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ESTUDO DA INFLUENCIA DO EXTRATO PURIFICADO DO ACAI (Euterpe
oleracea) EM FILMES DE GELATINA E SEU COMPORTAMENTO COMO
INDICADOR DE pH

RESUMO GERAL.: Devido a grande quantidade de residuos gerados pelas industrias
de alimentos, as mesmas vém sendo pressionadas a se tornarem mais responsaveis com
0 meio ambiente, sendo obrigadas a viabilizarem diferentes formas de utilizagdo destes
residuos. Uma dessas formas que vem sendo cada vez mais estudada é a producao de
filmes bidegraddveis a partir desses residuos, e mais recentemente a adicdo de
compostos naturais para producdo de emabalagens biodegradaveis ativas e/ou
inteligentes. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar a acdo da antocianina
contida no extrato purificado seco do acai como indicadora de pH em filmes de gelatina
da pele de peixe e seu potencial de agdo como embalagem inteligente. Deste modo, um
filme de gelatina, glicerol e extrato do acai foi elaborado segundo a técnica de casting.
A gelatina utilizada foi caracterizada quanto ao ponto de fuséo (PF) e forca do gel (FG),
e 0 extrato de acai quanto ao teor total de antocianina. Para a producdo do filme foi
realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 para obter o filme
com as melhores propriedades de barreira atraves do perfil de desejabilidade (PD), onde
o filme otimizado foi comparado com um filme sem extrato quanto a suas propriedades
fisicas, mecanicas e de cor. Também foi avaliado a estabilidade do filme com extrato
quanto a luz, tempo e temperatura ao logo de 9 dias coletando parametros de cor dos
filmes, e sua acdo como embalagem inteligente indicadora de pH, onde porc¢des de filé
de peixe foram colocadas em bandejas de poliestireno e cobertas com o filme e
armazenadas a +5 °C. Durante seis dias, a cada 72 horas foram realizadas analises
microbioldgicas e o pH no filé. Paralelamente, os filmes foram submetidos & andlise
colorimétrica. As concentracdes 6timas obtidas pelo PD foram de 1,79% de getina de
peixe e 0,097% de extrato de acai, obtendo resultados satisfatérios quanto a suas
propriedades. A gelatina obteve valores satisfatérios de PF e FG, e 0 extrato apresentou
alto teor de antocianinas. O filme indicador apresentou boa estabilidade nas diferentes
condicdes em que foi armazenado, e durante sua aplicacdo como embalagem de filés de
peixe, apresentou elevacdo do pH e mudancas na cor do filme, também foi observado
um decréscimo na populacdo microbiana ao longo dos dias. No entanto, o filme néo
apresentou boa aparéncia no fim da aplicacdo, sendo mais indicado seu uso como
etiqueta indicadora de pH.

Palavras-chaves: gelatina de peixe, acai (Euterpe oleracea), filme inteligente, indicador
de pH



1 INTRODUCAO GERAL

Nas diversas etapas da cadeia produtiva da industria de alimentos, desde a
producdo até a comercializacdo, € gerada uma quantidade significativa de residuos.
Diante disso, as industrias de alimentos de origem animal ou vegetal vém sendo
pressionadas a se tornarem mais responsaveis com o meio ambiente, sendo obrigadas a
viabilizarem diferentes formas de utilizacdo destes residuos (AGUIAR; GOULART,
2013).

No Brasil as industrias de beneficiamento de pescado geram grandes
quantidades de residuos, que além do alto valor bioldgico, sdo fontes de proteinas e
lipideos, que podem ser utilizados para a elaboracéo de produtos, e ainda contribuirem
para minimizar os impactos ambientais (SIMOES et al. 2011). Por exemplo, a pele de
peixe ou cartilagem de algumas espécies pode ser uma excelente matéria-prima para a
producdo de gelatina ou sulfato de condroitina Gtil nos setores alimenticio, cosmético e
farmacéutico (KARIM; BHAT, 2009).

A gelatina é uma proteina derivada do colageno por termo-hidrolise, e
dependendo da aplicacdo é fortemente influenciada ndo apenas pela espécie da qual foi
extraido seu colageno, mas também pelo pré-tratamento utilizado, e dos parametros do
processo como temperatura e pH que podem influenciar nas suas propriedades
reoldgicas (KOLODZIESJSKA et al. 2008). Existem muitos estudos sobre a utilizacdo
da gelatina na producdo de filmes biodegradaveis, sejam em blendas (ARFAT et al.
2014), com a adico de 6leos e extratos (GOMEZ-GUILLEN et al. 2007; SILVA et al.
2018) ou de antocianinas (GOLASZ et al. 2013; ZHAI et al. 2018; URANGA et al.
2018).

Uma grande quantidade de compostos antioxidantes como Oleos, extratos e
antocianinas podem ser utilizados em materiais de embalagem de alimentos
(YILDIRIM et al., 2018), sejam eles com a funcdo de tornar a embalagem ativa ou
inteligente.A antocianina, um conhecido flavondide, é um dos seis subgrupos comuns
de pigmentos vegetaisencontrados em plantas, especialmente em flores, frutas e
tubérculos (GOMEZ-ESTACA et al. 2014). No entanto, este pigmento naturalpossui
alta sensibilidade a reacGes de degradacdo, afetando assim sua estabilidade e cor (QIU
et al. 2018). Esta estabilidade da cor deve ser considerada quando as antocianinas sao
utilizadas, por exemplo, como materiais em filmes biodegradaveis, sejam eles ativos ou

inteligentes.



As embalagens inteligentes podem ser utilizadas em filmes como indicadores de
pH, onde é utilizado algum sensor capaz de fornecer informagdes visuais ao
consumidor, como transformacdo da aparéncia ou da cor, detectando o nivel de
contaminacdo bacteriana e o frescor do produto, ou seja, a embalagem inteligente pode
mostrar ao consumidor se o alimento esta ou ndo adequado para consumo (HUANG et
al. 2015; GHAANI et al. 2016; LIU et al. 2017). Sem dlvida, essa caracteristica pode
diminuir o indice de desperdicio de alimentos e as despesas com transporte e logistica
em toda a cadeia produtiva (POURJAVAHER et al. 2017).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi adicionar extrato purificado do agai
rico em antocianinasem filmes biodegradaveis de gelatina de peixe e verificar seu

comportamento como indicador de pH.



2 OBJETIVO
2.10BJETIVO GERAL

Estudar a acdo da antocianina contida no extrato purificado seco do agai como
indicadora de pH em filmes de gelatina da pele de peixe e seu potencial de agdo como

embalagem inteligente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizar o processo de elaboracédo de filmes biodegradaveis de gelatina de peixe
com antocianinas obtidas do extrato purificado de acai;

- Verificar a influéncia do extrato purificado do acai adicionado no filme através
do estudo das propriedades fisicas dos filmes;

- Avaliar o comportamento do filme como embalagem inteligente indicadora de
pHquando utilizado como indicador da deterioracdo de files de peixe,durante

armazenamento.



3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

O presente estudo foi organizado em capitulos que estdo descritos da seguinte

forma:

CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA.

CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE FILME INDICADOR
DE pH COMPOSTO DE GELATINA DE PELE DE PEIXE E EXTRATO
PURIFICADO DO ACAI (Euterpe oleracea).

CAPITULO 111 —FILME DE GELATINA COM EXTRATO PURIFICADO DO ACAI
(Euterpe oleracea) COMO INDICADOR DA DETERIORACAO DE FILES DE
PEIXE.



CAPITULO I

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 APROVEITAMENTO DE RESIDUOS DA INDUSTRIA DE PESCADO

No Brasil, o aproveitamento dos residuos de pescado é restrito, e milhares de
toneladas desse subproduto sdo produzidos e descartados pelas unidades beneficiadoras
anualmente em razdo, principalmente, da falta de reconhecimento deste recurso como
matéria-prima e fonte para outros produtos e também pela falta de um destino adequado,
levando ao descarte no meio ambiente gerando serios problemas de poluicdo ambiental
(BORGHESI, 2008). A regido Norte € uma das regides com maior participacdo quanto
ao volume produzido no Brasil, sendo fortemente influenciada por possuir um
ecossistema bem caracteristico quanto ao clima (PINHEIRO; FREDON, 2004).

De acordo com Tchoukanova et al. (2012) uma grande quantidade de residuos de
peixe € descartada no oceano, e as bactéerias aerdbias presentes na agua, que realizam a
quebra da matéria organica na presenca de oxigénio, acabam utilizando mais oxigénio, o
que acarreta na reducdo consideravel do mesmo na agua. A reducdo no teor de oxigénio
da 4gua cria condicbes anaerdbicas, ocasionando a liberagdo de gases poluentes, como
amonia, acidos organicos e sulfeto de hidrogénio assim como gases de efeito estufa,
como o metano e o didxido de carbono. Sendo assim, o aproveitamento dos residuos de
pescado, além de diminuir o problema de residuos orgénicos, reduziria os impactos
ambientais e traria vantagens econdmicas para as industrias, visto que seu
aproveitamento pode agregar valor comercial (AGUIAR et al. 2014).

Os residuos de peixe sdo constituidos em maioria por pele, cauda cabeca,
barbatanas entre outros. Esses subprodutos podem ser fonte de proteinas e aminoéacidos,
6leo, enzimas, colageno e gelatina. Em relagdo ao valor nutricional desses residuos, eles
contém alto teor de proteinas, gordura e minerais. Além disso, possuem também o0s
acidos monoinsaturados, acido palmitico e acido oleico sdo abundantes nos residuos de
peixe (GHALY et al. 2013).

Com relacdo a gelatina, ela pode ser utilizada em diversas aplicacbes e 0s
ultimos anos, em especial na obtencdo de filmes biodegradaveis (HOQUE et al. 2011;
NUR HANANI et al. 2014; SILVA et al. 2018).



2.2 GELATINA DE PEIXE

A gelatina (Figura 1) é uma proteina derivada da hidrdlise parcial do colageno,
gue pode formar trés cadeias a independentes, uma cadeia e uma o, ou apenas uma
cadeia y. A principal diferenga entre as formas a, B e y da gelatina € o0 seu peso
molecular (KARIM; BHAT, 2009).A desnaturacdo térmica ou degradacdo fisica e
quimica do colageno envolve a quebra da estrutura de tripla hélice em espirais aleatorias
que formam a gelatina. Essa estrutura de rede e as propriedades fisicas das gelatinas
ocorrem principalmente devido suafonte e as condi¢Ges de extragdo. De modo geral, a
gelatina quando extraida em temperaturas baixas se torna mais rigida, exibindo maior
forca de gel (BIGI et al. 2004).

A gelatina é composta por aproximadamente 19 aminoacidos; e caracterizada
pelo alto conteddo de glicina, prolina e hidroxiprolina. A variacdo do contetdo desses
aminoacidos, principalmente os aminoacidos (prolina e hidroxiprolina) ocasionard uma
menor formacdo de pontes de hidrogénio da gelatina em solugbes aquosas, com a
consequente reducdo da temperatura de geleificacdo (NORLAND, 1990).
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Figura 1. Estrutura da gelatina.
Fonte: Devi et al. (2016).

A funcionalidade da gelatina estd diretamente relacionada com suas
propriedades fisico-quimicas e estruturais, sendo estas determinantes para definir sua
aplicacdo (WARDS, COURTS, 1977). Uma das propriedades mais importante da
gelatina € a forca do gel, e esta caracteristica indica seu valor comercial (CHO et al.
2004). Qutras propriedades também importantes sdo a viscosidade, a gelificacdo e o



ponto de fusdo, que sdo afetadas por fatores, como composicdo e peso molecular dos
aminoacidos, concentracdo da solucdo de gelatina, tempo e temperatura de maturagéo
do gel, pH e teor de sal (CHOI; REGENSTEIN, 2000; GOMEZ-ESTACA et al. 2009).

As proteinas de peixe, incluindo a gelatina de peixe, tém sido amplamente
utilizadas como materiais formadores de filmes para serem utilizados como embalagens
biodegradaveis de alimentos (JRIDI et al. 2013; BLANCO-PASCUAL; FERNANDEZ-
MARTIN; MONTERO, 2014; ATHAILLAH; PARK, 2016). A gelatina é capaz de
formar uma matriz continua e coesa de filme (GARCIA; SOBRAL, 2005), como
também filmes claros e flexiveis (LIMPISOPHON et al. 2009). Além disso, os filmes
obtidos da gelatinapodem ser usados como portadores de componentes bioativos
(ETXABIDE, 2017).

Para obtencdo da gelatina de peixe, a pele de peixe deve passar por pre-
tratamentos, que podem utilizar meios acidos, alcalinos ou um processo misto (acidos e
basicos). A extracdo da gelatina, propriamente dita, s6 ocorre em temperaturas acima de
40°C, o que provoca a desnaturagdo parcial do colageno, dando origem a quebra da
molécula de colageno em pequenos fragmentos e as triplas hélices sdo separadas,
fazendo com que o peso molecular varie dependendo da preparagédo e fonte da matéria
prima (GOMEZ-GUILLEN et al. 2007; WANG et al. 2008).

A extracdo da gelatina também é diretamente influenciadapelo pH do meio, e
dependendo do pré-tratamento do colageno, dois diferentes tipos de gelatina podem ser
produzidos, com diferentes caracteristicas: gelatina do tipo A (ponto isoelétrico a pH 6-
9) produzida por tratamento acido do colageno; e a do tipo B (ponto isoelétrico a pH 5)
a partir de tratamento alcalino do colageno (STAINSBY, 1987).

A gelatina de peixe tem se tornado a matéria prima preferida na producéo de
embalagens biodegradaveis, pois além de ser bastante abundante na natureza, muitas
pesquisas demonstraram que possui excelentes propriedades para formar filmes, com
relativa solubilidade em &gua e alta extensibilidade (JONGJAREONRAK et al. 2006;
GOMEZ-GUILLEN et al. 2007; ZHANG et al. 2007; CARVALHO et al. 2008;
WENG; ZHENG, 2015).

2.3 POLIMEROS E FILMES BIODEGRADAVEIS

Os materiais utilizados em embalagens plasticas nem sempre podem ser

reciclados, visto quesdo frequentemente contaminados com alimentos e/ou substancias



bioldgicas. Consequentemente, menos de 3% dos 500 bilhdes de embalagens plasticas
distribuidas no mercado a cada ano sdo recicladas (MALATHY et al. 2014). Os
plasticos possuem como vantagem sua ampla disponibilidade a um custo relativamente
baixo, e também apresentam boas caracteristicas mecanicas e quimicas adequadas para
sistemas de embalagem de alimentos (SIRACUSA et al. 2008).

