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RESUMO

As embalagens que apresentam indicadores de tempo-temperatura sao
consideradas embalagens inteligentes, pois utiizam um sistema que
monitora as condi¢des do alimento em tempo real. Os indicadores ou
integradores de tempo e temperatura (ITTs) séo definidos como dispositivos
simples, eficazes e de facil manuseio para monitorar, gravar e, de forma
acumulativa, indicar a influéncia global do histérico de temperatura sobre a
qgualidade do produto alimenticio, desde a fabricacdo até o consumidor final.
Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e
caracterizar um sensor Indicador de Tempo-Temperatura baseado em uma
blenda polimérica de Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) (PVA) e
guitosana dopada com antocianinas para estabelecer as variacbes de
tempo-temperatura de forma indireta, a partir das mudancas de pH de
produtos alimenticios, quando submetidos a temperaturas inadequadas de
armazenamento. O ITT foi produzido a partir de quitosana, PVA e
antocianinas extraidas de Brassica oleracea var. Capitata, da familia
Brassicaceae (repolho-roxo). Para a caracterizacdo do ITT, foram utilizadas
as técnicas de TG-DSC, FT-IR, UV-Vis e indice de Intumescimento (Ii), além
da definicdo da variacao total de cor, em escala CIELab, apds a ativacdo em
diferentes pH (1,0 a 12,0) e ensaios de tracéo (tensdo/deformacédo) no intuito
de estabelecer as propriedades mecanicas do ITT. Os resultados das curvas
de TG-DSC e espectros de Infravermelho indicaram que houve uma
interacdo de ordem fisica e ndo quimica entre o PVA e a quitosana na
formacdo do filme. Visualmente o ITT apresentou translucidez, sendo
caracterizada pela cor roxa, proveniente das antocianinas em pH neutro. O
valor encontrado para o indice de intumescimento (38,02%+0,03) é
decorrente da elevada concentracdo de PVA na constituicdo do ITT. Os
resultados para o teste de ativacdo de mudanca de cor foram excelentes,
considerando que foi estabelecida as mudancas de cor do ITT nos diferentes
pH, sendo corroborado pelo teste de aplicagcdo em leite pasteurizado. Em
relacdo aos ensaios mecanicos, os resultados caracterizam o ITT para
aplicacdes em embalagens. Portanto, conclui-se que é possivel utilizar o ITT
a base de quitosana, PVA e antocianinas como sensor indicador de
variacfes de tempo e temperatura, para compor uma embalagem inteligente
de alimentos, considerando que quando os alimentos sdo mantidos em
temperaturas inadequadas de refrigeracdo, inicia-se 0 processo de
deterioracdo, que na maioria das vezes, resulta em alteracdes no pH do
meio, sendo esse parametro o ponto chave para ativagéo do ITT.

Palavras-chave: Indicador de Tempo-Temperatura (ITT), quitosana,
Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) (PVA), antocianinas.



ABSTRACT

Food packages featuring time-temperature indicators are considered
intelligent packages, due to the use of a system that monitors the food
conditions in real time. Time-Temperature indicators or integrators (TTIs) are
defined as simple, effective and easy to use devices for monitoring, recording
and cumulatively indicate the overall influence of temperature history on the
guality of the food product, from manufacturing to the end consumer. Thus,
this study aimed to develop and characterize a Time-Temperature indicator
sensor based on a polymer blend of PVA and chitosan doped with
anthocyanins to establish the variations of time-temperature indirectly from
the changes of pH in food products, when subjected to improper storage
temperatures. The TTI are produced from chitosan and PVA, as well as
anthocyanins extracted from Brassica oleracea var. capitata, from the
Brassicaceae family (red-cabbage). The TG-DSC, FT-IR, UV-Vis techniques
were used to characterize the TTI, as well as swelling index (Si), and
definition of the total variation of color through CIELab scale, after activation
at different pH (1,0 to 12,0). Tensile (stress/strain) test was made in order to
establish the mechanical properties of TTI. The results from TG-DSC curves
and IR spectra indicated that there was a physical interaction, not a chemical
one, between PVA and chitosan in film formation. Visually, the TTI showed
translucency, being characterized by the purple color from anthocyanins in
neutral pH. The value found for the swelling index (38,02+0,03%) is due to
the high concentration of PVA in the constitution of TTI. The results for the
activation color change test were excellent, considering that changes color in
different pH TTI, which was corroborated by the application test in
pasteurized milk. In relation to the mechanical tests, the results characterizes
the TTI for packaging applications. Therefore, it is concluded that it is
possible to use the TTI the basis of chitosan and PVA anthocyanins sensor
indicator variations of time and temperature to form an intelligent food
packaging, whereas when foods are kept at inappropriate temperatures,
cooling starts the process of deterioration, which most often results in
changes in pH, being the key to activating the TTI this parameter.

Keywords: Time-Temperature Indicator (TTI), chitosan, Poly(vinyl alcohol-co-
vinyl acetate) (PVA), anthocyanins.
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1. INTRODUCAO

As embalagens que apresentam Indicadores de Tempo-
Temperatura sao consideradas embalagens inteligentes, pois utilizam um
sistema que monitora as condi¢cbes do alimento em tempo real, informando
aos consumidores sobre as condi¢cdes de transporte e armazenamento
desses produtos, estabelecendo desta maneira os parametros de qualidade
e seguranca do alimento antes do seu consumo.

Assim, um moderno sistema de seguranca, que garanta a
gualidade de um produto, pode evitar a contaminacdo através do
monitoramento, fixacdo e controle de parametros criticos, como a
temperatura, durante o ciclo de vida de um produto alimenticio. Esses
sistemas incluem a fase de pos-processamento e se estendem até o periodo
de utilizacédo pelo consumidor (KOUTSOUMANIS et al., 2005).

Por isso, o controle e registro das condicbes de temperatura
durante a distribuicio e armazenagem sdo de extrema importancia
(TAOUKIS e LABUZA, 2003). Os indicadores ou integradores de tempo e
temperatura (ITTs) sédo definidos como dispositivos simples, eficazes e de
facil manuseio para monitorar, gravar e, de forma acumulativa, indicar a
influéncia global do histérico de temperatura sobre a qualidade do produto
alimenticio, desde a fabricacdo até o consumidor final (GIANNAKOUROU et
al., 2005).

Indicadores de Tempo e Temperatura tém sido aplicados
principalmente para estabelecer o tempo de exposicdo a temperatura de
produtos alimenticios refrigerados e congelados, tais como produtos de
pescado e frutos do mar (MENDOZA et al., 2004), produtos horticolas
(BOBELYN et al., 2006), carnes (VAIKOUSI et al., 2009) e produtos lacteos
(FU et al., 1991; ZHANG et al., 2013). Além disso, os ITTs também j4 foram
aplicados para avaliar a eficiéncia dos processos de pasteurizacdo e
esterilizacdo (MEHAUDEN et al., 2007).

Assim, esses indicadores sdo descritos como materiais que
possuem a capacidade de indicar a presenca ou auséncia de outra

substancia no alimento em relacdo as suas condi¢des iniciais, como a
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presenca de oxigénio, ou 0 grau de reacao entre substancias da composicéo
guimica do alimento, resultando em mudancas nas caracteristicas do
indicador, sobretudo a cor. Deste modo, os ITTs devem apresentar uma
excelente sensibilidade de ativagéo, a partir da temperatura, bem como da
implicacdo acumulada do tempo em que o alimento esta mantido naquela
temperatura, correlacionando a deterioracdo do produto ao efeito da
temperatura, apontado de maneira precisa e irreversivel pelo indicador (DE
JONG et al., 2005).

Outros tipos de ITTs também foram desenvolvidos, Rani e
Abraham (2006) relataram um ITT de baixo custo a partir de reacdes
enzimaticas. Yan et al., (2008) desenvolveram um novo tipo de ITT ativado
por amilase, ao passo que Galagan e Su (2008) desenvolveram um novo
sensor colorimétrico ITT com base em tinta degradavel. Em 2010, Ellouze e
Augustin, desenvolveram um ITT biologico (eO)®, para indicar a qualidade
de carne moida e fatias de frango temperadas, cozidas e embaladas sob
atmosfera modificada.

Portanto, considerando que os principais sensores empregados
em embalagens de alimentos s&@o aqueles que informam variacdes na
temperatura durante o tempo de prateleira desses produtos, tém-se deste
modo, a relevancia do presente trabalho, que se refere ao desenvolvimento
e caracterizacdo de um sensor indicador de tempo-temperatura para
constituir uma embalagem inteligente, sendo este sensor baseado em uma
blenda polimérica de PVA e quitosana dopada com antocianinas, com a
finalidade de estabelecer as variagbes de tempo-temperatura de forma
indireta, a partir das mudancas de pH de produtos alimenticios, quando
mantidos em temperaturas diferentes das recomendadas para o0 seu

armazenamento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Embalagens para Alimentos

A embalagem tem como fun¢gBes basicas conter, vender e
proteger o alimento contra qualquer acéo deteriorativa, sendo ela de ordem
guimica, fisica ou microbioldgica. Desta forma, a funcdo de protecao refere-
se na maxima preservacao da qualidade do produto, criando condi¢cdes que
minimizem as alteracdes quimicas, bioquimicas e microbiolégicas que
promovem a degradac¢éo do produto desde o processamento até o consumo
final. E para tanto, o desenvolvimento de novas tecnologias, que utilizam
embalagens que possuam a habilidade de interagir com o alimento, se torna
de extrema importancia, sendo que essas embalagens ativas, sao
empregadas essencialmente em produtos frescos refrigerados, devido a sua
reduzida vida de prateleira (SOUSA et al., 2012).

Desta maneira as embalagens ativas, além de estabelecerem
uma barreira efetiva a agentes externos, promovem correcdes das limitacdes
presentes nas embalagens passivas. Essas embalagens podem ainda ser
descritas como embalagens em que o0s elementos adicionados, sao
propositalmente inseridos ao material ou no espaco-livre do volume util da
embalagem, na perspectiva de elevar sua eficiéncia (TEODORO et al.,
2007). No entanto, as embalagens inteligentes se constituem em sistemas
onde é possivel a comunicacdo com o consumidor, dando informacdes
referentes a qualidade e seguranca do produto através da embalagem. Isto
envolve a incorporacao de sensores ou indicadores que respondem por sinal
(elétrico ou colorimétrico) as modificacdes das condicdes iniciais do produto
alimenticio (DAINIELLI et al., 2008).

2.1.1 — Indicador de Tempo-Temperatura (ITT)
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A temperatura é um dos fatores mais importantes para assegurar
a qualidade de um alimento, devido a sua direta influéncia no crescimento
microbiano, como por exemplo, em cadeias de frio da carne fresca e de
produtos a base de carne, a refrigeracdo pode ser considerada como o
principal processo empregado, para controlar e minimizar o crescimento de
micro-organismos deteriorantes e principalmente os patogénicos, sendo
essencial para manutencdo da qualidade e seguranca desses produtos
(JAMES, 1996).

De Jong et al., 2005, descreve que o principio de funcionamento
dos ITTs se estabelece no fato de que a deterioracéo de alimentos ocorre de
maneira mais rapida, quando estdo em temperaturas de refrigeracdo e
congelamento diferentes do que as recomendadas para o0 seu
armazenamento. Deste modo, os ITTs descrevem o historico da vida de
prateleira do produto alimenticio, bem como a influéncia global da interacéo
tempo-temperatura na estabilidade do alimento, promovendo uma indicagéo
visual caracterizada por mudancas de cor no sensor (LABUZA e FU, 1995).
Selman (1995), propde que os ITTs podem ser ativados por diferentes
principios fisico-quimicos, como por exemplo reacbes de polimerizacao e
enzimaticas, além de processos de corrosao e ponto de fusdo do material.

