3
{ I I’ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE {Q)FPEE&“
—

ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE
ALIMENTOS

NANOFIBRAS POLIMERICAS COM CORANTES NATURAIS COMO INDICADORES
COLORIMETRICOS DE pH

Eng® Ana Luiza Machado Terra

Prof®. Dr®. Michele Greque de Morais
Orientadora

Dr?. Juliana Botelho Moreira
Coorientadora

Rio Grande, RS

2020






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE
ALIMENTOS

NANOFIBRAS POLIMERICAS COM CORANTES NATURAIS COMO INDICADORES
COLORIMETRICOS DE pH

Eng® Ana Luiza Machado Terra

Dissertacdo  apresentada  como
parte dos requisitos para obtencdo
do titulo de mestre em Engenharia

e Ciéncias de alimentos

Prof®. Dr®. Michele Greque de Morais
Orientadora

Dr?. Juliana Botelho Moreira
Coorientadora

Rio Grande, RS

2020



Ficha Catalografica

T323n Terra, Ana Luiza Machado.
Nanofibras poliméricas com corantes naturais como indicadores

colorimétricos de pH / Ana Luiza Machado Terra. — 2020.
109 f.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Programa de Pds-Graduagdao em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos, Rio Grande/RS, 2020.

Orientadora: Dra. Michele Greque de Morais.

Coorientadora: Dra. Juliana Botelho Moreira.

1. Curcumina 2. Electrospinning 3. Ficocianina 4. Indicador
5. Nanofibras Colorimétricas 6. Poliprolactona 7. Poli (6xido de
etileno) 8. Quercetina 9. Tempo-pH |. Morais, Michele Greque de
Il. Moreira, Juliana Botelho Ill. Titulo.

CDU 338.45

Catalogacdo na Fonte: Bibliotecario José Paulo dos Santos CRB 10/2344




APROVAGCAO

Dissertacao defendida por Ana Luiza Machado Terra e aprovada em 21 de maio
de 2020, pela Comissao Examinadora constituida pelos membros:

' fi
i
¥

| i [
|| LA Ll.ll.f'_"- -!M!_ | -"'-‘". LA J'g.-'ﬁl

Profa. Dra. Michele Greque Morais - FURG

_ L

Prof. Dr. Jorge Alberto Vieira Costa - FURG

G umans W £

Profa. Dra. Susan Hartwig Duarte — FURG

Elessandra Zavareze
Profa. Dra. Elessandra da Rosa Zavareze — FURG







Dedico este trabalho a minha familia
por todo amor, compreensio, apoio € presenga constante

em todos os caminhos da minha vida.






AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado o dom da vida, por ter acolhido a minha alma tantas vezes e por
permitir realizar mais um sonho.

Aos meus pais Luiz Carlos Terra e Jaqueline Machado por terem me dado ndo somente a
vida, como também as suas vidas. Obrigada por todo amor, ensinamentos, zelo e respeito.
Amo muito voceés.

Aos meus irmaos Matheus Terra, Angelo Terra e Maria Auxilia Terra por estarem sempre
presentes na minha vida e me presentearam com os meus sobrinhos/filhos que eu amo tanto.

A minha familia, tios, primos, cunhados e sobrinhos, que sempre estiveram ao meu lado me
dando amor incondicional.

As minhas irmas de alma Carolina S4, Daiane Schmatz, Juliana Zilli e Lucia Rivero obrigada
por acreditarem em mim, apoiarem as minhas decisdes e estarem ao meu lado em todos os
momentos da vida.

Aos grandes amigos que fiz no mestrado, minha ctipula do PPGECA, Bruna Moura, Mayke
Ochner, Pedro Garcia, Francisco Leal e Nathieli Souza que me deram tanta forca para
continuar. Obrigada pelas conversas, pela paciéncia, conselhos e carinho.

Ao meu namorado Leonardo Nunes Mendonga obrigada pela paciéncia, companheirismo, por
todo amor e respeito.

Aos técnicos Adriano Arruda e Roque Zilio por me auxiliarem na realizagdo deste trabalho.

Ao Centro de Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL), Centro Integrado de Analises
(CIA) e Laboratério de Tecnologia Industrial (LTI) que contribuiram para o desenvolvimento
deste trabalho através de equipamentos e profissionais capacitados.

Aos colegas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB), principalmente Luiza Moraes e
Gabriel da Rosa que sempre foram prestativos e incansaveis em me ajudar.

Aos colegas do Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica (MiBi), Adriano Arruda, Allana
Comitre, Bruna Vaz, Bruna Vargas, Cleber Klasener, Juliana Moreira, Roberta Kosinski e
Suelen Kuntzler obrigada pelo incentivo, conversas, risadas, churrascos e por serem muito

mais que colegas, serem familia. E familia quer dizer nunca abandonar ou esqu

Aos meus queridos iniciantes cientificos Raphael Cruz e Sabrina Borba obrigad
amizade, prestatividade e por sempre me auxiliarem com muito profissionalismo e ¢ ).

Aos amigos e colegas Igor Gongalves, Vagner Braga, Vanessa Coelho, Juliana Botelho
Moreira e Lenon Bauer com quem tive o prazer de dividir a bancada e a vida.

A minha querida Coorientadora Juliana Botelho Moreira, obrigada por toda a dedicagéo e
carinho comigo e com a realizac¢ao deste trabalho. Obrigada por ser a minha ouvinte,
confidente, minha amiga e irma que tanto me auxiliou nessa caminhada da vida.



Aos meus queridos orientadores Michele Greque de Morais e Jorge Alberto Vieira Costa,
obrigada por fazerem parte da minha vida profissional e pessoal. Obrigada pela amizade, por
todo aprendizado que me proporcionaram, pelas conversas, conselhos e incentivo. Mas acima

de tudo, obrigada por me apoiarem e acreditarem no meu potencial.

A CAPES, CNPq e MCTIC pelo apoio financeiro.

A Universidade Federal do Rio Grande - FURG, por proporcionar infraestrutura para o
desenvolvimento deste trabalho, pelo ensino gratuito e de qualidade. Estendo o meu
agradecimento a todos professores e funcionarios com os quais convivi.

E gostaria de agradecer a todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para o
desenvolvimento deste trabalho, para a minha formagao como profissional e ser humano, a
minha eterna gratidao.



6«

do espere por oportunidades extraordinarias.
Agarre ocasioes comuns e as faca grandes. Homens
fracos esperam por oportunidades, homens fortes as

!

criam.’

Orison Swett Marden






NOMENCLATURA
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Qc — quercetina
RFID — Identificagao por radio frequéncia
ITT — Indicador de tempo-temperatura
Tiq — Temperatura inicial de degradacao
Tr— Temperatura de fusao

AE — Variacao total de cor
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CAPITULO 1



RESUMO GERAL

As pesquisas para desenvolvimento e aplicacdo da nanotecnologia na ciéncia de alimentos
vem avangando a fim de assegurar a qualidade dos produtos alimenticios. A nanotecnologia
pode ser aplicada a industria de alimentos para producao, processamento, armazenamento €
controle de qualidade dos alimentos. Os nanomateriais t€ém sido utilizados para producgdo de
embalagem inteligente na deteccdo de alteragdes que comprometem a qualidade dos
alimentos. Nanoindicadores e nanodispositivos sdo sistemas inteligentes de embalagem que
permitem sinalizar possivel contaminacdo microbioldgica e variagdes nos parametros fisico-
quimicos de alimentos de forma dindmica e sensivel. Esses nanomaterias podem ser
produzidos a partir de nanofibras as quais vao monitorar a qualidade fisico-quimica do
produto, garantindo alimentos seguros e livres de contaminagdes, aumentado assim a
aceitabilidade do alimento pelo consumidor. Neste contexto, este trabalho descreve o
desenvolvimento e avalicdo de nanofibras poliméricas adicionadas de corantes naturais como
curcumina, quercetina e ficocianina com potencial aplicagao como indicadores de tempo-pH,
para monitoramento da qualidade de alimentos. As nanofibras foram desenvolvidas a partir da
técnica de electrospinning com solugdes poliméricas de 13% (m v'!) de poliprolactona (PCL)
e 6% (m v') de poli (6xido de etileno) (PEO) em cloroférmio e dgua destilada (8:2). Os
corantes naturias adicionados foram curcumina, quercetina ou ficocianina nas concentragdes
de 2, 3 € 4% (m v'!). Solugdes com 2% (m v'!') de curcumina com adigio de 0,5, 1 € 2% (m v’
1) de ficocianina e, 2% (m v'!) de quercetina com adigdo de 0,5, 1 e 2% (m v'!) de ficocianina
também foram preparadas. As nanofibras foram avaliadas quanto aos parametros fisico-
quimicos das nanofibras obtidas, como diametro médio, viscosidade, transicdoes endo e
exotérmicas ¢ molhabilidade. Também foram avaliados o potencial de irreversibilidade da
coloragdo, eficiéncia de cor e cinética de variagdo de cor (AE) que foi realizada por 24 h,
utilizando solugdes tampado (pH 2 ao 7). O didmetro médio das nanofibras foram de 691,2 +
122,6 nm, sendo que o menor foi obtido na condi¢do com 2% (m v'!) de curcumina, 550 +
117 nm. A andlise de molhabilidade mostrou que a nanofibra com 2% (m v'!) de ficocianina
apresentou carater hidrofobico, 95,4 + 0,2°, o que pode ter influenciado na obtengdo dos
melhores resultados de eficiéncia de cor onde, pois apds 20 h de andlise a coloragdo manteve-
se estavel. O indicador com 2% (m v') de ficocianina também apresentou resultados
superiores de variagao de cor, ente 15,5 a 21,4, nas faixas de pH 3 ao 6 quando comparado
aos valores obtidos com o indicador de curcumina com 0,5% (m v'!) de ficocianina. Em testes
de irreversibilidade da cor essa condicdo ndo retrocedeu para a coloragdo inicial, apos
aproximadamente 10 min de analise, confirmando que os indicadores ndo podem sofrer
adulteragoes. Com estes resultados, as nanofibras de 13% de PCL e 6% de PEO contendo 2%
(m v'") de ficocianina mostrou ser alternativa promissora para aplicagdo como indicadores de
tempo-pH, em embalagens para o monitoramento da viabilidade de alimentos pereciveis.

Palavras-chave:  Curcumina. FElectrospinning. Ficocianina. Indicador. Nanofibras
colorimétricas. Poliprolactona. Poli (6xido de etileno). Quercetina. Tempo-pH.






POLYMERIC NANOFIBERS WITH CURCUMIN, PHYCOCYANINE AND
KERCITINE AS pH COLORIMETRIC INDICATORS

ABSTRACT

Research for the development and application of nanotechnology in food science has been
advancing in order to ensure the quality of food products. Nanotechnology can be applied to
the food industry for the production, processing, storage and quality control of food.
Nanomaterials have been used to produce smart packaging to detect changes that compromise
food quality. Nanoindicators and nanodevices are intelligent packaging systems that allow to
signal possible microbiological contamination and variations in the physical-chemical
parameters of food in a dynamic and sensitive way. These nanomaterials can be produced
from nanofibers which will monitor the physical-chemical quality of the product,
guaranteeing safe and contamination-free food, thus increasing the acceptability of the food
by the consumer. In this context, this work describes the development and evaluation of
polymeric nanofibers added with natural dyes such as curcumin, quercetin and phycocyanin
with potential application as time-pH indicators, for monitoring food quality. The nanofibers
were developed using the electrospinning technique with polymeric solutions of 13% (m v'')
polyprolactone (PCL) and 6% (m v!) poly (ethylene oxide) (PEO) in chloroform and distilled
water (8:2). The natural dyes added were curcumin, quercetin or phycocyanin in
concentrations of 2, 3 and 4% (m v'!). Solutions with 2% (m v'!) of curcumin with addition of
0.5, 1 and 2% (m v!) of phycocyanin and, 2% (m v'!) of quercetin with addition of 0.5, 1 and
2 % (m v'') of phycocyanin were also prepared. The nanofibers were evaluated for the
physical-chemical parameters of the obtained nanofibers, such as average diameter, viscosity,
endo and exothermic transitions and wettability. The potential for color irreversibility, color
efficiency and color variation kinetics (AE) were also evaluated for 24 h, using buffer
solutions (pH 2 to 7). The average diameter of the nanofibers was 691.2 + 122.6 nm, the
smallest being obtained in the condition with 2% (m v') of curcumin, 550 + 117 nm. The
wettability analysis showed that the nanofiber with 2% (m v') of phycocyanin had a
hydrophobic character, 95.4 + 0.2°, which may have influenced the achievement of the best
color efficiency results where, after 20 h analysis the color remained stable. The indicator
with 2% (m v!) of phycocyanin also showed superior results of color variation, between 15.5
to 21.4, in the pH ranges 3 to 6 when compared to the values obtained with the curcumin
indicator with 0, 5% (m v'!) of phycocyanin. In color irreversibility tests, this condition did
not return to the initial color, after approximately 10 min of analysis, confirming that the
indicators cannot be tampered with. With these results, the nanofibers of 13% PCL and 6%
PEO containing 2% (m v'') of phycocyanin showed to be a promising alternative for
application as time-pH indicators, in packages for monitoring the viability of perishable
foods.

Keywords: Curcumin. Electrospinning. Phycocyanin. Indicator. Quercetin. Colorimetric
nanofibers. Polyprolactone. Poly (ethylene oxide). Time-pH.
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1 INTRODUCAO GERAL

A embalagem convencional de alimentos tem por fungdo a preservagdo da
qualidade dos produtos durante o processamento e distribui¢do até o consumidor. No entanto,
a perda da qualidade do alimento ocorre, principalmente, na distribuigdo ¢ no seu
armazenamento. Isso ocorre por meio da degradacao bioldgica, quimica e fisica ocasionados
pelo acondicionamento inadequado dos produtos alimenticios (HAN, 2013). Assim,
embalagens com fung¢des adicionais, como monitoramento da viabilidade do alimento, estao
sendo desenvolvidas a partir da ciéncia e tecnologia. Embalagens definidas como inteligentes
possuem func¢ao de monitorar as mudancas nos ambientes interno e externo e, assim,
evidenciar as condi¢des do produto alimenticio embalado, afim de facilitar a tomada de
decisdo pelo consumidor sobre a qualidade do alimento adquirido (YAM, 2012).

A nanotecnologia torna-se alternativa promissora no desenvolvimento de
embalagens inteligentes, podendo fornecer produtos com melhores caracteristicas e novas
funcionalidades, devido & maior area de contato, auxiliando na melhoria da qualidade e
seguranga dos alimentos (NEETHIRAJAN; JAYAS, 2011). Sistemas indicadores e
dispositivos transmitem ao consumidor informagdes sobre a presenca de certas substancias, o
pH do meio, histérico de temperatura e presenga de gases. Na maioria das vezes, essas
informacdes sdo evidenciadas através de alteracdes visuais imediatas, por exemplo, diferentes
intensidades de cor ou a difusdo do corante ao longo da geometria do indicador. Uma
caracteristica distinta desses sistemas ¢ o tipo de informagdo fornecida que pode ser tanto de
natureza qualitativa (indicadores) quanto semiquantitativa (dispositivos) (O’GRADY;
KERRY, 2008).

Diversos processos podem ser utilizados para producdo de nanomateriais, como
separacdo por fases (ZHAO et al., 2013), automontagem (self-assembly) (KOGA, 2011),
sintese de modelos (HUANG; LI; WANG, 2013), desenho (drawing) (SUZUKI; ARINO,
2012). Entretanto, estes métodos possuem design mais complexo o que pode afetar na
reprodutibilidade dos resultados no aumento de escala, dificultando assim a aplicacdo
industrial. A técnica de electrospinning permite a formagdo de nanofibras poliméricas com
elevada repetibilidade, facilidade na ampliacdo de escala do processo e producdo de
nanofibras longas e uniformes. Além disso, a técnica de electrospinning permite produzir
nanofibras com propriedades e func¢des desejadas, que dependem das condigdes experimentais
utilizadas, como morfologia, alta area superficial, estrutura porosa controlavel e capacidade

de encapsulagdo de compostos. Além disso, possui alta capacidade em formar nanofibras
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semipermeaveis, o que desperta interesse no desenvolvimento de embalagens inteligentes
quando deseja-se aplicar em alimentos liquidos ou semissolidos (AZEREDO, 2012).

As nanofibras resultantes do processo de electrospinning podem ser obtidas com a
utilizagdo de diferentes polimeros. Os polimeros podem ser sintéticos, porém necessitam ser
atoxicos ao meio ambiente como também a células e tecidos humanos e de animais. Neste
contexto, destaca-se o polimero policaprolactona (PCL), oriundo do petroleo, que ¢ poliéster
alifatico biodegradavel devido possuir cadeias carbonicas hidrolisaveis, propriedades
mecanicas e cinéticas de degradacdo adequadas quando descartado ao meio ambiente. Além
disso, este polimero ¢ aprovado pelo FDA para aplicagdo em embalagem de alimentos, pois
apresenta biocompatibilidade e baixa toxicidade a células e tecidos. Para otimizar a aplicagao
das nanofibras de PCL e melhorar as propriedades mecanicas do indicador, este polimero
pode formar blenda com outros polimeros como o poli (6xido de etileno) (PEO), podendo
gerar nanofibras com carater hidrofilico (HONARBAKHSH; POURDEYHIMI, 2011). O
PEO ¢ um homopolimero, também oriundo do petroleo, e pode ser rapidamente degradavel
quando descartado ao ambiente devido sua cadeira carbonica ser facilmente hidrolisavel.

Os sistemas indicadores sdo constituidos por corantes integrados a matriz
polimérica, sendo esses suficientemente sensiveis as variagdes a que sao destinados, como por
exemplo de pH. A escolha do tipo de corante para o desenvolvimento de indicadores de pH ¢
etapa crucial para o desenvolvimento de indicadores colorimétricos, pois necessitam ser
sensiveis suficientemente as variagdes de pH do meio e, serem atdxicos ao ambiente e as
células e tecidos. Corantes sintéticos comumente utilizados para este fim, estdo sendo
relacionados a efeitos toxicos, devido ao efeito de acimulo no organismo humano. Com isso,
optou-se pela aplicacdo de corantes naturais que sdo facilmente degradados no ambiente e
ainda sdo atoxicos a células e tecidos.