Os materiais poliméricos sdo compostos solidos, ndo metalicos, de pesos
moleculares elevados (CALLISTER, 1999). Eles sdo compostos de macromoléculas
repetidas e possuem caracteristicas variadas dependendo da sua composicdo. Cada
macromolécula que compreende um material polimérico é conhecida como uma
unidade mer. Um unico mero é chamado de mondmero, enquanto as unidades de
repeticdo sdo conhecidas como polimeros. Uma variedade de materiais (renovaveis e
ndo renovaveis) € utilizada como fontes de matéria-prima para materiais plasticos
modernos. Os plasticos que sdo formados a partir de matérias prima nao renovaveis sao
geralmente a base de petréleo e reforgados com fibras de vidro ou carbono (WILLIAMS
et al. 2000).

Entre os plasticos de fontes ndo-renovaveis os mais utilizados como embalagens
sdo o polietileno tereftalato (PET), policloreto de vinila (PVC), polietileno (PE),
polipropileno (PP), poliestireno (PS) e poliamida (PA). Isto, porque tais materiais
apresentam caracteristicas Uteis como maleabilidade, leveza, transparéncia, facilidade
de impressdo, boa selagem térmica, resisténcia a tracdo e barreira ao oxigénio
(SIRACUSA et al. 2008; SOUZA; DITCHFIELD; TADINI, 2010).

No entanto, pode-se dizer que o uso de polimeros de longa duracdo para
aplicacbes de curta duracdo (embalagem, restauracdo, higiene) ndo é inteiramente
adequado (AVEROUS, 2000). Uma quantidade enorme de lixo é gerada diariamente,
sendo que as embalagens de alimentos desempenham um papel consideravel nisso. Este
desperdicio € composto de muitos tipos diferentes de materiais, alguns
ndobiodegradaveis e permanecerdo sem se decompor por centenas, as vezes milhares de
anos. Neste contexto, o desenvolvimento de filmes biodegradaveis para materiais de
embalagem que podem ser utilizados como substituto dos polimeros petroguimicos é
uma perspectiva interessante, fornecendo alternativa aos produtos ndo degradaveis
(SOUZA; DITCHFIELD; TADINI, 2010).

Um filme biodegradavel pode ser designado como uma embalagem primaria
elaborada a partir de polimeros biodegradaveis e aditivos de qualidade alimentar
(GALUS; KADZINSKA, 2015; HAN, 2005). Os biopolimeros tornaram-se
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alternativasaos materiais de embalagem sintéticaque acarretam grande impacto negativo
no meio ambiente. Os filmes de biopolimero podem melhorar a qualidade do alimento,
servindo como barreiras seletivas a transferéncia de umidade, absorcdo de oxigénio,
oxidacdo lipidica e perdas de compostos de aroma volateis (CAMPOS,
GERSCHENSON; FLORES, 2011).

Os filmes biodegradaveis podem ser feitos de biopolimeros, incluindo proteinas,
polissacarideos e lipidios ou sua combinagdo, esses biopolimeros sdo considerados
como potenciais substitutos para filmes plasticos ndo biodegradaveis tradicionais por
apresentarem baixo custo, facil disponibilidade de recursos renovaveis e
biodegradabilidade (JANJARASSKU; KROCHTA, 2010; ARFAT et al. 2014).

Em comparacdo com polissacarideos e lipidios, filmes comestiveis a base de
proteinas possuem caracteristicas valiosas para a producdo de embalagens de alimentos
devido a sua boa capacidade de formacdo de filme, propriedades mecéanicas e
transparéncia (ARFAT et al. 2014, LACROIX; VU, 2014).As propriedades de filmes a
base de proteinas dependem de vérios fatores, como a fonte dasproteinas, o pH da
solucdo proteica, os plastificantes, as condicGes de preparacdo e as substancias
incorporadas nas solucBes de formacdo do filme. No entanto, possuem propriedades
relevantes de barreira de oxigénio e dioxido de carbono em condi¢des de baixa umidade
relativa em comparagdo com os filmes sintéticos (CUQ et al. 1995; GERRARD, 2002;
PRODPRAN et al. 2007).

Um dos processos mais amplamente utilizados na elaboracdo de biofilmes é a
técnica denominada “casting”, que compreende no preparo de uma solucgéo coloidal da
macromolécula adicionada ou ndo de aditivos, aplicacdo dessa solugcdo num suporte
adequado, seguida de secagem em condic@es estritamente controladas (MONTERREY -
QUINTERO; SOBRAL, 2000).

A producéo do filme se inicia com a formagéo do gel, envolvendo ligacdes inter
e intra-moleculares cruzadas entre as cadeias de polimeros, criando uma matriz
tridimensional semi-rigidaque envolve e imobiliza o solvente utilizado (KESTER,;
FENNEMA, 1986). O grau de coesdo depende da estrutura do polimero, do solvente
usado, da temperatura, e da presenca de outras moléculas, como os plastificantes
(THARANATTHAN, 2003).
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2.3.1 Propriedades dos filmes biodegradaveis

Define-se como propriedade de barreira a capacidade de resistir a absor¢do ou a
evaporacdo de gases e vapores, a passagem de luz e a permeagdo de lipideos
(SARANTOPOULOS,2002). Filmes a base de gelatina ndo atuam apenas como
barreiras ao oxigénio, dioxido de carbono e compostos volateis, mas também servem
como carreadores de uma grande variedade de aditivos, como antimicrobianos,
antifungicos, antioxidantes, corantes e outros nutrientes (RHIM; NG, 2007; AHMADet
al. 2012).

Em relacdo a permeabilidade ao vapor da agua, esta é muito importante pois
influéncia na protecdo contra a acdo de gases, luz, odores e vapor da agua, constituindo
assim, uma barreira entre 0 ambiente externo e o produto(SARANTOPOULOS, 2002).

De acordo com Muiller et al. (2008) e Tongnuanchan et al. (2014), os filmes a
base de gelatina de peixe sdo considerados hidrofilicos e desse modo a permeabilidade
ao vapor da agua é uma das propriedades mais discutidas, sendo essa propriedade
influenciada pelas caracteristicas intrinsecas do material, pelo teor do plastificante e
pelas condi¢des ambientais de umidade relativa e temperatura, as quais se encontram
expostos.

Filmes muito permeaveis ao vapor da agua ndo podem ser utilizados para
embalar produtos que ndo possam absorver agua como, por exemplo, os desidratados
(MORAES et al. 2008; NUNEZ-FLORES et al. 2012).

As propriedades mecanicas dos filmes sdo parametros muito importantes, pois
estdo relacionadas com a resisténcia do filme biodegradavel, e os obtidos de gelatina séo
menos resistentes que os sintéticos (GENNADIOS et al. 1994; ZAVAREZE et al. 2012,
TONGNUANCHAN et al. 2014). De acordo com Cug (2002) as propriedades
mecénicas dos filmes sdo influenciadas pela hidrofobicidade da pelicula, comprimento
da cadeia do polimero, ligacbes de hidrogénio e agente plastificante. Além disso, as
propriedades mecanicas dos filmes de gelatina sdo relacionadas com o nivel de
renaturacdo da proteina, sendo avaliado através da calorimetria diferencial de varredura
(DSC)(BIGI et al. 2000).No entanto, os filmes de gelatina tém baixa propriedade
mecanica e térmicas, o que pode limitar seu uso como embalagem de alguns tipos de
alimentos (GOMEZ-ESTACA et al. 2009).

A alta solubilidade em filmes biodegradaveis pode ser interessante para

embalagens de alimentos desidratados que precisampassar por uma hidratagdo prévia ao
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consumo. No entanto, a maioria das aplicaces requer embalagens resistentes a agua,
como no caso de alimentos com alta atividade de &gua, ou mesmo para evitar a
transpiracdo de produtos frescos, e para 0 armazenamento é necessdria uma baixa
solubilidade do filme(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL,2000; CARVALHO et
al. 2008).

2.4 EMBALAGENS INTELIGENTES

As embalagens de alimentos tradicionais destinam-se a protecdo, comunicacao,
conveniéncia e armazenamento (PAINE 1991; ROBERTSON 2006). Elas também se
comunicam com o consumidor através dos textos escritos nas embalagens, graficos e
logotipos das marcas e se acomodamao estilo de vida do cliente, se tornando mais
conveniente, e armazenam produtos de diferentes formatos e tamanhos, com o objetivo
de aperfeicoar a eficiéncia logistica (YAM; LEE, 2012). A seguranca e a preservacdo do
alimento embalado antes do consumo s&o 0s principais objetivos em toda a cadeia de
fornecimento de alimentos, sendo a preservacdo da qualidade dos alimentos um alvo
importante de pesquisa, pois esta intimamente ligada ao objetivo maior, que é de
melhorar a qualidade de nossas vidas (SANDULESCU et al. 2011).

Nesse contexto, uma das embalagens que tem contribuido bastante para alcancar
um conceito avancado para a obtencdo de alimentos mais seguros e saudaveis é o
conceito de embalagem inteligente(European Commission, 2004).Embalagens
inteligentes sdo aquelas que, além de proteger, reagem de alguma forma as mudangas
em algumas das propriedades do alimento embalado, ou do ambiente no qual esta
exposto(DAINELLI et al. 2008).

Ao contrario dos componentes ativos, 0s componentes inteligentes ndo tém a
intencdo de liberar seus constituintes para os alimentos. A embalagem inteligente
também pode contribuir para melhorar a Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), que sdo desenvolvidos para a identificacdo de alimentos ndo
seguros, apontando possiveis riscos para a saude e estabelecendo estratégias para
reduzir ou eliminar suas ocorréncias. A embalagem também ajuda a identificar
processos que afetam fortemente os atributos de qualidade e melhorando eficientemente
a qualidade final dos alimentos (VANDERROOST et al. 2014; HEISING et al. 2014).

Os sistemas de embalagem inteligente podem ser realizados por trés tecnologias

principais que sdo os indicadores, que visam informar os consumidores sobre a
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qualidade dos alimentos e trazer uma maior conveniéncia; suportes de dados, tais como
cédigos de barras e etiquetas de identificacdo por radiofrequéncia, que sdo mais
destinados a questdes de armazenamento, distribuicdo e a rastreabilidade do produto; e
0S sensores, que permitem uma rapida e definitiva quantificacdo dos analitos nos
alimentos (KERRY et al.,2006). Geralmente, osaplicados em embalagensde produtos
carneos sdo indicadores de tempo e temperatura,de oxigénio e integridade, ou os de
frescor (YAM et al. 2005).

2.4.1 Indicadores de frescor e pH

Os indicadores podem ser definidos como substancias que detectam a presenca,
auséncia ou concentracdo de outra substancia ou o grau de reacdo entre duas ou mais
substancias por meio da mudanca de caracteristica. Estas alterac@esvisuais imediatas
podem ser detectadas por meio dediferentes intensidades de cor ou outra coloracdo
(HOGAN; KERRY, 2008).

O desenvolvimento de indicadores de frescor € resultado da crescente demanda
dos consumidores por alimentos saudaveis e frescos, principalmente nas ultimas duas
décadas. Estes dispositivos devem ser planejados para que possam permitir o
monitoramento da qualidade dos produtos alimenticios durante o armazenamento e 0
transporte (SIRO, 2012).

Os indicadores de frescor fornecem informacdes da qualidade do produto
resultante do crescimento microbiano ou alteragbes quimicas dentro de um alimento.
Essa reacdo entre os metabolitos de crescimento microbiano e os indicadores integrados
dentro da embalagem é o que fornecevisualmente a informacdo sobre a qualidade
microbiana do produto (KERRY et al. 2006;KUSWANDI et al. 2014).Devido a
deterioracdo dos alimentos geralmente estar acompanhada por mudanca do pH e a
inviabilidade de suadetec¢do no alimento, um sistema de embalagem que muda de cor
com a alteracdo do pH permitiria ao consumidor avaliar ofrescor e qualidade no local da
compra (VEIGA-SANTOS; DITCHFIELD; TADINI, 2011).A caracteristica
fundamental dos corantes indicadores de pH que mudam de cor quando colocados em
ambiente acido ou basico é o elemento-chave desse sensor (PACQUIT et al. 2006).0s
indicadores de frescor destinados ao pescado, por exemplo, se baseiam no teor de
nitrogénio bésico volatil total (NBVT), ou seja, na desaminacdo, que podem ser
detectadas por variacoes de pH (KUSWANDI et al. 2014)
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Pesquisas realizadas com indicadores de pH encontradas na literatura estdo
baseadas na deteccéo da variagdo do pH, devido ao crescimento microbiano (GOLASZ
et al. 2013; CHOI et al. 2017; PRIETTO, et al. 2017), e materiais que adquirem ou
perdem sua fluorescéncia com a variagdo de pH (TSIEN; MIYAWAKI; LLOPIS,
2003). Aminas biogénicas, tais como histamina, putrescina, tiramina e cadaverina tém
sido identificadas como indicadores de decomposicdo de produtos carneos de origem
animal (KANIOU et al. 2001). Yoshida et al. (2014) desenvolveram um indicador de
pH colorimétrico que consiste em um filme de quitosana contendo antocianina. Este
tipo de indicadores de pH oferece potencial para ser utilizado como indicadores de
metabolitos derivados do crescimento microbiano, como n-butirato, acido L-lactico, D-
lactato e &cido acético (KERRY et al. 2006). Outros autores se concentraram na
deteccdo de aminas volateis, como indicadores de frescor em peixes. As aminas volateis
resultam da degradacdo do déxido de trimetilamina e sdo responsaveis pelo odor e sabor
de peixe comumente usado como critérios para avaliar a qualidade empeixes
(ETIENNE, 2005).

