis de acordo com a FI empregada. A incorporacdo de sais
para a obtencdo de 50 mM de FI nos filmes de MC promoveu a reticulacdo das cadeias
poliméricas por meio de ligacdes coordenadas e interacdes eletrostaticas, enquanto
os valores de Fl de 250 mM a 500 mM atuam como o efeito plastificante. Confirmamos
que a forca e o raio idnico dos sais sdo fatores que governam o comportamento de
absorcédo de agua nesses filmes de MC. O efeito aditivo dos sais auxiliou na disperséo
da rede fibrosa da celulose e contribuiu para a flexibilidade dos filmes de metilcelulose.
Destacamos o CaCl. como um potencial plastificante seguro para embalagens de
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alimentos a base de metilcelulose. A adicdo de CaCl> ou MgCl2 nos sensores
contendo antocianinas gerou cores distintas e indicamos a formacéo de copigmentos
ou metaloantocianinas. Os sensores com maior FI ou com cations de menor raio ibnico
aumentaram a sensibilidade de deteccdo a NHs. Mostramos que a Fl pode ser
utilizada para modular a sensibilidade de deteccdo a NH3 por meio da superficie de
resposta e surge como ferramenta para o desenvolvimento de sensores que
produzem alteracdo colorimétrica proxima ao limite maximo estabelecido por

legislagBes de cada pais.
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CAPITULO I

Desenvolvimento de sensores colorimétricos  biodegradaveis para
monitoramento do frescor de peixes tipo Lambari e avaliacdo do efeito da forca

ibnica na sensibilidade de deteccéao

RESUMO

Os alimentos de origem animal, como os pescados, sdo um dos grupos que
mais acometem doencas aos seres humanos. Uma das maneiras U(teis de
acompanhar o frescor dos peixes € por meio do desenvolvimento de sensores ou
embalagens inteligentes que avaliam alguma qualidade fisico-quimica do alimento e
comunicam em tempo real com o consumidor. Nesse sentido foram desenvolvidos
sensores colorimétricos biodegradaveis para monitorar o frescor de peixes tipo
Lambari e avaliado o efeito da for¢a ibnica (FI) do sistema na estabilidade colorimétrica
e sensibilidade de deteccédo. Os sensores foram caracterizados por ATR-FTIR, MEV
e TGA. O aumento da FI do sistema promoveu o efeito plastificante na matriz
polimérica e pode ser empregada para modular a sensibilidade de deteccao de NHsz e
nitrogénio de bases volateis totais (TVB-N). Sensores com alteracdo de cor reversivel
ou irreversivel podem ser obtidos de acordo com a forca ibnica empregada na matriz
polimérica. Dois tipos de sensores efetivos foram desenvolvidos e capazes de
classificar o frescor de peixes Lambari de acordo com normas brasileira e europeia.
Modelos matematicos foram ajustados e podem ser utilizados para predizer o nivel de
TVB-N e/ou pH nos peixes armazenados sob refrigeracdo. Todos os constituintes
utilizados para o desenvolvimento dos sensores sédo naturais e biodegradaveis, o que
possibilita a aplicacdo segura em alimentos e permite avaliar em tempo real e visivel

o frescor de peixes.

1. INTRODUCAO

A seguranca alimentar € um direito humano basico e teve o conceito
desenvolvido em meados da década de 1970 em meio a crise alimentar global com o
intuito de promover o acesso fisico e econémico de todas as pessoas em qualquer

momento a comida suficiente para uma vida ativa e saudavel (FAO, 2003). Num

relatério recente da OMS estimou-se que 420 a 960 milhdes de doengas foram
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transmitidas por alimentos e 420.000 mortes ocorreram apenas em 2010 (WHO,
2015). Com a preocupacédo sobre a inocuidade alimentar e, desta vez associada a
seguranga dos alimentos, a OMS, desenvolve desde 2002, sete estratégias para a
reduzir os riscos associados as doencas veiculadas por alimentos. Dentre essas, trés
abordagens foram direcionadas ao desenvolvimento de tecnologias capazes de
avaliarem a qualidade do alimento e comunicar ao consumidor como, por exemplo,
por meio da elaboracdo de sensores ou embalagens inteligentes (WHO, 2009).

Um dos grupos de alimentos que mais acometem doencas aos seres humanos
sdo os produtos de origem animal. Nesse grupo, os pescados sdo uma das classes
mais susceptiveis ao processo de deterioracdo, pois apresentam um pH proximo a
neutralidade, elevada atividade de &gua, teor de nutrientes e carga inicial microbiana
(Zhai et al., 2017; Pasaribu, Buyang, Suryaningsih, Dirpan, & Djalal, 2020). Uma das
maneiras Uteis de acompanhar a degradacédo de alimentos com alto teor de proteinas
€ por meio da quantificacdo de aminas volateis, conhecidas como nitrogénio de bases
volateis totais (TVB-N) (Tang, & Ye, 2020). Algumas dessas substancias volateis mais
comuns sdo amonia (NHs), metilamina, dimetilamina ou trimetilamina e sao
produzidas por decomposicdo do oxido de trimetilamina (TMAQO) por meio do
metabolismo microbiano ou por reacdes provocadas por enzimas enddgenas (Nielsen,
& Jgrgensen, 2004).

A deteccao de TVB-N em setores de controle de qualidade de alimentos em
industrias é realizada por meio de técnicas que incluem destilacdo por arraste de vapor
(Zhu, Zhao, Feng, & Gao, 2016), nariz eletrénico (Huang, Zhao, Chen, & Zhang, 2014)
e ferramentas instrumentais analiticas (Guo, Huang, Zhu, Guo, & Qin, 2018; Ouyang
et al.,, 2020). No entanto, essas técnicas consomem reagentes, instrumentos
sofisticados, tempo, séo destrutivas, requerem profissionais com alto nivel de
qualificacdo e, portanto, sdo inviaveis para monitoramento da qualidade do alimento
por consumidores em supermercados. Para solucionar este problema alguns
pigmentos sensiveis ao pH como antocianinas podem ser utilizadas como detectores,
uma vez que o aumento da concentracdo de TVB-N provoca a alcalinidade no
headspace das embalagens e, como resposta do pigmento, sdo produzidas alteragdes
colorimétricas, o que propicia a aplicacdo em embalagens inteligentes ou sensores
(Kang et al., 2019; Freitas, et al., 2020).
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As antocianinas sao fitopigmentos hidrossoluveis da familia dos flavonoides
gue desempenham papel protetor em plantas, sendo responsaveis pela cor vermelha,
azul e roxa em frutas, flores e em algumas partes de plantas (Bendokas et al., 2019).
A estrutura quimica das antocianinas € composta por glicosideos, ou seja, um grupo
glicona (acucares) e outro aglicona (antocianidinas) no qual sao polihidroxilicos ou
polimetoxilicos derivados do 2-fenilbenzopirilio (Figura 13) (Tarone, Cazarin, &
Marostica Junior, 2020). Até o momento foram identificadas 27 espécies de
antocianidinas e, devido a ampla possibilidade de ligagbes com um ou mais tipo de
acucares, foram descobertas mais de 700 antocianinas na natureza (Wallace, &
Giusti, 2019). Contudo, dentre todas as antocianidinas existentes, apenas seis sao
predominantes e representam aproximadamente 90 % do produzido em frutas e
vegetais (Wallace, & Giusti, 2015).

Aglicona
(Cianidina)

Glicona
(B-Glicopiranose)

Figura 13. Estrutura quimica da cianidina-3-glicosideo com realce do grupo aglicona

(cianidina) e glicona (B-glicopiranose).

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é um fruto de uma palmeira tropical nativa da
floresta amazobnica no Brasil, conhecida como agaizeiro (Euterpe spp.), rico em
antocianinas em especial as cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo (Garzon,
Narvaez-Cuenca, Vincken, & Gruppen, 2017; Machado et al., 2019; Vera de Rosso et
al., 2008). Desde a ultima década o interesse pela fruta aumentou em decorréncia do

alto valor nutritivo que pode desempenhar papel benéfico na prevencéao ou controle
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de doencas neurodegenerativas, propriedades antioxidantes, anti-inflamatoérias e,
também, por possuir 0 maior teor de antocianinas em relacdo a outras frutas
vermelhas como morango, acerola e framboesa (Peixoto, Roxo, Krstin, Wang, & Wink,
2016; Vera de Rosso et al., 2008).

As antocianinas apresentam caracteristicas de ampla variacao colorimétrica, o
que propicia aplicacbes como corantes naturais em produtos alimentares e o
desenvolvimento de sensores (De Rosso, & Mercadante, 2007; Silva, Mastrantonio,
Costa, & de Morais, 2019). Um dos fatores que contribuem para a amplitude de
variacdo no espectro de cores das antocianinas ocorre devido a alteracées do pH por
meio do equilibrio quimico entre interconversdes das espécies: base quinoidal (violeta
ao azul), cétion flavilio (vermelho), pseudo-base carbinol ou hemiacetal (incolor), cis-
chalcona e trans-chalcona (amarelo e/ou incolor) (Brooks, & Celli, 2019).

Essas cores produzidas pelas antocianinas podem ser estabilizadas,
intensificadas ou modificadas por meio da copigmentacdo, ou seja, interacdes
intermoleculares hidrofébicas do tipo -1 entre os nucleos polarizaveis com outros
compostos organicos promovendo efeito batocrémico e/ou hipercromico (Santos-
Buelga, & Gonzalez-Panamas, 2018). De fato, foi mostrado que o equilibrio das
antocianinas é influenciado por complexacées com ions de aluminio e outros metais
obtendo-se metaloantocianinas e que, por sua vez, promovem o deslocamento
batocrémico para cores mais violetas (Dangles, Elhabiri, & Brouillard, 1994). Takeda,
Yamashita, Takahashi, & Timberlake (1990) mostraram que complexos ternarios entre
antocianinas/metais/copigmentos podem fortalecer o efeito de pigmentacdo e,
portanto, podem contribuir para novos estudos e aplicacdes no desenvolvimento de
sensores de pH mais estaveis e sensiveis. Diante do exposto, objetivou-se
desenvolver sensores colorimétricos biodegradaveis para monitorar o frescor de
peixes tipo Lambari e avaliar o efeito da forca ibnica na estabilidade colorimétrica e
sensibilidade de detecgéo a NHs e TVB-N.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Acetona e cloreto de célcio (CaClz2) foram adquiridos da Vetec (Duque de
Caxias, Brasil). Acido cloridrico (HCI) e alcool etilico foram adquiridos da Neon
(Suzano, Brasil). Cloreto de amodnio (NH4Cl), glicerol e hidréxido de sédio (NaOH)
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foram comprados da Synth (Diadema, Brasil). Metilcelulose de massa molar média de
40.000, viscosidade de 400 cP e com GS de 1,6 a 1,9 (metoxi/celulose) foi comprada
da Sigma-Aldrich (St.Louis, Estados Unidos da América). Os peixes tipo Lambari
foram comprados na cidade de Vigcosa, Minas Gerais, Brasil.