Kruijf et al. (2002) apud Braga e Peres (2010), em uma revisao
sobre novas tendéncias em embalagens para alimentos, apresentaram
alguns indicadores de tempo-temperatura empregados comercialmente,
como o Vitsab TTI indicator (Vitsab Sweden AB, Suécia) que € ativado pela
variacdo de pH na mistura reacional, decorrente da reacdo enzimatica
provocada pela deterioracédo do alimento; o Tag MonitorMark (3M Packaging
Systems Division, EUA) que é ativado a partir do ponto de fusédo de
compostos, resultando na modificacdo de sua coloracédo e o Fresh-Check e
Fresh-ScanTM (Life Lines Technology, EUA) que sao ativados a partir da
variacdo de temperatura, resultando na reacéo de polimerizacdo e mudanca

de coloracéo do filme indicador.

2.2 — Polimeros
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Os polimeros séo definidos como toda macromolécula constituida
pela juncdo, através de ligacdes covalentes, de unidades de repeticao
chamadas de mero, que é na verdade a unidade bésica da cadeia
polimérica, sendo que a molécula formada por uma Unica unidade de mero é
estabelecida como monémero. Os polimeros séo divididos em trés grupos,
considerando o tipo de unidade, bem como a quantidade de meros por
cadeia polimérica e o tipo de ligacdo covalente envolvida, sendo entdo
classificados em plasticos, elastdmeros e fibras.

Os plasticos se estabelecem como materiais que em determinado
momento do seu processamento podem tornar-se fluidos e maleéaveis,
empregando isoladamente ou em conjunto calor e pressédo. Os polimeros
podem também ser qualificados considerando a diversificacdo das unidades
de mero na cadeia polimérica, ou seja, 0s polimeros cujas unidades de mero
repetidas sdo as mesmas, sdo denominados de homopolimeros, e 0s que
apresentam mais de um tipo de mero (diferentes monémeros) na cadeia, sdo
chamados copolimeros (CALLISTER, 2007).

2.3 - Blendas Poliméricas

Apesar de existir o processo de modificacdo quimica para a
producdo de copolimeros, ela ndo € a Unica maneira de alterar as
propriedades de um polimero. Assim, algumas modificacbes dessas
propriedades podem ocorrer de maneira efetivamente simples, eficiente e
com reducdo de custos, através da mistura fisica de polimeros, resultando
no que € denominado de blenda polimérica.

Desta forma, uma blenda polimérica, € a mistura fisica de dois ou
mais polimeros, podendo ser produzida através da dissolucdo dos polimeros
constituintes em um solvente comum, com posterior evaporacdo desse
solvente, ou da mistura mecanica dos seus constituintes, empregando a
fusdo e em seguida o resfriamento. Neste tipo de material, a interacédo
molecular predominante entre as cadeias poliméricas € do tipo secundaria,

como Van der Waals, dipolo-dipolo e ligacdes de hidrogénio (JACOB, 2006).
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2.3-PVA

O PVA é um polimero sintético, preparado pela polimerizacao do
acetato de vinila seguido da hidrélise de poli(acetato de vinila) em Poli(alcool
vinilico-co-acetato de vinila) (PVA) (Figura 1), no qual possui propriedades
fisicas e quimicas dependentes das condi¢Bes experimentais utilizadas em
sua preparacdo. O hidrogel de PVA apresenta excelente transparéncia e
consisténcia macia, e formam filmes com étimo grau de transparéncia, séo
mecanicamente resistentes, quando comparados a outros polimeros
sintéticos, e apresentam a propriedade de serem biocompativeis (SUNG et
al., 1999; BERGER et al., 2004).

OH

n

FIGURA 1. Estrutura do mondmero de PVA.

Assim, o PVA apresenta propriedades especificas que o
gualificam como excelente matéria-prima para a producdo de embalagens,
ou seja, o fato de ser ndo mutagénico, ndo citotoxico e principalmente, ndo
apresentar atividade carcinogénica (COSTA JR. e MANSUR, 2008).

2.3 — Quitosana

A quitosana (Figura 2) € um polimero obtido da desacetilacao
alcalina da quitina, sendo que a quitina comercial € normalmente obtida a
partir da separacdo de outros componentes da carapaca de crustaceos
através da desminerilizacdo e desproteinizacdo com solucdes diluidas de
HClI e NaOH, seguida de descoloracdo com KMnO, e acido oxalico
(MUZZARELLI et al., 2002). A quitina ocorre na natureza na forma de
microfibrilas cristalinas, que constituem componentes estruturais nos
exoesqueletos de artropodes e também nas paredes celulares de fungos,

como por exemplo o Aspergillus e leveduras (QIN et al., 2006).
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A quitosana apresenta propriedades de polieletrdlitos, como
também alta capacidade de absorcdo de &gua, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e néo toxicidade, além de possuir eficiéncia
bacteriostatica e fungiostatica, ganhado importancia como um polimero
constituinte de matrizes, podendo ser empregada no desenvolvimento de
filmes em embalagens para alimentos (ISENBERG e WONG, 2006; LI et al.,
2009; AZEVEDO et al., 2007).

HO
g 7 0
HO oH
00
OH NH,
HO”| NH

n
FIGURA 2. Estrutura quimica da quitosana.

Desta forma, a quitosana é um polimero n&o ramificado,
constituido por unidades de N-acetil-D-glucosaminas, unidas por ligacées (1
e 4) em cadeias de centenas de unidades (HOVEN et al., 2007). A quitosana
apresenta solubilidade essencialmente em solucbes aquosas de acidos
organicos como o acético, formico e citrico, bem como em inorgéanicos. A
estrutura quimica da quitosana assemelha-se a da celulose, diferenciando-
se somente 0s grupos hidroxila que na celulose sédo substituidos na posicéo
C-2 pelo grupo acetamida (PILLAI et al., 2009).

2.4 — Indicadores Naturais de pH

Na literatura existem diversos trabalhos como os de Cuchinski et
al., (2010) que utilizaram o extrato de beterraba (Beta vulgaris) como
indicador acido-base, ja Terci e Rossi (2002) estudaram os extratos brutos
obtidos das frutas de: Amora (Morus Nigra), Jabuticaba (Myrciaria cauliflora),
Jamboldo (Syzygium cuminii) e Uva (Vitis vinifera) como potenciais
indicadores e medidores de pH. Pinheiro e Lima (1999) estudaram o
desempenho do extrato aquoso da casca de barbatimédo (Stryphnodendron

barbatim&o), como indicador em titulacdo acido-base. Assim, esses estudos
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apresentam propostas de utilizacdo de corantes contidos em tecidos
vegetais, para determinagdo colorimétrica de pH, sendo que as mudancas
de coloracdo sédo atribuidas a presenca de antocianinas e outros compostos,
a partir das transformacdes estruturais que ocorrem quando h& variacdo no
pH do meio (SABNIS, 2007). Outros extratos vegetais também podem
funcionar como indicadores de pH devido a presenca de antocianinas, como
por exemplo, a solugdo aquosa do extrato de repolho roxo (Brassica
oleracea var capitata, Familia Brassicaceae) (SABNIS, 2007).

No entanto existem outros indicadores naturais de pH como o0s
extratos de acafrdo da terra (Curcuma longa, Familia das Zingiberaceas),
rabanete (Raphanus sativus, Familia das Brassicaceae) e pimentdo
(Apsicum annuum, Familia das Solanaceas), que apresentam mudancas de
coloracdo no extrato a partir das alteracdes de pH, devido a presenca de
pigmentos que produzem cor pela agdo de um ion cromoforo, como as
betalainas, a capsantina, a capsorubina (pigmentos vermelhos) e o
betacaroteno (pigmento amarelo) (ARAUJO, 1995).

2.4.1 — Antocianinas

Os flavonoides sdo o0s principais responsaveis por diversas
tonalidades de cores encontradas em flores, frutas e folhas e englobam um
grupo de inumeros pigmentos fendlicos (BOBBIO e BOBBIO, 1995) e como
subgrupo, dentro dos flavonoides se estabelecem as antocianinas
(PETERSON e DWYER, 2000) que se caracterizam por serem pigmentos
soluveis em &gua, responsaveis pela coloracdo vermelha, violeta, azul e
purpura (STRINGHETA, 1991).

As antocianinas sdo pigmentos glicosidicos, oriundos do nucleo
2—fenilbenzopirilico ou flavilico (JACKMAN e SMITH, 1992). Na natureza, as
antocianinas estdo presentes na forma heteroglicosidica, contendo uma ou
mais moléculas de acucar e a aglicona (antocianidina) ligados, sendo que os
principais acuUcares encontrados sédo: glicose, araminose, xilose, galactose,
arabinose e frutose, podendo estar presentes na forma de monoglicosideos,

diglicosideos e triglicosideos, substituidos diretamente na aglicona, sendo
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gue esses agucares contribuem para a estabilidade e solubilidade a aglicona
(KUKOSKI, 2000).

Na Tabela 1, sdo apresentadas as estruturas quimicas das
antocianinas e algumas de suas fontes naturais. No que se refere a
alimentacao a partir de plantas, as antocianinas se encontram difundidas, no
minimo em 27 familias, 73 géneros e numa grande variedade de espécies
(BRIDLE e TIMBERLAKE, 1997).

TABELA 1. Estruturas, nomes e fontes na natureza das principais
antocianinas.

I%s_trutura,d_o Estrutura do Anel B Nome Encont.rado
Cation flavilico em:

Morango, amora,

o OH -
_[:j Pelargonidina vermelha e
/ = bananeira.
/ OH Jabuticaba, figo,
/ //‘i,oﬂ Cianidina cereja, ameixa,
/ /4“\// jamboléo, amora
oA e repolho roxo.

Y .
i i e A < [ S/ . Berinjela, roma e
- //l — | :[ Delfinidina maracuia

OH \'\\\ ~Z “OH ja.
OH .\‘. \
\\\ 3 OCH,
\. ,,L& OH o N
\ i j Malvidina Uva e feijao.
"\ \\\ . NF “(:H’_TH?’
\\
\ OH L _
LT T Peonidina Uva e cereja.
\ 2!
~
\‘4
' OCH, _
0 - Frutas diversas e
\\ yH Petunidina

\ |l petunias.
= ~OH

Adaptado de: BOBBIO e BOBBIO, (1995).

As antocianidinas sdo oriundas a partir de uma biossintese mista,
ou seja, via acetato e via do acido chiquimico, onde a tetra-hidrochalcona
caracteriza-se como a molécula precursora para todas as classes de
flavonoides, sendo formada pela condensacdo de uma molécula de p-
coumaroil-CoA com trés moléculas de malonil-CoA, reacdo catalisada pela

chalcona sintase (CHS), que pertence a familia das sintases de policetideo.
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Desta forma as antocianinas representam uma categoria de substancias
organicas que sao sintetizadas em organismos vegetais a partir do
amino@cido fenilalanina (TANAKA et al., 2008).

Em conformidade com Tanaka et al., (2008), as antocianinas
diferem entre si a partir do nimero, bem como da posicdo dos grupos
metilas e hidroxilas presentes, que estdo ligados ao cétion flavilico em sua
estrutura béasica (Figura 3). Desta forma, as antocianidinas sao alteradas
pelos grupos glicosilados e acilados, resultando no surgimento de centenas
de diferentes estruturas moleculares, que contemporizam entre Ssi

considerando a cromaticidade e estabilidade.

FIGURA 3. Substituicbes nos carbonos adjacentes do cétion flavilico que
determinam a estabilidade das diferentes antocianidinas. a) delfinidina; b) cianidina;
¢) pelargonidina; d) petunidina; €) peonidina e f) malvidina. Simbolos: hidrogénio
(circulo vermelho); oxigénio (circulo roxo) e carbono (circulo verde).

Fonte: Adaptado de Coultate (2004).