O uso de corantes (por exemplo, azul de bromotimol) como indicadores de pH
para indicar a formacdo de dioxido de carbono, devido ao crescimento microbiano é
uma das aplicacbes mais frequentes na industria de embalagens de alimentos (HAN;
HO; RODRIGUES, 2005). O aumento nos niveis de dioxido de carbono pode ser usado
para detectar a contaminacdo microbiana em alguns produtos devido aos corantes
indicadores de pH que reagem com a presenca deste subproduto. Outros corantes
reagentes indicadores de pH incluem o azul de xilenol, parpura de bromocresol,
vermelho de cresol, vermelho de fenol e alizarina. Além do didxido de carbono, outros
metabdlitos (tais como SO., NHi, aminas volateis e &cidos orgénicos) tém sido
utilizados como moléculas alvo de monitoracdo para indicadores de pH
(AHVENAINEN, 2003). No entanto, considerando que os corantes sintéticos de pH
tradicionais apresentam potenciais efeitos nocivos para 0s seres humanos, nao sendo
ideais para embalagens de alimentos, mais recentemente foi dada atencdo a pigmentos
naturais e seguros, como antocianinas (ZHANG; LU; CHEN, 2014).

2.5 ANTOCIANINAS

Asantocianinas sdo flavondides, um importante subgrupo, dentre os grupos de

substancias organicas dos compostos fenolicos (YAO et al. 2004). Sdo pigmentos azuis,
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vermelhos ou roxos encontrados em plantas, especialmente flores, frutas e tubérculos.
Como as antocianinas sdo pigmentos hidrossollveis, sua tonalidade, uma propriedade
de cor, ébastante influenciada pelo ambiente em que ela se encontra (SMERIGLIO et
al., 2016).Em condicao acida, a antocianina aparece como pigmento vermelho enquanto
que a antocianina pigmentada de azul existe em condicdes alcalinas (LALEH et al.
2006; STOMMEL et al., 2009).

As antocianinas sdo formadas por dois anéis arométicos de benzeno que séo

separados por um heterociclo oxigenado (TANAKA et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura da Antocianina.
Fonte: KHOO et al. (2017).

A via biossintética da antocianina (Figura 3) ocorre em geral a partir de uma
extensdo da via dos flavondides (LIU et al. 2018). Essa via se inicia com uma sintese
mediada pela chalcona sintase (CHS) a partir do 4-coumaroil-CoA e malonil-CoA, onde
e formada a naringenina chalcona que em seguida € isomerizada pela chalcona
isomerase (CHI) se tornando naringenina. A flavanona 3-hidroxilase (F3H) converte
naringenina em diidrokaempferol que pode ser hidroxilada ou pelo flavonodide 3'-
hidroxilase (F3'H) ou pelo flavonéide 3',5'-hidroxilase (F3'5'H) em dois outros di-
hidroflavondis, que sdo a di-hidroquercetina ou di-hidromicetina, respectivamente.
Logo em seguida, os trés di-hidroflavondis sdo convertidos em leucoantocianidinas
incolores pela enzima di-hidroflavonol 4-redutase (DFR) e depois, através da
antocianidina sintase (ANS) em antocianidinas coloridas. Por fim, moléculas de agUcar
se ligam as antocianidinas por varios membros da familia de enzimas
glicosiltransferases, como por exemplo, o flavondide 3-O-glicosiltransferase (UFGT),
podendo ser ainda mais aciladas com grupos acila aromaticos por aciltransferases. A

enzima chave inicial da biossintese de flavonoides é a chalcona sintase, e as principais



16

enzimas responsaveis pela diversificacdo da antocianina, determinando sua cor séo o

F3'H e F3'5'H (TANAKA; BRUGLIERA, 2013).
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Figura 3. Representacdo da via biossintética da antocianina.

O “*” significa multiplicagao.
Fonte: LIU et al. (2018).

Séo conhecidos mais de 20 tipos de antocianidinas, no entanto apenas seis sdo

prevalentes nas plantas, sendo elas a cianidina,delfinidina, pelargonidina, peonidina,

malvidina e petunidina, sendo a distribuicdo dessas antocianidinas em frutas e vegetais é

de 50%, 12%, 12%, 12%, 7% e 7%, respectivamente (CASTANEDA-OVANDOet al.

2009; ZHAO et al., 2014; KHOO et al. 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Principais Antocianidinas.
Fonte: KHOO et al. (2017).

A cianidina € um pigmento roxo-avermelhado e na natureza é mais encontrada
em vegetais da cor vermelha(CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS 2003).
O pigmento que possui maior semelhanca quimica com a maioria das antocianidinas € a
delfinidina, sendo um pigmento azul-avermelhado ou roxo nas plantas (KATSUMOTO
et al. 2007). A pelargonidina aparece como pigmento vermelho em algumas frutas, e da
uma tonalidade laranjada a algumas flores (JAAKOLA, 2013).A peonidina é uma
antocianidina metilada, bastante encontrada nas plantas, e possui uma cor magenta
visivel, sendo encontrada em uvas e vinho tinto (BAKOWSKA-BARCZAK, 2005). A
malvidina possui uma cor roxa visivel, sendo abundante em flores de cor azul, e
também o principal pigmento vermelho do vinho tinto (MAZZA; FRANCIS, 1995).A
petunidina € um pigmento vermelho escuro ou roxo, soluvel em agua, sendo

encontradas em pétalas de flores roxas (YABUYA, 1997).
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A cor da antocianina é uma caracteristica sensorial importante e muitas vezes
um pardmetro de qualidade importante para uma variedade de produtos de frutas. O acai
(Euterpe oleracea), uma palmeira nativa da Amazonia brasileira, tem sido foco de
crescente atencdo internacional pelo seu potencial de antocianinas (PACHECO-
PALENCIA; HAWKEN; TALCOTT, 2007). Em um estudo realizado,foram
identificadasseis antocianinas (Figura 5) presentes no fruto, sendo elas: cianidina 3-
glucosideos;  cianidina  3-rutinosideo;cianidina-3-sambubiosideo;  peonidina-3-
rutinosideo;pelargonidina-3- glucosideos, e delfinidina-3-glucosideos(CARDOSO et al.,
2015).
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Figura 5. Estrutura quimica das antocianinas encontradas no acai (Euterpe
oleracea).
Fonte: CEDRIM et al. (2018).

Outros estudos realizados para determinar o teor de antocianinas presentes no
fruto obtiveram valores da quantidade desses flavonodides variando de 12,05 a 24,98
mg/100g segundoCoutinho et al. (2017), e em maior quantidade por Pacheco-Palencia
et al. (2009) encontrando um valor de 205,6 mg/100g.

No entanto, uma grande parte das antocianinas presentes nos vegetais Sao
suscetiveis ao calor, luz, pH, oxigénio e algumas enzimas, como a polifenoloxidase, que

restringe sua aplicacdo comercial noprocessamento de alimentos (CAVALCANTI et al.
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2011).Estudos recentes buscam a estabilizacdo quimica da antocianina devido suas
varias aplicagdes, seus efeitos benéficos e seu uso como alternativa aos corantes
artificiais (REIN, 2005).

A estabilidade das antocianinas € dependente do tipo de pigmento da
antocianina, co-pigmentos, luz, temperatura, pH, ions metalicos, enzimas, oxigénio e
antioxidantes (TURTURICA, 2015). Sua estabilidade também ¢ influenciada pelo anel
B da estrutura da antocianina epela presenca de grupos hidroxila ou
metoxila(CASTANEDA-OVANDO, 2009).A respeito disso, a condensacdo ou a
interacdo quimica das antocianinas foi descrita como um mecanismo de co-pigmentacao
que aumenta a estabilidade da cor (BIMPILAS et al. 2016).

A cor das antocianinas depende do pH da solucdo, e isto ocorre devido a
estrutura molecular das antocianinas possuir uma natureza idnica (TURTURICA,
2015).A sensibilidade ao pH é o principal fator limitante no processamento e utilizagéo
das antocianinas, afetando a sua cor e a estabilidade quimica (CABRITA; FOSSEN;
ANDERSEN, 2000).As antocianinas tém quatro estruturas diferentes, que estdo em
equilibrio e incluem céation flavilium, base quinoidal, pseudobase de carbinol e
chalcona. As quantidades relativas destas estruturas em equilibrio sdo variadas e
dependem do pH e estrutura de antocianina (MAZZA; MINITIATI,1993).

Em condicdes acidas, algumas das antocianinas aparecem na cor vermelha. As
antocianinas tém uma tonalidade roxa em pH neutro enquanto que a cor muda para o
azul em pH béasico. Os pigmentos de antocianinas de cor vermelha sdo
predominantemente na forma de cations flavilium (BAKOWSKA-BARCZAK, 2005).
Essas antocianinas sdo mais estaveis em solugdo de pH &cida, ou seja, em pH baixo o
cationflavilium formado permite que a antocianina seja altamente solivel em agua. A
diminuicdo da concentracdo de 4agua aumenta a taxa de desprotonacdo do
cationflavilium, reduzindo a estabilidade da cor (COUTINHO, 2015).

A peonidina (antocianina 3-O-metilada) que possui um tom vermelho cereja em
pH baixo, e azul em pH alto, é diferente da maioria das antocianidinas por possuir maior
estabilidade em pH alto que a cianidina, pelargonidina e delfidina. Por ser estavel em
pH alto a peonidina dar uma tonalidade azul as flores, e também ¢é encontrada em frutos
vermelhos arroxeados, porem em condi¢des de pH baixo (SEN et al. 1991; CHO et al.
2004). A maioria dos pigmentos de antocianina tem uma alta estabilidade em condigdes

acidas em comparagdo com as alcalinas, e a degradagdo ocorre em pH mais alto.
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Cianidina e delfinidina sdo os exemplos de antocianidina que sao estaveis em condic¢des
acidas (KATSUMOTO et al. 2007).

Além das diferentes condicbes de pH, a co-pigmentagdo e a temperatura
influenciam na mudanca de cor das antocianinas. A copigmentacdo é um fenémeno que
acontece quando as antocianidinas sdo reforcadas por ions metalicos ou flavonoide,
ajudando a estabilizar a cor das folhas, flores e frutos da planta (TROUILLAS et al.
2016).

Em relacdo a temperatura, as antocianinas se mostram mais estaveis em
temperaturas mais baixas. Um estudo realizado relatou que em35° C foi reduzido o teor
total de antocianinas na uva para menos da metade da quantidade observada na amostra
controle a 25° C (MORI et al. 2007). No entanto, em solugdes ricas em antocianinas, o
tratamento térmico suave, em torno de 50° C, ndo pode causar a degradacdo dos
pigmentos de antocianina devido a inativacdo da enzima polifenoloxidase que oxida as
antocianinas (PATRAS et al. 2010).

A estabilizacdo quimica das antocianinas é o principal foco de estudosrecentes,
devido as suas aplicacGes abundantes, potencial, seus efeitos benéficose sua utilizacdo
como alternativa a corantes artificiais (REIN, 2005). Varios tipos de antocianinas tém
sido utilizados como indicadores colorimétricos da qualidade dos alimentos por
diversos autores (GOLASZ et al. 2013; PEREIRA et al, 2015; CHOI et al. 2017;
PRIETTO et al, 2017).Portanto, compostos naturais como as antocianinas apresentam
potencial indicador de pH e devem ser estudados (TERCI; ROSSI, 2002).
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE FILME INDICADOR DE pH
COMPOSTO DE GELATINA DE PELE DE PEIXE E EXTRATO PURIFICADO
DEACAI (Euterpe Oleracea).

RESUMO: Este estudo teve como objetivo determinar as melhores concentracdes de
gelatina de peixe e extrato de acai (Euterpe oleracea), para preparar filme
biodegradavel indicador de pH. Um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 22 foi empregado para avaliar duas variaveis independentes (concentracdo de
gelatina e extrato do acai) e duas variaveis dependentes (permeabilidade ao vapor de
agua e solubilidade). Os resultados indicaram que as melhores concentracGes para
preparar o filme foram 1,79% (p / v) gelatina de peixe e 0,097% (p /v) de extrato do
acai. O filme controle foi preparado com 1,79% (p / v) de gelatina. A adi¢do do extrato
do acai resultou no escurecimento dos filmes, no aumento da elongacéo, e reduziu a
solubilidade, no entanto houve um aumento da permeabilidade ao vapor de agua. Esses
resultados indicam que o extrato de acai é capaz de melhorar algumas propriedades dos
filmes de gelatina de peixe, sendo importante considerar o estudo da aplicacdo desse
filme como embalagem inteligente indicadora de pH.

Palavras-chaves:gelatina; otimizacdo; filme biodegradavel; extrato do acai.
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1 INTRODUCAO

Uma das principais preocupacfes dos paises industrializados é a grande
quantidade de residuos bioldgicos principalmente devido ao desperdicio de alimentos
causados por produtores, varejistas e consumidores.Este desperdicio além dos impactos
ambientais tem implicagdes econémicas, pois 0s residuos podem ser utilizados em
diversas aplicagcdes como, por exemplo, como embalagem biodegradavel, que pode ser
uma alternativa para diminuir o uso de plésticos derivados do petroleo (WU et al. 2014;
GUERRERO et al. 2015; CAO et al. 2018; SILVA et al. 2018).

A tecnologia de embalagem de alimentos tem evoluido devido aos grandes
desafios impostos pela sociedade moderna, que além das funcGes tradicionais das
embalagens, buscam alimentos com maior durabilidade, seguros e saudaveis
(REALINI; MARCOS, 2014; BENBETTAIEB et al. 2015). Neste contexto, a criago
deembalagens de alimentos inteligentes e/ou ativas com materiais inteligentes e/ou
ativos, aliadas ao uso de residuos biopoliméricos como matéria prima, é uma tentativa
de garantir maior seguranca e qualidade aos produtos embalados, sem afetar 0 meio
ambiente(DAINELLI et al. 2008; RESTUCCIA et al., 2010).

Embalagem inteligente é definida como um sistema de embalagem que pode
monitorar e informar as condi¢cdes dos alimentos aos consumidores em tempo real
(PEREIRA; DE ARRUDA; STEFANI, 2015). Dispositivos inteligentes geralmente
estdo contidos nestas embalagens, como por exemplo, o indicador de pH (KERRY et
al., 2006).