Corantes naturais tanto obtidos de fontes horticolas (frutos, hortaligas, arvores,
arbustos e flores) como curcumina e quercetina, como também de fontes microbianas, como
da microalga Spirulina sp. onde pode ser extraido o pigmento de ficocianina, os quais podem
ser empregados em tais indicadores. Esses corantes naturais podem ser utilizados como
embalagens inteligentes em alimentos, pois ndo apresentam toxicidade a células e tecidos
humanos e de animais. Além disso, as instabilidades das moléculas de curcumina, ficocianina
e quercetina frente as variagdes de pH do meio, pode ser importante propriedade para
aplicagdo na producdo de indicadores tempo-pH (KUSWANDI et al., 2014
JANJARASSKUL; SUPPAKUL, 2017).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanofibras contendo corantes naturais como curcumina, quercetina e
ficocianina para aplicagdo como indicadores de tempo-pH com potencial aplicagdo no

monitoramento da qualidade de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o desenvolvimento de nanofibras com os corantes naturais e
determinar a blenda com potencial diferenciacao de cor.

e Avaliar a cinética quanto a eficiéncia e amplitude de coloragdo do indicador em
diferentes condigdes de pH por 24 h.

e Estimar o potencial de irreversibilidade de cor dos indicadores colorimétricos.



CAPITULO 11
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 EMBALAGEM CONVENCIONAL DE ALIMENTOS x EMBALAGEM

INTELIGENTE

As embalagens tradicionais de alimentos possuem a finalidade de preservar as
caracteristicas e aumentar a seguranca dos produtos. As embalagens atuam como barreira
inerte entre o alimento e o ambiente (luz, umidade e oxigénio), evitando contaminacdes
microbioldgicas e alteragdes quimicas e fisicas, permitindo ampla distribuicao (BIJI et al.,
2015). Além de proteger e conservar os alimentos, as embalagens desempenham funcdes de
comunica¢do com o consumidor através do marketing, informacgdes nutricionais e dados de
fabricacdo. Desta forma, as embalagens tradicionais passaram a conservar, expor os produtos
e por fim atrair o consumidor por meio de seus aspectos visuais ¢ comunicativos (KOEIJER;
LANGE; WEVER, 2017; MCMILLIN, 2017).

As embalagens tradicionais podem ser classificadas de acordo com a
funcionalidade ou a produgdo. De acordo com a funcionalidade, as embalagens sdo
classificadas em primdrias, secundarias ou tercidrias. As embalagens primarias entram em
contato direto com o alimento. As secundarias facilitam a manipulagdo e a apresentacdao do
produto, podendo exercer também a funcdo de proteger a embalagem primdria, em seu
interior, evitando choques e vibracdes excessivas. As embalagens tercidrias protegem o
produto durante as fases do transporte e armazenamento (GRUNDEY, 2010). Embalagens
classificadas de acordo com a produ¢do podem ser do tipo laminadas, cartonadas ou
multicamadas. As laminadas sdo formadas pela sobreposi¢do de materiais, como filmes
plasticos, metalizado e/ou papéis. Contudo, quando uma das camadas ¢ constituida por papel
cartdo, estas sdo denominadas de cartonadas. Quando a embalagem possui mais de duas
camadas, sdo chamadas de multicamadas. Esta variedade de materiais utilizados para compor
a embalagem, visa ampliar a gama de produtos que podem ser embalados (BUCCI;
TAVARES; SELL, 2005). Contudo, o aumento da demanda de alimentos seguros pelos
consumidores implica em produ¢do de embalagens com fungdes adicionais, como
monitoramento da viabilidade, estdo sendo desenvolvidas a partir da ciéncia e tecnologia.

Assim, sistemas inteligentes tornam-se extensdo da funcdo tradicional da
embalagem, pois sdo desenvolvidos com a finalidade de estabelecer estratégias de redugdo, ou
ainda, eliminagdo da ocorréncia de alimentos inapropriados para o consumo. Embalagens
inteligentes atuam como adjunto na promocdao da qualidade e reforcando a seguranca

alimentar (SHIVAKUMAR; MADHUSUDAN; DANIEL, 2018). A utilizagdo desses sistemas
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pode beneficiar a expansdo do mercado no contexto da globalizagdo, pois auxilia no
monitoramento de regulamentagdes nacionais € internacionais rigorosas de seguranga
alimentar (SCHAEFER; CHEUNG, 2018). Portanto, a aplicacdo de embalagens inteligentes
em produtos alimenticios pode representar avancos afim de evitar desperdicios e adulteragdes
dos mesmos, melhorando a logistica e a rastreabilidade dos produtos (MULLER; SCHMID,
2019).

Segundo a Comissao de Regulamenta¢ao Europeia (EC/450/2009), as embalagens
inteligentes sdo definidas como sistemas indicadores, internos ou externos, capazes de
detectar tracos ou sinais acompanhando constantemente a vida util dos alimentos (parametros
fisico-quimicos e bioquimicos). Além disso, esses sistemas monitoram o ambiente
(temperatura) e/ou da integridade da embalagem (oxigénio, didoxido de carbono e umidade)
durante o processamento, transporte e armazenamento dos alimentos (WANG et al., 2018).

Os sistemas indicadores das embalagens inteligentes sdo compostos por
componentes ativos, que podem ser produzidos a partir da nanotecnologia. Esses compostos
interagem com fatores internos a embalagem (componentes de alimentos, CO2, O, agentes
antimicrobianos, compostos volateis) e/ou fatores ambientais externos (fisicos, do ambiente e
do usudrio) (YILDIRIM et al., 2017; SHARMA et al., 2017). Como resultado da interacao
entre esses fatores com o indicador, ocorrera alteracdo visual do mesmo frente as condi¢des
que a embalagem sofrerd (Figura 1). Isso contribuira para o melhoramento dos sistemas de
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), funcionalidade de anti-
falsificagdao dos produtos, analise de qualidade e controle critico. Além disso, as embalagens
inteligentes asseguram a efetividade da seguranca alimentar e melhoram a conveniéncia e a
satisfacdo do consumidor (FANG et al., 2017).

Os sistemas inteligentes sdo classificados de acordo com o parametro monitorado,
podendo ser indicadores de tempo-temperatura, tempo-pH, detectores de gas, indicadores de
tempo-pH e/ou amadurecimento e sistemas de identificagdo por radio frequéncia. Os
dispositivos e indicadores informam sobre mudancas detectada no produto ou em seu
ambiente, por exemplo, mudanca na temperatura ou no pH (SOHAIL; SUN; ZHU, 2018).
Sistemas indicadores demandam que o consumidor interprete a medi¢do para que, a partir
dessa resposta, possa tomar a decisdo de compra ou ndo do produto (MAJID et al., 2016). Os
dispositivos detectam e transformam uma variavel fisica ou quimica, de interesse, em um
formato passivel de medicao por instrumentacdo (MOMIN; JOSHI, 2015).

As funcionalidades adicionais das embalagens inteligentes nos produtos

alimenticios referem-se a (a) reter a integridade da embalagem, evitando a perda ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%26%23x000fc%3Bller%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30621006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmid%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30621006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5601076/#B157
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adulteracdo do produto; (b) melhorar os atributos do produto (como aparéncia, sabor, aroma,
viscosidade e textura); (c) mensurar na embalagem as possiveis variacdes no ambiente
(fatores internos e externos) do produto; (d) comunicar informagdes e historico do produto ou
condicdo aos consumidores; e (e) assegurar a autenticidade ou falsificagdo dos produtos

(PAL; DEVRANI; HADUSH, 2019; MULLER; SCHMID, 2019).

Figura 1 - Diagrama esquematico da interacao da embalagem inteligente com o consumidor.

3.2 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia foi definida pelo pesquisador Norio Taniguchi, da Universidade
de Ciéncia de Toquio (Japao), como a tecnologia capaz de produzir materiais através da
manipulagdo em niveis atdbmico, molecular ou macromolecular (TANIGUCHI, 1974). Com o
avango da nanotecnologia, estdo sendo desenvolvidos estruturas e materiais com novas
caracteristicas e fungdes, tais como nanotubos (WANG et al, 2019), nanocapacitores
(BHATTACHARYA; SARKAR, 2016), nanoporos (YANG et al, 2017), nanoplacas
(SHENDAGE et al., 2017), nanofibras (MOREIRA et al., 2018), nanocépsulas (QIU et al.,
2020) e nanoesferas (DONG et al., 2017).

As dimensdes em nandmetros proporcionam a estes materiais maior superficie de
contato e maior reatividade, quando comparados a materiais na escala macrométrica. Isso
possibilita propriedades diferenciadas aos nanomateriais, como melhor resisténcia mecanica,
estabilidade térmica e condutividade elétrica (FORTINA et al., 2005). Assim, maior nimero
de biomoléculas pode ser imobilizadas e, consequentemente, aumenta-se o niimero de sitios
reacionais disponiveis para interacdo com uma espécie alvo. Os nanomateriais tornam-se
adequados para o desenvolvimento de nanosensores que auxiliam na detec¢do de mudangas
fisico-quimicas dos alimentos que ocorrem dentro da embalagem (BATOOL et al., 2019).

A aplicagao do nanomaterial como indicadores e dispositivos de monitoramento
torna-se promissora, uma vez que esta matriz possui alta sensibilidade, melhores tempos de

resposta e maior confiabilidade para a detec¢do da viabilidade de alimentos processados e/ou
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embalados (KING; OSMOND-MCLE; DUFFY, 2018). Devido a estas habilidades ¢ a
tendéncia global pela producao de alimentos seguros, o setor de desenvolvimento de sistemas
avancados de embalagens inteligentes estd em constante evolucdo. Estas técnicas
nanotecnoldgicas podem atender as necessidades dos consumidores, devido a fornecer
feedback mais dindmico e interativo sobre a qualidade do produto em tempo real (NURA,
2018; THIRUVENGADAM; RAJAKUMAR; CHUNG, 2018).

Técnicas de producao de nanomateriais, como electrospinning € electrospraying,
tém sido estudadas por apresentarem possibilidade de produgdo em escala industrial. Além
disso, ndo ¢ necessaria a utilizacdo de elevada temperatura o que mantém as caracteristicas
funcionais do composto incorporado as nanofibras (FIGUEIRA et al., 2016). As técnicas
consistem na aplicagdo de alto potencial elétrico na solugdo polimérica, podendo serem
ejetadas (electrospinning) ou ainda pulverizadas (electrospraying), através do capilar para o
coletor produzindo nanofibras ou nanoparticulas, respectivamente. O mesmo equipamento,
denominado electrospinning, pode ser aplicado em ambas as técnicas, porém necessita de
diferentes condi¢des de processo como concentracdo e viscosidade da solugdo, taxa de
alimentacao, potencial elétrico, didmetro de capilar e umidade do ambiente, para produgao de
nanofibras ou nanoparticulas (JAWOREK, SOBCZYK, 2008; JAWOREK et al., 2009).

Outros métodos para desenvolvimento de nanomaterias - como nanofibras,
nanoparticulas e nanoesferas - podem ser separagdo por fases (ZHAO et al., 2013), auto-
montagem (self-assembly) (KOGA, 2011), sintese de modelos (HUANG; LI; WANG, 2013) e
desenho (drawing) (SUZUKI; ARINO, 2012). Entretanto, estes métodos possuem design
mais complexo o que pode afetar a reprodutibilidade dos resultados no aumento de escala,

dificultando assim a aplicag@o industrial.

3.3 SEGURANCA ALIMENTAR x NANOTECNOLOGIA

De acordo com o Institute of Food Science and Technology (2009), a vida-util do
alimento ¢ o tempo durante o qual esse ¢ seguro, mantendo as caracteristicas sensoriais,
quimicas, fisicas, microbiologicas e cumprindo a alegacdo nutricional, que figure na
respectiva rotulagem, quando armazenado nas condigdes recomendadas. O Codex
Alimentarius (1999), define a vida-util do alimento como sendo o periodo durante o qual ele
conserva a seguranca microbiologica, a dada temperatura de armazenamento. Entretanto, a
seguranca alimentar pode nao ser mantida devido a processos de producao em larga escala e a

redes de distribuicdo cada vez mais longas. Variagdes na temperatura nos alimentos



35

influenciam na cinética de deterioragdo fisica e quimica acelerando o crescimento de micro-
organismos deteriorantes e patogé€nicos. Isso leva a perdas econdmicas e problemas de
qualidade e seguranca alimentar (CHISTI, 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2015), alimentos improprios
para o consumo podem causar desde indisposicdo intestinal até cancer. Levantamento
realizado pela OMS (2019) estima que o numero de Obitos causados por alimentos nao
seguros ¢ de aproximadamente 420 mil pessoas por ano. Sendo que nas Américas, avalia-se
que 77 milhdes de pessoas sofram um episoédio de doengas transmitidas por alimentos a cada
ano, metade delas criangas com menos de 5 anos de idade. Os dados disponiveis indicam que
as doengas transmitidas por alimentos geram de US$ 700 mil a US$ 19 milhdes em custos
anuais de saude nos paises do Caribe e mais de US$ 77 milhdes nos Estados Unidos. Além
disso, a inseguranca alimentar afeta a imagem das empresas ¢ segmentos alimenticios, com
consequentes perdas econdmicas nacionais (CHISTI, 2018). Monitorar e controlar a cadeia de
producao e distribui¢do até o consumidor final € essencial para a produgdo de alimentos
seguros (SIDDH et al., 2018). Os nanomateriais contribuem ndo apenas na qualidade e
seguranca dos alimentos, mas também nos beneficios a saude que os produtos proporcionam
(DASGUPTA et al., 2015).

Industrialmente, os nanomateriais desenvolvidos podem ser incorporados as
formulagdes dos produtos alimenticios, na forma de nanoparticulas e nanofibras, que tem por
finalidade modificar as propriedades Opticas, reoldgicas ou de fluxo e, ainda, aumenta o
requerimento nutricional de alimentos com baixo teor nutricional. As aplicacdes dessa
tecnologia no setor alimenticio podem ser na forma de materiais nanoestruturados ou
nanosensiveis. Os materias nanoestruturados abrangem ampla area de aplicagdo, como no
processamento at¢ a embalagem de alimentos. No processamento dos produtos, essas
nanoestruturas podem ser utilizadas como aditivos alimentares, transportadores para entrega
inteligente de nutrientes, agentes antiaglomerantes, agentes antimicrobianos, melhoramento
da resisténcia mecanica e a durabilidade do material de embalagem. Enquanto a
nanossensibilidade alimentar pode ser aplicada para alcangar a qualidade e seguranga dos
alimentos na forma de dispositivos e indicadores que monitoram a viabilidade dos produtos
(SINGH et al., 2017). Esses dispositivos e indicadores evidenciam mudancas bioquimicas,
fornecendo feedback dinamico e interativo ao consumidor (SHARMA et al., 2017,

SHARMA; GHOSHAL, 2018).
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3.4 INDICADORES E DISPOSITIVOS PARA MONITORAMENTO EM ALIMENTOS

Os nanomateriais incorporados nas embalagens convencionais, tanto interna como
externamente, podem monitorar as condigdes dos alimentos por meio de indicadores ou
dispositivos nanotecnologicos que alteram a cor quando ocorre variagdes fisico-quimicas e
bioquimicas. Assim, podem fornecer de forma detalhada a qualidade dos alimentos e
promover a integridade dos produtos através dos indicadores de tempo-temperatura e tempo

pH, e dispositivos de identificacdo por radiofrequéncia, sensores e biossensores,

3.4.1 Indicador de Tempo-Temperatura (ITT)

O indicador de tempo-temperatura (ITT) pode ser anexado a embalagens de
alimentos na forma de etiqueta ¢ informam, através de alteracdes fisicas, mudangas que sdo
dependentes da variagdo do tempo e da temperatura em que o produto ¢ submetido. A
resposta ¢ fornecida ao consumidor de forma visivel através de deformagdo mecanica,
variagdo gradativa da cor ou desenvolvimento de cor da etiqueta resultante do historico de
temperatura. A resposta gerada pode ser obtida em trés diferentes tipos de sistema de
monitoramento, como indicadores criticos, indicadores de histérico parcial ou ainda
indicadores de histérico completo de temperatura (BRIZIO; PRENTICE, 2015). Os
indicadores criticos de temperatura evidenciam se os produtos foram aquecidos acima ou
resfriados abaixo da temperatura permitida pelo fabricante. Os indicadores de historico parcial
mostram se o produto foi submetido a temperaturas que podem causar alteragdes na qualidade
final do alimento embalado (ZABALA; CASTAN; MARTINEZ, 2015). E os indicadores de
historico completo registram o perfil completo de temperatura ao longo da cadeia de
suprimento alimentar, englobando tanto a produ¢do quanto distribuicdo e armazenamento
(GHAANTI et al., 2016).

O principio de funcionamento das etiquetas ITTs pode ser dado através de
alteragcdes mecanicas, quimicas, eletroquimicas, enzimaticas ou microbiologicas. Sendo essas
mudangas no indicador reagdes irreversiveis. As respostas quimicas ou fisicas podem ser
baseadas em reagdes acido-base, fusdo ou polimerizagdo, em relacdo ao tempo e temperatura.
As respostas microbioldgicas e enzimaticas sao baseadas em mudancas do comportamento da

atividade bioldgica, como micro-organismos, esporos ou enzimas (MANJUNATH, 2018).
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3.4.2 Indicadores de Tempo-pH

Os indicadores de Tempo-pH supervisionam a qualidade dos produtos
alimenticios mensurando respostas referentes ao crescimento microbioldgico ou alteracdes
quimicas apresentadas pelos produtos (MULLER; SCHMID, 2019). Para isso, este indicador
necessita ser inserido na embalagem em contato direto com o alimento (BARSKA; WYRW,
2017). O indicador de frescor possui principio de funcionamento com base em alteragdes no
pH, a medida que os processos de deterioragdo avangam nos alimentos, dentro do headspace
da embalagem. Assim, os compostos quimicos ¢ bioldgicos, que podem compor os
indicadores de pH, alteram sua coloracao conforme os niveis de acidez ou basicidade do meio
(KUSWANDI; NURFAWAIDI, 2017).

A informacdo referente ao frescor pode ser detectada por diferentes métodos,
dependendo do metabdlito indicador de qualidade utilizado ou ainda por sensores quimicos de
baixo custo que serdo inseridos em uma matriz polimérica. Os metabolitos indicadores de
qualidade podem ser glicose, acidos organicos, etanol, compostos nitrogenados volateis,
aminas biogénicas, didoxido de carbono, produtos de degradacdo de ATP e compostos
sulfiricos. Os compostos quimicos que podem ser utilizados sdo corantes sensiveis ao pH,
como por exemplo verde de bromocresol, que responde através de alteragdes de cor visiveis

aos compostos volateis de deterioracio (MUSTAFA; ANDREESCU, 2018).

