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CAPITULO1



RESUMO

A proliferagdo microbiana e as modificagdes bioquimicas em produtos pereciveis resultam na
producao de substancias que alteram as propriedades fisico-quimicas dos alimentos, incluindo
o pH. Assim, a integra¢do de indicadores colorimétricos em embalagens de alimentos ¢
alternativa para monitorar a qualidade dos produtos, emitindo sinal visual em resposta a
deterioragdo em tempo real. As microalgas Spirulina e Chlorella sdo importantes fontes de
pigmentos naturais suscetiveis as alteragdes de cor em solugdes dacidas/alcalinas. As
nanofibras poliméricas produzidas por electrospinning sao materiais promissores para o
encapsulamento das biomassas microalgais. Essas nanoestruturas apresentam alta area
superficial e elevada porosidade que permite a aplicacdo como indicadores inteligentes. Neste
contexto, o objetivo do trabalho foi desenvolver indicador de pH utilizando biomassa e
compostos de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 incorporados em nanofibras
poliméricas, para o monitoramento da qualidade de carnes. A biomassa de Spirulina LEB 18,
Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina foram avaliadas quanto a mudanga de cor em solugdes
com variagdo de pH de 1 a 10. As concentra¢des dos polimeros poli(acido latico) (PLA) e
oxido de polietileno (PEO) e as condi¢des do processo de electrospinning foram estudadas
para o desenvolvimento de nanofibras uniformes. As andlises de morfologia, interagdes
moleculares e estruturais, e caracterizagdes termogravimétricas foram realizadas nas
nanofibras com e sem os compostos microalgais. A estabilidade da cor em funcao do pH (1-
10) durante o armazenamento foi avaliada nas nanofibras contendo os compostos microalgais.
Além disso, as propriedades fisicas dos indicadores € o monitoramento do frescor da carne de
frango e pescado foram realizados neste estudo. As nanofibras foram produzidas com 8% de
PLA e 4% (m v'') de PEO sob condig¢des de processo de 15 kV de potencial elétrico, 120 mm
de distancia do capilar ao coletor e 600 pL h! de taxa de alimentag¢io. O didmetro médio das
nanofibras de PLA/PEO foi 728+121 nm, com caracteristicas hidrofilicas e temperatura
maxima de degradagdo de 300 °C. Os indicadores com espessura de 36,5+1,0 um contendo
2% (m v'') de biomassa de Spirulina LEB 18 quando submetidos as variagdes de pH,
resultaram em valores AE>12 indicando diferenca absoluta na cor. Além disso, na analise de
estabilidade da cor observou-se o aumento da capacidade colorimétrica dos indicadores
durante 4 h. O indicador contendo 3% (m v'') de extrato de Chlorella fusca LEB 111 e 1% (m
v'!) de ficocianina ndo apresentou perda da capacidade colorimétrica apoés 9 meses de
armazenamento € mostrou estabilidade da cor em temperaturas de -16 ¢ 4 °C. A
espectroscopia do infravermelho confirmou a encapsulagdo dos compostos microalgais nas
nanofibras e a difragdo de raios-X verificou a estrutura amorfa dos materiais. Além disso, os
indicadores contendo os compostos microalgais apresentaram baixa permeabilidade ao vapor
de 4gua que variou de 2,55+0,17 a 3,37+0,04 x 10" g m! s Pa!'. O indicador contendo
extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina alterou a cor verde para azul em pH
6,0+0,1 para 6,5+0,3 nos filés de frango e 5,9+0,1 para 6,8+0,2 nos filés de pescado durante
24 h a temperatura ambiente. Portanto, esse estudo apresenta alternativa inovadora na
utilizacdo de compostos microalgais encapsulados em nanofibras poliméricas para
desenvolvimento de embalagem inteligente. O indicador de pH mostrou capacidade de
monitorar € informar ao consumidor a qualidade dos alimentos frescos.

Palavras-chave: Clorofila. Electrospinning. Ficocianina. Indicador de pH. Nanotecnologia.

Seguranca alimentar.






ABSTRACT
NANOFIBERS CONTAINING MICROALGAE COMPOUNDS FOR FOOD
QUALITY MONITORING

Microbial proliferation and biochemical modifications in perishable products result in the
production of substances that alter the physicochemical properties of foods, including pH.
Thus, the integration of colorimetric indicators in food packaging is an alternative to monitor
the quality of products by emitting a visual signal in response to deterioration in real-time.
Spirulina and Chlorella microalgae are important sources of natural pigments susceptible to
color changes in acid/alkaline solutions. Polymeric nanofibers produced by electrospinning
are promising materials for the encapsulation of microalgal biomasses. These nanostructures
present high surface area and high porosity that allow the application as smart indicators. In
this context, the objective of the work was to develop a pH indicator using Spirulina sp. LEB
18 and Chlorella fusca LEB 111 biomass and compounds incorporated in polymeric
nanofibers, for meat quality monitoring. The biomass of Spirulina sp. LEB 18, Chlorella
fusca LEB 111, and phycocyanin were evaluated for color change in solutions with pH ranges
1 to 10. The concentrations of the polymers poly(lactic acid) (PLA) and polyethylene oxide
(PEO) and the conditions of the electrospinning process were studied for the development of
uniform nanofibers. The analyses of morphology, molecular and structural interactions,
thermogravimetric characterizations were performed on the nanofibers with and without the
microalgal compounds. Color stability as a function of pH (1-10) during the storage were
evaluated on the nanofibers containing the microalgal compounds. In addition, the physical
properties of the indicators and freshness monitoring of chicken and fish meat were performed
in this study. The nanofibers were produced with 8% PLA and 4% (m v!) PEO process
conditions of 15 kV voltage, 120 mm the distance between spinneret tip and collector, and
600 uL h!' flow rate. The average diameter of PLA/PEO nanofibers was 728+121 nm, with
hydrophilic characteristics and a maximum degradation temperature of 300 °C. The indicators
with a thickness of 36.5+1.0 um containing 2% (m v'') Spirulina LEB 18 biomass when
subjected to the pH variations, resulted in AE>12 values indicating an absolute difference in
color. Furthermore, the color stability analysis was observed increase in color perception of
the indicators for 4 h. The indicator containing 3% (m v'') Chlorella fusca LEB 111 extract
and 1% (m v'") phycocyanin showed no loss of colorimetric capacity after 9 months of storage
and showed color stability at temperatures of -16 and 4 °C. Infrared spectroscopy confirmed
the encapsulation of the microalgal compounds in the nanofibers and X-ray diffraction
verified the amorphous structure of the materials. Furthermore, the indicators containing the
microalgal compounds showed low water vapor permeability that ranged from 2.554+0.17 to
3.37+0.04 x 10" g m! s! Pa’l. The indicator containing Chlorella fusca LEB 111 extract
with phycocyanin reported a change color from green to blue at pH 6.0+0.1 to 6.5+0.3 of
chicken fillets, and 5.9+£0.1 to 6.8+£0.2 of fish fillets during 24 h at room temperature.
Therefore, this study presents an innovative alternative in using microalgal compounds
encapsulated in polymeric nanofibers for smart packaging development. The pH indicator
showed the ability to monitor and inform the consumer about the quality of fresh food.

Keywords: Chlorophyll. Electrospinning. Phycocyanin. pH indicator. Nanotechnology. Food
Safety.
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1 INTRODUCAO

As principais fungdes das embalagens tradicionais sdo conter e proteger os
produtos das contaminagdes, sendo que, na maioria dos casos, o frescor dos alimentos nao
pode ser rastreado durante e apos a entrega ao mercado (SINGH et al., 2021). As condigdes
inadequadas de acondicionamento dos produtos pereciveis tornam estes suscetiveis a
proliferacdo microbiana, que afeta as caracteristicas sensoriais dos alimentos e a saude dos
consumidores (BEKHIT et al., 2021). Sistemas de embalagens inteligentes monitoram e
informam a qualidade dos alimentos durante toda a cadeia de abastecimento alimentar (FANG
et al., 2017; KUSWANDI, 2017; MULLER; SCHMID, 2019; POYATOS-RACIONERO et
al., 2018). Esses sistemas sdo baseados em indicadores colorimétricos utilizados como parte
integrante da embalagem ou rétulos e interagem de forma rapida com o alimento e o ambiente
circundante (MOREIRA et al., 2020; WELLS; YUSUFU; MILLS, 2019; YUSUFU; WANG;
MILLS, 2018).

Os indicadores colorimétricos de pH sdo compostos de suporte solido e corantes
que detectam as alteracdes no alimento devido ao crescimento de micro-organismos € as
modificacdes bioquimicas (FANG et al., 2017). Os corantes naturais ndo apresentam efeitos
toxicos a satde humana e nao prejudicam o meio ambiente (WELLS; YUSUFU; MILLS,
2019). As microalgas Spirulina e Chlorella sdao fontes naturais de diversos compostos como
carotenoides, ficocianina, clorofila e 4cidos fenodlicos com potencial aplicagdo na industria
alimenticia (VAZ et al., 2016). Além disso, esses micro-organismos apresentam certificacao
Generally Recognized as Safe (GRAS) emitido pelo Food and Drug Administration (FDA),
que permite a aplica¢do na produgdo de alimentos funcionais, nutracéuticos e ragdes animais
(MORAIS et al., 2015).

A ficocianina ¢ um pigmento de cor azul encontrada na microalga Spirulina,
considerada como complexo proteina-pigmento, ¢ instadvel a temperaturas superiores a
ambiente e solucdes acidas/alcalinas (ZHANG et al., 2021). A clorofila ¢ responséavel pela
coloragdo verde brilhante nas microalgas que em condig¢des acidas transforma-se em feofitina,
pela ocorréncia da perda de ions de magnésio da estrutura da clorofila, resultando na altera¢ao
da cor para verde intenso ou castanho (GUNAWAN; BARRINGER, 2000; KOCA;
KARADENIZ; BURDURLU, 2007; QU et al., 2020). Os carotenoides sdo suscetiveis a
degradacao em pH 4acidos, o que resulta na modificagdo da intensidade da cor amarela

(BOON et al., 2010). Desta forma, considerando a preferéncia do consumidor por produtos
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naturais, as biomassas de microalgas Spirulina e Chlorella apresentam potencial para
aplicagdo como indicadores colorimétricos de pH.

A incorporagao dos compostos microalgais em nanofibras poliméricas ¢é
alternativa promissora no desenvolvimento de indicadores inteligentes. Essas nanoestruturas
sdo produzidas por electrospinning e apresentam didmetro em nanoescala, que proporciona
maior area superficial em relagdo ao volume e elevada porosidade (MOHAMMADI;
HOSSEINI; YOUSEFI, 2020). Essas propriedades aumentam a reatividade do material e o
numero de sitios ativos para interagao ou ligacao de substancias reativas, o que contribui para
maior sensibilidade e resposta rapida dos indicadores (SCAMPICCHIO et al., 2012). O
electrospinning ¢ uma tecnologia eficaz para a produc¢do de nanofibras, sob a atuagdo do
campo eletrostatico, que a partir de solu¢des poliméricas produz jatos continuos, os quais sao
depositados em coletor metalico (SUNDARAY et al., 2004). O processo apresenta vantagem
de ser utilizado desde a escala laboratorial até a industrial, ¢ operado em temperatura
ambiente 0 que permite a encapsulacdo de compostos bioativos sem ocorrer a degradagdo
antecipada, além da auséncia de solvente remanescente no produto (LEIDY; XIMENA, 2019;
TOPUZ; UYAR, 2020). Portanto, as nanofibras aliadas a capacidade de alteracdo de cor em
funcdo do pH dos compostos microalgais apresentam potencial no desenvolvimento de

indicadores colorimétricos de pH.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver indicador de pH utilizando biomassa e compostos de Spirulina sp.
LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 incorporados em nanofibras poliméricas, para

monitoramento da qualidade de carnes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o potencial da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 encapsulada em nanofibras
poliméricas no desenvolvimento de indicador colorimétrico de pH;

e Auvaliar a estabilidade da cor de nanofibras indicadoras de pH desenvolvidas a partir de
extrato de microalga Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina durante armazenamento;

e Monitorar a qualidade dos filés de frango e pescado com indicadores de pH baseados em
nanofibras e incorporados de biomassa de Spirulina sp. LEB 18, extrato de Chlorella

fusca LEB 111 e ficocianina.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 SISTEMAS INTELIGENTES EM EMBALAGENS DE ALIMENTOS
3.1.1 Indicador de pH

Indicadores tem a capacidade de monitorar e registrar os parametros criticos da
qualidade dos alimentos. Estes fatores sdo a presenca de metabdlitos oriundos da deterioragdo
microbiologica e as modificagcdes das condigdes ideais de armazenamento como a temperatura
e permeacdo de gases (HOGAN; KERRY, 2008; MOHEBI; MARQUEZ, 2015;
VANDERROOST et al., 2014). Os dispositivos de pH oferecem potencial utilizagdo como
indicadores de crescimento microbiano (KERRY; O'GRADY; HOGAN, 2006), uma vez que
a atividade destes pode induzir mudangas de pH (SMOLANDER, 2003). Ma e Wang (2016)
desenvolveram indicador de pH de filme polimérico e extrato da casca de uva, rica em
antocianinas, como agente colorimétrico e avaliaram a aplica¢do do indicador no leite. Esse
alimento em temperatura ambiente ¢ suscetivel a deterioracdo microbiologica que,
consequentemente, provoca alteracdo do pH de aproximadamente 6,5 para 3. Os autores
verificaram que o indicador com extrato alterou a coloragao vermelho brilhante para verde
escuro, com o valor de pH aumentando de 1 para 10. Dessa forma, o indicador foi testado em
leite e observou-se que no leite fresco o filme polimérico contendo extrato de uva apresentou
cor amarela. Apos 48 h, o filme ficou com aspecto avermelhado, indicando que o leite havia
deteriorado apresentando pH 2,94.

Chen et al. (2020) produziram indicador de pH com atividade antimicrobiana a
partir de nanofibras de celulose como matriz de filme, antocianinas da batata-doce roxa como
pigmento e Oleo essencial de orégano. O filme desenvolvido respondeu sensivelmente a
alteracao de pH (1-12) que apresentou cor vermelha em pH 2, em seguida alterou de rosa para
marrom, com o pH aumentando de 4 para 6. Quando o indicador foi imerso em solucdo de pH
mais alto (pH 8) a cor correspondente foi lilas, em pH 10 foi verde e em pH 12 amarela. A
acdo antimicrobiana foi testada com os micro-organismos Escherichia coli e Listeria
monocytogenes que resultou na taxa de inibicao de 99,99%. Assim, o indicador proposto pode
ser utilizado para monitorar a qualidade dos alimentos durante o armazenamento, bem como,
para prolongar a vida util devido a atividade antibacteriana.

3.1.2 Indicador de tempo-temperatura

Indicadores de tempo e temperatura (ITT) sdo dispositivos simples, econdmicos e

facilmente utilizdveis para monitorar, registrar e indicar cumulativamente a influéncia da
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temperatura sobre a qualidade do produto alimentar desde a fabricacdo até o consumidor
(GIANNAKOUROU et al., 2005; TAOUKIS, 2008). A alteracdo de temperatura durante a
distribuicao tem efeito acumulavel e reduz a vida util do alimento. Para produtos frescos a
elevacao da temperatura aumenta a taxa de reacdo de degradagcdo, mudanga de fase e alteracao
da atividade de dgua. Em outros produtos, a diminui¢do da temperatura abaixo do nivel critico
pode ocasionar mudanga de fase que causa danos estruturais nos alimentos (ABREU; CRUZ;
LOSADA, 2012).

Os ITTs além de rastrear o historico térmico durante o armazenamento, manuseio
e distribui¢do de alimentos, avaliam o processo de pasteurizacdo e esterilizagdo
(MEHAUDEN et al., 2007, TUCKER et al., 2007, TUCKER; HANBY; BROWN, 2009).
Esses dispositivos podem ser inseridos em recipientes de transporte ou embalagens
individuais como pequeno adesivo. A resposta irreversivel do indicador, como a alteracao de
cor, sera visivel quando este for submetido a modificagdes das condi¢des ideais dos produtos
(FANG et al., 2017).

Diversos grupos de pesquisa estudaram a aplicagdo de ITT comercial em produtos
alimenticios refrigerados e congelados de origem marinha (BRIZIO et al., 2015; MAI et al.,
2011; NUIN et al., 2008; TSIRONI et al., 2011), carne bovina e aves (BRIZIO; PRENTICE,
2014, ELLOUZE; AUGUSTIN, 2010; VAIKOUSI; BILIADERIS; KOUTSOUMANIS,
2009) com resultados promissores. Pereira et al. (2015) desenvolveram indicador de tempo e
temperatura com blenda polimérica de alcool polivinilico e quitosana com incorporacdo de
antocianinas extraidas do repolho roxo (Brassica oleraceae). Os autores observaram que ho
teste com leite pasteurizado o indicador alterou significativamente a cor em 25 °C durante
diferentes intervalos de tempo, informando a sua deterioracdo. Portanto, o indicador proposto
apresentou propriedades satisfatdrias para aplicagdo em embalagens inteligentes de alimentos.

3.1.3 Indicador de frescor

Os indicadores de frescor fornecem informacgdes diretas de determinados
marcadores ou compostos que indicam o nivel de frescor dos alimentos, para mostrar a
qualidade e assegurar a seguranca alimentar (KUSWANDI, 2017). Esse sistema de
embalagem inteligente também monitora o pH e alguns outros metabdlitos que surgem na
deterioragcdo dos alimentos frescos como acidos organicos, etanol, nitrogénio volatil, aminas
biogénicas, dioxido de carbono e compostos sulfuricos (KERRY; O'GRADY; HOGAN,

2006). Assim, os indicadores sdo como dispositivos ativos que atuam em conjunto com a data
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de validade do alimento, otimizando o controle de distribuicdo e o sistema de gerenciamento
de estoque (GHAANI et al., 2016).

A resposta dos indicadores de frescor € a alteragdo na cor do material, devido as
reacoes quimicas com os metabodlitos gerados durante a deterioragdao. Esses dispositivos
quando produzidos de filmes poliméricos sdo compostos de trés camadas estruturais, sendo a
interna hidrofilica para difusdo dos metabolitos, outra relativa a mudanca de cor e a tltima de
protecao externa (KIM et al., 2017; LEE et al., 2017). A estrutura interna ¢ a mais importante
para o desempenho ideal do indicador de frescor, pois esta tem fungdo de prote¢ao do produto
alimenticio, permeacdo dos metabolitos induzidos pela deterioracdo e prevengdo da migragao
desses compostos na camada de mudanga de cor (CHUN et al., 2014; KIM et al., 2017;
RUKCHON et al., 2014, LEE et al., 2019a).

Esses indicadores podem ser aplicados em varios produtos, incluindo alimentos
frescos, frutas e produtos marinhos. Lee et al. (2019b) desenvolveram dispositivo
colorimétrico de frescor para a qualidade do peito de frango, produzido com poli (éter-bloco-
amida). Os corantes alizarina, verde de bromocresol, azul de bromofenol, azul de bromotimol,
m-roxo de cresol, vermelho cresol, curcumina e azul de timol foram utilizados para avaliagao
da qualidade do alimento. No processo de aplicacdo desse indicador na carne de frango foi
avaliado o nivel de nitrogénio base volatil total, pois este reage com os corantes que,
consequentemente, alteram a cor. Sendo assim, a aplicacao desse indicador informou que o
frescor do peito de frango ¢ até o 5° dia a 4 °C ou até o 2° dia a 10 °C. Dessa forma, os
autores verificaram que o dispositivo desenvolvido interagiu com o nivel de nitrogénio

alterando as cores, permitindo a comunicagdao com o consumidor.

3.1.4 Sensor de gases

A permeabilidade de gases, como o oxigénio (O2), nas embalagens pode causar
efeitos deletérios na qualidade de alguns alimentos devido ao ranco oxidativo, mudanca das
caracteristicas sensoriais e deterioragao microbiana (DEY; NEOGI, 2019; FANG et al., 2017).
Por outro lado, a presenca de dioxido de carbono (CO:) pode indicar a preservacao do frescor
como produto no processo de respiracdo de alimentos como frutas e vegetais (TOPUZ;
UYAR, 2019; YAM et al., 2005). Os sensores de gases sdo dispositivos reversiveis destinados
a monitorar, detectar e indicar a presenca de compostos gasosos ou volateis nas embalagens,
como o didxido de carbono, o oxigénio e aminas volateis (KALPANA et al., 2019; KERRY;
O'GRADY; HOGAN, 2000).
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Os sensores de gas sdo anexados como etiquetas nas embalagens e respondem as
alteragdes quimicas ou enzimdticas da matriz do alimento, contribuindo para a qualidade,
seguranca ¢ integridade dos produtos embalados. Esses sensores informam a presenca dos
compostos gasosos aos consumidores através da alteracdo de cor (FANG et al., 2017). Por
esse motivo, pesquisadores procuram produzir sensores sensiveis, robustos, rapidos, baratos e
flexiveis para detectar os principais gases de deterioracdo que sdo o oxigénio e o dioxido de
carbono (VANDERROOST et al., 2014).

Os sensores de oxigénio podem ser aplicados para detectar a vedagao inadequada
de alimentos embalados a vacuo, por exemplo, carne fresca. Kelly et al. (2020) testaram
sensor comercial para detectar O2 residual em embalagens a vacuo de carne bovina. Os
autores aplicaram o sensor em carnes embaladas a vacuo com trés equipamentos diferentes, as
quais foram armazenadas por 90 dias. Dessa forma, os resultados do sensor mostraram que
em 30 dias os niveis de O> residual diminuiram nas trés embalagens testadas, e ap6s 60 dias
os niveis foram constantes indicando que nao houve fuga ou entrada de O> nas embalagens.