Indicadores de pH colorimétrico possuem diversas vantagens como sua
facilidade de utilizacdo e o baixo custo, podendo serem utilizados em embalagens de
alimentos para monitorar as mudancas que ocorrem no produto embalado (CO., aminas,
amonia) indicando ao consumidor se o alimento estd ou ndo préprio para uso (SILVA-
PEREIRA et al. 2015; GHAANI et al. 2016). Normalmente esses indicadores
fundamentam-se em corantes sintéticos sensiveis ao pH e uma matriz sélida para reter o
corante, no entanto, o uso de compostos sintéticos devem ser evitados por seus
potenciais efeitos nocivos a saude (ZHANG; LU; CHEN, 2014). Em contrapartida,
corantes naturais sdo vantajosos devido a sua seguranga e caracteristica ecologica, sendo
alternativas para o uso em materiais de embalagens biodegradaveis (MA; WANG, 2016;
MA et al. 2017).
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As antocianinas sao um grande grupo de corantes naturais usados para monitorar
variacfes de pH devido a presenca de substancias fendlicas ou conjugadas que séo
apresentam mudancgas estruturais quando ha uma variagdo no pH (SHAHID;
MOHAMMAD, 2013). Neste contexto, diversos vegetais sdo fonte de antocianinas e
ricos em antioxidantes, como os polifendis, que sdo usados em aplicacbes
farmacéuticas, médicas e alimenticias (GOMEZ-GUILLEN et al. 2009; FREILE-
PELEGRIN; ROBLEDO, 2014).

O acai (Euterpe olerarea) é uma palmeira nativa da floresta amazonica
brasileira, sendo uma das principais arvores que produzem o palmito. Além disso, o
acaizero também produz um fruto com grandes propriedades nutricionais e alto valor
para as inddstrias de alimentos e de cosméticos. Tem sido descrito como uma fruta
calérica e rica em proteinas, acidos graxos poliinsaturados, acUcares, assim como
carotendides e antocianinas que estdo entre seus principais componentes (DARNET et
al. 2011; PERIS et al. 2018). Existe na literatura diversos estudos do uso de
biopolimeros e antocianinas para a producdo de indicadores de pH (PEREIRA et al.
2015; MUSSO et al. 2016; PRIETTO et al 2017; CHOI et al. 2017), porém o uso do
acai como material para a producdo de embalagens indicadores de pH ainda nao foi
estudado.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi estabelecer as condi¢bes 6timas para
desenvolver filme biodegradavel de gelatina de peixe com adicéo de extrato purificado
do acai como indicador de pH, utilizando Delineamento Composto Central Rotacional
22 (DCCR).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL

Foi utilizada pele de peixe da espécie pescada amarela (Cynoscion acoupa),
proveniente do processo de filetagem, da industria de pesca Ecomar (Vigia-PA, Brasil),
para a producdo da gelatina. O extrato purificado seco do acai (Euterpe oleracea)
(Amazon Dreams, Brasil) foi utilizado como indicador de pH.

2.2 METODOS

2.2.1 Extracdo da gelatina de pele de pescada amarela (Cynoscion acoupa)

A extracdo da gelatina foi realizada de acordo com a metodologia descrita
porSilva et al. (2018) com adaptacdes dotempo etemperatura de imersdo, obtidas em
ensaios preliminares. As peles foram cortadas 4cm x 4cm, lavadas em agua corrente e
imersas em solucdo de cloreto de sédio 0,6 M 1:5 (peso/volume) por 15 minutos, sob
agitacdo de 85 rpm a 25°C em incubadora Shaker (Luca-223, Brasil). Em seguida o
material foi submerso em solucéo de hidréxido de sodio a 0,3M 1:5 (peso/volume) por
15 minutos, sob agitacdo constante e lavada em &gua corrente. Posteriormente foi
imerso em solucéo de &cido acético 0,02 M 1:5 (peso/volume) por uma hora sob agitacdo
e lavado em agua corrente. A fase seguinte de extracao foi realizada com &gua destilada
em banho maria (Tecnal, Te-057, Brasil) por 6 h a 60 °C, mantendo 1:5 (peso/volume).
Apos a extracdo, o filtrado obtido foi colocado em bandejas de inox, congelado em
freezer a -23°C e liofilizado a -50°C/36 horas (Liotop- L101, Brasil). Finalmente a
gelatina obtida foi embalada a vacuo (Embaladora Fastvac, F200, Brasil) e armazenada

a -23°C até a realizacdo dos filmes.

2.2.2 Elaboracéo dosfilmes

Os biofilmes foram obtidos de acordo com Silva et al. (2018) com modificacédo
do material adicionado. As concentracdes de extrato seco do acai utilizada no
delineamento foram definidas a partir de ensaios preliminares, evitando filmes muito
claros ou muito escuros, conforme Veiga-Santos; Datchfield; Tadini (2010).

Diferentes concentracBes de gelatina de peixe e extrato seco do acai foram
misturadas com agua destilada (p/v) por suspensdo, de acordo com o Delineamento

Composto Central Rotacional (DCCR) fixando aconcentragdo doplastificante(glicerol)
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em 15% em relacdo a massa de gelatina de peixe.As solucGes filmogénicas contendo
gelatina em diferentes concentrac@es, plastificante e 4gua destilada foram colocadas em
banho-maria por 20 minutos a 60°C para solubilizar a gelatina. Apds atingir a
temperatura ambiente (£25°), o pH das solucdes foi ajustado para 4,5 com &cidocitrico
2M. Em seguida, diferentes concentracdes de extrato seco do acai foram misturadas as
solucdes e foram homogeneizadas (Turratec/Tecnal, TE-102) a 10.000 rpm durante 5
minutos. De acordo com o métodocasting, 130mL das solugdes filmogénicas obtidas
foram adicionadas em suporte de silicone (22cm de didametro x 3cm de altura), e secasa
35°C por 16hs em estufa com circulacdo e renovacgéo de ar (Tecnal, TE 394/7). Apds a
secagem, os filmes foram acondicionados em embalagemde polietileno, selados
(Embaladora Fastvac, F200, Brasil) e armazenados a temperatura ambiente até serem
analisados. O mesmo procedimento foi realizado para o filme controle (sem adi¢édo de

extrato do acai).

2.2.3 Delineamento Composto Central Rotacional

Para estabelecer a melhor combinacéo de gelatina e antocianina no filme obtido,
foi realizado umDelineamento Composto Central Rotacional (DCCR) de segunda
ordem (22). O delineamento foi composto de 11 experimentos, sendo 4 ensaios fatoriais
(combinacdo entre 0s niveis £1), 4 ensaios com pontos axiais - o e + a, € 3 repeti¢des no
ponto central (Tabela 1). As varidveis independentes foram as concentracfes de gelatina
e antocianina; e as variaveis dependentes foram permeabilidade a vapor de agua (PVA)

e solubilidade.

Tabela 1. Definicéo dos niveis das variaveis estudadas na obtencéo do filme.

- -1 0 +1 +
FATORES (%) “ " 2 a 401‘4)
Gelatina de peixe (GP) 1,79 2 2,5 3 3,20
Extrato doacai (EA) 0,065 0,075 0,097 0,120 0,128

2.2.4 Determinacéo das propriedades dos filmes

As espessuras dos biofilmes foram medidas utilizando um micrémetro digital com
resolucdo de 0,001 mm (Insize, modelo IP54) em oito locais aleatorios obedecendo um
afastamento da borda de 60 mm (LIMPAN et al. 2010).
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A permeabilidade a vapor de agua foi realizada utilizando o método modificado
ASTM (American Society for TestingandMaterials, 1989) descrito por Arfat et al.
(2014). Os filmes foram colocados em recipiente de permeacéo de vidro com 4,5 cm de
diametro e 7,0 cm de altura contendo 10g de silica gel seca (0% UR; 0 Pa de pressao de
vapor de agua a 30 °C) com adesivo de silicone. Em seguida, o0s recipientes de
permeacao foram colocados em dessecadores com agua destilada a 30 °C (99% de UR;
42449 Pa de pressdo de vapor a 30 °C) e pesados ap6s 17 horas. A PVA dos filmes foi
calculada com a Equacéo 2.1 e a andlise foi realizada em triplicata.

PVA = W.X/A.t.AP (2.1)

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de &gua (g. m=2. s Pal); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t:
tempo de incubagdo (segundos); AP: diferenga de pressao parcial (Pa).

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacdo (%E) dos filmes foram determinadas
em temperatura ambiente, empregando a metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996)
descrita por Limpan et al. (2010), utilizando texturémetro (CT3, Brookfield), na qual a
separacdo inicial das garras e a velocidade da probe foram de 20 mm e 1 mm.s?,
respectivamente. Os filmes foram cortados em pedacos de 60 mm x 25 mm
(comprimento x largura) e a RT e %E foram calculadas conforme as Equacges 2.2 e 2.3,

respectivamente. A anélise foi realizada em triplicata.

RT = Fm/A (2.2)

Onde: RT: Resisténcia a tracdo (MPa); Fm: For¢ca maxima no momento da ruptura do filme (N);
A: area da seccdo transversal do filme (m?).

E = di/dinicia X 100 (2.3)

Onde: E: elongacdo (%); dT: distancia total no momento da ruptura (mm); dinicial: distancia
inicial de separagdo das garras.

Para avaliar a solubilidade, os filmes foram recortados em discos de 2 cm de
didametro e determinada a matéria seca inicial em estufa a 105°C por 24 horas. Apos a
primeira pesagem, as amostras foram imersas em recipientes contendo 50 mL de agua.
O sistema foi agitado em Incubadora shaker refrigerada (Cielab, modelo CE-725B) com
velocidade de 70 rpm por 24 horas, a 25°C. Ap0s este periodo, as amostras foram
removidas e secas (105°C por 24 horas), para determinar a matéria seca ndo dissolvida
em agua (GONTARD et al. 1994). A analise foi realizada em triplicata.
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A cor dos filmes foideterminada em colorimetro (Konica Minolta, CR 410)
usando um fundo branco para a obtencdo dos parametros de L* (luminosidade), a*
(intensidade do vermelho), b* (intensidade do amarelo), C* (valor do croma) e h”

(angulo de tonalidade), sendo realizadas em 4 locais proximo ao centro do filme.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises foram avaliados com o auxilio do software Microsoft
Office Excel 2007. A anélise estatistica dos resultados foi realizada por meio do
programa Statistica versdo 7.0 (STATSOFT Inc., 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL 22

Na tabela 2 encontra-se a matriz codificada e seus respectivos niveis juntamente
com os valores experimentais dos parametros permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) e

solubilidade.

Tabela 2. Resultados experimentais para permeabilidade ao vapor de é&gua
eSolubilidade obtidas sob diferentes condi¢Bes do delineamento 22.

Valores Codificados Valores Experimentais
Ensaios GP EA PVA Solubilidade
(%) (%) (x10 g.m™. st Pa™) (%)
1 -1 -1 3,84 27,87
2 1 -1 6,83 26,01
3 -1 1 4,34 24,93
4 1 1 7,17 32,73
5 -1,414 0 2,65 25,01
6 1,414 0 7,48 28,92
7 0 -1,414 5,02 25,04
8 0 1,414 5,98 28,05
9 0 0 5,40 30,84
10 0 0 5,18 29,85
11 0 0 5,16 29,09

GP (%): Gelatina de peixe; EA (%): Extrato do Acai; PVA: Permeabilidade ao vapor de agua (x101!
g.m? st pal).

Os resultados obtidos para os 11 ensaios realizados apresentaram como valores
maximo e minimo 7,48 e 2,65 x10** g.m™. s*. Papara permeabilidade ao vapor de
agua e 32,73 e 24,93% para solubilidadedemonstrando que houve influéncia da

concentracdo dos componentes utilizados nas propriedades dos filmes de gelatina de
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peixe.Os resultados da analise estatistica, aplicados aos dados experimentais de
permeabilidade a vapor de agua e solubilidade, foram determinados através do erro puro
e sdo mostrados na Tabela 3 abaixo. Os efeitos significativos (p<0,05) dos fatores

lineares, quadraticos e interacdo sdo mostrados em negritos.

Tabela 3. Efeito estimado, erro puro, grau de significancia estatistica para
permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) e solubilidade.

PVA
Variaveis Efeitoestimado Erropuro t(2) Significancia
estatistica (p)
Gelatina de Peixe (L) 3,166 0,094 33,586 0,000
Gelatina de Peixe (Q)  -0,049 0,112 -0,449 0,701
Extrato do Acai (L) 0,572 0,094 5,834 0,026
Extrato do Acai (Q) 0,381 0,113 3,432 0,078
Gelatina xExtrato -0,085 0,133 -0,600 0,585
Solubilidade
Variaveis Efeito Erro t(2) Significancia
estimado puro estatistica (p)
Gelatina de Peixe (L) 2,871 0,289 9,917 0,010
Gelatina de Peixe (Q) 1,057 0,344 3,067 0,091
Extrato do Acai (L) 2,011 0,289 6,945 0,020
Extrato do Acai (Q) 0,634 0,344 1,841 0,206
Gelatina xExtrato 4,827 0,409 11,790 0,007

De acordo com Barros Neto et al. (2001) o efeito indica o quanto cada fator ird
influenciar nas respostas estudadas. Um efeito positivo indica que quando se aumenta a
variavel, a resposta também aumenta, ou seja, sdo diretamente proporcionais. Ja no
efeito negativo ocorre o contrério, sendo inversamente proporcionais, ja em relacdo ao
valor t, seu valor e diretamente proporcional a probabilidade da varidvel ser
significativa. O coeficiente p ¢ normalmente escolhido como intervalo de confianca,
com um valor de 95%, podendo-se afirmar que, para valores de P inferiores 0,05, a
influéncia da variavel € considerada estatisticamente significativa.

Como observado na Tabela 3, os parametros gelatina de peixe (L) e extrato do
acai (L) da resposta permeabilidade a vapor de agua e gelatina de peixe (L), extrato do
acai (L) e a interacdo Gleatina x Extrato da resposta solubilidade apresentaram efeito
positivo indicando que um aumento em qualquer um desses fatores implica em um
aumentodas respostas. Ja os parametros (Q) de permeabilidade e solubilidade, assim

como a interacdo da permeabilidade apresentaram efeito negativo, mostrando queum
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aumento nesses fatores implicaria em uma diminuicdo napermeabilidade e solubilidade.
Os valores de t e coeficiente p também mostram valores coerentes com relagdo ao que
foi dito acima. Verifica-se também que a gelatina de peixe (L) e a interacdo Gelatina x
Extrato sdo os que apresentam maior efeitosobre asrespostas permeabilidade e
solubilidade, respectivamente.