2.2  Obtencéo dos frutos de acai ( Euterpe oleraceae Matrt.)

Foram utilizados frutos de acai (Euterpe oleraceae Mart.) colhidos em Cameta
— Para (Latitude: 2° 14’ 21.8” S e Longitude: 49° 29’ 54.3” O). Os frutos foram colhidos,
selecionados, lavados e tiveram suas sementes retiradas. As partes restantes (casca
e mesocarpo) foram trituradas em mixer com adicdo de agua destilada durante 3
minutos, na proporc¢édo de 3:1 (m/m) de fruto/agua. A polpa homogénea foi congelada

em ultrafreezer a temperatura de -60 °C até o momento das analises.

2.3  Obtencéo do extrato fendlico de acai (APE)

A obtencéo do APE foi realizada segundo Rocha et al. (2018), no qual cerca de
100 g de poupa de acai foi adicionada num baldo contendo 1L de solugéo etandlica
(75 % viv) e, em seguida, o pH foi corrigido para 2,0 utilizando acido cloridrico (0,1 N).
A extracao assistida por ultrassom foi realizada em banho ultrassénico (Ultracleaner
1400A, Unique, Brasil) operando a 40 kHz e na temperatura de 40 T durante 50
minutos. ApoOs esse periodo, a mistura foi filtrada a vacuo em funil de Biichner com
papel filtro qualitativo Whatman n°® 1 e concentrado a vacuo com auxilio de um
evaporador rotativo (IKA RV 10 digital), a temperatura maxima de 50 € para
eliminacdo do alcool até obterem teor de sélidos soluveis totais (SST) de
aproximadamente 7 °Brix. O SST foi obtido pela leitura direta em refratdmetro marca
Leica, modelo AR 200 (New York, USA). O APE foi armazenado em frasco &mbar sob

congelamento no ultrafreezer (aproximadamente -60 C) até a andlise.

2.4 Caracterizacédo do APE
2.4.1 Antocianinas totais

A determinacdo de antocianinas totais foi realizada pelo método Unico de
acordo com o procedimento descrito por Fuleki, & Francis (1968). Realizou-se a leitura

em espectrofotdbmetro UV-VIS 1601Pc (Shimadzu, Kyoto, Jap&o) no comprimento de
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onda de 535 nm. Os resultados foram expressos em mg de antocianinas por 100 g de

polpa de acai.

2.4.2 Fendlicos totais

A determinacdo de fendlicos totais do APE foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Singleton, & Rossi (1965). A absorbancia foi medida a 760
nm usando um espectrofotometro UV-VIS 1601Pc (Shimadzu, Kyoto, Japao). Os
resultados foram expressos em mg de &cido galico equivalente por g de polpa de acai
(mg EAG.100 g de polpa de acai).

2.4.3 Andlise colorimétrica

Os APE e as altera¢@es colorimétricas dos sensores foram caracterizados pela
leitura direta de reflectancia do sistema de coordenadas retangulares “L*”, “a*” e “b*”
empregando-se a escala de cor CIELAB por reflectancia, com geometria esférica d/8°,
iluminante D65 e angulo de observacao de 10 ° com auxilio do colorimetro Colorquest
XE (Hunter Lab, Reston, USA). Os valores de Diferenga Total de Cor (AE*), indice
Chroma (C*) e angulo hue (h*) foram calculados de acordo com as Equacgbes 1,2 e 3

respectivamente. Todos os parametros foram obtidos com trés repeticoes.

AE* = \/[(AL")2+(Aa")2+(Ab%)?] (1)
¢ = JI@)2 + (b")?] 2
h = arctan(b* x a*™1) 3)

2.4.4 Espectro de absorcdo no UV-Vis do APE e estabilidade com CaCl 2

Os espectros de absorcao no UV-Vis do APE com valores de pH entre 1 ao 13
foram obtidos com auxilio do espectrofotdbmetro UV-Vis modelo UV 1800 (Shimadzu,
Japdo). Foi ajustada a concentracdo do APE para 0,1 mL.mL* em &agua milli-Q,
obtendo-se SST igual a 18,3 °Brix. Foi investigada a estabilidade no que se refere a
absorcao UV-Vis do APE contendo 0, 25, 50, 250 e 500 mM de CaCl2 nos valores de
pH igual a 2, 4, 6, 8, 10 e 12 durante cinco dias. A faixa do comprimento de onda
utilizada para leitura foi de 350 a 750 nm.

25 Desenvolvimento dos sensores
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Os sensores foram preparados pelo método de casting conforme descrito por
Noronha, De Carvalho, Lino, & Barreto (2014) com adaptacdes. Foram adicionadas
as massas de CaClz correspondentes a 25, 50, 250 e 500 mM de FI do sistema num
béquer contendo 200 mL de agua milli-Q, com valores obtidos a partir da Equacao 4,
e aquecido a temperatura de 100 °C £ 2 °C. Em seguida dispersou 4 g do polimero
MC, nesta solucéo, sob agitacdo magnética de 500 rpm por 15 minutos, adicionou o
glicerol (20 % m.m) em relacdo a massa do polimero e 4 mL do APE e manteve a
agitacao por mais 10 minutos. A dispersao formadora de filme foi vertida em placas
de vidro com bordas (34 cm x 18.5 cm) e armazenado a 23 °C e 55 % Umidade
Relativa (%0UR) por 72 horas para evaporacdo do solvente. Foram preparados dois
controles nas mesmas condi¢des supracitadas, sendo um na auséncia do APE e outro

em auséncia de CaCla.

n ZZ*C
FI=}1= 1—121 1 (4)

Em que p é a FI (mol.L?), Ci é a concentracao do ion (i) (mol.L 1), Zi é o nimero

da carga elétrica do ion (i).

2.6 Caracterizacéo dos sensores
2.6.1 Espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier de
refletancia total atenuada (ATR-FTIR)

A analise de ATR-FTIR foi realizada num espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) equipado com acessério ATR com cristal de
germanio. Foram coletados espectros numa resolucdo de 4 cm-! com nimero de onda
de 4000 a 850 cm? e 32 varreduras. Foram realizados os processamentos de

normalizac&o da intensidade de absorcéo e a correcao da linha de base.

2.6.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

As fotomicrografias da superficie dos flmes de MC e sensores foram obtidas
com auxilio do MEV com detector de elétrons secundarios, modelo TM3000 (Hitachi
High Technologies America, Inc. Schaumburg, IL, EUA). A tensdo de aceleracao de

elétrons usada foi de 15 kV com ampliacédo das imagens de 100 e 1000x.
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2.6.3 Analise termogravimetria (TGA)

Os eventos de degradacao dos constituintes dos materiais foram avaliados pela
TGA com auxilio do analisador térmico, modelo DTG-60H (Shimadzu, Jap&o).
Aproximadamente 3 mg de cada tratamento foram aquecidos em cadinhos de alumina
até 600 T, com 10 °C.min ! de taxa de aquecimento e sob atmosfera de nitrogénio

com fluxo de 50 mL.min.

2.6.4 Espectro de absorgao no UV-Vis dos sensores

Os espectros de absorcdo no UV-Vis dos sensores poliméricos antes e apds
30 minutos de contato com NH3 foram obtidos com auxilio do espectrofotometro UV-
Vis modelo UV 1800 (Shimadzu, Japdo) com comprimento de onda entre 350 a 750

nm.

2.6.5 Alteracdo colorimétrica dos sensores por contato com amonia volatil
(NHs)

A capacidade de deteccdo de NHs pelos sensores poliméricos foi avaliada de
acordo com a metodologia proposta por Freitas et al. (2020) com modificacdes. Os
sensores foram dimensionados com area de 9 cm? e mantidos em dessecadores a 25
°C e 51 %UR com uso de solucédo saturada de Mg(NO3)2. A NHs foi produzida por
meio da Reacéo direta 1 entre a solucdo de NH4Cl (80 mg.mL?) e ao corrigir o pH
para 12 com NaOH (1 N). Em seguida ocorre a Reacao de equilibrio 2 entre NHz e

agua, produzindo NH4* e OH-.

NHaCl(ag) + NaOHag) = Na* + Clag) + NHz(g) + H20() Q)
NHsg) + H20¢) = NHa*(g) + OH(g) (2)

A alteracdo colorimétrica dos sensores em contato com o ambiente alcalino
desenvolvido na superficie do filme foi monitorada nos tempos de 0, 2, 5, 10, 15, 20,
30 e 300 minutos. As coordenadas de cor L*, a*, b* foram obtidas empregando-se a
escala de cor CIELAB por reflectancia, com geometria esférica d/8°, iluminante D65 e
angulo de observacao de 10 ° com auxilio do colorimetro Colorquest XE (Hunter Lab,
Reston, USA) e AE*, C* e h* foram calculadas com auxilio da Equacéo 1, 2 e 3

respectivamente.
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2.6.6 Reversibilidade colorimétrica apos deteccdo de NH 3

Foi avaliada a estabilidade colorimétrica do sensor ap0s contato com NHs
durante 2 ou 30 minutos para avaliar a aplicabilidade como sensor reversivel ou
irreversivel e além de estudar o comportamento colorimétrico quando submetidos a
possiveis fraudes em embalagens. Os sensores com dimensdo de 16 cm?2 foram
armazenados a 25 + 2 °C e 55 * 4 %UR na auséncia ou presencga de luz (LED,
poténcia 36 W) durante 60 dias.

2.6.7 Estabilidade da cor durante o armazenamento

A vida util do sensor em relagdo da capacidade de alteracdo das cores nos
ensaios de aplicacdo em peixes foi avaliada apos 60 dias do desenvolvimento do
material. Para isso as coordenadas colorimétricas dos sensores foram obtidas no
tempo inicial de fabricacéo (dia 0) e apds 60 dias de armazenamento sob auséncia de
luz a 25 °C, 55 %UR e sem contato com NHsz. Em seguida, os sensores foram
utilizados nos ensaios de monitoramento do frescor de peixe e detecgédo de TVB-N.

2.6.8 Ensaios de monitoramento do frescor de peixes Lambari

Todos os sensores desenvolvidos foram utilizados para monitorar o frescor de
peixe tipo Lambari durante o armazenamento sob refrigeragdo. Foram dimensionados
sensores em formato circular com 2 cm de diametro e anexados no interior da
embalagem de polietileno-ndilon contendo 50,0 = 0,5 g de peixe tipo Lambari. A
embalagem foi selada e o produto foi mantido a 6 +2 °C e 60 + 5 %UR durante 6 dias.
Para simular a interpretacdo da alteracdo colorimétrica dos sensores por parte dos
consumidores foram obtidas fotografias com camera de celular e determinadas as
coordenadas L, a, b com o aplicativo ColorMeter RGB Colorimeter®. A camera foi
posicionada a distancia padronizada de 150 mm e no angulo de 90 ° em relagéo a
amostra. A cada 24 horas foram realizadas fotografias sem que os sensores fossem
retirados da embalagem em 15 repeticdes. Para o controle realizou 0 mesmo

procedimento e condigbes de armazenamento, porém em auséncia do peixe.

