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Resumo

A carne suina, atualmente, € uma das proteinas de origem animal mais consumidas no mundo
devido ao seu alto valor nutricional e baixo custo. No entanto, trata-se de um alimento perecivel,
apresentando prazo de validade reduzido diante de condigBes favoraveis ao crescimento
microbiano. Nesse sentido, a embalagem inteligente surge como alternativa capaz de aumentar
a conservacao e protecdo do produto e evitar alteragdes em suas propriedades organolépticas,
validando a seguranca de consumo. A incorporacao de pigmentos em materiais para a producgéo
de embalagens inteligentes se apresenta como alternativa para identificacdo de alteragdes no
estado de conservacdo de um alimento, pela mudancga de coloracdo da embalagem. Nesse
estudo, um filme colorimétrico aplicado a embalagens inteligentes foi produzido com
composicao de carboximetilcelulose, glicerol e antocianinas extraidas do subproduto do arroz
negro, para deteccdo do estado de conservagdo de carnes suinas. Sistemas filme/carne foram
expostos a duas condicOes distintas: temperatura ambiente (25 °C) e refrigeracdo, a fim de se
investigar alteracGes na coloracdo dos filmes em funcao da deterioracdo da carne. Parametros
colorimétricos foram determinados para avaliagdo do comportamento dos filmes e mudancas
visuais foram claramente perceptiveis a medida que o processo de degradacdo do alimento
avancava. Para os sistemas expostos a 25 °C, o filme de coloracdo avermelhada em um pH de
6,05 + 0,01, tornou-se roxo-azulado em um pH de 6,52 + 0,01 e amarelo para um pH de
7,00 + 0,08. Os filmes armazenados a 4 °C mudaram da coloracdo avermelhada em um pH de
6,01 £ 0,02 para roxo-azulado em um pH de 6,58 + 0,01 e tornaram-se amarelados em um pH
de 7,12 £+ 0,01. Posteriormente, foram realizados testes de caracterizacdo do filme
desenvolvido, com valores médios de resisténcia a tragdo de 20,28 + 2,53 MPa, deformacéo na
ruptura de 28,66 + 0,05%, modulo de elasticidade de 76,32 + 16,51 MPa e espessura entre
118,80+ 17,94 € 192,60 + 8,52 um. Gramatura e permeabilidade ao vapor d’agua apresentaram
valores médios de 176,05 + 2,30 g-m™ e 2,30 + 0,06 g-mm-dia*-kPal-m, respectivamente.
As analises térmicas de termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial demonstraram
gue o material apresenta estabilidade térmica. O sensor produzido demonstra potencial

aplicacdo em embalagens inteligentes para indicacéo do estado de preservacao de carnes suinas.

Palavras-chaves: embalagem inteligente, preservacdo, deterioragdo, filme colorimétrico,

antocianinas.



Abstract

Nowadays, pork is one of the most consumed animal proteins in the world due its high
nutritional value and low cost. However, it is a perishable food which has a shorter shelf life
due the favorable conditions for microorganism growth. In this sense, intelligent packaging
emerges as an alternative to improve preservation and protection and avoid property alterations
in food, ensuring its security. The incorporation of pigments in materials to produce intelligent
packaging, is an alternative to identify changes in food conservation conditions by color
modification in packaging. In this work, a colorimetric film applied to intelligent packaging
was produced based in carboxymethylcellulose, glycerol, and anthocyanins extracted from
black rice byproduct to detect freshness condition of pork. Systems film/meat were exposed to
room temperature and refrigeration to investigate coloring film changes in function of pork loin
deterioration. Colorimetric parameters were defined to study film behavior and it was possible
to clearly perceive visual alterations according to the progress in the pork decomposition
process. To the systems exposed to 25 °C, the reddish film at a pH of 6.05 £ 0.01 became bluish-
purple at a pH of 6.52 £ 0.01 and yellow at a pH of 7.00 £+ 0.08. Films stored at 4 °C turned
from reddish at a pH of 6.01 £ 0.02 to bluish-purple at a pH of 6.58 + 0.01 and then to yellowish
at a pH of 7.12 = 0.01. Posteriorly, some characterization tests were performed with average
values to tensile strength of 20.28 + 2.53 MPa, elongation of 28.66 + 0.05%, elastic modulus
of 76.32 £ 16.51 MPa, and thickness between 118.80 + 17.94 and 192.60 + 8.52 um. Grammage
and water vapor permeability exhibited average values of 176.05 + 2.30 g-m? e
2.30 + 0.06 g-mm-dia™*-kPa-m, respectively. Thermal analyzes like thermogravimetry and
differential exploratory calorimetry have shown that the material has thermal stability. The
developed sensor demonstrated potential application to indicate preservation conditions of pork

in intelligent packaging.

Keywords: intelligent packaging, preservation, deterioration, colorimetric film, anthocyanins.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem sido observado o crescimento das industrias de processamento
de alimentos associado ao aumento no nimero de importagdes e exportagdes de produtos
relacionados a este setor, bem como o curto tempo para preparacdo de alimentos frescos e
naturais. Como consequéncia, hd uma demanda crescente por parte dos consumidores para que
sejam desenvolvidas novas e avancadas tecnologias que ampliem a protecdo e preservacdo dos

alimentos, garantindo a seguranca de consumo (PARK et al., 2015).

No que diz respeito ao mercado de carnes, a carne suina é rica em nutrientes essenciais,
sendo a proteina de origem animal mais consumida no mundo. Possui sabor e maciez
caracteristicos, além de ser fonte de vitaminas e minerais, mas assim como outros tipos de carne,
pode sofrer contaminacéo e gerar riscos a saide humana (XIAO-WEI et al., 2014). Além disso,
por ser um alimento altamente perecivel, se ndo estiver devidamente embalada e preservada,
sofre com os efeitos da deterioracdo. Assim, torna-se uma importante prerrogativa para 0s
consumidores, o conhecimento do estado de conservacdo do alimento que estdo adquirindo
(KANG; KIM; KWON, 2009).

A incorporacdo de sensores a embalagens convencionais da origem as embalagens
inteligentes. Estas podem apresentar a capacidade de extensdo da vida atil do alimento e
fornecer informacdes sobre seu estado de conservacdo e/ou armazenamento, assumindo a

importante funcéo de atestar a qualidade do mesmo (MAHALIK, 2009).

O emprego de pigmentos naturais em sensores colorimétricos apresenta-se como um
método vantajoso, uma vez que esses pigmentos nao reagem quimicamente com a embalagem
inteligente. Xiao-Wei e colaboradores (2014) desenvolveram sensores colorimétricos
fundamentados em quatro pigmentos naturais distintos, extraidos de rabanete vermelho,
espinafre, jasmins e arroz negro. Entre os extratos utilizados, o arroz negro figurou como um
extrato sensivel a detecgdo de deterioracdo em carnes suinas por apresentar moléculas que
interagem bem com compostos nitrogenados formados na degradagdo da proteina por

microrganismos.

A fim de se determinar a qualidade da carne por meio de sensores, é imprescindivel o
entendimento de seus mecanismos de deterioracdo. Os tecidos da carne suina sdo compostos
primordialmente por proteinas, lipidios, carboidratos, compostos inorganicos e umidade e,

assim, seus mecanismos de degradac&o s&o similares (TOLDRA, 2008).



Sob condigdes normais de empacotamento, diversos metabolitos como glicose, acido
latico, CO», O2, compostos nitrogenados volateis e aminas biogénicas podem ser formados no
interior da embalagem do produto. Por esse motivo, esses metabdlitos podem ser utilizados
como parametros indicadores de qualidade e tornam possivel que um processo de deterioracdo
seja detectado pela incorporacéo a embalagem de um sensor capaz de reconhecer esses analitos
(DAINTY, 1996).

Diante da crescente demanda de consumidores preocupados com a seguranca e
conservacao dos alimentos, em especial alimentos pereciveis e de alto consumo como as carnes,
sensores para embalagens inteligentes configuram-se como tecnologias de extrema relevancia
para a determinacdo da qualidade destes alimentos. Indicadores colorimétricos baseados em
pigmentos naturais podem sinalizar um processo de deterioragdo em carnes suinas e se
constituem como excelentes alternativas a serem pesquisadas e desenvolvidas para

incorporacgdo a esse novo conceito de embalagens.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Produzir e caracterizar um sensor colorimétrico aplicado a embalagens inteligentes
capaz de indicar o estado de conservacdo de carnes suinas diante das alteragcbes no pH do
alimento.

2.2. Objetivos Especificos
a. Extrair o corante antocianina do subproduto de arroz negro via matriz polimérica;

b. Produzir o biofilme com o corante inserido via método de casting e caracteriza-lo quanto a

espessura, gramatura, propriedades mecanicas e térmicas e permeabilidade ao vapor d’agua;

c. Determinar a deterioracdo da carne suina pela medicdo de pH e correlaciona-la com a

mudanca de coloracao dos biofilmes por analise colorimétrica via teste CIELab.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Funcéo das Embalagens de Alimentos

As embalagens envolvem e protegem o alimento apds seu processamento, garantindo
sua integridade durante o transporte, distribuicdo e comercializacdo e aumentando a seguranca
de consumo. A principal funcdo de uma embalagem é manter os beneficios dos alimentos
processados depois da finalizacédo da producéo, permitindo que os produtos sejam transportados
de forma segura de seu ponto de origem até o ponto de consumo (PRASAD; KOCHHAR,
2014). As embalagens para alimentos tém evoluido de simples recipientes de armazenamento
para agentes capazes de desempenhar um importante papel na qualidade dos produtos. Muitas
delas ainda sdo recipientes basicos, mas ja possuem propriedades de protecdo intensiva dos
alimentos (RISCH, 2009).

Atualmente, as embalagens desempenham papel fundamental na qualidade dos
produtos, propiciando protecdo contra agentes quimicos, fisicos e bioldgicos. Esta protecdo
pode se dar de maneira simples, como a prevencdo a quebra do alimento, até uma forma mais
complexa, com a criacdo de barreiras contra umidade, oxigénio, dioxido de carbono e outros
gases, bem como barreiras contra sabores e aromas. As embalagens podem bloquear a entrada
de luz, protegendo nutrientes e cores de um produto contra processos de degradacdo. Além
disso, embalagens desenvolvidas em periodos mais recentes atuam na qualidade do alimento
criando uma atmosfera apropriada ao seu redor. Novas tendéncias na industria de embalagens
visam a reducdo de desperdicios através de uma melhor preservacdo do alimento e
prolongamento de sua vida Gtil (NURA, 2018).

AlteracOes nas preferéncias dos consumidores tém levado ao desenvolvimento de
inovacgdes tecnoldgicas no setor de embalagens. Essas inovagdes sdo fruto da busca da
sociedade por alimentos mais frescos, aliada ao seu menor tempo disponivel para a preparagdo
das refeicdes (EILERT, 2005). O crescimento de paises tradicionalmente menos desenvolvidos
economicamente tem elevado os padrdes de vida, o que inclui um aumento no consumo de
alimentos embalados. Todo esse processo resulta em avancos na industria de processamento de

alimentos, bem como em novas tecnologias para embalagens (NURA, 2018).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de embalagens tem ido além de suas funcGes
tradicionais de protecdo, alcancando objetivos maiores como extenséo da vida Gtil do produto
e informacdes sobre condigdes de armazenamento, além de estabelecer e solidificar a imagem

da marca (KOUR et al., 2013). Este avanco é o resultado do crescimento da demanda de
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consumidores por alimentos frescos, com menor indice de conservantes e sabores preservados,
prolongando sua validade sem que haja comprometimento da qualidade (DOBRUCKA,;
CIERPISZEWSKI; KORZENIOWSKI, 2015).

3.2. Embalagens Sustentaveis

Acordos e protocolos no ambito da sustentabilidade recomendam o uso de materiais
biodegradaveis e ambientalmente amigaveis para a producéo de embalagens de alimentos, visto
gue muitas das embalagens tradicionais sdo responsaveis pela geracédo de residuos. Diante disso,
o0 setor de embalagens tem voltado seu foco para o desenvolvimento de embalagens
sustentaveis, utilizando uma gama de novos materiais como plasticos de acido polilactico
(PLA), polpa de cana-de-agUcar, compositos fibrosos, filmes a base de amido, entre outros
(NITAIGOUR, 2014).

Os biopolimeros se encontram presentes no ambiente por um periodo de tempo muito
menor que os polimeros sintéticos, como os plasticos tradicionais. Eles sdo gerados a partir de
fontes naturais renovaveis, sdo geralmente biodegradaveis e ndo-tdxicos. Biopolimeros podem
ser produzidos por sistemas biolégicos (microrganismos, plantas e animais) ou sintetizados
guimicamente, partindo-se de materiais bioldégicos como acgucares, amidos, gorduras ou 6leos
naturais (PAWAR; AACHAL, 2013).

Embalagens sustentaveis representam uma ideia complexa, que deve ser aplicada sob
a Otica do pensamento critico com uma abordagem sistematica. Algumas consideracdes
importantes que devem ser levadas em conta na avaliacdo de uma embalagem sustentavel sdo:
ciclo de vida da embalagem sob a perspectiva do material bruto de producéo até sua disposi¢édo
final, evitando a transferéncia de problemas de uma fase do ciclo de vida para outra; interagdes
entre a embalagem e o alimento, garantindo que o impacto causado pelo sistema como um todo
seja 0 menor possivel; por fim, deve-se considerar ainda 0s impactos sob o tripé formado por
sociedade, meio ambiente e economia. Quatro principios basicos para a viabilidade de
embalagens sustentaveis foram originalmente identificados pela Alianga das Embalagens
Sustentaveis sob o direcionamento de efetividade, eficiéncia, ciclo de vida e natureza da fonte
(NURA, 2018).

A Coalisdo de Embalagens Sustentaveis, um consorcio internacional que conta com
mais de 200 industrias como membros efetivos, definiu as prerrogativas aceitaveis para esse

tipo de embalagem como:
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e Devem ser benéficas, seguras e ndo podem gerar riscos a salde de individuos e
comunidades durante todo o seu ciclo de vida;

e Precisam se enquadrar nos critérios de mercado em relagéo a performance e custos;

e Devem ser obtidas, produzidas, transportadas e recicladas a partir da utilizacdo de
fontes renovaveis de energia;

e Em sua producdo, serdo utilizados materiais reciclados ou provenientes de fontes
limpas;

e Sua producdo também deve envolver tecnologias sustentaveis e boas préaticas de
fabricacéo;

e Os materiais utilizados em sua fabricacdo ndo podem causar danos a saude de seres
Vivos em quaisquer que sejam 0s possiveis cenarios da fase final de seu ciclo de
vida;

e Devem ser desenvolvidos no intuito de se otimizar materiais e energia.

Tanto os materiais biodegradaveis quanto os baseados em mecanismos biolégicos tém
sido investigados como potenciais substitutos para os plasticos provenientes da industria do
petréleo. Essa substituicdo pode representar ndo apenas uma vantagem competitiva com a
geracdo da imagem de um produto ambientalmente correto, mas pode também oferecer
materiais com propriedades técnicas aperfeicoadas (VARTIAINEN; VAHA-NISSI; HARLIN,
2014). Polimeros biodegradaveis podem exercer todas as funcbes requeridas por uma
embalagem de alimentos sem causar danos ao meio ambiente. A perspectiva é de que esses
polimeros reduzam a necessidade de se produzirem polimeros sintéticos a baixo custo, o que
reduziria também a poluicdo ocasionada pelo processo, gerando um efeito positivo ambiental e
econémico (PAWAR; AACHAL, 2013). O desenvolvimento de biopolimeros contendo agentes
antimicrobianos naturais e sua comercializacdo efetiva se apresentam como uma alternativa

relevante para aplicagcbes em embalagens de alimentos (NURA, 2018).

Os fatores primordiais que tém direcionado o desenvolvimento do mercado de
embalagens biodegradaveis incluem o aumento nos precos do petroleo cru, a necessidade de
embalagens que afetem minimamente o meio ambiente, a descoberta de novas aplicagdes para
bioplasticos e o desenvolvimento de novas infraestruturas capazes de receber o bioplastico
descartado. Somada a esses fatores, existe ainda a demanda de consumidores por produtos
ambientalmente amigaveis, seguros e ndo-toxicos. Além de se apresentarem como alternativas
biodegradaveis, biopolimeros possuem outras caracteristicas importantes como permeabilidade
a gases, disponibilidade e baixo custo (PAWAR; AACHAL, 2013). Um grande namero de
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biopolimeros distintos pode ser empregado em embalagens de alimentos, tais quais pectina,
amido, quitosana, lignina, hemicelulose e celulose (VARTIAINEN; VAHA-NISSI; HARLIN,
2014).

3.3. Embalagens Ativas e Inteligentes

Mudancas no estilo de vida das pessoas e nas praticas comerciais de varejo tém se
apresentado como grandes desafios para a industria de embalagens de alimentos. Essas
mudancas também tém atuado como forca motriz para o desenvolvimento de novos e vantajosos
conceitos de embalagens que sejam capazes de estender a vida Util dos alimentos, bem como
manter e monitorar sua qualidade e seguranga de consumo (DOBRUCKA; CIERPISZEWSKI,
KORZENIOWSKI, 2015). As inovagdes tecnoldgicas no setor de embalagens se limitavam, até
entdo, a um pequeno numero de materiais com propriedades de barreira relevantes, com
diferentes designs que atendiam ao apelo comercial da época. No entanto, diante da demanda
da sociedade consumidora e novas exigéncias do mercado de alimentos, as embalagens nao

possuem mais apenas um papel passivo de protecdo (KUMAR; BUDIN, 2006).
3.3.1. Embalagens Ativas

Uma embalagem ativa compreende um sistema capaz de alterar as condi¢bes de
armazenamento do alimento e de manté-las durante todo o periodo de estocagem, prolongando
sua vida util ou melhorando sua segurancga e propriedades sensoriais, enquanto conserva a
qualidade de condicionamento (DAINELLI et al., 2008). Esse tipo de embalagem permite uma
interacdo direta com o alimento e a atmosfera ao seu redor, podendo alterar a composicao e as
caracteristicas organolépticas do produto. A resposta a essa interacdo pode se configurar como
a eliminacdo de componentes indesejados do alimento e/ou da atmosfera que o cerca ou como
a liberacdo de compostos ativos no produto ou arredores (KOUR et al., 2013). O seu principio
de atuacgdo € pautado nas propriedades intrinsecas do polimero utilizado para a confecgdo da
embalagem ou na introducdo de substancias especificas na estrutura polimérica e envolve
retardamento em processos de oxidacao, impedimento de processos respiratorios, prevencao de
crescimento de microrganismos, controle dos niveis de umidade, controle do teor de didxido de

carbono, emissores de sabor, liberagéo de agentes antioxidantes, entre outros (NURA, 2018).