3.4.3 Dispositivos de Identificacao por Radio Frequéncia (RFID)

A identificacdo por radiofrequéncia (RFID) fornece monitoramento dos fatores
internos e externos dos alimentos embalados por meio de dispositivos que podem ser fags,
leitores e sistemas de computador auxiliando em operacdes de fabricacdo de alimentos. A
aplicacdo de RFID na industria de alimentos ¢ ampla e tende a auxiliar na rastreabilidade de
matérias-primas e alimentos processados, podendo aumentar a velocidade e a eficiéncia da
distribuicdo das cadeias de suprimentos (PING et al., 2018). Esses dispositivos podem
contribuir para a autenticagdo e anti-falsificacdo dos produtos e agir contra roubo de cargas.
As cadeias de suprimento modernas ¢ fator crucial para assegurar a qualidade e seguranca
alimentar, onde nessas ¢ integrada tecnologias e recursos que simplifiquem e ampliem os
processos € os tornem mais econdmicos. Com isso, € possivel tornar o processo de importagao
e exportagdo mais eficientes e com seguranga alimentar (FERNANDEZ-CARAMES et al.,
2017).
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Os dispositivos RFID podem coletar, armazenar e transmitir informagdes em
tempo real e, para sistemas de informacao, possuem capacidade de armazenamento de dados
de at¢ 1 MB. Estes sistemas consistem em dois modulos, sendo que um modulo processa e
armazena as informacgdes, enquanto o outro (antena) transmite e recebe informagdes. Um
segundo dispositivo, o leitor, ¢ utilizado para obter informagdes da tag e, dependendo da
frequéncia de radio aplicada, pode estar localizado a metros de distancia. As etiquetas RFID
no setor de embalagens sdo passivas, pois ndo possuem fonte de energia associada e ganham
energia para transmitir informagdes das ondas de radio recebidas do leitor (FERNANDEZ-

CARAMES et al., 2018).

3.4.4 Dispositivos sensores e biossensores

Os sensores podem ser definidos como dispositivos utilizados para detectar
variagdes fisico-quimicas do alimento ou ainda fatores externos da embalagem. Esses fatores
podendo ser a localizacao (produgdo, transporte € armazenamento) do produto e/ou ainda
quantificacdo do sinal de energia, como por exemplo térmico, que o alimento emite. Estes
dispositivos podem fornecer respostas de diferentes parametros, por exemplo, sensores de gas
(CO2, H2S ou O), sensores de contaminag¢do microbiologica em alimentos e bebidas, sensores
que monitoram substancias resultantes da decomposicdo de alimentos e, sensores de
monitoragdo de aspectos ambientais (MULLER; SCHMID, 2019; MENG et al., 2014). Os
sensores sdo produzidos a partir de materiais atoxicos para células e tecidos, que podem ser
colocados diretamente sobre alimentos para monitorar as condigdes da embalagem e produto
(GHAANTI et al., 2016).

Os sensores podem ser dispositivos infravermelhos ndo dispersivos bem como
tecnologias quimicas, eletroquimicas, ultra-sonicas e a laser. O principio de funcionamento
basico desses dispositivos consiste de um receptor quimico, microbateria, microprocessador e
transmissor. Os dados do pardmetro monitorado pelo sensor sdo transmitidos para um
computador externo. Esses dispositivos podem ainda apresentar como resposta a alteragdo
fisica do sensor, que ¢ alterado quantitativamente a presenca do parametro analisado (KOSSE
et al., 2018). Outro tipo de sensores sdo os biossensores. Em comparagdo com sensores
quimicos, esses biodispositivos possuem receptores produzidos a partir de materiais
biolégicos como, por exemplo, enzimas, antigenos, hormoénios ou acidos nucléicos.
Dependendo dos parametros de medicdo, o transdutor pode ser eletroquimico, optico,

acustico, entre outros (KOZITSINA et al, 2018).
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3.5 ESTUDO DE POTENCIAIS INDICADORES E DISPOSITIVOS INTELIGENTES

A necessidade por desenvolvimento de embalagens inovadoras tem sido
impulsionada para preservagdo de alimentos visando, principalmente, o aumento da vida util
do produto. Assim, nanoparticulas metalicas sdo amplamente utilizadas como sensores para
indicacdo de temperatura no tempo. Lanza, Perez-Taborda e Avila (2019) demonstraram que
a dispersao de nanoparticulas de prata (AgNPs) a temperatura ambiente (22 °C) apresentaram
alteracdes significativas de cor. As AgNPs foram preparadas por via quimica em suspensdo de
agua milli-q. Durante as 5 h de analise foi verificada a redugdo do tamanho a medida que as
nanoparticulas absorviam calor, apresentando inicialmente didmetro de 164 + 8 nm e
reduzindo ao final para 44 £ 3 nm. As amostras apresentaram inicialmente coloragdo
amarelada, em 1 h verde ¢ em 4h colora¢do acinzentada. Essas mudan¢as no tamanho das
nanoparticulas produzem diferengas nas interacdes plasmonicas e, consequentemente,
diferencas nas propriedades Opticas das amostras em diferentes intervalos evidenciando que a
dispersao de AgNPs pode ser usada na fabricacdo de ITTs.

Em outro estudo realizado por Liu et al. (2015), desenvolveram nanofibras a base
de quitosana com nanoparticulas de prata (AgNPs) e evidenciaram pronunciada atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. De acordo com Xiu et al.
(2012), AgNPs leva a morte da célula bacteriana por interagdo com as proteinas que contém
enxofre na membrana e liberar Ag" para atacar a cadeia respiratoria.

Indicadores de pH estdo sendo estudados para aplicacdo em diversas areas da
industria de alimentos, desde o monitoramento da viabilidade de matérias-primas até a
produgdo, distribuicdo e armazenamento de alimentos pereciveis como bebidas e produtos
carneos (TASSANAWAT et al., 2007). Esses indicadores normalmente sdo produzidos a
partir de um composto quimico halocromico, aderido a matriz polimérica, que faz com que a
cor da solucado altere de acordo com o valor de pH do meio. Silva et al. (2019) desenvolveram
nanofibras poliméricas de PCL/PEO adicionadas de 3% (m v!) de antocianina extraidas do
extrato de agai, a partir da técnica de electrospinning. As nanofibras apresentaram coloragao
vermelha em pH 4acido, rosada em pH neutro e cinza em pH alcalino. Ainda foi possivel
observar que a utilizacao da blenda polimérica, aliada a técnica de electrospinning, permitiu a
producdo de nanofibras com melhores propriedades de controle da liberacao dos compostos.
Assim, foi possivel reduzir a tendéncia do nanomaterial em absorver solu¢des, melhorando a
estabilidade do pigmento na matriz polimérica a longo prazo e aumentando o nimero de sitios

reativos na superficie da nanofibra.
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Moradi et al. (2019) propds o indicador inteligente de pH desenvolvido com
nanocelulose bacteriana e antocianinas obtidas de cenouras negras Daucus carota L. ssp.
sativus var. atrorubens Alef, para posterior aplicagdo no monitorar do frescor / deterioragao
de carnes de pescados durante o armazenamento a 4 °C. O indicador apresentou diferenca de
coloracao perceptivel ao olho humano, como de vermelho a cinza quando aplicados nas faixas
de pH de 2 a 11. O indicador evidenciou alteracdes de cor durante os estagios de
armazenamento da carne de peixe quando fresco, cor carmim profunda, e quando deteriorado
as cores azul e marrom amarelado. Os resultados deste trabalho demonstraram eficiente
monitoramento da vida util dos peixes pelas alteracdes de cor do indicador de pH
desenvolvido com nanocelulose.

Kuntzler et al. (2020) desenvolveram indicador colorimétrico de pH utilizando
nanofibras de 9% (m v'') poli (4cido latico) (PLA) e 3% (m v'') 6xido de polietileno (PEO)
adicionadas de 2% (m v'!) de biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18. O estudo
constatou que o indicador desenvolvido apresentou potencial aplicagdo no monitoramento da
qualidade de alimentos, pois apresentou alteracao de cor visivel variando do marrom ao verde
quando aplicada em solu¢des tampao de pHs 5 a 7. Essa faixa de valores de pH abrange uma
variedade de alimentos pereciveis.

Schueren et al. (2010) mostraram que os indicadores de pH ndo afetam a
formacdo de fibras a partir de electrospinning e o comportamento halocromico de corantes
ndo ¢ alterado nesse processo. No entanto, Agarwal et al. (2012) evidenciam que cada corante
¢ util apenas para uma gama limitada de valores de pH. Portanto, ¢ importante identificar o
corante ou escolher uma combinacdo correta, a fim de que possam apresentar a mudancga de
cor para o intervalo de pH desejado. Chowdhary et al. (2008) utilizaram detectores de gaspara
monitorar a presenga de gases produzidos pela acdo de micro-organismos. Os sensores
envolvem o uso de nanoparticulas de SnO», nanocompositos de ZnO-TiOx.

Moreira et al. (2018) produziras nanofibras de 9% (m v') de PLA/3% (m v'!) de
PEO contendo 3% (m v'') de ficocianina como pigmento indicador, para producdo de
embalagens inteligentes. A condi¢do estudada obteve nanofibras com morfologia e didmetro
uniforme, 921 nm, e apresentou respostas positivas quanto a percepcao de mudanga, variando
do azul claro em pHs 4cidos, azul intenso em pHs neutros e branco acinzentado em pHs
alcalinos. Os autores também observaram que a mudanga de cor mais perceptivel foi obtida
com as nanofibras de maior espessura. Desta forma, foi concluido que as nanofibras de
PLA/PEO contendo ficocianina na concentragdo 3% (m v'') e espessura de 69,2 pum foi

alternativa promissora para aplicagdo na area de embalagem inteligentes. Este trabalho ¢
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continuacdo da tese de doutorado descrito anteriormente, tendo a inovacdo de ser realizado
pela primeira vez testes de irreversibilidade de cor dos indicadores e cinéticas de variagdo de
cor. Além disso, foram realizados estudos de melhoramento da eficiéncia de encapsulamento

da ficocianina na matriz polimérica.

3.6 PRODUCAO DE EMBALAGENS INTELIGENTES COMERCIAIS
NANOTECNOLOGICAS

Para atender a crescente demanda dos consumidores, o setor de preservagdo e
processamento de alimentos vem expandindo rapidamente. A fim de garantir a seguranca dos
alimentos deve-se melhorar a qualidade e reduzir a utilizacao de conservantes dos produtos.
Assim, a nanotecnologia torna-se alternativa promissora, com a utilizagdo de indicadores e
dispositivos nanotecnologicos que monitoram o histérico de temperatura, pH, frescor e
microbioldgico. De acordo com Vance et al. (2015), aproximadamente 1827 produtos
desenvolvidos com nanotecnologia sdo disponiveis no mercado, onde sdo produzidos por 622
empresas localizadas em 32 paises.

Os nanoprodutos aplicados em alimentos e bebidas representam cerca de 6,5% do
total dos produtos nanotecnologicos comercializados. Nestes produtos sdo adicionados
nanoencapsulas ou ainda nanoparticulas de prata, predominantemente para a fabrica¢do de
embalagens e recipientes para alimentos, principalmente em paises como Coréia do Sul,
China, EUA e Japao (BUMBUDSANPHAROKE; KO, 2015). A tendéncia € que a maioria
dos produtos nanotecnologicos que serdo implementados no mercado, sejam destinados ao
melhoramento dos revestimentos de embalagens e no desenvolvimento de embalagens
inteligentes aplicados a alimentos, a fim de promoverem satde e qualidade do produto ao
consumidor (HUANG et al.,, 2015). Para isso, estdo sendo estudados e desenvolvidos
indicadores e dispositivos com potencial aplicagdo no monitoramento da vida ttil de
alimentos.

Empresas incubadas por universidades estdo produzindo indicadores e
dispositivos para aplicacdo no monitoramento de alimentos, como ocorre na empresa Georgia
Tech, localizada nos Estados Unidos. Essa empresa atua no desenvolvimento de biossensores
a partir de nanotubos de carbono com paredes multiplas, capaz de detectar microrganismos,
proteinas toxicas ou deterioragdo de alimentos e algumas bebidas. As instituicdes University
of Southampton (Reino Unido) juntamente com a Deutsches Kunststoff-Institut (Alemanha)

produzem filmes de Opal incorporando nanoparticulas de 50 nm de carbono negro, afim de
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alterar de cor em resposta a deterioracdo de alimentos. A empresa incubada na University of
Strathclyde, Escocia, desenvolve tinta ativada por luz ultra-violeta, a base de nano-titanio-
diéxido, para aplicagao como sensor de oxigénio (PURSIAINEN et al., 2007).

Contudo, empresas particulares também estdo desenvolvendo embalagens
inteligentes para atender o mercado consumidor de alimentos, como a empresa australiana
MiniFAB. A MiniFAB desenvolve biossensores baseados em nanotecnologia para deteccao
de contaminagdo microbioldgica (INVEST AUSTRALIA, 2007). A tecnologia da empresa
OnVu ¢ para a producdo de indicadores de tempo-temperatura, onde sdo adicionados
nanopigmentos que mudam de cor ao longo do tempo e com as alteragdes de temperaturas em
que o produto € exposto. A empresa nanotecnologica pSiNutria desenvolve tecnologia de
rastreamento com biosilicone comestivel, que pode ser adicionado em alimentos para fins de

monitoramento e detec¢do de patogenos (MOMIN; JAYAKUMAR; PRAJAPATI, 2013).

3.7 CORANTES NATURAIS: CARACTERISTICAS E ESTABILIDADE
3.7.1 Curcumina

Curcumina é um polifenol de massa molar 368,38 g mol™! com ponto de fusio em
183 °C que consiste em uma molécula de dibenzoil-metano (1,7-bis-(4-hidroxi3-metoxifenil)-
1,6-heptadieno-3,5diona) e dois grupos metoxila (OCHj3) (Figura 2). Este pigmento ¢
insoluvel em agua e éter, mas solivel em etanol e acetona. (GOEL; KUNNUMAKKARA;
AGGARWAL, 2008). O espectro de absorcao da curcumina, segundo Donsi et al., (2010),
apresentaram pico de absor¢do maximo em 425 nm. Essa intensa absor¢do na regido do
espectro visivel permite a utilizagdo deste composto como corante alimenticio. O pigmento de
curcumina € naturalmente obtido do rizoma da Curcuma longa, conhecido como acafrdo e
possui coloragdo amarelo-laranja. Este pigmento possui certificado GRAS (Generally
Recognized as Safe), deliberando a sua utilizacdo como alimento sem apresentar risco a saude
(BASNET; SKALKO-BASNET, 2011).

A curcumina possui equilibrio eletronico na faixa de pH 3 ao 7 e nos demais pHs
este biocomposto ¢ facilmente degradado e, como consequéncia deste processo, ocorre as
maiores alteragdes de coloragdo. Porém, estudos evidenciam que a molécula de curcumina
altera a cor em funcdo da polaridade do meio em que ¢ exposta. Em solu¢gdo com metanol,
pKa 15,5, obtém coloracdo avermelhada e em diclorometano, pH 7, atinge coloracao
fortemente amarela (JASIM; ALI, 1989). Isso ocorre, pois a molécula da curcumina possui

trés hidrogénios acidos (pKa 8,38) que podem reagir em funcao do pH do meio, aumentando
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assim a densidade eletronica com decorrente alteragdo da posi¢do da banda espectral no

espectro de absor¢do visivel da molécula (PRIYADARSINI, 2009).

Figura 2 - Estrutura quimica da curcumina.
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Fonte: BASTOS; ROGERO; AREAS (2009).

A curcumina também tem sido estudada com relacdo aos seus mecanismos de
acdo associada a diferentes atividades biologicas, como as propriedades antioxidante
(BRAHAMS et al., 2019), anti-inflamatérias (FARHOOD et al., 2018) e antitumorais
(NAEINI et al., 2019). Araujo e Leon (2001) estudaram que a agdo anti-inflamatoria ¢ devido
a presenca de grupos fendlicos na molécula de curcumina e, de acordo com Kunchandy e Rao
(1990) a acdo antioxidante da curcumina impede a peroxidacao lipidica, atuando, portanto na

protegdo de biomoléculas, incluindo também o DNA, em relacdo a danos oxidativos.

3.7.2 Ficocianina

A ficocianina ¢ pigmento extraido principalmente a partir da microalga Spirulina,
onde ¢ encontrado até 14% no contetdo proteico da biomassa microalgal, que ¢ localizado no
sistema de tilacoide ou lamelas fotossintéticas na membrana citoplasmatica (MARTELLI et
al.,, 2014; DUANGSEE; PHOOPAT; NINGSANOND, 2009). Esse pigmento pode também
ser encontrado em porgdes menores em outras microalgas tais como Calothrix sp.
(SANTIAGO-SANTOS et al., 2004), Oscillatoria quadripunctulata (SONI et al., 2006) e
Phormidium fragile (SONI; TRIVEDI; MADAMWAR, 2008). A ficocianina ¢ composta por
uma apoproteina € um componente nao proteico, conhecido como ficocianobilina (Figura 3)
que ¢ cromoforo. A ficocianobilina ¢ um tetrapirrolico de cadeia aberta responsavel pela
coloragdo azul da ficocianina. A apoproteina ¢ ligada a uma ficocianobilina por ligagdo tioéter
e a porcao de proteina € constituida por subunidades a e 3 de pesos moleculares na faixa de
18 € 20 kDa (MACCOLL, 1998).

A ficocianina ¢ caracterizada pela sua intensa coloragdo azul, caracterizada por

suas propriedades hidrossoluveis e atoxicas (certificado GRAS pela FDA) e possui ponto
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isoelétrico entre 4,1 e 6,4 (CHEN; WONG, 2008; MACCOLL, 1998). Esse pigmento ainda
possui conhecidas propriedades antioxidante (RENUGADEVI et al., 2018), anti-inflamatorias
(FERNANDEZ-ROJAS; HERNANDEZ-JUAREZ, 2014) e antitumoral (SILVA et al., 2018).

Figura 3 - Estrutura quimica da ficocianina.

o

1l
o HN—CH—G—

CH,

o "N N N ﬁ’%

H H

Fonte: HOSEINI; KHOSRAVI-DARANI; MOZAFARI (2013).

A degradacao da ficocianina, com consequéncia altera¢do de cor, ocorre de acordo
com o estado de agregacdo da proteina quando exposta a diferentes fatores ambientais,
principalmente temperatura ¢ pH (THANGAM et al., 2013). Segundo Chaiklahan,
Chirasuwan e Bunnag (2012), a estabilidade maxima do pigmento de ficocianina foi obtido na
faixa de pH 5,5 a 6 quando aplicados a temperatura ambiente. Duangsee, Phoopat e
Ningsanond (2009) verificaram que a variagdo de temperatura afeta a estabilidade da
molécula de ficocianina, com consequéncia alteragdo na cor para variagdes da tonalidade azul.
A perda da estabilidade molecular ocorreu principalmente em solugdes em pH > 5 e pH <3
com aquecimento de aproximadamente 10 °C, podendo ter sido ocasionado pelo
desdobramento parcial ou total da proteina. Como o pigmento ¢ sensivel a variagdes de pH
com decorrente alteragdo na cor, esta torna-se importante propriedade sensorial quando
deseja-se aplicar como embalagens inteligentes para a producao de indicadores colorimétricos

(THANGAM et al., 2013).