O CO; ¢ outro parametro fundamental para monitoramento da qualidade dos
alimentos, pois com o crescimento microbiano esse gds se acumula na embalagem
(PULIGUNDLA; JUNG; KO, 2012). Lyu et al. (2019) desenvolveram filme multicamada
como sensor de CO», a partir de corante de sais organicos, para monitorar a fermentagao de
repolho (kimchi). O sensor adsorvente de CO> acompanhou os estagios de matura¢do do
kimchi, alterando a cor de azul para amarelo em 72 h. Além disso, os autores verificaram que
o sensor pode ser impresso nas embalagens sem o risco da migragdo dos sais para os

alimentos em ambientes umidos.
3.2 POTENCIAL APLICACAO DE MICROALGAS COMO CORANTES NATURAIS

Os corantes naturais ndo prejudicam o meio ambiente, sdo atdxicos e
biocompativeis com células e tecidos (MAHDAVI et al., 2014). Além disso, podem ser
obtidos por diferentes fontes e sdo alternativa aos corantes sintéticos que podem
potencialmente causar riscos a saude (ZHANG; CHEN, 2014). As microalgas sdo organismos
fotossintéticos fundamentais nos ecossistemas aquaticos, sendo que aproximadamente 40% da
fotossintese global ¢ devido a estes micro-organismos (MORENO-GARRIDO, 2008). Além
disso, sdo fonte natural de compostos biologicamente ativos de interesse comercial (VOLK,
2008; VOLK; FURKERT, 2006). Spirulina e Chlorella sdo as microalgas mais estudadas e

apresentam em sua composi¢do proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e pigmentos (f3-
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caroteno, clorofila, ficocianina) que podem ser utilizados em diversas areas (MORAIS et al.,

2015).
3.2.1 Chlorella

A microalga Chlorella pertence ao filo das cloréfitas, a classe Chlorophyceae e
foi descoberta pelo pesquisador Martinus Willem Beijerinck, em 1890, sendo classificada
como a primeira microalga com nucleo bem definido (BEIJERINCK, 1890). Este micro-
organismo tem formato esférico, globular ou elipsoidal, caracterizado por ser eucariotico,
unicelular com didmetro que varia de 2,0 a 10,0 um (YAMAMOTO et al., 2004;
YAMAMOTO; KURIHARA; KAWANO, 2005). As células ndo apresentam flagelos, estimas
e vacuolos, porém possuem elementos estruturais semelhantes as plantas como os cloroplastos
(PHUKAN et al., 2011). Esta microalga se reproduz assexuadamente por biparticdo celular e
pode ser encontrada em ambientes salobros, marinhos e em dgua doce (LEE, 2008).

Chlorella ¢ uma das microalgas mais estudadas por sua importancia
biotecnoldgica como fonte de nutricdo humana e matéria-prima para biocombustiveis
(HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012; SAFI et al.,, 2014). Este micro-organismo tem
certificado GRAS emitido pelo FDA e pode ser utilizada como alimento sem risco para a
saude humana quando cultivada em ambiente com higiene adequada e empregando as boas
praticas de fabricacdo (COSTA et al., 2006; COSTA; MORAIS, 2013; NABAVI; SILVA,
2019). Chlorella também apresenta relevancia comercial, sendo seu principal mercado a
nutricado humana, além de ser disponibilizada como biomassa processada em pd, capsulas ou
comprimidos (GORS et al., 2010). As células cultivadas em condi¢des ideais sdo ricas em
proteinas (40-60%) compostas por aminodcidos essenciais, além disso, contém pigmentos,
vitaminas e minerais em sua biomassa (SAFI et al., 2014). Os pigmentos fotossintéticos como
clorofila e carotenoides sdo utilizados principalmente para aplicacdes alimentares,
farmacéuticas ou cosméticas como corantes naturais, suplementos alimentares ou como fonte
de moléculas bioativas (GARCIA; VICENTE; GALAN, 2017).

As clorofilas sdo pigmentos verdes, essenciais para a fotossintese, presentes nas
plantas, microalgas e cianobactérias. Microalgas verdes, como a Chlorella sp., sdo fontes
primdrias de producdo de clorofila, podendo apresentar cerca de 7% em sua biomassa
(BEWICKE; POTTER, 2009; KHANRA et al., 2018). Devido a alta pigmentacao verde e a
crescente demanda do consumidor por produtos naturais, as clorofilas sdo importantes

corantes nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, possibilitando também atuar
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como biocompostos em indicadores nas embalagens de alimentos (ODJADJARE;
MUTANDA; OLANIRAN, 2017; YAAKOB et al., 2014).

As principais fontes de carotenoides sdo as microalgas pertencentes a classe
Chlorophyceae. Essas moléculas variam a cor do amarelo ao vermelho, apresentam
propriedade antioxidante e capacidade de utilizagdo como corantes (BERTHON et al., 2017;
ODJADJARE; MUTANDA; OLANIRAN, 2017; YAAKOB et al., 2014). Em condigdes de
estresse, esses pigmentos podem ser expressos em até 12% no filo Chlorophyta (LEE, 2018).
Alguns dos carotenoides explorados nas industrias de alimentos, ragdes, cosméticos e
farmacéuticas sdo a astaxantina e luteina, ambos produzidos por espécies do género Chlorella
(BHALAMUR; VALERIE; MARK, et al., 2018; MOLINO et al, 2018; ODJADJARE;
MUTANDA; OLANIRAN, 2017; YAAKOB et al., 2014).

3.2.2 Spirulina

Spirulina (Arthrospira) ¢ uma microalga que apresenta arranjo diferenciado de
tricomas cilindricos multicelulares em espiral aberta em toda sua extensdo. A forma helicoidal
dos tricomas ¢ caracteristica do género, porém o comprimento e tamanho da hélice variam
com a espécic (ROMANO et al., 2000). Em 1981, o FDA emitiu certificado GRAS,
legalizando a comercializagdo como suplemento alimentar ou alimento sem oferecer risco
para a saude humana (COSTA; MORAIS, 2013). Esta microalga tem alto valor nutricional,
presenca de biocompostos ativos, alto teor de pigmentos, minerais e oligoelementos
(BORGES et al., 2013; COSTA; MORAIS, 2013). O pigmento B-caroteno representa
aproximadamente 80% dos carotenoides presentes na Spirulina e outros componentes, como
tocoferdis, ficocianina e ficoeritrina, também fazem parte de sua composicao
(PRIYADARSHANI; RATH, 2012).

Os carotenoides sdo essenciais para a sobrevivéncia das microalgas, para proteger
as células das espécies reativas de oxigénio geradas durante a fotossintese e da alta
intensidade luminosa (PEREZ-PEREZ et al., 2012). O principal carotenoide de interesse
comercial das microalgas ¢ o -caroteno, a luteina e a astaxantina (SPOLAORE et al., 2006).
Este biocomposto estd associado ao complexo de fotossintese (cloroplasto), funcionando
como pigmento acessOrio por seu efeito fotoprotetor de fotossistemas de dano oxidativo
(VARELA et al., 2015). Os carotenoides sdo suscetiveis a degradagao em pH acidos (pH = 3-
3,5), que resulta na modificacdo da intensidade da cor (BOON et al., 2010). O mecanismo da

instabilidade deste composto em condi¢des acidas ¢ atribuido a protonagdo, tempo de
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exposic¢do, concentragdo de acido, isomerizacdo cis-trans e reagdes de degradacdo adicionais
(ALIZADEH-SANI et al., 2020; MORTENSEN; SKIBSTED, 2000).

A C-ficocianina ¢ o pigmento azul extraido de microalgas, como a Spirulina
platensis. Este biocomposto pertence ao grupo de proteinas denominadas ficobiliproteinas que
sdo cadeias multiplas de holo-proteinas compostas de apo-proteinas com ficobilinas ligadas
covalentemente. As ficobilinas sdo cromoforos de tetrapirrole de cadeia aberta (ERIKSEN,
2008). As aplicagdes de ficocianina em alimentos e outras industrias e/ou processos sao
limitadas devido a sua sensibilidade ao tratamento térmico, o que resulta na perda de cor azul
(CHAIKLAHAN; CHIRASUWAN; BUNNAG, 2012; ERIKSEN 2008).

As clorofilas s3o pigmentos presentes na fotossintese das microalgas, como a
Spirulina platensis, que apresenta alto teor deste pigmento (JENSEN; KNUTSEN, 1993). A
coloracdo verde das clorofilas, em condicOes acidas, transforma-se em verde-azeitona
referente a feofitina, devido a perda de ions de magnésio da estrutura (GUNAWAN;
BARRINGER, 2000). A taxa de degradacao da clorofila acelera a medida que o pH diminui, e
a maior parte da decomposi¢ao ocorre em pH extremamente acidos. No entanto, a perda da
cor verde e a taxa de degradacdo da clorofila diminuiu a niveis de pH mais alcalinos
(ANDRES-BELLO et al., 2013; KOCA; KARADENIZ; BURDURLU, 2007). Portanto, este
pigmento natural tem potencial para aplicacdo em indicadores inteligentes, uma vez que pode
monitorar o pH dos alimentos. Medina-Jaramillo et al. (2017) observaram que a clorofila e os
carotenoides presentes em extratos de manjericio e cha verde alteraram de cor sob a
influéncia de diferentes pH 4cido e alcalino. O filme contendo extrato de manjericao em pH
acido alterou de amarelo esverdeado para branco, em meio basico de pH, a cor alterou para
amarelo brilhante. O filme com extrato de chd verde em pH bdasico apresentou o

escurecimento da coloragao.
3.3 INDICADORES INTELIGENTES BASEADOS NANOFIBRAS POLIMERICAS

As nanofibras formam membranas compostas por redes ultrafinas de fibras
poliméricas com didmetros abaixo da medida micrométrica atingindo a escala dos nanometros
(PERSANO et al., 2013; VEGA-LUGO; LIM, 2009). Diversos biopolimeros e polimeros
sintéticos e naturais de forma individual ou em blendas sdo explorados para a producdo de
nanofibras por electrospinning para o setor de embalagens na induastria de alimentos (Tabela
1). Estes polimeros devem apresentar caracteristicas intrinsecas, incluindo a
biodegradabilidade, biocompatibilidade e propriedades mecanicas que sdo essenciais para

utilizagdo na produgdo de embalagem inteligente (TOPUZ; UYAR, 2020).
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Tabela 1 — Polimeros e parametros do processo para producdo de nanofibras em embalagens de alimentos.

Aplicacdo em embalagens de

Polimero Parametros do processo (PE; TA; Dcc) Referéncia
alimentos
o o . _ KUNTZLER et al.
Poli(hidroxibutirato) 15kV; 150 uL h™%; 150 mm Embalagem antibacteriana 2018)

Zeina

10-13 kV; 0,005 mL min™'; 130 mm

Embalagem para prolongar a vida util

de cogumelos (Agaricus bisporus)

NIU et al. (2020)

Gelatina

23kV,0,2mLh'; 150 mm

Embalagem antibacteriana para

preservacao de queijos

LIN, GU, CUI (2019)

_ o MOREIRA et al.
Proteina microalgal 50kV; 100 mm s~'; 300 mm Embalagem antioxidante (2019)
Embalagem antioxidante e FONSECA et al.
Amido +25kV e-3kV; 0,60 mL h™'; 200 mm
antibacteriana (2019)
Embalagem antioxidante para AYDOGDU, SUMNU,
Hidroxipropilmetil celulose 12kV; 0,6 mL h™!; 300 mm
preservacao de nozes SAHIN (2019)
' Embalagem antibacteriana para SURENDHIRAN et al.
Quitosana 20kV;0,5mL h™'; 150 mm )
preservacao de carne bovina (2020)

Alcool polivinilico

10kV; 1 mL h!; 120 mm

Embalagem antibacteriana

ZHANG et al. (2020)

Quitosana e 6xido de

polietieleno (PEO)

20 kV; 300 pL h™!; 100 mm

Embalagem antibacteriana

KUNTZLER, COSTA,
MORALIS (2018)

TA: taxa de alimentagdo; PE: potencial elétrico; Dcc: Distancia do capilar ao coletor.
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O poli(acido latico) (PLA) ¢ um polimero biodegradavel com elevada propriedade
mecanica, transparéncia, facilidade de processamento e disponibilidade no mercado
(MARTINO et al., 2011). Essas caracteristicas tornam este polimero promissor para aplicagao
em embalagem de alimentos (ARRIETA et al., 2013; AVEROUS, 2004; FORTUNATI et al.,
2010; SIRACUSA et al., 2008). Nesse sentido, o PLA ¢ um dos polimeros com muitas
aplicagdes a curto prazo como utensilios descartaveis e embalagens de filme (ARRIETA et
al., 2012; CHIEN; LIANG; YANG, 2011). Além disso, ¢ utilizado em aplicagdes de
embalagens de alimentos rigidas e flexiveis, uma vez que foi aprovado pela FDA como
substancia que pode entrar em contato com alimentos (BOONYAWAN et al., 2011; HWANG
etal., 2012).

As nanofibras apresentam alta area superficial em relagdo ao volume o que
melhora a sensibilidade e o tempo de resposta das embalagens inteligentes. Essa propriedade
aumenta a reatividade do material, acelera os mecanismos de adsor¢cdo ou liberacdo, e
aumenta o numero de sitios ativos para interacdo ou ligacdo de materiais reativos dos
indicadores (SCAMPICCHIO et al., 2012). A incorporacdo de compostos bioativos em
nanofibras contribui para a preservacao das caracteristicas fisicas e biologicas dos compostos
sensiveis a luz, temperatura e umidade. Isso proporciona melhora na estabilidade,
biodisponibilidade e propriedades de liberagao controlada da biomolécula (BHUSHANI;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; VOS et al., 2010).

Outra propriedade importante para embalagens inteligentes € a estrutura porosa das
nanofibras composta por dois tipos de poros. Os poros intersticiais sdo derivados do
entrelacamento e sobreposicao das fibras durante o processo de electrospinning (LI; XIA,
2004). Os poros intrafibras considerados como caracteristica intrinseca estdo presentes nas
nanofibras individuais, em que tamanho e forma podem ser controlados pelos pardmetros do
electrospinning (LU; XIA, 2013). A elevada porosidade reduz, proporcionalmente, a
resisténcia ao transporte de massa do fluido que passa pelos poros da membrana e aumenta a
area superficial da nanofibras o que melhora o desempenho de deteccao e o tempo de resposta

das embalagens inteligentes (SCAMPICCHIO et al., 2012; YANG; ZHAN; HUANG, 2020).
3.3.1 Processo do electrospinning

O electrospinning ¢ uma técnica promissora da nanotecnologia para o projeto e
desenvolvimento de sistemas de detec¢do inteligente e ultrassensivel (MACAGNANO;
ZAMPETTI; KNY, 2015). Este método de produ¢do de nanofibras ¢ baseado na aplicacdo de

forgas eletrostaticas sobre a gota de solu¢do polimérica, que entdo ¢ alongada até produzir
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fibras com didmetros em nanoescala (AGARWAL; GREINER, 2013). O equipamento
electrospinning ¢ composto por bomba de deslocamento positivo em que ¢ inserida a solugdo
de polimero, dois eletrodos e fonte de alto potencial elétrico (Figura 1). O processo utiliza
forgas eletrostaticas para transformar a gota pendente de solu¢ao polimérica em fibra, seguida
por deposigdo sobre o coletor (FRENOT; CHRONAKIS, 2003). O polimero em fase liquida ¢
expelido a partir do capilar em taxa constante pela bomba de deslocamento positivo, a qual
forma a gota na ponta do capilar. Quando o pequeno volume de liquido de polimero ¢ exposto
ao campo elétrico, a gota se estende em diregdo ao ponto potencial inferior mais proximo,
formando o cone de Taylor (YARIN; KOOMBHONGSE; RENEKER, 2001). Entdo, esse jato
em forma de cone ¢ direcionado ao coletor metalico aterrado formando a membrana de
nanofibras (DOSHI; RENEKER, 1995).

Diversos métodos, incluindo drawing, template synthesis, separagdo por fases,
self-assembly e electrospinning foram desenvolvidos para produzir nanofibras. Entre estes, a
técnica do electrospinning ¢ a mais estudada, pois utiliza temperatura ambiente durante o
processo € nao permanece solvente remanescente no produto, possibilitando a incorporagao
de compostos bioativos e termossensiveis nas nanofibras (MACAGNANO; ZAMPETTI,
KNY, 2015). Além disso, as principais vantagens do electrospinning em relagdo as outras
técnicas ¢ o aumento de escala e a repetibilidade do processo (SCAMPICCHIO et al., 2012).

A morfologia das nanofibras ¢ um aspecto importante para direcionar a aplicacao
destas em varios campos tecnologicos. Para melhorar ou obter diferentes morfologias, varios
pardmetros experimentais relacionados a solucdo polimérica (peso molecular do polimero,
concentracdo, viscosidade e condutividade), ao processo de produgdo (potencial elétrico,
distancia do capilar ao coletor, taxa de alimentagdo da solu¢do) e ao ambiente (temperatura e

umidade) precisam ser otimizados (XUE et al. 2019).
3.3.1.1 Propriedades da solug@o polimérica

A massa molecular e a concentragao do polimero sdo parametros que apresentam
influéncia nas propriedades viscosimétricas das solugdes. Os polimeros de alta massa
molecular tém maior area de superficie, o que facilita o emaranhamento da cadeia polimérica,
resultando em maior viscosidade da solucdo. Este aumento de viscosidade tem sido associado
a producdo de nanofibras de maior didmetro (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Da mesma
forma, quanto maior a concentracdo da solucdo, maior o numero de cadeias do polimero.
Observa-se que a solucdo de baixa concentragdo tende a produzir nanofibras poliméricas com

gotas. No entanto, as solu¢des extremamente concentradas podem gerar nanofibras na forma
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de fitas ou pode ocorrer a obstrugcdo do capilar durante o processo de electrospinning. Para
obter nanofibras continuas e sem defeitos ¢ necessario determinar a concentragdo ideal, que
dependera dos outros parametros do processo € do polimero utilizado (DEITZEL et al., 2001).

A condutividade elétrica da solugdo ¢ outro parametro que influencia a morfologia
das nanofibras, facilitando o alongamento da gota e a formac¢ao de um ou mais jatos. A adi¢ao
de sais, ions ou polimeros condutores a solugdo pode aumentar a condutividade, resultando
em nanofibras com menos defeitos € com diametros menores (COSTA et al., 2012). Schmatz
et al. (2016) adicionaram cloreto de sodio nas solugdes contendo policaprolactona e
compostos bioativos. Os autores verificaram que a adicdo do sal nas solugdes reduziu o
diametro das nanofibras, e melhorou a homogeneidade na morfologia, havendo auséncia de

defeitos ou gotas.
3.3.1.2 Parametros do processo

Durante o electrospinning, as nanofibras sdo formadas devido ao estiramento da
gota de polimero por meio de forgas eletrostaticas. O alongamento ocorre sob atuacdo do
potencial elétrico, em que as forcas eletrostaticas presentes na gota sdo maiores do que as
forcas originadas pela tensdo superficial (AGARWAL; GREINER, 2013; COSTA et al.,
2012). Portanto, o adequado potencial elétrico ¢ um parametro essencial para o
desenvolvimento das nanofibras continuas, pois influencia na deformacao da gota de solugao
e formacao do jato. Se um potencial elétrico muito baixo for aplicado, o jato de solu¢ao nao se
estabiliza, levando a formacdo de gotas ou nanofibras com morfologia ndo uniforme e com
defeitos na superficie. Por outro lado, se for utilizado potencial elétrico excessivamente
elevado, pode ocorrer a formac¢do de nanofibras de maior didmetro e ndo uniformes, o que
pode ser prejudicial para as propriedades do material (COSTA et al., 2012; DEITZEL et al.,
2001;).

A taxa de alimentagdo da solugdo influencia no tamanho das gotas e a morfologia
das nanofibras. As altas taxas, podem formar gotas grandes, nanofibras com maiores
diametros. Enquanto baixas taxas, tendem a formar nanofibras de didmetros menores
(COSTA et al.,, 2012). A distancia adequada entre o capilar e o coletor, ¢ fundamental para a
formagdo de nanofibras, pois durante essa trajetoria ocorre a evaporagdo do solvente. Se a
distancia de trabalho for pequena (<10 cm), nanofibras na forma de fitas sdo formadas. Os
solventes volateis exigem menores distancias de trabalho, que variam em torno de 10 cm, em

comparag¢do com solventes ndo volateis (COSTA et al., 2012; LUO et al., 2012).
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Figura 1 - Diagrama esquematico da produgdo de nanofibras contendo biomassa microalgal por electrospinning.
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Existem diversos tipos de coletores que podem ser utilizados no electrospinning
para deposi¢do das nanofibras. O coletor estatico ¢ frequentemente adotado para o processo, o
qual apresenta a deposicao aleatoria das nanofibras (THENMOZHI et al., 2017). Estudos
mostram que a utilizagdo de coletor cilindrico rotativo ¢ eficaz para obtencdo de nanofibras
alinhadas (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; CHENG et al., 2017; HE; NIE; FENG, 2014).
Quando os jatos de nanofibras sdo depositados no coletor rotativo, a forca centrifuga gerada
pode induzir a deposi¢ao ordenada das nanofibras. Outras variagcdes baseadas neste método
foram desenvolvidas, incluindo tambor rotativo ou tiras condutoras (HE; NIE; FENG, 2014).
Para produzir nanofibras com geometrias complexas foi proposto o coletor continuo para a

produgdo de nanofibras tridimensionais (COOK et al., 2016).
3.3.1.3 Condigdes ambientais

Parametros ambientais, especificamente umidade relativa e temperatura,
influenciam na morfologia das nanofibras e na eficiéncia do processo de electrospinning.
Existe uma relacdo direta entre a evaporagdo do solvente e a temperatura, bem como, entre a
condutividade do solvente e a temperatura. Ambos podem influenciar na capacidade do
processo de formacdo das nanofibras, na viscosidade ¢ na tensdo superficial da solugdo
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010; CHEN; YU, 2010).