A embalagem antimicrobiana é um bom exemplo da aplicacdo e funcionalidade de
uma embalagem ativa. Embora grande parte dos produtos alimenticios pereciveis embalados

seja esterilizada por meio de processos térmicos ou possua um sistema de autoprotecdo, a
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contaminag¢do microbiana pode ocorrer na superficie ou em area danificada por defeitos na

embalagem ou durante o periodo de armazenamento ap6s sua abertura (BERTAN, 2008).

Fraga e colaboradores (2005) desenvolveram embalagens ativas para a conservacao
do queijo tipo gorgonzola e verificaram a migracdo da substancia antimicrobiana natamicina
incorporada. Os queijos envolvidos com o filme apresentaram boa inibi¢do do crescimento
superficial de fungos quando comparados ao filme sem natamicina, durante todo periodo de
maturacdo avaliado. Porém, os queijos apresentaram um aspecto externo diferente do habitual,

com uma coloracgéo esbranquicada e sem a formacéo de casca.

Outro exemplo da utilizacdo de embalagens ativas é na prevencdo de processos de
oxidacdo. Sangatash e colaboradores (2015) confeccionaram filmes poliméricos incorporados
de ascorbato de sodio e alcool etileno-vinilico como agentes antioxidantes para 0 aumento da
vida de prateleira do amendoim. Os resultados obtidos mostraram que a adi¢ao do ascorbato de

sodio, principalmente, retardou o processo de oxidagdo e prolongou a vida atil do amendoim.
3.3.2. Embalagens Inteligentes

Embalagens inteligentes sdo aquelas que, incorporadas de um dispositivo tecnologico,
informam ao fabricante, revendedor e consumidor, o estado de conservacdo do alimento.
Embora apresentem um conceito diferente daquele das embalagens ativas, suas caracteristicas
podem ser utilizadas para checar a efetividade e integridade destes sistemas de embalagens
(HUTTON, 2003).

As embalagens inteligentes apresentam propriedades de sensibilidade que as permitem
atestar a garantia de integridade da embalagem, evidéncias de falsificacdo, seguranca do
produto e, consequentemente, sua qualidade. Além disso, esse tipo de embalagem também tem
sido aplicado com funcgdes adicionais, para comprovacdo da autenticidade de produtos e
rastreabilidade destes e como dispositivo antifurto (DOBRUCKA,; CIERPISZEWSKI,
KORZENIOWSKI, 2015). Sistemas de embalagens inteligentes incluem sensores, indicadores
tempo-temperatura, corantes para deteccdo de gases, indicadores de crescimento microbiano,
indicadores de impacto fisico em um produto, além de numerosos exemplos de tecnologias
antifurto, antifalsificacdo e inviolabilidade (DAINELLI et al., 2008).

A informagdo transmitida pela embalagem inteligente pode ser revelada pela
incorporacdo de etiquetas, rotulos ou até mesmo pelo préprio filme que constitui a embalagem.
Roétulos podem ser incorporados ou impressos no material da embalagem, possibilitando o

monitoramento da qualidade do produto, rastreando pontos criticos e proporcionando
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informacdes detalhadas sobre toda a cadeia de transporte, distribuicdo e comercializacéo
(RODRIGUES; HAN, 2003). Etiquetas inteligentes como as etiquetas eletrdnicas,
desenvolvidas a partir de um circuito impresso constituido por uma tinta especial e construidas
com baterias de radiofrequéncia, aplicadas na superficie da embalagem, tém sido utilizadas no
intuito de se aumentar a eficiéncia do fluxo de informacdes e oferecer fungdes de comunicagédo
inovadoras (DAINELLI et al., 2008). Filmes poliméricos, incorporados ou ndo de alguma outra
substancia, podem comunicar a condicéo de salubridade de um alimento por meio de alteracdes

visuais em seu aspecto.

Indicadores tempo-temperatura ou integradores (TTI) s&o definidos como dispositivos
simples, de baixo custo e ambientalmente corretos desenvolvidos para monitorar, registrar e
indicar cumulativamente a influéncia global do histérico de temperatura ao qual o alimento foi
submetido. Dessa forma, sdo apresentados indicios da qualidade do produto desde o seu
processamento até o consumo (GIANNAKOUROU et al., 2005). Indicadores de temperatura
mostram se o alimento foi aquecido ou resfriado além de uma temperatura de referéncia critica,
alertando ao consumidor sobre a potencial existéncia de microrganismos patogénicos ou
desnaturacdo de proteinas, por exemplo, em processos de congelamento ou descongelamento.
Indicadores tempo-temperatura também tém sido aplicados para se tomar conhecimento da
ocorréncia de processos de pasteurizacao e esterilizacdo de determinados alimentos pereciveis
(TUCKER et al., 2009).

A resposta visual fornece uma indica¢do cumulativa da temperatura de armazenamento
a qual o TTI foi submetido. Os indicadores tempo-temperatura podem ser classificados como
indicadores de historicos parciais ou totais, dependendo de seu mecanismo de resposta.
Indicadores de histéricos parciais ndo apresentam uma resposta a menos que uma temperatura
limite tenha sido excedida e fornecem a informacéo de que o produto foi exposto a um valor de
temperatura suficiente para causar alteracfes em sua qualidade e seguranca. J& os indicadores
de historicos totais oferecem uma resposta de dependéncia continua com a temperatura por
meio de todo o historico de estocagem do produto e se constitui como maior foco de interesse
nos setores de pesquisa e comercial (KERRY et al., 2006). Um exemplo de indicador tempo-
temperatura produzido pela Vitsab Checkpoint® é uma etiqueta baseada na mudanca de
coloracgéo devido a hidrolise enzimatica controlada de um substrato de lipidio. O dispositivo €
ativado pela aplicacdo de uma leve pressao sobre o selo para romper a ligacéo entre a enzima e
0 substrato. A interacdo entre enzima e substrato é identificada pela cor verde no selo da

Figura 1, representando excelentes condi¢Ges de armazenamento do produto alimenticio. Se a
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coloracdo do selo se altera para amarelo ou alaranjado, o produto estd comprometido pela
exposicao a uma temperatura inadequada ao longo do tempo e ndo deve ser consumido.

Figura 1. Mudancas de coloragdo em etiquetas TTI da Vitsab Checkpoint® (Adaptado de
FANG et al., 2017).

Wanihsuksombat, Hongtrakul e Suppakul (2010) produziram um protétipo de
indicador tempo-temperatura baseado na difusdo de acido latico para monitoramento da
qualidade de alimentos. Quatro indicadores foram desenvolvidos em diferentes concentragdes
de substrato. As mudancas de coloragdo associadas a difusdo do acido latico foram monitoradas.
Durante a difusdo do vapor de &cido latico, uma alteracdo de coloragdo irreversivel de um
indicador quimico cromatico (de verde para vermelho) ocorreu de forma clara e progressiva
devido & uma reducéo no pH do meio. A dependéncia da temperatura cinética desses TTI’s foi
caracterizada isotermicamente, produzindo determinada energia de ativacdo. Os modelos
matematicos de cada TTI foram estabelecidos de acordo com as relages entre mudancas de cor
e tempo e temperatura. As diferengas entre os valores de energia de ativagdo dos TTI’s e as
energias de ativacdo associadas as perdas de qualidade de alimentos foram definidas e esses
indicadores foram considerados bons candidatos para monitoramento de perdas de qualidade
em alimentos.

Kim, Kim e Lee (2012) desenvolveram o protétipo de um indicador tempo-
temperatura enzimatico, utilizando a enzima lacase, que possui cinética de descoloracdo
simples e se encontra amplamente disponivel. Lacases sdo enzimas que contém cobre em sua
estrutura e sdo largamente utilizadas em diferentes setores industriais, como no processamento
de papel, prevencédo da descoloracdo do vinho, producéo de compostos quimicos provenientes
da lignina, entre outros. Essas enzimas possuem a habilidade de descolorirem diversos tipos de

corantes e apresenta uma larga faixa de interacdo com substratos especificos, incluindo
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compostos fendlicos, diaminas, aminas aromaticas e algumas substancias inorganicas. Os
pesquisadores concluiram que os indicadores respondiam com mudangas de coloracdo em
diferentes intensidades, dependendo da concentragdo do produto gerado nas reacOes

envolvendo as lacases.

Indicadores de oxigénio e didxido de carbono também podem ser utilizados no
monitoramento da qualidade de alimentos. Eles podem ser usados como indicadores de escape
dos gases ou para verificar a eficiéncia, por exemplo, de um eliminador de oxigénio. A maioria
desses indicadores é baseada em mudancas de coloracdo que ocorrem devido a reacGes
quimicas ou enzimaticas. Esses indicadores devem estar em contato com a atmosfera gasosa no
interior da embalagem e, consequentemente, estabelecem contato direto com o alimento (DE
JONG et al., 2005). Indicadores de oxigénio convencionais sdo conhecidos por usarem azul de
metileno, um corante que sofre alteracdes reversiveis em sua coloracdo gracas a mecanismos
de oxidagéo e reducdo (SUMITANI et al., 2004).

Lee, Fiedler e Smith (2008) desenvolveram novos arranjos de indicadores
colorimétricos de oxigénio que sdo reversiveis, reutilizaveis e ativados por luz ultravioleta.
Sensores de oxigénio baseados em uma espécie de “tinta inteligente” incluiam um semicondutor
de absorcdo de raios UV, como o didxido de titanio, por exemplo, um indicador redox, como o
azul de metileno, um doador de elétrons de sacrificio, como a trietanolamina e um polimero
encapsulante, como a hidroxietilcelulose. Os compostos foram dissolvidos em &agua para a
formacédo da tinta, que poderia recobrir uma variedade de substratos para produzir um filme
indicador de oxigénio com coloracdo azulada, que se tornava incolor quando ativado por luz
uv.

Existem ainda indicadores de oxigénio baseados na fluorescéncia. A reacdo é
fundamentada em uma base formada por fésforo que vai desaparecendo a medida em gue entra
em contato com moléculas de oxigénio. Compostos luminescentes sdo depositados em gases
permeaveis e impermeaveis a materiais idnicos, como borrachas de silicone ou polimeros
organicos para a formacdo de filmes indicadores de oxigénio (DOBRUCKA;
CIERPISZEWSKI; KORZENIOWSKI, 2015).

Alteracdes nas concentragGes de acidos organicos em alimentos durante o periodo de
estocagem oferecem um bom indicio da presenga de metabolitos, principalmente no que diz
respeito as carnes. Indicadores colorimétricos baseados em mudangas no pH do meio
apresentam grande potencial para indicagdo do crescimento de microrganismos patogénicos

que podem causar a decomposic¢ao do alimento. Um outro tipo de indicador microbiano envolve
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um sistema baseado em rea¢des imunoquimicas que ocorrerdo em codigos de barra, impedindo
a leitura do cddigo na presenca de algum microrganismo particular (RODRIGUES; HAN,
2003). Krasniewska e Gniewosz (2012) reportaram a condugdo de investigagdes com a
substancia nisina sendo introduzida em filmes de metilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose,
que sdo bons portadores de substancias bactericidas e caracterizaram os filmes quanto a
resisténcia e elasticidade. Os filmes produzidos se mostraram bons inibidores de crescimento

da bactéria Micrococcus luteus.

O etanol, assim como o &cido latico e o acido acético, se constitui como um importante
indicador do metabolismo de fermentacdo de bactérias. Randell e colaboradores (1995)
desenvolveram certos experimentos e reportaram um aumento na concentracdo de etanol em

um meio contendo frango marinado como uma funcéo do tempo de estocagem.

Muitos conceitos em embalagens inteligentes envolvem o uso de sensores. Um sensor
é definido como um dispositivo para detectar, localizar ou quantificar energia ou matéria,
gerando um sinal para a detec¢do ou quantificacdo de propriedades fisicas ou quimicas, as quais
o dispositivo responde. Para ser caracterizado como um sensor, um dispositivo deve ser capaz
de produzir um sinal continuo de saida. A maioria dos sensores contém duas unidades
fundamentais basicas: um receptor e um transdutor. No receptor, informagdes quimicas ou
fisicas de uma amostra sao transformadas em uma forma de energia, que pode ser medida pelo
transdutor. O transdutor € capaz de transformar essa energia em um sinal analitico, permitindo
uma analise das propriedades dessa amostra (KERRY; O’GRADY; HOGAN, 2006).
O’Riordan e colaboradores (2005) examinaram a migragdo de componentes ativos de dois
sensores de oxigénio baseados em corantes, estabeleceram e comprovaram sua estabilidade,

seguranca e aptidao para uso em larga escala em embalagens de alimentos.

Uma interessante solugdo em sensores inteligentes ¢ conhecida como “nariz
eletronico”. Esta ¢ uma ferramenta composta por um arranjo de sensores que respondem a
componentes volateis pela alteracdo em suas propriedades elétricas. As amostras podem ser
classificadas entdo como aceitaveis ou inaceitaveis, referenciando uma avaliagdo sensorial ou
uma andlise microbioldgica a partir de um catalogo de informac6es. As respostas desse tipo de
arranjo tém se mostrado consistentes para analises microbioldgicas e determinacdo da

concentracdo de substancias volateis em um determinado produto (GRAM; HUSS, 2000).

A tecnologia RFID (ldentificacdo por Radio Frequéncia) ndo se enquadra nas
classificacbes de sensores ou indicadores, no entanto, se apresenta como uma espécie de

embalagem inteligente que transmite uma informacéo baseada em separacéo eletronica. RFID
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utiliza etiquetas afixadas a containers, pallets ou outros tipos de armazenadores para transmitir
informacdes acuradas e em tempo real aos consumidores. RFID é uma das muitas tecnologias
de identificacdo automatica e oferece um numero elevado de beneficios na industria de
processamento de carnes e durante todo o seu processo de distribuicdo e varejo. Os beneficios
sdo evidentes na rastreabilidade, gerenciamento de estoque, seguranca e promogcéo da qualidade
dos produtos (MOUSAVI et al., 2002).

3.4. Embalagens Inteligentes na Industria das Carnes

Atualmente, existe uma demanda crescente de consumidores de carnes e derivados por
alimentos cada vez mais macios, nutritivos, saudaveis e seguros (GRUNERT; VALLI, 2001).
A qualidade das carnes e propriedades de seguranca de consumo sdo altamente dependentes
dos materiais e tecnologias empregados na fabricacdo de embalagens para alimentos pereciveis.
As razdes fundamentais para se produzir uma embalagem que mantenha as carnes processadas
frescas séo a prevencdo de contaminacdo, retardamento da deterioracdo, aumento da maciez
através do favorecimento de certas atividades enzimaticas, reducdo da perda de massa e
conservacao da cor e aroma (BRODY et al., 2008). Em virtude desses fatos, as préaticas atuais
de armazenamento das carnes vao além da criacdo de um envoltdrio de protecdo para estocagem
a curto prazo e englobam modernas embalagens a vacuo, sistemas de absorcao ou liberagdo de
gases e modificacdo da atmosfera que envolve o alimento, permitindo a estocagem do produto
por um tempo mais longo (MC MILLIN, 2008).

Embalagens inteligentes aplicadas a carnes carregam funcdes inteligentes tais quais
deteccdo do estado de conservacdo, compreensdo, registro, rastreabilidade e comunicacgédo a
respeito do produto, facilitando a tomada de decisdo para prolongamento de sua vida til,
intensificando a seguranga de consumo, fornecendo informagdes relevantes e alertando sobre
possiveis problemas (FANG et al., 2017).

Entre os dispositivos inteligentes incorporados a embalagens de carne, um dos mais
simples e mais utilizados € o codigo de barras. O cddigo de barras pode trazer informacoes
referentes a data em que o alimento foi embalado, nimero do lote, massa do produto, valores
nutricionais, instrucdes de cozimento e endereco eletrénico do fornecedor. Todas essas
informagdes podem ser codificadas através do dispositivo e serem lidas, at¢é mesmo, em
aparelhos smartphones. Assim, a incorporacéo dos cddigos de barra é de extrema conveniéncia
tanto para os consumidores quanto para os comerciantes (FANG et al., 2017). A Figura 2

apresenta alguns exemplos de codigos de barra utilizados em embalagens para carne.
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Figura 2. Alguns modelos de codigos de barra utilizados em embalagens de carne (Adaptado
de FANG et al., 2017).
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do texto e suas fungdes e métodos de funcionamento comentados. A Tabela 1 traz cada um

desses dispositivos e suas aplicacGes diretas em embalagens inteligentes para proteinas de

origem animal.

Tabela 1. Dispositivos inteligentes e seus principios de aplicacdo em embalagens para carnes
(Adaptado de FANG et al., 2017).

Dispositivo Inteligente

Principio ou Reagentes

Informacdes fornecidas

Aplicacdes

Etiquetas de
identificacdo por radio
frequéncia

Indicadores tempo-

temperatura

Indicadores de gas

Indicadores de
crescimento microbiano

Indicadores de patégenos

Ondas de radio

Mecaénico, quimico,
enzimatico ou
microbioldgico

Corantes redox, corantes
de pH, enzimas

Corantes de pH, corantes
gue reagem ou ndo com
metabolitos volateis

Métodos de reagdo
quimicos ou
imunoquimicos com
toxinas

Informagdes do produto
e do fornecedor

Condicdes de
armazenamento

Condicdes de
armazenamento e
possiveis vazamentos

Estado de conservacéao
do alimento por ocasido
de decomposicao
microbiana

Presenca de uma bactéria
especifica como
Escherichia coli

Identificagdo do produto,

gerenciamento da cadeia

de suprimentos, controle
de seguranga

Alimentos armazenados
sob condigdes de
refrigeracéo

Alimentos armazenados
sob condi¢des que
requeiram a presenca de
gases

Alimentos pereciveis
COmo carnes, peixes e
aves

Alimentos pereciveis
COmo carnes, peixes e
aves
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3.4.1. Indicadores de Crescimento Microbiano em Carnes

Um indicador que mostra especificamente a deterioracdo ou perda de caracteristicas
de consumo de um produto exibe importancia e funcionalidade no controle da qualidade de
carnes embaladas (SMOLANDER, 2003). Indicadores de crescimento microbiano se
enquadram nessa categoria de indicadores, sinalizando a ocorréncia de um processo de
decomposicdo do alimento devido ao crescimento de microrganismos (ABREU; CRUZ;
LOSADA, 2012). Sua atuacdo se baseia no conhecimento de mecanismos de formacdo de
metabolitos associados aos diferentes tipos de carne, as microbiotas de degradacao, a classe da
embalagem e condigdes de armazenamento. Segundo Smolander (2003), os principais
metabdlitos gerados em processos de decomposicdo de carnes sdo glicose, acidos organicos,
etanol, compostos nitrogenados volateis, aminas biogénicas, dioxido de carbono e compostos
sulfurados. A grande maioria dos indicadores de crescimento microbiano causa uma mudanca
de coloracdo no material da embalagem, gracas a formacao de pelo menos um dos compostos
citados durante o processo de decomposicéo.

