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RESUMO

O plastico se tornou uma das matérias-primas mais utilizadas na industria de
transformacdo por ter um custo baixo, ser versatil e confiavel. Grande parte dos produtos
produzidos a partir desse material é fabricada com a finalidade da utilizagcdo Unica antes de
seu descarte, como é o caso das embalagens. Entretanto, grande parte desses ndo sao
biodegradaveis e, acrescido do descarte incorreto, tornam-se poluentes para a natureza.
Como alternativa, o uso de polimeros biodegraddaveis de fonte natural vem sendo estudado
para esse proposito. Este trabalho tem por objetivo elencar dados quantitativos de pesquisas
gue estudaram a aplicacdo de embalagens inteligentes produzidas a partir polimeros
biodegradaveis contendo marcadores colorimétricos obtidos de antocianinas extraidas de
folhas, frutos e raizes, no monitoramento da degradacdo de produtos carneos. Para tanto, foi
utilizada a metodologia de Andlise de Componentes Principais (PCA), a fim de verificar a
relacdo entre as principais variaveis de estudos encontrados nas publica¢des: bases volateis
totais (N-BVT) liberadas pelo produto, pH do alimento e diferenca de cor total do filme (AE).
Como resultado, concluiu-se que os produtos carneos apresentaram boa relagdo entre N-BVT
e pH, porém em diferentes intensidades. Ja os filmes analisados apresentaram uma
consideravel diferenca de cor quando expostos a diferentes teores de N-BVT liberados pela
amostra. Neste caso, foram detectados filmes mais sensiveis que outros, sendo que o
indicador elaborado a partir de papel filme, revestido com solugdo de agarose e antocianinas
do extrato da casca de jameldao demonstrou os melhores resultados. Além disso, verificou-se
a necessidade de uma maior padronizacdao dos experimentos empregados nos artigos
analisados, uma vez que alguns ndo constaram as andlises bdsicas. Contudo, ao averiguar e
estudar estatisticamente os dados, ficou claro que é necessdrio um estudo que aponte o uso
de um mesmo indicador/filme para diferentes tipos de matérias-primas, visto que
dependendo da carne, a mudanga de pH é alterada de maneira distinta com variagdes no valor
de liberagdo da amoénia no meio. Além disso, existem poucos estudos relacionando as
principais variaveis e a andlise microbioldgica. Assim, os pesquisadores do presente projeto
pretendem estudar, apds a escolha do melhor indicador, a sensibilidade de um mesmo filme

em diferentes produtos carneos. Para uma melhor andlise e conclusdo dos resultados, serdao
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estudadas as relacdes de diferentes propriedades ao longo do armazenamento como cor, pH
e N-BVT. Outro ponto importante é a questdo da sensibilidade, pois diferencas sutis de pH,
por exemplo, entre 6,12 e 6,5 levam a valores bem diferentes de N-BVT. Ou seja, em trabalhos
futuros se faz necessario a realizacdo de testes preliminares de deteccdo em uma faixa de pH

mais estreita, o que geralmente nado é feito nos trabalhos encontrados na literatura.

Palavras-chave: Embalagens inteligentes, antocianinas, polimeros biodegraddveis,

andlise de componentes principais.
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ABSTRACT

Plastic has become one of the most used raw materials in the manufacturing industry
because it is low-cost, versatile and reliable. Most of the products produced from this material
are manufactured for single use before disposal, as is the case with packaging. However, most
of these are not biodegradable and, in addition to incorrect disposal, they become pollutants
for nature. As an alternative, the use of biodegradable polymers from natural sources has
been studied for this purpose. This work aims to list quantitative data of articles that analyzed
the application of smart packaging produced from biodegradable polymers containing
colorimetric markers obtained from anthocyanins extracted from leaves, fruits and roots, in
the monitoring of the degradation of meat products. For this purpose, the Principal
Component Analysis (PCA) methodology was used in order to verify the relationship between
the main study variables found in the publications: total volatile basic nitrogen (TVB-N)
released by the product, food pH and difference in total film color (AE). As a result, it was
concluded that meat products showed a good relationship between TVB-N and pH, however
at different intensities. The analyzed films showed a considerable color difference when
exposed to different levels of TVB-N released by the sample. In this case, more sensitive films
were detected than others, and the indicator made from film paper, coated with a solution of
agarose and anthocyanins from the extract of the jamun fruit showed the best results. In
addition, there was a need for a greater standardization of the experiments used in the
analyzed articles, since some did not include the basic analyzes. However, when verifying and
statistically studying the data, it became clear that a study that points out the use of the same
indicator/film for different types of raw materials is needed, since depending on the meat, the
pH change is influenced in a different way with variations in the ammonia release value in the
medium. In addition, there are few studies relating the main variables and the microbiological
analysis. Thus, the researchers of the present project intend to study, after choosing the best
indicator, the sensitivity of the same film on different substrates. For a better analysis and
conclusion of the results, relationships of different properties will be made during storage,
such as color, pH and TVB-N. Another important point is the issue of sensitivity, because subtle

differences in pH, for example, between 6.12 and 6.5, lead to quite different values of TVB-N.
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That means in future studies it is necessary to make preliminary detection tests in a narrower

pH range, which is not usually done in the works found in the literature.

Keywords: Intelligent packaging, anthocyanins, biodegradable polymers, Principal

Component Analysis.
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1 Introdugao

Os plasticos sdo encontrados nos mais variados setores do mercado mundial devido a
alguns fatores tais como baixo custo, versatilidade e confiabilidade. Como consequéncia da
propagacdo de seu consumo nas ultimas décadas, metade da quantidade total ja produzida
foi fabricada a partir do ano 2000, sendo que em 2016 mundialmente atingiu-se a marca anual
de 396 milhdes de toneladas métricas. Estima-se que 75 % ja tenha sido descartado, que isso
tenha ocorrido de forma incorreta para cerca de 1/3 desse montante e que apenas 12,6 %
foram reciclados (Wit et al., 2019). O Brasil, quarto maior produtor de lixo plastico (11,3
milhdes de toneladas em 2019), recicla somente 145 mil toneladas anualmente (WWF - Brasil,

2020).

As embalagens fabricadas a partir de plasticos de origem fdssil se tornaram as mais
utilizadas mundialmente, sendo responsaveis pela utilizacdo de aproximadamente 40 % do
plastico virgem (Wit et al., 2019). Muitas dessas embalagens sdo fabricadas com o propdsito
de serem utilizadas apenas uma vez antes de seu descarte. Esse fato associado ao descarte
incorreto, comentado anteriormente, levam a sérios danos ambientais. Diante deste cenario,
estudam-se materiais mais ambientalmente amigdveis para a producao de embalagens, como
aquelas a base de materiais poliméricos naturais e biodegraddveis. Além de possuirem
propriedades mecanicas similares aos polimeros fésseis, esses podem ser acrescidos de
aditivos naturais devido a compatibilidade entre eles. Esses compostos sao adicionados com
o intuito de produzir embalagens ativas, que sdo aquelas capazes de interagir com o produto
embalado aumentando seu tempo de prateleira, e/ou para produzir embalagens inteligentes

gue sao usadas para monitorar alguma propriedade e transmiti-la ao consumidor.

As antocianinas, um subgrupo de compostos fendlicos, sdo pigmentos encontrados em
folhas, frutos, verduras, hortalicas e raizes de plantas, responsaveis pela coloragdo vermelha
até a azul. Além de apresentarem atividade antioxidante, elas sdao sensiveis as mudancas de
pH, ou seja, a alteracao de sua cor esta diretamente ligada a modificagdo do pH no meio em
gue essa substancia se encontra. Por esse motivo, elas tém sido estudadas na producao de

embalagens inteligentes indicadoras de frescor de produtos carneos. Metabdlitos gerados em
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produtos alimenticios como acidos, gases, aminas e bases volateis durante o armazenamento
indicam deterioracdo microbiana ou alteracdes quimicas. A liberacdo destes metabdlitos
promove aumento do pH do meio causando mudanca visual de cor no filme, fornecendo assim

informacgdes sobre o estado de conservacdo do produto ao consumidor.