A temperatura ambiente durante o processo tem a fun¢do de aumentar o efeito da
taxa de evaporagdo e reduzir a viscosidade da solucdo. Solugdes de baixa viscosidade
proporcionam nanofibras com presenca de imperfeicdes (KUNTZLER et al., 2018; PHAM;
SHARMA; MIKOS, 2006). Vrieze et al. (2009) verificaram que o aumento da temperatura
possibilitou que a taxa de evaporacao do solvente ocorresse de forma mais rapida. Em
temperaturas mais altas (> 25 °C) também ocorreu a reducdo da viscosidade das solugdes
poliméricas e a formacao de gotas.

A umidade relativa do ambiente tem efeito sobre a evaporagdo do solvente e sobre
a formacao de poros na superficie das nanofibras. Casper et al. (2004) estudaram o efeito da
umidade durante o electrospinning de fibras de poliestireno, e obtiveram como resultado
fibras lisas e sem poros na superficie em baixa umidade relativa (25%). Por outro lado, acima
de 30% de umidade relativa surgiram poros na superficie das fibras. Tripatanasuwan, Zhong e
Reneker (2007) relataram que o didmetro das nanofibras de 6xido de polietileno diminuiu de

253 nm para 144 nm quando a umidade relativa aumentou de 4% para 48%.
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3.4 APLICACAO DAS NANOFIBRAS COMO INDICADORES INTELIGENTES

A engenharia de nanofibras surgiu para aprimorar e substituir os atuais materiais
de embalagem de alimentos. A aplicagdo de nanofibras por electrospinning no segmento das
embalagens inteligentes vem sendo nova alternativa para o monitoramento dos alimentos.
Alguns estudos foram desenvolvidos com compostos colorimétricos encapsulados em
nanofibras com potencial para avaliar a deterioracdo de alimentos pereciveis (Tabela 2).
Kuntzler et al. (2020) desenvolveram indicador de pH baseado em nanofibras de PLA/PEO
com biomassa microalgal. Neste estudo, foi observado que a biomassa da microalga Spirulina
sp. LEB 18 altera a cor conforme os valores de pH testados (1-10). O indicador desenvolvido
com 2% de biomassa e espessura de 99,0+7,7 um mostrou a variagdo da cor marrom para
verde entre o pH 5 € 7 com valores de AE superior a 21, ¢ estatisticamente diferentes. Nessa
faixa de pH concentram-se diversos alimentos como carnes bovina, suina e de peixe. Portanto,
o indicador colorimétrico de pH desenvolvido com biomassa de Spirulina sp. LEB 18 pode
ser um método conveniente e visual para estimar alteracdes de qualidade em produtos
carneos, uma vez que mudangas nos valores de pH sao indicativos de deterioragao da carne.

Luo e Lim (2020) produziram nanofibras com curcumina como indicador
colorimétrico para a deteccdo de aminas volateis. Os autores observaram que quando a
curcumina € exposta a trimetilamina, a coloracdo amarela mudou para laranja-avermelhada.
As nanofibras de polivinilpirrolidona (PVP) e etilcelulose (EC)/PEO apresentaram
desempenho diferentes em relacdo a cor. O indicador a base de EC/PEO mostrou maior
extensdo de mudanga de cor ao se expor a baixos niveis de amina, sugerindo que esse
indicador forneceu sensibilidade mais alta para deteccdo de amina do que o produzido com
PVP. Dessa forma, os resultados dos indicadores desenvolvidos mostraram que sao
promissores para aplicagdes em embalagens inteligentes, sendo alternativa para informar a

deterioragdo dos peixes.
3.5 HISTORIO DA LINHA DE PESQUISA EM ENGENHARIA DE NANOFIBRAS

Em 2008, o projeto “Matrizes de nanofibras biodegradaveis para células-tronco no
tratamento da lesdo da medula espinhal” foi desenvolvido em cooperagdo binacional
(Alemanha-Brasil). Nesse projeto foi estudado o desenvolvimento de nanofibras por
electrospinning utilizando poli(hidroxibutirato) de origem microalgal. No mesmo ano, a linha
de pesquisa “Engenharia de Nanofibras” foi iniciada no Laboratério de Engenharia

Bioquimica (LEB).
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Tabela 2 — Indicadores colorimétricos a base de nanofibras para monitoramento do frescor de alimentos.

Composto Polimeros Deteccao Aplicacao Referéncia
Alizarina Acetato de celulose pH Peixe AGHAEI et al. (2018)
Alizarina Zeina Aminas volateis Peixe AGHAEI et al. (2020)
Extrato de batata-doce, Pulolano, zeina pH e nitrogénio basico Carne suina GUO et al. (2020)
carvacrol volatil total
Extrato de couve roxa Alcool polivinilico pH Frutas MAFTOONAZAD,
(Brassica oleracea L.) RAMASWAMY (2019)
Extrato de couve roxa Zeina pH - PRIETTO et al. (2018)
(Brassica oleracea L.)
Lacase Zeina Tempo-temperatura - JHUANG et al. (2020)
Curcumina Quitosana e PEO pH e nitrogénio basico Frango YILDIZ, SUMNU,
volatil total KAHYAOGLU, (2021)
Ficocianina Poli(é4cido lactico) e PEO pH - MOREIRA et al. (2018)
Extrato de acai Poli(caprolactona) e PEO pH - SILVA et al. (2019)
Ficocianina e curcumina Poli(caprolactona) e PEO pH - TERRA et al. (2021)




46

No periodo de 2009-2011, o projeto “Desenvolvimento de nanofibras para
produtos aplicados na Engenharia de Alimentos” teve como objetivo estudar as condi¢des de
electrospinning para desenvolvimento de nanofibras utilizando biopolimeros para aplicagao
em produtos relacionados a engenharia de alimentos. Neste mesmo periodo, outro projeto
intitulado “Uso de nanotecnologia na bioengenharia” foi aprovado com o objetivo de utilizar a
nanotecnologia para produzir pele, através do cultivo de células-tronco em matrizes
produzidas por electrospinning ¢ desenvolvimento de novas fontes de polimeros para
producao de scaffolds de nanofibras a partir de alga brasileira.

Em 2011-2014, o projeto “Bionanotecnologia microalgal: Desenvolvimento de
nanomateriais a partir de biopolimeros e compostos bioativos sintetizados por microalgas”
teve como objetivo o desenvolvimento de nanofibras e nanocépsulas com biopolimeros e
compostos ativos extraidos da microalga Spirulina. Em 2014, foi criado o Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica (MiBi) para a continuidade dos estudos da linha de pesquisa
Engenharia de Nanofibras. Nesse mesmo ano, iniciou a linha de pesquisa em
nanoparticulas/nanoesferas pelo mesmo equipamento de electrospinning para a encapsulacao
e liberagao controlada de compostos bioativos em alimentos.

No periodo de 2015-2017, o projeto “Desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis produzidas a partir de nanofibras” teve como objetivo o desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis a partir de nanofibras por electrospinning. Em 2017, iniciou novo
segmento da linha de pesquisa com o projeto “Adsor¢do de CO> em pellets de cinzas e
nanofibras poliméricas para aumento da biofixacdo do gis em cultivo microalgal”. Este
projeto ainda em vigéncia, tem o objetivo de minimizar os impactos ambientais causados pelo
CO2 de origem termelétrica. Atualmente, também esta em andamento o projeto “Incorporagao
de biocompostos sintetizados por Spirulina em nanofibras poliméricas para uso em
embalagens ativas e inteligentes”.

Desde 2010 foram depositadas 8 patentes, 28 artigos publicados em perioddicos
internacionais e 3 capitulos de livros na area de engenharia de nanofibras. No total, foram
defendidas 3 teses, 5 dissertagdes de mestrado e 4 Trabalhos de Conclusio de Curso.
Atualmente, no MIBI sdo realizados estudos sobre nanofibras para aplicacdo em membranas
filtrantes, embalagens ativas e inteligentes, adsor¢do de gases, conservacdao de células e

nanoesferas para preservagdo de compostos bioativos.



CAPITULO III
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4 DESENVOLVIMENTO DA TESE

A tese foi dividida em trés artigos de pesquisa € uma patente. O primeiro artigo
intitulado “Indicador colorimétrico de pH desenvolvido a partir de nanofibras contendo
biomassa de Spirulina sp. LEB 18” foi publicado no periédico Food Chemistry em 2020, e
encontra-se disponivel pelo doi: 10.1016/j.foodchem.2020.126768.

O segundo artigo tem como titulo “Extratos de microalgas e ficocianina
adicionados as nanofibras: avaliagdo da estabilidade da cor para potencial aplicagdo em
embalagens inteligentes”. Neste estudo, foram obtidos extratos de Spirulina sp. LEB 18 e
Chlorella fusca LEB 111 e avaliada a adi¢ao de ficocianina tanto com biomassa de microalga
Spirulina sp. LEB 18 quanto com os extratos de microalgas nos indicadores. A partir desses
resultados, foi selecionado indicador de pH contendo extrato de Chlorella fusca LEB 111 com
ficocianina para avalia¢do da estabilidade térmica e o armazenamento.

O terceiro artigo ¢ intitulado como “Monitoramento do frescor da qualidade de
carne de frango e pescado utilizando indicadores colorimétricos de pH”. Neste estudo, os
melhores indicadores produzidos nos artigos um e dois foram aplicados em filés de frango e
pescado por 36 h a temperatura ambiente. O acompanhamento do pH e altera¢ao de cor foram
realizados no periodo de deterioragdo dos alimentos.

Essa tese gerou uma patente relacionada aos indicadores de nanofibras contendo
extratos de Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina e tem como titulo “Indicador e/ou sensor
de pH com microalga(s) e biocomposto(s) para monitorar a qualidade de alimentos frescos”
(Anexo 1). Esse pedido de propriedade intelectual foi depositado no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial - INPI na data 12/11/2020. O ntmero do processo ¢ n.° BR 10 2020
0231359.



ARTIGO 1
INDICADOR COLORIMETRICO DE pH DESENVOLVIDO A PARTIR DE NANOFIBRAS
CONTENDO BIOMASSA DE Spirulina sp. LEB 18
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RESUMO
INDICADOR COLORIMETRICO DE pH DESENVOLVIDO A PARTIR DE
NANOFIBRAS CONTENDO BIOMASSA DE Spirulina sp. LEB 18

Indicador colorimétrico de pH foi desenvolvido utilizando nanofibras de poli(acido latico)
(PLA) e oxido de polietileno (PEO) adicionadas de biomassa de microalga Spirulina sp. LEB
18. Este estudo ¢ pioneiro na avaliacdo de biomassa microalgal em nanofibras como indicador
de pH, o que torna este material Gnico e promissor para aplicacdo em embalagens inteligentes.
Nanofibras contendo biomassa foram submetidas em diferentes pH (pH 1-10) e as variagdes
na cor foram medidas por colorimetro. A analise da molhabilidade das nanofibras apresentou
caracteristica de hidrofilicidade (angulo nulo com a dgua), o que permite a interacao dos ions
com a biomassa, indicando resposta de cor rapida em fun¢do do pH. Os indicadores contendo
1,2 e 3% (m v'') de biomassa quando submetidos as varia¢des de pH, resultaram em valores
AE>12 indicando diferenca absoluta na cor. Quanto a estabilidade em relacdo ao efeito do pH
as nanofibras com a biomassa mostraram que nao perdem seu potencial colorimétrico ao
longo do tempo, além disso, aumentam a percepcao de cor o que facilita a visualiza¢do para o
consumidor. Portanto, esse novo material apresenta potencial para ser aplicado como
indicador inteligente para verificar a qualidade dos alimentos através de um sinal visual da
condicdo do produto e proporcionar seguranca ao consumidor.

Palvaras-chave: electrospinning, embalagens de alimentos, microalga, pigmentos naturais,

propriedades dpticas.
1 INTRODUCAO

A embalagem tradicional de alimentos destina-se a proteger o produto do
ambiente circundante, promover o retardamento da deterioragao, estender o prazo de validade
e realizar a manuten¢do da qualidade dos alimentos embalados (RESTUCCIA et al., 2010;
ROBERTSON, 2006). No entanto, estas fun¢des ndo sdo suficientes para as exigéncias de
padrdes de qualidade da sociedade, uma vez que hd aumento da demanda por alimentos
seguros e frescos (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2019). Dessa forma, surgiram as
embalagens inteligentes com func¢des aprimoradas em resposta as preocupagdes crescentes
dos consumidores envolvendo seguranga e qualidade dos produtos alimenticios. Embalagens
de alimentos inteligentes permitem monitorar as condi¢des dos produtos embalados, registrar
0s parametros criticos € comunicar ao consumidor a qualidade do produto para consumo (EU,
2009, VANDERROOST et al., 2014).

Os indicadores inteligentes podem ser incorporados interna ou externamente as
embalagens e monitoram as mudangas da qualidade em tempo real, como indicadores de
tempo-temperatura (BRIZIO; PRENTICE, 2015), sensores de gas (HUSSAIN et al., 2018),
pH (POURJAVAHER et al., 2017) e biossensores (KERRY; O’GRADY; HOGAN, 2006). Os

sistemas indicadores fornecem informagdes sobre a qualidade do alimento por meio de
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alteragdes colorimétricas visuais (ZAJKO; KLIMANT, 2013). Especificamente, na
deterioragdo de alimentos causada pela contaminagdo microbiana ocorrem alteragdes no pH e
0 monitoramento em tempo real pode informar ao consumidor as condigdes do alimento para
consumo (GADEA et al., 2016).

Os indicadores visuais consistem em um pigmento sensivel ao pH e uma matriz
solida para imobilizar o pigmento (ZHANG; LU; CHEN, 2014). Existem estudos que
relataram o potencial de pigmentos extraidos de fontes naturais sensiveis a pH aplicados em
embalagens inteligentes (PEREIRA; ARRUDA; STEFANI, 2015; SALIU; DELLA-
PERGOLA, 2018; ZHALI et al., 2017; ZHANG; LU; CHEN, 2014). No presente estudo foi
utilizada a microalga Spirulina que ¢ reconhecida pelo Food and Drug Administration (FDA)
o qual emitiu certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) que permite a
comercializa¢do da microalga como suplemento alimentar ou alimento sem risco para a saude
humana (COSTA; MORALIS, 2013). Esta microalga apresenta cor verde-azulada, alto teor de
pigmentos como P-caroteno, tocoferdis, ficocianina, ficoeritrina e clorofilas
(PRIYADARSHANI; RATH, 2012). Dessa forma, devido a certificacdo e a presenca de
diversos pigmentos em sua composi¢do com potencial sensibilidade ao pH, a biomassa
microalgal encapsulada em nanofibras poliméricas, mostra-se promissora para constituir o
indicador colorimétrico de pH.

A matriz so6lida ¢ outra parte do indicador que suporta o pigmento e pode
influenciar na sensibilidade e tempo de resposta (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY,
2019). Existem diversos estudos com filmes poliméricos (BAI et al., 2019; CHEN et al.,
2019, KUSWANDI; NURFAWAIDI, 2017; MACIEL et al., 2012; PRIETTO et al., 2017), no
entanto, nanofibras produzidas por electrospinning apresentam vantagens em relagdo aos
filmes. Devido ao didmetro na escala nanométrica, que permite maior niimero de poros
intersticiais, elevada area de superficie em relacdo ao volume e estabilidade dos pigmentos
funcionais. Especificamente, a alta area de superficie das nanofibras aumenta a reatividade do
material, acelera os mecanismos de adsorc¢ao ou liberacdo e aumenta o numero de locais para
interacdo com os compostos reativos no desenvolvimento de sensores. Além disso, a medida
que a porosidade das nanofibras aumenta, a resisténcia de transporte de massa ¢ reduzida
facilitando a difusdo dos fluidos (MACAGNANO et al., 2015; AGARWAL; GREINER;
WENDOREFF, 2013; MERCANTE et al., 2017).

Portanto, este estudo ¢ pioneiro na utilizagdo de biomassa microalgal diretamente
nas nanofibras sendo uma complexa fonte colorimétrica que contém em sua composi¢ao

diversos pigmentos com variabilidade de cores, o que torna o padrdo de cores deste indicador
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unico e promissor para aplicagdo em embalagens inteligentes. O objetivo do estudo foi avaliar
o potencial da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 encapsulada em nanofibras poliméricas no

desenvolvimento de indicador colorimétrico de pH.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 POLIMEROS E BIOMASSA MICROALGAL

O poli(acido latico) (PLA) (6201D) (3,1 densidade relativa) da Nature Works
LLC (Minnetonka, USA) foi utilizado no desenvolvimento das nanofibras. O 6xido de
polietileno (PEO) de massa molecular 600 kDa foi adquirido da Sigma Aldrich (Oakville,
Canadd). A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi cultivada na planta piloto do
Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG)
localizada as margens da Lagoa Mangueira (33° 30" 13” S; 53° 08’ 59” W) em biorreatores
tipo raceway de 10000 L (MORALIS et al., 2009).

2.2 PREPARO DA BIOMASSA E AVALIACAO DA CAPACIDADE DE MUDANCA DE
COR

Ao final do cultivo a biomassa microalgal foi recuperada, utilizando filtro de 200
um, concentrada em prensa hidraulica e extrusada. Apds a extrusdo, a biomassa foi seca a 50
°C durante 4 h em secador de bandejas (MORAIS et al., 2009), moida em moinho de bolas
por 2 h e peneirada em peneira de ago inox (Granutest, Brasil) com abertura de 400 mesh para
a padronizagdo do tamanho das particulas. Posteriormente, a biomassa foi armazenada sob
refrigeracao.

A capacidade de mudanca de cor da biomassa microalgal foi avaliada em
diferentes solugdes de pH (pH 1-10). Para este processo, 2% (m v'') de biomassa foi
adicionada em 4 mL de cada tampao com posterior agitacdo com voértex (Phoenix Luferco,
Brasil) para homogeneizacdo. Apds 5 min, a coloracdo cada solugdo foi verificada
visualmente. As solugdes de tampao foram compostas de hidro &cido potassio cloridrico para
pH 1-2, glicina acido cloridrico para pH 3, citrato para pH 4, 5, 6 e 7 e fosfato para pH 8,9 e

10, sendo que todas as solugdes foram armazenadas sob refrigeracao.
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2.3 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS

2.3.1 Solugdes poliméricas e processo de electrospinning

As solugdes poliméricas foram preparadas com blenda de 9% m v'! PLA e 3% m
v’ PEO em proporg¢des de 9:1 (MOREIRA et al., 2018); 8:2; 7:3; 6:4 e 5:5, respectivamente.
Também foram preparadas solugdes contendo 8% m v'! PLA e 4% m v' PEO na proporgdo
6:4. A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi adicionada nas solu¢des em
concentragdes de 1, 2 e 3% (m v''). Todas as solugdes foram solubilizadas em solugdo
cloroférmio:metanol (8:2) por 16 h em agitador magnético a 1800 rpm (Fisatom, Brasil) a
temperatura ambiente (22 £+ 4 °C).

As solugdes poliméricas foram injetadas através de diferentes capilares (@ 0,45;
0,55; 0,70 e 0,80 mm) e depositadas em coletor metalico. Os potenciais elétricos testados
foram 10, 15 e 20 kV, a distancia do capilar ao coletor foi 120 mm e as taxas de alimentagao
foram 600, 1000 e 1500 uL h!. Todos os testes foram conduzidos a 21 °C e umidade relativa
do ar de 45 + 5%.

2.3.2 Morfologia das nanofibras

A forma e o diametro das nanofibras poliméricas com e sem a biomassa foram
obtidas em microscopio eletronico de varredura (MEV) (Jeol JSM—6610 LV, Japao). Antes
das analises, as amostras foram fixadas em suporte metalico e recobertas com ouro, utilizando
o metalizador diiode sputtering (Denton Vacuum CARO001-0038, Estados Unidos) (ASTM
E986-04, 2010). Apos, o diametro das nanofibras foi determinado a partir da média de 50

medidas obtidas através do software ImageJ 1.49 em diferentes areas das imagens.

2.3.3 Viscosidade das solucdes poliméricas

A viscosidade foi determinada através de redmetro (Brookfield DV-III Ultra
Programmable Rheometer, Estados Unidos) utilizando as solugdes poliméricas que
produziram nanofibras com didmetros uniformes e continuos. A analise foi conduzida com

0,5 mL de solugdo e em temperatura ambiente.

2.3.4 Analises térmicas da nanofibras

A medida da estabilidade térmica das nanofibras, biomassa e os polimeros foram

realizadas através de andlise termogravimétrica (TGA) (Shimadzu DTG-60, Japao) de acordo
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com a metodologia ASTM D3850-12 (2013). As analises foram conduzidas a temperatura
ambiente até alcancar 500 °C, em atmosfera inerte de 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 fusao das nanofibras, biomassa e os
polimeros foi utilizado calorimetro diferencial de varredura (DSC) (Shimadzu DSC-60,
Japao). A anélise foi conduzida em temperatura ambiente até alcangcarem 400 °C, com razao
de aquecimento de 10 °C min™! e fluxo de nitrogénio de 50 mL min!. A temperatura de fusio
foi determinada a partir do pico maximo de fusdo apresentado na curva de DSC de acordo

com ASTM D7426-08 (2013).