Atualmente, o indicador de crescimento microbiano mais utilizado na industria de
processamento de carnes é o corante azul de bromotimol, que reage a presenca de didxido de
carbono, gerado como resultado do crescimento de microrganismos. Altas concentracfes de
diéxido de carbono favorecem a reacdo dessa substancia com o corante azul de bromotimol e
alteram sua coloragdo. Algumas outras espécies de corantes mais comumente empregadas com
0 mesmo propdsito sdo o azul de xilenol, roxo de bromocresol, verde de bromocresol, vermelho
de cresol, vermelho de metila e alizarina (HORAN, 2000). Além disso, dioxido de carbono e
outros metabdlitos incluindo SO2, NH4, aminas volateis e acidos organicos tém sido usados
como moléculas-alvo de monitoramento a partir de indicadores sensiveis ao pH
(SMOLANDER, 2003).

Luo e Lim (2019) investigaram a atuacéo de corantes derivados de alcool cinamilico e
quinoxalina, sintetizados a partir de aromas comumente presentes em diferentes tipos de
alimentos, para deteccdo de aminas volateis, caracteristicas de processos de decomposi¢do em
peixes. O corante baseado em quinoxalina apresentou limite de detec¢do mais baixo que aquele
baseado em alcool cinamilico para a percep¢do de aminas, embora o ultimo tenha exibido um
perfil de variacdo de cores mais amplo. Os testes realizados demonstraram o potencial de ambos

o0s corantes na indicacdo do estado de conservacao de peixes.

Zhai e colaboradores (2019) desenvolveram um sensor colorimétrico baseado em goma
gelana e nanoparticulas de prata para monitoramento de carnes frescas. O indicador foi baseado
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na deteccdo de sulfeto de hidrogénio, composto liberado na deterioragdo de variados tipos de
carne. Ao ser avaliada a decomposic¢do microbiana sofrida por proteinas como a carpa prateada
e peito de frango, constatou-se que o sensor sofre uma alteracdo em sua coloracdo do amarelo
para o incolor. A eficiéncia do sensor o caracterizou como alternativa viavel para o

acompanhamento em tempo real do estado de acondicionamento de carnes.

Chayavanich, Thiraphibundet e Imyim (2019) produziram filmes baseados em um
corante natural extraido de rabanete vermelho. A cor dos filmes pode ser diferenciada a olho
nu, variando entre o alaranjado e o roxo a medida que o pH do meio aumentava como resultado
da liberacdo de compostos nitrogenados volateis, provenientes da degradacdo microbiana da
carne de frango. A sensibilidade do indicador revelou seu potencial para utilizagdo em

embalagens inteligentes para carnes.
3.5. Deterioracdo das Carnes

As carnes e seus derivados sdo considerados produtos altamente pereciveis. Apesar de
os tecidos animais serem livres de microrganismos, as superficies externas, incluindo peles e
tegumentos, e trato digestdrio podem se configurar como potenciais fontes de contaminagdo. A
contaminacdo externa pode ocorrer desde 0 momento do abate por agentes presentes no ar, agua
e couro, instrumentos utilizados na evisceragdo, conteldo gastrointestinal do animal, entre
outras fontes de contaminacéo, até nas etapas subsequentes, que compreendem a manipulacéo
do alimento por meio de superficies ndo-higienizadas e do proprio manuseador. Dessa forma,
um alimento contaminado ao longo destas etapas, permanecera colonizado nas etapas seguintes
do processamento, que envolvem operacbes de resfriamento, congelamento, embalagem,
transporte e assim por diante (KERRY; O’GRADY; HOGAN, 2006).

Em relacdo a deterioracdo das carnes, um fato bem estabelecido é que compostos como
glicose, acido latico e certos aminoacidos, seguidos por nucleotideos, ureia e proteinas sollveis
em agua sdo catabolizados pela maioria das bactérias presentes na microbiota do alimento
(NYCHAS; MARSHALL,; SOFQOS, 2007). As substancias formadas sdo fontes de energia
essenciais para 0 massivo crescimento de microrganismos, embora se apresentem em
quantidades menores quando comparadas as proteinas. Sabe-se que a concentracdo desses
compostos pode afetar o tipo e a taxa de degradacgéo e, além disso, os compostos formados se
constituem como principais precursores dos metabolitos microbianos que identificamos através
do processo de decomposicdo (SKANDAMYS; NYCHAS, 2002).
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O desenvolvimento e crescimento microbiano pode ser resultado da geracgdo de trés
tipos diferentes de substancias: compostos que participam de processos glicoliticos, produtos
metabolicos e substancias nitrogenadas (NYCHAS; MARSHALL; SOFOS, 2007). A glicose é
precursora de grande parte dos odores desagradaveis gerados durante a decomposicdo das
carnes, enquanto sua limitacdo é capaz de causar uma mudanca do metabolismo de degradacao
sacarolitico para o metabolismo de degradacdo por aminoacidos, em pelo menos algumas
especies de bactérias. As trocas de glicose e lactato, bem como seus produtos de oxidacédo, tém
sido responsaveis por descrever ou predizer o grau de decomposicao do alimento (NYCHAS et
al., 2008). Isto € evidente principalmente em carnes armazenadas sob condi¢Bes aerdbias, onde
bactérias do tipo Pseudomonas séo as maiores contribuintes para a degradagéo.

Deve-se considerar gque, sob condicdes aerdbias, a soma de aminoacidos livres e
proteinas sollveis em 4agua aumentam durante a estocagem da carne, gerando o0
desenvolvimento de colbnias de bactérias (SKANDAMYS; NYCHAS, 2002). Nychas e
Tassou (1997) mostraram que este aumento ocorreu em amostras de carnes com concentracées
relativamente altas de glicose. Ademais, 0 aumento de aminoacidos livres sob condigdes
aerobias foi mais significativo que o ocorrido sob condic¢@es de atmosfera modificada. Por fim,
vale salientar que aminas biogénicas (compostos organicos nitrogenados), especificamente a
histamina, tiramina, putrescina e cadaverina, quando geradas, sdo as maiores responsaveis pela
decomposicio de produtos carneos (GARCIA-BARRIENTOS et al., 2006).

Além dos fatores intrinsecos citados acima, relacionados ao processo de decomposicao
da carne, ha ainda um fator extrinseco de grande relevancia. A temperatura influencia de forma
importante a degradacao do alimento e, consequentemente, a seguranca de consumo do mesmo
(KOUTSOUMANIS; TAOUKIS, 2005). O consumo em massa de carnes e derivados frescos,
assim como 0s novos padrdes de consumo, a reducao do tempo de cozimento para uma perda
minima de qualidade e o aumento no nimero de alimentos processados para 0 preparo em
micro-ondas, tém acentuado a necessidade por um controle constante e sistematico de
temperatura desse tipo de alimento. Esse controle passa por toda a cadeia de transporte e
distribuicéo de carnes e derivados crus, desde a etapa de producgéo até a etapa de consumo (MC
MEEKIN et al., 2006).

Diversos estudos tém sido conduzidos a respeito da importancia de se manterem baixas
temperaturas no manuseio de carnes, com foco nos efeitos de suas flutuagdes ou abusos durante
processamento, distribuicdo e estocagem, o que interfere diretamente na qualidade do produto

(MC MEEKIN et al., 2006). Assim, varios estagios da cadeia de carnes congeladas, como
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processos de transferéncia e estocagem, tém sido considerados o elo mais fraco entre os pontos
de manejo dos produtos pereciveis. Carnes e derivados, a menos que sejam embalados,
transportados e armazenados apropriadamente, sofrem com a degradacdo em um periodo de
tempo relativamente curto (NYCHAS et al., 2008).

A carne suina é rica em nutrientes essenciais e possui sabor e maciez caracteristicos,
sendo a proteina de origem animal mais consumida no mundo, contribuindo para obtencao de
uma alimentacdo balanceada. Ela é composta por proteinas de alto valor bioldgico, acidos
graxos monoinsaturados, vitaminas do complexo B e diversos minerais. Um musculo vivo
possui valor de pH de 7,2. Ocorrido o abate, a carne continua em processo bioquimico, no qual
o condutor energético do masculo é transformado em glicogénio latico via glicélise anaerdbia.
O pH da carne suina diminui devido a formacao de &cido latico a partir do piruvato e, assim, a
carne passa a apresentar pH final entre 5,7 e 5,9. Ap6s 24 horas, se o0 pH estiver superior a 6,2,
a carne suina retera grande quantidade de &gua, o que propicia o crescimento de microrganismos
e implica em um tempo de conservacdo mais curto e coloragcdo escura. O inicio da
decomposicdo se da em um pH acima de 6,5 e a completa deterioracdo da carne ocorre em
valores de pH préximos a 8,5 (JAY, 2000). Durante o armazenamento, enzimas enddgenas e
microbianas degradam a carne e produzem amdnias e aminas, 0 que causa a elevacdo do pH do
alimento (GARCIA-BARRIENTOS et al., 2006).

Diante dos fatores expostos, a comercializacdo da carne fresca exige o emprego de
alguma tecnologia de preservacdo para controle da microbiota deteriorante. Os meios utilizados
para preservacdo sao refrigeracdo ou congelamento, cozimento, cura, secagem e embalagem.
Alguns desses meios sdo geralmente utilizados em conjunto, como por exemplo, o sistema
embalagem inteligente-refrigeracdo, que favorece a comercializagéo da carne fresca ao fornecer
informacgdes sobre as condicbes de armazenamento do produto (KERRY; O’GRADY;
HOGAN, 2006).

3.6. Corantes Naturais como Sensores Colorimétricos

Os corantes naturais sdo bastante difundidos por ndo apresentarem propriedades que
sejam prejudiciais a saude do consumidor, cuja forma de obtengdo abrange microrganismos,
animais e vegetais (DAI; MUMPER, 2010). Entre os corantes nao-sintéticos disponiveis,
clorofilas, carotenoides, betaleinas e antocianinas se destacam pela intensidade de coloragéo,
abundancia na natureza e propriedades benéficas a saude dos consumidores, caracteristicas que
0s tornam atrativos para aplicacbes em produtos industrializados (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).
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Sensores aplicados como indicadores colorimétricos, & base de corantes naturais,
apresentam amplo potencial para a fabricacdo de embalagens inteligentes (ZARAGOZA et al.,
2015). Tais sensores tém encontrado aplicacdo em muitas areas, ndo apenas em embalagens
para alimentos. Um exemplo da aplicacdo dos sensores em embalagens inteligentes € o rétulo
ja utilizado em cervejas, que funciona como um dispositivo que tem sua cor alterada de acordo
com as oscilagdes de temperatura. Nesse caso, o rétulo sofre uma mudanca de coloragéo,

avisando ao consumidor que a bebida foi submetida a uma temperatura inadequada ao consumo.

Além disso, filmes colorimétricos sdo amplamente utilizados para deteccdo de
alterac6es no pH dos alimentos. Como a cor € uma caracteristica de facil percepcdo, a correlacdo
pH-cor em uma embalagem possui forte apelo cientifico e tecnolégico. O método de
visualizacdo é uma étima alternativa para a determinacdo da deterioracdo do alimento como
resultado do desenvolvimento de microrganismos ou por rea¢Ges quimicas. Um sensor
colorimétrico sensivel a alteracdes no pH e capaz de se dissolver em um meio aquoso, encontra
boa aplicacdo em embalagens de alimentos pereciveis, como as carnes e seus derivados, uma
vez que no processo de decomposicdo dos mesmos, hd um alto teor de umidade no alimento,

favorecendo a mudanca da coloracgéo diante da modificacdo do pH (KONGLIANG et al., 2014).

Liu e colaboradores (2017) desenvolveram um filme inteligente baseado nos polimeros
amido e poliacetato de vinila e corantes antocianina e limoneno para monitoramento de
mudangas no pH de alimentos e inibicdo do crescimento microbiano, respectivamente. A
formacdo do filme se deu pela dupla ligacdo cruzada entre amido e poliacetato de vinila,
possibilitada pela adicdo dos compostos trimetafosfato sodico e acido bérico, o que aumentou
a forca mecénica e a resisténcia a umidade do filme polimérico. Adicionalmente, houve uma
mudanga de coloragdo distinguivel ao se imergir o filme em solu¢bes com valores de pH
variados do 1,0 ao 14,0. O filme também apresentou excelente atividade antimicrobiana para
trés tipos distintos de bactérias indesejaveis em alimentos: Bacillus subtilis, Aspergillus niger
e Staphylococcus aureus. Por fim, o filme exibiu indicacdo colorimétrica e atividade

antimicrobiana expressivas em um teste no qual foi submetido a presenca de leite pasteurizado.
3.7. Producéo de Filmes Poliméricos

Os filmes poliméricos desenvolvidos para atuarem como embalagens devem preencher
alguns requisitos especificos para seu uso, visto que ndo atuam apenas como um invélucro, mas
tambem interagem de forma direta com o alimento. Dessa forma, caracteristicas como boa

qualidade sensorial, propriedades de barreiras e mecanicas eficientes, estabilidade bioguimica,
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fisico-quimica e microbiol6gica, inocuidade, processamento simples e baixo custo devem ser
observadas (DEBEAUFORT; QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1995).

A elaboracdo de filmes envolve a utilizacdo de diversos componentes, cada qual com
sua finalidade especifica. Essas formulacdes sdo constituidas de, pelo menos, um agente
formador de filme (macromoléculas), solvente (&4gua, etanol, dgua/etanol etc.), plastificante
(glicerol, sorbitol, entre outros) e aditivos, quando necessérios (aromas, vitaminas,
antimicrobianos). Para a formacdo de filmes é necessaria a utilizacdo de, no minimo, um
constituinte capaz de formar uma matriz continua e de coesdo adequada, sendo este uma
macromolécula. Os principais constituintes utilizados sdo: proteinas (caseina, proteina do soro
do leite, proteina do trigo-gluten, coldgeno e gelatina), polissacarideos e seus derivados
(derivados da celulose, quitosana, amido, alginatos, pectinas e gomas) e lipidios
(monoglicerideos, acidos graxos, ceras naturais) (GUILBERT; CUQ; GONTARD, 1996).

A utilizacdo de polissacarideos ou proteinas na producdo de filmes oferece a eles
excelentes propriedades mecénicas e opticas. No entanto, estes filmes séo sensiveis & umidade
e apresentam alto coeficiente de permeabilidade ao vapor d’dgua. Ao contrario, os filmes
compostos de lipidios apresentam boas propriedades de barreiras ao vapor d’agua, mas sido

opacos e pouco flexiveis (GALLO et al., 2000).

Os solventes utilizados na fabricacdo de filmes, normalmente, sdo: a 4gua, o etanol ou
a combinacdo de ambos (KESTER; FENNEMA, 1986). A macromolécula, ao dissolver-se,
forma uma dispersdo coloidal, isto €, um sistema composto por moléculas dispersas que tém
dimensGes muito maiores que as moléculas do solvente. Portanto, a solubilizacdo da
macromolécula esté relacionada a sua capacidade de interagir com o solvente utilizado, sendo
este um aspecto determinante na formacao de filmes, visto que a total solubilidade é necessaria
para gque este processo ocorra (XIONG, 1994).

Os plastificantes sdo substancias que, quando adicionados a outro material, provocam
alteracdes em suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas. Além disso, em sua maioria,
apresentam carater hidrofilico e, por serem geralmente moléculas pequenas, sdo facilmente
acoplados entre as cadeias poliméricas em virtude de sua habilidade de reduzir a formacao de
pontes de hidrogénio entre as cadeias, causando um aumento do volume livre ou da mobilidade
molecular do polimero (BODMEIER; PAERATAKUL, 1997). A incorporagdo de compostos
plastificantes em biopolimeros modifica a organizagdo molecular tridimensional da rede,
diminuindo as forgas de atracdo intermoleculares e aumentando o volume livre do sistema, o
que melhora a flexibilidade e extensibilidade dos filmes (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000).
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Os efeitos provocados pelo tipo de plastificante utilizado, bem como a escolha de sua
concentracdo sdo complexos, uma vez que com o0 aumento da mobilidade da cadeia, os
coeficientes de difusdo também aumentam, resultando numa maior permeabilidade aos gases e
ao vapor d’agua (FAIRLEY et al., 1996). Entre os plastificantes normalmente utilizados em
filmes, destacam-se 0os mono-, di- e oligossacarideos (glicose e sacarose), polidis (glicerol,
sorbitol e derivados da glicerina), lipidios (&cidos graxos saturados, monoglicerideos e
derivados de éster, fosfolipidios e surfactantes) e triacetina (BERTAN, 2003).

O meétodo de fabricacao de filmes baseados em biopolimeros pode ser de dois tipos:
seco ou Umido. O processo seco baseia-se nas propriedades termoplasticas de alguns
biopolimeros, principalmente amido e proteinas, em condi¢des de baixo contelido de umidade
e tem sido aplicado com sucesso por utilizar a tecnologia mais comum de fabricacéo,
envolvendo tanto a fusdo quanto a extrusdo (FRITZ et al., 1994). O processo Umido, por sua
vez, requer a dispersdo da macromolécula, produzindo uma solucdo formadora de filme e tem
sido extensivamente estudado e aplicado na producdo de filmes comestiveis, biodegradaveis e
coberturas. O processo de producdo de filmes a partir de uma solucdo formadora envolve uma
primeira etapa de solubilizacdo da macromolécula em agua, etanol ou outro solvente, com a
possibilidade da incorporacédo de diversos aditivos, incluindo corantes que podem atuar como
sensores colorimétricos. Na segunda etapa, essa solucdo é espalhada sobre um suporte e,
usualmente, submetida a secagem. Esse método de producdo de filmes é conhecido como
método de casting (CUQ et al., 1995).

Finalmente, as caracteristicas inerentes aos filmes poliméricos sdo resultantes de
inimeros fatores, tais como: natureza quimica e concentracdo da macromolécula e demais
constituintes (solvente, plastificante, corante, aditivo), pH, condic¢des de desnaturacéo, no caso
da composicdo por proteinas, tipo de suporte utilizado, condi¢cdes de secagem e ambientais,
como temperatura e umidade (CARVALHO, 2002).

O filme polimérico desenvolvido no presente projeto de pesquisa é baseado no
biopolimero carboximetilcelulose, no polimero sintético polioxido de etileno (PEO), utilizado
na extracdo da antocianina, corante natural utilizado como sensor colorimétrico e glicerol, como
agente plastificante. As funcionalidades dos compostos formadores do filme inteligente sdo

abordadas ao longo da reviséao bibliogréafica.
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3.8. Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) é um éter carboximetilico de celulose, anidnico, soltvel
em agua, obtido pela introducdo de grupos -CH2-COOH na cadeia molecular da celulose. A
carboximetilcelulose é preparada em duas etapas pelo tratamento da celulose com acido
monocloroacético em presenca de excesso de hidroxido de sédio, sob condi¢Bes controladas. A
alcalinizacao da celulose tem como objetivo potencializar o carater nucleofilico das hidroxilas
para 0 ataque ao carbono eletrofilico do agente eterificante, acido monocloroaceético
(CERRUTTI, 2010). A Figura 3 € uma representacdo esquematica da reacdo da celulose que
leva a obtencdo da carboximetilcelulose de sodio.