2.6.9 Determinacao de pH e TVB-N dos peixes Lambari
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A quantificacéo de TVB-N foi realizada pelo método de destilacdo por arraste a
vapor com titulacdo acida, de acordo com Qiao, Tang, & Dong (2017) com
modificacdes. Os peixes contidos em cada bandeja foram triturados e 10 g foram
adicionadas num béquer com 200 mL de agua milli-Q e homogeneizado. Em seguida
foram transferidos para um baldo de vidro contendo 2 g de Oxido de magnésio.
Procedeu a destilacdo por 30 minutos num destilador Quimis modelo M25008 e o
destilado foi recolhido num Erlenmeyer contendo 25 mL de solucdo aquosa de acido
bérico 4 % (m.v?) e trés gotas do indicador misto de vermelho de metila (0,1 g) e verde
de bromocresol (0,5 g). A solucdo de acido borico foi titulada com solucéo de acido
cloridrico 0,1 N até a viragem da cor verde para azul acinzentado. Os valores de TVB-

N foram determinados com auxilio da Equacéao 5.

(Vl—V2)><n><f><1400><

TVB — N (mg. 100 g™1) = m

100 (5)

Em que, V1 é o volume gasto na titulacdo da amostra (mL),V2 € o volume gasto
na titulacdo do branco (mL), n € a normalidade do HCI (0,1 N), f € o fator de correcéo
da solucédo de HCI, p é o peso da amostra de peixe (g) e 1400 é o equivalente de
nitrogénio multiplicado para 100 g de peixe.

A determinagdo do pH nas amostras de peixes foram realizadas apds a
homogeneizac¢éo de 10 g de peixe triturado com 5 mL de agua milli-Q. As analises de

TVB-N e pH foram feitas em 3 replicatas e 3 repeticdes a cada 24 horas.

2.6.10 Desenvolvimento de modelos de predicdo multivariados

Para o desenvolvimento dos modelos de regressao linear multivariada foram
selecionadas as variaveis preditoras por meio do teste de multicolinearidade. A
adequacidade do modelo estimado foi avaliada por meio da analise de variancia
(ANOVA) (a = 0,05), além do coeficiente de determinacdo ajustado R2y e das
estimativas dos coeficientes do modelo por meio da probabilidade de F e do teste t de
Student, respectivamente. O modelo ajustado foi composto apenas pelos parametros

significativos (p<0,05).

2.7 Anélise estatistica



85

Os experimentos foram realizados seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com um fator em estudo da FI do sal de CaCl2 em 0 mM, 25 mM,
50 mM, 250 mM e 500 mM. Os dados de estabilidade colorimétrica foram submetidos
a Andlise de Variancia (ANOVA) e ao teste de comparagao de média de Tukey (a =
0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas com os programas MINITAB
versao 17 e OriginPro 8.5.

A andlise de componentes principais (PCA) foi conduzida por meio dos
parametros L*, a*, b*, h*, C* e AE* dos sensores durante os seis dias de degradagao
do peixe para avaliar a viabilidade de classificacdo e separacéo dos niveis de frescor
dos peixes Lambari. A matriz de dados continha 210 respostas em 15 repeticdes ao
longo de seis dias. A andlise discriminante linear (LDA) foi empregada para confrontar
a classificacao estruturada com a classificacdo nao supervisionada do PCA por meio
dos parametros de qualidade do peixe (TVB-N). Essas analises foram realizadas com

auxilio do programa MINITAB verséo 17.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacéo do extrato fendlico de acai (APE)
3.1.1 Antocianinas e fendlicos totais

Rogez, Pompeu, Akwie, & Larondelle (2011) estudaram a acumulacao de
antocianinas totais ao longo do amadurecimento do acai (Euterpe oleracea Mart) e
verificaram que o contetido de antocianinas variou entre 1.090 a 1.650 mg.kg™ de
fruta, o que indica o acai como uma fruta rica em antocianinas. O método de extracao
de antocianinas empregado neste trabalhou mostrou-se altamente eficiente, pois
alcancou valores maiores em relacdo a faixa supracitada e resultados proximos em
relacdo ao método de extracéo otimizada (2130 a 2681 mg.kgt) por Pompeu, Silva, &
Rogez (2009). Os resultados das coordenadas colorimétricas, antocianinas e fendélicos

totais do APE sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Coordenadas colorimétricas, antocianinas e fenélicos totais do APE.
Anélises L* ar b* C* h* AT FT
23,54 2,24 -0,11 2,24 357,04 2043 625,05
(0,45) (0,33) (0,09) (0,33) (2,51) (6,70) (52,11)

APE
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* Resultados de antocianinas totais (AT) expressos em mg de antocianina.100 g de
polpa de acai e de fendlicos totais (FT) em mg equivalente de acido galico.100 g de

polpa de acai. Valores em média de trés repeticées e desvio padrao (DP).

Diversos trabalhos indicaram que a constituicdo majoritaria das antocianinas
do acai no Brasil sdo as cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-glicosideo (Carvalho, Da
Silveira, Mattietto, De Oliveira, & Godoy, 2016; Dias et al., 2012; Fragoso et al., 2018;
Vera de Rosso et al.,, 2008). Entretanto, jA foram relatadas outras antocianinas
majoritarias devido aos inumeros fatores associados ao desenvolvimento do acai pela
palmeira como: cianidina-3-arabinosideo e a cianidina-3-arabinosilarabinosideo por
Bobbio, Druzian, Abrdo, Bobbio, & Fadelli (2000) e além da peonidina-3-(6"-
malonilglucosideo) e delfinidina-3-(6”-acetolil)-glicosideo (Hogan et al., 2010). Outras
antocianinas em niveis de tracos foram identificadas como as cianidina-di-O-
glicosideo; pelargonidina-3-glucosideo; peonidin-3-glucoside e peonidin-3-rutinoside
(Dias et al., 2012).

3.1.2 Espectro de absorcdo no UV-Vis do APE e dos sensores

As alteracdes colorimétricas do APE em funcéo do pH 2 ao 13 e o0 espectro de
absorcdo no UV-Vis dos sensores, antes e apdés o contato com NHs, sdo mostrados
na Figura 14a, b. No pH 2 o APE tornou-se rosa com comprimento de onda de maxima
absorbancia (Amax) em 512 nm. O aumento da alcalinidade até o pH 4 reduziu a
intensidade de absorcéo, enquanto no pH 5 houve um maior espalhamento de luz ao
longo de todo o espectro e sem alteragdes significativas no Amax. Quando o pH
aumentou de 5 para 9 houve o deslocamento batocrémico gradual do Amax para 580
nm, o que proporcionou cores com baixa saturagdo. No pH 10 e 11 a cor mudou para
0 marrom escuro e houve a reducao da intensidade de absor¢cdo com a perda do
formato de um pico caracteristico (achatamento da curva). No pH 12 e 13 a cor
aproximou-se do marrom claro com a reducao da intensidade de absorc¢éo, o que ficou
evidente o direcionamento para a cor amarela devido a formacgao das estruturas cis-
chalcona e trans-chalcona como principais espécies nessa regido de pH (Basilio &
Pina, 2016). Semelhantes varia¢gfes colorimétricas das antocianinas do acai induzidas

por pH também foram relatadas por Silva, Mastrantonio, Costa, & de Morais (2019).
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Figura 14. Fotografia do APE em solugcédo aquosa no pH 2 ao 13 (a) e os respectivos
espectros no UV-Vis (b). Espectros UV-Vis dos filmes antes e apds o contato com NH3
durante 30 minutos (c). Espectros UV-Vis da solu¢cdo de APE no pH 2 (d) e 8 (e) com

0 e 500 mM corrigida com CaClz ao longo de cinco dias.

Foram obtidos espectros UV-Vis dos sensores antes e apés 30 minutos de
contato com NHs e observado a maior amplitude de variagcdo das cores em relagéo as
antocianinas em solugéo (Figura 14c). Isso pode ser justificado pela formacéo de
copigmentos entre a antocianina, calcio e/ou MC, visto que as interacdes ternarias
podem promover deslocamento batocromico e aumento da intensidade de absorcao
(Dangles, Elhabiri, & Brouillard, 1994; Ratanapoompinyo, Nguyen, Devkota, &
Shrestha, 2017). Aliado a isso, foi visto que ao incorporar o APE no polimero de MC
houve a manutencéo da estabilidade colorimétrica das antocianinas por até 60 dias
contra os cinco dias em solu¢cdo aquosa, o que também indica a formacdo de

copigmentos (Figura 22).



88

A formacao de copigmentos pode ter ocorrido pela interacao ion-dipolo entre
os ions de célcio e as hidroxilas das antocianinas de modo que auxilie na formacéo
de estruturas de empilhamento intra ou intermolecular de carater hidrofébico com
outros compostos, como a MC ou fendlicos presentes no APE (Trouillas et al., 2016).
Segundo Brouillard, Wigand, & Cheminat (1990), a formacdo desses copigmentos
com interagdes TT-11 protegem as regides mais propicias ao ataque nucleofilico pela
agua, o que por sua vez diminui a constante de hidratacédo e estabiliza as estruturas
do cétion flavilio.

A adicdo de 500 mM de FI de CaClz em solugéo contendo antocianinas reduz
o pH da solucdo e, como resposta, observa-se o efeito hipercrébmico, ou seja, o
aumento da intensidade de absor¢ao ao longo de todo o espectro UV-Vis (Figura 14d).
Isso provavelmente acontece devido a conversdo de espécies incolores das
antocianinas em formas que absorvem e/ou refletem radiacdo. Aliado a isso, a
interacdo ion-dipolo entre célcio e as hidroxilas das antocianinas, também, podem
contribuir para o efeito hipercromico observado. Trouillas et al. (2016) mostraram que
a protecao por autoassociacao de bases quinoidais em pH préximo ao neutro é mais
forte do que a produzida pelo cation flavilio, devido a repulséo eletrostatica imposta
por essas espécies. Isso justifica a maior estabilidade das antocianinas no pH 8 em
relacdo aos demais valores de pH, conforme visto na Figura 14e.

Os demais espectros UV-Vis da solucdo de APE na auséncia e presenca de
500 mM de CaClz e nos valores de pH 4, 6, 10 e 12 estdo disponiveis ho material
suplementar. Li, Li, Wang, & Jiang, 2016 mostraram que o maior efeito hipercrémico
acontece para os ions metalicos com cargas elétricas +3, pois sdo mais facilmente
combinados com as hidroxilas livres no anel B das antocianinas do que em relacéo as
cargas +2 e depois +1. Ratanapoompinyo, Nguyen, Devkota, & Shrestha (2017)
avaliaram a cinética de degradacao das antocianinas em solu¢éo aquosa ha presenca
de fons metélicos (Al*3, Ca*?, Fe*3 e Sn*?) e verificaram a reducdo do tempo de meia
vida ao comparar com o controle (sem ions metalicos), com excecéo do aluminio que
apresentou 0 mesmo tempo de meia vida.