2.3.5 Caracterizacao estrutural das nanofibras

As nanofibras foram avaliadas em espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) (IR Prestige-21, Shimadzu Corp., Japan). Os espectros foram
registrados entre 0 e 4000 cm™ com resolucdo espectral de 4 cm™. As amostras foram

analisadas em forma solida utilizando capsulas de brometo de potassio (KBr).

2.3.6 Molhabilidade das nanofibras

A andlise da molhabilidade foi realizada para verificar a capacidade do tampao de
pH de interagir com o indicador e ocasionar a mudanga de cor. Para esta analise foram
utilizadas nanofibras contendo 1, 2 e 3% (m v'') de biomassa e microscopio digital Blue
(x60), em que uma gota de agua foi inserida sobre a superficie das nanofibras e, em seguida, a
imagem foi obtida. A partir do software Surftens 3.0, cinco medi¢des de cada imagem foram

realizadas utilizando cinco pontos de medic¢do dispostos ao redor da gota.

2.4 AVALIACAO DA RESPOSTA DE COR DOS INDICADORES DE PH

2.4.1 Medidas de resposta colorimétrica

Para avaliar a sensibilidade dos indicadores as variagdes de pH foram preparadas
solugdes com valores de pH de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0. Os indicadores
com 1,2 e 3% (m v'') de biomassa foram seccionadas em se¢des de 20 x 20 mm e submersas
em cada tampdo por 5 min. Os paradmetros de cor dos indicadores de pH foram determinados
utilizando colorimetro (Modelo Chroma Meter CR-400/410, Konica Minolta, Japao) e sistema
CIELab. Trés medidas foram realizadas para cada indicador, e os valores de L*

(luminosidade), a* (vermelho/verde) e b* (amarelo/azul) foram medidos. A média dos valores
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de L *, a* e b* foi utilizada no célculo da diferenca total de cores (AE), de acordo com a

Equacao 1.
AE = (AL + Aa™ + Ab™?) (1)

Em que: AL* = L - LO*; Aa* = a - a0* e Ab* = b - b0*. L0*, a0* e b0* sdo os
valores de referéncia do indicador sem o tratamento com solugdo tampdo para cada

concentragao de biomassa.

2.4.2 Espessura

Os indicadores de pH contendo 1, 2 e 3% (m v'!) de biomassa foram produzidos
com 1, 3 ¢ 5 mL de solugdo polimérica para formar diferentes espessuras dos indicadores, as
quais foram determinadas utilizando micrometro (Insize, 3109-25, Brasil), para avaliar a
resposta da cor e a resisténcia a dgua. Ap0s, os indicadores foram seccionados em sec¢des de
20 x 20 mm e submersos em cada tampao (pH 1-10) por 5 min. A medida de resposta da cor
também foi determinada com colorimetro (Modelo Chroma Meter CR-400/410, Konica
Minolta, Japao), sistema CIELab e calculada a diferenca total de cores conforme Equagao 1,
em que LO*, a0* e bO* sdo os valores de referéncia do indicador sem o tratamento com

solucao tampao para cada espessura € concentragdo de biomassa.

2.4.3 Estabilidade da cor no tempo

O indicador contendo 1, 2 e 3% (m v!) de biomassa e espessura com maior
sensibilidade a alteragcdo de cor foi avaliado quanto ao efeito do tempo de contato com as
solugdes de pH (1-10). Os indicadores foram seccionados (20 x 20 mm) e submersos em cada
solucdo tampdo. A resposta da cor foi avaliada a cada hora até verificar-se a estabilidade da
cor com colorimetro (Modelo Chroma Meter CR-400/410, Konica Minolta, Japao), sistema
CIELab e calculada a diferenca total de cores conforme Equacdo 1. Os parametros LO*, a0* e
b0* sdo os valores de referéncia do indicador com espessura mais sensivel a alteragdao da cor

sem o tratamento com solug@o tampao para cada concentracdo de biomassa.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada nos diametros médios das nanofibras e, para

determinar diferengas nos valores de AE dos indicadores nas faixas de pH com maior
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sensibilidade a alteracdo de cor. As diferencas das médias foram determinadas por andlise de

variancia (ANOVA) seguida por teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO DA MUDANCA DE COR DA BIOMASSA MICROALGAL

No desenvolvimento do indicador colorimétrico para aplicacdo em embalagens de
alimentos, primeiramente, foi necessario avaliar o comportamento da alteracdo de cor da
biomassa de microalga Spirulina sp. LEB 18 em diferentes valores de pH (Figura 1). A
microalga Spirulina apresenta diversos compostos responsaveis pela sua coloragdo, incluindo
ficocianina, ficoeritrina, aloficocianina, carotenoides, compostos fendlicos e clorofila

(PRIYADARSHANI; RATH, 2012; MORAIS et al., 2015).

Figura 1 — Solucdo tampao (pH 1-10) com biomassa microalgal para observar a
alteragao de cor.

vq\- '.d'

Os principais pigmentos que podem causar a variacdo da cor da biomassa sao

ficocianina e clorofila, isto porque a Spirulina sp. contém aproximadamente 17,5% (m m™) de
ficocianina (MARKOU; NERANTZIS, 2013) e 11,5% (m m™) de clorofila (DANESI et al,
2002). A intensa cor azul caracteristica da ficocianina foi observada nas solug¢des de pH 5, 6 ¢
7 e, conforme diminuiu o pH de 5 para 1, a intensidade da cor reduziu gradativamente. A cor
azul presente nas solugdes de pH 5, 6 e 7 pode ser atribuida a capacidade de extracao de
ficocianina com solugdo tampao nestes valores de pH. Segundo o método de extracdo e
quantificagdo de ficocianina da [International Union of Pure and Applied Chemistry
(THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002) ¢ recomendado utilizar tampao fosfato de sédio
0,1 M em pH 6,9. Quando o pH se alterou de 8 para 10, observou-se aumento gradativo da cor
verde, sendo indicativo da clorofila presente na biomassa. A partir desses resultados,
verificou-se o potencial de alteragdo da cor da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e por esse
motivo, continuou-se os estudos com nanofibras adicionadas de biomassa para aplicagdo

como indicador de pH.
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3.2 PRODUCAO DAS NANOFIBRAS DE PLA/PEO/BIOMASSA MICROALGAL E
VISCOSIDADE DAS SOLUCOES POLIMERICAS

As solugdes de 9% (m v') de PLA e 3% (m v'') de PEO foram preparadas
individualmente e apos, diferentes propor¢des destas solugdes como 9:1; 8:2; 7:3; 6:4 ¢ 5:5 de
PLA:PEO adicionadas de 2% (m v!) biomassa microalgal utilizadas na produgio das
nanofibras. O estudo com diferentes propor¢des de polimeros foi devido a presenca de PLA,
pois a caracteristica de hidrofobicidade pode impedir a interagdo das nanofibras com a
solucao tampao. A formagao das nanofibras continuas ocorreu utilizando capilar de 0,80 mm,
potencial elétrico de 15 kV e taxa de alimentagio de 600 pL h'. Moreira et al. (2018)
verificaram que introduzindo o PEO na solugdo polimérica de PLA e ficocianina gerou
nanofibras mais hidrofilicas e obteve-se interacdo do tampao de pH com a ficocianina
alterando assim, a cor do indicador de azul até a perda total da cor.

As nanofibras da blenda de 9% de PLA e 3% (m v'') de PEO nas propor¢des 9:1;
8:2 e 7:3 nao provocaram diferenca na cor da biomassa, no entanto na propor¢do 6:4
verificou-se altera¢ao da cor. Devido a isso, adicionou-se maior concentragao de PEO (4% m
v'!) e menor de PLA (8% m v™!) na propor¢io 6:4 (PLA:PEO) (Tabela 1) e assim, aumentou-
se a percep¢do da variagdo da cor da biomassa. A propor¢do 5:5 de ambas as condigdes da
blenda promoveram a solubilizagao parcial das nanofibras quando em contato com o tampao.

Os diametros médios das nanofibras de PLA/PEO aumentaram significativamente
(p<0,05) a medida que a maior concentragdo de biomassa foi incorporada nas nanofibras.
Esse aumento também foi verificado na viscosidade das solugdes poliméricas contendo
concentragdes de 1, 2 € 3% (m v'') de biomassa (0,39+0,02; 0,53+0,08; 0,61£0,04 Pa.s,
respectivamente). A morfologia e o didmetro das nanofibras eletrofuncionais dependem
também do tipo de sistema polimero/solvente e concentracdo polimérica (CASASOLA et al.,
2014). O aumento da concentracdo de compostos na solucdo pode aumentar a viscosidade
(PRIETTO et al., 2018), o que contribui para o emaranhamento entre as cadeias poliméricas
(HAIDER et al., 2013). O aumento na viscosidade ou concentracdo da solucdo origina
diametro de nanofibra maior ¢ mais uniforme (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Durante o
processo de electrospinning, a viscosidade da solug@o ¢ importante para a estabilidade do jato
e determinagdo do intervalo de concentracdes a partir do qual as nanofibras continuas podem
ser obtidas (JAWOREK et al., 2009). Em solugdes com baixas viscosidades, a tensdo
superficial determina se gotas ou nanofibras com gotas sdo formadas, enquanto acima da

concentracao critica ¢ obtida estrutura fibrosa continua (RAMAKRISHNA et al., 2005).
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Tabela 1 — Imagens, distribui¢do do didmetro (nm) e didmetro médio (Dm, nm) das
nanofibras produzidas com 8% PLA/4% PEO (m v'!) na propor¢io 6:4 de PLA:PEO com e
sem biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Sp).
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Letras mintisculas iguais indicam que os resultados ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05) entre os

didmetros médios.

Portanto, nanofibras produzidas por electrospinning representam abordagem

promissora baseada na nanotecnologia para a concepcao e desenvolvimento de sistemas de

indicadores inteligentes e ultrassensiveis (MACAGNANO et al., 2015). As propriedades

como alta area superficial em relacdo ao volume e a porosidade das nanofibras, devido ao

diametro nanométrico, oferece maior capacidade de interagdo com o meio e a possibilidade de

melhor desempenho de deteccdo do indicador (LI; YU; DING, 2015; ZHANG et al., 2017).
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Além disso, a configura¢do de poros intersticiais aliada a area de superficie das nanofibras
aumentam os mecanismos de sensibilidade dos compostos reativos, o que possibilita a

utilizacao dessas no desenvolvimento de indicadores inteligentes.
3.3 PROPRIEDADES TERMICAS E ESPECTROSCOPIA FTIR

A temperatura de fusdo das nanofibras refere-se somente ao polimero PLA (Tr =
169 °C), pois ndo foi possivel verificar nas amostras o pico endotérmico do polimero PEO,
provavelmente devido a baixa concentragao de PEO constituido na matriz polimérica quando
comparado ao PLA (Tabela 2). Os termogramas da nanofibras de PLA/PEO contendo
biomassa ndo mostraram mudanca perceptivel nos picos endotérmicos em comparagao com o
pico de PLA granular. A temperatura de fusdo das nanofibras permaneceu cerca de 170 °C,
independentemente da concentracdo de biomassa adicionada. Isto indica que a fase cristalina
do PLA nao foi afetada pela incorporacao do composto. Moreira et al. (2018) produziram
nanofibras de PLA/PEO adicionadas de ficocianina e verificaram que a temperatura de fusao
ndo se alterou com a incorporacdo do composto ¢ a presenga de PEO. Os mesmos efeitos
foram observados por Schmatz et al. (2019) que adicionaram nanoparticulas poliméricas com

ficocianina em nanofibras de PLA.

Tabela 2 - Temperatura de fusdo (Ty), entalpia (H), temperatura inicial de degradacao (Tiq),
temperatura final de degradacao (Tr) e temperatura de maxima degradagdo (Tmq) da biomassa
Spirulina sp. LEB 18 (Sp), dos polimeros e nanofibras de 8% PLA/4% PEO na propor¢ao 6:4

com e sem a biomassa.

Amostras Tr°C) HUJgY) Tia(°C) Twu(°C) Tma(°C)
Sp 117 -333,5 193 267 217
PEO 69 -157.4 351 410 381
PLA 169 72,1 336 391 368

Nanofibras

PLA/PEO 167 27,1 267 317 300
PLA/PEO/1% Sp 167 -25,1 266 301 284
PLA/PEO/2% Sp 167 -19,5 243 291 270
PLA/PEO/3% Sp 167 -26,2 237 282 262

O encapsulamento da biomassa nas nanofibras de PLA/PEO conferiu estabilidade
térmica ao composto. As nanofibras contribuiram com aumento de 67, 53 e 45 °C na
temperatura de maxima degrada¢io da biomassa nas concentragdes 1, 2 e 3% (m v),
respectivamente. Isso demonstra que encapsular compostos pelo processo de electrospinning
possibilita ampliar a aplicagdo destes e que as propriedades térmicas dos polimeros

prevalecem em relacdo ao do composto, provavelmente devido a transformagdo das
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dimensdes em escala nanométrica, o que permite maior area de contato e maior resisténcia ao
aumento da temperatura.

Outro ponto importante para uso das nanofibras em embalagens de alimentos ¢ a
total evaporagao dos solventes das solugdes poliméricas. Nos termogramas da nanofibras nao
foi observado tragos dos solventes nas temperaturas de evaporagdo como do cloroférmio (61,2
°C) e metanol (64,7 °C). Em virtude destes resultados, pode-se concluir que houve a
eliminagdo completa do solvente durante a produ¢ao das nanofibras no electrospinning.

Os espectros de FTIR das nanofibras de PLA/PEO com e sem biomassa foram
analisados para verificar as interagdes quimicas entre os polimeros € o composto. No espectro
do PLA puro (Figura 2c), bandas de absorgdo IR foram observadas em 1750 cm™ que indica a
presenca de estiramento de éster C=0; em 1450 cm™ mostra a caracteristica -C—H e forte
banda de absor¢io em 1175 cm™ forneceu a confirmagio da presenca de estiramento de éster
C=0 (PAI et al., 2019). A presenca de 2 e 3% (m v'') de biomassa nas nanofibras de
PLA/PEO intensificaram as bandas de absor¢do do PLA o que provavelmente deve-se a

interacao quimica entre o polimero € o composto.

Figura 2 - Espectros FTIR da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (a), polimeros PEO (b) e
PLA (c), nanofibras de 8% PLA/4% PEO na propor¢ao 6:4 (d) com 1% (e), 2% (f) e
3% (m v') de biomassa (g).
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As bandas no espectro de PEO puro pertencem a 1450 cm™' correspondente a
flexdo assimétrica, a banda de 1350 cm™ a presenca de CHz e em 1100 cm™! associado ao

alongamento com C-O-C (RAO; SUVARNA, 2016). As nanofibras de PLA/PEO (Figura 2)
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apresentam bandas caracteristicas dos polimeros puros juntamente com o fragmento

' com maior intensidade nas nanofibras com 3% (m v'') de

encontrado em 1200 cm”
biomasssa. O espectro Spirulina sp. LEB 18 mostrou a banda 1231 cm! que representa
deformacdes -CH e -OH, em que estas ligacdes estdo presentes em compostos como lipidios
(BATALLER; CAPAREDA, 2018). Além disso, o espectro de biomassa mostrou a faixa
1640 cm™ como resultado das vibragdes de estiramento C = O das ligagdes peptidicas, isso

também pode ser observado nas nanofibras com biomassa.
3.4 MOLHABILIDADE DAS NANOFIBRAS

O angulo de contato da agua de 132,4+0,8° ¢ devido a natureza hidrofobica das
nanofibras de PLA (Figura 3). Alippilakkotte et al. (2017) produziram nanofibras de PLA e
observaram angulo de 140° a partir do aparecimento de goticulas de dgua de formato esférico
em sua superficie por longo periodo de tempo. Segundo Yuan e Lee (2013), angulos de
contato superiores a 90° geralmente significam que o umedecimento da superficie ¢
desfavoravel, de modo que o fluido minimiza seu contato com a superficie e forma uma
goticula de liquido compacta. Por esse motivo foi adicionado PEO as nanofibras com o intuito

de produzir um material hidrofilico em que a 4gua seja absorvida em todo indicador.

Figura 3 — Molhabilidade da superficie das nanofibras produzidas com a) 8% PLA, b) 8%
PLA/4% PEO na propor¢ao 6:4 com ¢) 1%, d) 2% e ¢) 3% 1) de biomassa.

As nanofibras de PLA/PEO com e sem a biomassa apresentaram angulo nulo,
sendo que angulo de contato menor que 90° indica que o umedecimento da superficie ¢
favoravel, e o fluido se espalhara sobre uma grande area na superficie (YUAN; LEE, 2013). A
diferencga de hidrofilicidade entre as amostras pode ser atribuida principalmente a adicao de
PEO para a producgdo das nanofibras, pois este polimero solubiliza-se facilmente em agua a

temperatura ambiente. Segundo Prietto et al. (2018), a hidrofilicidade das nanofibras pode ser
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atribuida a morfologia da superficie, a porosidade, ao tamanho das nanofibras e a agdo capilar
da membrana eletrostatica. Além disso, o aumento da molhabilidade pode ser ttil para
aplicagdes como indicadores de pH, pois isso facilita a difusdao de H+ ou OH- nas nanofibras,
permitindo que esses ions interajam com a biomassa, dando assim resposta de altera¢ao de cor

rapida em funcdo do pH.

3.5 ANALISE DE RESPOSTA DAS CORES DOS INDICADORES DE pH

Os indicadores apresentaram coloragcdo verde (Figura 4) caracteristica devido a
presenga de microalga Spirulina sp. LEB 18. Apds o contato com o tampao, a coloracao
observada nos ensaios variou de acordo com a concentragdo da biomassa e a espessura. Os
indicadores com espessura de 36,5+1,0 um contendo 1% (m v'!) de biomassa apresentaram
coloracdo cinza em todos os valores de pH. Quando a concentracdo aumentou para 2 ¢ 3% (m
v'1), observou-se a coloragio marrom claro em pH 4cido e verde em pH alcalino (Figura 4(a)).
Entretanto, indiferente das concentragdes de biomassa, os indicadores apresentaram baixo
desempenho na mudanca de cor, isso porque a maior parte (94%) dos resultados de AE estdao
abaixo de 12 (Figura 5a). Além disso, a espessura de 36,5+£1,0 um produzida com 1 mL de
solucdo polimérica ndo foi suficiente para os indicadores manterem sua forma quando em
contato com as solucdes de pH. Segundo Tassanawat et al. (2007), AE maior que 5 implica
em mudancga de cor perceptivel pelo olho humano, e AE maior que 12 indica diferenca
absoluta na cor.

O aumento da espessura dos indicadores para 165,0+4,5 um produzidos com 5
mL de solucdo, incrementou os valores de AE em todas as concentragdes de biomassa
testadas, os quais apresentaram resultados entre 20 e 45. De acordo com a Figura 4(c) os
indicadores contendo 3% (m v'') de biomassa apresentaram coloragio marrom em pH entre 1
e 3, verde em pH 4 a 7 e verde-azulada nos demais valores de pH. Entretanto, em
concentracdes de 1 e 2% (m v!) alguns valores de pH mostraram a descoloragio do indicador
e ndo apresentaram a mesma sequéncia de cores do indicador contendo 3% (m v'') de
biomassa. Essa desuniformidade nas cores dos indicadores pode estar relacionada com o tipo
de coletor utilizado durante a producdo das nanofibras, pois estas foram depositadas em
coletor estatico o qual produz membranas com espalhamento aleatério das nanofibras

ocasionando entdo maior deposi¢do de material em determinado lugar do coletor.
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Figura 4 — Variacao de cor dos indicadores compostos de nanofibras de 8% PLA/4% PEO na
proporcao 6:4 e biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Sp) com 36,5+1,0 (a), 99,0+7,7 (b) e
165,0+4,5 um (c) de espessura testadas em diferentes valores de pH.
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Outro ponto importante na avaliacdo de um sistema de indicador inteligente de pH
¢ a amplitude do resultado de AE entre os valores de pH. A Figura 5(b) mostra esta
variabilidade do AE entre os valores de pH 5 a 7 do indicador composto com 2% (m v'') de
biomassa e entre o pH 3 a 5 do indicador com 1% (m v'!) de biomassa (Figura 5(c)). Essa
amplitude significa que ocorreu brusca altera¢do da cor do indicador entre esses valores de
pH, o que facilita ao consumidor a percepc¢ao visual da mudanca de cor, conforme elucidado
na Figura 3c na faixa de pH 3 a 5 do indicador com 1 % (m v'') de biomassa. Segundo
Taoukis (2008), o sinal da resposta ¢ o pardmetro que determina a legibilidade de um

indicador inteligente, o qual deve apresentar mudanca compreensivel e perceptivel pelo
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consumidor. Assim, a configuracdo deve ser visualmente fécil de ler e com a consequente
tradugdo da mensagem segundo Brizio e Prentice (2015).

Dessa forma, como a variabilidade ¢ uma caracteristica essencial para
implementa¢ao do indicador de pH, observou-se que os indicadores produzidos com 5 mL de
solugdo (Figura 5(c)) contendo 3% (m v'!) de biomassa apresentaram resultados de AE
constantes. O mesmo comportamento constante na faixa de pH 1-5 e 5-8 foi verificado nos
indicadores contendo 2% e 1% (m v'') de biomassa, respectivamente. Em outros valores de
pH ocorreu potencial amplitude de AE como no pH 5 ao 6 no indicador contendo 2% (m v'!)
de biomassa e em pH 3 ao 5 indicador contendo 1% (m v''). No entanto, os indicadores
produzidos com 3 mL de solugdo polimérica que formaram espessura de 99,0+7,7 um foram
aqueles que melhor desempenharam a variagdo de cor em diferentes valores de pH, além de
necessitar menos material para fazer a solugdo e consequentemente menos gasto, em relacao
aos indicadores produzidos com 5 mL.