O presente trabalho representa um estudo de caso que tem por objetivo analisar
trabalhos desenvolvidos sobre embalagens inteligentes aplicadas no monitoramento da
deterioracdo de produtos carneos. Para tanto, foi feita uma coleta de dados quantitativos
relacionados a qualidade do produto carneo (teor de bases volateis e pH) e resposta do filme
(parametros de cor) a essas mudancas. Os dados elencados foram analisados estatisticamente
através da Andlise de Componentes Principais (PCA), a fim de verificar possiveis semelhancas

e diferencgas entre os filmes analisados com diferentes polimeros e indicadores.
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2 Fundamentos Tedricos e Revisao Bibliografica

2.1 Embalagens Inteligentes

De acordo com Robertson (2013), a embalagem possui quatro funcdes fundamentais. A
primeira delas é a contencdo, que garante a integridade do produto, preservando o meio
ambiente de poluicdes. A protecdo busca evitar possiveis adulteracGes e previne contra
interferéncias externas como contato com agua, gases, vapor d’agua, microrganismos e
sujidades. Ja& a conveniéncia reflete em facilitar o consumo do produto conforme a
necessidade, por exemplo, poder cozinhar ou reaquecer o alimento dentro da prdpria
embalagem. Por ultimo, é indispensavel a comunicacdo entre fabricante e consumidor. Para
isso, a embalagem deve ser capaz de identificar o produto e marca, data de fabricacao, lista
de ingredientes, informacdo nutricional, peso, validade, modo de uso e armazenamento. Além
das embalagens convencionais, existem as chamadas embalagens inteligentes, que possuem

a capacidade de interagir com o ambiente em que o produto se encontra.

Segundo Yam, Takistov e Miltz (2005):

Embalagem inteligente é o sistema de embalagem que é capaz de
realizar fungdes inteligentes, como deteccdo, registro, rastreamento,
comunicac¢do e aplicacdo de ldgica cientifica, para facilitar a tomada de
decisdo para estender a vida util, aumentar a seguranca, melhorar a
gualidade, fornecer informacgdes e avisar sobre possiveis problemas.

As embalagens inteligentes podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com
suas fungdes: carreadoras de dados, que sdo utilizadas para armazenar e transmitir
informacgdes, e indicadoras, que monitoram o ambiente de armazenamento e relatam
possiveis problemas. A diferenciacdao se da pela maneira que a informacdo é passada ao

consumidor.
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Entre as primeiras, encontram-se os cédigos de barras, que sdo capazes de conter algumas
informacdes como a identificacdo do fabricante, mas que possuem um limitante: a baixa
capacidade de armazenamento. Esse grupo também contém as Etiquetas de Identificacdo por
Radiofrequéncia (RFID), compostas por um microchip - que carrega os dados - conectado a
uma pequena antena que os transmitird, e um substrato para protecdo do sistema. Ademais,
é necessario um leitor capaz de capturar as informag¢bes contidas na etiqueta e um
computador para recebé-las, possibilitando a analise e tomada de decisdao. Atualmente, essa
tecnologia é comercializada na industria de alimentos para armazenamento de alteracdes da
temperatura e no rastreamento logistico do produto. Como exemplo temos as etiquetas
Freshtime™ RFID, produzidas pela Infratab Inc. (Oxnard, Calif., U.S.A.), e as ThermAssureRFTV,

produzidas pela Evidencia (Memphis, Tenn., U.S.A.)(Kumar et al., 2009).

As embalagens inteligentes indicadoras conseguem transmitir a informacao para o cliente
através de alteracdes visuais em seu filme, como intensidade diferente da sua colorac¢do ou
difusdo de um corante ao longo de um sinalizador geométrico. E possivel categoriza-las em 3
diferentes tipos, de acordo com seus componentes: indicadores de tempo-temperatura, de

gases ou de frescor (GHAANI, et al., 2016).

Na primeira categoria, encontram-se aquelas que sdo capazes apenas de identificar se
houve aquecimento ou resfriamento além da temperatura critica do produto, alertando o
consumidor para a possibilidade de sobrevivéncia de microrganismos ou perda de proteinas
(GHAANI, et al., 2016). Elas também englobam os indicadores integradores, que possuem
registro histérico da variagao de temperatura e possiveis danos a qualidade causados por esse
fator ao longo da logistica do produto (TAOUKIS e LABUZA, 2003). Alguns exemplos desses
modelos ja inseridos no mercado seriam o MonitorMark™, representado na Figural, e o
Vitsab L5-8 Smart TTI Seafood Label (Figura 2), que demonstram a varia¢do colorimétrica do
indicador e o teor de deterioragao do produto em relagdo ao tempo e temperatura. Esses
indicadores podem ser usados, por exemplo, em produtos carneos e pescados durante o
processo de transporte e armazenagem, para garantir que nao houve processo de degradagao

por aumento de temperatura.
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Figura 1: Indicador inteligente de tempo-temperatura disponivel no mercado conhecido
comercialmente como MonitorMark™.

.[ A { 5 I,Q n
Fonte: 3M™, 2020.

Figura 2: Representagao da mudanga colorimétrica do indicador inteligente de tempo-temperatura
disponivel no mercado conhecido comercialmente como Vitsab L5-8 Smart TTI Seafood Label,
conforme variagao da temperatura.

Fonte: Vitsab® 2020.

A quantidade de gases O, e CO; na atmosfera em contato com alimentos pereciveis, como
frutas e vegetais, influencia diretamente a atividade enzimatica e a respiragdo desses
alimentos, diminuindo seu tempo de prateleira, exceto em embalagens de atmosfera
modificada. Além disso, a industria farmacéutica precisa garantir que certos tipos de
medicamentos ndo entrem em contato com esses gases, para preservar as propriedades
ativas dos medicamentos. Para controlar a presenca, auséncia e quantidade presentes desses
gases sdo utilizados indicadores da segunda categoria, que devem apresentar respostas
irreversiveis, a fim de evitar falsos negativos (Robertson, 2013). Atualmente, indicadores
como o Ageless Eye® da Mitsubishi Gas Chemical Company, representados na Figura 3, sdo
comercializados para os dois mercados e possuem tempo de resposta rdpida (em torno de 5

minutos) quando o produto entra em contato com esses gases.
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Figura 3: Indicador comercial para a presenca de gas oxigénio, utilizado para produtos farmacéuticos
e alimenticios, Ageless Eye®.

opmk . . . ) .

Drygan “QE """;‘rﬂ;&] gen iz present {0.5% or mora)
en frea oxygen is

package 2.3 hours after oxygen lovel has reached Oxygenfree(25°C) presant

.

about 5 minutes after contact with oxygen (25°C)

Omygen free  Cwygeanis
package present

Fonte: Mitsubishi Gas Chemical Company, 2020.

Indicadores da terceira categoria sdao utilizados para obteng¢ao de informagdes diretas
sobre a qualidade do alimento. Devido ao crescimento microbiano ou reagdes quimicas que
ocorrem durante o processo de deterioragdo, hd a lenta liberagdo/producdo de metabdlitos
voldteis como aminas, etileno, diacetil, sulfeto de hidrogénio ou acidos organicos, levando a
variagées no pH do meio. Como o exemplo mostrado na Figura 4, o indicador comercial da
ripeSense® contido na embalagem sofre alteragao colorimétrica irreversivel e proporcional a
quantidade de etileno liberada na atmosfera durante a maturagao da fruta. Ou seja, quanto
maior for a concentragao deste composto, a coloragao do indicador mudara de vermelho para
laranja, e posteriormente de laranja para amarelo, indicando o estagio de maturagao da fruta

(GHAANI, et al., 2016; Robertson, 2013).

Figura 4: Marcador colorimétrico comercial de frescor utilizado em frutas da marca ripeSense®.

read the sensor @ @ juicy

Fonte: ripeSense®, 2020.
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Nos ultimos anos, o nuimero de trabalhos envolvendo o estudo de embalagens
inteligentes foi intensificado. Com o objetivo de situar a pesquisa cientifica de embalagens
inteligentes para a industria de alimentos no panorama mundial, uma pesquisa no banco de
dados Scopus (www.scopus.com) com as palavras “Intelligent”, “Food Packaging” e

“Biopolymer” encontrou 456 artigos publicados no periodo de 1990 até 2020.

Algumas publicagdes dos ultimos 3 anos foram selecionadas e estao detalhadas na
Tabela 1. Essas pesquisas tratam do desenvolvimento de embalagens inteligentes do tipo
indicadoras de frescor sensiveis a alteracdes no pH. Além disso, selecionou-se embalagens
produzidas com diferentes bases poliméricas de fonte renovdveis, como o amido de
mandioca, de fonte vegetal, e a celulose de fonte bacteriana, além de compostos indicadores

advindos de variados residuos alimenticios.

Tabela 1: Publica¢des selecionadas sobre embalagens inteligentes indicadoras de frescor a base de
diferentes polimeros e compostos indicadores, produzidas a partir de diferentes métodos.