O mecanismo das reagfes de degradacéo das antocianinas sob influéncia de
ions metalicos é complexo e ainda ndo foram completamente elucidados, contudo
apresentamos a seguir uma hipétese sobre os possiveis motivos da desestabilizacéo.

Verificamos que a reducdo do pH ocorre por meio da dissociacao de CaClz. Uma vez
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gue os ions de cloro (Cl) em solucéo levam a formacéao de ligacdes covalentes com
prétons H*, obtendo-se acido cloridrico (HCI). Ao tentar restabelecer o equilibrio do
sistema por meio do principio de Le Chatelier, algumas substancias contidas no APE,
como as espécies das antocianinas em equilibrio, podem doar H* para o sistema e
reduzir o pH. A desprotonacao dessas espécies contribui para a conversao espécies
incolores (hemiacetal) e, também, para reducdo da estabilidade dessas estruturas
como resultado da precipitagdo das antocianinas ao complexar com metais
(Mollaamin, & Monajjemi 2020). Entretanto € necessério a conduc¢éo de investigacdes

adicionais para compreensdo dos mecanismos e da cinética de desestabilizacéo.

3.2
3.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho médio (FTIR)

Caracterizacao dos sensores

As modificacBes na intensidade e a presenca de picos caracteristicos no FTIR
confirmou a presenca dos constituintes e os tipos de interacfes intermoleculares
ocorridas nos filmes e sensores. Na Figura 15a € mostrado o espectro de FTIR para
efeito de comparacgéo da adicdo do APE nos filmes de MC controle e com 500 mM de

CaClz, enquanto o efeito da FI € mostrado na Figura 15b.
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Figura 15. Espectros de ATR-FTIR do APE (vermelho), dos filmes controle com 0 e

Wavelenght (cm™)

500 mM corrigida com CaClz na presenca (linha continua) ou auséncia de APE (linha
tracejada) (a). Espectros de ATR-FTIR dos sensores com Fl de 0, 25, 50, 250 e 500
mM corrigida com CacClz (b).

A adi¢do de APE nos filmes de MC (linhas continuas) provocou o aumento da

intensidade da banda referente ao estiramento de O-H entre 3700 a 3000 cm™ em
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relacdo aos filmes sem APE (linhas tracejadas) devido a presenca de hidroxilas nos
compostos fendlicos, como as antocianinas (Qin et al., 2019). Nesse mesmo espectro
foi verificado o aumento da intensidade do pico referente a deformacédo angular da
adgua em 1640 cm e, portanto, indica a presenca de agua no APE (Lin, Wang, Wei,
& Li, 2007; Qin et al., 2019). Os picos em 1108 cm™ e 1058 cm! sdo provenientes das
bandas de estiramento simétrico de éter presente na estrutura da MC e nas
antocianinas (Barbosa, 2007).

O pico situado entre 3000 e 2800 cm™ é derivado das ramificacdes alquilas,
como o estiramento CHs assimétrico da MC. Um pequeno pico em 2981 cm™ no
espectro APE é relacionado aos radicais do tipo OCHs que estdo presentes em
compostos fendlicos, como &cido sinapico, acido vanilico e a peonidina, extraidos do
acai (Euterpe oleracea Mart) (Garzén, Narvaez-Cuenca, Vincken, & Gruppen, 2017).
Os demais picos situados na regido entre 1450 a 1200 cm™ sdo derivados de um
complexo de bandas de estiramento e deformacdo do esqueleto carbonico, regido
conhecida como impressao digital e, por isto, sédo pouco utilizadas para diagnosticos
(Barbosa, 2007).

Na Figura 15b € visto que o aumento da FI nos filmes provocou a incorporacao
de agua na matriz polimérica, uma vez houve o aumento significativo das bandas de
estiramento da hidroxila (3700 cm™) e de deformacgédo angular da agua (1640 cm™?),
enquanto os demais picos nao tiveram alteracdes significativas (Barbosa, 2007). A
incorporacao de 4gua no sensor polimérico pode contribuir para o efeito plastificante,
0 que provoca a reducao da temperatura de degradacao e a maior mobilidade dos
aditivos entre as cadeias poliméricas, tornando-0s mais susceptiveis a interacfes com
fatores externos.

Karbowiak et al. (2006) mostraram que a quantidade de moléculas de agua
contida na matriz polimérica influéncia na mobilidade de aditivos, no qual o coeficiente
de difusédo da fluoresceina aumentou em 2 ordens de magnitude quando a atividade
de agua do filme alterou de 0,544 para 0,980. Aliado a isto, inevitavelmente mais
moléculas de agua estdo em contato com as antocianinas que, por conseguinte,
aumentam a cinética das reacdes de hidrolise nas estruturas do cation flavilio e
justificam a reducdo da estabilidade das cores apds o contato com NHs, conforme

visto na Figura 22.
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3.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia e heterogeneidade na superficie dos filmes em funcéo da adicédo
de CaClz e do APE foi investigada por MEV e mostrada na Figura 16. Foi possivel
notar que os polimeros de MC ndo foram completamente dispersos e formaram
aglomerados brancos (indicados pela seta preta), contudo esses aglomerados foram
reduzidos de tamanho e quantidade com o aumento da FI nos filmes. A obtencédo de
filmes lisos e sem rachaduras na superficie ocorreu com o aumento da Fl e corrobora
com a explicagcéao do efeito plastificante supracitado. Esse efeito promove o aumento
do volume livre e, portanto, pode melhorar a disperséo entre as cadeias poliméricas,

além de reduzir a formacéo de aglomerados.

Control 25 mM 50 mM 250 mM 500 mM

,,,,, o G 00w o 0w & 0w

Figura 16. Nlmagens MEV dnosm filmes sem APE na magnific"agxét‘) de 100x p%lré: (@)
Controle; (b) 25 mM; (c) 50 mM; (d) 250 mM; (e) 500 mM e na magnificacdo de 1000x
para: (f) Controle; (g) 25 mM; (h) 50 mM; (i) 250 mM; (j) 500 mM e sensores na
magnificacao de 1000x para: (k) Controle; (I) 25 mM; (m) 50 mM; (n) 250 mM e (0) 500

mM. A seta preta indica os aglomerados de MC, a seta vermelha indica a segregacgao

de fase de alguns compostos presentes no APE.

Nas imagens de MEV dos filmes contendo APE, foram verificadas a maior
heterogeneidade na superficie com o0 aumento da Fl e pode indicar a segregacao de
fase de alguns compostos presentes no APE com o polimero. Esses compostos

provavelmente sdo impurezas do extrato e substancias de menor carater hidrofilico,
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visto que o aumento da quantidade de agua nos filmes provocou a maior agregacao
destes constituintes. Koosha & Hamedi (2019) também mostraram a presenca de
aglomerados na superficie de filmes hidrofilicos de quitosana/PVA e vinculou a
presenca de impurezas no extrato de antocianinas.

Para confirmar que substancias contidas no APE provocaram esse efeito, foram
mostradas as imagens de MEV dos filmes contendo os mesmos constituintes com
excecao do APE e verificado uma superficie lisa e homogénea (Figura 16f. até Figura
16j). Na Figura 18 é visto que as cores produzidas pelas antocianinas antes e ap0s o
contato com NHs foram homogéneas e, portanto, a superficie heterogénea ao nivel
microscopico ndo comprometeu a visualizacdo da alteracéo colorimétrica ao olho nu,

mantendo a funcionalidade dos sensores.

3.2.3 Analise termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica dos filmes sob influéncia da adicdo do APE e da FI de
CaCl: foi analisada por termogravimetria e as curvas foram dispostas na Figura 17a.
A temperatura de inicio de degradacao (Tonset) da MC foi reduzida de 290 °C no filme
controle para 215 °C nos filmes com 500 mM de CaClz e sem APE (linhas continuas),
0 que valida a teoria sobre o efeito plastificante do CaClz.

A incorporacdo do APE nos filmes provocou a reducdo da temperatura de
degradacdo da MC e do glicerol, pois 0s compostos presentes no extrato também
atuam como espacadores fisicos e podem reduzir as intera¢des entre MC-MC e MC-
Glicerol. Silva-Pereira, Teixeira, Pereira-Junior, & Stefani (2015) verificaram o0 mesmo
comportamento de reducdo da estabilidade térmica ao incorporar extrato do repolho

roxo em filmes com blenda de quitosana e amido.
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Figura 17. Curvas termogravimétricas dos filmes sem APE (linhas continuas), dos
sensores (linhas tracejadas) e do APE (a). Grafico de porcentagem da variacao de

massa entre 25 a 100 °C para os filmes com e sem APE (b).

A incorporagdao do APE nos filmes foi comprovada por meio da maior
porcentagem da perda de massa na regiao entre 25 a 100 °C em relagao aos filmes
sem APE, visto que o APE tem 98,0 % de perda de massa até 100 °C (Figura 17b).
Freitas et al. (2020) justificaram a presenca do extrato de repolho roxo em filmes de
acetato de celulose por meio da reducdo da perda de massa do polimero, o que
também é observado neste trabalho. A massa residual dos filmes em até 500 °C foi
acrescida com o aumento da Fl, uma vez que estéa associada ao CaClz remanescente
e que possui temperatura de decomposicado proxima a 1600 °C. Apesar da reducao
da estabilidade térmica dos filmes de MC, a andlise de TGA permitiu confirmar o efeito
plastificante promovido pela FI e APE na matriz polimérica, contribuindo para a

compreensao dos comportamentos colorimétricos diferenciais dos sensores.

3.2.4 Alteracdo de cor dos sensores em contato com NH 3

A modificacéo colorimétrica dos sensores apos a deteccado NHs foi avaliada por
meio dos parametros L*, a*, b*, C*, h* e AE* durante 30 minutos de acondicionamento
em dessecadores contendo solugdo NH4Cl. A exposicdo a NHs provocou
comportamentos colorimétricos diferenciais em funcdo da Fl do sistema (Figura 18).
No sensor controle a cor alterou do purpura ao violeta e apresentou a menor variagao
colorimétrica do parametro h* (matiz). Nos sensores com FI de 25 ou 50 mM houve

alteracdo da cor purpura ao violeta e depois azul, enquanto com 250 ou 500 mM a
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modificacdo da cor aconteceu do purpura ao violeta, depois ao azul até o verde

acinzentado.
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Figura 18. Fotografias dos sensores no tempo inicial e ao longo do tempo de contato

com NHs por até 300 minutos.