De acordo com a Figura 5(b), a amplitude dos resultados de AE indica que estes
indicadores tem grande potencial para facil visualiza¢do da alteragdo de cor. Em pH 4cido (1-
3) as nanofibras de PLA/PEO em todas as concentragdes de biomassa mostraram cor marrom
que variaram a intensidade de acordo com a aumento da concentracdo de biomassa (a*
aproximadamente -6 até -8). A coloragdo verde apareceu em pH entre 4 ¢ 7 com maior
intensidade no indicador com 3% (m v!) de biomassa (a* aproximadamente -11 até -16).
Apbés o pH 7, os indicadores apresentaram tendéncia na descoloragdo da cor verde (a*
aproximadamente -11 até -15).

Por outro lado, a coloragdo azul caracteristica do pigmento ficocianina presente na
biomassa microalgal nao foi identificada nos indicadores, sendo observada somente quando a
biomassa foi submetida as solu¢cdes de pH. Esse fato pode estar relacionado com a
encapsulacdo da biomassa nas nanofibras, as quais promoveram estabilidade a esse pigmento
permitindo prote¢do de agentes externos. As caracteristicas morfologicas das nanofibras
desempenham papel importante na eficiéncia de cor do indicador de pH, além de ser um
promissor suporte s6lido para producdo de indicador inteligente. A estrutura porosa das
nanofibras em comparacdo aos filmes poliméricos pode facilitar a resposta de mudanca de cor
do pH sensivel devido a sua maior area de superficie (JEBEL; ALMASI, 2016).

Os indicadores compostos de nanofibras de PLA/PEO adicionados de 1, 2 e 3%
(m v'!) de biomassa de microalga Spirulina sp. LEB 18 foram avaliados quanto a estabilidade
da cor durante os efeitos do pH. A Figura 6 mostra que durante as 4 h que os indicadores

permaneceram em contato com as solu¢des de pH o perfil colorimétrico manteve-se em todas
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as amostras. Este resultado ¢ favordvel para aplicagdo como embalagem inteligente, pois
mostrou que a biomassa ndo perde seu potencial colorimétrico ao longo do tempo, além disso,

aumenta a percepc¢ao de cor o que facilita a visualizagdo para o consumidor.

Figura 5 - AE em rela¢do ao pH das nanofibras compostas de 8% PLA/4% PEO na propor¢ao
6:4 e biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (1 (e),2 (0) e 3 (A) % m v'') com espessuras de
36,5£1,0 (a), 99,0+7,7 (b) e 165,0+4,5 um (c).
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Na Figura 6(a) destaca-se a variagdo de cor em pH acido (1-3) em que o valor de
AE foi superior a 12 para os indicadores contendo 1% (m v') de biomassa, mostrando
diferenca absoluta entre as cores. Outra importante variagdo na cor foi observada na Figura
6(c) entre o pH 2 e 4 para os indicadores contendo 3% (m v'') de biomassa, os quais
apresentaram valores de AE maiores que 26 e estatisticamente diferentes, sendo esta a
alteracdo perceptivel a visualizacdo do consumidor. Assim, esse indicador poderia ser
aplicado em embalagens de alimentos para monitorar a qualidade do suco citrico, pois
segundo Tribess e Tadini (2006) e Vegara et al. (2014), a faixa de pH caracteristico de frutas
citricas varia de 3,6 a 4, e o aumento da acidez em sucos armazenados devido ao
aparecimento de acido acético ou latico, ¢ um indicador de contaminagdo por leveduras e/ou
bactérias.

Potencial aplicacdo também foi verificada para o indicador contendo 2% (m v'')
de biomassa da Figura 6(b) que mostra alteracdo na cor entre o pH 5 ¢ 7 com valores de AE
superior a 21 e estatisticamente diferentes. Essa faixa de pH abrange uma variedade de
alimentos, principalmente, carnes como a bovina que apresenta pH ideal em torno de 5,5 ¢ a
carne de frango em aproximadamente 5,7. Quando ocorre a contamina¢cdo microbioldgica
devido a fatores extrinsecos como temperatura ¢ umidade ou manipulagdo inadequada dos
alimentos, o pH das carnes pode alcancar valores proximos a 7,2 (HOPKIN et al., 2014;
SANFELICE et al., 2010).

No estudo de Kuswandi et al. (2012), a contamina¢do em pescado causou
alteracdo no pH e aumentou o valor de nitrogénio basico volatil total, sendo que a
deterioragdo completa de pescado armazenados a temperatura ambiente mostra mudanca de
pH de 5,8 para valor acima de 6,9 em apenas 22 h. Por esse motivo, o desenvolvimento de
indicadores para monitoramento do pH dos alimentos ¢ essencial para diminuir os problemas
de qualidade devido ao crescimento de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, € assim
aumentar seguranga alimentar.

Filmes indicadores de pH foram desenvolvidos por Choi et al. (2017) para
correlacionar as mudangas de cor do indicador com alteragdes de pH na carne suina. Os
autores verificaram que o pH inicial da carne suina foi 5,8 e, ap6s 48 h de armazenamento a
temperatura ambiente indicando a deterioracao completa, este valor de pH aumentou para 7,4.
Da mesma forma, o indicador colorimétrico apresentou alteracdo de vermelho para verde
conforme ocorreu a deterioragdo da carne suina. Portanto, o indicador colorimétrico de pH

desenvolvido com biomassa Spirulina sp. LEB 18 pode ser um método conveniente e visual
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para estimar alteracdes de qualidade em produtos carneos em tempo real, uma vez que

mudangas nos valores de pH sdo indicativos de deterioracdo da carne.

Figura 6 — Resposta de cor em funcao do pH (1-10) para diferentes tempos (1, 2, 3 e 4 h) dos
indicadores com espessura de 99,0+7,7 um e compostos de nanofibras de 8% PLA/4% PEO
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Letras mintisculas iguais indicam que os resultados ndo apresentam diferenca significativa

(p<0,05) entre os valores de AE.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo foram desenvolvidos indicadores colorimétricos de pH utilizando a
biomassa de microalga Spirulina sp. LEB 18 incorporada nas nanofibras de PLA/PEO. A
biomassa mostrou-se sensivel a alteracdo de pH (1-10) e a blenda polimérica de 8% PLA/4%
PEO na propor¢do 6:4 produziu nanofibras que permitiram a interagdo dos ions com a
biomassa, fornecendo assim resposta de cor rapida em funcdo do pH. Os indicadores de
nanofibras com biomassa quando submetido as variagdes de pH, resultaram em valores
AE>12 detectaveis pelo olho humano indicando diferenga absoluta na cor. Esses resultados de
nanofibras de PLA/PEO adicionadas de biomassa microalgal apresentam composicao
apropriada para visualizacdo de alteracdo da qualidade dos produtos alimenticios. Portanto, o
indicador proposto tem potencial para garantir respostas confidveis as varia¢des de pH,
podendo ser aplicado como embalagens de alimentos inteligentes e contribuir para seguranga

e a qualidade dos alimentos.
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RESUMO
EXTRATOS DE MICROALGAS E FICOCIANINA ADICIONADOS AS NANOFIBRAS:
AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA COR PARA POTENCIAL APLICACAO EM
EMBALAGENS INTELIGENTES

A incorporacdo de compostos colorimétricos de microalgas em nanofibras € alternativa para o
desenvolvimento de indicador colorimétrico de pH, por apresentar alta capacidade de
reatividade e sensibilidade ao ambiente circundante. Neste contexto, este estudo teve como
objetivo avaliar a estabilidade da cor de nanofibras indicadoras de pH desenvolvidas a partir
de extrato de microalga Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina durante armazenamento. As
nanofibras foram preparadas com 8% (m v'!) de poli(acido latico) e 4% (m v'') de éxido de
polietileno na propor¢do 6:4. Extratos de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111
foram adicionados individualmente a solu¢do polimérica na concentracdo de 3% (m v'') bem
como 1% (m v') de ficocianina. O indicador contendo 3% (m v') de extrato de Chlorella
fusca LEB 111 e 1% (m v'') de ficocianina mostrou maior variacio de angulo hue (133 a
225°) e valores AE > 5 perceptivel a olho humano entre pH 3 e 8. Além disso, alterou a
coloracdo de azul-esverdeada em pH 5, para azul em pH 6 e verde em pH 7. O material ndo
apresentou perda da capacidade colorimétrica apés 9 meses de armazenamento € mostrou
estabilidade da cor em temperaturas de -16 e 4 °C. Assim, o indicador desenvolvido com
nanofibras contendo extrato de microalga e ficocianina ¢ promissor para aplicagdo no controle
da qualidade de alimentos pereciveis com taxa de deterioragdo na faixa de pH de 5 a 7, em
condi¢des refrigeradas ou de congelamento.

Palavras-chave: Biomassa. Clorofila. Electrospinning. Indicador colorimétrico.
1 INTRODUCAO

Sistemas como as embalagens inteligentes t€ém sido estudadas para promover a
seguranca alimentar (BALBINOT-ALFARO et al., 2019; YILDIZ; SUMNU;
KAHYAOGLU, 2021). Essas embalagens sdo baseadas na aplicacio de indicadores
colorimétricos como parte integrante da embalagem ou como rotulos (MOREIRA et al.,
2020). O crescimento microbiano e modificagdes bioquimicas alteram o pH e diminuem o
frescor dos produtos alimenticios (FANG et al., 2017; KUSWANDI, 2017; MULLER;
SCHMID, 2019; POYATOS-RACIONERO et al., 2018). Os indicadores de pH sdo capazes
de fornecer informacdes sobre a qualidade e seguranca dos alimentos aos consumidores
emitindo sinal visual em resposta a deterioracdo do produto em tempo real (KANG et al.,
2018; ZHALI et al., 2018). A capacidade de alteracdo de cor nos indicadores ocorre devido a
presenca de corantes sensiveis ao pH integrados as matrizes solidas. Neste contexto, os
corantes naturais tornam-se alternativa como substituicdo aos sintéticos, pois sao
ambientalmente corretos, atoxicos e biocompativeis com células e tecidos (MAHDAVI et al.,

2014; ZHANG; LU; CHEN, 2014).
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Spirulina e Chlorella sao microalgas com certificacdo Generally Recognized as
Safe (GRAS) emitido pelo Food and Drug Administration (FDA), que permite sua aplicacao
na producao de alimentos funcionais, nutracéuticos e ragdes animais (MORAIS et al., 2015).
Spirulina ¢ fonte de diversos pigmentos fotossintéticos como carotenoides, ficocianina e
clorofila com potencial aplicagcdo na industria alimenticia (VAZ et al., 2016). De acordo com
as condi¢des de cultivo microalgal, a ficocianina ¢ encontrada em alta concentracao (13,17 +
1,78 mg mL™!) na biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (DEAMICI; COSTA; SANTOS, 2016).
Esse pigmento apresenta coloracdo azul e estd localizado na membrana tilacoide de
microalgas verde-azuladas (PATEL et al., 2019). Além disso, a ficocianina ¢ considerada um
complexo proteina-pigmento, instdvel a temperaturas superiores a ambiente e solucdes
acidas/alcalinas (ZHANG et al., 2021b).

Chlorella também ¢ fonte de pigmentos como carotenoides e clorofilas a e b
(BAUER et al., 2017). Clorofilas tem a fungdo como receptor de luz para direcionar a
fotossintese (MACINTYRE et al., 2002). O contetido de clorofilas presentes na biomassa de
Chlorella pode variar entre 4,0 e 8,9 mg L™! (BAUER et al., 2017). A clorofila é responsavel
pela coloragdo verde brilhante nas microalgas que em condigdes acidas transforma-se em
feofitina. Essa transformacdo ocorre devido a perda de ions de magnésio da estrutura da
clorofila, resultando na alteragdo da cor para verde intenso ou castanho (GUNAWAN;
BARRINGER, 2000; KOCA; KARADENIZ; BURDURLU, 2007; QU et al., 2020). Desta
forma, considerando a preferéncia do consumidor por produtos naturais, a ficocianina e as
microalgas Spirulina e Chlorella apresentam potencial para aplicacdo como indicadores
colorimétricos de pH.

Os compostos naturais podem ser incorporados em matrizes poliméricas para o
desenvolvimento de indicadores colorimétricos. Nanofibras produzidas por electrospinning
sdo alternativa para encapsulacdo desses compostos os quais apresentam potencial utilizagao
como indicadores de pH (KUNTZLER et al.,, 2020). Essas nanoestruturas apresentam
diametro na nanoescala que proporciona elevado contato superficial da nanofibra com os
alimentos, resultando na maior interagao dos sitios ativos (KUNTZLER et al., 2018; ZHAO et
al., 2020). Além disso, a elevada porosidade das nanofibras permite maior sensibilidade de
deteccao e reatividade dos compostos com o pH do alimento, resultando na rapida alteracao
da cor (TOPUZ; UYAR, 2020).

Polimeros com propriedades funcionais e caracteristicas ecologicas como
poli(acido latico) (PLA) e o6xido de polietileno (PEO) sdo utilizados para o desenvolvimento

das nanofibras. O PLA ¢ hidrofobico, atoxico, biodegradavel, pode ser obtido de fontes
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naturais e aprovado para utilizacdo em embalagem de alimentos pelo FDA (DHALL; ALAM,
2020). O PEO tem carater hidrofilico que permite a interagdo dos corantes com o alimento,
além de ser biocompativel com células e tecidos e biodegradavel (AMIRI et al., 2020; SAFI et
al., 2007). Neste contexto, o grupo de pesquisa ¢ o pioneiro no desenvolvimento de
embalagens inteligentes de nanofibras com compostos colorimétricos de microalga. Assim, o
diferencial deste estudo ¢ aprimorar a performance do indicador de pH, através da adig¢do de
extratos de diferentes microalgas com ficocianina em nanofibras poliméricas. Desta forma, o
objetivo do estudo foi avaliar a estabilidade da cor de nanofibras indicadoras de pH
desenvolvidas a partir de extrato de microalga Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina durante

armazenamento.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Os polimeros utilizados foram poli(acido latico) (PLA) (6201D) (3,1 densidade
relativa) da Nature Works LLC (Minnetonka, Estados Unidos) e o 6xido de polietileno (PEO)
(massa molar 600 kDa) da Sigma-Aldrich® (EUA). A ficocianina foi obtida da Zhejiang
Binmei Biotechnology (China) e os solventes utilizados foram o cloroférmio e metanol

(Synth, Brasil).
2.2 OBTENCAO DE BIOMASSA MICROALGAL

A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi cultivada na planta piloto do
Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURGQG)
localizada as margens da Lagoa Mangueira (33° 30" 13" S; 53° 08" 59” W) em biorreatores
tipo raceway de 10000 L (MORALIS et al., 2009). A biomassa da microalga Chlorella fusca
LEB 111 foi cultivada com meio BG-11 no Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG
(DUARTE et al., 2017).

2.3 PREPARO DA BIOMASSA E DOS EXTRATOS DE MICROALGAS

O tamanho das particulas de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foi padronizada
em peneira de ago inox com abertura de 400 mesh (Granutest, Brasil). Posteriormente, a
biomassa foi macerada com nitrogénio liquido (50 mL) durante 30 min para liberacao dos
biocompostos e reducao das particulas. Apods, a biomassa foi armazenada sob refrigeragdo a 4

°C. Os extratos de microalgas foram obtidos com 5 g de cada biomassa seca e 30 mL de
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metanol sob agita¢do orbital (New Brunswick, 144, Alemanha) a 100 rpm, 4 °C por 24 h. Ao
final, a suspensdo foi centrifugada (2000 g) (Kasvi, K14-4000, Brasil) por 10 min ¢ o

sobrenadante (extrato) armazenado a 4 °C.
2.4 ALTERACAO DE COR DA FICOCIANINA E DOS EXTRATOS DE MICROALGAS

A capacidade de variacdo de cor dos extratos em func¢do do pH foi avaliada por
espectrofotometria (UVmini-1240 Shimadzu, Japao). Para isso, os extratos de Spirulina sp.
LEB 18, Chlorella fusca LEB 111 e a ficocianina foram adicionados em solugdes com
variacao de pH entre 1 e 10. Apos, realizou-se varredura em espectro de 200 a 800 nm. As
solugdes tampao foram compostas de mistura de cloreto de potassio e acido cloridrico para
pH 1-2, acido cloridrico glicina para pH 3, citrato para pH 4, 5, 6 e 7 e fosfato para pH 8, 9 ¢

10. Todas as solugdes foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C.
2.5 SOLUCOES POLIMERICAS E PROCESSO DE ELECTROSPINNING

As solugdes poliméricas foram preparadas com blenda de 8% (m v'') de PLA e

4% (m v'') de PEO na proporgdo 6:4 solubilizadas em cloroférmio:metanol (8:2) (Kuntzler et

al., 2020). A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Sp), o extrato de Spirulina sp. LEB 18 (ESp)

e Chlorella fusca LEB 111 (ECh), e ficocianina (Fc) foram adicionados nas solugdes

poliméricas conforme Tabela 1. Todas as solu¢des foram solubilizadas por 16 h em agitador
magnético a 1800 rpm (Fisatom, Brasil) em temperatura ambiente (22 + 4 °C).

O equipamento de electrospinning consiste em bomba de deslocamento positivo

(Modelo KDS 100, KD Scientific, Estados Unidos) e fonte de corrente continua de alta tensao

(Modelo ET 5000 CC, Electric Test Serta, Brasil). As condi¢cdes do processo foram

determinadas de acordo com Kuntzler et al. (2020). Todos os processos foram conduzidos a

21 °C e umidade relativa do ar de 45+5%.
2.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS NANOFIBRAS

A morfologia e didmetro das nanofibras foram analisadas com imagens de
microscopio eletronico de varredura (MEV) (Jeol JSM-6610 LV, Japao). Para isso, amostras
foram fixadas em suporte metélico e recobertas com ouro utilizando o metalizador diode
sputtering (Denton Vacuum CARO001-0038, Estados Unidos), para visualiza¢do das imagens
(ASTM E986-04, 2010). O didmetro médio de cada imagem de MEV das nanofibras (n = 60)

foi analisado pelo software ImageJ.
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Tabela 1 — Composi¢ao de biomassa e extrato microalgal com ficocianina nas solu¢des
poliméricas contendo 8% (m v'!) de PLA e 4% (m v'') de PEO para produgio de nanofibras

indicadoras de pH.
Composi¢des Biomassa Sp Ficocianina Extrato Sp Extrato Ch
(% m v (%o m v (% vvT) (% vvh
4Sp 4 ) - -
5Sp 5 ) ] )
2Sp/1Fc 2 1 ) )
2Sp/2Fc 2 ) ) )
2Sp/3Fc 2 3 ) ]
3ESp - ) 3 ]
3ECh - ) ] ;
3ESp/1Fc - 1 3 ]
3ECh/1Fc - 1 ) ;

2.7 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) da ficocianina nas nanofibras foi avaliada
adicionando 10 mg de amostra em 4 mL de 4dgua destilada. As amostras foram agitadas em
vortex (Phoenix-Luferco, AP 59, Brasil) por 15 min para solubilizacdo da ficocianina
encapsulada em meio aquoso. A absorbancia foi obtida em espectrofotometro a 615 nm
(A615) e 652 nm (A652), sendo determinada a concentragdo de ficocianina (FC, mg mL™) de
acordo com a Equagdo 1 (BENNETT; BOGORAD, 1971).

FC = (A615— 0,474 Ass2) / 5,34 (1)

A EE (%, m m™) foi calculada pela razio da massa de ficocianina encapsulada em
1 mL de solucao polimérica e a massa total de ficocianina adicionada na solugao polimérica

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

2.8 AVALIACAO DOS INDICADORES DE pH

2.8.1 Propriedades da cor

As nanofibras contendo biomassa, extratos de microalgas e ficocianina foram
seccionadas em sec¢des de 20 x 20 mm. Apds, estes materiais foram submersos em cada

solucao tampao (pH 3,0; 4,0; 5;0, 6;0; 7,0; 8,0) por 5 min a 25 °C. Nesta faixa de pH ocorre a
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deterioragdo da maioria dos alimentos pereciveis. Os pardmetros de cor dos indicadores de pH
foram determinados utilizando colorimetro (Modelo Chroma Meter CR-400/410, Konica
Minolta, Japao) e sistema CIELab. Trés medidas foram realizadas para cada indicador, e os
valores de L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e b* (amarelo/azul) foram medidos. A
média dos valores de L*, a* e b* foi utilizada no célculo da diferenca total de cor (AE), de

acordo com a Equagdo 2.
AE = (AL*2 + Aa*2 + Ab*2) 2 (2)

Em que: AL* =L — Lo*; Aa* =a—ap* e Ab* =b —bo*
Os parametros de angulo Hue e Chroma foram calculados através das Equagdes 3

e 4:
Hue = tan—1(b*/a*) 3)
Chroma = (a*2 + b*2) 2 “4)
Em que: a* e b* sdo os parametros do sistema CIELab.

2.8.2 Estabilidade da cor em funcio do tempo e temperatura

O indicador contendo extrato de Chlorella fusca LEB 111 e 1% (m v'') de
ficocianina foi avaliado quanto a variacdo da cor em fun¢do do tempo e temperatura. A
estabilidade da cor do indicador foi realizada de acordo com Mohammadalinejhad, Almasi,
Moradi (2020) com modifica¢des. O indicador foi submerso em tampao pH 7 e armazenado
em ambiente (25 °C), refrigeragdo (4 °C) e congelamento (-16 °C) durante 5 dias. As
alteragdes de cor foram avaliadas a cada dia de armazenamento e comparadas com a
coloracdo do indicador sem contato com a soluc¢ao tampao.