Figura 3. Rea¢do esquematica de obtencdo da carboximetilcelulose de sédio (Adaptado de
CERRUTTI, 2010).
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Em solugdes diluidas, as moléculas de CMC apresentam-se, na maior parte,
estendidas, devido a repulsdo eletrostatica presente ao longo da cadeia principal do polimero,
exibindo um maior raio hidrodinamico. Em solugdes concentradas, as moléculas de CMC se
enovelam, proporcionando um emaranhamento, alcangando a forma de gel termo reversivel
(KAISTNER et al., 1997).
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Devido as suas propriedades, tais como solubilidade em agua fria e quente, aumento
da viscosidade da solucdo, adesividade, caracteristicas de suspensdo, retencdo da agua,
resisténcia a 6leos, gorduras e solventes organicos e habilidade para formacao de filmes, a CMC
apresenta potencial para aplicacdo na producdo de embalagens para alimentos. (PILIZOTA;
SUBARIC; LOVRIC, 1996).

A aplicacdo de um biopolimero como a carboximetilcelulose individualmente em um
filme para embalagens pode ser limitada por ndo apresentar propriedades mecanicas tdo fortes.
No entanto, interacdes polimero-polimero podem ser reforcadas pela combinacdo do
biopolimero com polimeros sintéticos ou biopolimeros com diferentes estruturas, introduzindo,
predominantemente, interacbes de cargas em detrimento de ligacbes de hidrogénio
(MENSITIERI et al., 2011). A carboximetilcelulose, utilizada na producéo do filme inteligente
de que se trata essa dissertacdo, interage com o polimero sintético polioxido de etileno (PEO),
composto utilizado na extracdo da antocianina, corante que atua como sensor colorimétrico no

filme.

Seslija e colaboradores (2018) produziram um filme baseado em carboximetilcelulose
e pectina para aplicacdo em embalagens de alimentos, avaliando como a intera¢do entre 0s
polimeros interferia nas propriedades da embalagem. Os filmes foram produzidos pelo método
de casting com diferentes concentracdes de CMC, o mecanismo de ligacdo cruzada entre 0s
dois biopolimeros foi possivel pela introducdo de ions Ca?* e glicerol foi utilizado como
plastificante. A adicdo de carboximetilcelulose melhorou as propriedades mecanicas dos filmes,
guando comparados aqueles formados apenas por pectina, além de oferecer maior estabilidade

térmica aos mesmos.

Honarvar e colaboradores (2017) desenvolveram um estudo cujo propdsito era avaliar
filmes baseados em carboximetilcelulose e polipropileno, incorporados do 6leo essencial
Zataria multiflora (4% v/v), com fungdo antimicrobiana para embalagem de peito de frango
refrigerado a 4 °C. Diferentes filmes foram produzidos, com composi¢des de apenas
polipropileno, polipropileno/carboximetilcelulose e polipropileno/carboximetilcelulose/Zatari
a multiflora. Através da técnica de contagem microbiana, concluiu-se que a vida uatil dos
produtos embalados com os filmes contendo o 6leo essencial foi prolongada de trés para nove
dias, quando comparada ao sistema controle. Além disso, os filmes contendo CMC tiveram suas
propriedades de permeabilidade ao oxigénio reduzidas, o que auxiliou na prevencdo ao
crescimento microbiano. Os resultados revelaram que o filme proposto apresentou potencial

para aplicacdo em embalagens de alimentos.
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3.9. Antocianinas

As antocianinas se configuram como compostos polifendlicos sollveis em agua,
pertencentes ao grupo dos flavonoides (FEDENKO; SHEMET; LANDI, 2017). Sao pigmentos
encontrados em diversos tipos de gréos, frutos, vegetais, flores e folhas, conferindo tonalidades
caracteristicas a cada um destes (SIPAHLI; MOHANLALL; MELLEM, 2017). Naturalmente,
atuam na atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, além de oferecerem protecao
contra processos oxidativos favorecidos pela luz ultravioleta e atuarem na eliminacdo de
radicais livres. As antocianinas sdo derivadas do cation flavilium, exposto na Figura 4, que
também € conhecido como antocianidina. A sua estrutura é constituida por um anel aromético
(A), que se associa a um segundo anel aromético (B) por meio de um heterociclo com trés

carbonos, onde o heterodtomo é sempre um oxigénio (FERNANDES, 2018).

Figura 4. Estrutura basica do cation flavilium (Adaptado de FERNANDES, 2018).

Grande parte das antocianidinas estdo associadas a derivados glicosilados (agucares),
0 que as tornam mais estaveis (SIPAHLI; MOHANLALL; MELLEM, 2017), originando,
assim, as antocianinas, cuja estrutura é apresentada na Figura 5 (CASTANEDA-OVANDO,
2009). Elas possuem duplas liga¢Bes conjugadas, responsaveis pela absorcéo de luz na faixa de
500 nm e podem ser até hexasubstituidas (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011). Por
essa razdo, séo encontrados na natureza mais de seiscentos tipos diferentes desses pigmentos,
com as mais diversas coloragdes (DAI; MUMPER, 2010). Entre esses diferentes tipos de
pigmento, sete estruturas de antocianinas se destacam por estarem presentes na maioria das
fontes, sendo elas: cianidina-3-glicosideo, cianidina-3- galactosideo, cianidina-3-rutinosideo,
delfinidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo, malvidina-3-glicosideo e peonidina-3-
glicosideo (FERNANDES, 2018). As principais caracteristicas estruturais dessas espécies de

antocianina encontram-se na Tabela 2.
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Figura 5. Estrutura geral das antocianinas (Adaptado de FERNANDES, 2018).

Tabela 2. Caracteristicas das principais antocianinas encontradas na natureza (Adaptado de
FERNANDES, 2018).

Antocianina GrupoR GrupoR’ GrupoR”
cianidina-3-glicosideo OH H glicose
cianidina-3-galactosideo OH H galactose
cianidina-3-rutinosideo OH H rutinose
delfinidina-3-glicosideo OH OH glicose

pelargonidina-3-glicosideo H H glicose

malvidina-3-glicosideo OCHs OCHz3 glicose
peonidina-3-glicosideo OCHzs H glicose

As antocianinas apresentam um vasto espectro de cores, que vai do vermelho ao azul,
sendo a cor e a estabilidade dependentes do nimero de hidroxilas, metoxilas, natureza e nimero
de acUcares e acidos alifaticos/aromaticos ligados aos agucares e da posi¢cdo em que esses
grupos se encontram na molécula (MAZZA; BROUILLARD, 1987). De forma geral, hidroxilas
aumentam a intensidade da cor azul e auxiliam na estabilizacdo das moléculas de antocianinas
(IACOBUCCI; SWENNY, 1983), enquanto as metoxilas aumentam a intensidade da coloragao
vermelha (MAZZA; BROUILLARD, 1987). Quando a molécula apresenta apenas um acgucar e
este se encontra em C3, a antocianina € mais estavel e possui coloracdo mais intensa que 0
acucar em C5 ou que dois agucares em C3 e C5 (GIUSTI; RODRIGUEZ-SAONA,
WROLSTAD, 1999). A acilagdo também é responsével pelo aumento da estabilidade, j& que as
antocianinas poliaciladas e com substituintes aroméaticos sdo mais estaveis que os alifaticos,
pois aumentam a conjugacdo das duplas ligagdes na molecula (TACHIBANA; KIMURA,;

OHNO, 2014). Porém, antocianinas aciladas sdo raramente encontradas na natureza.
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Além dos grupos substituintes, outros fatores sdo determinantes na manutencdo da
estrutura e cor das antocianinas como o pH, parametro de extrema importancia para esse
trabalho, uma vez que o sensor colorimétrico desenvolvido a base de antocianina, atua sob o
efeito das variacdes de pH no meio que contém o alimento. O pardmetro temperatura também
é relevante nesse caso, principalmente durante os processos de extragdo da antocianina e

secagem dos filmes produzidos.
3.9.1. Influéncia do pH

A cor predominante em determinada solucdo contendo antocianina varia de acordo
com o pH, uma vez que varias espécies quimicas podem estar presentes (DELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000). Existem quatro formas principais que se
encontram em equilibrio: cation flavilium, base quinoidal, pseudo-base carbinol e chalcona,
expostas na Figura 6. Em pH < 4, a espécie majoritaria € o cation flavilium, que caracteriza a
coloracdo vermelha. Para a faixa de pH entre 5 e 8, ocorre uma desprotonagdo da molécula e a
espécie predominante torna-se a base quinoidal, de coloragdo azul/violeta. Para valores de pH
entre 4 e 5, ocorre a formacao do carbinol, que é incolor, por meio do ataque nucleofilico da
agua ao cation flavilium e, a chalcona, levemente amarelada, é seu tautdmero. Para valores de
pH acima de 7, as chalconas sdo as estruturas predominantes (CASTANEDA-OVANDO,
2009). As quantidades relativas de cada forma variam de acordo com o pH e com a estrutura da
antocianina, sendo o cétion flavilium considerado a forma mais estavel (FOSSEN; CABRITA,
ANDERSEN, 1998).

Em relacdo a estabilidade da coloracdo em funcéo do pH, Fossen, Cabrita e Andersen
(1998) realizaram um acompanhamento da estabilidade da cor de antocianinas em relagdo ao
tempo de estocagem e observaram que a absorbancia € maior quanto mais acida a solugédo
(pH < 1,0) e que, em sessenta dias, a antocianina mantida em meios cujos valores de pH eram

mais baixos manteve-se mais estavel, pois houve menor variagdo no valor da absorbancia.
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Figura 6. Estruturas das principais formas quimicas das antocianinas em diferentes valores de
pH (Adaptado de BORDIGNON et al., 2009).
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3.9.2. Influéncia da Temperatura

A temperatura é um fator importante que deve ser levado em conta na etapa de extracdo
das antocianinas (LIN; CHOU, 2009), uma vez que ela é capaz de melhorar a eficiéncia do
processo, favorecendo a transferéncia de massa e diminuindo o tempo da extracdo (OANCEA,
STOIA; COMAN, 2012). Por outro lado, 0 aumento demasiado da temperatura pode levar a
degradacdo da estrutura do pigmento e, assim, deve-se cuidar para que isto ndo ocorra
principalmente durante a etapa de secagem dos filmes poliméricos (LOYPIMAI;
MOONGNGARM; CHOTTANOM, 2016). Cacace e Mazza (2003) relataram que a extracdo
méaxima de antocianinas em frutas vermelhas ocorreu na faixa de temperatura entre 30 e 35 °C,

para extracOes realizadas em solugéo de etanol ou agua sulfurosa. No entanto, eles descreveram
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que acima de 45 °C houve uma diminui¢do da quantidade extraida da substancia, devido a uma
provavel degradacdo de antocianina.

A temperatura de armazenamento do extrato também deve ser estudada, ja que a
degradacdo pode aumentar de maneira proporcional. Pigmentos submetidos a temperaturas de
65 a 90 °C apresentam um tempo de meia vida de apenas algumas horas. Por outro lado, a
estocagem em temperaturas entre 2 e 4 °C ¢ suficiente para manter as antocianinas estaveis por
um longo periodo de tempo (WELCH; WU; SIMON, 2008).

3.9.3. Antocianinas no Arroz Negro

O arroz é um tipo de grdo considerado fundamental na dieta da maior parte da
populacdo mundial, sendo que os principais paises consumidores e também produtores se
encontram no continente asiatico, como € o caso da China, a maior produtora do mundo.
Embora o arroz branco seja 0 mais conhecido e consumido, existem outras variedades como o
vermelho, o verde, 0 roxo, 0 marrom e 0 negro, além de seus hibridos, considerados mais
nutritivos e, diante de uma maior preocupacao da sociedade quanto a saude, seu consumo tem
sido cada vez maior (PEDRO; GRANATO; ROSSO, 2016).

O arroz negro é uma espécie de arroz pigmentado muito rico em nutrientes, contendo
alto teor de proteinas e fibras (SOMPONG et al., 2011). Além do mais, possui compostos
fendlicos em abundancia, tais como as antocianinas, que sdo notoriamente conhecidas por seus
efeitos benéficos a salde, principalmente por apresentarem propriedades antioxidantes, o que
as tornam capazes de atuar na eliminacdo de radicais livres. Chen e colaboradores (2012)
desenvolveram estudos que apontaram que entre as variedades de arroz branco, verde, vermelho
e negro, este apresentou um teor muito maior de antocianinas, sendo que no arroz branco e

verde, elas ndo foram identificadas, como pode ser visto na Tabela 3.

Na etapa de beneficiamento do arroz negro, além do grdo com qualidade para
comercializacdo, sdo gerados subprodutos e residuos. O principal subproduto gerado é o arroz
negro quebrado, configurando 20% do total produzido. Segundo a empresa Ruzene®
(Pindamonhangaba, Sdo Paulo, Brasil), produtora de arroz negro, este pode apresentar uma
desvalorizacdo de até 50%, visto que é aproveitado apenas na produgdo de racdo animal e
farinha. Além do grédo quebrado, residuos como casca e farelo também sdo gerados e podem ser
usados como fontes estratégicas de antocianinas, transformando-os em produtos de alto valor
agregado (JHA; DAS; DEKA, 2017).
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Tabela 3. Teor e proporcao de antocianinas em quatro diferentes grupos de arroz (Adaptado
de CHEN et al., 2012).

Cultivo Antocianina (mg/100 g) * (mg;l;'lAO% 9)
C3G P3G Pt3G Malvidina

Arroz branco

Nakateshinsenbon nd nd nd nd Nd
Arroz verde
Akunemochi nd nd nd nd Nd
Arroz vermelho

Tohboshi nd nd nd 16,945,4 16,9
Benisarasa nd nd nd 24,3+1,8 24,3
Tsukushiakamoch nd nd nd 7,9+1,7 7.9
Beniroman nd nd nd 34,448 3 34,4

Arroz negro
Chinakuromai 30,8+1,2 101,0£7,8 168,3£9,1  40,9+2,7 341,0
Asamurasaki 249,6x2,0 142,8+25,6 nd 81,2+19,5 473,7
Okunomurasaki 48,0+0,2 9,4+2 8 nd 22,1450 79,5
*Valores expressos como média * desvio padrdo (n=3). TAC: teor total de antocianinas. nd: ndo detectado.

Fernandes (2018) desenvolveu um método simples, otimizado e sustentavel de
extracdo de antocianinas a partir de subproduto e residuos do beneficiamento do arroz negro,
utilizando solucdes aquosas de polietilenoglicol. Considerando as caracteristicas e o alto teor
de antocianinas também presentes nos grdos, enquanto subprodutos, esse procedimento pode

conduzir a um direcionamento na aplicacdo desses extratos como sensores colorimétricos.
3.9.4. Método de Extracdo de Antocianinas em Solugfes Aquosas de Polimeros

As antocianinas demonstram um forte potencial para substituicdo de corantes
sintéticos nos mais diversos setores da industria. No entanto, para que sua utilizacdo se torne
viavel, faz-se necesséario o isolamento do pigmento de sua fonte de origem. Para tanto,
diferentes técnicas vém sendo empregadas, abrangendo daquelas consideradas mais simples até
as mais sofisticadas, levando-se em conta, principalmente, aquelas que causam menos impactos

ao meio ambiente (Liu et al., 2013).

A extragéo por solvente configura-se como o método mais tradicional de obtengéo das
antocianinas. Neste método, o material que serve como fonte dos pigmentos é primeiramente
macerado, triturado ou liofilizado e, posteriormente, submetido ao contato com o solvente
adequado. Normalmente, esse solvente possui grupos hidrofilicos em suas moléculas, sendo os
mais empregados o etanol, metanol ou acetona (DAI; MUMPER, 2010). Entre os solventes
citados, o metanol é considerado o mais eficiente para o processo de extragdo (SCHIOZER,;

BARATA, 2013). Embora a técnica seja considerada simples, ela necessita de quantidades
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elevadas de solvente e um longo periodo para que a maior taxa possivel de extragdo aconteca,
0 que pode ser considerado uma desvantagem do método.

O poliéxido de etileno (PEO), cuja estrutura é apresentada na Figura 7, € um
homopolimero ndo iénico de o6xido de etileno, representado pela formula (OCH2CH2),, em que
n é o nimero médio de grupos oxidos de etileno. O composto pode ser sélido ou liquido,
abrangendo uma ampla faixa de viscosidade. Em geral, ele se apresenta liquido quando possui
baixo peso molecular, sendo conhecido nesse estado como polietilenoglicol e sélido para pesos
moleculares considerados altos, sendo que quanto maior a massa molecular, maior a
viscosidade apresentada (DAI; TAM, 2005).

Figura 7. Férmula estrutural do polimero polioxido de etileno (Adaptado de DAI; TAM,
2005).

O
H nOH

O polidxido de etileno demonstra algumas vantagens, como o fato de ser relativamente
barato, atdxico, com propriedades que variam em consonancia com o peso molecular. Esse
polimero tem apresentado fundamental importancia na inddstria farmacéutica e quimica, com

ampla aplicacdo em cosméticos, plasticos, farmacos e embalagens (LIU; WANG, 2017).

De forma geral, a literatura ndo traz informac6es sobre processos de extracdo de
antocianinas envolvendo apenas solucdes aquosas de polimero. No entanto, Fernandes (2018)
realizou a técnica com a utilizagdo do polimero polietilenoglicol (PEG), obtendo uma alta taxa
de extracdo de antocianinas provenientes do arroz negro. As condi¢des 6timas do processo
envolveram um tempo de extragéo de 25 h, com uma concentracdo de PEG 1.500 de 45% m/v,
uma massa de arroz negro macerado de 5,00 g, sob a temperatura de 45 °C. Este trabalho foi
utilizado como base na pesquisa proposta para a extracdo da antocianina, com a substitui¢ao do
polietilenoglicol por polidxido de etileno, que possui a mesma composigéo e formula estrutural

do primeiro, diferindo apenas por se apresentar no estado sélido.
3.9.5. Antocianinas em Embalagens Inteligentes para Alimentos

Golasz, Silva e Silva (2013) elaboraram um filme de fécula de mandioca, glicerol e

antocianinas cuja aplicacdo envolvia a deteccdo da deterioracdo sofrida por carnes suinas
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refrigeradas, através da mudanca de coloragdo do filme. Os filmes foram preparados pela
técnica de casting, a partir de uma solugéo filmogénica contendo fécula de mandioca (3% m/m),
glicerol (3% m/m) e antocianinas (0,5% m/m). 35 g da suspensao foram depositados em placas
de Petri e secos em estufa por 24 horas a 40 °C. Depois de secos, os filmes foram armazenados
por 48 horas sob condicGes controladas a 22 °C e 75% de umidade relativa. Posteriormente,
porcdes de lombo suino foram colocadas em placas de vidro com um filme de antocianinas no
fundo e armazenadas a 4 °C. Durante a estocagem, observou-se um aumento na populacéo
microbiana e elevacdo do pH, como resultado da deterioracdo da carne. A0 mesmo tempo,
foram detectadas mudancas de cor no filme. Embora néo tenha sido possivel identificar o fim
da vida de prateleira do alimento, constatou-se que o filme é eficiente na indicacdo do processo

de deterioracdo de carnes suinas.