Os gréficos com as coordenadas L* e b* ndo apresentaram comportamento em
funcdo do tempo de contato com NHs e, portanto, ndo foram disponibilizadas. Os
valores da coordenada a* iniciaram préximo ao 40 (vermelho) e reduziu até convergir
aproximadamente a -5 (verde) (Figura 19a). Essa convergéncia da coordenada a*
pelos sensores contendo 250 e 500 mM de CaCl2 ocorreu em apenas 15 minutos e
indica a maior sensibilidade a NHs em relagdo aos demais tratamentos. O ganho de
sensibilidade a NH3 pelos sensores € justificado por dois fatores inerentes ao aumento
da FI do sistema: acréscimo da quantidade de moléculas de dgua no sensor e pelo
aumento do efeito plastificante.

O aumento do efeito plastificante nos filmes de MC contribui para a maior
mobilidade de aditivos hidrofilicos presentes na matriz polimérica, pois eleva a
dispersédo desses aditivos (aumento da entropia dos aditivos no sistema) e ocorre o
acréscimo do volume livre (Wypych, 2017). Esses efeitos facilitam a interagéo entre
as antocianinas com fatores extrinsecos ao sensor como o pH. Dessa forma, nas
matrizes com maior volume livre é esperado o maior do coeficiente de difusdo das

espécies basicas, o que causa o0 aumento da interacdo com as antocianinas e resulta
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no ganho de sensibilidade dos sensores em ordem crescente de FI (0 <25 <50 < 250
< 500 mM).

A maior contribuicdo para o aumento da sensibilidade provavelmente é
relacionada a quantidade de moléculas de &gua total contida nos sensores, pois
podem promover o deslocamento do equilibrio, mostrado na Reacédo 2, para a
formacéo de espécies basicas (OH"), de acordo com o principio de Le Chatelier. Liang,
Sun, Cao, Li, & Wang (2019) mostraram a dependéncia entre a alteracdo de cores de
filmes inteligentes contendo antocianinas do repolho roxo com a umidade do
ambiente, no qual o aumento da %UR promoveu a formacédo de ions OH" e produziu
alteracdes colorimétricas significativas. O desenvolvimento do ambiente alcalino
produz alteragbes nas estruturas das antocianinas por meio de mecanismos de
transferéncia de prétons, hidratacdo, tautomerizacdo e isomerizacdo, 0 que
proporciona a variacdo colorimétrica e possibilita aplicacbes para o monitorar a
qualidade de alimentos por meio do pH (Brouillard, & Dubois, 1977).

Foi verificado pelo principio de Le Chatelier que o aumento da Fl provoca o
acréscimo nos valores de pH dos sensores quando em contato com NHs e, por isso,
justifica a maior sensibilidade dos sensores com 500 mM. Porém, outra contribui¢do
para a ampla variacdo colorimétrica dos sensores provavelmente deve-se ao fato da
formacdo de copigmentos entre as antocianinas, ions de calcio e/ou MC. Isso foi
confirmado ao variar o pH e verificar o maior deslocamento batocrémico no espectro
UV-Vis do APE incorporado nos filmes de MC em relagéo ao espectro do APE quando

presente em solucao (Figura 14b, c).
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Figura 19. Variagdo das propriedades de cor a* (a); C* (b); h* (c) e AE* (d) dos

sensores durante 30 minutos sob contato com NH3 nos ensaios in vitro.

Foi observada, em todos os tratamentos, a tendéncia de reducao da saturacao
das cores (C*) para valores proximos ao zero ao longo do tempo, ou seja, diminui¢ao
dos valores da razao entre a intensidade de uma cor verdadeira em relacdo a cor cinza
(Figura 19b). Essa ocorréncia era esperada visto que o aumento do pH reduz a
guantidade das espécies do cétion flavilio para formacéo das estruturas de base
quinoidal, hemiacetal e chalconas (Trouillas et al., 2016). Essas estruturas estdo em
equilibrio dindmico e possuem cores que variam entre azul, roxo, verde e amarelo,
sendo por meio dessas combinagdes que ocorre a reducao da pureza da cor (*C).

Ao verificar os valores de h* dos sensores é confirmado que o acréscimo da Fl
amplia o espectro das cores nos sensores ao longo do tempo de contato com NHs. As
linhas tracejadas na Figura 19c mostra o limiar da regido que uma cor primaria
distingue da outra e confirma que os sensores com 500 mM de FI foram os Unicos a
alcancarem a cor verde em até 30 minutos. Silva, Mastrantonio, Costa, & de Morais

(2019) incorporaram as antocianinas do mesmo fruto (Euterpe oleracea Mart) para
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producdo de sensores de pH com fibras a base de policaprolactona e 6xido de
polietileno. Entretanto, foi observado a menor variacdo de h* (61,99°) em relacéo a
variagdo produzida pelos sensores com 500 mM de CaCl:z neste trabalho (187,42°).
Sugerimos que essa maior variacdo colorimétrica dos sensores ao aumentar
gradativamente a Fl é atribuida a presenca de copigmentos desenvolvidos por meio
das ligacfes coordenadas dos cations metalicos. Tendo em vista que mesmo com a
longa exposicao do sensor controle a NHs (300 minutos) néo foi o suficiente para o
desenvolvimento de cores préximas ao verde, o que de fato contribui fortemente para
a hipétese de formacédo de copigmentos e/ou complexos ternarios. Na Figura 20,
mostramos trés tipos de copigmentos desenvolvidos pela presenca de cations
metélicos e a possibilidade de coexisténcia desses copigmentos numa Unica estrutura
de antocianina. Dentre as possibilidades de copigmentacdo, o Calcio como cétion
metalico, por exemplo, pode realizar ligacdes coordenadas com as antocianinas para
producdo de metaloantocianinas (chamamos de copigmento Tipo 1). Outras
possibilidades sao a formacao de copigmentos ou complexos ternarios desenvolvidos
por meio de ligagBes coordenadas entre a antocianina, Calcio e a MC (copigmentos
do Tipo II) ou quando realizam ligagcdes entre antocianinas, Calcio e compostos

fendlicos presentes no APE como o acido vanilico (copigmento Tipo Il1).

Anthocyanin copigments with metals:
Type I (Ant-Ca)
Type II (Ant-Ca-MC)

OCHz +
0}

Figura 20. Estruturas de copigmentacdo das antocianinas com Calcio (tipo 1), Célcio,

antocianinas e MC (tipo Il), e/ou Célcio, antocianinas e compostos fendlicos (tipo IlI).
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De fato, a formacéao de copigmentos com metais também foram observados por
Li et al. (2019), no qual mostraram a maior amplitude de variacdo do espectro de cor
da 3-O-glucosil-delfinidina quando houve a formacdo de complexos binérios e
ternarios com Al (Ill), em comparacdo com as cores produzidas pelas antocianinas
sem os ions metalicos. O raio ibnico e a forca de coordenacéo do ion metélico séo
outras propriedades que influenciam nos modos de empilhamento molecular dos
copigmentos (horario ou anti-horario) e afetam no desenvolvimento da cor e na
estabilidade das metaloantocianinas (Yoshida et al., 2015). Aliado a isso, a interacao
entre ions metélicos e antocianinas também podem ocorrer em grupos carbonilas,
além das hidroxilas, o que pode ser importante para a estabilizacdo de um complexo
supramolecular com solubilidade aquosa (Tomaya-Kato, Kondo, & Yoshida, 2007).

Um dos requisitos que valida o desenvolvimento efetivo de sensores
colorimétricos Opticos é a capacidade do ser humano em reconhecer a alteracdo da
cor apos a deteccédo do analito do interesse. Para isso, a percepcéao de cores distintas
pelo ser humano pode ser correlacionada com a diferenga total de cor (AE*) obtida
por meio de instrumentos colorimétricos. Mokrzycki & Tatol (2011) sugeriram que a
faixa de valores de AE* entre 3,5 e 5,0 sao valores que torna possivel a percepcéao de
modificagdo da cor por um observador inexperiente, enquanto valores da AE* > 5,0
indicam a percepcéao de duas cores distintas.

Os valores de AE* dos sensores foram calculados em relagéo a cor inicial, ou
seja, antes do contato com NHs e sdo mostrados na Figura 19d. Nos ensaios de
deteccdo a NHs in vitro, os sensores com FlI = 50 mM produziram alteragdes
colorimétricas perceptiveis por observadores ndo treinados em até 5 minutos.
Enquanto, nos sensores com Fl de 0 e 25 mM foi necessario o tempo de 15 e 10
minutos respectivamente. Essa diferenca no tempo de percepcao de cores distintas é
relacionada a sensibilidade do sensor e pode ser modulada a partir da Fl para permitir

aplicacbes no qual é exigida alta, baixa ou especifica sensibilidade a NHs.

3.2.5 Reversibilidade colorimétrica apos a deteccdo de NH 3

A compreenséo do efeito da FI na estabilidade colorimétrica dos sensores ao
longo de sete dias apdés a deteccdo do analito € imprescindivel para avaliar a
aplicabilidade como sensor reversivel ou irreversivel. Para isso foram acompanhadas

as variacdes das coordenadas colorimétricas apos o contato com NH3s por 2 ou 30
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minutos durante sete dias sob a presenca ou auséncia de luz. As alteracbes
colorimétricas dos sensores foram mais significativas na presenca da radiacdo emitida
por uma lampada de LED. Por isso, mostramos o0 comportamento de variagdo da
coordenada a* e o parametro AE* sob luz durante sete dias na Figura 21.

O parametro a* mostrou tendéncia decrescente dos seus valores ao longo do
tempo de contato com NHs para qualquer tratamento, o que era esperado, visto que
0 aumento do pH no ambiente provoca a diminuicdo da quantidade de espécies de
cation flavilio. A AE* foi calculada em relag&o a cor inicial dos sensores e observados
dois diferentes comportamentos ao longo dos sete dias. Os sensores que
permaneceram sob dois minutos de contato com NHs mostraram a tendéncia
crescente da AE*, enquanto nos sensores expostos durante 30 minutos tiveram a

reducdo dos valores até o primeiro dia e depois a manutencao ao longo dos sete dias.
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Figura 21. Variacdo da coordenada a* durante sete dias sob luz ap6s 2 minutos (a)
ou 30 minutos de contato dos sensores com NHs (c). Variacdo do AE* durante sete

dias sob luz apds 2 minutos (b) ou 30 minutos de contato dos sensores com NHz (d).
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Ao comparar as fotografias dos sensores no dia 7 e 60 é observado que a
guantidade de agua na matriz polimérica promovida pela FI € um dos principais
fatores, além da alteracdo do pH, para conversdo das espécies de antocianinas no
sensor (Figura 22). A exposicao dos sensores com Fl entre 0 e 50 mM a NHs por 2 ou
30 minutos ndo foram suficientes para alcancar cores proximas ao amarelo/marrom,
mesmo apoés os 60 dias de tempo de equilibrio no ambiente. Enquanto, nos sensores
com FI entre 250 e 500 mM foram observadas cores proximas ao amarelo/marrom,
independentemente do tempo de contato com NHs. Esses resultados comprovam que
a quantidade de moléculas de agua contida nos sensores € um fator que influencia na

estabilidade das antocianinas em sensores poliméricos.
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Figura 22. Fotografia dos sensores no tempo inicial e apds 60 dias sem contato com

50 mM
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NH3s (a) no sétimo e 60° dia apOs a exposicdo dos sensores a NHsz por 2 (b) ou 30

minutos (c).