Polimero Indicador Metodcz de Aplicagdo/testes Referéncia
(composto) Produgdo
Amido de s
Mandioca e Extrato da casca Testes colorimétricos
Lk de Pitaya Casting em diferentes pHs e Qin et al., 2020a
Polivinil Alcool (betacianinas) resposta ao N-BVT
(PVA) P
«-Carragenina e P6 da casca de Testes colorimétricos
HPCM J uva Casting em diferentes pHs e Chi et al., 2020
(antocianinas) resposta ao N-BVT
Amido de Pc? d.o bagaco de o Testes colorimétricos
. mirtilo Compressdo . Andretta et al., 2019
Mandioca - em diferentes pHs
(antocianinas)
Extrato do
bagaco de Testes colorimétricos
Quitosana mirtilo ou Casting . Kurek et al., 2018
em diferentes pHs
amora
(antocianinas)
Extrato do . ~ s .
Celulose repolho roxo impregnacdo em Testes colorimétricos Pourjavaher et al.,
Bacteriana P membrana em diferentes pHs 2017

(antocianinas)

2.2 Polimeros

Polimeros sao substancias compostas por grandes cadeias de macromoléculas formadas
por agrupamentos de mondémeros (menor unidade estrutural molecular) e podem ser obtidos
a partir do cragueamento do petréleo ou de recursos renovaveis. Convém destacar que os

materiais utilizados para a producao de embalagens plasticas atualmente sao classificados em
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guatro grupos, com base na sua biodegradabilidade e fonte da matéria-prima (bio ou fdssil),

conforme descrito a seguir (Gémez e Michel, 2013).

a) Polimeros petroquimicos (fonte féssil e ndo biodegradavel, por exemplo, polietileno,
polipropileno, poliestireno, etc.).

b) Biopolimeros (fonte bio e ndo biodegradavel, por exemplo, polietileno verde).

c) Polimeros petroguimicos biodegradaveis (fonte féssil e biodegradavel, por exemplo,
acido polilatico - PLA derivado do petréleo).

d) Biopolimeros biodegraddveis (amidos, proteina da soja e PLA derivado da

fermentacdo do amido).

2.2.1 Polimeros Biodegraddveis

Conforme normas da American Society for Testing and Materials (ASTM), mais

especificamente a ASTM D5488-94, polimeros biodegraddveis sdo

Polimeros que sdo capazes de sofrer decomposicdo em didxido de
carbono, metano, agua, compostos inorganicos, ou biomassa, em que o
mecanismo predominante é a agdao enzimatica de microrganismos que
podem ser medidos por testes padrdo, ao longo de um periodo especifico de
tempo.

Se a rota de degradacdo for anaerdbia (sem presenca de oxigénio no meio) serao
produzidos diéxido de carbono, metano e agua. Se ela ocorrer através de rota aerdbia (com
presenca de oxigénio no meio) serdao produzidos diéxido de carbono, dgua e biomassa. Evita-
se utilizar a primeira rota, pois o metano produzido é um gas do efeito estufa, ou seja, ele
absorve parte dos raios solares e os emite em forma de radiagao na atmosfera, no entanto,
em processos industriais, o metano gerado pode ser usado como combustivel para integracao
energética da planta. Ademais, para um envoltério ser compostavel, sua biodecomposicao
deve propiciar ao solo em que se encontra um meio fértil para crescimento de vegetag¢ao. No
Brasil, as normas que regem as questdes de biodegradacao e compostagem correspondem a

NBR 15 448-1 e a NBR 15 448-2, ambas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).
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Existem vdrios polimeros biodegradaveis que podem ser usados na producdo de
embalagens. No entanto, neste trabalho apenas alguns polimeros serdo apresentados, visto
que eles serdo reportados futuramente no estudo de caso: amido, PVA (polivinil alcool),

carragenina, gelatina, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e agar.

O amido é um polimero obtido através da biomassa de cereais, raizes e tubérculos como
a mandioca, trigo e batata, sendo formado por dois tipos de polimeros de glicose: a amilose
(linear) e a amilopectina (ramificada). Ele pode ser encontrado no formato de granulos em
cloroplastos e amiloplastos, o ultimo com capacidade de armazenamento do composto por
diversas semanas. Suas caracteristicas dependem da proporcdo entre essas moléculas e da
presenca de lipidios, proteinas e fosfatos. Em escala laboratorial, sua capacidade de formar
filme esta relacionada a gelatinizacdo do amido sob aquecimento em 34gua, quando essa
encontra-se em excesso. Os filmes formados possuem baixo custo, boas propriedades
mecanicas e de barreira ao oxigénio, no entanto, possuem caracteristica hidrofilica, que
aumenta a permeabilidade ao vapor de agua pela estrutura da embalagem, dificultando seu

uso para essa finalidade (Ellis et al., 1998).

A carragenina e o agar sdo polissacarideos extraidos da biomassa de algas vermelhas
(Rhodophyceae) que possuem como base a galactose e se diferem pela propor¢cao e
localizagdo de ésteres sulfatados e de 3,6-anidrogalactose (Imeson, 2000 apud Sanchez-
Garcia, 2011). A carragenina pode ser classificada em 3 diferentes tipos: A-carragenina
(altamente sulfatada, soluvel em agua, ndao forma géis, mas solugdes de alta viscosidade), 1-
carragenina (soluvel em agua sob determinadas condi¢Oes, forma géis flexiveis e elasticos) e
K-carragenina (menos sulfatada e possui a menor solubilidade em agua, forma géis firmes e
quebradicos). O agar é formado principalmente por dois tipos de polissacarideos: a agarose,
responsavel pela capacidade de formacdo de géis, sendo uma cadeia linear composta de
galactose e 3,6-anidrogalactose, e a agaropectina, que é uma cadeia ramificada e sulfatada
(parte ndo gelificante da estrutura). O agar consegue formar géis duros em baixas
concentragdes e, dentre os polimeros provenientes desse tipo de fonte, é o polimero mais
hidrofébico em baixas temperaturas e estavel em baixos pHs e altas temperaturas. No
entanto, microfraturas sao formadas no filme derivadas de flutuagdes na temperatura e

umidade ambiente (BeMiller, 2019; Meritaine da Rocha et al., 2018; Mondal et al., 2019).
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A celulose é um polissacarideo linear composto de glicose, sendo considerada o recurso
de biomassa mais abundante. Ela pode ser obtida das plantas (folhas, tronco, casca) e de uma
grande variedade de organismos como bactérias, procariotos e eucariotos. Além disso, é
termodinamicamente estdvel e cristalina, no entanto, em altas temperaturas se torna amorfa.
Sua desvantagem é que certos tipos de enzimas microbianas sdo capazes de digeri-la. Por ser
facilmente modificavel, diferentes derivados sdo utilizados na industria alimenticia, como o
acetato de celulose (CA), hidroxipropilcelulose (HPC), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
carboximetilcelulose (CMC) ou metilcelulose (MC). A MC e a HPMC sdo éteres de celulose ndo
idnicos, soluveis em agua fria. Devido as substituicdes de hidroxilas por grupos hidroxipropila
e/ou metila, os filmes formados permitem a incorporacdo de pigmentos apolares, possuem
barreira ao oxigénio, e apresentam termogelacdo e boas propriedades mecanicas, como

resisténcia a tracao e flexibilidade (Meritaine da Rocha et al., 2018; Mondal et al., 2019).

O polivinil dlcool (PVA) é produzido através da hidrélise parcial ou completa do acetato de
polivinila. Suas propriedades fisicas dependem de diversos fatores, como processo de
producdo do composto de origem, grau de hidrdlise, quantidade de agua e plastificante
utilizados. Como esse polimero é soltivel em 4gua, seus filmes podem ser fabricados por meio
da fundicdo da solucdo, porém, esse processo é de elevado custo, diminuindo a sua
atratividade. Ademais, por sua temperatura de degradacdo ser menor que a de fusdo, esse
nao é um polimero termoplastico, contudo, a adi¢ao de plastificantes torna possivel seu uso
em processos de extrusdo. Filmes fabricados a partir desse polimero sao biodegraddveis e de
alta qualidade, inodoros e nao toéxicos, resistentes a tracdo e flexiveis, e possuem boa
propriedade de barreira ao oxigénio. Entretanto, em razao da sua afinidade com a agua, eles
sdo suscetiveis a umidade do ambiente, reduzindo sua resisténcia a tragcdo e aumentando seu

alongamento e dificultando a ruptura (Tang e Alavi, 2011).

O colageno é uma proteina composta pelos aminodcidos glicina, prolina, hidroxiprolina e
alanina, encontrado em ossos, cartilagens e peles de animais. A gelatina é a proteina obtida
através da hidrélise parcial do colageno e tem suas propriedades influenciadas pela origem
(peixes, bovina, suina e outros), idade do animal, tipo e método de processamento do
colageno. O seu grau de conversao depende do pré-tratamento com extracdao em agua

guente, pH, temperatura e tempo de extracdo. Ela pode ter dois tipos de tratamento aplicados
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a matéria-prima: dcido ou alcalino. A partir desse polimero é possivel fabricar filmes fortes,
flexiveis e impermeaveis ao oxigénio. No entanto, suas propriedades mecanicas, de
permeabilidade e fisico-quimicas dependem principalmente da composi¢cdo dos aminodcidos
presentes. A principal desvantagem dos filmes de colageno, assim como a de outros
biopolimeros, é a sua higroscopicidade, sendo necessario o controle da umidade relativa do

meio em que se encontra (Meritaine da Rocha et al., 2018; Shankar et al., 2016).