Desprezando-se os fatores ndo significativos para a permeabilidade a vapor de
agua (PVA) e solubilidade, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) para verificar a
significancia da regressdo e da falta ajuste ao nivel de 95% de confianca, utilizando o

teste F para o planejamento estudado (Tabela 4).
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Tabela 4: Analise de variancia (ANOVA) do modelo ajustadopara Permeabilidade ao
vapor de 4gua (PVA) e Solubilidade.

PVA
Fonte de variacéo SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado R?

(p=0,05)

Regressdo 20,661 2 10,330 153,48 4,46 0,98

Residuo 0,538 8 0,067

Falta de ajuste 0,503 6 0,083 4,73 19,3

Erro puro 0,035 2 0,017

Total 21,199 10

Solubilidade

Fonte de variacéo SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado R?
(p=0,05)

Regressao 47,481 3 15,827 12,43 6,59 0,90

Residuo 5,093 4 1,273

Falta de ajuste 4,757 2 2,378 14,19 19

Erro puro 0,335 2 0,167

Total 52,574 10

SQ: Soma Quadratica GL: Grau de Liberdade MQ: Média Quadratica

A ANOVA mostrou que os modelos ajustados para as respostas PVA e
Solubilidade apresentaram regressdo significativa (Fca>Ftn), porém preditiva apenas
para a resposta PVA, e a falta de ajuste ndo significativa. De acordo com Barros Neto et
al. (2001), uma regressao, embora seja significativa do ponto de vista do teste F, pode
ndo ser Util para realizar previsdes por cobrir faixa de variacdo pequena dos fatores
estudados. Box e Wetz (1973) sugeriram que para umaregressdo ser significativa
estatisticamente e (til para fins preditivos, o valor do F calculado para a regressao deve
ser minimo quatro a cinco vezes maior que o tabelado. No caso deste estudo somente a
resposta PVA apresentou o F calculado 34 vezes maior que o tabelado. No entanto o F
da falta de ajuste em relagéo ao erro puro deve apresentar o menor valor possivel, pois

alto valor de F indica que ha grande falta de ajuste dos dados ao modelo.
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O coeficiente de determinacio (R?) obtido para as respostas de PVA e
solubilidade através do erro puro foi de 0,98 e 0,90indicando que o modelo explicou
98% da variagdo dos dados experimentais para PVA, e 90% para a solubilidade. O
modelo proposto pararepresentar as respostas permeabilidade a vapor de agua e

solubilidade na obtencédo do filme de gelatina e extrato do agai € mostrado abaixo:

PVA (x10* g.m™. st Pal) = 524 + 1,58GP + 0,28EA (3.1)
S (%) = 26,47 + 1,43GP + 1EA + 2,41GE (3.2)

Onde: PVA: Permeabilidade a vapor de agua; S: Solubilidade;GP: Gelatina de peixe;EA:
Extrato do acai

Na Figuras 1.1 e 1.2 sdo mostrados os graficos de superficie de resposta e curvas
de niveis geradas através do modelo propostopara as respostas PVA e Solubilidade,
confirmando a anélise dos efeitos realizados anteriormente, sendo melhor a visualiza¢do

da variacdo das respostas.

0.097

Extrate do agai (%)

0075

0065
1719 2 25 3 32

Gelating & pocce (%)

Figura 1.1.Gréfico de superficie de resposta e curva de nivel para permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) relacionando as concentragGes de gelatina de peixe (%) e extrato do acai (%) para
obtencdo do filme.



43

W R E RN

]

L, T
Beawis
HECCNNN
PREeNE
Enttis 86 6

i F 15 1 12
u-""‘ L= Er 6 pacos (%)

Figura 1.2.Gréfico de superficie de resposta e curva de nivel para solubilidade, relacionando as
concentragdes de gelatina de peixe (%) e extrato do agai (%), para a obtencao do filme.

Na Figura 1.1 é possivel observar que ocorre o aumento da permeabilidade a vapor
de 4gua ao aumentar a concentracdo de gelatina e extrato do acai. O grafico de curva de
nivel mostra que a regido de 2,1 % em diante de concentracdo de gelatina resulta em maior
PVA. Esse comportamento € justificado pelas caracteristicas hidrofilicas da gelatina
devido a sua composicdo de aminoacidos, particularmente os teores de prolina e
hidroxiprolina (LIU et al. 2012). O efeito da antocianina sobre a resposta foi em menor
intensidade que a gelatina de peixe como mostrado na Tabela 3.

A Figura 1.2 mostra os graficos de superficies de resposta e curvas de nivel da
resposta solubilidade. A interacdo gelatina x extrato apresentou maior efeito sobre a
solubilidade e segundo Barros Neto et al. (2001) quanto maior for o efeito, maior é a sua
influéncia sobre a resposta, confirmado pela Tabela 4. Essa interpretacdo também pode ser
observada no grafico de curvas de nivel, onde a interacdo desses componentes mostra
regides de maior solubilidade nas concentragfes mais altas dos dois componentes. De
acordo com Maciel et al. (2012) quando uma interagcdo apresenta efeito significativo, as
consideracBes a respeito de uma varidvel devem ser feitas dentro do limite de outra
variavel.

Gomez-Estaca et al. (2008a) relata que ao adicionar extratos antioxidantes a gelatina
de pele de atum aumentou na solubilidade do filme, devido a quebra ou degradacdo de
cadeias alfa ligadas covalentemente ou mesmo agregados de alto peso molecular induzidos

pelos compostos fendlicos presentes.
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3.2 OBTENCAO DAS CONDICOES OTIMAS POR DESEJABILIDADE

A estimativa das condicGes 6timas para a obtencdo do filme biodegradavel com
extrato de acai como indicador de pH foi realizada por meioda FuncdoDesejabilidade
(Figura 2).
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Figura 2. Perfis de Desejabilidade para concentracGes de gelatina de peixe e extrato de
acaino filme biodegradavel. GP: gelatina de peixe; EA: extrato do acai.

Na Figura 2, os quatro primeiros graficos superiores apresentam o perfil de
desejabilidade individual e os valores preditos para as respostas, PVAe solubilidade,
onde a linha azul tracejada representa os valores 6timos para cada resposta.
Osdoisultimos graficos, apresentam as concentracBes Otimas de gelatina de peixee
extrato do acai, indicados pelas linhas tracejadas em vermelho.

Com base nos resultados da funcéo desejabilidade foi possivel verificar que para
se obter filmes com o méaximo valor da funcdo desejabilidade global (igual a 93%)
deve-se utilizar concentracdes de gelatina de peixe e extrato do acai com valores de
1,79% e 0,097% respectivamente, conforme o DCCR aplicado.Portanto, o filme
elaborado com essas concentracdes, podera apresentar valores médios em torno de 2,96
x101 g.m 1. s1. Pa! para PVA e 25,5% para solubilidade.

Os resultados obtidos no perfil desejabilidade, sdo compativeis com os dados

experimentais avaliados através da superficie de resposta, que mostra uma tendéncia,
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para utilizacdo de baixas concetracdes de gelatina de peixe e concetracdes de extrato do

acai proximas a regido do ponto central.

3.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

O filme indicador de pH obtido com as concentracfes 6timas indicadas pelo
perfil de desejabilidade foi avaliado através das determinagdes da espessura, PVA,
solubilidade, resistencia a tragdo (RT), elongacédo e parametros de cor (L*, a*, b*, C* e
h) e comparado com um filme controle sem a adi¢do do extrato do acai. Os resultados

das anélises sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizacgéo fisica e quimica do filme indicador de pH e controle.

Determinacdes Controle* Fl

Espessura (mm) 0,062+0,008? 0,066+0,0022
PVA

(x10 g.m?. st Pa?) 6,73+0,109° 7,11+1,506°

Solubilidade (%) 28,96+2,234% 23,28+2,522°

RT (MPa) 11,441,032 9,38+1,16°
E (%) 35,50+0,21° 41,50+0,45"
Parametros de Cor

L* 89,03+0,2172 36,52+0,628°

ax 0,87+0,0172 35,21+0,754°

b* 4,52+0,177° 19,12+1,077°

C* 4,60+0,0972 40,06+0,035°

h 79,13+0,0972 28,50+0,035"

*Sem adicdo do extrato do acai. FI: Filme indicador de pH.Média £ Desvio Padrao.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatisticasignificativa entre as
amostras (p < 0.05).

Com relacdo a espessura os resultadosnao apresentaram diferenca entre o filme
padrdo e o indicador de pH. De acordo com Prietto et al. (2018) a espessura dos filmes é
diretamente proporcional a concentracao de sélidos na formulacdo, a adi¢do do extrato
de acai aumentou ligeiramente a espessura, sem diferenca. De acordo com Sobral
(2000), nem sempre o efeito das varia¢bes nas propriedades do filme é conseqliéncia de
variacdo na espessura, no entanto, é crucial levar isso em conta, visto que ela pode
definir o tipo de aplicacdo. De acordo com Silva et al. (2016) filmes com maior
espessura degradam mais lentamente. Henrique et al. (2008) relata que o controle da
espessura é dificil, principalmente nos processos do tipo casting, como o utilizadoneste
trabalho.

Com relacdo a PVA pode-se observar que o filme com antocianina ndo apresentou

diferenga em relacéo ao filme padrdo. No entanto, a adi¢do do extrato de acai acarretou em
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pequeno aumento do PVA do filme, ndo obtendo o valor indicado pelo perfil de
desejabilidade. De acordo com os autores Veiga-Santos; Datchfield; Tadini (2010) que
incorporaram extrato de uva em filmes biodegradaveis de amido, os compostos naturais
presentes nos extratos naturais podem ser a razdo desse aumento, visto que eles podem
atuar como plastificantes, criando regibes com maior mobilidade, permitindo maior
interacdo com a &4gua. Gémez-Guillén et al. (2007) incorporaram extrato de murta (Ugni
molinae) em filmes de gelatina de atum e descobriram que o extrato causou aumento da
permeabilidade a vapor de agua, atribuido as interac6es polifenol-proteina.

A solubilidade do filme indicador de pH e o padrdo foi de 28,967 e 23,281
respectivamente, (Tabela 5) com diferenca (p < 0.05). Ahmad et al. (2015) trabalhou
com filmes de gelatina de peixe e encontrou solubilidade de 94,9%, superior ao
encontrado neste trabalho. De acordo com Hoque et al. (2010) isso se da devidoa
presenca de aminoacidos altamente hidrofilicos, que facilitam a solubilizacdo dos
filmes. Segundo Borkowski et al. (2005), a glicosilagdo de antocianinas aumenta a
solubilidade em agua, enquanto a acilacdo diminui a solubilidade, o que pode justificar
os valores menores de solubilidade encontrados nesse trabalho.

As propriedades mecéanicas dos filmes em geral estdo amplamente associadas a
natureza e a estrutura quimica dos materiais de formacdo de filmes (AHMAD et al.
2015). A adicdo do extrato de acai reduziu a resisténcia a tracdo do filme, e aumentou
sua elongacdo quando comparado com o filme controle, apresentando diferenca
(p<0,05). A resisténcia a tracdo foi inversamente proporcional ao PVA, possivelmente
devido ao efeito de plastificacdo causada pelos compostos do extrato, como relatado por
(VEIGA-SANTOS; DATCHFIELD; TADINI, 2010) que aumentaram sua elongacgéo e
diminuiu a resistencia a tracdo, o0 mesmo comportamento foi observado Prietto et al.
(2017), e de acordo com o autor, a presenca de antocianinas pode enfraquecer as
interacdes intermoleculares e, assim, afetar as propriedades mecénicas dos filmes.
Pereira et al. (2015) relata que a resisténcia a tracdo dos filmes contendo antocianinas
diminuiu quando comparados com o filme controle, mostrando que as interacfes entre
antocianinas e polimeros influenciam a resisténcia do filme.

Na Figura 3 pode-se observar que a cor do filme controle foi diferente quando
comparado ao filme comextrato do acgai que apresentou cor avermelhada.

De acordo com a Tabela 5, o filme contendo extrato do acai era mais escuro,
mais avermelhado e amarelo com relacdo aos pardmetros L*, a* e b* quando

comparado com o filme controle, apresentando diferenca (p < 0.05). Isso ocorre devido
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aos pigmentos hidrossolUveis presentes nas antocianinas do extrato do acai, e que
variagOes de cor dos filmes indicadores de pH estéo relacionadas a diferentes estruturas
moleculares das antocianinas, dependendo do pH das solugdes (HE et al. 2015; DE
MOURA et al. 2018).De acordo com Terci; Rossi, (2002) a cor vermelha é atribuida ao
cation flavilium, que surge quando a antocianina estd em meio &cido, visto que a
solucdo filmogénica tinha um pH de 4,5 ajustado com &cido citrico.

Com relagdo aos valores de croma e angulo de tonalidade (C* e h) do filme
controle e do filme indicador de pH, eles apresentaram diferenca (p < 0.05). O filme
controle se mostrou acromatico em relacdo ao filme indicador que apresentou cor mais
intensa. O valor do &ngulo de tonalidadedo filme controle confirmou sua tendéncia a cor
amarela, que pode ser justificada devido ao tom levemente amarelado da solugéo
filmogénica de gelatina. Em relacdo ao filme indicador de pH com extrato do acai, o
angulo de tonalidade confirmou a cor vermelha, atribuida ao céation flavilium da

antocianina presente no extrato do a¢ai em meio acido.

Figura 3. (a) Filme biodegradavel sem adicdo de extrato do acai (controle) (b) Filme
indicador de pH com extrato do acai.

4. CONCLUSAO

A utilizacdo de gelatina da pele de peixe e extrato de acai é alternativa para o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis, cujas propriedades podem ser modificadas
controlando as concentracGes dos componentes utilizados. A adi¢do do extrato de acai
no filme aumentou a elasticidade, diminuiu a solubilidade e modificou sua cor
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mostrando boa aparéncia, no entanto, houve aumento da permeabilidade a vapor de
agua. De acordo com isso, € interessante considerar o estudo da aplicacdo desse filme

como embalagem inteligente.



49

REFERENCIAS

AHMAD,M.; HANI, N. M.; NIRMAL, N. P.; FAZIAL, F. F.; MOHTAR, N. F,;
ROMLI, S. R. (2015). Optical and thermo-mechanical properties of composite films
basedon fish gelatin/rice flour fabricated by casting technique. Progress in Organic
Coatings, v. 84, 115-127.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS — ASTM. (1996).D882-
91: Standard Test Methods for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting.
Philadelphia (Annual Book of ASTM Standards).