Mendoza et al. (2017) mostraram que, exceto em meio muito &cido, a
hidratacdo do cétion flavilio acontece na escala de tempo de segundos/minutos e,
portanto, é a etapa determinante para a velocidade de conversdo entre as espécies
cation flavilio, hemiacetal e cis-chalcona. Isso justifica a menor formacao de espécies
chalconas, associadas a cor amarelo/marrom, nos sensores com Fl < 50 mM mesmo
guando exposto a 30 minutos de contato com NHs e apds 60 dias. Uma vez que
nesses sensores existe menor quantidade de moléculas de agua e, portanto, a
intensidade de um ambiente basico € menor. Enquanto, os sensores com Fl de 250
ou 500 mM desenvolveram cor amarelo/marrom quando expostos ao menor tempo de

contato com NHs e ap6s os 60 dias. Essas diferencas confirmam que a quantidade de
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agua é o fator limitante para a velocidade de formacéo das espécies chalconas nos
sensores e que os sensores com Fl =2 250 mM atingem irreversibilidade colorimétrica
e alta sensibilidade a espécies basicas (OH").

A estabilidade das cores dos sensores ap0s a deteccdo de NHs também foi
influenciada pela presenca ou auséncia da radiacdo visivel. Os sensores
armazenados no escuro apresentavam valores de AE* significativamente (a = 0,05)
menor em relacdo aos que foram submetidos a luz (Tabela 4). De Rosso &
Mercadante (2007) mostraram a existéncia da dependéncia entre as antocianinas
totais do acai (Euterpe oleracea Mart.) e a radiacéo visivel, no qual houve a reducéo
do tempo de meia vida das antocianinas em solucédo tampéo (pH 2,5) de 6456,2 horas

na auséncia de luz para 909,1 horas quando expostos a luz.

Tabela 4. Comparacao da AE* entre os sensores apos 2 ou 30 minutos de contato
com NHs e submetidos a presenca de luz visivel ou auséncia apos sete dias.
Armazenamento* Controle 25 mM 50 mM 250 mM 500 mM

Lo 21,17° 20,46" 20,114 20,68° 21,70°
(2,0) (1.2) 0.2) (1.3) (1.2)
.. 11,91° 4,84° 13,73¢ 11,26¢ 18,42°
(2.4) (0.6) (1.5) (2.9) (1.3)
130 34,122 31,252 34,812 39,902 35,532
(2.2) (2.2) (1.3) (2,4) (0.9)
D30 33,572 27,772 28,59° 30,93° 32,462
(2,0) (2,4) (1.4) ©.2) (1,0)

* Sensores submetidos a 2 minutos (L2) ou 30 minutos (L30) de contato com NHs e
expostos a luz durante sete dias. Sensores submetidos a 2 minutos (D2) ou 30 minutos
(D30) de contato com NH3 e armazenados no escuro durante sete dias. Valores em
média de trés repeticdes e desvio padrao (DP). Médias seguidas de mesma letra ndo

diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

3.2.6 Principais fatores de desestabilizacdo colorimétrica apos deteccao de NH 3

A estatistica dos efeitos principais foi empregada para determinar a magnitude,
direcdo e a importancia dos efeitos na desestabilizacdo da cor apds 30 minutos de
contato com NHs. Os fatores avaliados foram: FI (0 ou 500 mM), tempo de equilibrio
(0 ou 60 dias) e radiacao visivel (presencga - nivel 0 ou auséncia - nivel 1). O tempo

de equilibrio significa a condicdo ambiente no qual os sensores foram expostos ao
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longo dos 60 dias e sem a presenca de NHs. Os resultados séo mostrados no grafico

de probabilidade normal dos efeitos padronizados na Figura 23.
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Figura 23. Grafico normal dos efeitos padronizados para os parametros colorimétricos

L* (a), a* (b), b (c), h* (d) e C* (e).

Todos os efeitos avaliados apresentaram impacto significativo em alguma

propriedade colorimétrica. Especificamente os efeitos de FI (B) e tempo de equilibrio

(C) afetaram todos os parametros colorimétricos, com excec¢éo do indice C* para a Fl.

Enquanto, o efeito da presenca da radiacédo visivel (A) influenciou nos parametros L*,

a* e b*. A direcdo dos efeitos nas respostas € avaliada por meio do sinal positivo ou
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negativo dos efeitos padronizados em relacao ao eixo das abcissas. O valor negativo
indica que, a medida que o nivel do fator cresce, ocorre a reducdo da resposta
avaliada, enquanto os valores positivos proporcionam o aumento dos valores da
resposta. Isso permitiu identificar que o aumento nos niveis do tempo de equilibrio (60
dias) e da FI (500 mM) reduz os valores do parametro L* e h*, enquanto aumenta o
valor da coordenada b*.

Em relacdo a coordenada a* é visto que a reducao da Fl produz o aumento dos
valores de a*. Isso mostra coeréncia ao verificar que os sensores com Fl <50 mM nao
possuem cores proximas ao verde mesmo apoés 60 dias. Enquanto, a presenca da
radiacdo (nivel 0) provocou a reducéo significativa dos valores de L* e a* além do
aumento nos valores de b*. Essas observacdes estdo de acordo com as fotografias
obtidas dos sensores ao longo do tempo (Figura 22) e exemplificam a compreensao
de cada efeito sob os parametros colorimétricos.

A principal informacéo obtida por essa analise € em relagcdo a magnitude de
influéncia dos efeitos nas respostas colorimétricas. Os principais efeitos sdo aqueles
gue possuem a maior distancia dos valores de efeitos padronizados em relagéo ao
eixo zero das abcissas (em modulo). Considerando o impacto geral de todos os efeitos
nos parametros colorimétricos, concluimos que o tempo de equilibrio (C) é o principal
fator para desestabilizacdo das cores apos a deteccdo de NHs, seguido pela Fl e
depois pela presenca da radiacdo visivel. Essa andlise permitiu compreender quais
sdo os principais fatores que contribuem para a irreversibilidade das cores dos
sensores com o intuito avaliar a potencial aplicacdo em sistemas que possam existir
fraudes como, por exemplo, ao romper embalagens liberando as espécies basicas

acumuladas no headspace.

3.2.7 Estabilidade colorimétrica durante o armazenamento

A alteracdo colorimétrica do sensor foi avaliada apds 60 dias de
armazenamento no escuro, sem contato com NHsz e depois foram utilizados na
aplicacdo em peixes para confirmar a manutencdo da funcionalidade colorimétrica.
Foram verificadas alteracdes significativas em quase as propriedades colorimétricas

avaliadas (L*, a*, b*) apds os 60 dias de armazenamento sob escuro (Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros colorimétricos no primeiro dia de desenvolvimento do sensor

(dia 0) e apos 60 dias de armazenamento sob escuro.

Sensor Dia L* a* b* AE*

0  7122(20)  3682(27)  -7.5°(0,5) i
Controle o s520(21)  22.9°(2.7) 202(05) 235 (14)
S 0 6943(23) 386232  -7.6°(L1) i

60  51,4°(26)  33,5%(6,8) 1,22(0,6)  22,5(3,7)
o 0 730%(29)  3562(55)  -84°(0.8) i

60  56,5°(4,5) 24,8 (2,9) 152(02)  223(3.0)
om0 685 (38 3126 53 (12) i

60  48,6°(30)  258°(12)  2,02(01) 19,6 (4.3)
om0 ESERY T BEERY T 2801 i

60  548°(27)  21,1°(0,7)  25°(L1)  158(24)

*Valores em média com trés repeticdes e desvio padrdo (DP). Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

A medida que houve o aumento da Fl observou-se a reducdo da AE* dos
sensores ao longo de 60 dias. Entretanto, nos sensores com maior Fl era esperado a
maior desestabilizagéo das antocianinas e das cores, uma vez que dgua contribui para
a desestabilizacdo das espécies de cétion flavilio. Portanto, esses resultados reforcam
a hipotese de que o aumento da FI nos sensores junto com a presenca da MC pode
contribuir para formacédo de copigmentos ternarios, pois sem essa protecdo deveria
ser observado a maior AE* dos sensores. Li, Li, Wang, & Jiang (2016) mostraram que
os polimeros de maltodextrina, glucomanano konjac e carboximetilcelulose realizaram
copigmentacdo com as antocianinas da batata roxa doce, 0 que aumentou o tempo
de meia vida das antocianinas nos estudos de degradacao térmica em temperaturas
de 80, 90 e 100 °C.

3.2.8 Aplicacédo em peixe Lambari

Microrganismos e enzimas endogenas sao 0s responsaveis pela producao de
TVB-N e pelo aumento nos valores de pH durante o processo de deterioracdo de
peixes (Vareltzis, Koufidis, Gavriilidou, Papavergou, & Vasiliadou, 1997; Prabhakar,
Srivastav, & Pathak, 2019). Esses gases acumulam no headspace da embalagem e
séo responsaveis pela rejeicdo sensorial e sabores estranhos de produtos de origem
animal estragados. O acumulo dessas aminas volateis promove o aumento da

alcalinidade do ambiente e pode ser correlacionado com o frescor dos peixes. Para



105

isso, foi monitorada as coordenadas colorimétricas dos sensores ao longo do tempo
de degradacao peixes tipo Lambari em condicdes de refrigeracdo (6 °C e 60 %UR).
Os sensores foram fixados na parte superior e interna da embalagem de polietileno-
nylon e sem entrar em contato fisico com os peixes.

Os resultados dos testes in situ indicaram boa correlacdo entre TVB-N, pH e
alteracdes colorimétricas dos sensores ao longo dos 6 dias de degradacao do peixe.
Por outro lado, os sensores nas bandejas de controle ndo mostraram nenhuma
alteracdo de cor significativa mesmo ap0s o armazenamento durante 20 dias
(fotografias disponiveis na Figura 2sll do material suplementar). Na Figura 23,
mostramos a variacdo das respostas de TVB-N, pH e o comportamento das
coordenadas a*, b* e AE* do sensor controle em funcéo do tempo de degradacao dos
peixes. O valor inicial médio de TVB-N do peixe Lambari foi de 12,52 mg.100 g* e

atingiu o valor de 38,37 mg.100 g no sexto dia.
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Figura 24. indice de TVB-N dos peixes e parametros a* (a) ou b* (b) ou AE* (c) do
sensor controle ao longo de seis dias. Valores de pH dos peixes e parametro AE* do
sensor controle ao longo de seis dias de degradacao (d). Fotografia dos peixes

Lambari e dos sensores no tempo inicial e apos seis dias de armazenamento (e).