2.3 Agentes Indicadores

Os agentes indicadores sdo substancias inseridas na base polimérica da embalagem
inteligente com o intuito de identificar a presenga/auséncia de um ou mais compostos,
reacOes que ocorreram e alteracdes no pH do produto, transmitindo tal informacdo para o
ambiente externo (GHAANI, et al., 2016). No mercado alimenticio existem diferentes
substancias que podem ser usadas como indicadores, como os corantes sintéticos purpura de
bromocresol, azul de bromotimol e vermelho de metila (Chen et al., 2019), e os corantes

naturais como as antocianinas e betacianinas (Andretta et al., 2019; Qin et al., 2020b).

2.3.1 Antocianinas e Betacianinas

Os flavondides, subgrupo dos compostos fendlicos constituidos de 15 carbonos em
configuracdo Cs-C3-Cs (Angelo e Jorge, 2007) sdo obtidos na natureza pelo metabolismo
secunddrio das plantas, sendo responsaveis pela coloragdo dos frutos e vegetais (atrativo para
polinizacdo) e pela prote¢ao contra raios ultravioletas e oxidagdo (Vuolo et al., 2018). As
diferentes classes de flavondides (flavondis, flavonas, flavononas, catequinas, isoflavonas,
flavanondis e antocianidinas) sdao diferenciadas pelas substituicdes dos radicais nos anéis

aromaticos (Vuolo et al., 2018).

As antocianinas sao oriundas das ligacdes mono e diglicosidicas das antocianidinas, sendo
responsaveis pela coloracdo laranja, vermelha, roxa e azul dos alimentos nos quais sdo
produzidas. Esses componentes sdo polares, ou seja, sdo sollveis em solventes como metanol,
etanol e 4dgua (YOUSUF, GUL, et al., 2016). Elas possuem caracteristicas antioxidantes,
anticancerigenas, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e atividade neuro protetora, que sao
benéficas a saude humana (QIN et al., 2020). Existem mais de 600 espécies de antocianinas

encontradas na natureza, que sdao diferenciadas pelos ligantes do cation flavilico,
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representado na Figura 5, na qual os radicais das principais 6 antocianidinas estdo destacados

(TERCI e ROSSI, 2002).

Figura 5: Representagao da estrutura do cation Flavilico e os radicais das 6 principais antocianidinas.

. . Substitutos Amax (NnM) Espectro Massa Molar
Ry R, visivel (g/mol)
Pelargonidina H H 494 (laranja) 271
Cianidina OH H 506 (laranja-vermelho) 287
Delfinidina OH OH 508 (vermelho) 303
Peonidina OCH;,4 H 506 (laranja-vermelho) 301
Petunidina OCH;,4 OH 508 (vermelho) 317
Malvidina OCH;,4 OCH; 510 (azul-vermelho) 331

Fonte: Adaptado de Jing et al., 2008.

Além disso, as antocianinas sdo sensiveis colorimetricamente a mudancas de pH. Em
condicOes acidas, ha o predominio da coloracdo vermelha, alterando-se para violeta e azul
conforme ocorre o aumento de pH e para amarelo em meio extremamente alcalino. Na
Figura 6 é possivel verificar as mudancas estruturais em relacdo ao pH (Terci e Rossi, 2002).
Devido a essa caracteristica, esses compostos possuem grande potencial para uso como

agentes indicadores de frescor em embalagens inteligentes.

Figura 6: Representagdao das mudangas estruturais e colorimétricas das antocianinas em rela¢do ao
pH do meio.
R
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Fonte: Terci e Rossi, 2002.
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Betalainas sdo compostos fendlicos derivados do acido betalamico e podem ser divididas
em 2 grupos: as betacianinas, que sdo responsaveis pela coloracdo vermelha/roxa, e as
betaxantinas, responsaveis pela coloracdo amarela/laranja de frutos e vegetais,
representadas na Figura 7. Apesar de apresentarem coloracdes semelhantes as plantas que
possuem antocianinas, diferentemente destas, a coloracdo dos compostos ricos em betalainas
é estdvel em meios com pH nointervalo entre 3 e 7, o que as torna particularmente adequadas
a aplicacdo em uma ampla faixa de alimentos levemente acidos e neutros (Stintzing e Carle,
2007). Dessa forma, as betalainas podem ser uma alternativa para substituir as antocianinas

como corante natural em uma vasta gama de produtos alimenticios (Stintzing e Carle, 2007).

Segundo Gongalves et al. (2012), o extrato de betalainas retirado da beterraba vermelha
é utilizado amplamente como corante natural em produtos lacteos, bebidas e doces. Se o
meio em que esse composto se encontra possuir um pH menor que 3, a estrutura da betalaina
é convertida da forma ani6nia (vermelha) para a forma cationica (violeta). Para pHs maiores
gue 7, ocorre a alteracdo de coloracdo para amarelo-marrom, devido a hidrdlise da betalaina

(Miguel, 2018), possibilitando assim seu uso como indicador em embalagens inteligentes.

Figura 7: Estruturas basicas das betalainas - betacianinas e betaxantinas — composta por acido

betalamico.
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Fonte: (Qin et al., 2020a)

O estudo recente de Yan Qin (2020b) realiza a comparac¢do de performance de ambos
agentes para potencial uso como indicadores de pH na industria alimenticia. Neste estudo, os
autores verificaram que os filmes incorporados com betacianinas possuem maior barreira ao
vapor d’agua e a a luz UV-vis, e melhores propriedades mecanicas, antioxidantes e
antimicrobianas, enquanto filmes incorporados com antocianinas apresentam maior

sensibilidade a amonia e maior resposta colorimétrica ao pH.
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2.4 Degradagao e Anadlise de Frescor em Produtos Carneos

A principal preocupagdo em relagdo ao processamento e armazenamento de produtos
carneos é que, por serem alimentos pereciveis, a sua degradacdo ocorre rapidamente devido
a acdo de microrganismos e reacdes bioquimicas. Os principais macronutrientes (proteinas,
gorduras e carboidratos) sdo decompostos por enzimas e bactérias em amonia, hidrogénio,
aldeidos, dlcoois, cetonas e acidos carboxilicos (KONG e MA, 2003 apud Mohebi e Marquez,
2015). Além disso, pode haver contaminacao do produto por microrganismos patogenos, seja
por processamento, armazenamento ou conservac¢do inadequados que quando ingeridos
podem causar diversas manifestacdes, como febre, dores abdominais, diarreia e vomito. Esses
sintomas podem durar varios dias e em casos mais graves a hospitalizacdo para tratamento

adequado pode ser necessaria (KERRY, 2012).

O crescimento desses agentes patogénicos em alimentos depende de fatores intrinsecos
como atividade de agua, tipo de fonte de carbono para energia, da quantidade de nitrogénio,
vitaminas e minerais, e do Potencial de Oxida¢do/Reduc¢do (ORP) do alimento. Ademais,
depende de fatores extrinsecos como temperatura, pH do meio, umidade relativa e
composicao atmosférica, que afetam diretamente a proliferacdo desses organismos (Cutter,
2002). A temperatura 6tima de crescimento dos microrganismos pode variar entre 10 °C e

60 °C, enquanto o pH propicio esta entre 6,6 e 7,5.

A deterioragao desse tipo de alimento pode ser classificada de acordo com a atmosfera
gue o envolve, além de ser fortemente influenciada pela temperatura de armazenamento. Os
tipos de microrganismos que se desenvolverdao durante esse processo dependem das
condi¢cbes de abate, estresse do animal, microbiota inicial, temperatura e a presenga ou
auséncia de oxigénio. Entre esses, destacam-se os Gram-negativos como as bactérias
Pseudomonas, que sdo ndo fermentadores de carboidratos e produzem pigmentos
hidrossoluveis, e as Acinetobacter e Flavobacterium, que crescem na superficie do alimento,
nao reduzem o nitrato e geram pigmentos amarelos em alimentos e meios de cultura.
Também existem os microrganismos Gram-positivos como Lactobacillus, que predominam no
interior da carne, causando alterag¢des na cor, odor, textura, sabor e fermentam carboidratos

produzindo acido latico (De Alcantara et al., 2012).
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Em condicBes aerdbias e sob temperaturas de refrigeracao, a microbiota deteriorante da
carne é dominada por Pseudomonas spp. (LAWRIE, 2005 apud De Alcantara et al., 2012). Elas
utilizam preferencialmente a glicose disponivel como fonte de energia, porém quando a
glicose se esgota, esses microrganismos metabolizam o aminodcido, produzindo amoénia e
sulfetos organicos e, por consequéncia, ha a alteracdo do odor e sabor do produto ( HOLLEY
& GILL, 2005 apud De Alcantara et al., 2012). Em condi¢des anaerdbias, ha o predominio das
bactérias acido lacticas psicrotrdficas, que causam modificacdes no odor e sabor, devido ao
aumento da concentracdo de acidos graxos ou laticos ( BANDEIRA, 2004 apud De Alcantara et

al., 2012; FRANCO & LANGGRAF, 2008 apud De Alcantara et al., 2012).