A estabilidade da cor em funcao do tempo foi avaliada de acordo Tirtashi et al.
(2019) com modificacdes. A nanofibra indicadora foi armazenada durante 9 meses a 25 °C e
umidade controlada. Apds, esse material foi imerso em solu¢des tampao de pH entre 3,0 e 8,0
por 5 min a 25 °C, para a comparagdo da colora¢do com os indicadores no tempo zero. Os
parametros de cor das andlises de estabilidade foram obtidos como descrito na Equagdo 2. Em
que Lo*, ao* e bo* sdo os valores correspondentes aos indicadores sem o tratamento com

solugdo tampao (controle).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INTERACAO DOS EXTRATOS DE MICROALGAS E FICOCIANINA EM
DIFERENTES SOLUCOES DE pH

A variagdo de cor da ficocianina e dos extratos de Spirulina sp. LEB 18 e
Chlorella fusca LEB 111 foi observada apds exposicao a diferentes solugdes de pH. O extrato
de Spirulina sp. LEB 18 apresentou coloracao castanho entre pH 1 e 3, verde oliva entre pH 5
e 7 e verde brilhante em pH entre 8-10 (Figura 1a). O extrato de Chlorella fusca LEB 111
mostrou perfil colorimétrico similar, porém em tonalidades mais claras. A coloracdo verde
dos extratos estd relacionada a presenca de clorofila nas biomassas das microalgas. Esse
pigmento ¢ responsavel pela fotossintese nas microalgas e ao natural expressam a coloragao
verde intensa. As clorofilas em pH 4cido degradam-se em feofitina e feoforbida resultando em
coloragdo verde intensa, amarela ou castanho (ANDRES-BELLO et al., 2013). Durante esta
reagdo, os fons de hidrogénio transformam as moléculas de clorofila em feofitinas,
substituindo o ion magnésio do anel de porfirina (MARQUEZ; SINNECKER, 2007). Além
disso, a degradacdo da clorofila ¢ inibida em ambiente alcalino (JAMROZ et al., 2019),
portanto ¢ dificil a visualizag@o de alteragdo da cor verde nos extratos em pH de 8 a 10.

Os espectros de UV-vis dos extratos mostraram dois picos de absor¢do em 410—
430 e 650-670 nm na faixa de pH 1 a 10 (Figura 1a). Os picos de absor¢do sdo referentes a
presenca da clorofila. No entanto, observa-se diferenca de intensidade das bandas de absor¢ao
dos extratos nos pH 1 e 2, devido a formacao de agregados do mondmero de clorofila na
presenca de solugdo acida (QU et al., 2020). A intensidade menor das bandas de absor¢ao (pH
1 e 2) (Figura 1b) pode estar relacionado a rapida degradacdo da clorofila do extrato de
Chlorella fusca LEB 111. A intensidade maior em pH 1 e 2 (Figura la) do extrato de
Spirulina sp. LEB 18 sugere a presenga dos mondmeros de clorofila ainda ndo degradados
totalmente pelas solugdes acidas. Na Figura 1b, observa-se que o pico de absor¢do de 650—
670 nm, em pH 4cidos segmentou-se em duas partes, devido a formacdo do polimero pelos
mondmeros nestas condi¢des de pH (QU et al., 2020). A medida que o pH se aproxima da
neutralidade, a divisdo desaparece e ha a predominancia do pico em torno de 670 nm. As
bandas referentes a faixa de pH alcalino dos extratos permaneceram com o mesmo perfil de
intensidade, indicando que a clorofila ndo sofreu degradacdo. A coloragdo verde observada

nas imagens das solucdes confirma esta afirmacao.
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Figura 1 — Espectro UV-Vis e coloracdo das solugdes de extratos de microalgas Spirulina sp.

LEB 18 (a), Chlorella fusca LEB 111 (b) e ficocianina (c) expostas em pH de 1 a 10.
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Na Figura lc, observa-se a estabilidade da cor da ficocianina entre pH 3 € 9. Terra
et al. (2021) verificou 0 mesmo perfil de alteragiio de cor de solucdes contendo 1 e 2% (m v'!)
de ficocianina. Os espectros de UV-vis da Figura Ic mostram duas areas de absor¢do
localizadas nas faixas de 260-280 e 610-630 nm. Esses picos estdo relacionados com a
absor¢do de aminodcidos aromaticos e complexo proteina-pigmento (ficocianobilina),
respectivamente. A menor intensidade dos picos na faixa de 610-630 nm ¢ referente ao pH 1,
2 ¢ 10, confirmando que nessas solugdes o pigmento sofreu degradagdo e consequente perda

da coloragdo. Wu et al. (2016) atribuiram a menor intensidade dos picos de absor¢do a
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estrutura da ficocianina que ¢ desdobrada, dissociando em monomeros e resultando na
precipitagdo da proteina.

A estrutura da ficocianina ¢ composta por a e  subunidades. A ficocianobilina
pertencente as subunidades a e B, ¢ ligada covalentemente ao monomero através de residuos
de cisteina (FERRARO et al., 2020; SHEN; SCHLUCHTER; BRYANT, 2008; TONG et al.,
2020). Essa configuragdo da molécula ¢ responsavel pela modificagdo das cores do pigmento
em contato com as solugdes de pH. Dessa forma, a suscetibilidade de mudanca de coloragao
dos extratos de microalgas e ficocianina torna possivel a aplicagao destes individualmente ou

em combinagdes para o desenvolvimento de indicador de pH.
3.2 DIFERENCA TOTAL DE COR DOS INDICADORES EM RELACAO AO pH

Kuntzler et al. (2020) observaram que as nanofibras de PLA/PEO com 2 e 3% (m
v'!) de biomassa produziram resultados promissores de AE para aplicagio como indicadores
de pH. Por isso, adicdo de maiores concentracdes (4 € 5% m v'!) de biomassa nas nanofibras
foram propostas no presente estudo para verificar se o aumento de AE ¢ diretamente
proporcional ao conteudo de biomassa. A Figura 2a apresenta que o comportamento de AE do
indicador contendo 4% (m v'!') de biomassa entre pH 3 e 8 diminuiu de 11,1 até 3,3, com
baixa varia¢do de AE. O indicador com 5% (m v'') de biomassa apresentou AE proximos de
10 entre os valores de pH de 4 e 7. Essa diferenca de cor ¢ em média 71 e 73% inferior na
mesma faixa de pH aos resultados obtidos por Kuntzler et al. (2020) para indicadores
contendo 2 e 3% de (m v'') biomassa, respectivamente. Portanto, elevadas concentragdes de
biomassa dificultam a interagdo do composto com fons H' das solugdes de pH,
proporcionando baixa sensibilidade da coloragdo em ambos os indicadores.

Uma alternativa para aumentar o espectro de cor dos indicadores com biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 foi a adigdo de 1, 2 e 3% (m v™!) ficocianina. No estudo de Kuntzler et
al. (2020), o indicador com 2% (m v'') de biomassa apresentou amplitude de AE
significativamente maior do que o indicador com 3% (m v™!) de biomassa, entre os pH 5 e 7, 0
que permite aplicagdo em diversos alimentos. Por isso, a ficocianina foi adicionada nas
nanofibras contendo 2% (m v'') de biomassa. Na Figura 2b, destacam-se os indicadores
contendo 2 e 3% (m v!) de ficocianina por apresentaram valores de AE superiores a 5 na
faixa de pH de 3 a 8. Especificamente, o indicador com 3% (m v™!) de ficocianina em pH 6, 7
e 8 apresentou valores de AE iguais ou superiores a 12, indicando a diferenca de cor absoluta

pelo olho humano. No entanto, em todos os indicadores foi observado que ao aumentar a
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concentracdo de ficocianina provocou a liberacdo do pigmento na mesma propor¢do para o
meio.

Os indicadores formados de nanofibras de PLA/PEO contendo extratos de
microalgas exibiram alteragdes de cor semelhantes entre si, variando do amarelo ao verde
claro em valores de pH 3 e 4 ¢ entre 5 e 8, respectivamente (Figura 2¢). As nanofibras
contendo 3% (v v'!) de extrato de Spirulina sp. LEB 18 (Figura 2a) em pH 3 e 4 apresentaram
AE em torno de 10. No entanto, em valores de pH entre 5 e 8 resultou em baixo AE com
valores de 4,2 a 5,8. Além disso, a amplitude de AE entre a faixa de pH 4 e 8§ manteve-se
baixa ou constante, o que dificulta a identificagdo de mudanca de pH pelo consumidor.
Segundo Sun et al. (2019), a diferenca de cor pode ser percebida visualmente pelos olhos
humanos quando o valor de AE for maior do que 5,0, e a diferenga de cor absoluta ¢
considerada quando o valor de AE for superior ao 12. Portanto, o indicador contendo extrato
de Spirulina sp. LEB 18 apresentou maior AE entre pH 3 e 4, representando potencial
aplicacdo na identificacdo da deterioragao de sucos citricos. Segundo Silva et al. (2021) o pH
6timo do suco de laranja ¢ cerca de 4, no entanto se houver a fermentacao por Lactobacillus
acidophilus, o pH ¢ reduzido para 3,6.

As nanofibras contendo 3% (v v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB 111
apresentaram maiores valores de AE em relacdo a amostra contendo extrato de Spirulina sp.
LEB 18. Os valores de AE variam de 11,5 a 7,5 em pH de 3 a 8. No entanto, entre pH 5 ¢ 6, 0
AE permaneceu menor do que 5, considerado abaixo da capacidade de visualizagdo da cor a
olho humano. Esse comportamento também foi verificado no indicador contendo extrato de
Spirulina sp. LEB 18, o que pode estar relacionado com a estabilidade da clorofila em pH 5 e
6, que mantém a coloracao verde oliva nas amostras. Portanto, as nanofibras contendo extrato
de Chlorella fusca LEB 111 apresentam maior potencial de aplicagdo em diversos alimentos,
pois ¢ possivel identificar a mudanga absoluta da coloracdo pelos consumidores.

A adicdo de 1% (m v') de ficocianina nos indicadores contendo extratos
microalgais aumentou os valores de AE, mantendo-se superiores a 5, indicando que a
presenca da ficocianina resulta na maior percepcdo da cor. A sequéncia de cores dos
indicadores foi verde claro (pH 3 e 4), azul-esverdeado (pH 5), azul (pH 6) e verde (pH 7 e 8).
Terra et al. (2021) utilizaram 0,5% (m v') de ficocianina para o desenvolvimento de
indicadores de nanofibras poliméricas contendo 2% (m v'') de curcumina. Os autores
observaram que 66,7% dos resultados do AE foram superiores as outras condi¢des (nanofibras
com 2% (m v'') de curcumina e nanofibras com 2% (m v') de curcumina e 1% (m v'!) de

ficocianina), confirmando que a adi¢ao de ficocianina melhora os valores de AE.
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Figura 2 — AE dos indicadores de PLA/PEO com 4 e 5% (m v'!) de biomassa Spirulina sp.
LEB 18 (a); 2% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 + 1, 2 ou 3% (m v'!) de ficocianina
(b); 3% (m v'!) de extrato de Spirulina sp. LEB 18 (Sp), 3% (m v'!) de extrato de Chlorella
fusca LEB 111 (Ch), 3% (m v'') de extrato Spirulina sp. LEB 18 + 1% (m v'!) de ficocianina,
3% (m v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB 111 + 1% (m v'!) de ficocianina (c).
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O melhor comportamento de alteragdo de cor em funcdo do pH foi observado no
indicador contendo extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina (Figura 2c), pois
apresentou a maior amplitude de AE entre os valores de pH. Essa variacao apresenta elevada
percepcao de cor, mostrando que o indicador alterou a coloragdo de azul-esverdeado em pH 5,
para azul em pH 6 e verde em pH 7. Esse resultado proporciona maior sensibilidade de
visualizagdo das cores pelos consumidores. Nesta faixa de pH, encontram-se diversos
alimentos pereciveis com alta taxa de contamina¢do microbiana. O pH ideal da carne de
frango ¢ aproximadamente 5,9, no entanto em condi¢des inadequadas de armazenamento, os
processos microbioldgicos sdo acelerados, resultando em valores de pH em torno de 7,0
(FRANCO et al., 2021).

A contaminagdo microbiana em carne suina pode levar a produgado de alto nivel de
nitrogénio volatil, que altera o nivel de pH da carne. A carne suina fresca apresenta pH de 5,8.
O inicio da contaminagdo ¢ verificado quando o pH altera para 7,0, sendo que a deterioracdo

completa da carne apresenta pH 8,0 (KOSHY et al., 2021). Em frutos do mar, a contaminagao
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microbiana e reagdes bioquimicas aumentam o pH, ocorrendo também o acimulo de aminas
volateis. O pH ideal do pescado em condi¢des adequadas de armazenamento ¢ 5,6, ap6s 36 h
de deterioracdo o pH aumentou gradualmente para 6,9 (EZATI; BANG; RHIM, 2021).
Kuswandi e Nurfawaidi (2017) verificaram que os valores de pH de carne bovina variam de

5,6 no estagio fresco a 6,16 para a deterioragdo em 8 h em temperatura ambiente.

3.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO E CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DAS
NANOFIBRAS

A eficiéncia de encapsulagio de 1% (m v!) de ficocianina nas nanofibras
contendo os extratos de Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 foi 88 e 90,3%,
respectivamente. Locilento et al. (2019) observaram eficiéncia de encapsulagdo de 86,8 +
1,7% do extrato de semente de uva em nanofibras de PLA/PEQO. Dessa forma, esses resultados
indicaram pouca perda de ficocianina durante o processo de electrospinning. Além disso, a
elevada eficiéncia de encapsulacdo nas matrizes poliméricas revela a potencial utilizagdo de
nanofibras contendo extrato e ficocianina como indicadores colorimétricos de pH. A
eficiéncia de encapsulagido de 3% (m v!) de ficocianina nas nanofibras foi 74%, resultado
menor do que as nanofibras contendo extrato e 1% (m v'') do composto. A diminuicio da
eficiéncia de encapsulacdo também foi relatada por Moreira et al. (2018), que adicionou
ficocianina em nanofibras de PLA/PEO. Os autores observaram que 80,7% e 71,4% do
composto foi encapsulado nas nanofibras contendo 2 e 3% do composto, respectivamente.
As caracteristicas morfoldgicas sdo essenciais para compreender 0 mecanismo
de atuacdo e reatividade dos indicadores (LIU et al., 2020). Os resultados das analises visual e
quantitativa foram determinantes na escolha das membranas para avaliacdo da estrutura. As
nanofibras apresentam morfologia uniforme com filamentos cilindricos e sem rugosidade
(Figura 3). O didmetro médio das nanofibras de PLA/PEO contendo 5% (m v'') de biomassa
Spirulina sp. LEB 18 e nanofibras de PLA/PEO contendo 2% (m v'!) de biomassa Spirulina
sp. LEB 18 com 3% (m v'') de ficocianina foi 929+49 e 850+72 nm, respectivamente. Esse
resultado apresenta o aumento de 22,3 e 15,5% no diametro médio em relagdo as nanofibras
com extrato de Spirulina sp. LEB 18. O mesmo comportamento foi observado no estudo de
Kuntzler et al. (2020), que o aumento da concentragdo da biomassa também resultou no
incremento do diametro médio das nanofibras. A distribui¢do dos diametros das nanofibras
com biomassa (Figura 4a, b) assemelha-se a configuracdo unimodal com assimetria a direita,
enquanto a distribui¢do das nanofibras sem a biomassa ¢ semelhante a configuragdo normal

(Figura 4c-f).
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O didmetro médio das nanofibras de PLA/PEO contendo 3% (m v'') de extrato de
Spirulina sp. LEB 18 e Chlorella fusca LEB 111 foi 722+136 e 718109 nm,
respectivamente. A adi¢do de 1% (m v™!) de ficocianina nas nanofibras de PLA/PEO contendo
os extratos de Spirulina sp. LEB e Chlorella fusca LEB 111, resultou no didmetro médio de
785+101 e 758+133 nm, respectivamente. Kuntzler et al. (2020) desenvolveram nanofibras de
PLA/PEO nas mesmas condi¢gdes deste estudo e obtiveram didmetro médio das nanofibras de
728+121 nm. Portanto, a adicdo dos extratos de microalgas e a presenga da ficocianina as
solucdes poliméricas como substancias cromoOforas apresentaram diametro de nanofibra

semelhante ao estudo de Kuntzler et al. (2020).

Figura 3 — Nanofibras de PLA/PEO com 5% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 (a),
2% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 + 3% (m v'!) de ficocianina (b), 3% (m v'') de
extrato de Spirulina sp. LEB 18 (c), 3% (m v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB 111 (d),
3% (m v'') de extrato Spirulina sp. LEB 18 + 1% (m v'!) de ficocianina (e) e 3% (m v'') de
extrato Chlorella fusca LEB 111 + 1% (m v'!) de ficocianina (.

‘ ; v
5 um (e) 5 pm

No desenvolvimento de indicadores para embalagens de alimentos ¢ vantajoso a
utilizagdo de nanofibras com menores didmetros para intensificar a deteccao das alteragdes de
pH. Os menores diametros proporcionam elevada superficie de contato que resulta em alta
adsor¢ao/absorcao dos compostos de interesse. Além disso, pequenos poros intersticiais sao
formados, gerando alta porosidade e eficiéncia de detec¢do. Essas nanoestruturas também
apresentam alta sensibilidade e especificidade que aumenta a reatividade do material,

apresentando rapida resposta (AGHAEI et al., 2020; LIU et al., 2020).
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Figura 4 — Distribui¢do do didmetro das nanofibras de PLA/PEO com 5% (m v™') de
biomassa Spirulina sp. LEB 18 (a), 2% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 + 3% (m v’
1 de ficocianina (b), 3% (m v'!) de extrato de Spirulina sp. LEB 18 (c), 3% (m v'!) de extrato
de Chlorella fusca LEB 111 (d), 3% (m v'') de extrato Spirulina sp. LEB 18 + 1% (m v'!) de
ficocianina (e) e 3% (m v'') de extrato Chlorella fusca LEB 111 + 1% (m v'') de ficocianina
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3.4 CROMATICIDADE DOS INDICADORES DE pH

A cromaticidade das nanofibras contendo extratos de microalgas esta
apresentada no 2° quadrante referente a transi¢do das cores amarelo para verde (Figura 5a). Os
angulos Aue desses indicadores variaram de 101 a 115° entre o pH de 3 a 8, que significam
baixa visualizacdo da mudanca de cor. O chroma variou de 24 a 34, o que confirma os baixos
valores de AE encontrados para as nanofibras contendo os extratos de Spirulina sp. LEB 18 e
Chlorella fusca LEB 111.

A dificil visualizagdo da alteracdo de cor foi confirmada com os angulos Aue (174
a 181°) dos indicadores contendo 4 ¢ 5% (m v'') de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Figura
5a). Indicadores contendo 2% (m v'!) de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 com 1, 2 e 3% (m
v'1) de ficocianina demonstraram o mesmo comportamento na tonalidade. O angulo Aue de
todos variou entre 175 e 195°, representando as cores verde a azul-esverdeado (Figura 5b). Os
valores de chroma variaram de 7 a 25, indicando baixa intensidade das cores. A baixa
cromaticidade dos indicadores contendo biomassa com e sem ficocianina, pode ser explicada
pelo maior didmetro das nanofibras em relagdo aos indicadores contendo os extratos de

microalgas. Didmetros elevados proporcionam baixa area de contato dos compostos com a
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solugdo de pH, que resulta na baixa difusdo dos ions do ambiente aquoso circundante

dificultando a protonagdo ou desprotonacdo com a variacao do pH (LIU et al., 2020).

Figura 5 — Cromaticidade das nanofibras de PLA/PEO com 5% (m v'!) de biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 (a), 2% (m v'') de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 + 3% (m v'") de
ficocianina, 3% (m v'') de extrato de Chlorella fusca LEB 111 (b), (c) € 3% (m v'!) de extrato
de Chlorella fusca LEB 111 + 1% (m v'") de ficocianina (d).
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A adicdo de ficocianina as nanofibras produzidas com extratos alterou a

tonalidade dos indicadores. O angulo hue do indicador de extrato de Spirulina sp. LEB 18 e

ficocianina variou de 170 a 184°, representando a transicao do verde para verde-azulado. Essa

configuragdo estd localizada no final do 2° quadrante permanecendo baixa visualizacdo da

alteragdo de cor de acordo com o pH. No entanto, a maior variacdo do angulo hue (133 a

225°) foi observada nos indicadores de extratos de Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina

(Figura 5d). Essa variagdo resultou na ampliacdo dos espectros das cores localizadas nos 2 e

3° quadrantes, significando melhor visualizagdo da mudanga de cor entre um pH e outro.