ARFAT, Y. A.; BENJAKUL, S.; PRODPRAN, T.; OSAKO, K. (2014). Development
and characterisation of blend films on fish protein isolate and fish gelatin. Food
Hydrocolloids, v. 39, 58-67.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I. S.; BRUNS, R. E. (2001). Como fazer
experimentos pesquisa e desenvolvimento na ciéncia e na industria. Campinas:
Editora da UNICAMP.

BENBETTAIEB,N.; KARBOWIAK,T.; BRACHAIS, C. H..DEBEAUFORT, f.
(2015).Coupling tyrosol, quercetin or ferulic acid and electron beam irradiation to cross-
link chitosan — gelatin films: A structure — function approach. European Polymer
Journal, v. 67, 113-127.

BORKOWSKI, T.; SZYMUSIAK, H.; GLISZCZYNSKA-SWIGLO, A;
TYRAKOWSKA, B. (2005). The effect of 3-O-beta-glycosylation on structural
transformations of anthocyanins. Food Research International, v. 38, 1031-1037.

BOX, G.E.P.; WETZ, J. (1973). Criteria for judging adequacy of estimation by an
approximate response function. University of Wisconsin Technical Report, n.9.

CAOQ, L.; LIU, W.; WANG, L. (2018). Developing a green and edible film from Cassia
gum: The effects of glycerol and sorbitol. Journal of Cleaner Production, v. 175,
276-282.

CHOI, 1.; LEE, J.Y.; LACROIX M.; HAN J. (2017). Intelligent pH indicator film
composed of agar/potato starch and anthocyanin extracts from purple sweet potato.
Food Chemistry, v. 218, 122.

DAINELLI, D.; GONTARD, N.; SPYROPOULOS, D.; ZONDERVAN-VAN DEN
BEUKEN, E.; TOBBACK, P. (2008). Active and intelligent food packaging: legal
aspects and safety concerns. Trends in Food Science and Technology, v. 19, 103-112.

DARNET, S.; SERRA, J. L.; DA CRUZ RODRIGUES, A. M.; MELLER DA SILVA,
L. H. (2011). “A highperformance liquid chromatography method to measure
tocopherols in assai pulp (Euterpe oleracea)”Food Research International, v. 44,
2107-2111.

DE MOURA, S. C. S. R,; BERLING, C. L.; GERMER, S. P. M.; ALVIM, I. D,
HUBINGER, M. D. (2018). Encapsulating anthocyanins from Hibiscus sabdariffa L.
calyces by ionic gelation: Pigment stability during storage of microparticles. Food
Chemistry, v. 241, 317-327.



50

FREILE-PELEGRIN, Y.; ROBLEDO, D. (2014). Bioactive phenolic compounds from
algae. In B. Hernandez-Ledesma, M. Herrero. Bioactive compounds from marine
foods: Plant and animal sources (p. 131e152). Chichester: John Wiley & Sons.

GHAANI, M.; COZZOLINO, C. A.; CASTELLLI, G.; FARRIS, S. (2016). An overview
of the intelligent packaging technologies in the food sector. Trends Food Science
Technology, v. 51, 1-11.

GOMEZ-ESTACA, J.; MONTERO, P.; FERNANDEZ-MARTIN, F.; ALEMAN, A
GOMEZ-GUILLEN, M. C. (2008a). Physical and chemical properties of tuna-skin and
bovine-hide gelatin films with added aqueous oregano and rosemary extract. Food
Hydrocolloids, v. 23, 1334-1341.

GOMEZ-GUILLEN, M. C.; IHL, M.; BIFANI, V.; SILVA, A.; MONTERO, P. (2007).
Edible films made from tuna-fish gelatin with antioxidant extracts of two different
murta ecotypes leaves (Ugni molinae). Food Hydrocolloids, v. 21, 1133-1143.

GOMEZ-GUILLEN, M. C.; PEREZ-MATEQS, M.; GOMEZ-ESTACA, J.; LOPEZ-
CABALLERO, E.; GIMENEZ, B.; MONTERO, P. (2009). Fish gelatin: A renewable
material for developing active biodegradable films. Trends in Food Science &
Tehcnology, v. 20, 3-16.

GONTARD, N.; DUCHEZ, C.; CUQ, J.L.; GUILBERT, S. (1994). Edible composite
film of wheat gluten and lipids-water vapor permeability and other physical properties.
International Journal of Food Science and Technology, v.29, 39-50.

GUERRERO, P.; ARANA, P.; O'GRADY, M. N.; KERRY, J. P.; DE LA CABA, K.
(2015). Valorization of industrial by-products: Development of active coatings to
reduce food losses. Journal of Cleaner Production, v. 100, 179-184.

HE, X. L.; LI, X. L.; LV, Y. P.; HE, Q. (2015). Composition and color stability of
anthocyanin-based extract from purple sweet potato. Food Science and Technology, v.
35, 468-473.

HENRIQUE, C. M.; CEREDA, M. P.; SARMENTO, S. B. S. (2008). Caracteristicas
fisicas de films biodegradaveis produzidos a partir de amidos modificados de mandioca.
Ciencia e Tecnologia de alimentos, v. 28, 231-240.

HOQUE, M.S.; BENJAKUL, S.; PRODPRAN, T. (2010). Effect of heat treatment of
film-formingsolution on the properties of film from cuttlefish (Sepia pharaonis) skin
gelatin.Journal of Food Engenering, v. 96, 66—73.

KERRY, J. P.; O’GRADY, M. N.; HOGAN, S.A. (2006). Past, current and potential
utilisation of active and intelligent packaging systems for meat and muscle-based
products: a review. Meat Science, v. 74, 113-130.

LIMPAN, N.; PRODPRAN, T.; BENJAKUL, S.; PRASARPRAN, S. (2010). Properties
of biodegradable blend films based on fish myofibrillar protein and polyvinyl alcohol as
influenced by blend composition and pH level.Journal Food Engineering, v. 100, 85-
92.



51

LIU, Z,; GE, X.; LU, Y.; DONG, S.; ZHAO, Y.; ZENG, M. (2012).Effects of chitosan
molecular weight and degree of deacetylation on the properties of gelatine-based films.
Food Hydrocolloid, v. 26, 311-317.

MA, Q.; WANG, L. (2016). Preparation of a visual ph-sensing film based on Tara gum
incorporating cellulose and extracts from grape skins. Sensors and Actuators B:
Chemical.DOI: dx.doi.org/doi:10.1016/j.snb.2016.05.107.

MA, Q.; DU, L.; WANG, L. (2017). Tara gum/polyvinyl alcohol-based colorimetric
NH3 indicator films incorporating curcumin for intelligent packaging, Sensors and
Actuators B: Chemical. DOI: dx.doi.org/10.1016/j.snb.2017.01.035.

MACIEL, R. A VIANA,,C. M. C.;SIM(N)E,S, M. G.; FONTELLES, M. J. P. (2012).
DESIDRATACAO OSMOTICA DE FILES DE PIRARUCU (Arapaima gigas).
Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial, v. 6, 618-629.

MUSSO, Y. S.; SALGADO, P. R.; MAURI, A.N. (2016). Gelatin based films capable
of modifying its color against environmental pH changes, Food Hydrocolloids. DOI:
10.1016/ j.foodhyd.2016.06.013.

PEREIRA, V. A.; DE ARRUDA, I. N. Q.; STEFANI, R. (2015). Active chitosan/PVA
films with anthocyanins from Brassica oleraceae (Red Cabbage) as time-temperature
indicators for application in intelligent food packaging. Food Hydrocolloids, v. 43,
180-188.

PERIS, C. S.; CAIADO, R. R.; LIMA-FILHO, A. A. S.; RODRIGUES, E. B.; FARAH,
M. E.; GONGCALVES, M. B.; ALVES, B. Q.; URUSHIMA, J. G. P.; RAGAZZI, R;;
MAIA, M. (2018). Analysis of Anthocyanins Extracted from the Acai Fruit (Euterpe
oleracea): A Potential Novel Vital Dye for Chromovitrectomy. Journal of
Ophthalmology. DOI: doi.org/10.1155/2018/6830835.

PRIETTO, L.; MIRAPALHETE, T.C.; PINTO, V.Z.; HOFFMANN, J. F.; VANIER, N.
L.; LIM, L. T.; GUERRA DIAS, A. R.; DA ROSA ZAVAREZE, E.; (2017). pH-
sensitive films containing anthocyanins extracted from black bean seed coat and red
cabbage. LWT -Food Science Technology, v. 80, 492-500.

REALINI, C. E.; MARCOS, B. (2014). Active and intelligent packaging systems for a
modern society. Meat Science, v. 98, 404-4109.

RESTUCCIA, D.; SPIZZIRRI, U. G.; PARISI, O. I; CIRILLO, G.; CURCIO, M,
IEMMA, F.; PICCI, N. (2010). New EU regulation aspects and global market of active
and intelligent packaging for food industry applications. Food Control, v. 21, 1425—
1435.

SHAHID, M.; MOHAMMAD, F. (2013). Recent advancements in natural dye
applications: a review. Journal of Cleaner Production, v. 53, 310-331.

SILVA, M.; LOPES, P. S.; DA SILVA, C. F.; YOSHIDA, C. M. P. (2016).Active
packaging material based on buriti oil - Mauritia flexuosa L.f. (Arecaceae) incorporated
into chitosan films. Journal of Applied Polymer Science, v.133,1-9.

SILVA, N. S.; HERNANDEZ, E. J. G. P.; ARAUJO, C. S.; JOELE, M. R. S. P,,
LOURENCO, L. F. H. (2018). Development and optimization of biodegradable fish
gelatin composite film added with buriti oil, CyTA - Journal of Food, v. 16, 340-349.


http://dx.doi.org/doi:10.1016/j.snb.2016.05.107
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2017.01.035
https://doi.org/10.1155/2018/6830835

52

SILVA-PEREIRA, M. C.; TEIXEIRA, J. A,; PEREIRA-JUNIOR, V. A.; STEFANI, R.
(2015). Chitosan/corn starch blend films with extract from Brassica oleraceae (red
cabbage) as a visual indicator of fish deterioration. LWT-Food Science and
Technology, v. 61, 258-262.

SOBRAL, P. J. A. (2000). Influéncia da espessura de biofilmes feitos a base de
proteinas miofibrilares sobre suas propriedades funcionais. Pesquisa Agropecuéria
Brasileira, v. 35, 1251-1259.

TERCI D.; ROSSI A. (2002). Indicadores naturais de pH: Usar papel ou solugdo?
Quimica Nova, v. 4, 684 — 688.

VEIGA-SANTOS P.; DITCHFIELD C.; TADINI C. (2010). Development and
Evaluation of a Novel pH Indicator Biodegradable Film Based on Cassava Starch.
Journal of Applied Polymer Science, v. 120, 1069-1079.

WU, J.; GE, S.; LIU, H.; WANG, S.; CHEN, S.; WANG, J.; ZHANG, Q. (2014).
Properties and antimicrobial activity of silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) skin
gelatin-chitosan films incorporated with oregano essential oil for fish preservation.
Food Packaging and Shelf Life, v. 2, 7-16.

ZHANG, X. H.; LU, S. S.; CHEN, X. (2014). A visual pH sensing film using natural
dyes from Bauhinia blakeana Dunn. Sensors and Actuators B-Chemical, v. 198, 268—
273.



53

CAPITULO IlI

FILME DE GELATINA COM EXTRATO PURIFICADO DO ACAI (Euterpe
Oleracea) COMO INDICADOR DA DETERIORACAO DE FILES DE PEIXE.

RESUMO: Os indicadoresde pH sdo dispositivos que através de alteracGes
colorimétricas visuais fornecem informacgdes ao consumidor podendo ser incorporados
em materiais de embalagem ou como etiquetas presas ao interior ou exterior da
embalagem. Neste contexto, o objetivo deste trabalho € avaliar o desempenho de um
filme de gelatina com extrato do acai (Euterpe oleracea) e verificar sua acdo como
indicador de pH na deterioracéo de fileés de peixe refrigerado.Deste modo, um filme de
gelatina, glicerol e extrato do acai foi elaborado segundo a técnica de casting. A gelatina
utilizada foi caracterizada quanto ao ponto de fusdo (PF) e forca do gel (FG), e 0 extrato
de acai quanto ao teor total de antocianina. Foi avaliado a estabilidade do filme durante
nove dias e sua acdo como embalagem inteligente indicadora de pH, onde porc¢des de
filé de peixe foram colocadas em bandejas de poliestireno e cobertas com o filme e
armazenadas a +5 °C. Durante seis dias, a cada 72 horas foram realizadas analises
microbioldgicas e o pH no filé. Paralelamente, os filmes foram submetidos a
analisecolorimétrica. A gelatina obteve valores satisfatorios de PF e FG, e 0 extrato
apresentou alto teor de antocianinas. O filme indicador apresentou boa estabilidade nas
diferentes condigdes em que foi armazenado, e durante sua aplicagdo como embalagem
de filés de peixe, apresentou elevacdo do pH e mudancas na cor do filme, também foi
observado um decréscimo na populacdo microbiana ao longo dos dias. No entanto, 0
filme ndo apresentou boa aparéncia no fim da aplicacdo, sendo mais indicado seu uso
como etiqueta indicadora de pH.

Palavras-chaves: extrato de acai; gelatina de peixe; filme inteligente; indicador; pH.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia de embalagem de alimentos tem evoluido, isso ocorrecomo reflexo
de uma sociedade mais moderna que estd em busca de mais conveniéncia, alimentos
mais seguros e saudaveis, além da preocupacdo com o meio ambiente e o desperdicio de
alimentos (KERRY, 2014).Assim, novos conceitos para embalagens foram
desenvolvidos, como as inteligentes, sendo uma resposta as preocupacbes dos
consumidores em relagdo a seguranga e qualidade dos alimentos(PEREIRA; DE
ARRUDA; STEFANI, 2015).