Prietto e colaboradores (2017) desenvolveram filmes sensiveis a mudancas no pH, a
partir de amido de milho e antocianinas extraidas de feijdo preto e repolho roxo. Os pigmentos
de ambas as fontes foram extraidos por solvente (etanol acidificado) em uma concentracdo de
0,07 mg-mL. A solugdo polimérica foi produzida pela mistura de 3 g de amido de milho
comercial, 0,9 g de glicerol e 80 mL de agua destilada, sob agitacdo. Em seguida, 20 mL de
extrato de antocianina 0,07 mg-mL™ foram adicionados a solucdo polimérica e 20 mL da
soluc&o final foram depositados em uma placa de vidro, submetida a secagem em estufa a 30 °C
por, aproximadamente, 16 h. Embora os filmes contendo antocianinas provenientes do repolho
roxo tenham apresentado maior estabilidade durante a estocagem sob refrigeracdo e maior
variacdo de cores quando submetidos a alteracdes no pH, a pesquisa sugeriu uma associacdo
entre antocianinas de repolho roxo e feijdo preto, visto que estas proporcionam uma resposta
imediata quanto a mudanca de coloracdo diante da variacdo do pH. Finalmente, inferiu-se que
os filmes possuem aplicacdo em embalagens inteligentes, principalmente como etiquetas de
indicacdo colorimétrica, sendo preferidos para monitoramento de alimentos refrigerados como

as carnes.

Zhai e colaboradores (2017) produziram filmes para monitoramento do frescor de
peixes baseados em amido e poliacetato de vinila (PVA), incorporados de antocianinas
provenientes de hibiscos (Hibiseus sabdariffa). Os pigmentos foram extraidos de calices de
hibiscos desidratados e a solucdo polimérica foi obtida numa razdo massica de 2:1
(amido/PVA). Os filmes colorimétricos foram produzidos pelo método de casting a partir da
imobilizacdo de 30, 60 e 90 mg de antocianinas para cada 100 g de amido nas matrizes

poliméricas. Foi estabelecido que a presenga das antocianinas melhorou a compatibilidade entre
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0 amido e o PVA e que os filmes mantiveram sua estabilidade de coloragéo tanto em
temperatura ambiente quanto refrigerados. Os testes de monitoramento do estado de
conservacao de carpas silvestres mostraram que os filmes apresentaram mudanca de coloragéo
visivel diante da liberacéo de compostos nitrogenados volateis, caracteristicos da decomposicéo
de peixes, 0 que provoca uma elevagao no pH do alimento. Assim, concluiu-se que estes filmes
apresentam grande potencial para serem utilizados como embalagens inteligentes no

monitoramento do frescor de peixes.

Choi e colaboradores (2017) utilizaram agar, amido de batata e antocianina extraida
de batata-doce para a fabricacdo de um filme colorimétrico indicador de pH, aplicado a
embalagens inteligentes. A antocianina foi extraida da batata-doce pelo método de extracdo por
solvente, através da dissolucdo de 100 g de po de batata-doce em 1 L de etanol 40% v/v. Os
filmes poliméricos incorporados do extrato de antocianina foram preparados pelo método de
casting. Em seguida, os filmes foram imersos em solucdes com diferentes taxas de acidez,
provando a sensibilidade do corante quanto a variacGes de pH. Os filmes também foram
aplicados a fatias de carne suina e acompanhou-se o0 processo de decomposicdo da carne
refrigerada através de alteracdes em seu pH. Os resultados obtidos indicaram que houve
alteracdo nas cores dos filmes a medida que a degradacdo do alimento acontecia. Assim, 0s
filmes colorimétricos produzidos foram considerados boas alternativas para garantir a

qualidade e seguranca do consumo de carnes.

Zhang e colaboradores (2019), também desenvolveram filmes inteligentes para
monitoramento das condi¢des de armazenamento de carnes suinas. Neste estudo, filmes
poliméricos biodegradaveis foram produzidos a partir de amido, poliacetato de vinila (PVA) e
quitosana incorporados de antocianinas obtidas de hibiscos. A extragdo das antocianinas foi
realizada pelo método de extracdo por solvente. Calices de hibiscos foram desidratados e
macerados e 1 g desse po foi adicionado a 15 mL de etanol 80% em meio acidificado para um
valor de pH igual a 2. Foram preparadas solucdes de 2 g de amido em 100 mL de agua destilada,
2 g de PVA em 100 mL de agua destilada e 2 g de quitosana em 100 mL de solucéo de acido
acético (1% v/v). As solucdes finais apresentaram razdo 1:1 para amido/PVA, amido/quitosana
e PVA/quitosana, com acréscimo do extrato de antocianinas (2,5% v/v). Posteriormente, 18 mL
de cada uma das solucgdes foram depositados em placas de Petri e submetidos a secagem por
18 h em uma temperatura de 25 °C. Os filmes secos foram aplicados a carne suina em
temperatura ambiente e tiveram sua coloragdo alterada a partir do inicio do processo de

degradacédo do alimento. Os melhores resultados, tanto para a atividade antioxidante quanto
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para a efetividade na mudanca de cor, foram obtidos para o filme de amido/PVA/antocianina,
representando uma escolha apropriada para o desenvolvimento de embalagens inteligentes e

ativas.

O foco principal desse trabalho foi a avaliacdo do estado de conservacdo de carnes
suinas a partir da incorporagdo do corante natural antocianina em um biofilme, produzindo
assim uma embalagem inteligente, cuja atuacdo se baseou em alteracdes no pH do meio,
provocadas pela decomposicdo do alimento. Embora a literatura ndo apresente estudos nos
quais os filmes para embalagem sejam fabricados exatamente com 0S mesmos compostos
utilizados nesse trabalho (antocianina, polioxido de etileno, carboximetilcelulose e glicerol) e
aplicados ao mesmo tipo de alimento (carne suina), ha uma vasta gama de estudos que utilizam
antocianinas e diferentes tipos de polimeros ou biopolimeros em embalagens para alimentos
pereciveis. Dessa forma, estes estudos se configuram como uma base importante para que se
possa prever e analisar o comportamento e a funcionalidade do biofilme produzido no presente
trabalho.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Para a extracdo das antocianinas foi utilizado o subproduto do arroz negro comercial,
gentilmente cedido pela empresa Ruzene® (Pindamonhangaba, Brasil), polidxido de etileno —
PEO 1.500 (Vetec — Quimica Fina, Brasil), acido cloridrico 1,0 mol-L* (Honeywell, Austria)
e agua destilada. Para o preparo da solucdo filmogénica, além do extrato de antocianina, foram
utilizados goma carboximetilcelulésica de sodio (Ingredientes Online, Brasil) e glicerol
(Cromato Produtos Quimicos, Brasil). Lombo suino foi adquirido em mercado local na cidade
de Conselheiro Lafaiete, Minas Gerais, Brasil, no més de novembro de 2019 para a realizagédo
dos testes de interacdo entre carne e filme. Os reagentes utilizados na execucao deste trabalho

foram de grau analitico.

Os equipamentos necessarios para a execucdo do projeto foram processador de
alimentos comercial (Philco, Brasil), balanca analitica (Shimadzu, Brasil), agitador magnético
(DiagTech, Brasil), pHmetro digital (Digimed, Brasil), incubadora (Cientec, Brasil), ultrassom
(Sanders Medical, Brasil), centrifuga (Solab Cientifica, Brasil), shaker (Novatécnica, Brasil),
estufa de secagem (Solab Cientifica, Brasil), refrigerador (Brastemp, Brasil), texturbmetro
(AT/G Tensile Grips, Inglaterra), micrometro (Syatek, China) e analisador termogravimétrico
e calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu, Brasil).

4.2. Métodos
4.2.1. Extracdo por polimero da antocianina a partir do subproduto de arroz negro

4.2.1.1. Preparo das amostras do subproduto de arroz neqgro

As amostras do subproduto de arroz negro comercial foram previamente caracterizadas
para determinacdo do teor de lipidios, por extracdo continua em aparelho de Soxhlet
(ASSOCIATION OF ANALYTICAL CHEMISTS, 1995); proteinas, pelo método de Kjeldahl
(composto pelas etapas de digestdo, destilacdo e titulacdo); fibras, pelo método descrito pela
AOAC (ASSOCIATION OF ANALYTICAL CHEMISTS, 1995), que utiliza o principio
enzimatico e gravimétrico; carboidratos, pela diferenca entre a massa de amostra total e demais
constituintes e antocianinas monomeéricas totais, pelo método de extracdo desenvolvido por
Kapasakalidis (KAPASAKALIDIS; RASTALL; GORDON, 2006), além da determinagé&o do

teor de umidade pelo método de secagem em estufa até que se atingisse massa constante e
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quantidade total de cinzas, por meio da combustdo de amostra e posterior pesagem. Esta
caracterizacéo foi realizada pelo grupo de pesquisa da Profa. Aparecida Barbosa Mageste da
UFOP, parceira deste trabalho (FERNANDES, 2018). O subproduto do arroz negro foi triturado
em um processador de alimentos e armazenado em frasco vedado e protegido da luz a 25 °C

para posterior utilizacao.

4.2.1.2. Extracdo de antocianinas com solucdo polimérica

As solugdes aquosas de extrato foram preparadas em diferentes concentracGes de
polimero PEO 1.500 e de subproduto de arroz negro triturado a uma concentracéo fixa de 8,0%
m/v. O pH da agua destilada utilizada foi reajustado para 1,0, com solucéo de HCI 1,0 mol.L?,
via pHmetro digital (FERNANDES, 2018).

A solugéo de extrato foi agitada a 200 rpm em um shaker, por 25 h, protegidos da luz.
ApoOs esse processo, 0s extratos foram centrifugados por 10 min a 3087 g para a retirada de
residuos solidos. Posteriormente, as solugdes foram armazenadas em refrigerador a 4 °C para s
futuras (FERNANDES, 2018).

4.2.1.3. Preparo da solucdo de carboximetilcelulose

Uma solucdo aquosa de goma carboximetilcelulésica foi preparada em diferentes

concentragOes (Tabelas 4 e 5), sob constante homogeneiza¢do em agitador magnético a 80 °C.
4.2.2. Producéo do biofilme para a embalagem

4.2.2.1. Etapa preliminar: avaliacdo da composicdo 6tima para producdo do biofilme

Um planejamento experimental Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
foi utilizado a fim de se determinar a composicdo 6tima para a formagdo do biofilme. As
variaveis avaliadas foram concentracdo de PEO 1.500 (4,9 a 55,1 % m/v), de CMC (0,16 a 1,84
% m/v) e de glicerol (0,98 a 11,02 % m/v). As concentragcdes de extrato nos biofilmes
mantiveram-se fixas em 30 % v/v. O total de experimentos foi 17 e a matriz experimental esta
apresentada na Tabela 4. A obtencédo do biofilme foi via método de casting, caracterizado pela
deposicao da solucdo filmogénica sobre uma superficie solida e posterior secagem em estufa a
40 °C.
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Tabela 4. 1° Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) desenvolvido para as
composicdes de polioxido de etileno (PEO 1.500), carboximetilcelulose (CMC) e glicerol.
Experimento PEO 1.500 (%) CMC (%) GLICEROL (%)

1 15 0,5 3
2 15 15 9
3 45 0,5 9
4 45 1,5 3
5 30 1 6
6 15 0,5 9
7 15 1,5 3
8 45 0,5 3
9 45 15 9
10 30 1 6
11 4,9 1 6
12 55,1 1 6
13 30 0,16 6
14 30 1,84 6
15 30 1 0,98
16 30 1 11,02
17 30 1 6

Concentrag¢bes dos compostos em m/v.

Volumes de 30 mL de cada uma das solugdes filmogénicas foram adicionados a placas de
Petri de 50 cm?. Posteriormente, as placas foram submetidas a 40 °C em estufa de secagem até que
estivessem completamente secas. ApOs secagem, os biofilmes foram mantidos em uma incubadora
com a umidade relativa de 75,0% com uma solucdo salina de cloreto de sodio saturada e, ap6s 3

dias, os filmes foram removidos da placa.

As imagens das superficies dos biofilmes foram analisadas colorimetricamente para
estabelecer uma relacdo entre a eficiéncia de extracdo da antocianina e a cor obtida no filme. Os
métodos de captura e analise de imagem foram empregados como descrito por Yam e Papadakis
(2003), envolvendo o registro por uma camera digital e obtencéo dos dados de distribui¢ao das cores
por coordenadas CIELab no software Adobe Photoshop® CS6. No modelo de andlise CIELab, L*
representa o componente de luminosidade, a* representa uma tendéncia de coloragdo vermelha para
valores positivos e verde para valores negativos e b* uma tendéncia de coloracdo amarela para
valores positivos e azul para valores negativos. As coordenadas L*, a* e b* foram usadas para os
calculos de parametros como o angulo de matiz hab, que denota tonalidade; croma C*, que denota
intensidade; e diferenca de coloracdo AE* por meio das Equacdes 1, 2 e 3, respectivamente

(SCHANDA, 2007).
b*
hgp = arctan (a—) Q)

12

c* = (a” +b*) (2)
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2 3)

A partir desta mesma analise, posteriormente, foi possivel observar a variacdo de cores e

AE* = (AL + Aa** + Ab™)

determinar uma escala caracteristica dos biofilmes de acordo com a degradacgéo das fatias de carne
ao longo do tempo de estocagem. As medidas foram tomadas em cinco pontos aleatorios das

superficies dos biofilmes.

4.2.2.2. Etapa intermediaria: definicdio da composicdo 6tima para producdo do

biofilme

Finalizada a analise colorimétrica da etapa preliminar e levando-se em consideracao a
eficiéncia de extracdo das antocianinas presentes em cada biofilme, observou-se que nao foram
atingidas as condicdes 6timas de um filme plastico. Visualmente, as amostras ndo exibiram
caracteristicas de homogeneidade, uniformidade e plasticidade. Assim, um novo planejamento
experimental foi desenvolvido com diferentes concentracfes dos reagentes utilizados, sendo
PEO 1.500 (1,63 a 18,37 % m/v), CMC (0,16 a 1,84 % m/v) e glicerol (0,65 a 7,35 % m/v). As
novas concentracfes de PEO 1.500 foram mais baixas para favorecimento da formacédo do
biofilme, de acordo com o primeiro delineamento experimental. As concentragdes de glicerol
também foram readequadas para valores mais baixos, uma vez que valores elevados
favoreceram a presenca de umidade nos biofilmes. Mais uma vez, o planejamento experimental
DCCR foi implementado, englobando 17 experimentos, como observado na Tabela 5.

Tabela 5. 2° Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) desenvolvido para as

composicdes de polioxido de etileno (PEO 1.500), carboximetilcelulose (CMC) e glicerol.
Experimento PEO 1.500 (%) CMC (%) GLICEROL (%)

1 5 0,5 2
2 5 15 6
3 15 0,5 6
4 15 1,5 2
5 10 1 4
6 5 0,5 6
7 5 1,5 2
8 15 0,5 2
9 15 15 6
10 10 1 4
11 1,63 1 4
12 18,37 1 4
13 10 0,16 4
14 10 1,84 4
15 10 1 0,65
16 10 1 7,35
17 10 1 4

Concentracfes dos compostos em m/v.
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Apbs a secagem, os biofilmes foram mantidos em uma incubadora com a umidade
relativa de 75,0 % com uma solucéo salina de cloreto de sddio saturada e, ap6s 3 dias, os filmes
foram removidos da placa e analisados conforme o item 4.2.2.1.

4.2.2.3. Etapa final: producado do biofilme

Definidas as concentracdes ideais de cada reagente, uma solucdo filmogénica foi
preparada e homogeneizada em agitador magnético por 20 min e, em seguida, foi levada ao
ultrassom por 15 min para evitar a formacéo de bolhas durante a etapa de secagem. Um volume
de 60,0 mL de solucéo foi depositado em uma placa de 11 x 13 cm? que foi seca em estufa a
40 °C. Apds a secagem, os biofilmes foram mantidos em uma incubadora com a umidade
relativa de 75,0% com uma solucdo salina de cloreto de sédio saturada e, apds 3 dias, 0s
biofilmes foram removidos da placa e submetidos ao contato com a carne suina para os testes

de degradacéo.
4.2.3. Caracterizacéo do biofilme

4.2.3.1. Espessura

A espessura do biofilme foi medida utilizando-se micrémetro digital com divisdes de
0,001 mm e capacidade de leitura de 0 a 12,7 mm. As medidas de espessura foram tomadas

aleatoriamente em cinco posi¢oes distintas de dez replicatas do biofilme.

4.2.3.2. Propriedades mecanicas

Para determinacdo das propriedades mecéanicas do biofilme, inicialmente os corpos de
prova foram cortados em dimensdes de 120,0 mm x 50,0 mm e foram produzidas 3 repeti¢oes
de uma mesma amostra. Os biofilmes foram previamente acondicionados em dessecador a 25
°C e 75,0 % de umidade controladas por, pelo menos, 40 horas, de acordo com a norma ASTM
D882-12 que compreende a determinacéo das propriedades de tenséo ou tragéo de plasticos em
forma de folhas delgadas, incluindo filmes, com espessura menor que 1,0 mm (AMERICAN
SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS, 2012).

As propriedades mecénicas dos biofilmes, incluindo deformagdo na ruptura ou
elongacdo, resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade, foram obtidas por ensaio de tracdo em
texturémetro com célula de carga de 50 kgf, controlado pelo software Exponent Stable Micro

Systems (Stable Micro System, Inglaterra).
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4.2.3.3. Gramatura

Em uma balanca analitica, as massas dos biofilmes foram aferidas e os valores obtidos
foram divididos pela area da placa de 5,15 x 10° m? Os teores de sélidos totais foram
estabelecidos dividindo-se os valores das massas obtidas para cada amostra pela area, em

g-m2.

4.2.3.4. Permeabilidade ao vapor d’agua

A determinacdo da permeabilidade ao vapor de agua dos biofilmes foi realizada pelo
método gravimétrico padrdo E96/E96M-16 (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND
MATERIALS, 2016). Dez gramas de silica gel azul foram acrescentados a frascos de 50 mL.
Triplicatas dos biofilmes foram adicionados aos frascos e estes foram lacrados e inseridos em
um dessecador, cuja umidade relativa foi mantida em 75,0%, utilizando-se solucéo de cloreto
de sédio saturada. O dessecador foi submetido ao vacuo e incubado a 25 °C e o0 ganho de massa
da silica gel foi analisado a cada 24 h por um periodo de cinco dias. A permeabilidade ao vapor

d agua (PVA) foi calculada de acordo com a Equacao 4:

PVA = WXJ&_RZ) 4)
Em que:

Q: ganho de massa (Q);

A: area exposta do biofilme (m?);

t: tempo (dias);

I: espessura do filme (mm);

Sp: pressdo de vapor saturado da agua na temperatura do experimento (kPa);

R1: umidade relativa no dessecador;

R>: umidade relativa no interior do frasco.