3.7.3 Quercetina

A quercetina ¢ corante natural de coloracdo amarelada pertencente ao grupo dos
flavonoides e pode ser obtida a partir de fontes horticolas, como em cebola, couve, maga
(PISKULA; MUROTA; TERAO, 2012), casca de carvalho e castanhas (MEENA; PATNI,
2008). O pigmento possui massa molar de 302,24 g mol™! na forma anidra e 338,27 g mol’!
para a forma diidratada. A quercetina possui forte carater hidrofobico e sua solubilidade em

solu¢io aquosa varia de 0,00215 g L' a 25 °C a 0,655 g L' a 140 °C, porém possui alta
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solubilidade em solventes organicos, como etanol, dimetilsulféxido e dimetil formamida. Em
2010 a Food and Drug Administration (FDA, EUA) concedeu ao biocomposto com pureza de
99,5% (QU995TM) o status de generally recognized as safe (GRAS), ndo possuindo efeitos
colaterais em humanos ou animais, o que despertou interesse na aplicagao da curcumina como
aditivo em produtos alimenticios (SRINIVAS et al., 2010).

Este flavonoide possui trés grupos hidroxil nas posi¢des 3, 3' e 4' (Figura 4),
fazendo com que a molécula de quercetina apresente comportamento anfifilico. Isso devido a
presenga de elevada por¢do hidrofobica, formada pelos anéis fendlicos, e da porcao polar,

constituida pelos grupos hidroxil (CODORNIU-HERNANDEZ et al., 2003).

Figura 4 - Estrutura quimica da quercetina.

Fonte: SCOTTI et al. (2007).

Em virtude de sua estrutura quimica, este composto possui pouca estabilidade
quimica em pH superior a 8, ocorrendo auto-oxidacdo e com alteragdes de cor como
decorréncia deste processo. Em pHs inferiores a 5 a quercetina encontra-se na forma neutra ou
com carga elétrica positiva (MOMIC et al, 2007). A quercetina possui conhecidas
propriedades medicinais que sdo principalmente atribuidas a capacidade antioxidante, a
remo¢ao de radicais livres (CIPAK et al., 2003), modulacdo da expressao génica (IKEGAWA
et al., 2002) e interagdo com as vias de sinalizacao celulares (SOOBRATTEE et al., 2005).

3.8 POLIMEROS

No setor de produgdo de alimentos o polimero utilizado deve ser facilmente
degradavel e atoxico. Polimeros facilmente degradaveis sdo amplamente utilizados e
representam uma das classes de materiais versateis, apresentando inumeras aplicacdes, entre

as quais no setor de embalagens e revestimentos de alimentos. Estes polimeros sdo materiais
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cuja degradacdo ¢ resultante da agdo de micro-organismos, como fungos, bactérias e algas
(LIM, 2015).

Assim, diferentes compdositos, blendas e nanocompositos t€m sido estudados com
intuito de melhorar as propriedades de embalagens como processabilidade, resisténcia
térmica, propriedades mecanicas, permeabilidade a gases e taxa de degradagdo
(BALAKRISHNAN et al., 2010; FECHINE, 2010). Polimeros sintéticos, como ¢ésteres
alifaticos, podem ser facilmente degradaveis, pois possuem cadeias carbonicas hidrolizaveis.
Se a biodegradagao ocorrer por meio da acdo de enzimas, a cadeia polimérica deve se ajustar
nos sitios ativos das enzimas e, isto ¢ favorecido pela flexibilidade das cadeias poliméricas
alifaticas, o que ndo ocorre com os poliésteres aromdticos (BRITO et al., 2011).

A policaprolactona (PCL) (Figura 5) ¢ oriunda do petroleo e € poliéster alifatico
biodegradavel com massa molar de 80.000g mol™'. Possui cadeias carbonicas hidrolisaveis,
propriedades mecanicas e cinéticas de degradagcdo adequadas quando descartadas no meio
ambiente. Além disso, este polimero apresenta biocompatibilidade (ISO 10993) e baixa
toxicidade a células e tecidos, podendo ser aplicado em seres humanos e animais como
dispositivos reabsorviveis de uso seguro na biomedicina como em embalagem de alimentos,

aprovados pela FDA.

Figura 5 - Estrutura quimica do policaprolactona — PCL.
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Fonte: FRANCHETTI; MARCONATO (2006)

O PCL possui a propriedade de ser miscivel em outros polimeros, como poli
(cloreto de vinila), poli (estireno-acrilonitrila), poli (acrilonitrila-butadieno-estireno), poli
(bisfenil-A), policarbonatos, nitrocelulose e celulose-butirato. O PCL também possui a
propriedade de ser mecanicamente compativel com outros polimeros, como: polietileno,
polipropileno, borracha natural, poli (acetato de vinila) e poli (etileno-propileno). Os filmes
produzidos por esse poliéster apresentam boa capacidade de estiramento e carater hidrofobico.
Portanto, o PCL oferece alta protecdo contra umidade em alimentos com alta atividade de

agua (ALBUQUERQUE et al., 2014). A facilidade na processabilidade do PCL ocorre por
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causa da capacidade de solubilizacdo em diversos solventes organicos, como tetracloreto de
carbono, cloroférmio, tolueno, benzeno, ciclohexano e 2-nitroporpano em temperatura
ambiente (TROVATTI et al., 2016).

O polimero PEO ¢ um homopolimero (Figura 6) ndo i6nico de 6xido de etileno,
que sdo poliéteres neutros, soliveis em agua e na maioria dos solventes organicos a

temperatura ambiente (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Figura 6 - Estrutura quimica do Oxido de polietileno — PEO.

oA,

Fonte: WYPYCH (2012).

O PEO com baixa massa molar, menor que 1.000 g mol!, sio encontrados na
forma de liquidos viscosos e incolores. PEO com alta massa molar sdo obtidos na forma de
solidos brancos com pontos de fusdo proporcional a massa molar, com limite superior de 67
°C. Este polimero ndo apresenta toxicidade e foi aprovado pela FDA para o uso como
excipiente ou como transportador em diferentes formulagdes farmacéuticas, cosméticas e de

alimentos (HAMMOUDA; HO; KLINE, 2004; BAJPAI et al., 2008).

3.9 DESENVOLVIMENTO DE NANOFIBRAS POR ELECTROSPINNING

A técnica de electrospinning ¢ conhecida desde a década de 1930. Esta técnica foi
aperfeicoada devido as novas aplicagdes da nanotecnologia para formagdo de fibras
poliméricas na escala nanométrica. O electrospinning permite produzir nanofibras com
propriedades e fungdes desejadas, que dependem das condi¢des experimentais utilizadas,
como morfologia, alta &area superficial, estrutura porosa controldvel e capacidade de
encapsulacdo de compostos. Além disso, possui alta capacidade em formar nanofibras
semipermeaveis, o que desperta interesse no desenvolvimento de embalagens inteligentes
quando deseja-se aplicar em alimentos com alto teor de umidade (AZEREDO, 2012).

O fundamento da técnica de electrospinning baseia-se na teoria de que cargas
elétricas aplicadas na gota de liquido que sai do capilar, sdo capazes de deformar a interface

da gota. Estas cargas geram forgas eletrostaticas no interior da goticula, conhecidas como a
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forca de Coulomb, que competem com a tensdo superficial da gota, formando o cone de
Taylor (COSTA et al., 2012). O cone de Taylor ao ser sujeito a alto potencial elétrico provoca
um estiramento na solugdo que tende ao formato conico. O eficiente desempenho da técnica
de electrospinning depende do controle apropriado dos parametros que contribuem para a
formagdo das nanofibras (COSTA et al., 2012; RENEKER et al., 2000). Os componentes
principais do equipamento de electrospinning (Figura 7) sdo a fonte de alto potencial elétrico,

bomba de descolamento positivo, capilar e placa coletora aterrada (estatica ou rotativa).

Figura 7 - Representacdo esquematica da técnica de electrospinning.

Bomba de infusdo de Solugdo
deslocamento positive |__| polimérica
Capilar
T .’i‘s
Fomtz de

potencial elétrico

Contudo, existem diversos fatores que afetam o processo de electrospinning e as

propriedades morfoldgicas das nanofibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

3.9.1 Parametros do processo

A faixa ideal de potencial elétrico aplicada (ou intensidade de campo elétrico)
para determinado sistema polimero-solvente, implica na for¢a de repulsdo eletrostatica na
solugdo, o que favorece o alongamento do jato da solug¢do polimérica (SHI et al., 2015; SILL;
VON RECUM, 2008). A taxa de alimentagdo da solu¢ao de polimero influencia diretamente
na evaporagao do solvente. Assim, deve haver a taxa de fluxo ideal para que o solvente seja
evaporado a0 mesmo tempo que ocorra alongamento do jato da solu¢do, formando nanofibras
uniformes, sem gotas e sem a secagem da solu¢do no capilar (HAIDER; HAIDER; KANG,
2018).

A distancia entre a ponta do capilar e o coletor também afeta na morfologia da
nanofibra. Portanto, uma distancia critica precisa ser mantida para produzir nanofibras

uniformes. Esta distdncia pode variar de acordo com o sistema de polimero utilizado, pois
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influencia diretamente no tempo do jato no ar e na taxa de evaporagdo do solvente. Caso esta
distancia seja reduzida, o jato tera curta distancia para percorrer no ar antes de alcangar o
coletor, ndo tendo tempo suficiente para que ocorra a evaporacao do solvente nas nanofibras,
0 que ¢ indesejado quando aplicado em alimentos (MATABOLA; MOUTLOALI, 2013;
BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

3.9.2 Propriedades da solucio polimérica

As propriedades da solucdo como viscosidade, condutividade elétrica e tensdo
superficial influenciam diretamente na morfologia das nanofibras. Estes parametros estdo
relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos polimeros, dos solventes e com as
interagdes do tipo polimero-solvente (COSTA et al., 2012). Para obten¢do de nanofibras
uniformes é necessario que se tenha satisfatorio grau de emaranhamento das cadeias na
solucao polimérica, a qual corresponde a um valor minimo de concentragcdo polimérica.
Durante o alongamento da solucdo de polimero, ¢ o emaranhamento das cadeias de moléculas
que impede que o jato eletricamente dirigido se separe, mantendo um jato de solucdo continuo
(HAIDER; HAIDER; KANG, 2018).

Quando a concentragdo polimérica ndo € satisfatoria na solugdo, ha instabilidade
no jato podendo formar nanoparticulas ou obstruir o capilar (KWANKHAO, 2013; HAIDER
et al,, 2013). O aumento da concentragdo da solu¢do polimérica ocasiona aumento na
viscosidade, o que pode contribuir para o emaranhamento entre as cadeias de polimero
(HAIDER et al., 2013). A viscosidade da solucdo de polimero afeta significativamente o
diametro da nanofibra. Nanoparticulas como estruturas com gotas sdo menos propensos a se
formar durante o electrospinning se a viscosidade for mais alta. Se a viscosidade for muito
baixa, o jato a partir do cone de Taylor sera transformado em gotas, resultando em estrutura
com granulos (KHAN et al., 2013).

A tensdo superficial esta diretamente relacionada com a formagdo do cone de
Taylor, pois este fendmeno ocorre quando a potencial elétrico aplicado é suficientemente alto
para fazer com que as forgas eletrostaticas superem a tensao superficial da gota. A partir desse
potencial elétrico, chamado de valor critico, inicia-se o processo de electrospinning (COSTA
et al., 2012).

A condutividade da solugdo ¢ determinada principalmente pelo tipo de polimero e
solvente utilizado e disponibilidade de sais ionizdveis. A técnica de electrospinning envolve

alongamento da gota, causada pela repulsdo das cargas na superficie. Assim, se a
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condutividade da solucdo for aumentada, mais cargas podem ser transportadas pelo jato
eletrostatico acarretando no alongamento da gota (RAMAKRISHNA et al., 2005). A
condutividade da solucao nao afeta apenas a formacao do cone de Taylor, mas também o
diametro das nanofibras. Em solu¢do com menor condutividade, a superficie da gota ndo tera
carga suficiente para formar o cone de Taylor, e o processo de electrospinning ndo ocorrera.
Elevar a condutividade da solugdo para um valor critico aumenta a carga na superficie da gota
para formar o cone de Taylor como também causa a reducao no didmetro da nanofibra (SUN

etal., 2014).

3.9.3 Condi¢coes ambientais

Os parametros ambientais estdo relacionados a propriedades locais, onde a técnica
de electrospinning ocorre. Estes pardmetros também podem influenciar na formagdo e na
morfologia das nanofibras. O aumento da temperatura local faz com que ocorra evaporacao
mais rapida do solvente, por isso opta-se por solventes que tenham taxa de evaporagdo mais
baixa (CHEN et al., 2010). Em relacdo a umidade, se esta for baixa pode ocorrer a secagem
do solvente quando a taxa de evaporagdo do solvente for mais rapida (BHARDWAI;
KUNDU, 2010). Por outro lado, se a umidade for alta podera ser formado nanofibras com
diametros maiores devido a cargas no jato que podem ser neutralizadas e a for¢a de

alongamento que se torna pequena (LI; WANG, 2013).

3.10 HISTORICO DE PRODUCAO DE NANOFIBRAS

O estudo de nanofibras foi iniciado em 2007 no doutorado da Professora Michele
Greque de Morais, que contou com a parceria da Universidade Federal de Rio Grande com a
Philipps University — Marburg (Alemanha). Na FURG a linha de pesquisa em engenharia de
nanofibras foi iniciada em 2010 no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), com a
implementagdo do equipamento de electrospinning.

Em 2014, com a criagdo do Laboratério de Microbiologia e Bioquimica (MIBI), a
linha de pesquisa de desenvolvimento de nanofibras a partir de diferentes polimeros com a
incorporacdo de compostos ativos, tendo principal aplicagdo na area de alimentos, teve
continuidade. Desde 2010 foram 5 patentes depositadas, 29 artigos publicados e 3 capitulos
de livros na area de nanotecnologia utilizando a técnica de electrospinning para aplicagao

como embalagens inteligente e ativas em alimentos e na mitigagdo de CO». No total, foram
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defendidas 4 dissertagdes de mestrado, 2 de doutorado ¢ 4 TCCs (trabalho de conclusao de
curso) do curso de Engenharia Bioquimica tendo seus estudos relacionados a area de
nanofibras e nanoparticulas.

No periodo de 2013 a 2015 o projeto intitulado como “Extracdo de biopeptideos
de origem microalgal e aplicagdio no desenvolvimento de nanofibras bioativas” teve por
objetivo o desenvolvimento de embalagens ativas primdrias com potencial aplicacdo na
conservagao de produtos alimenticios (GONCALVES, 2015). E no periodo de 2015 a 2017 o
projeto intitulado como “incorpora¢do de nanoparticulas com ficocianina em nanofibras
poliméricas por electrospinning e electrospraying” tendo por finalidade o desenvolvimento de
embalagens ativas (SCHMATZ, 2017). No mesmo periodo, outro projeto intitulado como
“nanofibras antimicrobianas para aplicagdo em alimentos” utilizou blenda polimérica de
quitosana/PEO e PHB adicionados de compostos fendlicos microalgais com potencial
atividade antimicrobiana para aplicagdo como embalagem inteligente (KUNTZLER, 2017).

Em 2018, a tese defendida pela Doutora Juliana Botelho Moreira, foi o primeiro
trabalho realizado no Laboratorio na area de indicadores colorimétricos. Este projeto teve por
objetivo o desenvolvimento de nanofibras poliméricas de 9% (m v!) de PLA e 3% (m v'!) de
PEO com adicao de diferentes concentragdes de ficocianina, como biocorante. Neste estudo
foi obtido nanofibras uniformes com didmetro de 921 nm, tendo 76% dos resultados de AE
acima de 12 quando testadas em solucdes tampao de pH 1 ao 10, indicando mudanga absoluta
de cor. Desta forma, o trabalho evidenciou a potencialidade das nanofibras poliméricas
incorporadas de ficocianina como indicadores de pH, para o monitoramento da viabilidade de
alimentos.

Atualmente o MIBI conta com outras linhas de pesquisa em nanofibras com
corantes naturais com potencial aplicacio como indicadores colorimétricos para
monitoramento do pH em alimentos. Nestes estudos sdo utilizadas blendas poliméricas
adicionadas extrato de agai (SILVA et al., 2019) e biomassa microalgal (KUNTZLER et al.,
2020).
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4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho foi realizado em trés etapas, em que a partir de cada uma foi gerado um
artigo que sera submetido para publicagdo em periddico qualificado de circulagdo
internacional, de acordo com o QUALIS. Na primeira etapa deste trabalho (Artigo 1) foram
realizados testes preliminares com os compostos naturais curcumina, ficocianina e quercitina
em solugdes de tampdes pH (1 ao 10). Neste artigo foram desenvolvidas ainda as nanofibras
poliméricas de poliprolactona (PCL) e poli (0xido de etileno) (PEO) em diferentes
concentragdes dos compostos, com posterior analises fisico-quimica e avaliagdo da cinética de
variagdo de cor (AE) em 24 h. Na segunda etapa (Artigo 2) foi estabelecido o composto em
que apresentou as melhores respostas das analises da etapa anterior. A partir disso, foram
estudadas trés concentragdes de ficocianina diferentes nas solugdes poliméricas com posterior
analise fisico-quimica e avaliagdao do potencial de irreversibilidade de cor.