A cor da carne é um dos principais fatores considerados pelos consumidores. A coloracdo
é formada majoritariamente por proteinas como a hemoglobina, pigmento sanguineo, e a
mioglobina, pigmento muscular que pode ser encontrado de trés formas ( ROCA, 2000 apud
De Alcantara et al., 2012). A deoximioglobina (roxa) sofre oxidacdo rapida quando exposta ao
oxigénio para sua forma ferrosa (oximioglobina) de colora¢do vermelha e posteriormente para
sua forma férrica de coloracdo marrom-acizentado (metamioglobina), conforme o
envelhecimento do produto, como apresentado na Figura 8. Esse processo depende da
oxidacdo lipidica, quantidade de oxigénio presente, temperatura e pH (KERRY, 2012;

O’Sullivan, 2016).

Figura 8: Mudancas de coloracdo na mioglobina de acordo com a presenca de luz e oxigénio.

Metamioglobina(Fe*3)

Marrom
Luz Oxidagao (O, + Fe) Lz
2 02 i .
Oximioglobina (Fe™) <€ > Deoximioglobina
Vermelho -0, +0, Roxo

Fonte: Adaptado de KERRY, 2012.

As alteragdes de coloragdao também podem ser consequéncias da produgdo de sulfetos de

hidrogénio (H.S) e peréxidos (H.0z) por bactérias. Para produtos processados, na presenca de
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ar, ha producdo da porfirina oxidada esverdeada em decorréncia da formacao de H,0;, que
reage com nitroso-hemecromo. O crescimento de microrganismos no centro do produto,
geralmente Lactobacillus, reduz o ORP, propiciando o acimulo de H,0; e modificando a cor
do produto. Ja carnes vermelhas frescas embaladas a vacuo ou em embalagens impermeaveis
a trocas gasosas, armazenadas em temperaturas entre 1 °Ce 5 °C, com um pH acima de 6,0,
apresentam esverdeamento causado pela producdo de H,S, a partir das Pseudomonas e
Lactobacillus, que reagem com a mioglobina para formar a sulfomioglobina. Ademais, em
condicbGes extremas, pode ocorrer a decomposicdo da mioglobina em consequéncia do
desenvolvimento bacteriano, especialmente de Lactobacillus, que a utilizam como nutriente.
Com a separacao do grupo heme da parte proteica ha a liberacdo de ferro da estrutura,
levando a cor esverdeada e/ou amarelada do alimento ( FRANCO & LANDGRAF, 2008 apud De
Alcantara et al., 2012).

Além de afetar diretamente a coloracdo do produto, a oxidacdo lipidica influencia no
sabor, qualidade nutricional e textura do produto. Esse processo inicia nas fragGes
fosfolipidicas dos sistemas musculares, como um mecanismo de cadeira autocatalitica de
radical livre. Ou seja, os acidos graxos polinsaturados interagem com os proé-oxidantes,
formando os radicais livres e propagando a cadeia oxidativa. Ademais, metais de transicao,

como o ferro encontrado na ferritina, atuam como catalisadores dessa reacdo (KERRY, 2012).

O método Kjeldahl tem sido utilizado internacionalmente na determinagdo do teor de
deterioragao de produtos cdrneos por ser extremamente confidvel e preciso, no entanto,
envolve reagentes perigosos e possui alto custo. Nesse procedimento, uma amostra pesada
do alimento sofre oxidacdo Umida quando aquecida junto a uma solugado de acido sulfurico
concentrado e um catalisador a uma temperatura de 400 °C, convertendo o nitrogénio em
sulfato de amonio (ndo volatil e soltvel). Apds resfriada, a amostra é diluida e alcalinizada pela
adicdo de hidroxido de sdédio, produzindo amodnia (volatil). Posteriormente é feita a
neutralizacdao da solugao e entdo é realizada a destilagao, separando os outros constituintes
da amoénia, que é condensada. Por ultimo, a quantificacdo desse composto é executada
através da titulacdo com um acido padrao, sendo possivel relacionar o volume utilizado desse
acido e a quantidade de nitrogénio presente na amostra. Segundo o Padrdo Chinés, produtos

suinos consumiveis devem apresentar valores para o nitrogénio volatil menores que 15
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mg/100g e para aves devem estar abaixo de 20mg/100g (Chen et al., 2019; Chi et al., 2020;
O’Sullivan, 2011; Talukder et al., 2020; Zhang et al., 2019).

Quando se trata do pescado, durante o processo de deterioracdo por enzimas e
microrganismos, a decomposi¢ao do 6xido de trimetilamina (TMAQO) e aminoacidos leva a
liberacdo de substdancias como amoénia (NHs), dimetialamina (DMA) e trimetilamina (TMA),
gue em conjunto sdo conhecidas como bases volateis totais (N-BVT), na atmosfera na qual o
produto se encontra. Alguns trabalhos sugerem limites para N-BVT para consumo humano,
com valores diferenciados por grupos de peixes, de acordo com suas caracteristicas,
especialmente quanto a composi¢do quimica, variando de 25 mg N/100 g em peixes gordos e
de carne avermelhada até o limite de 35 mg N/100 g para espécies magras e de carne branca.
A quantidade maxima de N-BVT permitida no Brasil, segundo a Secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, é de 30 mg N/100 g de
pescado para as diferentes espécies de peixes, com excecdo dos elasmobranquios, como os
cacdes, em que a mensuracdo desses compostos ndo serve como parametro de qualidade.
Segundo o padrdo chinés, o limite de N-BVT para considerar este alimento viavel é de 20 mg
N/100g (Brasil, 1997; Byrne et al., 2002; CONNELL, 1995 apud Cicero et al., 2014; Code et al.,
2020; EUROPEIA, 1995; HOWGATE, 2010; Huang et al., 2019).

Esse parametro pode ser monitorado através de experimentos como cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, macro destilagao utilizando éxido de magnésio,
semi-micro destilacdo de extrato alcodlico utilizando hidréxidos de sddio e bario, e
microdifusdo em unidade de Conway. No caso do pescado, existem metodologias de
quantificagcdo de N-BVT (mg N/100 g de pescado) citadas na legislacdo brasileira. Os métodos
de destilagdo anteriormente citados utilizam uma solugdo de acido tricloroacético para a
extracdo do nitrogénio proteico da amostra, que apds filtragao resulta em um extrato limpido
contendo o nitrogénio volatil. No entanto, essas metodologias utilizam diferentes agentes
alcalinizantes antes da destilagdo por arraste de vapor, sendo que uma delas utiliza hidréxido
de sédio, enquanto a outra utiliza o éxido de magnésio. A metodologia de microdifusdao em
placas de Conway é descrita no Manual do Laboratério Nacional de Referéncia Animal —
LANARA e se baseia na extragdo das bases volateis pela adi¢ao de acido tricloroacético 10 % a

amostra e liberacdo dessas bases pela adicdo de carbonato de potdssio ao extrato. O
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nitrogénio volatil liberado difunde-se pelo ar e fixa-se na solucdo de acido bérico, sendo
posteriormente titulado com dcido cloridrico. Contudo, as metodologias acima citadas
possuem altos custos e somente podem ser realizadas em laboratério (BRASIL, 1981, 1999;
Brasil e Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, 2019; Byrne et al., 2002; Pearson,

1968).

Como alternativa, devido ao aumento do pH do meio em consequéncia da liberacdo
desses compostos, ha a possibilidade de monitoramento das mudancas desse parametro
através de indicadores colorimétricos. Atualmente, tém sido realizadas diversas pesquisas
para o desenvolvimento desses indicadores de baixo custo, que possam estar em contato com
o alimento e que consigam ser facilmente interpretados pelo consumidor, como é o caso de
indicadores com base em corantes naturais, como as antocianinas e betacianinas (Chi et al.,

2020; Qin et al., 2020a).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Coleta de Dados

O presente estudo de caso corresponde a uma pesquisa quantitativa, visto que os dados
coletados sao quantificaveis e serdo analisados estatisticamente. Esses dados secundarios, ou
seja, dados ja existentes na literatura, serdo elencados com a finalidade de verificar
semelhangas e diferengas entre as distintas embalagens inteligentes usadas como indicadoras
de frescor em produtos carneos. Para isso, foram realizadas buscas na plataforma de
publicacdes cientificas Science Direct (www.sciencedirect.com) e nos bancos de dados Scopus
(www.scopus.com) e Google Académico (https://scholar.google.com.br) com as expressdes

n u

“Biopolymer meat packaging”, “Biopolymer intelligent meat packaging”, “Bioindicator meat
packaging”, “Sustainable indicator meat packaging”, “Anthocyanins indicator meat freshness”
e “Intelligent meat packaging”, restringindo-as a artigos publicados entre 2015 e 2020. O
numero de textos encontrados para cada conjunto de palavras acima mencionado esta

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Sintese da busca nas plataformas de publica¢des.