4.2.3.5. Andlises térmicas

Um analisador termogravimétrico e calorimetro diferencial de varredura foi utilizado
para monitoramento das propriedades térmicas dos biofilmes. A andlise termogravimétrica
(TGA) foi realizada com uma amostra de 5,075 mg, aquecida de 0 a 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min, sob um fluxo de nitrogénio de 50,0 mL/min em uma célula de

alumina. Mudancas na massa em funcdo da temperatura foram registradas. As analises de
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calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram realizadas com uma amostra de 4,710 mg,

sob as mesmas condi¢des das analises termogravimétricas.
4.2.4. Aplicacdo do biofilme & carne suina

4.2.4.1. Fracionamento da carne

Uma porcao de lombo suino foi adquirida em mercado local na cidade de Conselheiro
Lafaiete, Minas Gerais, Brasil e devidamente refrigerada. A fim de se evitar contaminacéo,
técnicas de assepsia foram empregadas como o uso de luvas, aplicacdo de bactericidas na tdbua
de corte e esterilizacdo por chama do instrumento de corte. Amostras com dimensdes de 20 X
10 x 10 mm foram preparadas e reservadas para a realizacdo de testes de interacdo com o
biofilme sob duas condic¢Bes distintas: & temperatura ambiente, de 25 °C e a 4 °C, em

refrigerador.

4.2.4.2. Testes de interacdo com o biofilme

As amostras de carne preparadas foram depositadas sobre biofilmes com dimensées
de 30 x 20 mm. Para as amostras submetidas a temperatura ambiente, foram realizadas analises
colorimétricas dos biofilmes e medi¢cdo do pH das fatias de carne diariamente, durante cinco
dias. J& para as amostras armazenadas em refrigerador, sob 4 °C, andlises colorimétricas dos
biofilmes e medicdo do pH do alimento foram realizadas a cada dois dias, durante vinte dias.

Os sistemas biofilme/carne foram envolvidos com plastico filme em ambos os testes.

4.2.4.3.Anélise de imagem das superficies dos biofilmes

Os métodos de captura e analise de imagem foram aqueles designados no item 4.2.2.1.
A partir desta analise foi possivel observar a variacdo de cores e determinar uma escala
caracteristica dos biofilmes de acordo com a degradacéo das fatias de carne ao longo do tempo
de estocagem. As medidas foram tomadas em cinco pontos aleatorios das superficies dos

biofilmes.

4.2.4.4. Medicdo do pH da carne suina

Diariamente, as amostras em triplicata submetidas a 25 °C tiveram os valores de pH
das fatias de carne determinados, assim como as amostras armazenadas no refrigerador, em dias
alternados, no intuito de correlacionar o estagio de decomposic¢éo do alimento com a coloragéo
do respectivo biofilme. Cada fatia foi cuidadosamente retirada do biofilme com o auxilio de

uma pinga e depositada em um béquer contendo 10,0 mL de &gua destilada sob agitacéo
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constante durante 15 min em um agitador magnético. Em seguida, a leitura dos valores de pH

foi realizada na solucéo carnea via pHmetro digital.
4.2.5. Analise Estatistica

Os dados obtidos nas etapas de caracterizacao foram registrados como média + desvio
padrdo e processados pelo Programa Statistics 7.0®. Andlises de variancia foram realizadas
pelo método ANOVA (Andlise de Variancia) seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producao do biofilme para embalagem

No intuito de se estabelecer a composicdo 6tima para a producgdo de um biofilme com
caracteristicas visuais de plasticidade e aparéncia inerentes ao material, um primeiro
planejamento experimental foi desenvolvido. A Figura 8 exibe os dezessete ensaios deste
planejamento. Embora todos os experimentos, ap0s secagem, tenham apresentado uma
coloracdo avermelhada, aquele que exibiu aspecto visual e textura mais proximos de um filme
foi o de nimero 11, devido a uma maior homogeneidade e auséncia de materiais particulados.
Este ensaio, que representava um dos pontos axiais do delineamento, no entanto, utilizou a
solucdo polimérica de extrato com uma concentracdo de 4,9% (m/v), um valor distante do
estabelecido por Fernandes (2018) como o de melhor eficiéncia no processo de extracao das
antocianinas, que era de 45% (m/v). Deve-se ressaltar que esta pesquisadora ndo desenvolveu
filmes colorimétricos, apenas o processo de extracdo de antocianinas via matriz polimérica.

Figura 8. Biofilmes com diferentes composic¢des para a solugdo polimérica de antocianinas,
goma carboximetilcelulésica e glicerol, produzidos a partir do 1° delineamento experimental.

— e

17

Diante da necessidade de se determinar se a concentracdo mais baixa da solugédo
polimérica interferia substancialmente na extracdo dos pigmentos, o teste CIELab foi aplicado
para a determinagédo dos parametros a* de cada ensaio, a fim de se estabelecer a tendéncia de
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exibicao da coloracdo vermelha. Uma vez que a intensidade da cor apresentada esta diretamente
relacionada a eficiéncia de extracdo das antocianinas, foi possivel estabelecer uma comparacéao
entre os valores encontrados, levando-se em conta que a eficiéncia méaxima de extracgdo,
segundo Fernandes (2018), ocorreu para uma concentracdo polimérica de 45% (m/v). A Tabela
6 apresenta os valores determinados para o parametro a* de cada ensaio, tratados pelo método
ANOVA seguido do teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 6. VValores determinados para o pardmetro a* pela anélise colorimétrica CIELab*.

Experimento a*
1 47,43 £ 0,57
2 48,86 + 1,37
3 48,57 £ 0,95
4 46,29 + 0,68
5 48,57 £ 0,90*
6 48,86 + 0,77
7 46,28 + 0,92*
8 46,57 + 0,65
9 48,43 £ 0,977
10 47,57 + 0,84
11 48,57 + 0,61*
12 46,43 £ 0,65
13 46,71 + 1,487
14 47,71 £ 0,75
15 47,29 + 0,42%
16 48,43 £ 0,61*
17 47,00 £ 1,29

“Valores com o mesmo sobrescrito indicam que nédo houve diferenca significativa, de acordo com o Teste de
Tukey.
As analises estatisticas mostraram que as caracteristicas inerentes a cada experimento

ndo influenciam de forma significativa nos valores dos parametros “a” determinados e a
homogeneidade revelada pelo teste de Tukey corrobora essa evidéncia. Assim, as solugdes de
extrato empregadas em diferentes concentracfes poliméricas apresentaram tendéncias
semelhantes a exibirem a coloragdo vermelha, o que sugere que a efetividade da extracdo de

pigmentos néo foi prejudicada em nenhum caso.

Considerando-se os resultados obtidos a partir do primeiro planejamento experimental,
um segundo delineamento, apresentado na Tabela 5, foi realizado. Neste, as solucGes de extrato
foram preparadas com concentragdes mais baixas de PEO 1.500, a fim de favorecer a formagéo
dos filmes visto que, em um primeiro momento, 0 experimento que apresentou caracteristicas
visiveis e materiais mais proximas de um filme foi aquele com menor concentracdo de
polimero. As concentragdes de glicerol também foram alteradas para uma melhor adequacéo
aos Novos experimentos, uma vez que concentracdes mais elevadas, como as utilizadas no

primeiro delineamento, contribuiram para que as amostras apresentassem um aspecto imido
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mesmo apos 0 processo de secagem. Tanto o PEO 1.500 quanto o glicerol comportam-se como
agentes plastificantes para a formacdo do biofilme, porém as suas concentragcdes elevadas
podem aprisionar moléculas de 4&gua em seu interior, tornando o filme imido ou com formacéo
de grumos (PRIETTO et al., 2017). A Figura 9 mostra 0s ensaios correspondentes a este

segundo delineamento experimental.

Figura 9. Biofilmes com diferentes composic¢des para a solugdo polimérica de antocianinas,
goma carboximetilcelulosica e glicerol, produzidos a partir do 2° delineamento experimental.

Entre os novos experimentos, aqueles que exibiram boa intensidade de coloragéo e
aspecto visual inerentes a um filme foram os de nimero 2, 7 e 11. Porém, o experimento de
namero 7 apresentou maior homogeneidade na cor e ndo exibiu fraturas ou particulas insolUveis
quando comparado aos demais, indicando potencial para utilizagdo em embalagens inteligentes.
Yoshida e colaboradores (2014), na confeccdo de seus filmes colorimétricos, destacaram as
caracteristicas de homogeneidade e resisténcia como fundamentais para que o material pudesse
ser utilizado como embalagem de alimentos. Fundamentando-se nesse resultado, a composi¢édo
definida como 6tima para a producdo dos biofilmes que atuardo como sensores colorimétricos,
foi a solugdo polimérica com antocianinas de 5 % (m/v), com carboximetilcelulose a 1,5 %
(m/v) e glicerol a 2 % (m/v). Essa composicdo foi responsavel pela formacdo de um filme com
matriz reticular estavel devido as ligacOes estabelecidas entre polimeros e biopolimeros, com

aprisionamento dos pigmentos de antocianinas e certa mobilidade gerada pelo glicerol.
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Posteriormente, biofilmes de composi¢édo 6tima foram produzidos para que se procedessem 0s
testes de interagdo com a carne suina e caracterizacdo. A Figura 10 ilustra o aspecto visual

destes biofilmes.

Figura 10. Aspecto visual do biofilme de composicéo 6tima.

5.2. Caracterizacdo do biofilme
5.2.1. Espessura

A espessura dos filmes formados ¢ um parametro que influencia suas propriedades
(CUQ et al., 1996). O controle da espessura dos filmes é importante para se avaliar a
uniformidade desses materiais, a repetibilidade da medida de suas propriedades e a validade
das comparacGes entre filmes. A partir da determinacdo desse parametro é possivel obter
informacdes sobre a resisténcia mecénica e as propriedades de barreira aos gases e ao vapor
d’agua do material, embora seu controle ndo seja simples, sobretudo nos processos de produgéo
do tipo casting (SOBRAL, 1999). As espessuras dos biofilmes produzidos, compreendendo
valores entre 118,80 + 17,94 um e 192,60 *+ 8,52 um, foram submetidas ao teste de Tukey
(p < 0,05) e sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de espessura para as amostras dos biofilmes produzidos.
Amostra Espessura (pm)
153,60 + 22,11*
147,60 £ 22,767
131,80 + 18,87~
192,60 + 8,527
148,60 + 14,23¢
137,00 £ 10,56~
155,80 + 8,917
162,60 + 12,06*
124,80 + 18,64~
10 118,80 + 17,94*
*Valores com 0 mesmo sobrescrito indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com o Teste de
Tukey.
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Os resultados obtidos para a espessura dos biofilmes estdo de acordo com a norma
ASTM D882-12 para filmes finos (< 1,0 mm). Observou-se ainda, pela analise estatistica, que
ndo houve diferenga significativa entre os valores determinados, o que revela a homogeneidade

entre as amostras.

Prietsch (2016) estudou a espessura de filmes compostos apenas por quitosana e filmes
com quitosana e antocianinas incorporadas. Para os filmes formados apenas pelo biopolimero,
a espessura media foi de 107,0 um, enquanto para os filmes pigmentados, a espessura média
foi de 119,0 um. Analisando-se os valores aqui encontrados, superiores aos determinados por
Prietsch (2016), apreende-se que a natureza dos polimeros utilizados no filme, bem como o teor
de plastificante empregado, a quantidade de solucdo filmogénica adicionada e a presenca de
antocianinas influenciam na sua espessura por conta das interagdes estabelecidas na matriz

polimérica entre o polimero e o biopolimero utilizados (SEBTI et al., 2007).
5.2.2. Propriedades mecanicas

A determinacdo das propriedades mecanicas se faz importante para a caracterizacao
de filmes empregados em embalagens de alimentos, uma vez que essas propriedades
influenciam diretamente na manutencdo da integridade e protecdo fisica do produto
(LAZARIDOU; BILIADERIS, 2002). Ensaios mecanicos foram realizados a fim de se
determinar a resisténcia a tracdo, a deformacéo na ruptura e o0 modulo de elasticidade para o
biofilme colorimétrico produzido. Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores médios

estabelecidos estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8. Propriedades mecanicas e gramatura das amostras do biofilme colorimétrico.

Propriedades Valor médio
Resisté(nl\(;ligs tracdo 20.28 + 2,53
szgrtzqg?%‘a 28,66 + 0,05
elast'\i/(lz?élj;cllg ?I\e/IPa) 76,:32+16,51
Gramatura (g-m) 176,05 + 2,30

Os valores obtidos para as propriedades mecanicas, principalmente para resisténcia a
tracdo e modulo de elasticidade, apresentaram um desvio padrdo elevado. Isso pode ser um
indicio de que o biofilme colorimétrico produzido para a tomada dos pardmetros relacionados
as propriedades mecanicas ndo era totalmente uniforme, com distribuicdo heterogénea de

pigmentos. Essa ndo-homogeneidade pode ter ocorrido pelo fato de o método de casting,
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utilizado na preparacdo dos biofilmes, ter sido aplicado via manipulacdo e preparo totalmente

manuais.

A norma ASTM D882-12 para filmes finos (< 1,0 mm) ndo descreve propriedades
mecanicas ideais para filmes desenvolvidos a partir de biopolimeros, apenas para filmes
compostos por polimeros sintéticos tradicionais. Dessa forma, os resultados obtidos néo
encontram identidade nesta norma (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND
MATERIALS, 2012). No entanto, as propriedades estabelecidas encontram respaldo em
trabalhos semelhantes, cujos filmes desenvolvidos baseavam-se em biopolimeros, o que nédo
inviabilizou a utilizacdo destes em embalagens inteligentes para alimentos, como sera visto

posteriormente.

Para efeito de comparacéo com filmes poliméricos tradicionais considerados finos, de
acordo com a norma ASTM D882-12, o celofane, por exemplo, apresenta resisténcia a tracdo
aproximada de 114 MPa e deformacdo na ruptura de 20%. Ja o filme de PVC (policloreto de
vinila) exibe resisténcia a tracdo entre 15 e 21 MPa e sua deformacdo na ruptura pode chegar a
150% (AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS, 2012). O biofilme
desenvolvido neste trabalho, por sua vez, apresenta resisténcia a tracdo de 20,28 + 2,53 MPa,
sendo menos resistente que o celofane e tao resistente quanto o filme de PVC, muito utilizado
para embalar alimentos. Em relacéo a sua deformacdo na ruptura, de 28,66 + 0,05%, ndo é capaz

de se alongar tanto quanto o PVVC, mas alonga-se de forma semelhante ao celofane.

Seslija e colaboradores (2018) desenvolveram filmes para embalagens de alimentos,
compostos por carboximetilcelulose, pectina e baixo teor de glicerol, cuja resisténcia média a
tracdo foi de 336,0 MPa, deformacao de ruptura de 10,8% e mddulo de elasticidade de 310 MPa.
Machado (2017), por sua vez, produziu um filme colorimétrico indicador de pH a partir de
quitosana, acetato de polivinila, antocianinas extraidas de repolho roxo e sorbitol, cujos valores
médios para resisténcia a tracdo, deformacdo na ruptura e médulo de elasticidade foram de
22,37 MPa, 33,39% e 99,38 MPa.

Observa-se que o biofilme desenvolvido no presente estudo exibe propriedades
mecanicas semelhantes aquelas definidas por Machado (2017) e distintas das estabelecidas por
Seslija e colaboradores (2018), mesmo tratando-se de filmes com composicdes similares,
envolvendo a utilizagdo de biopolimeros, agentes plastificantes e pigmentos. Tais distin¢des,
no entanto, ndo inviabilizam a utilizagéo e aplicabilidade do filme em embalagens inteligentes.

Altas concentracOes de polimeros e baixas concentra¢des de plastificante, como as da solugéo
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filmogénica produzida, promoverem maior resisténcia a tracdo e uma menor elasticidade do
material. Quando a quantidade de polimeros é elevada, uma matriz com ligagdes
intermoleculares mais efetivas é formada, tornando o filme mais forte. Por outro lado, a adi¢do
de plastificantes leva a uma diminuicdo das forcas intermoleculares ao longo da cadeia
polimérica e, consequentemente, a um aumento de sua flexibilidade (YANG; PAULSON,
2000). Além disso, a adicdo de antocianinas também pode enfraquecer as interacoes
intermoleculares pois podem agir como plastificantes, o que aumenta a mobilidade entre as
cadeias de polimeros e biopolimeros, afetando assim as propriedades mecanicas do filme
(PRIETTO et al., 2017).

5.2.3. Gramatura

De acordo com Silva e colaboradores (2016), a gramatura de filmes esta diretamente
relacionada a resisténcia mecéanica dos filmes biodegradaveis, sendo que quanto maior a
gramatura, maior € a resisténcia mecanica. Os valores obtidos para a gramatura de 10 amostras
do biofilme colorimétrico estdo dispostos na Tabela 8 e o valor médio para o parametro foi de
176,05 + 2,30 g-m™. Assim como para a espessura, os valores de gramatura so influenciados
pela composicao do material, devido as ligacGes que formam a matriz polimérica (SEBTI et al.,
2007).

Almeida (2010) desenvolveu um biofilme de blenda de fécula de batata, celulose
bacteriana e plastificante para conservacao de frutas e determinou valores de gramatura entre
78,0 e 95,0 g-m™ para blendas com maior concentracio de celulose. Os biofilmes foram
considerados flexiveis, mas pouco resistentes na preservacao do alimento. Bomfim (2019), por
sua vez, desenvolveu biofilmes baseados em amido de arroz vermelho, alginato de sédio e
glicerol, com maior concentragdo do amido derivado do arroz vermelho, e obteve valores de
gramatura mais elevados, entre 220,0 e 260,0 g-m™, gerando filmes mais rigidos. No presente
trabalho, a gramatura média de 176,05 + 2,30 g-m indica que os biofilmes s&o mais resistentes
que aqueles gerados por Almeida (2010) e mais flexiveis que os produzidos por Bomfim (2019),
evidenciando que a interac@o entre biopolimero e polimero foi capaz de formar uma matriz
reticular estavel e resistente, sem perder a flexibilidade, tornando o material propenso para

utilizacdo em embalagens.
5.2.4. Permeabilidade ao vapor d’dgua

A permeabilidade ao vapor d'agua (PVA) é uma caracteristica chave para embalagens

de alimentos, uma vez que atuam na manutencdo da qualidade do produto e seguranca de
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consumo. Tipicamente, a PVA deve ser relativamente baixa para prevencdo de alteracGes
quimicas, fisicas e microbioldgicas do alimento, provenientes da migracdo de umidade entre
interior e exterior da embalagem (ALIZADEH-SANI et al., 2020). Em embalagens para
produtos carneos, a PVA deve ser reduzida pois provoca perda de peso, ressecamento,
alteracdes de cor e textura e facilita a proliferacdo de microrganismos (SARANTOPOULOS;
TEIXEIRA, 2017). Nesse trabalho, os valores médios de PVA determinados para amostras em
triplicata, durante cinco dias, variaram entre 2,22 + 0,02 e 2,39 + 0,02 g-mm-diat-kPal.m?2e
estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Valores médios da permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) para triplicatas dos
biofilmes colorimétricos medidos a cada 24 h por cinco dias.