Diante do exposto, os artigos desenvolvidos na dissertacdo de mestrado foram:

ARTIGO 1 - CINETICA DE VARIACAO DE COR DE INDICADORES DE pH
DESENVOLVIDOS A PARTIR DE NANOFIBRAS CONTENDO CORANTES
NATURAIS

ARTIGO 2 - POTENCIAL DE IRREVERSIBILIDADE DE COR DOS INDICADORES
COLORIMETRICOS DE NANOFIBRAS CONTENDO FICOCIANINA



ARTIGO 1
CINETICA DE VARIACAO DE COR DE INDICADORES DE pH DESENVOLVIDOS
A PARTIR DE NANOFIBRAS CONTENDO CORANTES NATURAIS
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RESUMO

Indicadores colorimétricos produzidos com nanofibras apresentam vantagem de encapsular
corantes naturais e também elevar a area superficial de contato. Isso aumenta os sitios
reacionais disponiveis na nanofibra, possibilitando maiores interagdes com o meio externo.
Neste contexto, o trabalho teve por objetivo desenvolver nanofibras indicadoras de pH a partir
de corantes naturais e avaliar a cinética de variagdo de cor. As nanofibras foram produzidas a
partir da técnica de electrospinning com potencial elétrico de 15 kV e taxa de alimentagao de
600 uL h''. As solugdes poliméricas foram preparadas com 13% (m v'') de poliprolactona e
6% (m v!) de poli (6xido de etileno) contendo agua destilada e cloroférmio como solventes.
Os corantes naturais adicionados foram curcumina e quercetina (2%, m v'!) com adicdo de 0,5
ou 1% (m v'!) de ficocianina. Solugdes somente com curcumina, quercetina e ficocianina (2%
m v'') também foram estudadas. A cinética de alteracdo de cor foi realizada durante 24 h, com
acompanhamento a cada 1h, utilizando solugdes tampao (pH 2 ao 7). A andlise de
molhabilidade mostrou que a nanofibra com 2% (m v!) de ficocianina apresentou carater
hidrofobico, 95,4 + 0,2°, o que influenciou na obtengao dos melhores resultados de eficiéncia
de cor. Esta condi¢do apresentou variagdo de cor (A > 5) perceptivel ao olho humano nas
faixas de pH 3 ao 6 em 5 h de analise. Assim, o indicador colorimétrico desenvolvido com
nanofibras de PCL/PEO e 2% (m v'') de ficocianina torna-se alternativa promissora no
monitoramento da qualidade de alimentos pereciveis, pois € capaz de estimar visualmente
mudangas de pH com o tempo.

Palavras-chave: Curcumina. Electrospinning. Ficocianina. Quercetina.

1 INTRODUCAO

A redugdo do prazo de validade dos alimentos causado pela contaminacao
microbiana tem como consequéncia o aumento de doencas transmitidas pelos produtos. A
qualidade dos alimentos depende de condi¢des higi€nico-sanitdrias das matérias-primas
durante a sele¢do, producdo, armazenamento e distribuicilo (HOFFMANN et al., 2017). Neste
contexto, as embalagens inteligentes sdo capazes de detectar alteragdes quimicas, fisicas e/ou
bioldgicas que ocorram no ambiente externo ou no produto alimenticio (KONGLIANG et al.,
2014). Indicadores inteligentes podem ser inseridos na forma de etiquetas internamente ou
externamente a embalagem convencional, apresentando resposta rapida referente a qualidade
do alimento através de alteragdes de cor (YAM, 2012). Além disso, a cinética de reagao de
mudancga de cor do sistema indicador deve ser desenvolvida para corresponder a cinética de
deterioragdo que ocorre no alimento. Para isso, deve ocorrer estudos sobre a cinética dos
indicadores em diferentes pHs, afim de verificar a potencial afinidade dos sistemas com
determinados grupos alimenticios.

Os sistemas indicadores sdo constituidos por corantes integrados a matriz

polimérica, sendo suficientemente sensiveis as variacdes a que sdo destinados, como por
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exemplo o intervalo de pH desejado. O uso de corantes quimicos deve ser controlado em
industria de alimentos, pois pode afetar negativamente o consumidor a longo prazo devido ao
bioacimulo no corpo. Assim, a utilizacdo de corantes naturais torna-se alternativa promissora
em sistemas de indicadores colorimétricos, pois sdo atoxicos e apresentam biocompatibilidade
com células e tecidos humanos. Como exemplos de pigmentos naturais pode-se destacar a
curcumina e quercetina obtidos a partir de plantas horticolas, e a ficocianina extraida
principalmente da microalga Spirulina (THANGAM et al., 2013).

A curcumina ¢ um polifenol de cor amarelo-laranja, que possui estabilidade
molecular na faixa de pH 3 a 7 (WANG et al.,1997). A ficocianina ¢ pigmento fotossintético
caracterizado pela sua intensa coloracdo azul. A degradacdo da ficocianina depende do estado
de agregacdo da proteina quando exposta a variagdes de temperatura e pH, apresentando
ponto isoelétrico entre 4,1 ¢ 6,4 (THANGAM et al., 2013). A quercetina ¢ um flavonoide de
coloragao amarelada com estabilidade molecular na faixa de pH 1 a 6. A auto-oxidagdo, com
alteracdes de cor como decorréncia deste processo, ocorre quando a quercetina ¢ exposta nos
pHs 7 ao 10 (MOMIC et al., 2007). Esses corantes naturais possuem caracteristicas
colorimétricas que sdo importantes propriedades sensoriais em embalagens inteligentes, uma
vez que a estabilidade e, consequentemente, a coloragdo ¢ alterada dependendo do pH
(THANGAM et al., 2013).

Os corantes naturais necessitam estarem aderidos ha matriz polimérica para serem
utilizados como potencial indicadores colorimétricos de pH. Por isso, estuda-se a producgdo de
nanofibras poliméricas através da técnica de electrospinning, pois permite a incorporacao de
compostos as matrizes poliméricas. Além disso, a utilizagdo de nanofibras apresenta
vantagem devido ao seu diametro reduzido, o que proporciona elevada area de contato da
superficie das nanofibras com o alimento. Desta forma, as nanofibras detectam rapidamente
os estagios iniciais das alteracdes dos alimentos em seus sitios ativos e transmitem
visualmente ao consumidor através da alteragdo da cor (POTYRAILO et al., 2012; HEISING
et al., 2014).

Assim, o trabalho desenvolvido apresenta inovagdo na area cientifica, uma vez
que hé poucos estudos que abordem o monitoramento da variagdao e estabilidade de cor de
indicadores a partir de nanofibras em diferentes pHs para aplicacio em embalagem de
alimentos. Neste contexto, este trabalho teve por objetivo desenvolver nanofibras indicadoras
de tempo-pH a partir de pigmentos naturais e avaliar a cinética de variacdo de cor dos

nanomateriais.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Os polimeros utilizados foram policaprolactona (PCL) (massa molar 80.000 g
mol™) e poli(6xido de etileno) (PEO) (massa molar 600 g mol™') da empresa Sigma-Aldrich®
(Estados Unidos). Os corantes estudados foram curcumina (SigmaAldrich®, Estados Unidos),
ficocianina (Zhejiang Binmei Biotechnology, China) e quercetina (SigmaAldrich®, Estados

Unidos). Os solventes utilizados foram cloroférmio e dgua destilada.

2.2 PREPARO DAS SOLUCOES POLIMERICAS E ELECTROSPINNING

As solugdes poliméricas foram preparadas com 13% (m v'!) PCL e 6% (m v'!)
PEO em cloroformio e agua destilada na propor¢ao de 8:2, respectivamente. Os corantes
naturais adicionados foram curcumina, quercetina e ficocianina nas concentragdes de 1, 2,3 e
4% (m v'!). Solugdes com 2% (m v'!) de curcumina com adigdo de 0,5, 1 e 2% (m v'') de
ficocianina e, 2% (m v!) de quercetina com adi¢do de 0,5, 1 e 2% (m v'') de ficocianina
também foram preparadas. As solugdes foram agitadas em agitador magnético (Fisatom,
Brasil) por 24 h a temperatura ambiente (19 = 1 °C). A viscosidade das solugdes poliméricas
foi determinada através de redometro (Brookfield DV-III Ultra Programmable Rheometer,
Estados Unidos) a partir de amostras de 0,5 mL de cada solugdo, com taxa de cisalhamento de
0,23 s

A técnica de electrospinning foi aplicada para produgao das nanofibras, utilizando
potencial elétrico de 15 kV, taxa de alimentagdo da solugdo de 600 uL h'', capilar com
diametro 0,45 mm, distancia do coletor rotatdrio ao capilar de 15 cm e rotagdes do coletor de
180 rpm (MOREIRA et al, 2018). O processo foi conduzido a 19 + 1 °C e umidade relativa de
49 +2%.

2.3 MORFOLOGIA E DIAMETRO

A morfologia e didmetro médio dos nanomateriais foram avaliados utilizando
microscopio eletronico de varredura (MEV) (Jeol, JISM-6610 LV, Japao). Para isso, as
amostras foram fixadas em suporte metélico e recobertas com ouro, utilizando o metalizador
diiodesputtering (ASTM E986-04, 2010). A partir da imagem obtida pelo MEV, o diametro
médio das nanofibras foi analisado por software de processamento de imagem e determinado

considerando a medida direta de 30 pontos (Image J, NIH, Bethesda, MD, EUA).
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2.4 ANALISES TERMICAS

A estabilidade térmica dos polimeros, corantes naturais, nanofibras produzidas e
conteudo de solvente residual foi realizada em analisador termogravimétrico (Shimadzu,
DTG-60, Japao) de acordo com a metodologia ASTM D3850-12 (2013). As andlises foram
conduzidas de 30 °C a 500 °C, em atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo 30 mL min! e
taxa de aquecimento constante de 10 °C min™'.

A andlise de calorimetria diferencial de varredura (Shimadzu DSC-60, Japao)
(DSC) foi realizada de acordo com ASTM (American Society for Testing and Materials), sob
atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min™!, aquecimento de 30 °C até 180 °C com
razdo de 10 °C min™!. A temperatura de fusdo das amostras foram determinadas a partir do
pico maximo apresentado na curva de DSC obtida com o software TA-60WS (ASTM D7426-
08, 2013).

2.5 HIDROFILICIDADE DAS NANOFIBRAS

A hidrofilicidade das nanofibras foi analisada a partir do angulo de contato. Para
1sso, microscopio digital Blue (x60) foi utilizado para determinar o angulo de contato formado
entre uma gota de agua destilada e a superficie da camada das nanofibras. O dngulo de contato
foi obtido através do software Surftens v. 3.0, pela andlise das imagens e determinou-se a
média entre cinco repeticoes da medida do angulo de cada amostra. Os resultados foram
avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey (p >

0,05).

2.6 PREPARO DOS PROTOTIPOS DOS INDICADORES DE TEMPO-pH

Inicialmente as nanofibras poliméricas contendo os corantes naturais foram
removidas, do coletor rotatério, com auxilio de bisturi e pinga. Posteriormente, as nanofibras

foram cortadas em dimensoes de 2 x 2 cm.

2.7 PARAMETROS DE COR DAS NANOFIBRAS

As nanofibras foram cortadas em dimensdes de 2 x 2 cm e imersas em
aproximadamente 20 mL de solug¢des tampao (pH 1 a 10) a temperatura ambiente (20 £ 1 °C).

A mudanga de cor foi monitorada por 1 h, comparando com a leitura no tempo inicial,
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utilizando colorimetro (Minolta, CR400, Japao). Os dados obtidos foram: L* que indica a
leveza da amostra e varia de 0 (preto) a 100 (branco); e coordenadas de croma a* variando de
verde (-) a vermelho (+) e, croma b* variando azul (-) para amarelo (+). Os resultados de L*,
a* e b* foram utilizados para o calculo da mudanga de cor (AE) de acordo com a Equagdo 1

(PRIETTO et al., 2017), em que AL* = L — Lo; Aa* = a - ap; Ab* =b - bo.

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]'2 (1)

2.8 CINETICA DE VARIACAO DE COR DAS NANOFIBRAS

Para a realizagdo da analise de cinética as nanofibras (2 x 2cm) foram submersas
em solu¢do tampao do pH 2 ao 7, ocorrendo monitoramento por 24 h com acompanhamento
realizado a cada 1 h, utilizando colorimetro para obten¢do dos parametros L, a* e b" para

posterior aplicagdao na Equacao 1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PRODUCAO DE NANOFIBRAS DE PCL/PEO CONTENDO CORANTES NATURAIS

Em concentrag¢des superiores a 2% (m v'!), ndo foi possivel solubilizar os corantes
ficocianina, curcumina e quercetina na solugcdo polimérica. Assim, menores concentragdes
foram analisadas para verificar o potencial dos pigmentos quanto a alteragdo na coloracio
frente a mudancas no pH (Figura 1). Quando utilizadas as concentragdes de 1 e 2% (m v'!) de
ficocianina observou-se mudanga de cor satisfatéria do pH 1 ao 4 € do pH 9 ao 10. Quando
utilizado 2% (m v'') de curcumina ou quercetina, observou-se satisfatoria variagdo de cor
entre os pHs 9 ao 10 e dos pHs 7 ao 10, respectivamente. Porém, afim de aumentar o espectro
de variagao de cor realizou-se também o estudo de blendas com os corantes naturais de 2% (m
v'!) de curcumina ou quercetina adicionados de 0,5 ou 1% (m v™') de ficocianina, e verificou-
se satisfatorias variagdes de cor também em pHs acidos.

A partir das andlises realizadas da Figura 1, foi definida a concentra¢do de 2% (m
v'!) dos compostos curcumina, ficocianina e quercetina a serem adicionadas as matrizes
poliméricas para o desenvolvimento de nanofibras devido a satisfatoria solubilizacdo e
variacao de cor. Desta forma, verificou-se que esses corantes naturais apresentam potencial de

alteragcdo na coloragdo em funcao da exposi¢do em diferentes pHs. Assim, iniciou-se os testes
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de desenvolvimento das nanofibras, a fim de verificar se ocorreria a alteragdo na coloragao

com os pigmentos encapsulados.

Figura 1 — Coloracao das amostras de solu¢des de (a) 1% ficocianina; (b) 2% ficocianina; (c)
2% curcumina; (d) 2% curcumina +0,5% ficocianina; (e) 2% curcumina + 1% ficocianina; (f)
2% quercetina; (g) 2% quercetina + 0,5% ficocianina e; (h) 2% quercetina + 1% ficocianina

expostas apH de 1 a 10.
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As nanofibras de PCL/PEO desenvolvidas sem a presenca dos compostos
apresentaram morfologia uniforme, com didmetro médio de 316 = 27 nm. A adi¢cdo dos
corantes naturais nas solucdes poliméricas influenciou na morfologia e no didmetro das
nanofibras obtidas (Figura 2).

O didmetro médio obtido para as nanofibras de PCL/PEO com 1% (m v!) de
ficocianina e PCL/PEO com 2% (m v') de ficocianina foram 899 + 145 nm, 850 £ 123 nm,
respectivamente. Para as nanofibras de PCL/PEO com 2% (m v'') de curcumina o didmetro

médio encontrado foi 550 + 117 nm. Quando utilizado 2% (m v'!') de curcumina com
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ficocianina (0,5 e 1%, m v'!) as nanofibras apresentaram didmetros de 570 + 127 nm e 587 +

101 nm, respectivamente.

Figura 2 — Nanofibras de PCL/PEO (m v'!) (a) sem corantes naturais; e com (b) 1%
ficocianina; (c) 2% ficocianina; (d) 2% curcumina; (e) 2% curcumina +0,5% ficocianina; (f)

2% curcumina + 1% ficocianina; (g) 2% quercetina; (h) 2% quercetina + 0,5% ficocianina e;

(1) 2% quercetina + 1% ficocianina.

O aumento no diametro pode ser relacionado com o incremento da concentracao
dos constituintes da solugdo por favorecer as interacdes intermoleculares (FENG; KHULBE;
MATSUURA, 2010) e, por conseguinte, da viscosidade (Tabela 1). A viscosidade da solugao
de PCL/PEO com 2% (m v™') de curcumina foi inferior & da solu¢io de PCL/PEO com 2% (m

v'!) de ficocianina. De acordo com Wei (2012), a massa molar da ficocianina (19.000 g mol™')
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¢ maior que da curcumina (368,38 g mol™) e isso pode causar instabilidades do fluido
elevando o didmetro das nanofibras.

As nanofibras de PCL/PEO com quercetina apresentaram diametros superiores as
demais condi¢des analisadas. A partir da solu¢do polimérica de PCL/PEO com 2% (m v'!) de
quercetina foi possivel a formagao de nanofibras com didmetro médio de 1543 £+ 790 nm. As
nanofibras desenvolvidas com PCL/PEO com 2% (m v'') de quercetina na adi¢io de 0,5 ou
1% (m v'') de ficocianina obtiveram 2029 + 856 nm e 2268 + 895 nm, respectivamente. As
solugdes de PCL/PEO com quercetina apresentaram, também, os maiores valores de
viscosidade quando comparadas as demais condi¢des. O aumento do didmetro das nanofibras
e da viscosidade da solucdo quanto utilizado a quercetina pode ser justificado pela baixa
afinidade com a 4agua, a qual foi utilizada no preparo das solucdes. Apesar de a solugdo
polimérica preparada ser constituida, em maior percentual, por solvente ser organico
(cloroférmio), a qual a molécula de quercetina possui alta afinidade, a solubilidade desse
biocomposto em 4dgua a temperatura ambiente é 0,00215 g L'!. A baixa solubilidade pode ter
influenciado na homogeneizacao da solucgdo, interferindo nas interagdes moleculares de forma

a prejudicar o alongamento das fibras (SRINIVAS et al., 2010).

3.2 PROPRIEDADES TERMICAS E HIDROFILICIDADE DAS NANOFIBRAS

A adigdo de 1% (m v'!) de ficocianina nas matrizes poliméricas de PCL/PEO com
2% (m v'') de curcumina e PCL/PEO com 2% (m v'!) quercetina apresentou maior influéncia
na estabilidade térmica desses compostos ao serem utilizados no desenvolvimento de
nanofibras. Nestas condi¢des, a temperatura inicial de degradacdo (Tiq) dos corantes naturais
encapsulados nos nanomateriais foi elevada em 97,7 °C e 111,8 °C quando comparada a Tiq
dos corantes naturais puros quercetina e curcumina, respectivamente (Tabela 1). Tendo em
vista os diferentes processos térmicos de conservacao de alimentos, onde utilizam elevadas
temperaturas como ¢ o casa daqueles que sdo pasteurizados, os dados obtidos neste trabalho
de Tiq estarem proximos a 400 °C garante que processos tradicionais utilizados na industria de
alimentos sejam possiveis de serem empregados na presenca destes indicadores. Processos
tradicionais como branqueamento, utiliza intervalos curtos de aquecimento a temperatura de

100 °C.
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Tabela 1 - Temperatura inicial de degradagao (Tiq), temperatura final de degradacdo (Trq),

temperatura maxima de degradacao (Tm), temperatura de fusao (Tr) e viscosidade (v) das

nanofibras poliméricas com curcumina (Cc), ficocianina (Fc) e quercetina (Qc).

Amostra Tia(°C) Twu(CC) Tm(°C) Ti(°C) v (Pas)
Composto Puro

PCL 379,7 426,2 404,8 59,0 -

PEO 342,0 407,4 376,7 69,3 -

Fc 237,7 352,8 290,8 59,0 -

Cc 286,5 400,0 3529 174,9 -

Qc 300,0 383,5 351,6 100,5 -

Nanofibras

PCL:PEO (%, m v'!)

13:6 401,9 3794 425,2 58,7 0,98 + 0,02

PCL:PEO:Fc¢ (%, m v!)