A estabilidade das antocianinas esta diretamente relacionada aos
carbonos adjacentes ligados a estrutura do cation flavilico em sua forma
basica, sendo que considerando o grau de metilacdo das moléculas em
relacdo as seis antocianidinas presentes em alimentos, pode-se construir
uma escala em niveis de estabilidade, onde a malvidina caracteriza-se como

sendo a antocianina mais estavel, devido a presenca de dois radicais
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metilados em sua estrutura, sendo determinante na estabilidade da cor em
vinhos. Vale ressaltar também que os atomos de hidrogénio ligados ao
carbono adjacente das antocianinas, propiciam uma mediana estabilidade a
esses compostos e que o radical hidroxil representa o pigmento mais
susceptivel a degradacdo por processos que empregam variacbes de
temperaturas (TANAKA et al., 2008).

Viguera e Bridle (1999) descrevem que o cation flavilico apresenta
deficiéncia de elétrons, e essa deficiéncia faz com que ele seja altamente
reativo, instavel e susceptivel a ataques nucleofilicos por inimeros
reagentes, como a agua, peroxidos, diéxido de enxofre, dentre outros. Esses
atagues ocorrem necessariamente nas posicoes C-2 e C-4 (Figura 3), sendo
gue a posicdo C-4 caracteriza-se como a menos susceptivel ao ataque,
devido a um impedimento estérico que a posi¢cdo C-4 apresenta.

Assim, considerando as diferentes formas estruturais que as
antocianinas podem apresentar, elas adquirem diferentes coloragfes, sendo
essas mudancas de cor resultantes de diversos fatores, onde a temperatura
bem como o pH do meio e as ligacbes com outras substancias se
estabelecem como os fatores principais. E dentre esses trés fatores, o pH é
0 que mais resulta nas alteracdes de cor, dado que, em funcdo do meio
acido ou basico em que elas estdo submetidas, estas podem apresentar
estruturas distintas (LEE et al., 2005).

A figura 4 apresenta quatro das principais estruturas quimicas das
antocianinas, que podem ocorrer em equilibrio no meio como: o cation
flavilico, a base quinoidal, o carbinol pseudobase e a chalcona (LEVI et al.,
2004). Diversos trabalhos como os de Marco e Scarminio (2007), que
estudaram flores de Hibiscus acetosella Welw. Ex Hiern, demonstraram que
segundo a variacdo do pH do meio, ocorre mudanca na cor das amostras e

consequentemente nos maximos de absorcéo do espectro.
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HO HO

Base quinoidal (A) Cationflavilico (AH+)
azul vermelho

HO HO

Chalcona (C) Carbinol (B)
incolor incolar

FIGURA 4. Estruturas moleculares encontradas em soluc¢do aquosa com diferentes
valores de pH. Cation flavilico (AH+), a) base quinoidal; b) carbinol ou pseudobase;
e ¢) chalcona.

Fonte: Adaptado de LEVI et al., (2004).

Segundo Gouveia-Matos (1999), as mudancas de coloracao
observadas para o extrato de repolho roxo, com alta concentracdo de
cianidina, em funcdo das variacbes de pH se estabelecem em: vermelho
mais escuro em pH=1, que se torna mais claro em pH=3, em pH=4 e 5
apresenta-se com tonalidade roxa e lilas, no entanto menos intensa, e a
partir de pH=6 passa a adquirir tons azulados, até chegar ao pH=11, no qual
apresenta uma cor azul-violeta, jA& em pH=12 apresenta uma cor verde

escura, que adquire coloracdo amarelada em pH 13.

2.5 - Decomposicao de Alimentos — Variacdes de pH

O desenvolvimento tecnoldgico resultante da era industrial
promoveu o0 surgimento das industrias de alimentos, sendo que essas
industrias passaram a empregar aditivos quimicos concomitantemente a
métodos de conservacdo e processamento de alimentos, como a

refrigeracdo, o congelamento, a pasteurizacdo, a esterilizagdo, a secagem



24

pelo calor e a liofilizacdo, com a finalidade de aumentar a estabilidade e
consequentemente a vida util desses alimentos processados.

Assim, considerando as alteracdes que o0s processos de
decomposicdo provocam em alimentos, as alteracdes quimicas, fisicas e
enzimaticas, sdo as principais que ocorrem. As alteracdes quimicas advém
de reacbes dos alimentos quando em contato com o oxigénio do ar ou com
residuos de metais (estanho, ferro e cobre), jA& as fisicas ocorrem
necessariamente através da exposicdo demasiada a luz e a temperaturas
diferentes do que as recomendadas para manter a estabilidade dos
alimentos, resultando em mudancgas no aroma, sabor e cor. As alteracdes
enzimaticas sdo decorrentes da acdo de enzimas, presentes no préprio
alimento, propiciando mudancas na cor e principalmente no sabor
(FELLOWS, 2006).

De um modo geral, o principal mecanismo que provoca a
deterioracdo em alimentos processados ou in natura, € a acdo e
desenvolvimento microbiano, devido a contaminacdo por micro-organismos
nesses alimentos, resultando em alterac6es no pH do meio, pelo acamulo de
acidos organicos provenientes do metabolismo microbiano, como por
exemplo a decomposicdo da glicose em acido latico, que ocorre pelo
metabolismo anaerobio de Streptococcus, Lactococcus, e algumas espécies
de Lactobacillus. Outro exemplo de formacdo e acumulo de acidos
organicos, é a decomposicao anaerébia da glicose, por Shigella, que resulta
no desenvolvimento dos acidos latico, succinico, acético e formico,
promovendo a reducdo de pH do alimento para valores abaixo de 5,0
(FRANCO e LANDGRAF, 1996).

O processo de decomposicéo do alcool (oxidacdo dos alcoois) em
alimentos, por bactérias como a Gluconobacter e Acetobacter, promove o
acumulo de &cido acético, o que diminui o pH do meio, diferentemente da
decomposicdo anaerObia de proteinas, mais conhecida como putrefacao,
provocada por Leveduras como Tprulopsis e Rhodotorula, por bactérias do
género Pseudomonas e algumas espécies de Flavobacterium, que neste
caso, ocorre a producao de sulfeto de hidrogénio, mercaptanas, aminas e
indol, resultando na elevacdo do pH do alimento para valores acima de 8,0
(FRANCO e LANDGRAF, 1996).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Extracdo das Antocianinas do Repolho Roxo (Brassica oleracea
var capitata)

A extracdo das antocianinas foi realizada de acordo com Silva
(1996). Uma amostra de aproximadamente 150,0 g de repolho roxo, foi
triturada, em seguida, foi adicionado 80 mL de solvente extrator (Etanol-
Agua (7:3)) e o pH do meio foi ajustado para 2,0 com HCI (1 mol/L).
Posteriormente o material ficou em repouso por 24 horas a 5°C, ao abrigo da
luz. Apés esse periodo, o material foi prensado manualmente em filtro de
tecido, com a finalidade de reter o residuo do repolho, e o extrato foi
transferido para baldo volumétrico de 100,0 mL (VEc), tendo seu volume
completado com o solvente extrator. O conteudo do baldo foi centrifugado a
2000 rpm, por 10 minutos. A seguir, 0 sobrenadante foi filtrado, em papel
Whatman n° 1 resultando no extrato de antocianinas, que em seguida foi
neutralizado até pH 7,0, com uma solucédo de NaOH a 2,5 mol/L, para que o
efeito de mudanca de cor provocado pelas antocianinas, ocorresse no ITT a

partir das variacfes de pH provenientes da deterioracdo de alimentos.

3.2 — Preparacédo do ITT

O hidrogel de PVA foi preparado pela dissolucdo de
aproximadamente 1 g de p6 do polimero, (SIGMA-ALDRICH Art. No.
363146) 99+% de Grau de Hidrdlise (GH), em 100 mL de agua destilada,
sob agitacdo magnética a temperatura de 70 £ 2°C até completa dissolucéo.
O hidrogel de quitosana foi preparado a partir de 1 g de quitosana (SIGMA-
ALDRICH Art. No. 448877) de médio peso molecular e 70 - 80% de grau de
desacetilacdo (GD), dissolvido em 100 mL de solucdo aquosa de &cido
acético a 1% (v/v) e mantido sob agitacdo magnética por 24 horas em
temperatura ambiente (25°C).

A producéo dos filmes indicadores de tempo-temperatura, ocorreu

a partir de hidrogéis de PVA, quitosana e do extrato de antocianinas, sendo
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gue a proporcao definida na producéo final do ITT, foi determinada a partir
de testes em diferentes proporc¢des de hidrogéis: 9:1; 7:3; 5:5 e 3:7 (v/v), de
quitosana e PVA respectivamente, sendo o0 volume do extrato de
antocianinas definido em 25% do volume total da mistura, com posterior
adicao de 1,5% de solucao de tripolifosfato de sédio a 0,1% (m/v).

Os resultados dos testes através de caracterizacdo térmica,
espectroscopica e de indice de intumescimento, indicaram a proporcao 3:7
de quitosana e PVA, como sendo a ideal para a producdo do ITT. Assim, 0
ITT desenvolvido no trabalho ocorreu na propor¢cdo de 3:7 (v/v), para
guitosana e PVA respectivamente, e a concentracdo do extrato de
antocianina utilizada no filme se estabeleceu em 25% do volume total da
mistura dos hidrogéis, com adicdo de 1,5% de solucéo de tripolifosfato de
sédio a 0,1% (m/v) em relacdo ao volume total da mistura, no intuito
promover a reticulacdo (Cross-linking) da blenda polimérica, para conferir
maior resisténcia ao filme além de melhorar suas propriedades quimicas. O
pH final da blenda do hidrogel do ITT, se estabeleceu em 6,10,
apresentando uma coloracéo variando entre o roxo e o azul, como pode ser
visualizado na figura 5.

Posteriormente o hidrogel do ITT (Figura 5) foi vertido (70 mL) em
placas de Petri (150 mm de diametro) e em seguida, as placas foram
inseridas em estufa a 35°C de temperatura, para secagem do solvente,
através da técnica de “Casting”, promovendo a evaporacdo do solvente
aquoso e resultando em uma consequente coalescéncia das cadeias

poliméricas para formacao do filme continuo, no caso o ITT.
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FIGURA 5. Hidrogel de ITT, produzido a partir dos hidrogeis de quitosana e PVA e
extrato de antocianinas.

3.3 — Determinacéo do indice de Intumescimento (1i%)

Para a determinacdo do indice de Intumescimento (taxa de
absorcdo de agua dos filmes), inicialmente o ITT foi cortado em pecas com
4,0 cm? de &rea, em triplicata, as pecas foram mantidas em dessecador com
silica por 7 dias. ApGs esse procedimento as pecas foram pesadas, e em
seguida submetidas ao procedimento de imersao em recipientes contendo
agua destilada, por diferentes intervalos de tempo (0,5 min, 1 min, 3 min, 5
min, 7 min, 10 min, 15 min e 20 min de imersao) a temperatura ambiente
(25°C), a cada intervalo de tempo as pecas eram retiradas, secas e
pesadas, conforme metodologia descrita por Cavalcanti et al., (2002).

O calculo do indice de intumescimento (1i%) foi realizado utilizado

a equacao (1).

, Massa Final — Massa Inicial
1i% = — X 100 (1)
Massa Inicial

3.4 — Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho FT-IR

A radiacdo infravermelha (IR) corresponde aproximadamente a
parte do espectro eletromagnético representado entre as regides do visivel e
micro-ondas. Sendo que a parte de maior utilidade para andlise e
consequentemente identificagcdo de materiais, compreende os comprimentos
de onda de 4000 a 400 cm™, (2,5 pm e 25 pm) definido como infravermelho
médio (PAVIA et al., 2010).

O processo de absor¢cédo no infravermelho, parte da ideia de que
assim como ocorre em outros tipos de absorcdo de energia, as moléculas,
guando absorvem radiacdo no infravermelho, sdo excitadas para atingir um
estado de maior energia, ou seja, ocorre a vibracdo dos atomos da molécula.
A absorcdo de radiacdo no infravermelho €, como outros processos de
absorcdao, um processo quantizado, assim, corresponde a alteracbes de

energia da ordem de 8 a 40 kJ/mol. A radiacdo nessa faixa de energia
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satisfaz a faixa que engloba frequéncias vibracionais de estiramento e
deformacgdo angular das ligac6es na maioria das moléculas mais covalentes
(PAVIA et al., 2010).