Descritores Google Académico Science Direct Scopus
Biopolymer meat packaging 7510 1494 43
Biopolymer intelligent meat packaging 1620 276 144
Bioindicator meat packaging 393 58 20
Sustainable indicator meat packaging 16800 2481 304
Anthocyanins indicator meat freshness 1440 416 116
Intelligent meat packaging 15200 963 964

3.2 Medida das Variaveis

As varidveis que serdo analisadas no presente estudo de caso foram obtidas a partir dos
artigos escolhidos. Para a quantificacdo das bases volateis totais (N-BVT) foi utilizado o
método de Kjedhal. Ja na obtengdo dos valores de pH foram utilizadas amostras do produto

gue foi macerado e seu pH foi medido através de phmetro digital.
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Os valores apresentados para a diferenca de cor total (AE) das amostras a serem utilizadas
nas analises foram calculados pelos parametros de cor da escala Cielab através da seguinte

equacao:

AE=y/(L-L")2+(a-a")2+(b-b")2 (3.1)

Os parametros L, a e b sdo, respectivamente, os valores de luminosidade (0 a 100),
cromaticidade verde (valores negativos) ao vermelho (valores positivos) e cromaticidade azul
(valores negativos) ao amarelo (valores positivos) em determinado tempo de
armazenamento, e L*, a" e b" correspondem aos valores no tempo da primeira medida (tempo

inicial).

3.3 Analise Estatistica

Os dados coletados nos trabalhos selecionados foram avaliados estatisticamente pela
Andlise de Componentes Principais (PCA) no software Statistica, versdo 13.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, USA). Esse método estatistico consiste em uma técnica de andlise multivariada, utilizada
principalmente para verificar inter-relagdes de um grande banco de dados e amostras,
procurando explicar suas varidveis em termos de dimensdes inerentes. O principal objetivo da
metodologia PCA é encontrar uma forma de condensar e desmembrar as informacgses
contidas no grupo original em diferentes componentes que também explicam, com certo grau

de assertividade, o caso em estudo, porém de forma mais simples.

O nome desse método estatistico se dd, pois o niumero de componentes principais se
torna o numero de varidveis de interesse na analise. Conforme se alteram as varidveis de
interesse, aumenta ou diminui-se a perda de informag¢ao do grupo inicial de dados, sendo que,
normalmente, os componentes sao classificados de acordo com suas respectivas influéncias
na varia¢do total. Geralmente procura-se por analises em que os dois primeiros componentes,
também conhecidos como fatores, explicam mais de 80% da variagao total dos dados
analisados, sendo possivel representar a analise em um grafico de duas dimensdes, facilitando

o processo de avaliagdo dos resultados.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Artigos Selecionados

Na Tabela 3 estdo apresentados os trabalhos que serdo utilizados para o estudo de caso,
relacionados ao uso de marcadores inteligentes para verificacdo do frescor de produtos
carneos via quantificacdo de bases volateis totais (N-BVT), que alteram significativamente o
pH do meio. Os filmes apresentados na Tabela 3 foram elaborados com base em diferentes
polimeros biodegradaveis (amido, dgar, agarose, carragenina, celulose, gelatina e PVA) e
matérias-primas distintas para extracdo dos compostos indicadores. Ademais, também foram
citadas as quantidades de polimero e plastificante utilizados. No processo de fabricacdo dos
indicadores de fontes naturais, primeiramente foi realizada a maceracdo do fruto/raiz/folha
até a formacdo de pd, com excecdo da amora, que foi colocada no liquidificador para formar
polpa que entdo passou por processo de filtracdo. Apds, excetuando o p6 da casca de uva, foi
adicionada solucdo aquosa de etanol ou acido citrico para extracdo do agente indicador.
Quando necessario, foi adicionado solu¢do aquosa de acido cloridrico para ajuste de pH. Em
seguida foram realizados processos de filtracdo, centrifugacdo e evaporacao do solvente para

obter o eluente ou pé indicador a ser utilizado na elaboracdo dos filmes.

Os filmes produzidos nos artigos A, B, D, E, F, G e H foram elaborados pela metodologia
de Casting. Nesse método, os polimeros sdo misturados em agua destilada sob agitacdo e
aquecimento. Se um plastificante for usado, ele deve ser adicionado mantendo-se a agitacao
e aquecimento, e por fim, adiciona-se o indicador na mistura. Apds, o filme é despejado em

placas e deixado para secar antes do seu uso.

O marcador produzido no artigo C foi elaborado através da dissolu¢ao do polimero em
agua destilada e adicdo da solugdo contendo o indicador. Seguidamente, um papel filtro foi

mergulhado na solu¢do formada durante alguns segundos e levado ao refrigerador para secar.

No artigo H, posteriormente a secagem do filme, este foi cortado e o papel filtro foi
utilizado como fundo branco para melhorar a percepgao de alteragdes colorimétricas, sendo

gue foram embrulhados em uma pelicula aderente de polietileno. Cabe ressaltar que variados
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tipos de carnes (frutos do mar, aves e suinos) foram usados para a analise da eficiéncia dos

filmes.

Tabela 3: Artigos selecionados a partir das buscas descritas na metodologia para o estudo de caso.

. Poli Plastifi . . o
Artigo ((;ul::?jirdo:de) (qizt;':icc:?:(jg) Indicador (sigla) Agente Referéncia
K-carragenina (6 g) . o . .
A e HPMC (4:1- 1,5 Sor!ontol (40% m/m dos P6 da Casca da Uva Antocianina Chi et al.,
2) polimeros) (GSP) 2020
. Extrato da Raiz de
B Agar (0,3 g) SII:SrOI (1:5 m/m de Arnebia Euchroma Antocianina :uaznoglt;t
& (AERE) ”
15 mL de solugdo Extrato da Casca de L Talukder
¢ de agarose (3%) ) Jameldo (JPE) Antocianina et al.,
g ° 2020
Amido (2 g em 100
b mL de dgua) e PVA i Extrato do Calice de Antocianina Zhang et
(2 g em 100 mL Caruru-azedo (RS) al., 2019
agua)
£ Carboximetilamido  Glicerol (40% m/m da Extrato da Polpa de Antocianina Zhang et
de sédio (7g) ex-  mistura) Amora (MAE) al., 2020
carragenina (3 g)
. Extrato da Folha d
PVA (2%) e Glicerol (0,5% v/v da xtrato da rofha de L Kanatt,
F Gelatina (5%) solucio) Amaranthus A Betacianina 2020
¢ Tricolor (ALE)
Extrato do Fruto
. 0 .
G Amido (6,8 g) Glu.jerol (30% m/m de Goji Berry Preto Antocianina Qin etal,
amido) 2019
(LRA)
Metilcelulose (30 Pdrpura de
Bromocresol (PB),
H g/lje - Azul de Bromotimol - Chen et
polietilenoglicol al., 2019

(10g/1)

(AB) e Vermelho de
Metila (VM)

4.2 Analise de Componentes Principais

Nesta secdo do trabalho serdo apresentados os principais resultados da Andlise de

Componentes Principais (PCA) obtidos a partir dos dados coletados nos trabalhos

mencionados na Tabela 3. Para que seja possivel comparar e correlacionar os dados das

diferentes pesquisas elencadas, esse tipo de analise gera figuras com as proje¢des das

amostras e varidveis no plano PC1 e PC2, que devem ser examinadas de forma simultanea e

conjunta. A figura contendo a projecdo das varidveis, por meio de vetores, apresenta os

sentidos dos eixos em que os valores das amostras analisadas sdao mais altos. Portanto, sempre

gue uma amostra estiver localizada em posicao contrdria aquela indicada pelo vetor da

varidvel em questao, significa que o valor deste parametro é mais baixo.
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A atmosfera da embalagem do produto cdrneo fresco possui pH levemente &acido, e
conforme ocorre a deterioracdo, hd a liberagcdo dos compostos bdsicos, conhecidos por N-BVT,
e como consequéncia ocorre um aumento do pH desta atmosfera. Ou seja, a presenca desses
compostos volateis de nitrogénio estd diretamente ligada a viabilidade do consumo desse
alimento. No entanto, somente é possivel afirmar se o produto atende as normas
estabelecidas através da verificacdo da quantidade desse fator em experimentos laboratoriais
de alto custo. Como indicadores sensiveis ao pH sdo acessiveis e facilmente interpretaveis, e
jd que ha uma relacdo intrinseca entre essas duas variaveis, é possivel fazer o uso desse

marcador para averiguar a qualidade do carneo.