13:6:1 377,1 418,8 398,3 57,2 0,88 + 0,03

13:6:2 399,3 412,8 392,7 56,4 1,21 +0,02

PCL:PEO:Cc:Fc (%, m v'!)

13:6:2:0 391,1 446,9 420,8 57,9 0,98 £0,01

13:6:2:0,5 390,7 449,1 419,6 58,3 1,10 £ 0,01

13:6:2:1 398,3 4474 420,4 57,9 1,09 + 0,02

PCL:PEO:Qc:Fc¢ (%, m v'!)

13:6:2:0 398.0 4522 424,1 57,8 1,15+ 0,04

13:6:2:0,5 395,4 4357 413,7 59,2 1,28 £ 0,05

13:6:2:1 397,7 436,7 417,7 58,5 1,25+ 0,02

A pasteurizagdo pode utilizar diferentes temperaturas de aquecimento, sendo a

minima de 72 °C por 15 min ou a temperatura maxima de 135 °C por 1 segundo. Desta forma,

os corantes ndo sdo desnaturados mantendo a estrutura molecular estavel, podendo ser

aplicados como indicadores colorimétricos. Além disso, os dados de Tiq confirmam a

possibilidade de utilizagdo da técnica de electrospinning, pois essa técnica nao utiliza

elevadas temperaturas na producdo das nanofibras (SAFEFOOD, 2014).



64

A Tr apresentou redu¢do quando maior foi o incremento de ficocianina nas
nanofibras. Este fato pode estar associado a presenca de fragmentos de proteinas (Tr de 59 °C)
que possuem degradagdo abaixo da Tr do PEO (= 70 °C). Como as respostas de Tr das
nanofibras nas diferentes concentracdes de corantes naturais ndo excedem as temperaturas
limites de mudanga de estado dos compostos poliméricos puros, os nanomateriais obtidos
podem ser aplicados em alimentos no monitoramento a temperatura ambiente. Além disso, a
remogao do solvente residual foi observada pela auséncia de sobreposicdo de curvas
endotérmicas, em DSC, e pela auséncia de pico de degradacdo na faixa de 61,2 °C, observada
em analise termogravimétrica, que ¢ a temperatura de ebulicao do cloroférmio.

Com relagdo a hidrofobicidade e hidrofilicidade dos materiais, o angulo de
contato encontrado para as nanofibras de PCL/PEO (108,3 + 0,8°), PCL/PEO com 2% (m v'!)
de curcumina (120,2 £ 2,7°), PCL/PEO com 2% (m v'') de curcumina com 0,5% (m v'') de
ficocianina (116,1 £+ 5,8°) e PCL/PEO com 2% (m v'') de curcumina com 1% (m v'') de
ficocianina (127,4 + 2,1°) evidenciaram forte carater hidrofobico (Figura 3). De acordo com
Yuan e Lee (2013), materiais com angulos de contato maiores que 90° sdo considerados
hidrofobicos. Isso desfavorece a molhabilidade da superficie das nanofibras, formando uma
gota de liquido compacta.

A caracteristica de hidrofobicidade conferida as nanofibras pode ter ocorrido
devido a blenda polimérica de PCL/PEO com a curcumina, com ou sem ficocianina, nao
apresentarem suficiente interacdo entre si. Assim, nao foi possivel a formagdo de ligagdes de
hidrogénio na camada limite, entre a interface da superficie das nanofibras com a agua,
devido a alta densidade das solucdes. Isso pode ter influenciado no desempenho da
permeabilidade a 4gua das membranas (LIU et al., 2011; MOHD ZAHARI et al., 2015). Além
disso, a adi¢io de 0,5 e 1,0% (m v') de ficocianina nio contribuiu para melhorar a
hidrofilicidade das nanofibras de curcumina. Desta forma, as concentracoes adicionadas do
pigmento ndo foram suficientes para modificar essa caracteristica dos nanomateriais.

Contudo, as fibras de PCL/PEO com 2% (m v'!) de quercetina tanto na adicdo de
0,5 como 1% (m v'!) de ficocianina apresentaram elevado carater hidrofilico, representado
pela auséncia de gota na superficie da membrana. Isso pode ter ocorrido devido a este
flavondide possuir comportamento anfifilico, pois apresenta em sua estrutura molecular cinco
grupos hidroxil, porcdo polar, e trés anéis fendlicos, por¢do apolar (CODORNIU-
HERNANDEZ et al., 2003). Com isso, pode ter sido possivel a criagdo de ligagcdes de
hidrogénio entre o PEO e a quercetina o que contribuiu para reducao do carater hidrofobico

das nanofibras.
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Figura 3 — Imagem da gota formada na andlise de angulo de contato sobre a superficie das
nanofibras de PCL/PEO em m v'! (a) sem corantes naturais; e com (b) 1,0% ficocianina; (c)
2,0% ficocianina; (d) 2% curcumina; (e) 2% curcumina + 0,5% ficocianina; (f) 2% curcumina

+ 1,0% ficocianina.

(2) (b) (©)
(d) (e) ®

As nanofibras com 1% (m v'') de ficocianina apresentaram carater hidrofilico,

84,8 + 0,3° e com 2% (m v') de ficocianina (95,4 = 0,2°) obteve cariter levemente
hidrofobico. Segundo Wenzel (1936), o angulo de contato formado da gota de agua com a
superficie da nanofibra tende a ser menor com o aumento da rugosidade da superficie, quando
essa ¢ composta de substancias hidrofilicas, como o PEO e a ficocianina. O carater levemente
hidrofébico ¢ indicado quando deseja aplicar o material como indicador de tempo-pH em
alimentos liquidos ou semissolidos. Assim, € possivel que o indicador entre em contato com o
produto e ocorra alteragdao de cor, dependendo do pH do meio, sem que ocorra a liberacao do

corante para o alimento.

3.3 PARAMETROS DE COR DAS NANOFIBRAS

A partir da andlise de diferenca de coloragdo (AE), foi possivel observar que em
todas as fibras com quercetina os compostos ficaram adsorvidos na matriz polimérica,
resultando na liberagdo do pigmento para o meio tampao (1 ao 10). A liberacdo pode ter
ocorrido devido a quercetina nao ter sido totalmente solubilizada na solugao de cloroféormio e
agua, devido ao carater hidrofobico da molécula. Assim, devido ao elevado didmetro e

liberagdo do corante essa condicdo foi desconsiderada para a analise de cinética.
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As nanofibras de PCL/PEO desenvolvidas com 2% (m v'!) de curcumina, quando
colocadas em contato com tampao pH (1 ao 10), apresentaram variagdao de cor de 1,5 a 66,8
(Apéndice 1). Enquanto as matrizes poliméricas adicionadas de 2% de curcumina com 0,5% e
1% (m v'') de ficocianina, apresentaram faixa de AE entre 3,2 a 71,7 (Tabela 2) e entre 2,1 a
72,2, respectivamente. As nanofibras poliméricas produzidas com 1% (m v'!) de ficocianina
obtiveram repostas de AE entre 2,1 a 21,2, e na adi¢do de 2% (m v!) de ficocianina obteve-se
variacao de cor entre 1,3 a 28,8, quando colocadas em contato com solugdes com diferentes

pHs.

Tabela 2 - Mudanca de cor (AE) das membranas poliméricas de PCL/PEO adicionadas de 2%

(m v'!) de curcumina + 0,5% (m v'!) de ficocianina e 2% (m v!) de ficocianina em diferentes

pHs.
pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cor
correspondente
2% (m v') de Curcumina + 0,5% (m v!) de Ficocianina

1 - 432 39 40,6 10,8 253 41,0 48 70,2 33,7
2 46,3 4,6 332 189 32 450 27,2 26,0
3 43,5 13,4 28,0 440 45 73,3 357
4 302 15,7 22 42,1 30,1 222
5 14,7 30,8 12,1 60,1 242
6 16,4 26,6 456 174
7 42,5 294 228
8 71,7 325
9 46,5

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cor -

correspondente
2% (m v!) de Ficocianina

1 - 23,1 288 242 21,1 229 21,0 20,5 24,5 185
2 12,6 12,0 10,6 12,5 148 155 163 159
3 89 114 68 10,0 10,8 82 13,0
4 3,7 6,5 5,2 6,5 4,6 8,0
5 8,5 43 52 6,2 6,1
6 3,5 4,5 3,9 6,2
7 1,3 3,6 3,2
8 4,1 2,8
9 6,5
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Contudo, as deterioragdes em alimentos pereciveis, como suco de frutas e
produtos carneos ocorrem nas faixas de pH 2 ao 7. A faixa de pH 6tima caracteristica de
sucos de frutas citricas varia entre 3,6 a 4,0. Entretanto, se houver contaminagdo pelas
bactérias Lactobacillus e/ou Leuconostoc o produto da degradacdo ¢ o diacetil, que induz odor
forte e sabor desagradavel ao suco, o CO; e 4cido latico, ocorrendo diminui¢cdo do pH do
meio (VEGARA et al., 2014). Segundo Kuswandi e Nurfawaidi (2014), a deterioracdo de
carnes ocorre entre pH 5,6 a 6,2.

Neste contexto, quando analisado as nanofibras de PCL/PEO com 2% (m v'!) de
curcumina as respostas de AE ficaram entre 1,5 a 5,8. Para as nanofibras poliméricas com 2%
(m v'!) de curcumina com 1% (m v!) de ficocianina, foram encontrados AE entre 6,4 a 37.
Quando comparado com os resultados individuais de cada parametro de interacdo de pH, as
nanofibras desenvolvidas com PCL/PEO adicionadas de 2% de curcumina e 0,5% (m v'!) de
ficocianina obtiveram até 66,7% dos resultados de AE superiores que as demais condigdes
com 2% (m v'!') de curcumina, com (1%, m v'!) e sem adi¢do de ficocianina. Esta observacio
evidencia que as nanofibras de PCL/PEO produzidas com 2% de curcumina adicionadas de
0,5% (m v') de ficocianina, sdo alternativas promissoras para aplicagdo como sistemas
indicadores de variagdo de cor. O mesmo ocorreu com as nanofibras de PCL/PEO
desenvolvidas com 2% (m v'!) de ficocianina, que obtiveram 60% dos resultados de AE
superiores a condi¢do de nanofibras produzidas com 1% (m v'') do pigmento microalgal.

Segundo Mokrzycki e Tatol (2011), valores de AE menores que 1 o observador
ndo detecta diferenca de cor. Em valores entre 1 e 2, apenas observadores treinados podem
detectar a diferenga. Para resposta de AE entre 2 e 3,5, observadores inexperientes percebem
pequena diferenga de cor e, entre 3,5 e 5 a diferenga de cor tona-se perceptivel. De acordo
com Tassanawat et al. (2007), valores de AE superiores a 12 indicam diferenca absoluta de
cor pelo olho humano. A maioria (80%) dos valores de AE > 12,1 foram encontradas para as
nanofibras de PCL/PEO adicionadas de 2% de curcumina com 0,5% (m v') de ficocianina,
sendo a maioria dos valores totalmente perceptiveis ao observador (Tabela 2). Para as
nanofibras poliméricas adicionadas com 2% (m v'') de ficocianina os valores de AE > 12 foi
de 33,3%, porém valores entre 3,5 > AE < 11,4 foi 66,7% dos resultados obtidos, sendo que
nesta faixa observadores percebem a diferenciagdo de cor.

E possivel observar na Tabela 2 que a coloragio das nanofibras PCL/PEO
adicionadas de 2% de curcumina com 0,5% (m v'') de ficocianina, a mudanca de coloragio
foi mais perceptivel nos pHs 1, 2, 7, 8, 9 e 10. Essa observacdo pode estar relacionada a

estabilidade da molécula de curcumina, que nesta condi¢ao ¢ a maior por¢ao de pigmento na
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solugdo polimérica, ser entre os pHs 3 a 7 sendo que nos demais pHs o biocomposto ¢
facilmente degradado (WANG et al.,1997).

As nanofibras de PCL/PEO contendo 2% (m v!) de ficocianina apresentaram
melhores resultados de diferenciacdo de cor (Figura Tabela 2) nas faixas de pH analisadas,
quando comparada as demais nanofibras desenvolvidas. Pois, segundo Chaiklahan,
Chirasuwan e Bunnag (2012), a estabilidade maxima da ficocianina a temperatura ambiente ¢
na faixa de pH 5,5-6,0. Desta forma, para uso como corante natural na aplicagdo como
indicadores colorimétricos, a instabilidade da ficocianina frente a amplo intervalo de pH ¢
vantajosa, ja que a degradagdo da molécula é responsavel pela variacdo da cor. Assim, com
base nestes resultados, os indicadores desenvolvidos com nanofibras de PCL/PEO contendo
2% (m v!) de ficocianina e nanofibras de PCL/PEO contendo 2% (m v'') de curcumina com
0,5% (m v!) de ficocianina, foram escolhidos para avaliagio quanto a estabilidade e

amplitude da cor através das analises de cinética.

3.4 CINETICA DE VARIACAO DE COR DAS NANOFIBRAS

O indicador obtido com nanofibras de PCL/PEO adicionado com 2% (m v'!) de
curcumina e 0,5% (m v'!) de ficocianina apresentou declinio da curva, apos aproximadamente
15 h de exposi¢do nas solucdes tampao (2 ao 7). Essa observacdo representa a perda da
eficiéncia de cor, que € caracterizado pela liberagdo do pigmento da nanofibra para o meio
externo (Figura 4). Isso pode ter ocorrido, devido ao grau de correlacao entre o indice de
polaridade das solugdes tampao com a capacidade de solubilizacdio dos pigmentos. O
indicador colorimétrico produzido a partir de nanofibras de PCL/PEO adicionados de 2% (m
v'!) de ficocianina, apresentou perfil colorimétrico crescente por, aproximadamente, 20 h de
analise onde apds a coloracdo manteve-se estavel. Esse resultado € promissor quando deseja-
se aplicar o nanomaterial como embalagem inteligente, pois a nanofibra desenvolvida com
2% (m v!) de ficocianina ndo perdeu o potencial colorimétrico, bem como o pigmento
microalgal ndo permeou pelos poros da matriz polimérica nas 24 h em que esteve exposto no
meio tampado. Além disso, o aumento do perfil colorimétrico, com posterior estabilizagdo,
aumenta a percepc¢ao da cor (AE) pelo consumidor (KUNTZLER et al., 2020).

Outro ponto importante na avaliagdo de sistema indicadores ¢ a maxima
amplitude dos resultados de AE, entre os diferentes pHs. Observou-se durante analise de
cinética que os indicadores de PCL/PEO com 2% (m v'') de ficocianina obtiveram respostas

de amplitude de AE entre 0,22 + 0,1 a 17,26 &+ 3,4, nas faixas de pH 2 ao 7.
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Figura 4 — Cinética de variacdo de cor para as condi¢des de nanofibra de PCL/PEO com (m

v'1) (®) 2% ficocianina e (7)) 2% curcumina + 0,5% ficocianina em diferente solugdes de pH

(@) 2;(b) 3;(c) 4;(d) 5;(e) 6 e (D) 7.
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Estes resultados quando comparados aos valores obtidos com o indicador

desenvolvido com 2% de curcumina e 0,5% (m v'!) de ficocianina, amplitude da AE 0,65 +
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0,06 a 12,74 £+ 1,6, foram superiores. Essa observacao evidencia que as nanofibras com 2%
(m v'!) de ficocianina apresentam maior espectro de variacdo de cor nas faixas de pH 2 ao 7,
permitindo que consumidores inexperientes diferencie com facilidade a coloragao do
indicador. E possivel observar que nas nanofibras de PCL/PEO com 2% (m v') de ficocianina
apresentaram valores de AE > 5 em, aproximadamente, 5 h de exposi¢@o nas solu¢des tampao.
As nanofibras poliméricas com 2% de curcumina e 0,5% (m v'!) de ficocianina essa condigio
foi obtida apos, aproximadamente, 6 h de exposi¢ao das nanofibras nas solugdes tampao.

Essas observagdes evidenciam que os indicadores desenvolvidos sdo capazes de
evidenciar alteragdes fisico-quimicas que podem ocorrer em alimentos pereciveis. Que sdo
decorrentes das atividades de degradagdo que acontecem em menos de 24h, quando os
alimentos sdo armazenados fora das condigdes Otimas. A carne bovina possui pH ideal de
aproximadamente 5,5 e carne de frango aproximadamente 5,7. Contudo, fora das condigdes
ideais de armazenamento os processos microbioldgicos sdo acelerados, fazendo com que o
valore de pH da carne deteriorada atinja aproximadamente 7,2 (HOPKINS et al., 2014;
SANFELICE et al, 2010). Em carne de pescado mantidas em condi¢des ideais de
armazenamento o pH o6timo ¢ de aproximadamente 5,8 e a deteriora¢do, quando exposto a
temperatura ambiente, ocorre em apenas 22 h elevando o pH para 6,9 (KUSWANDI et al.,
2012). Frutas citricas, como por exemplo amoras, em condi¢des 6timas de armazenamento
possui prazo de validade de 5 a 15 dias. No entanto, a vida util dessa fruta pode ser de 1 dia
quando mantida a temperaturas superiores a 10 © C (NUNES et al., 2014).

Assim, o indicador colorimétrico desenvolvido a partir de nanofibras de PCL/PEO
com 2% (m v'!) de ficocianina torna-se alternativa promissora no monitoramento da qualidade
de alimentos pereciveis, pois ¢ capaz de estimar visualmente as mudangas de pH ao longo

tempo sem perder a eficiéncia de coloragao.

4 CONCLUSAO

Indicadores colorimétricos a partir de nanofibras de PCL/PEO contendo 2% (m v
1) de ficocianina foram desenvolvidos, apresentando didmetro médio de 899 nm. Esses
nanomateriais apresentaram perfil colorimétrico crescente em 20 h de exposi¢ao as solucdes
tampao (pH 2 ao 7), com posterior estabilidade da cor, apresentando méaxima amplitude de
AE, entre 0,22 £ 0,1 a 17,26 + 3,4.