O limite superior para o nivel de TVB-N de peixes congelados da familia
Characidae é de 30 mg.100 g de tecido muscular de acordo com o padrao brasileiro
estabelecido pelo ministro da agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA) e também
pelo padrdo da Unido Europeia (Regulamento (CE) n° 2074/2005 (Anexo Il) alterado
pelo Regulamento (CE) n° 1022/2008). Aliado a isso, o padréo brasileiro estabelecido
pelo MAPA indica que o pH méaximo para o consumo deve ser de 7,00. Considerando
os dois parametros de qualidade do peixe, verificamos que o valor de pH indica
inadequacao para consumo no quarto dia e o TVB-N no quinto dia. Entretanto, o TVB-
N €& considerado como método padrédo para controle de qualidade de peixes e,
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também, mostrou a maior correlagdo com analises sensoriais, em relacdo ao pH,
sendo o mais apropriado para indicar a deterioracédo da pescados (Antonacopoulos &
Vyncke, 1989; Ruiz-Capillas & Moral, 2001).

Ao longo dos seis dias de degradacdo dos peixes, o parametro a* indicou a
tendéncia de reducdo dos seus valores, enquanto o parametro b* aumentou. A cor
produzida pelo sensor controle no tempo inicial foi rosa e no sexto dia sob efeito de
TVB-N foi cinza/marrom (Figura 23e). Em relagdo ao AE*, o sensor controle produziu
diferenca significativa (25,2) j& ap6s o primeiro dia de contato com o peixe, 0 que
revela o inicio da alcalinidade no headspace da embalagem. A rapida alteracdo
colorimétrica logo apds o primeiro dia é uma condicdo desejada para indicar o frescor
dos peixes em estagios iniciais de armazenamento, o que também foi observado por
Zhai et al. (2017). A distincdo de cor no sensor controle (AE* > 5,0) pode ser
novamente evidenciada por consumidores somente ap0s o quarto dia, ou seja,
guando o alimento superou o limite maximo de TVB-N. Portanto, esse sensor
colorimétrico pode ser utilizado como uma tecnologia eficaz no para monitorar, a olho
nu e em tempo real, a deterioracdo de peixes. Aliado a isso, os resultados indicaram
a possivel separacao de trés classes colorimétricas e que podem ser correlacionadas

com o frescor dos peixes.

3.2.9 Anélise de componentes principais (PCA) e discriminante linear (LDA)

A andlise de PCA foi realizada para compreender quais dos sensores
desenvolvidos possuem capacidade de classificar o frescor dos peixes de acordo com
a alteracao de cores. Em todas as PCA foi visto que os dois primeiros componentes
principais (PCs) explicaram pelo menos 95% da variancia dos dados e, portanto, foram
suficientes para explicar a variagdo maxima em todos os dados originais. Na figura
24e é mostrado o grafico de loadings do sensor controle, pois é o tipo de sensor que
possui a melhor separagéo e classificacdo dos dados colorimétricos em relacdo ao
frescor dos peixes. A coordenada h* é a variavel com maior efeito em PC1 e as
variaveis AE* e L* em PC2.

Os sensores com 0 ou 25 mM foram capazes de separar trés grupos por meio
da PC1 e associados ao frescor dos peixes do tipo: fresco, meio fresco e estragado.
Os dados no dia 0 foram remetidos ao grupo "fresco”, enquanto nos dias 1 ao 4

formaram outro grupo como "meio fresco" e os dados restantes nos dias 5 e 6
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agruparam o grupo “"estragado” de acordo com parametros de TVB-N. A PCA

confirmou que somente os sensores com Fl < 25 mM possuiram capacidade de

separar o frescor dos peixes de acordo com as normas brasileiras e europeia (Figura

24a, b).
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Figura 25. Grafico de pontuacédo de analise de componentes principais (PCA) de

Lambari em armazenamento refrigerado ao longo do tempo (0, 1, 2, 3, 4, 5, e 6 dias).

PCA realizada por meio das coordenadas L*, a*, b*, C*, h* e DE* dos sensores com
Fl de 0 (a), 25 (b), 50 (c), 250 (d) e 500 mM (e). Grafico de loading do sensor controle

().
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Ao aumentar a FI nos sensores, foi observado a menor separacéo espacial das
coordenadas colorimétricas no grafico de PCA. Isso confirma que os sensores com Fl
= 50 mM apresentaram alta sensibilidade e s&o inapropriados para aplicacdes de
monitoramento do frescor de peixes. Visto que a alteracdo colorimétrica dos sensores
ocorreu antes do limite de TVB-N estabelecido por normas brasileiras e europeias (30
mg.100 g1). Zhai et al. (2017) mostraram que a reducéo na velocidade de alteracéo
colorimétrica pode ser realizada com 0 aumento no teor de antocianinas incorporadas
nos filmes. Entretanto, o inverso ndo é valido, uma vez que baixas concentracdes de
antocianinas na matriz polimérica ndo geram cores com matiz o suficiente para serem
observadas alteracdes a olho nu.

Portanto, mostramos que o emprego da FI € uma opcéo valida para aumentar
a sensibilidade e ampliar a variacado do espectro de cores de sensores colorimétricos
contendo antocianinas. Um balanco de proporcdo entre a Fl e a concentracdo das
antocianinas utilizando ferramentas estatisticas como a metodologia de superficie de
respostas (MSR) podem ser utilizados para adequar a alteragdo de cores dos
sensores proximos ao limite de TVB-N estabelecido em cada legislacao.

Realizamos a analise discriminante linear (LDA) para confirmar a
exequibilidade de aplicagdo dos sensores com Fl < 25 mM, sendo mostrada a
classificagdo com validacdo cruzada na Tabela 6. No sensor controle foi observado
que 100 % das observagdes foram colocadas nos grupos corretos € no sensor com
25 mM atingiu-se 98,0 % de propor¢ao correta, enquanto o aumento da Fl até 500 mM

provocou a reducao até 71,8 %.

Tabela 6. Validacéo cruzada para classificacdo do frescor de peixes em funcéo da Fl

dos sensores colorimétricos.

Grupo verdadeiro
Fresco Nao fresco Estragado
Sensor controle

Grupo Designado Proporc¢ao total correta

Fresco 15 0 0
N&ao fresco 0 57 0
Estragado 0 0 16 1,000
N correto 15 57 16
Proporcao correta 1,000 1,000 1,000

(Sensor 25 mM)

Fresco 15 0 0 0,980
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N&o fresco 0 56 0
Estragado 0 2 29
N correto 15 56 29
Proporcéo correta 1,000 0,966 1,000
(Sensor 50 mM)
Fresco 12 0 0
N&o fresco 0 50 2
Estragado 0 10 28 0.839
N correto 12 50 28
Proporcao correta 1,000 0,833 0,933
(Sensor 250 mM)
Fresco 15 0 0
N&o fresco 0 42 2
Estragado 0 18 28 0.810
N correto 15 42 28
Proporcao correta 1,000 0,700 0,933
(Sensor 500 mM)
Fresco 15 1 0
N&o fresco 0 36 5
Estragado 0 1 23 0.718
N correto 15 36 23
Proporcao correta 1,000 0,600 0,821

3.10 Predicao de TVB-N e pH por regresséo linear multipla

Anteriormente Moradi, Tajik, Almasi, Forough, & Ezati, (2019) relataram a
correlacdo positiva entre TVB-N de peixes (Oncorhynchus mykiss e Cyprinus carpio)
e AE* de sensores indicadores, obtendo-se modelos polinomiais lineares com R >
0,815. De forma semelhante, desenvolvemos modelos com capacidade de predi¢ao
dos valores atuais de TVB-N e pH em peixe Lambari refrigerado (6 °C / 60 %UR). Para
isso, foram avaliados todos os parametros colorimétricos dos sensores controle,
entretanto somente b* e h* tiveram coeficientes significativos para o ajuste do modelo
(Tabela 7).

Tabela 7. Regressao multivariada para predicdo de TVB-N e pH por parametros

colorimétricos do sensor controle.

p-valor*
Bo Bn  Modelo
TVB-N =12,46 + 0,387*b — 0,101*h + 0,00418*h2 0,047 0,000 <0,001 0,964
pH = 6,9036 + 0,02203*b + 0,008216*h 0,000 0,000 <0,001 0,819

Modelo multivariado 2 Raj?
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@ Os valores obtidos para constru¢cdo do modelo sdo médias de 15 repeticdes.
* Valores-p para o modelo multivariado e para coeficientes de regressao usando o
teste t de Student (a = 0,05).

Esses modelos multivariados desenvolvidos podem ser empregados em
aplicativos de celular, por consumidores, para avaliacdo do atual nivel de frescor dos
peixes sem a necessidade de abrir as embalagens. Entretanto, € necessario
desenvolver modelos mais robustos por meio da adicdo de variaveis que alteram as
propriedades colorimétricas, como tipo de polimero empregado na embalagem,
iluminacao local, tipo de celular e condi¢gées de armazenamento do peixe (luz, tempo,

temperatura e umidade).

4, CONCLUSAO

Conclui-se que o aumento da forca ibnica nos sensores promoveu o efeito
plastificante na matriz polimérica e pode ser empregada para modular a sensibilidade
de detecgéo de NHs e TVB-N. Sugerimos a formacdo de copigmentos ternarios entre
antocianinas/calcio/metilcelulose como um fator para estabilizacdo e ampliacdo do
espectro de cores nos sensores. O tempo de equilibrio foi o principal fator para
desestabilizacéo das cores apos a deteccéo de NHs seguido pela forga i6nica e depois
pela presenca da radiacdo visivel. Descobrimos que sensores com alteracédo de cor
reversivel ou irreversivel podem ser obtidos de acordo com a for¢a idnica empregada
na matriz polimérica. A vida util do sensor em relacdo a capacidade de modificar as
cores apos a deteccdo de TVB-N foi mantida por no minimo 60 dias. Desenvolvemos
dois tipos de sensores efetivos para monitorar e classificar o frescor de peixes Lambari
de acordo com normas brasileira e europeia. Modelos matematicos foram ajustados e
podem ser utilizados para predizer o nivel de TVB-N e/ou pH nos peixes Lambari
armazenados sob refrigeragdo. Todos o0s constituintes utilizados para o
desenvolvimento do sensor sdo naturais e biodegradaveis, o que possibilita a
aplicagcéo segura em alimentos e permite avaliar em tempo real e a olho nu o frescor

de peixes.
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Figura 1sl. Curvas termogravimétricas dos filmes de MC contendo 0, 25, 50, 250 e
500 mM corrigida com CacClz (a) ou MgClz (b).

Tabela 1sl. Equacdes de regressao ajustadas, valores de falta de ajuste (Fa) e
coeficiente de determinacdo ajustado (R2) para angulo de contato e propriedades

mecanicas de filmes contendo FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida com CaCla.