Para verificar o vinculo entre pH e N-BVT, foram analisadas estatisticamente amostras de
produtos alimenticios estudados nos artigos F, G e H, mencionados na Tabela 3. Na Tabela 4
estdo apresentadas as informacOes relevantes para esta analise, em que as medidas foram
nomeadas com a inicial do artigo seguido de um numero de identificacdo. O nimero inicia em
0 (momento da primeira medida) e aumenta até a contagem do ultimo dado para as amostras
F, G e Hrelacionadas a analise de pescado. Na andlise dos experimentos com frango realizados

no artigo F, a numeracgdo iniciou no nimero 2 para melhorar a visualizagdo grafica.

Tabela 4: Informacgdes das amostras de produtos alimenticios utilizadas para Andlise de
Componentes Principais (PCA) das variaveis bases volateis totais (N-BVT) e pH.

. . N-BVT (mg
Amostra Carneo T(°C) Tempo N/100g) pH
FO Peixe 2-4 0 7 5,9
F1 Peixe 2-4 12 dias 14,1 8,4
F2 Frango 2-4 0 3,2 5,7
F3 Frango 2-4 12 dias 7,8 6,5
GO Porco 25 0 6,56 5,96
G1 Porco 25 8 horas 7,59 6,1
G2 Porco 25 16 horas 10,89 6,15
G3 Porco 25 24 horas 17,21 6,49
G4 Porco 25 32 horas 26,06 6,65
G5 Porco 25 40 horas 31,45 6,96
G6 Porco 25 48 horas 41,19 7,45
HO Porco 5 0 4,23 5,84
H1 Porco 5 1dia 6,86 5,93
H2 Porco 5 2 dias 7,77 6,07
H3 Porco 5 3 dias 9,19 6,12
H4 Porco 5 4 dias 11,5 6,18
H5 Porco 5 5 dias 13,28 6,22
H6 Porco 5 6 dias 19,07 6,33
H7 Porco 5 7 dias 24,21 6,39
H8 Porco 5 8 dias 28,96 6,67
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Na Figura 9 observa-se que, somando o fator 1 e 2, a analise dos componentes principais
explicou 100% dos dados, e que amostras com maiores valores de N-BVT encontram-se no
sentido positivo dos eixos das abcissas e ordenadas, enquanto os maiores valores de pH
encontram-se no sentido positivo das abcissas e negativo das ordenadas. Com base nessa
informacdo, através dos dados da Figura 10, é possivel verificar a influéncia de ambos os

fatores no comportamento dos filmes estudados durante o experimento.

As amostras apresentadas nos artigos G e H foram aplicadas a carnes suinas e
apresentaram comportamento semelhante em relacdo as alteracGes de N-BVT e pH, apesar
de diferentes temperaturas de armazenamento e tempo de medicdo utilizados pelos autores.
Nota-se que com o passar do tempo, essas amostras foram se aproximando do quadrante
referente ao N-BVT, mas continuaram apresentando um distanciamento em relagdo ao
guadrante do pH. Amostras com N-BVT acima do maximo permitido pelo padrdo chinés (15
mg N/100 g) para carnes suinas (G3, G4, G5, G6, H6, H7 e H8) apresentaram mudancas
minimas nos valores de pH, causando pouca alteracdo no indicador e podendo dificultar a sua
interpretacao por parte do consumidor. Sendo assim, neste caso, sdo necessarios marcadores
extremamente sensiveis a pequenas alteracdes de pH. Ao verificar os dados apresentados na
Tabela 4, é possivel notar que uma mudancga de 13,28 mg N/100 g para 19,07 mg N/100 g
entre o quinto e sexto dia (amostra H) ja mostra que o alimento ndo esta préprio para

consumo, entretanto, a mudanga no valor de pH foi muito sutil, de 6,22 para 6,33.

As amostras apresentadas no artigo F da Tabela 3, se referem a amostras de peixe e
frango, como descrito na Tabela 4. Através da andlise da Figura 10 é possivel notar que as
amostras de peixe (FO e F1) se distanciaram durante o experimento. A amostra F1 se
aproximou dos quadrantes positivos, principalmente no quadrante referente ao pH, pois apds
12 dias sob refrigeracdo a carne de peixe apresentou um consideravel aumento de pH, mas a
quantidade de N-BVT continuou dentro dos limites da legislacdo brasileira (30 mg N/100 g).
No entanto, amostras aplicadas ao frango (F2 e F3), ndo foram quantificados valores elevados
de pH e N-BVT, o que pode ser explicado pela baixa temperatura de armazenamento, tempo
de analise e natureza da carne. Assim seria interessante conduzir experimentos mais longos
para quantificacao de N-BVT e pH nestes tipos de carne a fim de relacionar melhor estas duas

propriedades.
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No Brasil, em produtos carneos de origem bovina, suina e frangos, geralmente sao feitas
analises qualitativas para verificacdo da presenca de gds sulfidrico e amonia conhecidas como
avaliacdo de éber, além da determinacdo do pH. No caso do pH, valores entre 5,8 e 6,2 estdo
relacionados a uma carne boa para consumo; se o pH forigual a 6,4, a carne serve apenas para
consumo imediato, sendo este valor considerado o limite critico para consumo, enquanto que,

valores acima de 6,4 correspondem a uma carne em decomposicao (Brasil, 1952; Maria e Dias,

2013).

Figura 9: Projegdo das varidveis no plano PC1 e PC2 na andlise de correlagdo entre quantidade de
bases volateis totais (N-BVT) e pH.
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Figura 10: Projecao de todas as amostras no plano PC1 e PC2 na anadlise de correlagdo entre
quantidade de bases volateis totais (N-BVT) e pH.
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As mudangas de coloragao de filmes indicadores de frescor ocorrem devido as alteragdes
de pH da atmosfera em que se encontra o alimento. No entanto, como mencionado, é a
liberagdo N-BVT que estad diretamente associada a viabilidade de consumo de produtos
carneos. Portanto, para que seja possivel aplicar esses marcadores colorimétricos para esse
tipo de produto, é fundamental analisar a relagdo entre sua capacidade de alteragdo de cor e
a quantidade de compostos volateis de nitrogénio liberada. Para o estudo de correlagao
dessas varidveis através da andlise de componentes principais, foram utilizadas as amostras
apresentadas nos artigos A, B, C, D e E (Tabela 3). Os dados utilizados encontram-se dispostos
na Tabela 5, em que as medidas foram nomeadas com a inicial do artigo seguido de um
numero de identificagcdo. O nimero inicia em 0 (momento da primeira medida) e aumenta até
a contagem do ultimo dado para as amostras A, C, D e E. Na andlise dos experimentos
realizados no artigo B, os dados foram organizados em fung¢ado da temperatura, quantidade de

indicador utilizado e tempo, com o objetivo de melhorar a visualizagdo grafica. A numeracao
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dessas amostras iniciou em 0 para o filme com menor quantidade de extrato da raiz de Arnebia
Euchroma (AERE) - 2 mg/g de agar a temperatura de 4 °C no primeiro dia de armazenamento

(tempo 0).

Tabela 5: Dados das amostras utilizadas na Analise de Componentes Principais (PCA) para relacionar
as variaveis denominadas como quantidade de bases volateis totais (N-BVT) e diferenca de cor total

(AE).