Também foi possivel observar que nas nanofibras de PCL/PEO com 2% (m v!)

de ficocianina apresentaram valores de AE > 5 em, aproximadamente, 5 h de exposi¢do nas



71

solugdes tampao. Estes valores evidenciam que os sistemas indicadores desenvolvidos sdo
capazes de monitorar a vida 1util de alimentos pereciveis, pois o tempo no qual alimentos
pereciveis, fora das condigdes ideias de armazenamento, comegam a degradar-se ¢ de menos
24 h. Além disso, a variagdo de cor das nanofibras com 2% (m v'!) de ficocianina foram > 12,
apresentando mudanga de cor absolutamente perceptivel a olho nu. Assim, as nanofibras
desenvolvidas com 13% de PCL e 6% (m v') de PEO com adi¢io de 2% (m v!) de
ficocianina, tornam-se alternativa promissora quando deseja-se desenvolver embalagens
inteligentes com rapida resposta as variagdes fisico-quimicas dos alimentos, através do

pigmento microalgal que ¢ atdxico ao alimento, meio ambiente e consumidor.
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ARTIGO 2

POTENCIAL DE IRREVERSIBILIDADE DE COR DOS INDICADORES
COLORIMETRICOS DE NANOFIBRAS CONTENDO FICOCIANINA
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RESUMO

O desenvolvimento de indicadores colorimétricos utilizando nanofibras permite resposta
rapida, frente as alteragdes fisico-quimicas do alimento. Isso ocorre devido a grande area
superficial destes nanomateriais ¢ a possibilidade em adicionar corantes naturais, como a
ficocianina, que altera a coloracdo de acordo com a variagdo de pH. Assim, o objetivo do
estudo foi desenvolver membranas indicadoras de pH a partir de nanofibras poliméricas com
ficocianina, avaliando a irreversibilidade do sistema. As solu¢des poliméricas foram
preparadas com 13% (m v'!') policaprolactona (PCL), 6% (m v'') de poli (oxietileno) (PEO),
variando as concentra¢des de ficocianina em 0,5, 1 ¢ 2% (m v'!) de ficocianina, tendo como
solvente cloroféormio e agua destilada (8:2). A técnica de electrospinning foi utilizada para
formacao das nanofibras poliméricas. As nanofibras de 13% de PCL e 6% de PEO com 2%
(m v'!) de ficocianina quando testadas em tampdes de pH na faixa de 3-4 e 5-6 apresentaram
valores de variagio de cor > 8,5. Assim, as nanofibras de PCL/PEO contendo 2% (m v'!) de
ficocianina tornam-se alternativa promissora para aplicacdo dos indicadores em embalagens
para o monitoramento da viabilidade de alimentos.

Palavras-chave: electrospinning; embalagem inteligente; mudanca de cor; pigmento
microalgal

1 INTRODUCAO

A motivagdo das industrias em desenvolver sistemas inovadores para garantir a
qualidade dos alimentos ¢ resultante da combinacdo de fatores como alteragdes fisico-
quimicas e bioquimicas na matéria-prima durante o processamento € armazenamento,
adulteracdes nos processos, efeitos na saide e medidas ineficientes de controles antifraude
(KASZA et al., 2018). Sistemas inteligentes possuem papel fundamental na comunicacdo e
marketing, fornecendo feedback dinamico ao consumidor sobre a qualidade do produto
(MOHEBI; MARQUEZ, 2015; MCMILLIN, 2017), garantindo alimentos seguros, nutritivos
e livres de atividades fraudulentas.

Os sistemas indicadores devem fornecer informagdes sem ser necessario empregar
analises complexas ou equipamentos. A resposta pode ser obtida através de alteragdes de cor
em funcdo das variacdes fisico-quimicas e bioquimicas dos alimentos. Para isso, os
indicadores devem apresentar confiabilidade por meio de reagdes indicadoras irreversiveis, a
fim de evitar resultados falso-negativos causados por embalagens ou alimentos que sofreram
adulteracdes (MOHEBI; MARQUEZ, 2015; MCMILLIN, 2017).

As embalagens inteligentes contendo indicadores podem ser produzidas através de
processos nanotecnoldgicos. O electrospinning é uma técnica que permite obter nanofibras

semipermedveis. Uma das principais vantagens do uso desses nanomateriais para aplicacdo
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como indicadores ¢ devido a sua elevada area superficial. Assim, biomoléculas sdo
imobilizadas, aumentando o nimero de sitios reacionais disponiveis para interagdo com a
espécie alvo. Logo, as nanofibras tornam-se adequadas para o desenvolvimento de
indicadores que auxiliam na deteccdo de mudangas fisico-quimicas que ocorrem nos
alimentos (BATOOL et al., 2019).

Para desenvolver sistemas indicadores a partir de nanofibras ¢ necessario que os
componentes como polimeros e corantes sejam atoxicos € compativeis com os alimentos.
Assim, biomoléculas com propriedade fluorescente como a ficocianina podem ser
incorporadas nesses materiais. Este pigmento organico natural hidrossoluvel extraido da
microalga Spirulina pode ter a sua coloracdo alterada de acordo com a temperatura e pH em
que ¢ exposta (KUSWANDI et al., 2014; JANJARASSKUL e SUPPAKUL, 2017).

Neste contexto, o trabalho desenvolvido apresenta inovagdo na pesquisa
cientifica, uma vez que ha poucos estudos que referenciem o potencial de nanofibras para
aplicacdo em alimentos. Além disso, os estudos nao avaliam se os indicadores de pH
desenvolvidos garantem a deteccdo de fraudes alimentares nas industrias. Assim, o objetivo
do estudo foi desenvolver membranas indicadoras de pH a partir de nanofibras poliméricas

com ficocianina, avaliando a irreversibilidade do sistema.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Os polimeros utilizados foram poli (6xido de etileno) (PEO) (massa molar 600 g
mol ™) e policaprolactona (PCL) (massa molar 80.000 g mol!) obtidos da empresa Sigma-
Aldrich® (Estados Unidos) e ficocianina comercial (Zhejiang Binmei Biotechnology, China).

Os solventes utilizados foram cloroférmio e agua destilada.

2.2 SOLUCOES POLIMERICAS E PARAMETROS DO ELECTROSPINNING

Experimentos preliminares foram realizados com 1% (m v') de ficocianina em
diferentes concentracdes poliméricas, como 13% PCL com 3 e 6% (m v'!) de PEO, e solucdes
somente com 13% (m v'!') de PCL e PEO também foram preparadas. Para o preparo dessas
solucdoes foi utilizado cloroférmio:dgua destilada (8:2), e posteriormente, foram
homogeneizadas em agitador magnético (Fisatom, Brasil) por 24 h a temperatura ambiente

(19 £ 1 °C). Apos definir a formulacao da matriz polimérica, a concentracao de ficocianina foi
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avaliada em 0,5, e 2%. As solucdes foram preparadas em cloroférmio: dgua destilada (8:2),
com homogeneizacao em agitador magnético por 24 h a temperatura ambiente (19 = 1 °C).

Os parametros utilizados no processo de electrospinning foram o potencial
elétrico de 15 kV, taxa de alimentacdo da solu¢do de 600 uL h'!, capilar com didmetro 0,45
mm, distancia do coletor rotatdrio ao capilar de 15 cm e rotagdes de 180 rpm (MOREIRA et

al, 2018). O processo foi conduzido a 19 + 1 °C e umidade relativa de 49 + 2%.

Para avaliar a viscosidade das solu¢des poliméricas foi utilizado redmetro
(Brookfield DV-III Ultra Programmable Rheometer, Estados Unidos), a partir de 0,5 mL de

cada solugao de blenda polimérica com ficocianina.

2.3 MORFOLOGIA E DIAMETRO MEDIO

A morfologia das nanofibras foi analisada utilizando microscépio eletronico de
varredura (MEV) (JEOL, JSM-6610 LV, Japao) com tensdo de aceleragdo de 10 kV. As
amostras foram recobertas com ouro (20 nm) utilizando o metalizador diiode sputtering
(ASTM E986-04, 2010). O diametro médio das nanofibras foi determinado através da medida
de 30 pontos diferentes na imagem obtida pelo MEV e analisada pelo software de

processamento de imagem (Image J, NIH, Bethesda, MD, EUA).

2.4 ANALISES TERMICAS

A medida da estabilidade térmica das nanofibras, polimeros e ficocianina, assim
como avaliagdo do conteudo de solvente residual foram realizados em analisador
termogravimétrico (Shimadzu DTG-60, Japao) de acordo com a metodologia ASTM D3850-

12 (2013). As anélises foram conduzidas a 30°C até alcancar 500°C, em atmosfera inerte de

1 1

nitrogénio, com fluxo de 30 mL min™ e taxa de aquecimento constante de 10°C min™,
utilizando 2 a 6 mg de amostra.

Para determinagao da temperatura de fusdo da ficocianina, polimeros e nanofibras
foi utilizado calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu DSC-60, Japao). Cerca de 4 mg
de cada amostra foram colocadas em céapsulas de aluminio com tampa, sob atmosfera de
nitrogénio e fluxo de 50 mL min™'. As analises foram conduzidas a 30°C até alcancarem 180
°C, com razdo de aquecimento de 10 °C min™!, de acordo com ASTM (American Society for

Testing and Materials).
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2.5 MOLHABILIDADE DAS NANOFIBRAS

A hidrofilicidade e hidrofobicidade das nanofibras foram avaliadas pela anélise do
angulo de contato utilizando microscépio digital Blue (x60), no qual uma gota de agua
destilada foi colocada sobre a superficie das nanofibras. A partir do software Surftens 3.0,
cinco medi¢des de angulo de cada imagem foram realizadas utilizando cinco pontos de
medicao dispostos ao redor da gota (FOMBUENA et al., 2013). Os resultados foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey (p >

0,05).

2.6 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DA FICOCIANINA NAS NANOFIBRAS

Para avaliar a eficiéncia de encapsulagdo (EE) da ficocianina em nanofibras com
morfologia uniforme, 10 mg de nanofibras com adi¢@o de ficocianina foram solubilizadas em
4 mL de agua destilada. A fim de liberar a ficocianina encapsulada no meio aquoso, as
membranas foram agitadas em vortex por 15 min. A absorbancia foi obtida em
espectrofotometro (Q898DRM, Quimis, Brasil) a 615 nm (A615) e 652 nm (A652), ¢ a
concentragio de ficocianina (FC, mg mL™) foi determinada de acordo com a Equacdo 1

(BENNET e BOGORAD, 1971).

= (Ag15-0.474 X Agsy) )

F 5,34

A EE (%, w w!) foi calculada pela razdo de massa de ficocianina encapsulada em
I mL da solugdo de polimero e a massa total de ficocianina adicionada na solugdo de

polimero no inicio do processo de electrospinning (ZHU et al., 2015).

2.7 PARAMETROS DE COR DAS NANOFIBRAS

As nanofibras com ficocianina foram cortadas nas dimensdes de 2 x 2 cm e
imersas em aproximadamente 20 mL de solugdes tampao (pH 1 a 10) a 20 °C = 1 °C, por
aproximadamente 2 min. A cor foi avaliada utilizando colorimetro (Minolta, CR400, Japao).
Os dados obtidos foram: L* que indica a luminosidade da amostra e varia de 0 (preto) a 100

(branco); coordenadas de croma a* variando de verde (-) a vermelho (+); e croma b* variando
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azul (-) para amarelo (+). Os resultados de L*, a* e b* foram utilizados para o céalculo da

mudanga de cor (AE) de acordo com a Equacao 2 (PRIETTO et al., 2017).

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]'2 )

2.8 AVALIACAO DA IRREVERSIBILIDADE DE COR DAS NANOFIBRAS

As nanofibras foram imersas em aproximadamente 20 mL de solugdes tampao
(pH 3 ao 6), por aproximadamente 2 min a 20 °C £ 1 °C. Para avaliar a irreversibilidade do
sistema referente a interacdo pH 3 com 4, a membrana de nanofibras foi imergida em pH 3,
posteriormente retirada da solucdo tampdo e mergulhada em pH 4, seguido de imersdo
novamente em pH 3. Apos cada imersdo, as membranas foram avaliadas quanto a variacdo de
cor (AE) (Equagdo 2). Também foram avaliadas as variagcdes de coloracdo com as interacdes

entre os pH 4 com 5 e pH 5 com 6.

3 RESULTADO E DISCUSSAO ,
3.1 DEFINICAO DA CONCENTRACAO POLIMERICA DAS SOLUCOES

Testes preliminares foram realizados para defini¢do da concentra¢do da solugdo
polimérica para obtencdo de matrizes uniformes. Assim, ao utilizar 13% (m v!) PEO no
preparo da solugdo polimérica, nanofibras desuniformes foram formadas (Figura la). A
formagdo desses nanomateriais pode estar associada a concentragdo do polimero em solugao,
onde ndo foi possivel obter adequado de emaranhamento entre as cadeias poliméricas,
possivelmente pela baixa carga elétrica da solu¢do. Assim, a gota na ponta do capilar nao
apresentou forca de repulsdo suficiente para superar sua tensdo superficial para formacgao do
jato de fibra (WEI, 2012).

Nanofibras foram desenvolvidas com 13% PCL (Figura 1b), 13% PCL/3% PEO
(Figura 1c) e 13% PCL/6% PEO (Figura 1d). A melhor condi¢do testada que obteve
nanofibras uniformes foi de 13% PCL/6% PEO, a qual apresentou diametro médio de 909 +
103 nm. Isso pode ter ocorrido devido a viscosidade da solucdo, que contribuiu para que ndo

ocorresse rompimento do jato em goticulas.
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Figura 1 — Nanofibras desenvolvidas em diferentes concentra¢des poliméricas para testes
preliminares com 1% (m v'!) de ficocianina e (a) 13% PEO; (b) 13% PCL; (c) 13% PCL / 3%
PEO e; (d) 13% PCL / 6% PEO.

3.2 MORFOLOGIA, DIAMETRO, VISCOSIDADE E EFICIENCIA DE
ENCAPSULAMENTO (EE)

As nanofibras desenvolvidas com 13%PCL / 6%PEO sem ficocianina
apresentaram morfologia uniforme, com didmetro médio de 363 + 33 nm (Figura 2a). Quando
adicionado ficocianina a blenda polimérica de PCL/PEO, foi possivel observar reducdo do
didmetro médio das nanofibras. Quanto maior a adi¢io do biocomposto (2%, m v'!), menor
foi o didmetro da nanofibra (875 + 103 nm) (Figura 2d). No incremento de 2% (m v'') de
ficocianina nanofibras longas e uniformes sem a formagao de gotas foram obtidas, quando
comparada as demais condi¢des (0,5 e 1% m v'! de ficocianina), com didmetro médio de 3307
+ 277 ¢ 909 = 103 nm respectivamente. A reducao no didmetro das fibras poliméricas com

maiores adi¢des de ficocianina também foi observada por Moreira et al. (2018). Essa redugao
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provavelmente ocorreu devido ao aumento do peso do jato de polimero, a medida que ele foi
expulso da ponta do capilar. Como resultado, a solucdo polimérica foi submetida a maior
alongamento, produzindo fibras mais finas do que as preparadas nas menores concentragdes

de ficocianina (WU, 1987).

Figura 2 — Morfologia das nanofibras de 13% PCL/6% PEO desenvolvidas com (a) 0%; (b)
0,5%; (c) 1% e (d) 2% (m v'!) de ficocianina.

A adi¢do de PEO ¢ comumente utilizada a fim de superar a dificuldade de
emanharamento das cadeias de solugdes com proteina para formacao de nanofibras (WANG
et al., 2013). O PCL ¢ um polimero hidrofobico e a sua interagdo com PEO e ficocianina
contribui para produzir nanofibras com propriedade menos hidrofébica, quando comparado a
nanomateriais desenvolvidos somente com PCL. Estas caracteristicas torna a utilizacdo de
nanofibras de PCL/PEO com adicdo de ficocianina alternativa promissora para utilizagdo em

embalagens de alimentos, pois permite controlada atividade de 4gua dos nanomateriais.
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O aumento na viscosidade da solucao, devido a maior concentragao de ficocianina
observada neste estudo, que foi de 1,21 £0,02 ¢ 0,22 + 0,03 Pa s para solu¢des de PCL / PEO
com 2% e 1% (m v'') de ficocianina, respectivamente. O mesmo foi verificado por Moreira et
al. (2019), que evidenciaram aumento da viscosidade ao incrementar a concentracdo de
proteina na solu¢do polimérica. De acordo com Felice et al. (2015), viscosidades mais
elevadas contribuem para o emaranhamento da cadeia polimérica, o que dificulta a quebra do
jato em particulas ou a formacao de gotas devido ao aumento da tensao superficial da solugao.
Além disso, a ficocianina permite alta interagdo com as cadeias poliméricas, o que minimiza
as instabilidades do fluido na ponta do capilar para formar nanofibras (WANG et al., 2013).

A blenda polimérica ¢ formada por liga¢cdes de hidrogénio, o que contribui para
melhor eficiéncia de encapsulamento da ficocianina. A eficiéncia de encapsulamento (EE) da
ficocianina nas nanofibras de PCL/PEO com 0,5, 1 € 2% (m v'') do biocomposto foi 97,7;
97,8 e 91,7%, respectivamente. Este resultado superou valores obtidos por Moreira et al.
(2018), que produziram nanofibras de PLA/PEO com 2 e 3% (m v'!') de ficocianina e
encontraram EE de 80,7 e 71,4%, respectivamente. Em outro estudo, Khodir et al. (2018)
produziram nanofibras com PCL e coldgeno adicionando 3% (m v'') de sulfato de
gentamicina e alcancaram EE de 81,1% na matriz polimérica. Assim, ¢ possivel evidenciar
que a técnica de electrospinning utilizada para a produgao das nanofibras mostrou-se eficiente
no encapsulamento da ficocianina na matriz polimérica.

Além disso, a técnica de electrospinning apresenta vantagens quando comparada
com outras técnicas tradicionais de encapsulamento, tais como spraydrying, coacervacao ou
gelificagdo i6nica. O electrospinning nao utiliza altas temperaturas durante o processo, o que
contribui para a estabilidade dos compostos ativos. Desta forma, a ficocianina ndo ¢
desnaturada e fica protegida da luz, preservando a atividade para aplicagdo em embalagens
ativas e/ou inteligentes. O processo também permite a obten¢ao de materiais com elevada area
superficial, didmetros na escala nanométrica, com alta eficiéncia de encapsulacdo

(ACEITUNO-MEDINA et al., 2015).

3.3 PROPRIEDADES TERMICAS E MOLHABILIDADE DAS NANOFIBRAS

Na andlise termogravimétrica observou-se que a partir de 100 °C as amostras
estabilizaram-se, devido a evaporacao total do cloroformio, dgua livre e dgua ligada. Para as
amostras de nanofibras com adi¢do de ficocianina, as maiores perdas de peso foram

observadas na faixa de 412 a 421 °C. Nanofibras com 2% (m v'') de ficocianina apresentaram
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temperatura inical de degrada¢do maior, quando comparados ao PEO, PCL e ficocianina

puros (Tabela 1).

Tabela 1 - Temperatura inicial (Ti), final (Tf) e méxima (Tm) de degradagdo, temperatura de

fusdo (Tfs) dos polimeros, ficocianina (Fc) e das nanofibras de PCL/PEO com ficocianina.