Propriedades 2 Equacéo® Fai¢ RZ4j*
AC (0) Yac= 72,02 + 0,1047FI — 0,000139FI? 0,845 0,931
Esp(mm) YEesp X104 =789,9 + 1,971FI 0,643 0,956
RMT (MPa) Yis=2,93004 + 41,1202*0,99427"FI 0,095 0,961
EB (%) Yeb = 32,68 + 0,4215F| — 0,000493F|2 0,111 0,927

YM (MPa) Yym = 3,39367 + 1071,6*0,98673"FI 0,530 0,985

2 AC: Angulo de contato; Esp: Espessura; TS: Resisténcia maxima a tracdo; EB:
Elongacao percentual até a ruptura; YM: Modulo de elasticidade (Young's).

b Equacdes ajustadas significativas (p < 0,05) pela ANOVA.

¢ Faj: p- valor da falta de ajuste do modelo estatistico.

* R24: Coeficiente de determinacéo ajustado.

Tabela 2sl. EquacOes de regressao ajustadas, valores de falta de ajuste (Fa) e
coeficiente de determinacdo ajustado (R2a) para angulo de contato e propriedades
mecanicas de filmes com Fl de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida com MgClz.
Faj®
0,807

Rzaj*

0,963

Equacao®
Yac = 70,38 + 0,1471FI — 0,000177FI?

Propriedades 2
AC ()
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Esp(mm) Yespx10-4 = 770,7 + 3,002F| 0,378 0,964
RMT (MPa) Yis = 0,91335 + 40,5993*0,99272"FI 0,019 0,943
EB (%) Yeb = 29,94 + 0,5520F| — 0,000753FI2 0,010 0,938
YM (MPa) Yym = 1,52567 + 1132,18*0,97956"FI 0,059 0,968

2 AC: Angulo de contato; Esp: Espessura; TS: Resisténcia maxima a tracdo; EB:
Elongacao percentual até a ruptura; YM: Modulo de elasticidade (Young's).

b Equacdes ajustadas significativas (p < 0,05) pela ANOVA.

¢ Faj: p- valor da falta de ajuste do modelo estatistico.

* R24: Coeficiente de determinacéo ajustado.

Tabela 3sl. Valores médios das coordenadas de cor L *, a*, b *, Chroma, angulo Hue
e AE * dos filmes contendo EPA contendo FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida

com CacClz, no tempo inicial (TO) e ap6s contato com NHz durante 30 minutos (T30).

Tratamento L* a* b* C* H* AE*
Controle - TO 70,14 38,37 -7,46 39,09 348,91 -
2,50) (2,99)  (052)  (2.84) (1,58)
70,73 37,83 -7,60 38,60 350,80 -
22MM-TO o5 (293) (1.20)  (2.86) (2,02)
73,39 37,82 -8,50 38,77 347,21 -
SOmM-TO 181y 115) (043  (101)  (1,22)
68,94 37,79 -4.79 35,78 351,78 -
220mMM-T0 1 06y (430) (@15  (1.38) (2,72)
67,34 34,53 -3,02 34,66 354,97 -
S00mM-TO0 199y (1,03) (@71  (1.24)  (2.66)
Control — T30 77,68 1,64 -3,26 3,80 297,05 39,60
G61) (1,290 (0,77)  (0,10)  (22,92)  (1,85)
72,74 -3,98 -7,04 8,18 240,80 41,62
2>MM-=T30 351y (155 (048  (039)  (1116)  (3.47)
73,86 -3,74 -8,51 9,44 244 57 41,62
SOMM-=T30 1 79)  (134) (@73 (224)  (1230)  (3.47)
64,44 -6,79 -3,15 7,50 204,51 42,52
250mMM=T30 502y (0,220  (1,05)  (0.23)  (804)  (2.16)
500 mM — T30 62,96 -6,10 1,26 6,27 167,56 41,13

(1,89) (0,96) (0,75) (0,77) (8,67) (2,98)
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Tabela 4sl. Valores médios das coordenadas de cor L *, a *, b *, Chroma, angulo Hue
e AE * dos filmes contendo EPA contendo FI de 0, 25, 50, 250 e 500 mM corrigida
com MgClz, no tempo inicial (TO) e ap6s contato com NHs durante 30 minutos (T30).

Tratamento L* ar b* C* H* AE*
Controle - TO 70,14 38,37 -7,46 39,09 348,91 -
2,50)  (2,99) (0,52) (2,84) (1,58)
70,73 37,83 -7,60 38,60 350,80 -
22mM-T0 505 (2,03) (1,20) (2,86) (2,02)
73,39 37,82 -8,50 38,77 347,21 -
S0mMM-TO 81y (115)  (043)  (101)  (122)
68,94 37,79 -4,79 35,78 351,78 -
220mM-TO 1 06)  (430)  (115)  (1.38)  (2.72)
67,34 34,53 -3,02 34,66 354,97 -
S00MM-TO109) (103  (71)  (124)  (2,66)
Control — T30 77,68 1,64 -3,265 3,80 297,05 39,60
(5.61)  (1.29) ©077)  (010) (22,92 (1,85)
20,23 -4.81 1,51 5,05 162,86 34,67
25MM=T30 o5 (0.77) 0,57)  (0,90) (3,63) 0,77)
28,39 -3,94 2,31 4 57 149,65 32,99
SOMM-=T30  h09) (031)  (036)  (045)  (L,93)  (2.96)
27,04 -2,83 1,78 3,34 148,04 27,55
250mMM=T30 »51)  (026)  (035)  (040)  (276) (2,00
26,80 -1,26 2,35 2,67 118,09 49,98
S00MM=T30 v 50)  (0.15) (0,07) (0,14) (2,15) (1,94)
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Figura 1s Il. Espectros UV-Vis da solucdo de APE no pH 4 (a), 6 (b), 8 (c) e 10 (d) com

0 ou 500 mM corrigida com CaClz ao longo de 5 dias

Figura 2s Il. Fotografia dos sensores em bandejas de poliestireno contendo peixe tipo

Lambari no dia 0 e ap6s seis dias sob armazenamento sob 6 °C e 60 %UR.
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ANEXO |

LB ds —=

Video 1. Video acelerado da alteragcdo colorimétrica dos sensores contendo 500 mM

do sistema corrigido com MgClz (esquerda) e controle (direita) sob contato com NHs

durante 25 minutos.
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CONSIDERACOES FINAIS

No capitulo | foi compreendido o impacto da forga idnica do sistema e raio ibnico
de sais divalentes nas propriedades fisico-quimicas dos filmes de metilcelulose.
Dentre a faixa de valores da forca ibnica estudada, foi observado dois
comportamentos distintos: um efeito plastificante e outro de reticulagdo. Quando
incorporado sais para obtengao da forca idnica de 50 mM do sistema indicamos a
formacdo de reticulacdo entre as cadeias de metilcelulose, enquanto ao aumentar
significativamente a forca ibnica (250 e 500 mM) foi verificado o efeito plastificante por
meio da absorcao e retencdo de moléculas de 4gua na matriz polimérica. Mostramos
que a alteracdo da Fl nos polimeros funcionalizados com antocianinas pode ser
utilizada para modular a sensibilidade de deteccdo a NHs e que, possivelmente, pode
ser uma estratégia para melhorar a difusdo ou atividade de outros compostos ativos
em embalagens ativas.

No capitulo 1l foi desenvolvido e caracterizado sensores colorimétricos para
monitorar o frescor de peixes Lambari. A incorporacdo de cloreto de calcio nesses
sensores aumentou a sensibilidade de deteccdo a aménia e, como resposta, produziu
alteracbes colorimétricas em menor tempo. Indicamos o célcio como elemento
essencial para a formacéao de copigmentos ternarios entre
antocianinas/calcio/metilcelulose e, devido a isso, houve a ampliacdo do espectro de
cores dos sensores. O desenvolvimento de sensores reversiveis ou irreversiveis pode
ser obtido em funcéo da forca ibnica empregada na matriz polimérica. Ferramentas
estatisticas multivariadas validaram a aplicacdo dos sensores para 0 monitoramento
do frescor de peixes.

De forma geral, mostramos a importancia em compreender e controlar os
fatores extrinsecos a matriz polimérica para assegurar o desenvolvimento de materiais
com propriedades homogéneas e de interesse. Aliado a isso, todos os materiais
desenvolvidos neste trabalho possuem natureza renovavel, sustentavel e
biodegradavel, o que sugere excelente potencial para aplicagdo em alimentos e

contribui para a redugéao do impacto ambiental no planeta.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Avaliar o impacto dos sais clorados em outros biopolimeros susceptiveis a
interacOes eletrostaticas como na carboximetilcelulose de sédio e também em
biopolimeros proteicos como queratina e zeina e no qual podem afetar a
conformacao das proteinas por meio da forca ibnica.

2. Dispersar polimeros como a metilcelulose em valores de pH acima e abaixo do
pKa e avaliar o efeito da forca idnica nas propriedades fisico-quimicas dos filmes
e no desenvolvimento de filmes ativos e inteligentes. Além disso, indicamos que a
ordem de adicdo do plastificante, seja antes ou depois dos sais, podem
desenvolver interacdes intermoleculares diferenciais, sendo apropriado
compreender esse impacto nas propriedades fisico-quimica dos filmes.

3. Foi observado a alteracdo na viscosidade da suspensdo dos polimeros com
diferente forca e raio ibnico (percepcdo visual humana). Portanto, surge a
oportunidade de avaliar e correlacionar as propriedades reoldgicas da dispersao
contendo metilcelulose e os sais clorados com as propriedades fisicas e
mecanicas dos filmes.

4. Foi mostrado e indicado a possivel formacdo de copigmentos. Diante disso,
sugerimos avaliar o ganho de estabilidade das antocianinas, cinética de
degradacéo e o potencial de copigmentacédo entre metilcelulose, antocianinas e
sais metélicos (célcio, magnésio, sédio). Tendo em vista que a metilcelulose é
comumente utilizada como espessantes em alimentos e pode ser uma alternativa
para 0 aumento da estabilidade de corantes naturais e, por conseguinte,
substituicdo de corantes sintéticos.

5. Para confirmar que a estabilidade das antocianinas est4 majoritariamente
associada a quantidade de moléculas de 4gua e ndo a possiveis interacdes com
residuos carregados da matriz polimérica, indicamos que novos experimentos com
polimeros ndo carregados sejam realizados. Aliado a isso, é importante que haja
variacdo da quantidade de moléculas de 4gua na matriz polimérica para que seja
compreendido esse efeito.

6. Realizar analise sensorial por meio de observadores treinados e nao treinados
aplicada na visualizagdo de cores em sensores para determinar o valor limiar que
distingue duas cores. Trabalhos envolvendo especificamente as cores de sensores
nao foram encontradas na literatura e sao importantes para validar o
desenvolvimento de sensores colorimétricos.

7. Estudar o comportamento de variagcdo colorimétrica dos sensores e desenvolver
modelos mais robustos para predizer o frescor e o indice de TVB-N de produtos
carneos em fungéo de variaveis de armazenamento, como temperatura, umidade
e longo tempo de armazenamento.