Ainda que o processo de absorcdo no infravermelho seja
guantizado, o espectro normalmente surge como uma série de bandas, em
vez de linhas, isso ocorre pois cada mudanca de nivel de energia vibracional
corresponde a uma série de mudancas de niveis rotacionais. Deste modo,
as linhas se sobrepdem apresentando as bandas observadas, ou seja,
bandas de vibragcédo-rotagcdo. O comprimento de onda de absorcdo de uma
radiacdo ou frequéncia depende das massas relativas dos atomos, das
constantes de forca das ligacdes e da geometria dos atomos na estrutura do
composto. Assim, cada frequéncia de absorcdo presente num espectro no
infravermelho equivale a uma frequéncia de vibracdo de uma parte de uma
molécula da amostra analisada (SILVERSTEIN, 1998).

As vibracdes moleculares podem ser definidas em deformacdes
axiais e angulares. As vibracdes de deformacédo angular, envolve alteracéo
dos angulos de ligacdo em relacdo a um grupo de coordenadas arbitrario da
molécula, ou seja, correspondem a variacdes ritmadas de ligacbes que tem
um atomo em comum ou movimento de um grupo de atomos, em relacdo ao
resto da molécula, sem que as posic¢des relativas dos atomos do grupo se
alterem. Ja a vibracdo de deformacéo axial caracteriza-se por um movimento
ritmico que se estende ao longo do eixo da ligacdo, resultando no aumento e
diminuicdo da distancia interatdmica (SILVERSTEIN, 1998).

De uma maneira geral, as ligacBes moleculares podem vibrar em
seis modos distintos: deformacdo axial simétrica (estiramento simétrico),
deformacédo axial assimétrica (estiramento assimétrico), deformacdo angular
simétrica no plano, (tesoura, ou dobramento angular), deformacdo angular
fora do plano (sacudida), deformacéo angular assimétrica no plano (balanco)
e deformacdo angular assimétrica fora do plano (torcdo) (SILVERSTEIN,
1998).

Portanto, a analise de espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho de um composto, determina as posi¢cdes, ou picos, na regiao
do infravermelho e os registra graficamente. Resultando deste modo em um

gréfico de intensidade de absor¢do versus nimero de onda (ou, as vezes,
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comprimento de onda), sendo denominado como espectro de infravermelho
(PAVIA et al., 2010).

O espectro de absorcédo na regido do infravermelho das amostras
foram obtidos a partir do Espectrofotdmetro da marca PerkinElmer, modelo
Spectrum 100 (Figura 6), com resolucdo 4 cm™, na regido compreendida
entre 4.000 — 600 cm™, utilizando cristal de diamante/ZnSe e a técnica de
reflectancia atenuada (ATR) com transformada de Fourier, disponivel no
Laboratério de Estudos de Materiais (LEMat) da Universidade Federal de
Mato Grosso — CUA.

FIGURA 6. Foto do Espectrofotdmetro PerkinElmer, modelo Spectrum 100.

3.5 — Espectroscopia na Regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

A Espectroscopia na Regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis) é
uma técnica que envolve a espectroscopia de fbétons, ou seja, a
espectrofotometria. A técnica utiliza luz na faixa visivel do ultravioleta (UV)
préximo e do infravermelho proximo, sendo que nessas faixas de energia as
moléculas padecem transicOes eletrdbnicas moleculares. E a partir da Lei de
Lambert-Beer, descrita nha equacao (2), pode-se definir de modo quantitativo

a concentracao de substancias nas amostras que absorvem essa radiacao.

A= —log(I/lp) =€-c-L (2)
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Onde A é a absorbancia medida, I € a intensidade da luz
incidente a partir de um determinado comprimento de onda, | representa a
intensidade transmitida pela amostra, L o caminho Optico pela amostra, ou
seja, a distancia da luz percorrida por ela, € é definida como uma constante
conhecida como absortividade molar que varia de substancia para
substancia, e c representa a concentracao da substancia em (mol/L) (PAVIA
et al., 2010).

Durante a andlise, a amostra € inserida no caminho optico do
aparelho para obter a informacédo sobre a absor¢cao dela pela luz UV-Vis em
dado comprimento de onda, ou uma faixa de comprimentos de ondas.
Assim, o equipamento mede o quanto de luz foi absorvida pela amostra. As
medidas de absorc¢ao Optica na regiao do ultravioleta e do visivel (UV-Vis) do
ITT e das outras amostras para caracterizacao, foram realizadas utilizando o
espectrofotdmetro da marca PerkinElmer, modelo Lambda 25 (Figura 7), que
realiza medidas de absorcdo por transmitancia ou absorbéancia, disponivel
no Laboratoério de Estudos de Materiais (LEMat) da Universidade Federal de
Mato Grosso — CUA.

17/1//,

// i

FIGURA 7. Foto do Espectrofotdmetro PerkinElmer, modelo Lambda 25.

3.6 — Andlise Térmica (TG-DSC)

A andlise térmica pode ser descrita como um conjunto de técnicas
gue permitem estabelecer e medir as mudancas de uma propriedade fisica
ou quimica para uma substancia ou material, sendo esta analise realizada

em funcdo da temperatura ou tempo, enquanto que a substancia é
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submetida a um programa controlado de temperatura. A andlise térmica
apresenta uma infinidade de estudos relacionados a decomposi¢éo térmica,
bem como a resolucdo quantitativa de umidade, compostos volateis,
residuos e quantidade de cinzas do material analisado (MOTHE &
AZEVEDO, 2002).

As principais vantagens da Andlise Térmica compreendem desde
0 uso de uma pequena quantidade de amostra para 0s ensaios a variedade
de resultados em um uanico grafico. Sendo este grafico importante para
avaliar o comportamento do material, quando submetido a um programa de
variagdo de temperatura. Desta maneira, a Analise Térmica pode identificar
no material reacbes de oxidacao térmica, a cinética de reacdo de cura e
cristalizacdo, o diagrama de fases, a quantificacdo de calor especifico, bem
como a determinacdo de transicdo vitrea, de fusdo e tempo de
armazenamento que o material analisado apresenta (MOTHE & AZEVEDO,
2002). A sua aplicabilidade ocorre em diferentes areas, como a alimenticia e
a engenharia civil. Portanto, a analise térmica permite o estudo de diferentes

tipos de materiais, desde organicos e inorganicos.

3.6.1 — Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria (TG) conceitua-se como uma técnica na qual
a variagao de massa de uma substancia (Am) é medida quando esta é
submetida a uma programacdo controlada de temperatura, ou seja, é
estabelecida a variacdo de massa de uma amostra, decorrente de uma
transformacdo fisica (sublimacdo, evaporacdo, condensacdo) ou
transformacédo quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo) em funcéo
do tempo ou da temperatura (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

Quando um composto € exposto a temperatura elevada pode, na
maioria das vezes, modificar a estrutura quimica e, consequentemente, as
propriedades fisicas dos materiais, ou seja, a curva de degradacédo térmica,
estando em condi¢cBes nao isotérmicas, apresenta o perfil da resisténcia ou
estabilidade térmica que o material possui quando submetido a uma
varredura de temperatura. Assim, a capacidade da substancia em manter

suas propriedades, durante o processamento térmico, 0 mais proximo
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possivel de suas caracteristicas iniciais, é definida como estabilidade
térmica, necessitando ser considerada em termos do ambiente em que o
material estd acondicionado e das funcdes que ele deve desenvolver
(MOTHE e AZEVEDO, 2002).

3.6.2 — Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é definida como a
técnica que mede a diferenca de energia proporcionada a substancia e a um
material tido como referéncia, enquanto sdo submetidos a uma variacao
controlada de temperatura. Portanto a calorimetria exploratéria diferencial
afere as temperaturas e o fluxo de calor ligado as transicdes dos materiais
em fungdo da temperatura e do tempo. Assim, tais medidas apresentam
informagdes qualitativas e quantitativas relacionadas as mudancas fisicas e
guimicas que envolvem processos de absorcdo de calor (endotérmicos) e
evolucao de calor (exotérmicos), além de medir as mudancas de capacidade
calorifica do material (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

De acordo com Mothé e Azevedo (2002), o DSC caracteriza
materiais com medidas especificas que compreendem a transicdo vitrea
(Tg), a temperatura e tempo de cristalizacdo, o ponto de fusdo, o calor
especifico, a oxidagéo, pureza e estabilidade térmica do material, bem como
o ponto de ebulicdo, o grau de velocidade de cura e a cinética de reacao.

A analise térmica TG-DSC das amostras foi realizada no
equipamento da Mettler Toledo, modelo TG/DSC-1 (Figura 8), disponivel no
Laboratério de Estudos de Materiais (LEMat) da Universidade Federal de
Mato Grosso — CUA), utilizado cadinho de a-Al,O3 (70 pL), com massa de
amostra de aproximadamente 7 mg, razdo de aquecimento de 20°C min™,
atmosfera de ar seco com vazdo de 60 mL min™ e intervalo de temperatura
de 30 - 1000°C.
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FIGURA 8. Foto do TG/DSC-1 da Mettler Toledo.

3.7 — Propriedades Mecéanicas de Filmes

Considerando que as principais propriedades mecanicas dos
filmes sdo descritas pela resisténcia a tracdo e ao alongamento, tém-se que
essas propriedades estdo diretamente correlacionadas a estrutura dos
filmes. Assim, a resisténcia a tracdo é definida como a tracdo maxima
apresentada pelo filme em um teste de tensdo/deformacéo, diferentemente
da resisténcia ao alongamento, que é descrita como a capacidade do filme
em se entender. Desta forma, a estrutura molecular dos polimeros e
materiais que o concebem, influencia diretamente o seu comportamento
mecanico. Diante disso, os filmes poliméricos podem ser classificados em
termos de rigidez, fragilidade e tenacidade (CANEVAROLO, 2004).

Os ensaios de tracdo (tensdo/deformacéo) foram realizados em
uma maquina universal de ensaio, modelo WDW-300E da Time Group Inc.
(Figura 9) disponivel no Laboratério de Ensino Il do curso de Engenharia
Civil da Universidade Federal de Mato Grosso — CUA, determinando a
tensdo maxima de resisténcia, alongamento percentual e moédulo de
elasticidade das amostras de ITT e dos filmes de quitosana e PVA puro, com
objetivo de comparacdo em relacdo ao comportamento mecéanico do ITT. Foi
adotado o método ASTM D1708-10, apropriado para determinacdo de
propriedades de tensdo ou tracdo de filmes plasticos com espessura

variando de 0,0025 mm a 2,5 mm.
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FIGURA 9. Foto do equipamento de ensaios de tracao, modelo WDW-300E
da Time Group Inc.

A figura 10 apresenta o modelo das amostras para o teste de
tracdo, onde foram cortados em equipamento especifico para cortes de
corpos de prova. Todas as superficies das amostras utilizadas nos testes,
ndo apresentaram falhas visiveis, arranhdes ou imperfeicbes. A separacéo
inicial das garras se estabeleceu em 22 mm e a velocidade de tracdo 12,5
mm/min, com célula de carga de 150 Kgf. Foram analisados cinco corpos de
prova para cada amostra, sendo que todo ensaio ocorreu em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C). A espessura dos filmes foi medida com
um micrémetro manual da marca Mitutoyo®, com divisbes de 0,01 mm, em
cinco pontos randémicos para as amostras analisadas, apresentando valor
médio de 0,08+0,002 mm para o ITT, 0,10£0,003 mm para os filmes de
guitosana e 0,07£0,003 mm para os filmes de PVA. Os dados para as curvas
de tensdo x deformacdo, bem como os demais dados referentes as
amostras, foram obtidos com o auxilio do Software Win WDW®,

desenvolvido pela Time Group Inc. e tratados pelo programa Origin Pro 8.1
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para producdo dos graficos, onde foi determinada a média estatistica dos
dados de deformacéao e carga de for¢ca dos 5 corpos de prova de cada filme,
sendo que a tensdo suportada pelo material analisado e a deformacao
apresentada foram registrados.