Amostra Ti (°C) Tr(°C) Tm(°C) Tss (°C)
PCL 379,7 426,2 404,8 59,0
PEO 342,0 407,4 376,7 69,3
Fc 237,7 352.,8 290,8 59,0
Nanofibras de PCL/PEO 401,9 379.,4 4252 58,7
Nanofibras de PCL/PEO com 0,5% Fc 379,5 421,1 400,2 57,1
Nanofibras de PCL/PEO com 1% Fc 377,1 418,8 398,3 57,2
Nanofibras de PCL/PEO com 2% Fc 399,3 412,8 392,7 56,4

O encapsulamento da ficocianina em nanofibras de PCL/PEO contribuiu para a
estabilidade térmica do pigmento. Além disso, observou-se que a maior concentracdo de
ficocianina (2%, m v'!) na solugdio polimérica apresentou maior estabilidade térmica, quando
comparada as demais adi¢des nas nanofibras. Isto pode ser atribuido devido as interagdes do
PEO e ficocianina com a agua constituida na solugdo. Segundo Figueira et al. (2016), as
naturezas hidrofilicas dos materiais ocasionam mudanca estrutural nas moléculas de agua na
interface polimero- ficocianina -meio aquoso, aumentando a estabilidade térmica do corante
natural.

Para as nanofibras de PCL/PEO desenvolvidas com adi¢do de 0,5 e 1% (m v'!) de
ficocianina, observou-se decomposicao secundaria mais acentuada entre 377 °C a 400 °C.
Essa afirmagdo pode ser associada a degradacdo proteica e a redug@o na estabilidade térmica,
causada pela ruptura das ligacdes intermoleculares de baixa energia que mantém a
conformagdo da proteina. Todas a nanofibras desenvolvidas com ficocianina apresentaram
temperaturas de degradagdo superiores as do PEO, demonstrando que a hidratagdo do
polimero com ficocianina para o desenvolvimento de nanofibras torna a estrutura do polimero
mais estavel. Isto pode ser explicado devido ao encapsulametento, que permite melhor adesao
da ficocianina e da matriz polimérica e a difusdo de produtos de decomposicao volateis,
resultando na incorporacdo homogénea da ficocianina na nanofibra (ABDOLMOHAMMADI
etal., 2012).
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A entalpia estéd relacionada a quantidade de energia liberada pelas amostras para
que ocorra mudanga de estado. Essa alteracdo pode ser observada no resfriamento, onde as
nanofibras de PCL/PEO com 0,5, 1 € 2% (m v'!) de ficocianina apresentaram liberacdo de
calor de cristalizacdo e entalpia de 10,4 °C e -3,5J g, 13.4°Ce-66J g' 150°Ce -88 J g,
respectivamente. De acordo com os dados da analise de DSC, apenas um pico expressivo de
transi¢ao foi apresentado para as amostras de PCL, PEO e ficocianina puros e das nanofibras
obtidas. Além disso, eventos associados a eliminacdo de volateis (~ 60 ¢ 100 °C) foram
observados. Também foi possivel observar que a temperatura de fusdo apresentou redugdo
quando maior foi o incremento de ficocianina. Este fato pode estar associado a presenga de
fragmentos de proteinas que possuem degrada¢do abaixo da Tg de PCL (~ 59 °C),
consequéncia de processos de baixa energia como ruptura de ligacdes, decomposi¢do e
volatilizacdo dos solventes presentes nas amostras (GONCALVES et al., 2017).

A molhabilidade ¢ a capacidade do liquido de manter contato com a superficie
solida, resultante de interagdes intermoleculares quando os dois sdo aproximados. Assim, foi
possivel afirmar que nao houve influéncia da concentragdo de ficocianina adicionada as

nanofibras de PCL/PEO para este parametro (Figura 3).

Figura 3 - Angulo de contato e imagem da gota formada sobre a superficie das nanofibras de

PCL/PEO com adigao de ficocianina em (a) 0%; (b) 0,5%; (c) 1% e (d) 2%.

(a) (b)
(©) (d)
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O aumento da molhabilidade pode ser 1til para aplicacdes em indicadores de
embalagem de alimentos para facilitar a difusdo de H" ou OH na membrana, permitindo que
esses ions interajam com a ficocianina, gerando resposta de cor rapida como fun¢ao do pH
(PRIETTO et al., 2017). Segundo Yuan e Lee (2013), materiais que apresentam angulos de
contato acima de 90° sdo considerados hidrofobicos, desfavorecendo o umedecimento da
superficie e formando uma gota de liquido compacta. Este comportamento foi observado mais
expressivamente nas nanofibras sem e com adi¢dao de 0,5% de ficocianina, 104,2 + 4,08° ¢
110,9 £+ 7,45° respectivamente. Essas respostas foram obtidas possivelmente devido a amostra
ser constituida, em maior parte, pelo polimero PCL, que possui cardter naturalmente
hidrofobico e esta caracteristica foi mantida nas nanofibras.

O angulo de contato para as nanofibras poliméricas adicionadas de 1 € 2% (m v'!)
evidenciou carater hidrofobico, 90,0 £ 5,22° ¢ 93,9 + 1,62°, respectivamente. No entanto, com
as maiores concentragdes do pigmento houve diminuicdo no angulo de contato de ambas
nanofibras (Figura 3c e 3d), quando comparada com o nanomaterial desenvolvido sem (Figura
3a) e com 0,5% (Figura 3b) de ficocianina. As ligagdes de hidrogénio entre o PEO e a
ficocianina contribuiram para a reducdo do caricter hidrofobico da nanofibra. Segundo
Wenzel (1936), o angulo de contato formado ente a gota de agua com a superficie da
nanofibra tende a ser menor quando colocado em superficies com elevada rugosidade e

quando ¢ composto de substancias hidrofilicas, como PEO e ficocianina.

3.4 PARAMETROS DE COR DAS NANOFIBRAS

As nanofibras de PCL/PEO com adi¢do de 0,5, 1 e 2% (m v!) de ficocianina
apresentaram respostas positivas quanto a percep¢do de mudanga de cor (AE) (Tabela 2). De
acordo com Tassanawat et al. (2007), valores de AE superiores a 5 indicam mudangas
perceptiveis na coloragdo pelo olho humano, sendo que valores maiores que 12 indicam
diferenca absoluta de cor. A maioria (71,1%) dos valores de AE > 5 foram encontradas para as
nanofibras adicionadas de 1% (m v'!) e (75,6%) 2% (m v'!) de ficocianina. O incremento de
0,5% (m v'!) de ficocianina nas solugdes de blendas poliméricas ndo apresentaram resultados
promissores nas variagdes de cor que sejam perceptiveis, quando comparada as outras duas
condi¢des. A variagdo de cor das nanofibras com 0,5% (m v'!) de ficocianina ficaram entre

1,1 e 6,3, ndo sendo promissoras para aplicagdo como indicadores colorimétricos.
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Tabela 2 - Mudanca de cor (AE) das membranas poliméricas de PCL/PEO adicionadas de

ficocianina em diferentes pHs.

pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cor
correspondente
1% (m v') de ficocianina

1 5,2 3,5 4,9 7,2 7,9 10,5 5,0 10,1 9,6
2 6,0 5.9 7,2 10,0 6,1 9,3 10,5 7.8
3 3,0 4,6 5,3 9,5 6,6 8,9 7,6
4 3.8 4,1 8,1 4,7 6,3 52
5 0,8 11,2 89 8,9 7,0
6 11,1 2,3 8,6 6,7
7 10,1 4,4 5.4
8 7,2 5,1
9 2,5

pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cor E

correspondente
2% (m v!) de ficocianina

1 5,1 10,6 6,8 7,9 10,8 10,8 45 10,6 11,5
2 6,1 7,2 7,9 7,6 8,7 10,3 10,6 124
3 8,9 114 44 6,3 9,3 11,8 12,7
4 2,7 6,5 5,2 3,6 4,3 5,2
5 8,5 7,1 3,6 3,6 3,8
6 2,9 5,6 8,6 9,0
7 3,5 6,1 6,9
8 3,2 3,5
9 2,0

Os valores de AE > a 10 foram mais evidenciados nas nanofibras com adigdo de

2% (m v'!) de ficocianina (24,4%), em comparagio com a adicdo de 1% (m v'!) (15,6%). Essa

resposta ¢ confirmada, pois quanto maior concentracdo de ficocianina e/ou maior espessura
das nanofibras os resultados de AE tendem a ser melhores (MOREIRA et al., 2018). O valor
de AE obtido para o intervalo de pH 627 foi de 11,1 quando adicionado 1% (m v-1) de
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ficocianina. Para adi¢do de 2% (m v'!) de ficocianina o AE para pH 3->4 foi de 8,9, pH 35
foi de 11,4 e para pH 526 foi de 8,5. O aumento da acidez em sucos armazenados, devido
principalmente a formag¢ao de &cido acético ou lactico, ¢ indicador de contaminagdo
microbiana por leveduras e/ou bactérias. Assim, a faixa de pH caracteristica de frutas citricas
varia entre 3,6 a 4,0 (VEGARA et al., 2014). Segundo Kuswandi e Nurfawaidi (2014), a
deterioragdo de carnes ocorre entre os pHs 5,6 a 6,2. Neste contexto, as nanofibras
desenvolvidas neste estudo sdo promissoras para atuarem como indicadores de pH para
averiguacdo da viabilidade em alimentos, como em frutas, sucos citricos e carnes, uma vez
que ha perceptivel mudanga de coloragdo com a alteragdo deste parametro na faixa de pH de

3-4,3-5 ¢ 5-6.

3.5 AVALIACAO DA IRREVERSIBILIDADE DE COR DAS NANOFIBRAS

Na transic¢ao entre o pH 324 as membranas poliméricas apresentaram variagao de
cor para as adi¢des de 1 € 2% (m v'!) de ficocianina (Figura 4). As respostas obtidas foram
promissoras, pois apresentaram diferenciacdo absoluta de cor pelo olho humano. Segundo
Mokrzycki e Tatol (2011), para valores de AE abaixo de 1, o observador ndo detecta diferenca
de cor. Para valores entre 1 e 2, apenas observadores treinados podem detectar a diferenca.
Para resposta de AE entre 2 e 3,5, observadores inexperientes também percebem a diferenca
de cor, mas entre 3,5 e 5 a diferenga de cor tonam-se perceptivel. De acordo com Tassanawat
et al. (2007), valores de AE superiores a 12 indicam diferenga absoluta de cor pelo olho
humano.

Quando avaliado a irreversibilidade (pH 4->3) das nanofibras com 1 e 2% (m v'')
do pigmento, foi possivel observar que essas membranas ndo retrocederam para a coloragdo
inicial do pH 3. Além disso, com a adi¢do de 1% (m v'!) a variacdo de cor foi imperceptivel
pelo observador, a menos que este seja treinado. Essas respostas foram favoraveis para
aplica¢do em indicadores colorimétricos, uma vez que os indicadores nessas faixas ndo podem
ser adulterados.

Para a transi¢do do pH 4 para o 5, verificou-se que para adi¢io de 1% (m v'') de
ficocianina, os AE foi inferior a 2, o que significa que a variagcdo de cor ndo ¢ perceptivel ao
observador sem treinamento. Entretanto, para adi¢do de 2% (m v'!) de ficocianina o AE foi >
3,5, evidenciando diferencga de cor, perceptivel para observadores inexperientes. A variagdo
de cor nesta faixa de pH nao foi elevada, pois a ficocianina ¢ composta por uma apoproteina

ligada a uma ficocianobilina (cromoforo), por uma ligacdo tioéter, e apresenta ponto
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isoelétrico (pl) entre 4,6 e 5,2. Assim, nessa faixa em que a ficocianina ¢ estavel ndo ocorre
alteracdo de cor (ABALDE et al., 1998; SANTIAGO-SANTOS et al., 2004).

Na transicdo do pH 5 para o 6, a adi¢do de 2% (m v'!) de ficocianina as nanofibras
acarretou em perceptivel mudanga de coloragdo (AE = 7,75). No entanto, quando aplicado
teste de irreversibilidade o AE foi de 6,13. Apesar de ndo ter retrocedido ao valor de AE
inicial, a mudanga de cor ¢ perceptivel ao olho humano e proximo ao valor obtido na transi¢ao

do pH 5 para o 6.

Figura 4 — Teste de irreversibilidade de cor (AE) das membranas de PCL/PEO nas adi¢des de
(2D 1 e (E) 2% (m v de ficocianina nos pHs 3 4 6.

3 para 4 4 para 3 4 para 5 5 para 4 5 par 6 6 para 5
pH

As respostas obtidas podem ser explicadas pela estrutura da ficocianina que inclui
uma parte proteica, €, consequentemente, a carga liquida de superficie da biomolécula pode
variar de acordo com o valor do pH do meio. Quando acima do seu pl a biomolécula ¢
carregada negativamente. Por outro lado, quando o pH ¢ inferior ao pl da biomolécula esta
apresentara carga liquida positiva. Portanto, quando a ficocianina entra em contato com o
tampao, a ligacdo formada ¢ mais fraca do que a ligacao entre ficocianina-matriz polimérica.
Entretanto, quanto maior for o valor de pH, maior ¢ a carga negativa liquida na biomolécula
até o momento que comece a desnaturacdo (FIGUEIRA et al., 2016). Estudos realizados por
Silveira et al. (2009) comprovaram que a ficocianina comegou a degradar-se em valores de
pH superiores a 7,5 a temperatura ambiente, e verificaram perda de atividade bioldgica da

biomolécula.

4 CONCLUSAO

A blenda polimérica de 13%PCL/6%PEO com 1 e 2% (m v!) de ficocianina

formaram nanofibras uniformes (didmetro de 909 e 875 nm respectivamente), apresentando
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diferenca perceptivel na mudanca de cor (AE). As nanofibras com adi¢io de 1 € 2% (m v'') de
ficocianina, tiveram 75 e 71% dos valores de AE superiores a 5, respectivamente. As
mudancas mais significativas de cor nos pHs 324, 3->5, 526 (AE> 8,5) foram obtidas
quando adicionado 2% (m v'!) de ficocianina. A faixa de transi¢io de pH que obteve
resultados promissores foi de 3 para 4, apresentando AE de 10,65 e 18,34 para as nanofibras
com adi¢io de 1 e 2% (m v!) de ficocianina, respectivamente. Em testes de irreversibilidade
da cor, ambas as membranas com as diferentes adi¢cdes de ficocianina ndo retrocederam para a
coloracdo inicial, confirmando que os indicadores ndo podem ser adulterados. Assim, as
nanofibras de 13% (m v'!) de PCL e 6% (m v'') de PEO contendo 2% (m v'') de ficocianina
tornam-se alternativa promissora para aplicacdo dos indicadores em embalagens para o

monitoramento da viabilidade de alimentos.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os indicadores colorimétricos desenvolvidos com nanofibras 13% PCL e 6% PEO
adicionadas de 2% (m v!) de ficocianina apresentaram didmetro médio de 875 nm. Essa
condi¢do apresentou carater hidrofobico, 95,4 + 0,2°, o que permitiu interacdo das solugdes
tampao (pH 2 ao 7) com as nanofibras, tendo crescente perfil colorimétrico em 20 h
apresentando maxima amplitude de AE, entre 0,22 + 0,1 4 17,26 + 3,4. Também foi possivel
observar que nas nanofibras poliméricas adicionadas de 2% (m v'') de ficocianina
apresentaram valores de variacdo de cor perceptiveis ao consumidor (AE > 5) em 5 h de
exposicao nas solugdes tampao (pH 2 ao 7). Além disso, nas nanofibras de PCL/PEO com 2%
(m v') de ficocianina a AE > 12 em aproximadamente 15 h, apresentando mudanga de cor
absolutamente perceptivel a olho nu.

As mudangas mais significativas de cor nos pHs 3> 4,3 2 5,5 2 6 (AE> 8,5)
foram obtidas quando adicionado 2% (m v'!) de ficocianina. A faixa de transicio de pH que
obteve resultados promissores foi de 3 para 4, apresentando AE de 18,34 para as nanofibras
com adi¢do de 2% (m v'') de ficocianina. Em testes de irreversibilidade da cor, ambas as
membranas com as diferentes adi¢gdes de ficocianina ndo retrocederam para a coloracao
inicial, confirmando que os indicadores ndao podem ser adulterados.

Assim, os resultados de nanofibras desenvolvidas com PCL/PEO com 2% (m v'')
de ficocianina demonstraram serem resultados promissores quando deseja-se aplicar como

embalagens inteligentes para o monitoramento da qualidade de alimentos pereciveis.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Avaliar a mudanca de cor dos indicadores com ficocianina na variacdo de pH em
funcao de diferentes temperaturas e intensidades luminosas;

o Aplicar os indicadores de nanofibras desenvolvidos com ficocianina em alimentos;

o Analise sensorial dos indicadores colorimétricos com observadores inexperientes para
verificacdo do potencial diferenciacdo de cor dor indicadores colorimétricos;

o Avaliar a aceitagdo e intencao de compra dos indicadores colorimétricos aplicados em

alimentos.
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Apéndice 1 - Mudanca de cor das nanofibras adicionadas de 2% (m v'') de curcumina, 2% (m

v'!) de curcumina com 1% (m v'!) de ficocianina e 1% (m v'!) de ficocianina em diferentes

pHs.
pH 1 2 3 4 5 6 71 8 9 10
2% (m v!) de Curcumina

1 - 3,2 1,6 1,7 6,1 2,3 4,8 9,6 25,6 66,8
2 1,9 3,2 34 2,8 3,5 6,5 22,5 638
3 2,5 5,2 1,5 3,6 80 24,1 65,2
4 5,3 3,0 5,2 9,5 254 66,8
5 5,8 5,5 55 20,5 62,1
6 2,6 82 242 65,1
7 6,2 21,9 62,6
8 16,1 573
9 41,8

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2% (m v!) de Curcumina + 1% (m v'') de Ficocianina

1 - 52 258 82 21,5 43,5 283 2,1 19,0 72,2
2 220 3,0 17,1 395 24,1 3,6 14,9 68,1
3 19,7 6,4 17,9 48 247 18,1 51,1
4 14,5 37,0 21,5 6,5 12,5 65,5
5 226 7,1 20,1 12,5 53,0
6 15,5 42,3 31,6 37,2
7 27,0 17,1 469
8 17,0 70,5
9 54,6

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1% (m v) de Ficocianina

1 - 6,4 11,3 20,0 163 19,0 12,7 11,3 143 13,2
2 96 15,7 12,5 152 12,6 148 144 16,8
3 9,9 6,1 8,5 43 10,6 5.5 12,3
4 4.7 2,6 123 198 124 21,2
5 2,8 83 157 8,9 17,1
6 10,3 17,9 104 19,2
7 7,7 2,0 8,9
8 8,3 2,1
9 9,2