Esses resultados confirmam a alta variabilidade de AE, alcancando valores acima (cerca de

18) da percepgao absoluta da diferenca de cor entre os indicadores de pH.
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3.5 ESTABILIDADE DA COR DOS INDICADORES DE pH

A capacidade do indicador de pH de manter a cor no prazo de validade do
alimento ¢ parametro essencial para fornecer visualizacdo adequada ao consumidor
(MOHAMMADALINEJHAD; ALMASI; MORADI, 2020). O valor de AE do indicador
contendo extrato de Chlorella fusca LEB 111 e 1% (m v'') de ficocianina diminuiu a medida
que a temperatura aumentou de -16 para 25 °C (Figura 6). Esse indicador foi escolhido, pois
apresentou o conjunto de resultados mais promissores como a elevada amplitude de AE,
diametro médio das nanofibras e amplo espectro das cores (2 e 3° quadrantes). Em
temperatura ambiente, o indicador exibiu os menores valores de AE durante todo tempo de
armazenamento. A alteracdo maxima de AE foi observada apds 2 dias em todas as
temperaturas estudadas. A partir do 3° dia, em -16 e 4 °C foi observada tendéncia constante de
AE, revelando alta estabilidade de cor do indicador. Na temperatura ambiente, ocorreu o
decréscimo de AE entre os dias 3 a 5, resultando na perda da cor nestas condigdes.

Mohammadalinejhad, Almasi, Moradi (2020) desenvolveram indicador de pH
com antocianinas que apresentou o mesmo comportamento de maximo AE no segundo dia e
estabilidade entre os dias 2 a 6 de armazenamento sob -18, 4 e 25 °C. Zhang et al. (2021a)
produziram indicador visual de pH com antocianinas e observaram que o material
armazenado a 4 °C apresentou maior estabilidade da cor em relacdo ao armazenamento a 25
°C, durante 14 dias. O hidrogel com curcumina para utilizacio como indicador de pH foi
fabricado por Zhang et al. (2021a). Os autores verificaram que o indicador visual armazenado
durante 14 dias a 4 °C teve melhor estabilidade colorimétrica do que em relagdo a 25 °C,
devido a inibigdo da reacdo de oxidagdo da curcumina. De acordo com estes resultados,
sugere-se que o indicador contendo extrato de microalga e ficocianina possa ser adequado
para alimentos armazenados em condicdes de refrigeracdo ou congelamento.

A carne de frango ¢ altamente perecivel e pode deteriorar-se facilmente mesmo
sob condicdes de refrigeracdo. A deterioracdo estd relacionada com o crescimento de
diferentes micro-organismos como a Shewanella putrefaciens, Pseudomonas spp. e leveduras,
além da carga microbiana inicial ser outro fator importante (HURLEY et al., 2014). Yildiz,
Sumnu, Kahyaoglu (2021) verificaram que a partir de 5 dias, o valor de pH do peito de frango
armazenada sob refrigeracao (4 °C) estava inaceitdvel para consumo. Além disso, em 8 dias,

os valores de pH aumentaram para 6,7, indicando que a deterioragcdo do produto.
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Figura 6 — Estabilidade cor dos indicadores de 3% (m v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB
111 e 1% (m v'!) de ficocianina temperatura de congelamento (-16 °C), refrigeracdo (4 °C) e
ambiente (25 °C) no pH 7.
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A estabilidade da cor ¢ diretamente afetada pelas propriedades estruturais do
suporte solido e da qualidade e pureza do material que esta proporcionado a cor (EZATI et al.,
2021). Entdo, com a finalidade de avaliar essas propriedades, os valores de AE antes e depois
do armazenamento em diferentes solu¢des de pH sdo apresentados na Tabela 2. A cor controle
do indicador de pH apresentou alteragdo durante o armazenamento e isso resultou no aumento
de AE entre pH 3 e 8 apds 9 meses. As maiores diferencas nos valores de AE foram
encontradas no pH 3, 4, 6 ¢ 7 em relacdo ao AE do tempo zero. No entanto, a estabilidade de
AE em pH 6, 7 e 8 dos indicadores apds o armazenamento dificulta a percep¢ao da diferenca
da cor. A coloragdo dos indicadores permaneceu acentuada apds o armazenamento, causando
mudanga de cor substancial e perceptivel em valores de pH de 3 a 6. A estrutura de nanofibras
poliméricas teve a capacidade de protecao dos compostos sensiveis ao pH, impedindo a perda
da eficiéncia colorimétrica através da degradacao ou oxidacao destes.

Singh et al. (2021) produziram filmes indicadores de pH com antocianinas para
monitorar o frescor de suco de laranja e leite. Os autores conduziram o estudo de estabilidade
da cor do filme durante 45 dias a temperatura ambiente. Os resultados mostraram que nao
houve alteracdo nos valores de AE e nem perda da capacidade indicadora dos filmes a
temperatura ambiente sem incidéncia de luz. Ezati et al. (2021) desenvolveram indicador

visual de pH com pigmento natural de cor vermelha. O estudo mostrou que esse material teve
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alta estabilidade da cor apds 4 meses de armazenamento a 25 °C. Portanto, o indicador de pH
contendo extrato de microalga e ficocianina apresentou alta estabilidade de cor e pode ser

considerado adequado para armazenamento a longo prazo de alimentos embalados.

Tabela 2 — Aparéncia da cor do indicador de 3% (m v™') de extrato de Chlorella fusca LEB
111 e 1% (m v'!) de ficocianina durante o armazenamento em diferentes pH.

pH Controle 3 4 5 6 7 8
Tempo

AE - 13,7¢1,7 20,9+1,2 29,4+0,5 34,3+1,8 40,7£1,9 42,719
9 meses

AE 9,7£0,4  29,9+1,3 36,0£1,6 32,5+0,7 50,2+0,4 50,3+1,1 47,8+0,8

4 CONCLUSAO

Nanofibras de PLA/PEO desenvolvidas com biomassa de microalgas e ficocianina
mostraram alteragdo de cor quando expostas a solugdes de pH entre 3 e 8. A combinagdo de
3% (m v'') de extrato de Chlorella fusca LEB 111 e 1% de ficocianina potencializou o perfil
colorimétrico dos indicadores de pH, apresentando amplitude de AE entre 13,7 + 1,7 a 42,7 +
1,9. O indicador alterou a colora¢do de azul-esverdeada em pH 5, para azul em pH 6 ¢ verde
em pH 7 e a maior variagdo de angulo Aue encontrada foi 133 a 225°. Esses resultados
demonstram a alta sensibilidade de visualizacdo das altera¢cdes de cores das nanofibras
indicadoras de pH. O indicador apresentou estabilidade de cor em temperatura de
congelamento e refrigeracdo, permitindo o acompanhamento da deterioracdo dos alimentos
mesmo sob refrigeracdo. Além disso, apos 9 meses de armazenamento sob temperatura e
umidade controlada o indicador ndo mostrou perda da capacidade indicadora de pH. Esse
estudo apresenta alternativa inovadora na utilizacdo de compostos naturais de microalgas para
desenvolvimento de embalagem inteligente, pois sdo atoxicos para o alimento e

consequentemente para o consumidor.
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RESUMO
MONITORAMENTO DA QUALIDADE DA CARNE DE FRANGO E PESCADO
UTILIZANDO INDICADORES COLORIMETRICOS DE pH

As embalagens inteligentes apresentam a fun¢do de monitorar o frescor dos alimentos e
informar as alteracdes através de sinais colorimétricos. Neste contexto, este estudo teve como
objetivo aplicar os indicadores de pH desenvolvidos com biomassa de Spirulina sp. LEB 18,
extrato de Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina em filés de frango e pescado. Biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 ou extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina foram
adicionados a solu¢do polimérica. A adicdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 ou extrato
de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina aumentou significativamente a espessura dos
materiais apresentando valores de 0,049+0,005 e 0,065+0,002 mm, respectivamente. Todos os
indicadores apresentaram baixa permeabilidade ao vapor de dgua que variou de 2,55+0,17 a
3,37£0,04 x 10" ¢ m! s Pa! em relagdo aos filmes poliméricos. O indicador contendo
extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina desempenhou melhor alteracdo de cor
em fun¢do do pH dos alimentos. A verificagdo da deterioragdo foi por meio da mudanca
visual da cor verde para azul em pH 6,0+0,1 e 6,5+0,3, respectivamente para filés de frango e
5,940,1 e 6,8+0,2, respectivamente, nos filés de pescado. Assim, o indicador desenvolvido
com nanofibras de PLA/PEO contendo extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina
pode ser utilizado para o monitoramento da qualidade de alimentos pereciveis.

Palavras-chave: FElectrospinning, embalagem inteligente, encapsulamento, ficocianina,

seguranga alimentar.

1 INTRODUCAO

Carnes apresentam alto teor de proteinas que, durante a deterioragdo, sao
degradadas pelos micro-organismos resultando em modificagdes sensoriais e na diminui¢ao
do frescor dos produtos (ALA; SHAHBAZI, 2019; ZHOU et al., 2021). A deterioracao do
peixe gera compostos de aminas volateis mesmo em embalagens fechadas, resultando no
aumento do pH do alimento (SHI et al., 2021). A carne fresca de frango ¢ altamente perecivel
mesmo sob refrigeracgao, resultando em alteragdes nas propriedades fisico-quimicas, incluindo
o aumento do pH (DOUROU et al., 2021). Os fatores como elevada capacidade de retencao
de agua e producdo de compostos nitrogenados nesse alimento favorecem o crescimento de
micro-organismos (COBOS; DIAZ, 2015; ODEYEMI et al., 2020).

Meétodos ndo-invasivos e alternativos tém sido explorados para fornecer
informacdes relativas as condicoes de qualidade de alimentos pereciveis. Os sistemas de
embalagens inteligentes consistem na insercdo de indicadores de frescor nos produtos
embalados, a fim de verificar as alteragdes e informar aos consumidores sobre a qualidade do
alimento (BUMBUDSANPHAROKE; KO, 2019). O indicador colorimétrico de pH apresenta

baixo custo, versatilidade de fabricacdo e simples visualizagdo da mudanga de cor a olho nu
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(WELLS; YUSUFU; MILLS, 2019; ZHANG et al., 2019). Portanto, indicadores
colorimétricos de pH podem ser utilizados para monitorar a deteriora¢do da carne de frango
e/ou pescado, permitindo a verificagdo visual da qualidade de forma rapida pelos
consumidores (SHI et al., 2021; YILDIZ; SUMNU; KAHYAOGLU, 2021).

Materiais de embalagens inteligentes baseados em nanofibras poliméricas tém
sido estudados para o desenvolvimento de indicadores de pH (PRIETTO et al, 2018; SILVA
et al., 2019) para monitorar o frescor da carne de porco (GUO et al., 2019), leite (TRIPATHY
et al., 2019), frutas (MAFTOONAZAD; RAMASWAMY, 2019) e carne de frango (YILDIZ;
SUMNU; KAHYAOGLU, 2021). Electrospinning ¢ uma tecnologia inovadora que permite a
producdo de nanofibras em escala industrial e a encapsulagdo de corantes naturais sensiveis ao
pH (MOHAMMADI; HOSSEINI; YOUSEFI, 2020; VASS et al., 2020). As nanoestruturas
apresentam caracteristicas promissoras para aplicacio em embalagem inteligente.
Especificamente, a elevada porosidade e area de superficie em relagdo ao volume devido ao
diametro das nanofibras facilita a interacdo do material com a matriz alimenticia, resultando
na maior sensibilidade e difusdo dos ions do ambiente circundante (ANDRE et al., 2021;
MERCANTE et al., 2017). Além disso, no processo de producdo das nanofibras sdo utilizadas
forcas eletrostaticas e temperatura ambiente que ndo provocam degradacido dos biocompostos
adicionados a matriz polimérica (MOREIRA et al., 2020).

As microalgas apresentam biomassa rica em compostos naturais com potencial de
modificacdo da coloracdo em funcdo do pH, podendo ser encapsuladas em nanofibras para
produzir indicadores colorimétricos. A cor do indicador de pH baseado em nanofibras
poliméricas contendo 2% de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 alterou de castanho claro (pH
1-3) para verde (pH 4,0 a 7,0) e verde escuro (pH 8-10) (KUNTZLER et al., 2020).
Ficocianina extraida de microalgas foi encapsulada em nanofibras por electrospinning e o
indicador apresentou diferentes intensidade da cor de azul (pH 1-8) até a perda total da
coloragao em pH 9 ¢ 10 (MOREIRA et al., 2018; TERRA et al., 2021). No entanto, esses
estudos que desenvolveram indicadores de pH com compostos de microalgas avaliaram o
comportamento da cor em solucdo tampao, mas ndo aplicaram para monitorar a deterioracdo
dos alimentos frescos. Portanto, o objetivo do estudo foi monitorar a qualidade dos filés de
frango e pescado com indicadores de pH baseados em nanofibras e incorporados de biomassa

de Spirulina sp. LEB 18, extrato de Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 POLIMEROS E MICROALGAS

Os polimeros utilizados foram poli(acido latico) (PLA) (6201D) (3,1 densidade
relativa) da Nature Works LLC (Minnetonka, Estados Unidos) e o 6xido de polietileno (PEO)
(massa molar 600 kDa) da empresa Sigma-Aldrich® (EUA). A ficocianina foi obtida da
Zhejiang Binmei Biotechnology (China). A biomassa da microalga Spirulina sp. LEB 18 foi
cultivada na planta piloto do Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) localizada as margens da Lagoa Mangueira (33° 30" 13" S; 53° 08’
59" W) em biorreatores tipo raceway de 10000 L (MORAIS et al., 2009). A biomassa da
microalga Chlorella fusca LEB 111 foi cultivada com meio BG-11 no Laboratério de

Engenharia Bioquimica da FURG (DUARTE et al., 2017).

2.2 PREPARO DOS INDICADORES DE pH

2.2.1 Solucoes poliméricas

As solugdes poliméricas foram preparadas com blenda de 8% de PLA e 4% (m v-
1) de PEO na proporcio 6:4 e solubilizadas em cloroféormio:metanol (8:2) (KUNTZLER et al.,
2020). O primeiro indicador de pH foi desenvolvido com 2% (m v'') de biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 adicionada na solugio polimérica. Outro indicador foi produzido com 3% (v v'!)
de extrato de Chlorella fusca LEB 111 e 1% (m v'!) de ficocianina também adicionados na
solucdo polimérica. Todas as solugdes foram solubilizadas por 16 h em agitador magnético a

1800 rpm (Fisatom, Brasil) a temperatura ambiente (22 + 4 °C).
2.2.2 Processo de electrospinning

As nanofibras compostas por PLA/PEO com e sem a incorporagio de 2% (m v!)
de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e 3% (v v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB 111 com
1% (m v'!) ficocianina foram desenvolvidas por electrospinning. As condi¢des do processo
foram determinadas de acordo com Kuntzler et al. (2020). A produgdo das nanofibras foi

conduzida a 21 °C e umidade relativa do ar de 45+5%.

2.3 Caracterizacio estrutural dos indicadores de pH

A matriz polimérica dos indicadores com os compostos de microalgas foi

analisada em microscopio eletronico de varredura (MEV) (Jeol JSM-6610 LV, Japao). A
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amostra foi seccionada para observagdo lateral e fixada em fita de carbono adesiva.
Posteriormente, a amostra foi pulverizada com ouro sob vacuo utilizando o metalizador diode
sputtering (Denton Vacuum CARO001-0038, Estados Unidos), para visualizagdo da se¢ao
transversal (ASTM E986-04, 2010). As nanofibras com e sem os compostos de microalgas, os
polimeros e compostos microalgais foram avaliados em espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) (IR Prestige-21, Shimadzu Corp., Japan). Os espectros foram
registrados entre 0 e 4000 cm™ com resolucdo espectral de 4 cm™'. As amostras foram
analisadas utilizando capsulas de brometo de potassio (KBr). A anélise de difragdo de raios-X
(DRX) foi realizada nas nanofibras com e sem os compostos de microalgas, polimeros e nos
compostos microalgais, utilizando difratdmetro de raios-X D8 Advance (Bruker, Estados
Unidos), equipado com tubo de cobre. A radiacdo foi produzida com comprimento de onda de
0,154 nm, a 40 kV e 40 mA. Os difratogramas foram obtidos a temperatura ambiente (25 °C)
sob angulo de 20 entre 10° e 90° em passos de 0,05° s'. Os espectros de FTIR e

difratogramas foram processados pelo software Origin Pro 8.0.

2.4 PROPRIEDADES FISICAS DOS INDICADORES DE pH

2.4.1 Espessura

As nanofibras com e sem os compostos microalgais foram produzidas com 3 mL
de solucdo polimérica. Ao final do processo de electrospinning, as medi¢Oes aleatorias da
espessura dos indicadores foram determinadas utilizando micrometro (Insize, 3109-25,

Brasil), com precisao de 0,001 mm.
2.4.2 Capacidade de intumescimento

A andlise de intumescimento das nanofibras com e sem os compostos microalgais
foi determinada de acordo com Wang et al. (2017) com modificagdes. Amostras de dimensao
2 x 2 cm foram imersas em 30 mL de agua destilada a temperatura ambiente por 30 min. Em
seguida, os indicadores foram retirados, o excesso de liquido foi removido com papel
absorvente e as amostras foram pesadas. A quantidade de agua absorvida foi calculada pelo

aumento do peso em relagdo ao peso inicial do indicador de pH.

2.4.3 Solubilidade em agua

As nanofibras com e sem os compostos microalgais foram secas em estufa
(DeLeo, Brasil) a 105 °C durante 24 h para determinagdo do peso seco inicial. Apos, as

amostras foram imersas em 50 mL de 4gua destilada e agitada em agitador orbital (New
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Brunswick, 144, Alemanha) a 175 rpm, 25 °C durante 24 h. O indicador ndo dissolvido em
agua foi novamente seco em estufa, e a solubilidade foi calculada considerando o peso seco

inicial e o peso seco ndo dissolvido (FILIPINT; ROMANI; MARTINS, 2020).
2.4.4 Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) das nanofibras com e sem os
compostos de microalgas foi determinada gravimetricamente segundo o método ASTM E96
(ASTM, 2000) com modificagdes. As capsulas contendo os indicadores na superficie superior
com érea de permeacio 3,31 cm? e a substancia dessecante (silica) no interior. Essas capsulas
foram colocadas em dessecador com umidade relativa controlada a 75%. As capsulas com os
indicadores foram pesadas a cada 24 h por 5 dias e 0 PVA expresso em g m™! s Pa! foi

calculado de acordo com a Equagao 1.
PVA=MxE)/(AxtxAP) (1)

Onde, M: ganho de massa da silica (g), E:espessura do indicador (mm), A: area de

permeacio (m?), t: tempo (d), AP: diferenca de pressdo de vapor.
2.4.5 Absorc¢ao de umidade

O conteudo de umidade das nanofibras com e sem os compostos de microalgas foi
determinado considerando o peso inicial do indicador e apds a secagem em estufa (DeLeo,

Brasil) a 105 °C durante 24 h (EZATI et al., 2021).

2.5 APLICACAO DO INDICADOR DE pH PARA MONITORAMENTO DO FRESCOR
DA CARNE DE FRANGO E PESCADO

A aplicagdo dos indicadores de pH de foi baseada na metodologia de Kanatt et al.
(2020) com modificacdes. Amostras de filé de frango e tildpia frescos (100 g) foram
adquiridas no comércio local e inseridos em embalagens esterilizadas. Os indicadores com
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (2% m v'!) e extrato de Chlorella fusca LEB 111 (3% v v°
1 com ficocianina (1% m v'!) foram colocados em contato com as amostras e cobertas com
filme transparente. As embalagens foram armazenadas durante 36 h a temperatura ambiente
(25 £ 2 °C). As imagens fotograficas e a alteracdo do pH das amostras foram medidas durante
armazenamento, nos periodos 0, 12, 24 e 36 h. O acompanhamento do pH das amostras de

frango e pescado foram determinados através da homogeneizacdo de 10 g de amostra em 90
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mL de dgua destilada durante 5 min. O pH foi medido utilizando pHmetro digital (Ionlab,
PHS-3E, Brasil).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes de propriedades fisicas foram realizados em triplicata e os
resultados foram demonstrados em média + desvio padrdo. Os dados coletados das amostras
de nanofibras com e sem os compostos naturais foram considerados na andlise de variancia
unidireccional (ANOVA) e comparados no teste Tukey a 95% de nivel de confianga,

utilizando o software Statistica 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 NANOESTRUTURAS DOS INDICADORES

Os indicadores mostraram superficie lisa ¢ densa com coloragdo uniforme,
resultado da distribuicdo homogénea dos compostos naturais durante o processo de
electrospinning (Figura la, b). No entanto, a morfologia de superficie das nanofibras de
PLA/PEO contendo 2% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 (Figura 1c) evidenciou que
a biomassa ndo estava totalmente dispersa na solugdo polimérica, o que resultou em alguns
granulos de maior tamanho ao longo das nanofibras. O indicador de nanofibras de PLA/PEO
contendo 3% (v v'') de extrato de Chlorella fusca LEB 111 com 1% (m v') de ficocianina
apresentou superficie lisa, indicando a dissolugdo total do extrato e composto na solugdo e a
interacdo com a matriz polimérica. As nanofibras dos indicadores tém caracteristica porosa e
a presenga de algumas nanofibras secundéarias formaram a rede fibrosa de alta
compatibilidade e integridade dos indicadores. Segundo Megelski et al. (2002), a formagao de
poros nas nanofibras ¢ devido ao baixo (61,2 °C) ponto de ebulicdo do cloroférmio, que pode
ser evaporado rapidamente, resfriando a superficie do jato polimérico durante o percurso
capilar-coletor. A medida que a superficie esfria, a umidade do ar condensa-se em goticulas,
resultando em marcas de gotas de agua na superficie das fibras em forma de poros, apos a
total evaporacdo do solvente.