Previamente aos testes, o0s corpos de prova foram
acondicionados em um ambiente com 50+5% de umidade relativa e

temperatura de 23+2°C em um periodo de tempo de 40 horas.

5,0 mm

22,0 mm

FIGURA 10. Corte padrdao ASTM (Designacdo: D1708-10a) para analise de
propriedades mecanicas das amostras de ITT e filmes de quitosana e PVA.

3.8 — Parametros Dinamicos de Cor do ITT

3.8.1 — Analise de Cor - Colorimetria

Em relacdo ao emprego da cor para determinar um parametro de
um objeto, passou a existir a necessidade de utilizar técnicas que reduzam
as variacfes de uma avaliacdo visual subjetiva. Assim, a colorimetria, €
descrita como a ciéncia que estabelece a medicédo da cor, sendo utilizada
principalmente na industria e laboratério, no intuito de expressar a cor de
maneira  numérica, de acordo com padrbes regularizados
internacionalmente, para que a comunicacdo da cor seja facil e expressa de

maneira simples e correta (WENDT, 2006).
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A despeito da cor ser um atributo de fundamental importancia
para um produto, poucos sao os trabalhos que apresentam determinacao da
cor para filmes e, quando determinados, normalmente utilizam o sistema
CIELab (Figura 11), esse sistema admite a especificacdo de percepcdes de
cores em termos de um espaco tridimensional, ou seja, a axial L* é
conhecida como luminosidade e varia de preto (0) a branco (100), a*
apresenta variacao do verde (-60) ao vermelho (+60) e b* do azul (-60) ao
amarelo (+60) (GENNADIOS et al., 1996).

Considerando os termos de espaco tridimensional Lab, existe
outro sistema de mensuracdo de cor que é definido pela escala HunterLab
(Hunter L, a, b). Sendo que, analogamente ao sistema CIELab, a HunterLab
também transforma o espectro de reflectancia ou transmitancia do objeto
(emitido nas cores primarias: vermelho, verde e azul) em variaveis x, y e z
(grafico tridimensional). No entanto, a escala CIELab é calculada usando

raizes cubicas e a HunterLab utilizando raizes quadraticas.

L*
branco

100

preto
L

FIGURA 11. Representacao do sistema CIELab no espaco tridimensional

Fonte: HUNTERLAB, (1996).

Apesar de usar a escala ClELab, que parte do modelo CIE,
existem outros modelos que possuem a capacidade de expressar a cor de
forma numérica, de acordo com padrées normalizados, como por exemplo o
modelo RGB, que delineia as cores como o efeito da adicdo das trés cores

primarias, sendo cada uma delas expostas com uma intensidade que pode
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variar de 0 a 1, onde 0 é a intensidade minima e o 1 refere-se a amplitude
maxima com que a cor pode ser apresentada no dispositivo grafico. De tal
modo que o modelo RGB é demasiadamente coligado as superficies
emissoras de luz, e por isso é empregue quase que universalmente em
aparelhamentos que manejam a emissao de luz (LOPEZ, 2003).

Outros modelos também sdo conhecidos e utilizados para
determinar os parametros de cor de objetos, como: CMY, que é baseado nas
cores complementares, cido, magenta e amarelo e o HSV, que utiliza trés
variaveis (Hue: cor, matiz e cambiante de cor; Saturation: saturacdo e Value:
valor) resultando em um modelo que emprega 0s conceitos qualitativos de
matiz, luz e tonalidade (LOPEZ, 2003).

Diversos trabalhos que desenvolveram novos Indicadores de
Tempo-Temperatura, como os de Wallach (1996), Yoshida et al., (2013) e
Wanihsuksombat et al., (2010), empregaram solu¢cbes aquosas acidas e
basicas em faixas de pH variando de 1,0 a 13,0 para ativacdo das amostras
e posterior mensuracdo dos parametros dinamicos de cor, validando a
empregabilidade e aplicacao dos ITTs em embalagens para alimentos.

Os parametros de cor do Indicador de Tempo-temperatura foram
determinados através do Espectrofotometro MiniScan EZ Hunterlab da
marca BrasEq® (Figura 12), disponivel no Laboratério de Andlises
Bromatoldgicas do Campus Universitario do Araguaia, da Universidade
Federal de Mato Grosso; onde amostras do ITT (4 cm?) foram utilizadas para
determinar o parametro L* (luminosidade), a* (vermelho-verde) e b* (amarelo
— azul), apos a ativacdo e mudanca de cor devido ao contato com solugcdes
em diferentes pH (1,0 a 12,0). Uma placa de porcelana branca (padréo do
equipamento) foi empregada como suporte na leitura, sendo que o ITT

ativado, foi comparado com o ITT ndo ativado.
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FIGURA 12. Foto do Espectrofotdmetro BrasEq® modelo MiniScan EZ Hunterlab.
Os testes foram realizados em triplicata e a diferenca total de cor

foi obtida segundo a equacéo abaixo:

AE = \J(AL)2 + (8a)? + (8b)% (3

Onde: AL*=L*—Ly"

Aa* =a" —ay”

Ab* = b* — by"

sendo L,", a,* e b,” os valores de cor do padrdo, ou seja, o ITT ndo
ativado, produzido com extrato de antocianinas em pH neutro.

3.8.2 — Potencial de Aplicacdo do ITT (Teste de Ativacdo em Leite)

Para o teste de ativacédo em leite, incialmente pecas com 4 cm? do
ITT (triplicata) foram mantidas em contato com leite pasteurizado integral (20
mL) em placas de petri de vidro (5,5 cm de diametro). O leite utilizado foi da
marca Favorito®, processado e empacotado pelo Laticinio Cristal LTDA. As
placas contendo o leite e as pecas do ITT foram mantidas tampadas, em
uma sala com temperatura controlada de aproximadamente 25°C em todo o
periodo do teste, ou seja, tempo necessario para que o leite se deteriorasse
e promovesse as mudancas de cor do ITT. Durante o periodo do teste as
placas contendo o leite foram submetidas a leituras de pH utilizando um
pHmetro digital devidamente calibrado da marca TEKNA, modelo T-1000.

Apo6s as mudancas de cor do ITT, devido as alteracdes de pH do

leite, foram determinados os parametros de cor do Indicador de Tempo-
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temperatura, através do Espectrofotdmetro MiniScan EZ Hunterlab da marca
BrasEq®, em escala CIELab, estabelecendo a variacéo total de cor do ITT

em relacdo as suas condic¢des iniciais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizacéo do ITT

4.1.1 — Indice de Intumescimento

O resultado para o indice de Intumescimento é apresentado na
Tabela 2, e o valor final encontrado para o indice de intumescimento do ITT,
foi de 38,02%, assim, 0s ensaios demonstraram que, apesar das alteracdes
registradas, houve um periodo de equilibrio da hidratacdo entre 1 e 3
minutos (46,32 a 47,87%).

TABELA 2. indice de Intumescimento para o indicador de tempo-
temperatura.

Tempo (minutos) li% do ITT
0,5 *34,35%=0,02
1 46,32%=0,02
3 47,87%+0,02
5 46,73%=0,02
7 43,47%=0,03
10 40,76%z=0,02
15 38,38%:0,03
20 38,02%:=0,03

*Média da Triplicata

O valor final encontrado para o indice de Intumescimento
(38,02%=0,03), foi menor do que comparado ao periodo de hidratacédo, esse

comportamento pode ser explicado pelo fato de que as cadeias presas por
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ligacdes cruzadas da blenda polimérica formada pela quitosana e PVA,
perdem a mobilidade apds o periodo de hidratacdo, dificultando a entrada de
solvente e consequentemente a hidratacdo do filme. Outro ponto relevante
gue pode ter contribuido para esse comportamento na taxa de absorcéo de
adgua do ITT, foi a reticulagdo com tripolifosfato (Cross-linking) na mistura
dos hidrogéis, o que pode ter resultado na interacdo de hidrogénio entre a
hidroxila e o oxigénio do anel piranosidico da quitosana, reduzindo o nimero
das ligacfes de hidrogénio com a agua, ou seja, o grupamento hidroxila da
guitosana pode ter apresentado um efeito estérico, restringindo a interacéo
da 4gua com o polimero (GEHRKE, 2000).

Desta forma, o PVA com 80% de grupos hidrolisados é descrito
como um polimero que apresenta propriedades hidrofilicas mais acentuadas
do que comparado a quitosana. Isto ocorre porque o0 PVA possui um namero
elevado de grupos hidroxilas, diferentemente da quitosana que promove
ligacdes de hidrogénio e reduz a hidrofilicidade do filme devido a presenca
dos grupos acetatos. Portanto, a porcentagem final de intumescimento
encontrada (38,02%) para o ITT, sugere-se que pode ser atribuida a alta
concentragcdo de PVA utilizada em sua producdo (GINANI et al.,1999;
COSTA JR., 2008).

4.1.2 — Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho — FTIR

A Figura 13, apresenta os espectros de absorcdo na regido do
infravermelho para o filmes de quitosana, PVA e ITT. O espectro do filme de
PVA, apresentou bandas de absorcdo em aproximadamente 3254 cm™
(estiramento—OH) e 1084 cm™ para o grupamento C—O (RODRIGUES et al.,
2007; ANICUTA et al., 2010).

Analisando-se o espectro do filme de quitosana, tém-se que o
grau de desacetilacdo da quitina, promoveu o surgimento da banda de

ligacdo amida I, correspondendo ao estiramento da ligacdo C=0 em 1632

-1 -1 -1 -1
cm . As bandas em 1312 cm , 1249 cm e 1374 cm correspondem as
fortes vibracbes de dobramento da ligacdo N-H primaria, secundaria e

terciaria, respectivamente. As vibragbes fora do plano da ligagdo C-O
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-1
correspondente a estrutura sacaridea aparecem em 1559 cm™, 1054cm e

-1
886 cm , os resultados encontrados nos espectros de infravermelho para a

quitosana estao de acordo com os de Anicuta et al., (2010).

— Quitosana|
/

C=0

Transmitancia (%)

Estrutura Sacaridea
S B

— T T T T T T T T T 1
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

NGmero de onda (cm™)

FIGURA 13. Espectros de Infravermelho dos filmes de quitosana, PVA e do
Indicador de Tempo-Temperatura.

Os grupos acetato e hidroxila, existentes no PVA, séo
relacionados a bandas caracteristicas que podem ser verificados pelos
espectros de infravermelho na figura 13. As principais vibracdes
correspondentes aos grupos quimicos do PVA encontram-se descritas na
Tabela 3 e estdo de acordo com a literatura (MANSUR et al., 2007; COSTA
JR., 2008).
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TABELA 3. Comprimento de onda e grupos caracteristicos da quitosana e

PVA.
Material Bandas (cm™) Grupos Quimicos Associados
Quitosana 3570 — 3200 vO-H ligado
(3412) N-H,
Quitosana 2955 — 2845 vC-H; (ass)
(2902)
Quitosana 1900 — 1500 Amida I: vC=0
(1632)
Quitosana 1547 ON-H Amida |
Quitosana 1340 — 1250 C-N (terciéaria)
(1374)
Quitosana 1400 C-N (primaria)
Quitosana 1260 C-N (secundaria)
Quitosana 1054 e 886 vCOC (estrutura sacaridea - 3-1-4)
Quitosana 1012 C-O (ciclico)
PVA 3550 — 3200 v(OH)
(3254) OH...OH
PVA 2937 — 2870 vC-H
PVA 1650 — 1630 oC=C
PVA 1461 — 1417 O(CH) — CH2
PVA 1254 v(C-0)
PVA 1084 v(C-0)-C-OH
PVA 865 5C-C
PVA 937 OCH-CH,
PVA 1583 vC=C

As bandas caracteristicas apresentadas na Figura 13, indicam a

mistura fisica do PVA e da quitosana na formacdo do ITT, visto que néo

houve o aparecimento de novas bandas e nem o desaparecimento de

bandas existentes no PVA ou na quitosana, sendo que a Unica mudanca

observada foi na intensidade das bandas existentes nos espectros dos

polimeros puros, além do aparecimento de bandas correspondentes as

antocianinas. A banda existente entre 3100 a 3500 cm™, observada no

espectro do ITT, refere-se a ligacdes de hidrogénio (estiramento O-H e N-H)

entre os meros de quitosana (ANICUTA et al., 2010).
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Avaliando o espectro do ITT (Figura 13), o estiramento C-H pode
ser observado em 2930 cm™, as aminas secundarias presentes no mero da
cadeia polimérica da quitosana, sdo estabelecidas a partir do estiramento C-
N em 1240 cm™. Em relacdo ao PVA, o espectro de infravermelho do ITT,
apresentou estiramento tipico de olefinas (C=C) presente no mero da cadeia
polimérica do PVA em aproximadamente 1642 cm™, além da deformacéo C-
O em 1066 cm™.