Dia PVA (g-mm-diat-kPalm2)
1 2,39 £ 0,02%
2 2,33 £ 0,02
3 2,30 £ 0,01
4 2,26 £0,01Y*
5 2,22 + 0,022

*Valores com o mesmo sobrescrito indicam que ndo houve diferenga significativa, de acordo com o Teste de
Tukey.
O teste de Tukey revelou a ocorréncia de diferencas significativas entre o0s

experimentos, com a diminuicao dos valores obtidos para o parametro ao longo do periodo de
estudo. Essa redugdo nos valores de permeabilidade ao vapor d’agua pode indicar que houve
uma reducdo na umidade do ambiente exterior aos frascos, o que acarretaria uma difusdo mais
baixa de vapores para o interior dos frascos e, consequentemente, menor ganho de massa do
material dessecante. A permeabilidade média definida, de 2,30 + 0,06 g-mm-dia*-kPa’-m?,
quando comparada a materiais tradicionais utilizados em embalagens de alimentos, é mais baixa
que a do celofane, por exemplo, cuja PVA é de, aproximadamente, 7,27 g-mm-dia’-kPal.m
(ARENAS, 2012). Além disso, o valor também é menor que o determinado para filmes de PVC
de, aproximadamente, 3,0 g-mm-dia™*-kPa.-m. Dessa forma, os biofilmes desenvolvidos nesse
estudo sdo menos permeaveis a difusdo do vapor d’agua, o que auxilia na conservacdo e
qualidade da carne (RAWDKUEN et al., 2020).

Alizadeh-Sani e colaboradores (2020) produziram filmes similares aqueles
desenvolvidos neste trabalho, utilizando solugdo metilcelulésica (3% m/v), solugdo de
nanofibras de quitosana (3% m/v), glicerol (3% v/v) e solucdo de antocianinas extraidas das
pétalas da flor de acafrdo (3% v/v). A PVA definida para esses filmes foi de 2,09 x 10 + 0,05
g-mm-dia’*-kPa™l-m?, ainda mais baixa que a desse estudo, de 2,30 + 0,06 g-mm-dia*-kPa*.m2.
Isso sugere que as interacdes entre as nanofibras de quitosana e metilcelulose foram capazes de

formar uma matriz reticular téo forte, a ponto de reduzir os poros do filme e, consequentemente,
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a difusdo de vapor d’agua pelo material. No entanto, a utilizagdo da quitosana apresenta
algumas desvantagens, como a dificuldade e o custo de sua manufatura e o fato de ser afetada
adversamente em pH &cido, visto que se torna solivel em solugBes é&cidas diluidas
(SRINIVASA; THARANATHAN, 2007).

Rawdkuen e colaboradores (2020), por sua vez, desenvolveram filmes colorimétricos
cuja composicao foi de gelatina (3% m/v), glicerol (25% v/v) e um extrato baseado em um mix
de antocianinas provenientes de repolho roxo, batata doce roxa, pitaia vermelha, mangostéo e
flor de hibisco (2% v/v). A PVA determinada para esse filme foi de 4,32 g-mm-dia*-kPa.-m?,
um valor mais elevado que o de 2,30 + 0,06 g-mm-dia™*-kPa*-m, definido nessa pesquisa. 1sso
ocorre devido a alta concentracdo do agente plastificante, que aumenta o volume molecular
livre na matriz polimérica, facilitando a difusdo de gases pelo filme colorimétrico. Assim, a
utilizacdo de uma concentracdo mais baixa de plastificante aliada a blenda polimérica para o
desenvolvimento de biofilmes como os produzidos nesse estudo, dificulta a difusdo de vapores
d’4gua através do material, favorecendo a conservagdo do alimento e propiciando seu uso como
embalagem inteligente.

5.2.5. Analises térmicas

A resisténcia a decomposicdo dos materiais que compde as embalagens a elevadas
temperaturas € uma caracteristica importante pois influencia a sua estabilidade térmica diante
de flutuacdes sofridas no meio ambiente, bem como em seu potencial para ser descartado por
incineracdo (ALIZADEH-SANI et al., 2020). A estabilidade térmica dos biofilmes produzidos
foi analisada por termogravimetria e o perfil estabelecido encontra-se na Figura 11. O primeiro
estagio de perda de massa ocorreu na regido entre 36 e 106 °C, caracterizando a evaporagéo da
agua presente no material.

A pequena regido de decaimento da massa até, aproximadamente, 200 °C representa a
decomposigdo do glicerol. Alizadeh-Sani e colaboradores (2020), ao produzirem filmes
contendo metilcelulose, nanofibra de quitosana, antocianinas de pétalas de flor de acafréo e
glicerol, identificaram a decomposicdo do glicerol em uma temperatura proxima a 230 °C, o
que se justifica por uma concentracdo mais elevada que a utilizada nesse estudo, de 30% do
plastificante.

O decaimento entre 200 e 350 °C ¢é singular a decomposicdo da blenda polimérica
entre carboximetilcelulose e PEO 1.500. Ghorpade e colaboradores (2018) estudaram a

formacgédo de hidrogeis a base de carboximetilcelulose (2 %) e polietilenoglicol (0,6 %) e
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identificaram a decomposicdo da matriz polimérica entre 200 e 325 °C, faixa de temperatura
muito proxima a observada no perfil termogravimétrico desse trabalho.

Para a faixa de temperatura entre 350 e 550 °C, a perda de massa é correspondente a
decomposicéo das antocianinas. O decaimento menos acentuado indicado pela curva na Figura
11 demonstra que 0s pigmentos necessitam de uma faixa de aquecimento maior para que se
decomponham totalmente. A partir dos 550 °C, a perda de massa é relativa a compostos
organicos residuais. No trabalho de Alizadeh-Sani e colaboradores (2020), ja citado
anteriormente, a decomposicdo das antocianinas ocorreu entre 460 e 480 °C. Isso indica que,
no presente estudo, as antocianinas auxiliaram na manutengdo da estabilidade térmica do
material, uma vez que houve uma reducdo na taxa de perda de massa em funcéo da temperatura
ao final do experimento.

Figura 11. Anélise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
para o biofilme produzido com base em carboximetilcelulose, PEO 1.500, glicerol e
antocianinas.
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A andlise de DSC mostrou diferentes picos endotérmicos e exotérmicos para 0
biofilme de carboximetilcelulose, PEO 1.500, glicerol e antocianinas. O evento endotérmico

em 34 °C refere-se a evaporacdo da agua, conforme constatado no TGA. Os eventos entre 100
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e 150 °C estdo acoplados, indicando a evaporacdo da agua, a interacdo entre a CMC, a
antocianina e o PEO 1500 (SANTOS et al., 2013; GHORPADE et al., 2018; e
TONGDEESOONTORN et al., 2011). Em torno de 210 °C observa-se também picos
endotérmicos acoplados, o que sugere a decomposicao do glicerol e a oxidacao da antocianina
(MOURTZINOS et al., 2008). Ja em torno de 300 °C, observa-se uma transicao cristalina da
CMC (GHORPADE et al., 2018). Corroborando os resultados de TGA, acima de 400 °C ha
picos exotérmicos acoplados referentes & decomposicao dos componentes do filme (BISWAL;
SINGH, 2004; GRASSIE; MENDOZA, 1984; ALIZADEH-SANI et al., 2020).

Corroborando os resultados das analises térmicas obtidos para o biofilme, andlises de
TGA e DSC foram realizadas para amostras puras das solugdes de carboximetilcelulose, PEO
1.500 e, também, para o glicerol. As Figuras 12, 13 e 14 trazem os perfis térmicos estabelecidos
para estas amostras com as analises de TGA definidas pelas linhas tracejadas e DSC definidas
pelas linhas continuas. Para a TGA das solu¢bes de PEO 1.500, carboximetilcelulose e glicerol,
foi observada uma primeira regido de decaimento devido a evaporacdo da agua. No perfil de
TGA da solugdo de PEO 1.500, observou-se entre 100 ¢ 150 °C a perda de massa devido a
decomposi¢do do polimero e, acima de 150 °C, a perda de massa devido a degradacdo de
residuos (MOURTZINOS et al., 2008). Para a TGA da solugdo de CMC, acima de 100 °C todo
0 decaimento é devido a decomposicao do biopolimero e para a TGA do glicerol, entre 100 e
250 °C, o decaimento ¢ caracteristico da degradagao deste agente plastificante (SANTOS et al.,
2013).

Em relacdo as analises de DSC, o perfil para a solu¢do de PEO 1.500 revelou um
evento endotérmico a uma temperatura de, aproximadamente, 60 °C devido a fusdo cristalina
do polimero. Entre 100 e 125 °C foram observados alguns eventos acoplados como
consequéncia do rearranjo das moléculas de PEO 1.500. Em uma temperatura de,
aproximadamente, 400 °C observou-se um evento exotérmico caracteristico da decomposicéo
do polimero (TONGDEESOONTORN et al., 2011; MOURTZINOS et al., 2008).

O perfil de DSC para a solucdo de CMC, exibido na Figura 13, revelou um evento
endotérmico entre 40 e 50 °C devido a transicao vitrea do material, em que moléculas que se
encontravam em um estado amorfo passaram a adquirir mobilidade. Em uma regido de 300 °C
foi possivel observar a transicao cristalina do biopolimero e, acima dos 500 °C observaram-se
picos exotérmicos caracteristicos do processo de decomposi¢do do composto (GHORPADE et
al., 2018).
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Figura 12. Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC)
para as amostras puras de solugdes de carboximetilcelulose, PEO 1.500 e glicerol.
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Figura 13. Analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para a amostra pura de
solucgéo de carboximetilcelulose.
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Para a DSC do glicerol foi observado um pico endotérmico entre 150 e 200 °C devido
a fusdo de suas moléculas e, em uma regido de 210 °C, observou-Se um evento exotérmico
caracteristico do inicio da decomposi¢do do agente plastificante (ALIZADEH-SANI et al.,

2020).
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Figura 14. Analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) para a amostra pura de

glicerol.
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5.3. Aplicagéo do biofilme a carne suina
5.3.1. Medicéo do pH da carne em temperatura ambiente

A Tabela 10 expressa os valores de pH da carne suina, determinados diariamente,

durante os cinco dias de experimento a 25 °C.

Tabela 10. Valores de pH da carne suina submetida a temperatura ambiente por cinco dias.

Dia pH
0 w
(controle) 6,05+0,01
1 6,22 + 0,02%*
2 6,31+ 0,02
3 6,52 +0,01Y
4 6,79 £ 0,09*
5 7,00 + 0,087

“Valores com o mesmo sobrescrito em cada coluna indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com
0 Teste de Tukey.

Todos os valores de pH determinados ao longo dos cinco dias de experimento
apresentam diferencas significativas (p < 0,05) em relacdo ao pH da carne fresca, verificado no
dia 0, o que caracteriza os diferentes estagios de validade da carne. Segundo Jay (2000), o pH
da carne fresca apresenta-se entre 5,8 e 6,1. A carne suina fresca, evidenciada na Figura 15 A,
apresentou pH de 6,05 e teve seu valor elevado, ao longo do tempo. J& no primeiro dia de
averiguacdo, o valor de pH atingido de 6,22 indicava a presenca de umidade, o que € um pre-
requisito para o desenvolvimento de microrganismos (JAY, 2000). No terceiro dia de testes, 0

pH determinado era caracteristico do inicio do processo de decomposi¢do (acima de 6,5), como
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exibido na Figura 15 B e, no ultimo dia, a carne j4 se apresentava em um estagio de
decomposigéo avancado com pH 7,00, como pode ser visto na Figura 15 C.
Figura 15. Fatias de carnes suinas submetidas ao teste a temperatura ambiente. A) carne

fresca, conservada em refrigerador, no dia 0; B) carne no inicio do processo de degradacéo,
no dia 3; C) carne em estagio de decomposicéo avangado, no dia 5.

Segundo Jay (2000), o pH de uma carne suina considerada fresca ndo excede o valor
de 6,2, ponto em que a proteina estd propensa a retencdo de agua, criando um ambiente
favoravel ao crescimento microbiano. O aumento nos valores de pH exibidos pela carne suina
é consequéncia da formacdo de compostos caracteristicos do processo de deterioragcdo, como
complexos de amonias e aminas, gerados pela decomposicdo de substancias como proteinas e
lipidios (CHOI et al., 2017). O monitoramento dos valores de pH atingidos pela carne ao longo
dos cinco dias de experimento foi importante para que se pudesse relacionar a validade da carne
suina com o comportamento dos biofilmes, uma vez que a variagdo no pH do meio deve

promover uma alteracdo na coloracéo do sensor.
5.3.2. Teste de interacdo entre biofilme e carne a temperatura ambiente

Além do monitoramento do pH das fatias de carne expostas a temperatura ambiente

de, aproximadamente, 25 °C, imagens das superficies dos biofilmes foram capturadas,
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possibilitando o desenvolvimento das analises colorimétricas. Os valores estabelecidos para as

coordenadas colorimétricas pelo método CIELab* estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros colorimétricos (CIELab*) dos biofilmes expostos a temperatura

ambiente.
Dia Parametro L* Parametro a* Parametro b*
(conSroIe) 33,27 + 2,577 36,07 + 0,35% 9,73 + 0,642
1 33,40+ 2,43 11,40 £ 0,92Y 9,20 + 0,707
2 31,53+ 1,577 9,73+0,79Y 8,47 £ 0,417
3 33,53 +1,28? 8,67 £ 0,55Y7 8,20 + 0,357
4 33,87 + 2,277 5,87 £ 0,24Y* 9,40 + 0,617
5 36,00 + 0,467 4,67 £0,18% 9,40 + 0,727

“Valores com o mesmo sobrescrito em cada coluna indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com
0 Teste de Tukey.
O parametro L*, que representa a luminosidade, apresentou valores semelhantes para

os filmes durante os cinco dias de experimento. Uma vez que estes biofilmes ndo revelam
tendéncia a exibirem coloracdo preta ou transparente, 0s extremos caracteristicos dessa
coordenada, os valores estabelecidos estdo em consonancia com o esperado. Quando L* assume
valores menores que 50, significa que o material apresenta uma coloracdo mais escura, 0 que
de fato se aplica aos biofilmes desenvolvidos (LUCHESE et al., 2017).

O biofilme controle apresentou um valor de a* mais elevado, seguido de uma queda
signficativa de, aproximadamente, 68% no dia 1 das analises e uma reducgdo continua no
restante do periodo. Esse comportamento se relaciona diretamente com as alteracdes no pH do
meio, devido ao contato dos biofilmes com a carne suina. A coloracédo avermelhada do biofilme
controle, devido ao seu preparo em meio acidificado, sofreu alteragdo em sua tonalidade e
tornou-se cada vez mais fraca a medida que o pH do meio se elevou, devido ao processo de
degradacdo da carne. O parametro a* ¢ muito importante na averiguacdo da atividade indicadora
de pH dos filmes incorporados com antocianinas devido ao pigmento vermelho presente. A cor
vermelha € atribuida a presenca do cation flavilium, de formac&o caracteristica de antocianinas
em meio acido (TERCI; ROSSI, 2002).

Valores positivos para o pardmetro b* evidenciam a coloragdo amarela. Todos 0s
biofilmes apresentaram valores de b* similares, embora o leve aumento observado, ao se
atingirem os valores de a* mais baixos possiveis, nos dias 4 e 5, apresente signficado
importante. Neste caso, quando as carnes alcancaram valores de pH préprios de um estagio de
decomposicéo, os biofilmes comecaram a evidenciar a coloracdo amarelada, caracteristica da
formagéo das chalconas, estruturas das antocianinas predominantes em meios alcalinos
(YOSHIDA et al., 2014).
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Apds a determinacdo dos valores de a* e b*, outros parametros importantes no estudo
da coloragéo dos biofilmes puderam ser estabelecidos, como evidenciado na Tabela 12. Dados
referentes a diferenga de coloracdo AE entre os filmes expostos a condigdes de pH distintas e o
filme controle, sdo fundamentais para se avaliar a capacidade do olho humano em distinguir a
variacdo de cores (SILVA; PETTER; SCHNEIDER, 2007). As coordenadas C* e hap
relacionadas a intensidade e tonalidade da cor, respectivamente, excluem os interferentes
relacionados a luminosidade L*, pardmetro que apresentou pouca variagao entre os biofilmes

estudados e nao oferece informacdes relevantes quanto a variagao do pH.

Como observado, em principio, a intensidade da coloracdo dos biofilmes sofreu
reducdo de, aproximadamente, 40%, o que corrobora a queda de valores do pardmetro a* como
resultado da elevacdo do pH do meio. Apos essa fase inicial, a intensidade da cor reduziu
suavemente, em torno de 29% entre os dias 1 e 5 de experimento, acompanhando a tendéncia
de uma elevacdo no pH. O emprego do teste de Tukey (p < 0,05) aplicado aos dados confirmou

que ha uma diferenca significativa entre as cromas do biofilme controle e dos demais.

Tabela 12. Parametros ha,, C* ¢ AE dos biofilmes expostos a temperatura ambiente.

Dia Parametro hap Parametro C* Parametro AE
(con?role) 15,11 + 1,08Y 37,37 £ 0,20%
1 39,02 + 3,807 14,71 + 0,60Y 24,79 +1,19%
2 41,19 + 3,552 12,95 + 0,40v? 27,01 +1,13%
3 43,49 + 2,032 11,95 + 0,507 27,72 £ 0,12*Y
4 58,43 + 2,45 11,10 £ 0,47 30,38 + 0,46Y*
5 61,13 + 2,082 10,50 + 0,697 31,86 + 0,167

"Valores com o mesmo sobrescrito em cada coluna indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com
0 Teste de Tukey.
O parametro angulo de matiz, designado hap por ser grafado em inglés como hue angle,

tem inicio no eixo +a* e se move em sentido anti-horario, sendo medido em graus na escala
CIELab* de 0° a 360°, onde 0° representa a cor vermelha e 90° a cor amarela. A escala CIELab*

é exibida na Figura 16.

De acordo com a Tabela 12, os angulos de matizes determinados para os biofilmes
assumiram valores ascendentes ao longo do tempo, havendo uma diferenca significativa entre
0 hay do biofilme controle e dos demais, como indicado pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Este
comportamento observado apresenta estreita relagdo com a variagdo de cores assumida pelos

biofilmes diante das alteragdes no pH promovidas pela carne suina.
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Figura 16. Orientacdo do angulo de matiz na escala CIELab* (Figura adaptada de LUCHESE
etal., 2017).