Conforme mostrado na Figura 1d, a estrutura da secdo transversal dos indicadores
¢ relativamente suave e regular, contendo varios intersticios. A porosidade intersticial gera
vantagens em relacdo a aplicagdo como sensores, pois sao formados canais condutores devido
a tridimensionalidade do material. Essas caracteristicas podem melhorar a resposta da camada

ativa em relacdo a detecg¢do de analitos (WANG et al., 2016a, WANG et al., 2016b). Além
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disso, a morfologia das nanofibras constituida por poros e canais, reduz a resisténcia ao
transporte de massa encontrada pelo fluido que permeia a membrana (MERCANTE et al.

2017).

Figura 1 — Indicador (a) e superficie das nanofibras (c) de PLA/PEO contendo 2% (m v'!) de
biomassa Spirulina sp. LEB 18 e indicador (b) e se¢do transversal das nanofibras de
PLA/PEO contendo 3% (v v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB 111 com 1% (m v'') de
ficocianina (d).

100 ym =— (d) 200 ym ——

3.2 INTERACOES MOLECULARES E CRISTALINIDADE

O espectro do PLA (Figura 2a) apresenta dois picos caracteristicos do polimero
em 1750 e 1180 cm™! referentes ao alongamento de C = O e a vibragio de C — O,
respectivamente (SENGUL; DILSIZ, 2014). Os picos do PEO (Figura 2b) em 1450, 1340 ¢
1100 cm ™! sdo atribuidos a ligagdo de CH», alongamento da ligagio —CH> e as vibragdes de
alongamento de C — O na cadeia molecular (WANG et al., 2019). Essas bandas de absor¢ao
tiveram maior intensidade nas nanofibras contendo o extrato e ficocianina, seguido das
nanofibras de PLA/PEO e menor evidéncia nas nanofibras contendo biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 (Figura 2f, g, h). Nas nanofibras, as bandas de absor¢do de PLA e PEO sao
semelhantes, indicando a interacao molecular entre os polimeros.

O espectro de biomassa de Spirulina sp LEB18 (Figura 2c¢) identificou a amida II,
que resulta das vibragdes de flexdo N — H e alongamento C — N em 1583-1484 cm™' ¢ a

ligagio P — O em 1024 cm™ ! (BATALLER; CAPAREDA, 2018; GERHARDT et al., 2020).

Os espectros de Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina sdo semelhantes (Figura 2d, e),
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apresentando picos de absor¢do em 1656 cm™! (amida I), 1543 cm™! (amida II e alongamento
da ligacdo C = O) e 1446 cm ™! (ligagio C—N) (MUNAWAROH et al., 2020). As mesmas
bandas foram encontradas nas nanofibras com os compostos de microalgas, confirmando a

incorporagdo nas nanoestruturas e interagdo molecular com os polimeros.

Figura 2 - Espectros FTIR de PLA (a), PEO (b), biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (c),
extrato de Chlorella fusca LEB 111 (d), ficocianina (e), nanofibras de PLA/PEO (f) contendo
2% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 (g) e 3% (v v'!) de extrato de Chlorella fusca
LEB 111 com 1% (m v™') de ficocianina (h).
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Os difratogramas de PLA apresentaram dois picos em 20 = 16,5 e 19,5 °,
indicando que o polimero tem estrutura semicristalina (Figura 3a). Os picos de difracao
identificados em 26 = 19,2 e 23,1 ° foram atribuidos a estrutura semicristalina do polimero
PEO (Figura 3b). A biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Figura 3c) foi caracterizada como
composto cristalino e foram verificados os picos em 20 = 16,3; 20,2; 28,7; 31,4; 41,6 € 46,7 °.
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Figura 3 — Difratogramas DRX de PLA (a), PEO (b), biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (¢), extrato de Chlorella fusca LEB 111 (d),
ficocianina (e), nanofibras de PLA/PEO (f), contendo 2% (m v'!) de biomassa Spirulina sp. LEB 18 (g) e 3% (v v'!) de extrato de Chlorella
fusca LEB 111 com 1% (m v'!) de ficocianina (h).
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Por outro lado, o difratograma de Chlorella fusca LEB 111 apresentou apenas halos amorfos
nas regides de 20 = 20,0 e 40,0 e ficocianina foi considerada semicristalina com picos em 260
=31,8 45,0 ° (Figura 3d, e).

A incorporagdo dos compostos na nanofibras foi identificado no pico 26 = 19,4 °
referente a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Figura 3g) e a maior intensidade nos halos
amorfos em 20 = 19,9 e 30,6 ° referentes a Chlorella fusca LEB 111 e ficocianina. Apds o
processo do electrospinning, as nanofibras com e sem os compostos mostraram halos amorfos
em 20 = 16,0 e 30,0 °, resultado da hibridizagdo dos polimeros PLA e PEO (Figura 3f, g, h).
Kuntzler et al. (2018a, b) observaram a transformagdo da estrutura cristalina dos polimeros
poli(hidroxibutirato), PEO e quitosana para amorfa das nanofibras produzidas por

electrospinning

3.3 EFEITO DOS COMPOSTOS MICROALGAIS NAS PROPRIEDADES FISICAS DOS
INDICADORES DE pH

A espessura do indicador é um pardmetro que afeta as propriedades mecanicas,
Opticas, de Dbarreira, biologicas e a durabilidade do material de embalagem
(CHAVOSHIZADEH; PIRSA; MOHTARAMI, 2020; YONG et al., 2019). Os indicadores
contendo biomassa de Spirulina sp. LEB 18 ou extrato de Chlorella fusca LEB 111 e
ficocianina nas nanofibras apresentaram espessura de 0,049+0,005 e 0,065+0,002 nm,
respectivamente, sendo maior comparado ao indicador sem compostos (Tabela 1).
Especificamente, o incremento foi diretamente proporcional a encapsulacdo. Do mesmo
modo, Filipini, Romani, Martins (2020) observaram que a adi¢do de 10 e 30% de extrato de
jambolao em filmes de metilcelulose aumentou significativamente de 0,056+0,003 para
0,079+0,005 mm a espessura dos filmes, respectivamente. Sani et al. (2021) desenvolveram
filmes indicadores de pH com metilcelulose, nanofibras de quitina e extrato de antocianinas
de amora vermelha. A espessura do filme aumentou de 0,126+0,015 para 0,130+0,008 mm
com a adicdo de 3% do extrato. Portanto, a incorporacdo de compostos as nanofibras
poliméricas modifica a espessura dos indicadores.

O indice de intumescimento avalia a capacidade de absorcdo de dgua durante
armazenamento e afeta o desempenho da resposta a cor de indicadores de pH. No indicador
controle, o indice de intumescimento (567,20+25,09%) foi significativamente maior do que os
indicadores com os compostos microalgais que variaram de 250,04+17,90 a 358,26+27,37%
(Tabela 1). A reducdo do indice de intumescimento dos indicadores pode ser devido a

incorporacdo dos compostos microalgais que resultaram na diminui¢do das interagdes
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intermoleculares entre PEO e 4gua. No estudo de Ezati et al. (2019) que produziram indicador
de pH com celulose e alizarina também observaram que a adi¢do do corante diminui
significativamente o indice de intumescimento do indicador. Em outro estudo de Filipini,
Romani, Martins (2020) verificaram que a adi¢ao de extrato de antocianinas diminuiu o indice
de intumescimento das embalagens ativas e inteligentes que variaram de 420,5£17,2 a
467,2+15,8%. Segundo Wei et al. (2017) o maior indice de intumescimento, resulta na
liberacdo mais rapida dos compostos da matriz polimérica. Portanto, a redugdo desse indice
verificada nos indicadores de pH com os compostos microalgais foi favoravel para que

diminua a perda destes para o meio.

Tabela 1 — Especificagdes dos indicadores a base de nanofibras de PLA/PEO contendo 2%
(m v'!) de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (a), 3% (v v'!) de extrato de Chlorella fusca LEB
111 e 1% (m v'!) de ficocianina (b).

Composicao das nanofibras de PLA/PEO

Caracteristicas fisicas Controle a b
Espessura (mm) 0,035+0,001°¢ 0,049-+0,005° 0,065+0,0022
Intumescimento (%) 567,20£25,09°  250,04+17,90° 358,26+£27,37°
Solubilidade (%) 16,19+0,23¢ 27,23+1,342 21,31+0,64°
PVA (x 10" gm s Pal) 1,63+0,26° 2,55+0,17° 3,37+0,04%
Umidade (%) 2,49+0,21° 7,84+3,04% 9,89+1,12°

Letras diferentes na mesma linha indicam amostra significativamente diferentes (p<0,05).

Controle: nanofibras produzidas com PLA/PEO sem incorporagdo dos compostos de microalgas.

As nanofibras de PLA/PEO apresentaram a menor solubilidade em agua (Tabela
1). A incorporagdo de biomassa de Spirulina sp. LEB 18, extrato de Chlorella fusca LEB 111
e ficocianina aumentou significativamente a solubilidade dos indicadores. Esse
comportamento pode ser atribuido ao carater parcialmente hidrofilico das microalgas e alta
afinidade da ficocianina com agua (AMREI; KHOOBKAR, 2021; CARULLO et al., 2021).
Zhang et al. (2021) observaram que a solubilidade em 4agua alterou de 28,71+2,61 para
35,06£2,21% nos filmes indicadores de pH a base de alcool polivinilico/alginato de
sodio/extrato de antocianinas contendo camada de fluoreto de polivinilideno ou papel filtro,
respectivamente. O mesmo estudo observou que o teor de umidade dos indicadores variou de
2,88+0,35 a 7,50 + 1,98%.

Xiao et al. (2021) produziram filmes indicadores de pH contendo curcumina e

nanocristais de celulose/polivinilpirrolidona, polivinilpirrolidona ou nanocristais de celulose,
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que apresentaram solubilidade de 22,63+2,19, 28,76+1,49 e 24,04+1,25%, respectivamente.
No desenvolvimento de indicadores inteligentes para embalagens de alimentos ¢ desejavel
baixos indices de umidade e solubilidade em agua, pois estes devem possuir resisténcia a agua
e manter a integridade dos compostos durante o armazenamento dos produtos carneos ou
laticinios (MUSHTAQ et al., 2018; TORO-MARQUEZ; MERINO; GUTIERREZ, 2018).
Portanto, os indicadores contendo compostos de microalgas apresentaram baixa solubilidade e
comportamento semelhante aos filmes indicadores contendo antocianinas € curcumina.

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) avalia a difusdo da umidade que pode
influenciar na degrada¢do de moléculas, entrada de micro-organismos ¢ diminuicdo da vida
util dos alimentos, por isso a barreira a umidade é considerada essencial para embalagens de
alimentos (RANJBARYAN; POURFATHI; ALMASI, 2019). A baixa permeabilidade
encontrada em todos os indicadores (Tabela 1) demonstra que o material tem alta capacidade
de barreira, possibilitando a aplicacdo em embalagens de alimentos. Medina-Jaramillo et al.
(2017) desenvolveram filme para embalagem ativa e inteligente com amido de mandioca
contendo os extratos de chd verde ou manjericdo, os quais mostraram valores de 5,2 + 0,4 e
34+02x 10" gm! s Pa! de PVA, respectivamente.

No estudo de Yao et al. (2021), a permeabilidade dos filmes de amido, alcool
polivinilico e diferentes fontes de extrato de betacianinas variaram de 9,26 + 0,10 a 11,59 +
0,02 x 10" g m! s! Pal. Os baixos resultados de PVA para os indicadores com e sem o0s
compostos de microalgas, pode estar relacionado com a escala nano e a rede tridimensional de
nanofibras dos indicadores de pH. Yildiz, Sumnu e Kahyaoglu (2021) observaram que ao
aumentar o diametro da nanofibra provocou maior permeabilidade do vapor de 4gua nos
indicadores inteligentes, resultando na baixa barreira a umidade. No entanto, o decréscimo do
didmetro das nanoestruturas resulta em rede compacta de caminho sinuoso que retarda a
migrac¢do do vapor de dgua, consequentemente aumenta a prote¢do da umidade considerada

essencial para as embalagens.
3.4 APLICACAO DOS INDICADORES DE pH

Os indicadores contendo biomassa de Spirulina sp. LEB 18 ou extrato de
Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina mostraram a intensificacdo da cor verde mudanca
de pH 5,7+0,1 para 6,0+0,1 para amostras de frango, e pH 5,34+0,3 para 5,9+0,1 durante 12 h
(Tabela 2). No entanto, apos 24 h de armazenamento, a cor do indicador contendo extrato de

Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina alterou para azul quando o pH modificou de
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6,0+0,1 para 6,5+0,3 permanecendo nesta cor até¢ pH 6,8+0,2 em 36 h para a amostras de filé

de frango. Em contrapartida, mesmo com a alteragdo do pH, o indicador de nanofibras de

PLA/PEO contendo biomassa de Spirulina sp. LEB 18 permaneceu na cor verde nas 24 h,

apresentando mudanga para castanho claro em 6,8+0,2 apos 36 h (Tabela 2).

Tabela 2 — Monitoramento da deterioracdo de filé de frango com os indicadores de pH
contendo 2% (m v'') de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (a), 3% (v v'!) de extrato de

Chlorella fusca LEB 111 e 1% (m v'!) de ficocianina (b).

Indicadores de nanofibras de PLA/PEO

Tempo (h) pH a
$
0 5.7+0,1 | ’fg*
0 %
e
‘ 2 | 1§
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Os micro-organismos, durante a deterioracdo da carne e produtos marinhos
mesmo sob refrigeracdo, podem degradar proteinas para produzir compostos de nitrogénio
volatil, alterando assim o pH dos alimentos (MA et al., 2017; ZHANG et al., 2019). O
aumento do pH influencia na taxa de processos bioquimicos e proporciona melhores
condi¢des de crescimento microbiano nos produtos pereciveis (BEKHIT et al., 2021). O pH
ndo ideal da carne facilita a transi¢do gradual de micro-organismos dependentes de glicogénio
para os tipos de bactérias que degradam proteinas (LYU et al., 2016). Além disso, enzimas
microbianas e endogenas que provocam a hidrolise de aminoacidos, resultando em compostos
de amonia alcalina, aumentam o pH da carne (CAO et al., 2013). Por esse motivo, o
monitoramento no prazo de validade da contaminacdo microbiana em produtos carneos
frescos ¢ essencial para promover a seguranca alimentar.

A mesma tendéncia de mudanga de cor foi observada para as amostras de filé de
tilapia durante o armazenamento de 36 h (Tabela 3). A percepcao de alteragdo da cor foi mais
evidente utilizando o indicador de nanofibras de PLA/PEO contendo extrato de Chlorella
fusca LEB 111 com ficocianina no pescado comparado ao frango. Esse comportamento pode
estar relacionado com a cor natural desses alimentos ¢ a maior amplitude de pH do filé de
pescado em comparagdo com o frango. A cor azul escura do indicador no final do periodo de
armazenamento indica que o processo de deterioracdo da carne iniciou, € que o frescor dos
alimentos embalados pode ser avaliado em tempo real através da alteragdo de cor do
indicador.

O pH dos alimentos frescos aumentaram gradualmente de 5,7+0,1 a 6,8+0,2 para
o filé¢ de frango e 5,3+0,2 a 7,6+£0,2 para filé de pescado apds armazenamento de 36 h a
temperatura ambiente. Dessa forma, a coloracdo dos indicadores ao longo do tempo
respondeu ao processo de deterioracdo. Ezati et al. (2021) aplicaram indicador de pH em
amostras de peixe durante 36 h a temperatura ambiente e observaram que o pH do alimento
fresco e deteriorado foi 5,7 e 6,9, respectivamente. Segundo Ezati et al. (2019), peixes com
valores de pH acima de 7,0 ndo podem ser consumidos. Kanatt (2020) desenvolveu
embalagem inteligente com extrato vegetal para detectar a deterioracdo de frango e peixe em
condi¢des de 2-4 °C durante 12 dias. Na andlise de aplicagdo, o peixe fresco apresentou pH
inicial de 5,9 que aumentou para 8,5 ap6s 3 dias de armazenamento, enquanto o pH inicial do
frango era 5,7 e aumentou para 6,5 em 3 dias.

No estudo de Yildiz, Sumnu e Kahyaoglu (2021), o pH de 6,2 do peito de frango
armazenado sob refrigeracdo manteve-se estavel por 3 dias, no entanto ao final do

armazenamento o valor de pH aumentou para 6,75+0,06. Segundo Kim et al. (2017), o valor
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de pH de 6,3 e 6,5 relata o inicio da deterioragdo do peito de frango. Dessa forma, a resposta
de cor dos indicadores a base de nanofibras de PLA/PEO contendo os compostos microalgais
correlacionaram as cores e pH com a deterioracdo dos alimentos, possibilitando ser alternativa

para aplicacdo como embalagem inteligente.

Tabela 3 — Monitoramento da deterioracao de filé de pescado com os indicadores de pH
contendo 2% (m v'') de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (a), 3% (v v'!) de extrato de
Chlorella fusca LEB 111 e 1% (m v'!) de ficocianina (b).

Indicadores de nanofibras de PLA/PEO

Tempo (h) pH

0

12

24

36
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4 CONCLUSAO

Os indicadores apresentaram baixa solubilidade e alta barreira ao vapor de agua
que variam de 27,23+1,34 a 21,31+0,64% e 2,55+0,17 a 3,37+0,04 x 10! g m™! 57! Pa’!. Além
disso, o indicador composto de extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina
desempenhou rapida e facil visualizagdo de cor, quando aplicado nos alimentos frango e
pescado. Esse material monitorou o pH durante o armazenamento de 36 h que alterou da cor
verde para azul quando os valores de pH modificaram de 5,9+0,1 para 6,8+0,2 dos filés de
pescado. Portanto, a utilizagdo de nanofibras de PLA/PEO contendo extrato de Chlorella
fusca LEB 111 com ficocianina como embalagem inteligente podem ser alternativa inovadora
para detectar alteragdes da qualidade dos produtos pereciveis em tempo real, promovendo

assim a seguranga alimentar.
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5 CONCLUSAO GERAL

Este estudo demonstrou a possibilidade de desenvolver indicadores colorimétricos
de pH utilizando biomassa de microalga de Spirulina sp. LEB 18, Chlorella fusca LEB 111 e
ficocianina incorporadas em nanofibras poliméricas. Indicadores produzidos com nanofibras
de blenda de 8% PLA/4% PEO na propor¢io 6:4 ¢ 2% (m v'!) de biomassa de Spirulina sp.
LEB 18 mostraram maior varia¢do de cor em fun¢do do pH (1-10) em relagdo a 1 ¢ 3% (m v
1) de biomassa. O comportamento de AE do material contendo 2% (m v'') de biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 mostra alteragdo na cor entre o pH 5 e 7 com valores de AE superior a
21 e estatisticamente diferentes. Além disso, a estabilidade da cor durante os efeitos do pH
mostrou que a biomassa ndo perde seu potencial colorimétrico ao longo do tempo, o que
aumenta a percepcao de cor e facilita a visualizagdo para o consumidor. O indicador de pH
desenvolvido com nanofibras de PLA/PEO contendo 3% (m v'!) de extrato de Chlorella fusca
LEB 111 e 1% de ficocianina potencializou o perfil colorimétrico, apresentando amplitude de
AE entre 13,7+1,7 a 42,7+1,9. Além disso, este mostrou alteragdo da coloracao de azul-
esverdeada em pH 5, para azul em pH 6 ¢ verde em pH 7 e a maior variacdo de angulo hue
encontrada foi 133 a 225 °. O indicador apresentou estabilidade de cor em temperatura de
congelamento e refrigeragdo, permitindo o acompanhamento da deterioracdo dos alimentos
mesmo sob refrigeracdo. Além disso, apds 9 meses de armazenamento sob temperatura e
umidade controlada o indicador nao mostrou perda da capacidade colorimétrica.

Os indicadores apresentaram baixa solubilidade e alta barreira ao vapor de agua
que variam de 27,23+1,34 a 21,31+0,64% e 2,55+0,17 a 3,37+0,04 x 10" gm™! 5! Pa’!. Além
disso, o indicador composto de extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina
monitorou o pH durante o armazenamento de 36 h que alterou da cor verde para azul quando
os valores de pH modificaram de 5,9+0,1 para 6,8+0,2 dos filés de pescado. Esses resultados
com nanofibras de PLA/PEO adicionadas de biomassa microalgal e biocompostos apresentam
composicao apropriada para visualizacdo de alteragdo da qualidade dos produtos alimenticios.
Portanto, esse estudo apresenta alternativa inovadora na utilizacdo de compostos naturais de
microalgas para desenvolvimento de embalagem inteligente, pois sdo atoxicos para o alimento
e consequentemente para o consumidor. Além disso, a utilizacdo de nanofibras de PLA/PEO
contendo extrato de Chlorella fusca LEB 111 com ficocianina como embalagem inteligente
mostrou-se promissora para detectar alteracdes da qualidade dos produtos pereciveis em

tempo real, promovendo assim maior segurancga alimentar.



CAPITULOV



127

RESIDUOS GERADOS E DESTINO
Os residuos gerados nos experimentos compreendem os solventes das solugdes
poliméricas, solucdes de pH e as nanofibras poliméricas. Todos os residuos foram etiquetados

e armazenados para o correto descarte de acordo com as normas da Universidade.

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

1) Desenvolver indicadores de pH com outros polimeros para avaliar a influéncia da cor
em funcao do pH;

2) Analisar a alteragdo da cor dos indicadores em diferentes tempo-temperatura,

3) Avaliar as propriedades mecanicas dos indicadores de pH;

4) Realizar analises antimicrobianas e antioxidantes dos indicadores desenvolvidos;

5) Aplicar os indicadores desenvolvidos em frutas e legumes;

6) Determinar os indices de deterioracdo como nitrogénio bésico, aminas volateis e
analise microbioldgica nos alimentos;

7) Realizar analise sensorial com consumidores.
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