A figura 14 apresenta os espectros de absorcdo na regido do
infravermelho do ITT e do extrato de antocianinas. Considerando o extrato
de antocianinas, as bandas entre 2800 — 3000 cm™ com maximo de
absorcdo a 2932 cm™, corresponde a deformacéo axial C-H, atribuidos aos
grupos metoxilas das substancias majoritarias do extrato de antocianinas.
Na regido entre 1000 — 1125 cm™, pode-se observar uma banda intensa com
méximo de absorcdo a 1015 cm™, podendo ser atribuida as deformacées C—
H do anel aromatico. A banda com maximo de absor¢gdo em
aproximadamente de 1233 cm™ pode ser atribuida ao estiramento C-O do
anel pirano presente em compostos flavonoides. A banda com maximo de
absorcdo a 1455 cm™ corresponde as vibragdes de estiramento C=C do anel
aromatico. As bandas entre 1300 e 1380 cm™ podem ser atribuidas as
deformacdes angulares C-O dos fenéis. J& a regido entre 1650 e 1750 cm™
pode ser associada a combinagdes e sobretons dos compostos aromaticos
presentes nas antocianinas (FERNANDEZ e AGOSIN, 2007).
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FIGURA 14. Espectros de Infravermelho do extrato de antocianinas e do Indicador

de Tempo-Temperatura (ITT).

Portanto considerando o espectro do ITT em comparacdo com o
do extrato de antocianinas (Figura 14), pode-se observar alteracdo nas
bandas, entre 1500 e 1600 cm™ partindo tanto do espectro de quitosana
guanto o de PVA. Isso mostra que as antocianinas foram incorporadas na
matriz polimérica do ITT, pois a regido modificada €é tipica de bandas
pertencentes a anéis aromaticos, havendo também alteracdes na faixa de
750 a 1000 cm™, o que indica a presenca de anéis aromaticos com
substituicdo orto e meta como pode ser verificado no espectro do extrato de

antocianinas apresentado na figura 14.

4.1.3 — Espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel - UV-Vis

Os resultados obtidos nas andlises de UV-Vis, indicam um perfil
espectroscopico variado, considerando os valores de pH das amostras. O
ITT foi desenvolvido com o extrato de antocianinas em pH neutro (7,0), que
devido ao carater acido da quitosana ap6s a mistura dos hidrogéis para
formar a blenda polimérica do ITT, apresentou reducdo do pH para 6,10
(medicéo feita antes do processo de secagem do hidrogel do ITT). Ja o

extrato de antocianinas (Figura 15) foi analisado em meio acido (pH 2,0), o
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espectro indica a caracteristica do equilibrio 4cido-base de protonagédo da
estrutura do cétion flavilico, o qual possui maximos de absorcéo na faixa da
regido visivel em 535 nm, na faixa de absorc¢ao da regido do ultravioleta em
280 nm e em aproximadamente 335 nm, sendo esse maximo de absorcéo
caracteristico de compostos flavonoides. Além disso, o perfil do espectro
obtido da amostra com pH 2,0 é bastante caracteristico para antocianinas,
conforme descrito na literatura (LEE et al., 2005). Os resultados obtidos,
para o extrato de antocianinas, estdo de acordo com o estudo desenvolvido
por Marco e Scarminio (2007), que evidenciaram a formacdo do cation
flavilico em pH fortemente acido (pH = 1,0 e 3,0).

2,0

Extrato de Antocianinas em pH 2,0
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FIGURA 15. Espectro de UV-Vis para o extrato de antocianinas em pH 2,0.

Na Figura 16 é apresentado o espectro de UV-Vis do filme de
PVA e quitosana sem a adi¢do do extrato de antocianinas, em propor¢ao de
7:3 (PVA:quitosana), ndo apresentando maximos de absorcdo na faixa da

regido visivel e do ultravioleta em relacdo a antocianinas.
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FIGURA 16. Espectro de UV-Vis do Filme de quitosana e PVA em proporcao de

30:70 sem adicdo de extrato de antocianinas.

A figura 17 apresenta o espectro de UV-Vis do ITT, onde é
possivel notar que o ITT apresenta maximo de absor¢cdo na regidao do UV-
Vis em um comprimento de onda de aproximadamente 320 nm, que é
caracteristico da antocianina em meio neutro, o espectro obtido estabelece a
presenca de antocianinas no filme indicador, observando-se no espectro um
deslocamento hipsocrémico em comparacédo com o espectro do filme sem
adicdo de antocianinas (Figura 16), o mesmo perfil de deslocamento é
observado por Levi et al., (2004) em extrato de antocianinas em meio acido

para basico.
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FIGURA 17. Espectro de UV-Vis do Indicador de Tempo-Temperatura.

4.1.4 — Andlise Térmica TG-DSC

Na Curva TG-DSC do filme de quitosana (Figura 18), foi
observado a perda de massa em quatro etapas consecutivas. A 12 etapa de
perda de massa (8,28% (m/m)) ocorreu entre 30°C e 155°C, com pico
endotérmico em 150°C, esta perda é devido a saida de agua superficial do
composto. A 22 etapa de perda de massa (10,63%) ocorre entre 161°C e
250°C, devido a saida de agua intrinseca do filme. Os processos de
decomposicdo do filme iniciam-se a partir de 250°C, sendo observado duas
etapas consecutivas, com perdas de massa de 51,76% e 25,87% (32 e 42
etapa, respectivamente) até 830°C, com trés picos exotérmicos em 290°C,
620°C e 700°C, a massa final de residuo para o filme de quitosana se
estabeleceu em 3,46% (devido a presenca de compostos inorganicos

(impurezas), presentes na quitosana e que sao estaveis até 1000°C.
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FIGURA 18. Curva TG-DSC do filme de quitosana.

Em relacdo ao PVA, a decomposicdo térmica ocorreu em 4
etapas consecutivas (Figura 19). A 12 etapa foi devido a desidratacao
térmica, com perda de massa de 5,49% (m/m), apresentando uma
endorterma entre 80 e 133°C. A decomposicao térmica do composto anidro
(22, 32 e 42 etapa) ocorreu entre 196°C a 720°C, com perdas de massa de
69,37%, 13,26% e 11,06% (m/m), respectivamente 22, 32 e 42, apresentando
pico endotérmico em 227°C, atribuido a desidratacdo de sua cadeia
polimérica e fusdo do polimero, confirmado pela literatura
(LEWANDOWSKA, 2009) e teste qualitativo, acompanhado da formacéo
subsequente de produtos volateis. O outro pico endotérmico em 300°C é
decorrente da desidroxilacdo do PVA (LEWANDOWSKA, 2009).

O DSC para 22, 32 e 42 etapas de decomposicdo térmica,
apresentou quatro picos exotérmicos entre 360 e 718°C. Os picos
exotérmicos observados nas curvas DSC do filme de PVA (Figura 19) sao
devido a decomposicdo oxidativa da matéria organica em atmosfera de ar,
ndo havendo formacédo de residuo na decomposicdo térmica do filme de
PVA.

DSC (mW)



49

100

T T T T T T
Filme de PVA -
DSC
%07 TG
r-10
S 60 g
o
~ ~-20
- d
3 2
= a
40 -30
- 40
20
~-50
0 — T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Temperatura (°C)

FIGURA 19. Curva TG-DSC do filme de PVA.

A curva TG-DSC do indicador de Tempo-Temperatura (Figura 20),
apresenta a decomposicao térmica ocorrendo em seis etapas, sendo a
primeira etapa decorrente a saida da agua superficial adsorvida (17,12%). A
22 etapa de decomposicdo térmica ocorreu entre 183°C e 290°C,
apresentando perda de massa de 5,03%, sendo decorrente da remocéao da
agua intrinseca de constituicdo do filme. A 32 etapa de perda de massa do
indicador ocorreu em 290°C até 363°C, apresentando perda de massa de
30,77%, com pico endotérmico entre 330°C, indicando maior estabilidade
térmica que os filmes de quitosana e PVA separadamente. Esta etapa de
degradacéao térmica é devido a desidroxilacdo da cadeia polimérica do PVA,
bem como da degradacdo da cadeia polimérica da quitosana, abrangendo a
desidratacdo, despolimerizacdo e decomposicdo pirolitica da estrutura
polissacaridea, promovendo a formacdo de &gua, dioxido de carbono,
metano e amoénia (ZOHURIAAN e SHOKROLAHI, 2004). A 42 etapa de
decomposicdo ocorreu até 490°C, com pico exotérmico em 470°C,
apresentando perda de massa de 16,44%. A 52 etapa de decomposicao
térmica ocorreu até 620°C, apresentando perda de massa de 12,95%. A 62
etapa de decomposicao térmica ocorreu até 950°C com perda de massa de

14,29%. A temperatura final de decomposicdo térmica (950°C) € pelo
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menos 120°C maior que a temperatura final de decomposicdo do filme de
quitosana e 230°C maior que o filme de PVA. A massa final do residuo do
ITT se estabeleceu em 3,40%, que pode ser atribuida as impurezas
(compostos inorganicos) presentes na quitosana.

Portanto a partir da curva DSC dos filmes de quitosana e de PVA,
foi possivel observar as caracteristicas intrinsecas desses compostos
guando comparados com a curva DSC do ITT, indicando interagédo (mistura)
de ordem fisica e ndo quimica no processo de formacdo do Indicador de
Tempo-Temperatura, corroborando os dados obtidos com a espectroscopia
de infravermelho e que a acao reticulante do tripolifosfato de sédio conferiu
ao ITT uma maior resisténcia a degradacao térmica quando comparado aos
flmes de PVA e quitosana (SARANTOPOULOS et al., 2002; RABELLO,
2000).
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FIGURA 20. Curva TG-DSC do Indicador de Tempo-Temperatura a base de
guitosana, PVA e antocianinas.

4.2 — Sensibilidade do ITT em acido latico e solu¢cédo aquosa de Fosfato
de S6dio Monobésico
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O ITT foi cortado em formato quadricular com area estabelecida
em 4 cm?, Figura 21. Em seguida as amostras do ITT, foram submersas em
placas com solucdo aquosa de &cido Lético (pH 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0)
e solucdo aquosa de Fosfato de Sédio Monobéasico 1 Mol'L™ (pH 7,0; 8,0;
9,0;10,0; 11,0 e 12,0).

FIGURA 21. Cortes do Indicador de Tempo-Temperatura a base de quitosana, PVA
e antocianinas para o teste de ativacdo em solu¢do de &cido latico e solucéo

aquosa de fosfato de s6dio monobasico.

Apoés o contato do ITT com as solugbes em diferentes pH, uma
mudanca visivel de cor foi detectada nas amostras, variando de vermelho-
claro brilhante a verde-claro brilhante (Figura 22). A mudanga de cor do ITT
se estabeleceu em vermelho-claro brilhante para pH 1,0, e coloragdo rosa
em pH 2,0 e 3,0. O ITT quando em contato com a solugéo de acido latico em
pH 4,0 apresentou um coloracdo roxa, que devido ao aumento do pH para
5,0 e 6,0 apresentou um tom lilas ndo muito perceptivel. Em pH 7,0 o ITT

apresentou uma mudanca visivel de cor de lilas para azul-claro. Em pH 8,0 0
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ITT apresentou coloracdo verde-brilhante que se intensificou com o aumento

do pH para 9,0; 10,0; 11,0 e 12,0 conforme visualizado na Figura 22.