%°

20

Pela determinacdo do parametro AE foi possivel estabelecer a diferenca de coloragdo
entre os biofilmes gque interagiram com a carne suina a temperatura ambiente e o biofilme
controle, como ilustrado na Tabela 12. Silva, Petter e Schneider (2007) utilizaram o AE como
um parametro de qualidade para avaliar o impacto de um processo na cor de um produto. Para
isso, basearam-se em um padrdo que avalia a alteracdo na coloracdo das superficies de materiais
pelo método CIELab*, em que diferencas de cores entre duas amostras justapostas sao
distinguiveis a olho nu para valores de AE maiores que 3,0 e facilmente distinguiveis para
valores superiores a 6,0. Diante disso, 0s valores encontrados para AE, variando entre 24,79 +
1,19 e 31,86 + 0,16, caracterizam as alteracdes de cor sofridas pelo biofilme como de féacil
percepcao para o olho humano.

Luchese e colaboradores (2017) desenvolveram filmes indicadores de pH com
pigmentos de antocianinas extraidos de mirtilos branqueados e mirtilos naturais. Os filmes
foram submetidos a uma larga faixa de valores de pH pela submerséo em solucGes tampéo. Os
valores de AE encontrados variaram entre 3,8 e 11,4, sendo consideradas perceptiveis pelo olho
humano as mudancgas na coloracdo dos filmes. Assim, os valores determinados nesse estudo
demonstram que as pessoas seriam capazes de distinguir com clareza as alterac6es de coloracéo
nos biofilmes. Além disso,este trabalho tem como vantagem o fato de a fonte de antocianinas
utilizada ndo provocar competicdo alimentar e 0 método de extragdo dos pigmentos via solugédo
polimérica ser uma alternativa sustentavel em comparagdo aos métodos tradicionais, como a
extragdo por solvente, que exige um grande volume do mesmo e um periodo de tempo mais
elevado (FERNANDES, 2018).

Com base no teste de interagéo entre os biofilmes colorimétricos produzidos e a carne

suina, expostos a temperatura ambiente, foi possivel correlacionar qualitativamente o estado de
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conservacao da carne suina com as alteracdes de coloracdo nos biofilmes. A Figura 17 ilustra o
comportamento dos biofilmes em funcéo do estado de conservagao da carne. A modificacdo na
cor dos filmes é justificada pelas alteracfes estruturais sofridas pelas antocianinas quando
experimentam varia¢des nos valores de pH do meio em que estdo inseridas (MARCO; POPPI;
SCARMINIO, 2008).

Figura 17. Coloragdo dos biofilmes em funcédo da variacdo de pH das carnes expostas a
temperatura ambiente.

Dia 0 Dia1l Dia 2
pH - 6,05+ 0,01 6,22+ 0,02 6,31+ 0,02
Dia 3 Dia 4 Dia 5
- H
pH —> 6,52+ 0,01 6,79 + 0,09 7,00 + 0,08

A coloracao inicial do biofilme, ao ser colocado em contato com a carne fresca, era
rosa, adquirindo tonalidade roxa no inicio da decomposicdo da carne (pH 6,52) e tornando-se
levemente amarelada para um pH mais alcalino, em que a carne se encontrava em estagio de
decomposic¢éo avangada (pH 7,00). Em trabalho semelhante, Yoshida e colaboradores (2014)
utilizaram quitosana e antocianinas extraidas de uvas na producédo de filmes inteligentes. Apos
serem imersos em solucdes tampao com diferentes valores de pH, a cor dos filmes alternou do
rosa (em pH acido) para roxo-azulado (pH neutro) e, em seguida, para amarelo (pH bésico).
Observa-se assim, que a mudanca de coloracdo dos biofilmes neste trabalho seguiu um padréo

similar ao de Yoshida e colaboradores (2014).

Similar a este estudo, Choi e colaboradores (2017) produziram filmes colorimétricos
com goma agar, amido e pigmentos de antocianina extraidos de batata doce roxa com o objetivo
de detectar o estado de conservacgdo de carnes suinas. Os testes de interacdo entre a carne e 0

filme, também conduzidos a temperatura ambiente, revelaram que entre a carne fresca e a carne
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em estagio de degradacdo avancada, o pH variou de 5,8 a 7,5 e o filme teve sua coloracédo
modificada do rosa para o verde. Constata-se assim, que as alteragdes visuais de coloracdo dos
biofilmes em funcdo das mudancgas nos valores de pH da carne revelam o potencial do filme

colorimétrico para o monitoramento da vida Gtil de carnes suinas.
5.3.3. Medicéo do pH da carne a 4 °’C

Os valores de pH da carne suina estocada em refrigerador & 4 °C foram acompanhados
durante dias alternados ao longo dos vinte dias de experimento. Estes valores podem ser
visualizados na Tabela 13. De acordo com o teste de Tukey, todos os valores de pH
apresentaram diferencas significativas entre si, evidenciando também nesse caso, a evolugdo na
degradacéo da carne. A mudanca de coloracdo dos biofilmes ocorreu de maneira gradativa, uma
vez que temperaturas mais baixas auxiliam na conservagéo do alimento. No entanto, a alteragcao
de cores foi de fécil percepcao para os valores de pH caracteristicos do inicio da decomposicao

e de estagios mais avangados, como sera visto no tépico 5.3.4.

Golasz, Silva e Silva (2013), em seu experimento com filmes compostos por amido de
mandioca, glicerol e antocianinas extraidas de uvas, observaram uma elevacdo nos valores de
pH de carnes suinas em contato com os filmes a 4 °C, que se acentuou a partir do décimo dia.
Nesse periodo, o valor de pH determinado foi de 6,49 e coincidiu com uma elevagédo
significativa na contagem de microrganismos do alimento, o que evidencia o inicio do processo
de decomposicdo da carne. O pH da carne suina associado a sua degradacdo se equipara ao
oitavo dia de experimento no presente trabalho.

Tabela 13. Valores de pH da carne suina estocada a 4 °C por vinte dias.

Dia pH
0
(controle) 6,01 £0,02°
2 6,18 £ 0,01¢
4 6,29 + 0,01
6 6,42 £ 0,02°
8 6,58 + 0,01
10 6,69 £ 0,01"
12 6,82 + 0,02"
14 6,93 £ 0,02%
16 7,12 £0,01*
18 7,87 £0,02Y
20 8,11 £ 0,02*

“Valores com o mesmo sobrescrito em cada coluna indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com
0 Teste de Tukey.
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5.3.4. Teste de interacdo entre biofilme e carne armazenados no refrigerador

Os biofilmes em contato com a carne suina, armazenados em refrigerador a 4 °C,
comportaram-se de forma semelhante aos expostos a temperatura ambiente. Como pode ser
observado na Tabela 14, os valores determinados para a luminosidade L* variaram entre
49,67 +1,16e 58,60 £ 0,50, indicando biofilmes um pouco mais claros que aqueles do primeiro
experimento. Mais uma vez, os valores para o pardmetro a* decresceram ao longo dos dias, a
medida em que o meio se tornava mais alcalino devido a degradacdo da carne, evidenciando as
mudancas estruturais sofridas pelas antocianinas e consequente atenuacdo da coloracdo
avermelhada. O parametro b*, por sua vez, teve seu valor aumentado, chegando a atingir a
marca de 27,00 + 0,31, o que caracteriza uma coloracdo amarela intensa, caracteristica de um
meio altamente alcalino, como resultado de um processo de degradagéo prolongado pelo maior

tempo de duracédo deste experimento.

Tabela 14. Parametros colorimétricos (CIELab*) dos biofilmes expostos a 4 °C.

Dia Parametro L* Parametro a* Parametro b*
0 49,67 £ 1,16" 36,20 + 0,42 12,73+ 0,18
(controle)
2 55,33 £ 0,96*Y 18,20 + 0,20 12,73+ 0,41"
4 51,20 + 0,69"* 17,47 + 0,52 12,67 + 0,29
6 58,60 + 0,50¥ 14,73 £0,29¥ 15,47 £ 0,24"
8 53,93 £ 0,55"*¥ 10,93 £ 0,47% 16,60 + 0,35%
10 58,07 +0,77Y 10,73+ 0,13% 18,33 + 0,24~
12 53,53 + 0,48"*Y 8,80 £ 0,31% 18,53 + 0,07~
14 55,73 £ 1,20%Y 7,67 0,24y 18,93 £ 0,44
16 54,67 + 0,97"*Y 6,00 + 0,40%* 19,40 + 0,31*
18 55,47 + 0,13*Y 5,87 £ 0,187 22,73+ 0,24Y
20 57,80 + 1,86Y 4,93 +0,27* 27,00 + 0,31*

“Valores com o mesmo sobrescrito em cada coluna indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com
0 Teste de Tukey.
Dois dias ap0s a estocagem, ja foi observada uma mudanca de coloragdo nos biofilmes,

devido ao seu contato com a carne suina, que promoveu uma alteracdo no pH do sistema.
Visualmente, a coloracdo ndo se alterou de forma significativa até o oitavo dia de experimento,
em que os biofilmes passaram a exibir a cor roxa e a carne apresentava indicios da formacéo de
uma microbiota em sua superficie, evidenciando o inicio do processo de decomposi¢do da
carne. No décimo-quarto dia de experimento, os biofilmes ja estavam amarelados e
mantiveram-se assim até o vigésimo dia, em que a coloracdo era amarela intensa e a carne

apresentava aspecto seco, rigido e uma camada espessa de microbiota sobre sua superficie.

Zhai e colaboradores (2017) estudaram a variagdo de cores de um filme indicador de
pH baseado em amido, alcool polivinilico e antocianinas extraidas de hibiscos para

monitoramento do frescor de peixes. As alteracdes de coloragéo sofridas pelo filme demonstram
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um perfil semelhante ao desse estudo, uma vez que o sistema filme/peixe foi submetido a
temperatura de 4 °C e o filme que era rosa no inicio do experimento, em contato com o peixe
fresco, mudou para o roxo e deste para o amarelo, quando o alimento se encontrava em estagio

de decomposicéo bastante avancado.

Alteracdes ocorridas na estrutura molecular das antocianinas em funcéo de variagfes
no pH estdo diretamente relacionadas as mudangas em sua coloragdo. Sob condi¢des de acidez,
predomina o cétion flavilium, que contribui para a presenca da cor vermelha em uma faixa de
pH entre 1,0 e 3,0. Entre valores de pH 4,0 e 5,0, a forma predominante é a pseudo-base
carbinol, oriunda da hidratacdo da molécula do pigmento, resultando em um indicador incolor.
Elevando-se o pH para a faixa entre 6,0 e 7,0, a estrutura predominante é a quinoidal, de
coloragéo roxa. Na forma anibnica, essa estrutura apresenta a cor azul para valores de pH entre
7,0 e 8,0. Para a faixa de pH entre 8,0 e 9,0, 0 anel central da estrutura se abre, formando a
chalcona, de coloracdo amarela (PRIETTO et al., 2017). Esse comportamento na variacdo de
cores, no entanto, pode sofrer alteracfes devido as caracteristicas distintas das diversas fontes

de antocianinas encontradas na natureza (LUCHESE et al., 2017).

Os parametros de intensidade C*, tonalidade hap € variagdo de cor AE estabelecidos

para os biofilmes nos vinte dias de experimento estdo dispostos na Tabela 15.

Tabela 15. Pardmetros ha,, C* ¢ AE dos biofilmes expostos & temperatura de 4° C.

Dia Parametro hap Parametro C* Parametro AE
(con'?role) 19,38 + 0,22 38,37 + 0,43Y
2 34,96 + 0,93¢ 22,22 + 0,27 19,04 + 0,92°
4 35,96 + 0,19¢ 21,58 + 0,59*Y 18,86 + 0,29°
6 46,39 + 0,99V 21,37 +0,08*Y 23,49 £ 0,59t
8 56,66 + 0,72V 19,88 + 0,52Y 25,98 + 0,86
10 59,64 + 0,58% 21,25+ 0,177 27,43 + 0,50"Y
12 64,61 + 0,80* 20,52 £ 0,12%Y 28,31 + 0,57VV%
14 67,95 + 0,61* 20,43 + 0,45%Y 30,00 + 0,45W
16 72,80 +1,26Y 20,32 + 0,23 31,45 + 1,04*Y
18 75,53 +0,43Y 23,48 +0,24% 32,50 + 0,56Y
20 79,63 + 0,652 27,45 + 0,257 35,41 + 0,482

“Valores com o mesmo sobrescrito em cada coluna indicam que ndo houve diferenca significativa, de acordo com
0 Teste de Tukey.
Os valores de intensidade da cor exibiram um comportamento distinto daquele

apresentado pelos biofilmes expostos a temperatura ambiente pois, embora tambem tenha
ocorrido uma queda consideravel do parametro no inicio do experimento, de aproximadamente
42% entre os dois primeiros dias, devido a reducdo expressiva dos valores de a*, entre os dias
quatro e dezesseis ndo houve diferenca significativa na intensidade da cor (p < 0,05), em

decorréncia da compensacao entre a diminuicdo de a* e o aumento de b*, e esta voltou a se
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elevar do dia dezoito em diante, como consequéncia da elevacao consideravel nos valores de
b*.

Os valores de tonalidade mantiveram um padréo semelhante aos dos sistemas expostos
a temperatura ambiente, exibindo uma elevacdo ao longo do tempo. Esse comportamento
condiz com a tendéncia de mudanca de coloracdo do vermelho para o amarelo, corroborada
pela reducdo dos valores de a* e elevacdo dos valores de b*, que geraram angulos de matiz

variando de, aproximadamente, 20° para 80°.

O parametro AE, que indica a variacdo de cores entre os biofilmes no decorrer do
experimento e o biofilme controle, também exibiu valores superiores a 6,0 para todos 0s

sistemas, evidenciando a nitida diferenciacao de cores a olho nu.

Golasz, Silva e Silva (2013) produziram filmes com antocianinas extraidas de uvas e
amido de mandioca para indicacdo da deterioracdo de carnes suinas. Os filmes testados,
juntamente com as fatias de carne, foram estocados em refrigerador a 4 °C por 14 dias. As
analises realizadas mostraram uma perda de intensidade da coloracdo progressiva ao longo dos
dias até que, do décimo dia em diante, houve elevacao do seu valor, semelhante ao ocorrido no
presente estudo. Os angulos de matiz também apresentaram valores ascendentes e as variacdes
na coloracdo foram perceptiveis ao olho humano, embora ndo tenham apresentado valores tdo
relevantes quanto os deste trabalho. Os pesquisadores avaliaram ainda o crescimento
microbiano nos filmes através da contagem psicotrépica de microrganismos, determinando a
presenca destes a partir do sétimo dia de armazenamento, periodo que coincide com a mudanca
para a coloracdo roxa e formacdo de microbiota nos filmes desenvolvidos nesta pesquisa. Uma
comparacao entre as performances dos filmes em ambos os estudos demonstra a aplicabilidade

do filme incorporado de antocianinas como indicador de mudangas de pH.

A Figura 18 mostra a varia¢do na coloracdo dos biofilmes em contato com a carne
suina ao longo dos vinte dias de experimento e a Tabela 16 estabelece uma comparacédo entre
os resultados obtidos para os testes realizados a temperatura ambiente e a 4 °C. Os valores de
pH exibidos na tabela levam em consideracao os pontos de maior relevancia para deteccéo do
estado de conservacdo da carne suina, a saber: carne fresca, inicio da decomposicao e estado
avancado de decomposicédo. Considerando-se a literatura e ambos os experimentos realizados
neste trabalho, percebe-se que o alimento inicia o processo de degradagdo quando a cor

apresentada pelo biofilme € roxo-azulada e atinge um estado de decomposicdo avancado
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quando a cor é amarelada. Assim como comprovado pela determinacdo dos parametros de

variacdo de cor, a alteracdo visual sofrida pelos biofilmes é facilmente perceptivel.

Tabela 16. Comparacdo entre resultados obtidos para 0s experimentos a temperatura
ambiente e a 4 °C.

Caracteristicas Condicdo ambiente Refrigerador
pH da carne 6,05 6,01
Conservacao da carne Fresca Fresca
Coloracéo do biofilme . .
Dia 0 0
pH da carne 6,52 6,58
Conservacao da carne Inicio da decomposicao Inicio da decomposic¢ao
Coloracéo do biofilme . .
Dia 3 8
pH da carne 7,00 7,12
Conservacdo da carne Decomposicéo avancada Decomposicao avancgada

Coloragéo do biofilme I \q
d-.

Dia 5 16




72

Figura 18. Variagdo na coloragdo dos biofilmes em contato com as carnes a 4 °C.

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10

m) 6,01+0,02 618+0,01 6,29+0,01 642+0,02 658+0,01 6,69+0,01
Dia 12 Dia 14 Dia 16 Dia 18 Dia 20

682+0,02 693+0,02 7,12+0,01 787+0,02 8,11+0,02
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Diante do objetivo de se utilizarem os biofilmes enquanto embalagens inteligentes,
uma paleta relacionando as alteragfes na coloracdo com a viabilidade de consumo pode ser
adaptada a embalagem, tornando ainda mais claro para o consumidor o mecanismo para
deteccdo do estado de conservacao da carne suina. Um prototipo para a embalagem inteligente
proposto nessa pesquisa € apresentado na Figura 19 e traz um esquema da paleta de cores, que
indica ao consumidor se a proteina animal pode ou n&o ser consumida.

Figura 19. Prototipo de embalagem inteligente para deteccdo do frescor de carnes suinas
desenvolvido a partir dos resultados obtidos nesse trabalho.
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6. CONCLUSAO

O biofilme produzido com base no biopolimero carboximetilcelulose e em
antocianinas extraidas do subproduto de arroz negro via matriz polimérica foi capaz de detectar
alteracdes no estado de conservacdo de carnes suinas. Tanto para 0 armazenamento a
temperatura ambiente quanto em refrigerador, a 4 °C, a mudanca de coloracdo dos biofilmes
como resultado de alteracdes no pH do meio foram perceptiveis a olho nu. O padrdo de cores
apresentado pelos biofilmes em temperatura ambiente exibiu estreita relagdo com aquele
apresentado pelos biofilmes estocados no refrigerador. O biofilme demonstrou homogeneidade
em relacdo a sua espessura, revelou propriedades mecéanicas e gramatura que atestam sua
resisténcia e flexibilidade e demonstrou ser pouco permeavel a vapores d’agua, o que auxilia
na inibicdo de crescimento microbiano e manutencdo das propriedades organolépticas do
alimento. A analise termogravimétrica apresentou-se em consonancia com a analise de
calorimetria exploratdria diferencial e o perfil destas analises demonstrou a estabilidade térmica
do material.  Dessa forma, os biofilmes colorimétricos desenvolvidos apresentam
caracteristicas fisicas e sensiveis que exprimem seu potencial uso como sensor para indicacdo

do estado de conservacéo de carnes suinas em embalagens inteligentes.
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