A embalagem inteligente € um sistema capaz de monitorar as condi¢des dos
alimentos em tempo real, aumentando as possibilidades de monitorar a qualidade do
produto, rastrear pontos criticos e fornecer informagdes mais detalhadas ao longo da
cadeia de suprimentos (KUSWANDI et al., 2012).Geralmente, trés tipos de tecnologias
sdo as mais utilizadas em sistemas inteligentes de embalagem de alimentos, sendo elas,
o0s sensores, indicadores e portadores de dados (GHAANI et al. 2016).0s indicadores
através de alteraces colorimétricas visuais fornecem informagdes qualitativas e tém
sido amplamente estudados, devido sua facilidade na fabricacéo e o fato de poderem ser
lidas a olho nu. Esses dispositivos inteligentes podem ser incorporados em materiais de
embalagem ou presos ao interior ou ao exterior de um pacote, como etiquetas (BRODY
et al. 2008; ZHAI et al. 2018). Existem na literatura indicadores colorimétricos de pH
utilizados para avaliar o frescor do peixe (PACQUIT et al. 2007; KUSWANDI et al
2012; ZHAI et al. 2017). No entanto, alguns corantes sensiveis ao pH podem ser
utilizados como indicadores de pH, como por exemplo, o azul de bromofenol, o
vermelho de clorofenol e o verde de bromocresol (PACQUIT et al. 2006; DONG et al.
2008), porém o uso desses compostos em alimentos pode ser nocivo para a salde
humana (ZHANG et al., 2014).

Fontes renovaveis, biopolimero e pigmentos naturais, por exemplo, podem ser
usados como alternativa para embalagens inteligentes. O emprego de materiais de base
bioldgica para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis tem gerado grande interesse
na indastria por ser sustentavel, renovavel, fontes abundantes, afinidade ao meio
ambiente e potencial para substituir os petroquimicos (LECETA et al. 2015).

As antocianinas representam um grande grupo de pigmentos naturais de origem
vegetal e tém grande potencial como indicador de deterioracdo de alimentos em

sistemas de embalagem inteligentes, pois a instabilidade de cor das antocianinas €
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influenciada por sua estrutura, pH, temperatura, co-pigmentacdo, radiacdo UV e
presenca de oxigénio resultando em coloragdodiferente. Esta instabilidade de cor das
antocianinas torna estes pigmentos especialmente Uteis para monitorar a qualidade dos
alimentos e, portanto, pode ser usado como um indicador de deterioracdo de alimentos
em sistemas de embalagem inteligentes (GOLASZ et al. 2013).

Acai (Euterpe oleracea) é uma palmeira comumente encontrada no norte da
América do Sul, principalmente na Amazonia brasileira (OLIVEIRA; SANTOS,
2011).A polpa do acai possui alto teor de compostos fendlicos, como antocianinas,
proantocianidinas, outros flavonodides e lignanas (SCHAUSS et al., 2006a).Duas
antocianinas predominantes, cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-glicosideo, s&o
responsaveis pela maior parte de sua caracteristica cor parpura escura (PACHECO-
PALENCIA et al., 2007a).Existem muitos estudos sobre os beneficios do acai, com
relacdo as suas propriedades antioxidantes, seu potencial como corante e sua
estabilidade quimica (PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010; CEDRIM et al.
2018; PERIS et al. 2018), no entanto, quanto o seu uso potencial para o
desenvolvimento de indicadores colorimétricos ainda nao foi explorado.

Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de um filme a
basede gelatina de peixe, glicerol e extrato seco purificado deacai e verificar sua acdo
como um indicador de pH na deteriorag&o de filés de peixe refrigerado.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL

Foi utilizada pele de peixe da espécie pescada amarela (Cynoscion acoupa),
obtida do processo de filetagemda industria de pesca Ecomar (Vigia-PA, Brasil), para a
producdo da gelatina. O extrato seco purificado do acai (Euterpe oleracea) (Amazon

Dreams, Brasil) foi utilizado como indicador de pH.
2.2 METODOS
2.2.1 Determinacao do teor total de antocianinas

O conteldo de antocianinas totais do extrato purificado do acai foi determinado
pelo método da diferenca de pH (GIUSTI; WROLSTAD, 2001) onde se dissolve em
dois sistemas tampdao: cloreto de potassio — &cido cloridrico pH 1,0 (0,025M) e acetato
de sodio pH 4,5 (0,4M). As medidas de absorbancia espectral da amostra foram lidas

em 514 e 700 nm, respectivamente. A absorbancia foi calculada a partir da equagéo 2.1:

A= (A514nm — AT00nm)pHL1,0 — (A514nm — A700nm)pH4 (2.1)

A concentracdo de pigmentos monoméricos no extrato foi calculada e
representada em cianidina-3-glicosideo. Em seguida, foi calculada a concentracdo de
antocianinas manoméricas utilizando a equagdo 2.2. A analise foi realizada em

triplicata.

4 x PMxFDx10° (2.2)

AM (mg/L) = o

Onde: AM — antocianinas monoméricas (mg.100 g-1); A — diferenga de absorbancia calculada
pela eg. (2.1); PM — peso molecular da cianidina-3-glicosideo = 449,2; FD — fator de dilui¢do; e
— absortividade molar= 26900; A — caminho éptico = 1,0 cm; 103= fator de conversdo para mg.

2.2.2 Extracao da gelatina de pele de pescada amarela (Cynoscion acoupa)
A extracdo da gelatina foi realizada de acordo com a metodologia descrita

porSilva et al. (2018) com adaptacGes dotempo e da temperatura de imerséo, obtidas em

ensaios preliminares. As peles foram cortadas 4cm x 4cm, lavadas em agua corrente e
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imersas em solucdo de cloreto de sdédio 0,6 M 1:5 (peso/volume) por 15 minutos, sob
agitacdo de 85 rpm a 25°C em incubadora Shaker (Luca-223, Brasil). Em seguida o
material foi submerso em solucdo de hidréxido de sédio a 0,3M, 1:5 (peso/volume) por
15 minutos, sob agitacdo constante e lavada em agua corrente. Posteriormente foi
imerso em solugdo de &cido acético 0,02 M, 1:5 (peso/volume) por uma hora sob
agitacdo e lavado em agua corrente. A fase seguinte de extragdo foi realizada com &gua
destilada em banho maria (Tecnal, Te-057, Brasil) por 6 h a 60 °C, mantendo 1:5
(peso/volume). Apos a extracdo, o filtrado obtido foi colocado em bandejas de inox,
congelado em freezer a -23°C e liofilizado a -50°C/36 horas (Liotop- L101, Brasil).
Finalmente a gelatina obtida foi embalada a vacuo (Embaladora Fastvac, F200, Brasil) e

armazenada a -23°C até a realizacdo dos filmes.
2.2.3 Caracterizacao da Gelatina Liofilizada

O ponto de fusdo foi determinado em solucGes de gelatina a 6,7%. A forca do
gel (Bloom) foi determinada em analisador de textura (Reo Tex, SD-700, Sunscientific)
usando sonda de teflon cilindrica, com 12,5 mm de diametro, pressionando 4 mm no gel
de gelatina com velocidade de 1 mm/s (CHOI; REGENSTEIN, 2000). As analises

foram realizadas em triplicata.

2.2.4 Elaboracao do filme indicador de pH

Os biofilmes foram obtidos de acordo com Silva et al. (2018) com modificacao
do material adicionado. A concentracdo de extrato seco do acai utilizada foi definida a
partir de ensaios preliminares, onde as mesmas nao produzissem filmes muito claros ou
muito escuros, como observado por Veiga-Santos; Datchfield; Tadini (2010).

A solucéo filmogénica contendo 1,79% de gelatina (p/v), 15% de plastificante
(p/p) e 140mL de agua destilada foram colocadas em banho-maria por 20 minutos a
60°C para solubilizacdoda gelatina, em seguida foram retiradas do banho maria e
reservadas até temperatura ambiente (£25°). Apos atingir a temperatura ambiente, o pH
da solucdo foi ajustado para 4,5 com acido citrico 2M. Em seguida, 0,097% de extrato
seco do acai (p/v) foi misturado a solucdo e homogeneizado (Turratec/Tecnal, TE-102)
a 10.000 rpm durante 5 minutos. De acordo com o método casting, 130mL da solucad
filmogénicaobtida foi adicionada em suporte de silicone (22cm de didmetro x 3cm de
altura), e submetida a secagem a 35°C por 16hs em estufa com circulagéo e renovagéo
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de ar (Tecnal, TE 394/7). ApoOs a secagem, ofilme foi acondicionado em saco de
polietileno, selado (Embaladora Fastvac, F200, Brasil) e armazenado a temperatura

ambiente até as analises.
2.2.5 Estabilidade da cor do filme em funcéo do tempo, temperatura e luz

Os filmes biodegradaveis inteligentes foram avaliados quanto a sua estabilidade
de cor em funcdo do tempo, temperatura e iluminacdo de acordo com a metodologia
descrita porPrietto et al. (2017) com modificacGes. Os filmes preparados em pH 4,5
com &cido citrico, foram armazenados durante nove dias. Um dos filmes foi
mantidonatemperatura de +25°C com incidéncia de luz, eo outro sob refrigeracao (x5°C)
sem a incidéncia de luzpara avaliar sua estabilidade. Os parametros de cor (L*; a*; b* e
AE) foram monitorados a cada 72 horas utilizando um colorimetro portétil (Minolta,
CR-410), onde foram realizadas 5 medidas de cada filme.A mudanca de cor do filme
durante o armazenamento foi calculada de acordo com a Equacdo 2.3 abaixo e

comparada com a cor do filme no primeiro dia de armazenamento.

AE = /(AL %)% + (Aa *)% + (Ab )2 (2.3)
2.2.6 Teste de aplicacdo do filme em filés de pescada amarela (Cynoscion acoupa)

Foram colocados em bandejas de poliestireno (isopor) 200g de filé de pescada
amarela e fechadas com o filme indicador de pH, em seguida colocados sob refrigeracédo
(£5°C) durante todo o periodo do teste onde o final da analise foi definido pela mudanca
da cor do filme. Durante o teste de aplicacdo, a cada 72 horas foram realizadas analises
microbioldgicas do filé (Salmonella spp, contagem de bactérias aer6bias mesdfilas,
bactérias psicotrdficas, estafiloccocos coagulase positiva e coliformes a 45°C) de acordo
com a metodologia descrita pelo Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (DOWNES; ITO, 2001).

Também foi realizado o monitoramento do pH do filé de peixe de acordo com o
método 981.12 da AOAC (1997) utilizando-se um pHmetro digital (LineLab, pH pro),
em triplicata. Os parametros de cor (L*, a*, b*, C*e h) dos filmes foram monitorados
emcolorimetro portatil (Minolta, CR 410) onde foram feitas 5 medidas. Os valores de

AE (variagdo de cor) foram calculados de acordo com a Equacgédo 2.3 usando o filme do
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tempo zero como referéncia. Como controle foi utilizado um filme indicador de pH nas

mesmas condi¢des do anterior, porém sem a presenca do filé de peixe.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DO TEOR TOTAL DE ANTOCIANINAS

O teor total de antocianina do extrato bruto de acai determinado pelo método do
pH diferencial, foi de 29,17 £ 1,09 mg / g de p6 de extrato do acai. Esta concentracdo de
antocianina é superior a de outros frutos com pigmento antocianina, como por exemplo,
Rui et al. (2011) que encontrou o valor de 9,01 mg/g/p6 liofilizadode antocianinas em
Vaccinium uliginosum. Teixeira et al. (2015) determinou antocianinas totais no fruto do
acai e encontrou valores médio de 10,4 e 12,04 g/mg nos frutos coletados na safra de
2010 e 2011, respectivamente. O valor encontrado nesse trabalho foi superior, mas foi
utilizado um extrato purificado, livre de carboidratos, lipideos e proteinas, tendo em

maior quantidade as antocianinas, além de polifendis, taninos, entre outros.
3.2 CARACTERIZACAO DA GELATINA DE PEIXE

O ponto de fusdo da gelatina de pescada amarela estudada foi de 27,5°C, valor
préximo ao encontrado por Silva et al. (2014) para a gelatina de pele de cobia
(Rachycentron canadum) de26,8°C. Bueno et al. (2011) encontrou também ponto de
fusdoentre 24 e 26 ° C para a gelatina da tilapia do Nilo.De acordo com Boran et al
(2010) dependendo da aplicabilidade, pode ser desejavel fornecer gelatinas com baixas
temperaturas de fusdo. Quando comparado com a gelatina comercial estudada por Silva
et al. (2017) que encontrou 28,16°C, o valor do presente trabalho se mostrou préximo,
porém menor. De acordo com Grossman; Bergman (1992) ponto de fusdo mais baixo
pode ser devido aos menores teores dos aminoacidos prolina e hidroxiprolinana gelatina
de peixe quando comparada com a de mamiferos. Diversos fatores podem variar o ponto
de fusdo da gelatina, entre eles temos a fonte do colageno, condi¢cdes de extracdo,
composigdo em aminoacidos, entre outros (Gilsenan; Ross-Murphy, 2000).

A forga do gel é a propriedade funcional mais importante da gelatina e é afetada
pela concentracdo, condi¢cBes de preparacdo e presenca de outros hidrocoloides, e
determina o seu valor comercial (Silva et al. 2014).0 valor de forca do gel da

gelatinaestudada neste trabalho foi de 234,69 estando dentro da faixa desejada para
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alimentos que é de 50 a 300g. Os resultados obtidos por Yang et al. (2007) e Silva et al.
(2011) foram de 225g e 182,8 a 298,79 para gelatina de pele de bagre e da pele da
cabeca de carpa, respectivamente. De acordo com Gomez-Guillen et al. (2002) a
estabilidade da forca do gel é diretamente proporcional ao conteldo de histidina e
prolina, e inversamente proporcional a quantidade de componente de baixo peso
molecular. Em relagdo as gelatinas bovinas e suinas, a de peixe possui menor peso
molecular, sendo que a distribuicdo desse peso molecular é funcéo da fonte do qual ela é
extraida (CHIOU et al. 2006).

3.3ESTABILIDADE DA COR DO FILME EM FUNCAO DO TEMPO,
TEMPERATURAE LUZ

As respostas dos parametros de cor com relacdo a estabilidade dos filmes
armazenados sob temperatura ambiente com incidéncia de luz e sob temperatura de
refrigeracdo sem incidéncia de luz sdo mostradas na Figura 1.

O filme indicador apresentou umdecaimentoconstante do parametro L* no filme
sob refrigeracdo sem incidéncia de luz. No filme que se mantinhaem temperatura
ambiente com incidéncia de luz, foi observada queda da luminosidade seguida de leve
aumento entre o sexto e o nono dia. No entanto, os filmes nos dois ambientes
apresentaram valores proximos no final do experimento, indicando que diferencas de
temperatura e a presenca ou auséncia de luz ndo interferiram diretamente na
luminosidade do filme.