FIGURA 22. Resposta de cor do ITT, a base de quitosana, PVA e antocianinas, em

diferentes condic¢des de pH.

Desta forma, em solucdo acida (faixa de pH de 1,0 a 3,0), as
antocianinas se apresentam predominantemente na forma de cation flavilico,
e que contribui para a cor roxa e principalmente cores vermelhas. Na faixa
de pH entre 3,0 e 4,0, as espécies azul quinoidal sdo predominantes. Com a
elevacao do pH para 5,0 e 6,0 ocorre a diminuigéo na intensidade da cor e a
concentragdo do cétion flavilico e a estrutura benzo-pirilica conjugada é
interrompida devido ao ataque nucleofilico da agua na posicao 2 da estrutura
da antocianidina (BROUILLARD e DUBOIS, 1977). Em pH entre 5,0 e 8,0
ocorre a perda de protons do cétion flavilico e o equilibrio é deslocado para
uma base anidro de roxo quinoidal, ou seja, com a elevacao do pH, ocorre a
desprotonacéo do cétion flavilico, resultando na formacéo da base quinoidal,
violeta ou roxo (BROUILLARD e DUBOIS, 1977). Quando o pH se eleva
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consideravelmente, surge a forma carbinol, através da abertura do anel
pirano central, resultando na cor verde e amarela claro (CASTANEDA-
OVANDO et al.,, 2009). Portanto, as antocianinas apresentam formas
diferentes de equilibrio, sendo dependentes do pH do seu solvente
(BJOR@Y et al., 2009).

Este espectro de cores vividas encontrado para o ITT (Figura 22)
esta de acordo com Wallach (1996), que relatou que um indicador ativado a
partir da variagdo de pH, pode aumentar a expansdo da gama de mudanca
de cor em comparagcdo com sensores que sao ativados por reacdes

enzimaticas.

4.2.1 — Determinagéo dos parametros dindmicos do ITT — Variagao total

de cor

A variacao total de cor do ITT foi estabelecida a partir da medicéo
dos parametros de cor do ITT nao ativado, ou seja, filme produzido com
extrato de antocianinas em pH neutro (7,0), os valores encontrados estao

descritos na Tabela 4.

TABELA 4. Parametros de cor, no sistema ClELab do ITT inativado,

produzido com extrato de antocianinas em pH 7,0.

Parametros de cor do ITT inativado

Lo* ao* bo*

96,76+0,07 -1,57+0,03 4,05+0,07

A Tabela 5 apresenta os valores médios e os desvios padrédo dos
parametros de cor L* a* b* bem como a variacdo total de cor (4F) em
escala CIELab da triplicata das amostras, para o filme Indicador de Tempo-
Temperatura, de acordo com a ativacao pelo contato, nas solu¢cdes aquosas
a base de acido latico e fosfato de sddio monobésico.

Os dados do parametro L* da tabela 5, apresentam valores
elevados no que se refere a indicacdo de luminosidade (parametro L*), isto

€, quando o ITT foi ativado na faixa de pH de 5,0 a 7,0, ele apresentou uma
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coloracdo ndo muito acentuada, variando do tom lilds ao verde-brilhante, o
que justifica os valores elevados do parametro L* (>99) que indica

transparéncia, e também pelo fato de que a antocianina apresenta uma
coloracéo vermelha mais intensa quando em pH abaixo de 5,0, o que pode

ser visualizado na figura 22.

TABELA 5. Parametros de cor L* a* b*e Variacao total de cor (AE) do ITT a

partir da ativagédo em solu¢des com diferentes pH.

ITT Parametros de Cor

(A pH) L* a* b* AE

o ]

1,0 86,88+0,08 | |19,75+0,01 9,28+0,04 27,01
2,0 89,42+0,02 | |16,96+0,07 5,94+0,08 22,29
3,0 90,01+0,01 | 115,44+0,30 + 20,42
4.0 98,11+0.06 2,86+0,02 -1,17+0,04 5,45
5,0 99,49+0,04 1,06+0,09 -2,46+0,07 411
6,0 99,78+0,08)| 0,90+0,09 -7,51+0,09 521
7,0 99,68+0,11}| | -2,36+0,01 -7,27+0,08 441
8,0 95,19+0,20 | | -6,27+0,09 -7,03+0,07 5,78
9,0 88,63+0,06 | | -9,28+0,09 -5,65+0,02 11,31
10,0 86,42+0,07 | |-10,66+0,09 -2,51+0,09 13,85
11,0 86,35+0,04 | |-12,13+0,04| 0,92+0,09 15,63
12,0 84,30+0,02 | |-19,24+0.08 2,80+0,03 L2268 |

*MédiatDesvio Padrao

Considerando ainda os dados da tabela 5, pode-se observar que
o parametro a* (eixo verde — vermelho) da escala CIELab, apresentou
valores com variacdes significativas, na faixa que compreende a cor
vermelha, sendo caracterizada pelos valores encontrados para o ITT ativado
em acido latico, com um valor maximo de 19,75+0,01 em pH 1,0, até pH 4,0
(2,86+0,02), sendo corroborado, pela variacdo da cor vermelha a rosa,
(Figura 22) considerando a faixa de pH 1,0 a 4,0. A tonalidade vermelha é
atribuida ao cation flavilico que surge quando as antocianinas se encontram
em meio fortemente &cido. (TERCI e ROSSI, 2002). Ja na faixa de pH
basico, o ITT apresentou valores negativos do parametro a* iniciando em pH
7,0 (-2,36 £0,01), sendo mais evidenciada no pH 12,0 (-19,24+0,08) com o

ITT apresentando uma coloragao verde-brilhante.
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Em relacdo ao parametro b5* (eixo azul — amarelo) da escala
ClElab (Tabela 5), os valores negativos indicam a presenca da cor azul,
apresentando visualmente uma tendéncia de cor lilds para os ITTs,
principalmente em pH 5,0 e 6,0, como pode ser visualizado na Figura 22. No
entanto, diversos autores afirmam que existe uma relacao de interacao entre
0os parametros a* e b*¥ como o croma (C), que representa a
intensidade/brilho e o angulo de tonalidade (h°), que representa as nuances
de coloracgao, significando que as alteracées de um ou de outro parametro
(a*e b* estdo diretamente ligadas a cor da amostra estudada (CHOUBERT
e BACCAUNAD, 2006).

Desta forma, o padréo de valores encontrados para a variacao
total de cor do ITT sé&o validos, e semelhantes ao trabalho de Yoshida et al.,
(2013), onde desenvolveram filmes inteligentes a base de quitosana e
antocianinas, para monitorar variacbes de pH em embalagens. Os
resultados de 4E, em escala CIELab, encontrados no trabalho de Yoshida et
al., (2013), caracterizam-se em 17,24 em pH 2,0 e 26,65 em pH 13,0, sendo
as maximas variacdes de cor para os filmes inteligentes a base de quitosana
e antocianinas. Analogamente ao trabalho desenvolvido por Yoshida et al.,
(2013), a variacao total de cor (4£) em escala CIELab do ITT desenvolvido
no presente trabalho, apresentou comportamento que justifica a mudanca
visual de cor, sendo que os maiores valores para a variacdo total de cor, séo
estabelecidos nas extremidades da faixa de pH utilizada para o teste de
ativacao (Tabela 5), ou seja, 27,01 em pH 1,0 e 22,68 em pH 12,0. Portanto,
deve-se considerar que o0s resultados encontrados, estdo inteiramente
ligados as variacBes de cor apresentadas pelas antocianinas, que estéao
sujeitas a transformacdes quimicas em meio agquoso no estado fundamental,
abrangendo uma série de equilibrios dependentes do pH do meio (FREITAS,
2005).

4.3 — Potencial de Aplicacéo do ITT (Teste de Ativacdo em Leite)
O pH do leite “in natura” apresenta reacdo ligeiramente acida,

variando entre 6,6 e 6,8, com média de 6,7 a 20°C ou 6,6 a 25°C, sendo que

a acidez do leite fresco ocorre devido a presenca de caseina, fosfatos,
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albumina, CO, e citratos. Desta forma, quando o leite se encontra em
temperaturas acima da faixa descrita para a refrigeragdo (acima de 7°C),
inicia-se 0s processos de decomposicao, alterando o pH do meio, ou seja,
em pH acido ocorre diminuicdo do potencial zeta para a sustentacdo da
estrutura micelar, havendo a solubilizacdo de compostos, com a mudanca do
calcio da fase coloidal em sollvel, reduzindo a estabilidade do leite.
Portanto, a acidez do leite pode ser influenciada por varios fatores distintos,
sendo que o acumulo de &cido latico pelo metabolismo microbiano,
representa-se como uma das principais causas para reducdo do pH. A
acidez do leite também pode ser influenciada por acbes enzimaticas
endogenas e exégenas (MACHADO, 2010).

No inicio do teste de aplicacéo no leite, o valor encontrado do pH
para o leite pasteurizado foi de 6,7, que ao passar do tempo apresentou uma
reducédo do pH para 6,0 no dia seguinte, e no quarto dia 5,0 e 4,6. As leituras
de pH foram realizadas utilizando um pHmetro digital devidamente calibrado
da marca TEKNA, modelo T-1000. A figura 23 apresenta a mudanca de cor
do ITT em contato com leite pasteurizado, mantido em temperatura ambiente

em diferentes intervalos de tempo.

pH 6,7 pH 6,0 pH 5,0 pH 4,6

FIGURA 23. Resposta de cor do ITT em contato com leite pasteurizado, mantido
em temperatura ambiente (~25°C) em diferentes intervalos de tempo (1 a 4 dias).

Apbs o contato do ITT com o leite, uma mudanca visivel de cor foi
detectada nas amostras do ITT (Figura 23), que inicialmente, em pH 6,7
(leite ndo deteriorado) apresentou uma coloragdo proxima do cinza escuro,
gue com a reducgdo do pH para 6,0 e 5,0 tornou-se gradativamente mais
clara, ja em pH 4,6 (ponto isoelétrico da caseina — leite deteriorado) o ITT

apresentou cor rosa escuro. Devido ao leite ter sido mantido em
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temperaturas diferentes do que as recomendadas para assegurar sua
estabilidade, houve a deterioracao, resultando em alteracées no pH do meio
por causa do acumulo de acidos organicos, provenientes do crescimento
microbiano. Assim o leite em pH 4,6 propiciou a precipitacdo da caseina
(coagulacéo acida), e por isso houve a formacdo de granulos brancos no
leite, o que pode ser visualizado no ITT em pH 4,6 da figura 23 (pontos
brancos no ITT).

A Tabela 6 apresenta os valores médios e os desvios padréo dos
parametros de cor L* a*% b* bem como a variagéo total de cor (4£) em
escala CIELab da triplicata das amostras, do filme Indicador de Tempo-
Temperatura, de acordo com a ativagdo, pelo contato com leite
pasteurizado, que foi mantido em temperaturas acima da faixa de
refrigeracdo, em um intervalo de tempo que variou de 1 a 4 dias.

Os dados do parametro L* da tabela 6, apresentam valores
reduzidos no que se refere a indicagdo de luminosidade (parametro L%
guando comparados ao padrao (ITT ndo ativado), isso se deve ao fato de
gue o leite apresenta uma coloracdo branco opaco que interfere na
transparéncia do ITT. Considerando ainda os dados da tabela 6, pode-se
observar que o parametro a* (eixo verde — vermelho) da escala CIELab,
apresentou valores na faixa que compreende a cor vermelha, sendo que em

pH 4,6 o ITT apresentou o valor maximo de 19,82+0,08 para o parametro a*

TABELA 6. Parametros de cor L*, a*, b* e Variagao total de cor (AE) do ITT
ativado a partir do contato com leite pasteurizado mantido em temperaturas

acima da faixa de refrigeracéao.