. . o N-BVT (mg
Amostra Indicador Carneo T(°C) Tempo N/100g) AE
AO GSP (6% m/m polimeros) Porco 25 0 8,23 -
Al GSP (6% m/m polimeros) Porco 25 15h 14,63 20,07
BO AERE (2 mg/g polimero) Peixe 4 0 6,3 -
Bl AERE (2 mg/g polimero) Peixe 4 6dias 20,1 8,89
B2 AERE (5 mg/g polimero) Peixe 4 0 6,3 -
B3 AERE (5 mg/g polimero) Peixe 4 6dias 20,1 8,25
B4 AERE (10 mg/g polimero) Peixe 4 0 6,3 -
B5 AERE (10 mg/g polimero) Peixe 4 6dias 20,1 6,85
B6 AERE (2 mg/g polimero) Peixe 25 0 6,3 -
B7 AERE (2 mg/g polimero) Peixe 25 20h 22,4 10,17
B8 AERE (5 mg/g polimero) Peixe 25 0 6,3 -
B9 AERE (5 mg/g polimero) Peixe 25 20h 22,4 9,90
B10 AERE (10 mg/g polimero) Peixe 25 0 6,3 -
B11 AERE (10 mg/g polimero) Peixe 25 20 h 22,4 9,68
Co JPE (15 mL) Frango 4 1 dia 16,1 -
Cc1 JPE (15 mL) Frango 4 3 dias 16,94 12,90
Cc2 JPE (15 mL) Frango 4 6 dias 18,28 22,53
Cc3 JPE (15 mL) Frango 4 9 dias 19,09 26,25
ca JPE (15 mL) Frango 4 12 dias 19,57 30,20
C5 JPE (15 mL) Frango 4 15dias 19,71 44,93
C6 JPE (15 mL) Frango 4 18 dias 19,92 66,24
c7 JPE (15 mL) Frango 4 21dias 20,42 69,78
DO RS (2,5% da qualidade do hidrogel) Porco 25 0 7,52 -
D1 RS (2,5% da qualidade do hidrogel) Porco 25 36 h 15,69 15,06
D2 RS (2,5% da qualidade do hidrogel) Porco 25 48 h 23,79 25,42
D3 RS (2,5% da qualidade do hidrogel) Porco 25 60 h 30,78 29,61
EO MAE (5%) Peixe 25 0 6,36 -
E1l MAE (5%) Peixe 25 12 h 8,82 35,19
E2 MAE (5%) Peixe 25 24 h 14,63 10,97
E3 MAE (5%) Peixe 25 30h 19,12 11,41
E4 MAE (5%) Peixe 25 36 h 26,54 9,06
ES MAE (5%) Peixe 25 48 h 62,27 8,82

O estudo PCA das varidveis N-BVT e AE apresentado na Figura 11, explicou 100% dos casos
abordados. Ademais, indica que, na Figura 12, amostras com maiores valores de N-BVT se
encontrardo no eixo positivo das abcissas e ordenadas, enquanto as que possuirem maiores
valores de diferenca de cor estardo localizadas no eixo negativo das abcissas e positivo das

ordenadas.
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Figura 11: Projecao das varidveis no plano PC1 e PC2 na andlise de correlagdo entre quantidade de
bases volateis totais (N-BVT) e AE (diferenca de cor total).
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Figura 12: Projecao das amostras no plano PC1 e PC2 na analise de correlagao entre quantidade de
Compostos Basicos Volateis de Nitrogénio (N-BVT) liberados e AE (diferenca de cor total).
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Analisando conjuntamente os dados, é possivel concluir que grande parte das amostras
apresentou um comportamento similar, visto que, de maneira geral, a maioria das amostras
estd proxima ao eixo das abscissas e em valores negativos do eixo das ordenadas. Quando
analisados os filmes que entraram em contato com carne suina, é possivel perceber que
aquele produzido com o pé da casca da uva apresentou uma maior mudanca na sua cor (AE
de 20,07 para N-BVT de 14,63 mg N/100g), enquanto aquele produzido com o extrato de
antocianinas obtidas do cdlice de cururu-azedo obteve uma alteracdo de AE de 15,06 para um
N-BVT de 15,69 mg N/100g. Portanto, o primeiro indicador é mais sensivel colorimetricamente
a qualidade do produto cdrneo. Ja para o pescado, os filmes contendo indicadores obtidos da
polpa de amora e da folha de Arnebia Euchroma, apresentaram variacoes semelhantes de AE
guando N-BVT se aproxima do maximo permitido. Para o primeiro indicador, observou-se uma
diferenca de corde 11,41 para N-BVT de 19,12 mg N/100 g e as amostras contendo o segundo,
para N-BVT proximos de 20 mg N/100 g, apresentaram diferencas entre 6,85 e 10,17
dependendo da quantidade de indicador utilizada. Considerando que para AE superiora 3 o
filme apresenta mudanca de coloracdao perceptivel a olho nu, todos os filmes analisados

exibiram alteragGes diretamente perceptiveis ao consumidor.

As amostras apresentadas no artigo B, produzidas a partir de antocianinas obtidas do
extrato da raiz da Arnebia Euchroma nas quantidades de 2, 5 e 10 mg/g de agar, foram
aplicadas no monitoramento da deterioracdo de peixe nas temperaturas de 4 °C e 25 °C. A
partir dos resultados obtidos, o filme produzido com a menor quantidade de indicador
apresentou as maiores diferencas de coloragdo (AE de 8,89 para temperatura de 4 °C e de
10,17 para a temperatura de 25 °C). Portanto nao hd necessidade da utilizagdo das maiores
concentragdes do indicador para que o filme apresente mudancga colorimétrica devido a

sensibilidade ao teor de bases volateis totais.

Ao comparar todas as amostras analisadas, as amostras C6 e C7, relacionadas a
degradacdo da carne de frango na temperatura de 4 °C durante 18 e 21 dias, foram aquelas
mais proximas ao eixo referente a diferenca de cor total (AE), i.e., elas apresentaram os
maiores valores de AE mesmo em amostras com valores de N-BVT inferiores aos quantificados

em outros trabalhos. Essas amostras, feitas com antocianinas provindas do extrato da casca
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do jameldo, podem ser considerados as mais sensiveis a mudanca de N-BVT neste conjunto

de dados.

Outra amostra que se destacou foi a E5, produzida com antocianina do extrato da polpa
de amora, que representa a qualidade do peixe apds 48 h a 25 °C. Como as condi¢des de
armazenamento e tempo propiciam a degradacdo, essa amostra apresentou os maiores
valores para N-BVT (62,27 mg N/100g), porém uma mudanca de coloracdo de apenas 8,82
guando comparada ao filme inicial. Enquanto amostras como a B7, apresentaram maior AE
(10,17) para um menor valor de N-BVT (22,4 mg N/100g). Esse poderia ser um indicativo de
gue o marcador ndo transmite a informacdo da qualidade do produto, contudo, segundo o
padrdo chinés, o valor maximo permitido para bases volateis totais nesse tipo de alimento é
de 20 mg N/100g e as amostras analisadas perto desse limite apresentaram diferencas de
coloracdo consideraveis. Portanto, este consegue ser um bom indicador de qualidade do

produto durante o seu tempo de vida de prateleira.



DEQUI / UFRGS — Patricia de Paula Benvenutti 31

5 Conclusoes e Sugestoes para Trabalhos Futuros

A proposta deste estudo de caso foi a verificacdo do uso de marcadores colorimétricos
biodegradaveis sensiveis a mudanca de pH para indicacdo do frescor de produtos carneos. Por
meio da Anadlise de Componentes Principais dos dados obtidos em publica¢des prévias, foi
realizada primeiramente a comparacdo entre as variaveis N-BVT (bases volateis totais) e pH
para confirmar que altera¢cdes no pH estdo relacionadas com a degradacdo do produto,
medida através da quantificacdo de N-BVT. Os resultados obtidos apontam que ha uma boa
relacdo entre os fatores para pescados. Para suinos observou-se a necessidade de utilizacdo
de marcadores extremamente sensiveis a pequenas mudancas no pH quanto maior o valor de
N-BVT a ser medido. Para aves, ndo foi possivel analisar com precisdo a relacdo entre as
varidveis, uma vez que as medidas experimentais ndo chegaram até o limite permitido. Desta
forma, verifica-se que a natureza da carne tem um papel importante na escolha do indicador
e que ha a necessidade de estudos futuros a fim de relacionar melhor N-BVT e o pH. A anadlise
da correlacdo entre a diferenca de cor total do filme (AE) e as bases volateis totais (N-BVT),
revelou que as amostras estudadas apresentaram comportamento similar, com boa relagao
entre as varidveis. Os dados do marcador produzido de papel filme com extrato da casca de
jameldo foram os que apresentaram os melhores resultados. Com isso, é possivel concluir que
indicadores fabricados a partir de antocianinas extraidas de folhas, frutos e raizes sdo sensiveis
ao processo de deterioragdo de alimentos cdrneos, apontando sua capacidade de monitorar

o tempo de prateleira desses produtos.

Durante as pesquisas na plataforma de publicagdes e bancos de dados percebeu-se uma
significativa divergéncia entre os fatores analisados. Os trabalhos ndo seguiram uma
padronizacdo de varidveis a serem medidas, sendo que alguns ndo apresentaram dados de
controle de pH e do calculo do AE, quando aplicados os filmes no monitoramento da
degradacdao do produto cdrneo. Além disso, notou-se a auséncia parcial de informacgdes
fundamentais, como a quantidade de cada composto utilizado durante a fabricacdo dos
indicadores. Portanto, para trabalhos futuros, torna-se fundamental a padronizacao dos
experimentos empregados na verificacdo da possibilidade de uso dos marcadores

colorimétricos como indicadores de frescor em produtos carneos.
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