Em relacdo ao parametro a* que varia do (vermelho (+) ao verde (-) os filmes
apresentaram tendéncia a cor vermelha, apresentando-sevisualmente similares. O
parametro b* indica tendénciaa cor amarela (+) e azul (-) tendo obtido valores positivos
e constantes para os dois filmes, ao longo dos nove dias. O croma, ou valor de saturagédo
C*, representa a distancia do eixo de luminosidade (L*), j& o angulo de tonalidade (h)
comeca no eixo +a* (vermelho), e se movimenta em sentido anti-horario, sendo
expressos em graus (Figura 1). Os valores de C* e angulo (h) ndo sofreram grandes
alteracbes durante o armazenamentonos filmes que influenciasse visivelmente na
mudanca de cor. Os filmes apresentaram cor intensa tanto no inicio quanto ao final dos
nove dias de armazenamento e mostrou valores que confirmam a tendéncia de cor dos

filmes ao vermelho.
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Em relacao a diferenca total de cor (AE) o filme que apresentou o maior AE foi o
filme armazenado sob refrigeracdo sem a incidencia de luz. No entanto, os filmes
armazenados nas duas condi¢gbes mantiveram a cor ao longo do armazenamento, sem
mudancas de cor visivel a olho nu. A determinacdo desteparametro ¢é
importanteparaembalagens inteligentes, demonstrando que fatores externos como luz e
temperatura ndo afetam diretamente a estabilidade da antocianina do extrato do agai dos
filmes. De acordo com Tassanawat et al. (2007) a mudanca da cor é perceptivel ao olho
humano quando apresentar valor AE maior que 5, o que ndo foi obtido em nenhum dos
filmes. As imagens obtidas dos filmes ao longo do armazenamento sdo mostradas na
Figura 2.

Prietto et al. (2017) verificou a estabilidade de filmes com antocianinas extraidas
do repolho vermelho e feijdo preto, e observou maior estabilidade na cor do filme com
extrato do repolho vermelho em temperatura ambiente, e isso pode ser devido a
antocianina acilada conferir maior estabilidade & molécula. Diversos estudos afirmam
que a acilacdo de antocianinas afeta sua estabilidade, em relacdo a uma variedade de
fatores, tais como: temperatura, luz, mudancas de pH, peroxido de hidrogénio, entre
outros. A acilagcdo confere impedimento estérico as antocianinas e, portanto, contribui
para a alta estabilidade das mesmas (ZHAO et al. 2016).
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Figura 1. Alteracdo dos pardmetros de cor (L*, a*, b*, C* h, AE) dos
filmesindicadores de pH durante o armazenamento a temperatura ambiente com
incidéncia de luz (TA-CL) e a temperatura de refrigeracdo sem incidéncia de luz (TR-
SL). (A1) Pardmetro L* - luminosidade; (A2) Parametro a* (vermelho-verde); (A3)
Pardmetro b* (amarelo-azul); (A4) valor de saturagdo C* (croma); (A5) angulo de
tonalidade (h); (A6) Diferenca total de cor (AE).
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Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

Figura 2. Filme indicador de pH incorporado com extrato do acai ao longo dos nove
dias de armazenamento. a) Temperatura ambiente com incidéncia de luz; b)
Temperatura de refrigeracdo sem incidéncia de luz.

3.4 APLICACAO DO FILME INTELIGENTE EM FILES DE PESCADA AMARELA

(Cynoscion acoupa)

Na Tabela 1 e 2 abaixo encontram-se 0s resultados das analises realizadas no filé
de pescada amarela (Cynoscion acoupa) e os parametros de cor do filme, durante o

armazenamento.

Tabela 1. Andlise fisico-quimica e microbioldgica realizada no filé de pescada amarela
(Cynoscion acoupa) armazenado sob temperatura de refrigeragédo (£5°C).

Tempo pH Coliformes Mesoéfilos Psicotroficos Estafilococos Salmonella

(dias) a45°C (logUFC/  (logUFC/g) coagulase spp.
(NMP/q) 9) positiva
(UFClg)
0 5,9 150 4,2 5,1 <1x10? Auséncia
3 6,9 20 4,1 4,9 <1x10? -
6 7,6 15 3,2 4,5 <1x10? -

Os resultados mostrados na Tabela 1 com relacdo ao pH do filé de pescada
amarela, observa-se que obteve aumento gradativo durante o armazenamento, conforme
foi ocorrendo a deterioracdo do filé de peixe. Durante 0 armazenamento, enzimas e
micro-organismos degradam suas proteinas produzindo aménia e aminas, que acarretam
no aumento do pH, formando um ambiente propicio para que as bactérias causem
alteracdes no peixe (GARCIA-BARRIENTOS et al., 2006; JACOBSEN et al., 2010).
Segundo a legislacao brasileira, os valores de pH estabelecidos para musculatura interna
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e externa dos peixes séo de 6,5 e 6,8(BRASIL, 1952; BRASIL, 1997), respectivamente.
Os resultados da Tabela 1 mostramque o pH o filé de pescada amarela estava improprio
para consumo ja na segunda coleta da amostra, apresentando odor desagradavel. No
entanto, com relacdo a sua aparéncia se mostrava um pouco ressecado, 0 que pode ser
justificado devido ao armazenamento sob refrigeracdo (+x5°C). Estes resultados indicam
que o filme inteligente ndo possui permeabilida a vapor de &gua e solubilidade
adequadas para esse tipo de aplicacdo, em contato com alimentos com umidade elevada,
como o filé de peixe. Segundo Ogawa e Maia (1999), o pH nédo € um indice seguro para
avaliar o frescor do peixe, sendo seu uso geralmente restrito devido variacdes de
amostra para amostra. Sendo o pH nédo conclusivo como Unico pardmetro para se avaliar
o grau de frescor do peixe, também foi realizado a analise microbiolégica do filé de
peixe a cada 72 horas.

Coliformes totais e termotolerantes sdo usados como indicadores de qualidade,
pois 0s peixes geralmente ndo carregam esses micro-organismos, em especial E. coli e
coliformes fecais, onde sua presenca reflete ao grau de contaminagéo ao qual o alimento
foi exposto (ICMSF, 1986). Os resultados obtidos nas trés coletas da analise de
coliformes a 45 °C indicaram baixos niveis de contaminacéo das amostras, e reforcam a
importancia de boas praticas de higiene no manuseio e a cobertura de gelo no peixe
exposto. A RDC n° 12, de janeiro de 2001 n&o indica padrbes paracoliformes em peixes
frescos, no entanto, a recomendacdo da Comissdo Internacional de Especificacdes
Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF) é um limite minimo 1,1x10 e maximo de
5x102 MPN / g (ICMSF,1986). Os resultados dessas analises sdo mostrados na Tabela
1. Alves et al. (2016) obteve valores de coliformes a 45°C variando de 3.6 a 150 NMP/g
para as amostras de peixes-rei durante os periodos de coleta indicando baixos niveis de
contaminacéo.

A andlise padrdo de contagem de placas para mesofilos aerdbicos e
psicrotroficos, é utilizada como um indicador de populacdo bacteriana. Em todas as
coletas, as amostras estavam abaixo do total de contagens estabelecido pela Comissdo
Internacional sobre Especificacdes Microbiol6gicas para Alimentos (ICMSF, 2005),
gue recomenda um maximo de 7 log UFC/g de peixe refrigerado. Contagens elevadas
destas analises sdo indicativos de contaminagdo durante o manuseio, que podem
ocasionar alteragdes relacionadas com o frescor do alimento (SHIKONGO-NAMBABI
et al. 2010). As analises de coliformes, mesofilos e psicotréficos diminuiram ao longo

do armazenamento. Apesar de apresentarem valores dentro dos padrées microbiologicos
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na ultima coleta, a analise foi descontinuada devido o pH da amostra estar fora do
padrdo e ter ocorrido mudanca de cor do filme. Além disto, os filés de pescada
amareladurante 0 armazenamentoapresentaram alteracdo de suas caracteristicas
sensoriais, tais como odor desagradavele aspecto ressecado. Opeixe pode ter liberado
liquidos durante o armazenamento, com a consequente diminuicdo da atividade de agua
(aw) inibindoo crecimento dos micro-organismos. Esse comportamento indica que o
filme permitiu que houvesse contato do filé de peixe com o oxigénio, acarretando assim
no ressecamento do mesmo, o que ndo € um resultado esperado.

As amostras coletadas estavam dentro dos padrGes microbioldgicos
estabelecidos pela legislacdo brasileira para peixes frescosquanto a presenca
deSalmonella e Estafilococos.Este padrdo estdbaseado na auséncia de Salmonella spp. e
em menos de 10% Estafilococos coagulase positiva em amostras de 25 gramas de
pescada amarela (Brasil, 2001). De acordo com Mello et al. (2010) a Salmonella néo faz
parte da microbiota normal do peixe, e quando presente, geralmente estd associada a
uma manipulacdo inadequada. J& estafilococos coagulase positiva quando apresenta
valores acima do permitido pela legislacdo, pode ser um indicativo de Staphylococcus

aureus.

Tabela 2. Parametros de cor dos filmes durante 0 monitoramento da deterioracdo dos
filés de pescada amarela (Cynoscion acoupa).

FI FC
Tempo (dias)
Parametros 0 3 6 0 3 6
de Cor

L* 50,40 39,49 24,73 44,42 42,91 38,76
a* 27,88 17,03 1,39 32,36 33,19 32,48
b* 17,13 10,58 1.20 18,76 19,24 19,31
C* 32,75 20,05 1,84 37,41 38,37 37,79
H 31,56 31,85 40,8 30,10 30,10 30,74
AE 0 15,17 40,18 0 1,45 5,68

FI: Filme indicador armazenado com filé de peixe; FC: Filme controle, sem filé de
peixe. L (claridade), a (vermelhiddo (+) e verde (-), b (amarelo (+) - azul (-), C*
(saturacdo/croma), h (angulo de tonalidade) e AE (variacdo de cor).

O valor de L* da amostra FI diminuiu, indicando um escurecimento do filme ao
longo do tempo de armazenamento (Tabela 2), sendo atribuido ao aumento do pH do
peixe. A amostra FC, no entanto, apresentou um decréscimo maior de L* no 6° dia com

relacdo ao valor inicial coletado no tempo zero.
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O parametro a* do filme mostrou que a amostra FI diminuiu ao longo do tempo
de armazenamento, diminuindosua cor vermelha, masFC manteve seu valor
praticamente constante. O mesmo comportamento aconteceu para Fl e FC no pardmetro
b*. Ma et al. (2017) incorporou extrato de uva (Vitis amurensis) em filme biodegradavel
de tara gum e aplicou em filé de peixe, em temperatura ambiente,avaliou os parametros
de cor (L*, a* b* e AE) e observoumudanca de cor de rosa para verde com a
deterioracdo do peixe, além da produgdo de aminas volateis e consequentemente
aumento do pH.

O croma (C *) e o angulo de tonalidade (h) do FI sofreram alteracdes durante o
armazenamento (Tabela 2). O FI apresentava cor mais intensa no inicio do
armazenamento, mas perdeu a intensidade progressivamente, tornando-se levemente
acromatico (diminuicdo de C*), comcor levemente acinzentada (Figura 3). O valor de h
comprovou a tendéncia a cor vermelha, mantendo-se na regido do vermelho durante a
estocagem. O FC manteve seus valores constantes para C* e h, mantendo a sua
intensidade cor e seu angulo de tonalidade no tom avermelhado. De acordo com Golasz
et al. (2013) mudancas no parametro de croma e angulo de tonalidade podem estar
relacionadas a mudancas na estrutura das antocinaninas.

Com relacdo a diferenca de cor (AE), a mesma € considerada um atributo util
para se poder avaliar a habilidade do olho humano em distinguir as diferencas de cor
(SILVA; PETTER; SCHNEIDER, 2007). O FI apresentou uma alta variacdo de cor ja
no terceiro dia de armazenamento, confirmando as mudancas de cor observadas nos
outros parametros. A mudanca de cor de FI pode ser facilmente notada na Figura 3,
devido sua alta variagdo de cor ao longo do armazenamento. O FC apresentou baixos
valores de AE, o qual ja era esperado, visto que o filme néo tinha contato direto com o
file de peixe e estava nas mesmas condi¢bes que um dos filmes da andlise de
estabilidade, no entanto, este pardmetro apresentou valores maiores no sexto dia de
armazenamento, o que pode ser justificado devido o fato do FC ter sido armazenado no
mesmo ambiente que o Fl, de forma que as aminas volateis do filé de peixe tiveram
serta influencia em sua variacdo de cor, porém ndo perceptiveis a olho nu. Silva; Petter;
Schneider (2007) utilizaram o AE como parametro de qualidade para avaliar 0 impacto
dos processos na cor do produto, correlacionando AE com a habilidade do olho humano
em distinguir a diferenca de cor, dessa forma eles definiram que a diferencga de cor entre
dua amostras justapostas quando apresentam valores acima de 6.0 representam uma alta

diferenca entre elas. De acordo com isso, os valores de variagdo de cor encontrados
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neste trabalho indicaram que provavelmente os consumidores conseguiriam facilmente
distinguir as mudancas na cor do filme durante o armazenamento.

Sabe-se que varios fatores podem influenciar na cor das antocianinas (luz,
temperatura, presenca de oxigénio, entre outros), no entanto neste trabalho, a alteracéo
do pH promovida pela deterioracdo do filé de peixe, foi o principal fator da mudanca de

cor do filme inteligente adicionado de extrato do acai rico em antocianinas.

TEMPO FI FC
(dias)
a) —
0
— 3
b)
6

Figura 3. Imagens dos filmes durante a monitorizacéo da deterioracdo do filé de peixe
armazenado a temperatura de refrigeragdo. FI: filme indicador de pH FC: filme controle.
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4., CONCLUSAO

O filme apresentou boa estabilidade nas diferentes condi¢Ges de temperatura e
luz, e mostrou que é capaz de detectar alteragdes de pH nos filés de peixe através de
alteracdes na cor, alcancando seu objetivo. No entanto, devido ao final da aplicacdo o
filme ndo apresentar boas condi¢Ges de aparéncia e maleabilidade, o seu uso como

etiqueta indicadora de pH seria mais viavel.
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