ITT Parametros de cor do ITT ativado em Leite
(A pH) L* a* b* AE
6,7 75,95+0,08 | 1,73+0,03 | 4,18+0,05 21,07
6,0 70,96+0,10 | 5,26+0,09 | 5,26+0,12 26,71
5,0 69,18+0,08 | 8,28+0,02 | 3,55+0,04 29,29
4,6 67,01+0,05 | 19,82+0,08 | 8,00+0,09 36,85

Em relacdo ao parametro b* (eixo azul — amarelo) da escala
ClElab (Tabela 6), os valores positivos indicam a presenca da cor amarela, 0
visualmente nas amostras de ITT.

gue nao pode ser perceptivel
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Considerando a variagao total de cor (Tabela 6), a maior variacdo de cor
apos a ativacao em leite pasteurizado foi quando o leite apresentou pH 4,6
(AE = 36,85), caracterizando-se em seu maior estagio de deterioracdo, onde

a cor vermelha foi mais perceptivel no ITT (Figura 23).

4.4 — Propriedades Mecéanicas

Para acoplar um filme indicador em uma embalagem de
alimentos, tornando-a inteligente, é necessario estabelecer as propriedades
gue determinam a integridade do filme, para suportar o estresse que ocorre
durante o transporte, manuseio e armazenamento desses produtos
alimenticios. Assim, neste trabalho utilizou-se o ensaio de tragdo como
forma de caracterizacdo das propriedades mecanicas do ITT, bem como dos
filmes de quitosana e PVA no intuito de comparacéo.

A figura 24 apresenta a curva tensdo-deformagdo do filme de
PVA, a partir da média estatistica dos dados gerados nos cinco corpos de
prova, sendo que o Modulo de Elasticidade ou Mdédulo de Young (E) foi
determinado pelo trecho linear indicado (equacao da reta). Para o filme de
PVA o Modulo de Elasticidade encontrado se estabeleceu em 1,29 MPa, a
Tensdo de Tragdo maxima (Omax) foi de 37,5 MPa, a Deformacgéo Especifica
(¢) do material foi de 263,5% e a Tensao de Ruptura (o), tensdo em que se
atinge a ruptura do material, foi de 25,6 MPa.

Os resultados sobre as propriedades mecanicas do filme de PVA
estdo de acordo com as variacdes descritas pela literatura, 1 MPa a 64 MPa
de Modulo de Elasticidade e 30 a 400% de deformacado especifica (COSTA
JR., 2008; MANSUR, 2007; CHIELLINI, 2001), sendo que o grau de hidrélise
representa influencia determinante nas propriedades mecéanicas do PVA
(MANSUR, 2007). E essa caracteristica pode ser comprovada pelos
resultados divergentes sobre as propriedades mecanicas do PVA
encontradas por Costa Jr. (2008), que obteve 276% de deformacéo
especifica, 27,5 MPa de Tensao de Tracdo maxima e 0,6 MPa de Mddulo de
Elasticidade. Desta forma, sugere-se que a ndo conformidade dos resultados

pode ser atribuida ao fato de que o PVA utilizado por Costa Jr. (2008) era
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com Grau de Hidrdlise (GH) de 80%, diferentemente do PVA utilizado no

presente trabalho (GH=+99%).
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FIGURA 24. Curva Tenséao x Deformacéao do filme de PVA puro, obtida pela média
estatistica.

Considerando ainda a curva Tensédo x Deformacao do PVA (figura
24), pode se observar que o PVA possui transicdo gradual do regime
elastico para o plastico, ou seja, a deformacéo plastica se iniciou no ponto
ao qual a curva tenséo-deformacéo deixou de ser linear, sendo este ponto
chamado de limite de proporcionalidade. O material comecou a se deformar
plasticamente acima do ponto linear da curva tensdo-deformacao, ou seja,
ocorreu uma deformacgéo permanente.

A figura 25 apresenta a curva tensao-deformacdo do filme de
guitosana, produzida a partir da média estatistica dos cinco corpos de prova,
sendo que o Modulo de Elasticidade foi determinado pelo trecho linear

apresentado em vermelho (equacao da reta).
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FIGURA 25. Curva Tenséo x Deformacdo do filme de quitosana pura, obtida pela
média estatistica.

O filme de quitosana apresentou Médulo de Elasticidade de 24,37
MPa, Tensao de Tracdo maxima de 31,8 MPa, Deformacédo Especifica de
16,2% e Tensdo de Ruptura de 27,6 MPa. Considerando o trabalho
desenvolvido por Bispo (2009), o valor encontrado para o Moddulo de
Elasticidade do filme de quitosana foi 4 vezes maior (96+28 MPa), ja a
Tensédo de Tracdo maxima foi aproximadamente 3 vezes menor (11,8+£3,1
MPa), a Deformacéao Especifica se estabeleceu em 9+4,4%. Em relacdo aos
dados divergentes com a literatura sobre as propriedades mecanicas do
filme de quitosana, sugere-se que sao por causa das diferencas de
metodologia empregadas nos ensaios, como por exemplo a célula de carga,
gue no trabalho de Bispo (2009) foi de 50 Kgf, e no presente trabalho foi de
150 Kgf e também a velocidade de tracdo, que para Bispo (2009) foi de 5
mm/min e no presente trabalho 12,5 mm/min.

Considerando a figura 25, incialmente a faixa linear é
correspondente a fase elastica do material, j& a regido curva, consecutiva a

linear, corresponde a deformacéo plastica uniforme. Diferentemente do PVA,
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o filme de quitosana ndo apresentou estrangulamento, pelo grafico pode-se
observar que a quitosana apresentou um modulo de elasticidade maior do
gue comparado ao PVA, ou seja, a tensao suportada pelo material antes da
deformacdo plastica foi maior.

Na regido elastica o PVA apresentou uma deformagcdo mais
acentuada do que a quitosana, embora o filme de quitosana suporte maior
tensd@o no limite de elasticidade. Ja na regido plastica este comportamento
se estabelece ao contrario, ou seja, a quitosana passa a deformar mais que
o PVA para um mesmo valor de tensdo, enquanto o PVA apresenta-se
capaz de suportar maiores tensdes que a quitosana.

A figura 26 apresenta a curva tenséo-deformagéo do Indicador de

Tempo-Temperatura a partir da média estatistica dos cinco corpos de prova.

11

10 -
; Indicador de Tempo Temperatura (ITT) \

y =2,6185x + 0,1816
R2=10,9131
E = 3,53 MPa

Tensédo (MPa)
(@)
1

0 1 ' I ' I ' I I ' I ' I ' I ' I ' I

— .
00 25 50 75 10,0 125 150 17,5 20,0 225 250 275
Deformacéao (%)

FIGURA 26. Curva Tensédo x Deformagdo do filme do ITT, obtida pela média
estatistica.

O ITT obteve um Médulo de Elasticidade de 3,53 MPa, Tenséo de
Tracdo maxima de 9,8 MPa, Deformacao Especifica de 26,8% e Tenséao de
Ruptura de 9,6 MPa. Considerando que a concentracdao do PVA utilizada no
desenvolvimento do ITT foi maior em comparacao que a quitosana, tém-se

gue o comportamento da fase elastica foi influenciado pelas caracteristicas
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mecéanicas que o PVA possui, ou seja, o ITT apresentou uma fase elastica
muito reduzida, além de apresentar um comportamento linear para a fase
plastica até a Tensao de Ruptura, no entanto consideravelmente menor, algo
nao visto nas curvas de tensdo-deformacéo dos filmes de quitosana e de
PVA separadamente.

Costa JR., (2008) e Bispo, (2009) descrevem que para qualquer
filme de quitosana, principalmente blendas poliméricas produzidas a partir
dela, as propriedades mecanicas, dos materiais produzidos nas mesmas
condicbes, podem ser influenciadas pelo grau de desacetilacdo da
quitosana, do perfil de secagem do solvente, do uso de plastificantes e
reticulantes, além dos procedimentos de mistura da blenda. Esse
comportamento mecanico do filme de quitosana, pode ser verificado nos
trabalhos de Chielline et al., (2001), Jin et al., (2004) e Costa JR., (2008),
gue encontraram valores de resisténcia a tracdo com uma variagcao na faixa
gue vai de 1,4 a 50 MPa e valores de 3,5 a 115% de deformacgéo especifica.

Essas caracteristicas mecéanicas do ITT, também foram
observadas por Bispo (2009), onde os resultados para seus filmes com 25%
de quitosana e 75% de PVA, sem agente reticulante, tiveram um ganho de
250% na Deformacédo Especifica e na Tensdo de Tracdo maxima com a
adicdo de 1% de reticulante, o que € o caso do ITT, onde utilizou-se
tripolifosfato de sédio a 0,1% (m/v). Bispo (2009), ainda propde que 0s
filmes formados a partir de blendas poliméricas apresentam resultados com
valores de tensdo maxima intermediarios, quando comparados aos filmes
puros, ou seja, contendo apenas quitosana ou PVA.

No que se refere as propriedades mecéanicas do ITT, pode-se
sugerir que o PVA foi o polimero que apresentou maior influéncia nos
resultados de Tensdo de Tracdo maxima e Deformacdo Especifica. No
entanto, o ITT obteve um comportamento elastico consideravelmente menor
do que comparado aos seus constituintes de formacéo (quitosana e PVA).

Os principais polimeros usados em embalagem de alimentos séo
0s seguintes: Polietileno (PE), Polipropileno (PP), Policloreto de Vinila (PVC)
e o Polietilenotereftalato (PET) (CABRAL, 1992).

Assim, comparando-se os resultados das propriedades mecanicas

do ITT com as propriedades do polietiieno e polietilenotereftalato, o ITT
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apresentou deformacdo especifica bem abaixo, cerca de 2,6 vezes menor
em relagdo ao PET, 3,7 e 14,8 vezes menor em comparagéo ao Polietileno
de baixa densidade (LDPE) e alta densidade (HDPE) respectivamente. Ja
em relacdo ao Modulo de Elasticidade, o resultado encontrado para o ITT
(3,53 MPa) foi consideravelmente menor quando comparados ao PET (2100
a 3100 MPa), ao Polietileno de baixa densidade (200 a 400 MPa), ao
Polietileno de alta densidade (600 a 1400 MPa), ao PLA (350 a 2800 MPa),
ao PA (1400 MPa) e ao PVC (25 a 1600 MPa) (PLASTIC PRODUCTS, 2010;
BOEDEKER PLASTICS, 2013; NETZSCH GOUP, 2014).

Desta forma, o ITT desenvolvido no presente trabalho, apresentou
um comportamento mecanico que apesar de ser divergente em relagdo ao
Moédulo de Elasticidade dos polimeros utilizados em embalagens para
alimentos, o caracteriza para aplicacdes em embalagens, considerando que
os polimeros empregados em embalagens possuem Médulo de Elasticidade
bem mais baixos em comparacéo ao de outros materiais, variando entre 2 e
4800 MPa (CALLISTER, 2007).
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5. CONCLUSOES

Em virtude das caracteristicas espectroscopicas, fisico-quimicas e
mecanicas, o ITT representa boas condi¢cdes de aplicacdo em embalagens
para alimentos. Desta forma o Indicador de Tempo-Temperatura
desenvolvido no presente trabalho possui grande potencial de utilizacdo para
compor uma embalagem inteligente, sendo essa aplicacdo corroborada pelo
teste de ativacdo em leite pasteurizado, onde houve mudancas evidentes na
coloracdo do filme, o que é importante para indicar ao consumidor que o
alimento apresenta alteragcbes na sua composi¢cdo quimica, considerando
gue quando os alimentos se encontram mantidos em temperaturas
diferentes das recomendadas, inicia-se 0 processo de deterioracdo, que na
maioria das vezes, resulta em alteracbes no pH do meio, sendo esse

parametro o ponto chave para ativacédo do ITT.
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