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RESUMO

O conteldo de antocianinas foi extraido e concentrado. Os extratos foram
encapsulados por spray drying e suas propriedades fisico-quimicas
determinadas. A estabilidade térmica dos extratos foi avaliada a partir das
analises de TG e DSC. A cor dos extratos secos foi avaliada pela varia¢do
da cor com relacdo a cor dos extratos de origem. Os extratos foram
caracterizados quanto ao teor de antocinainas e efetividade na expressao
da cor, para utilizacdo como corante grau alimenticio. Além disso, filmes
de quitosana, PVA e sorbitol com adigdo de extrato antocianinas
comercial foram produzidos e as propriedades mecanicas, fisico-
guimicas, morfoldgicas e de estabilidade térmica foram determinadas. A
presenca das antocianinas nos filmes foi verificada pela medicéo da cor
em diferentes condi¢des de pH. Uma formulagdo de filme com
propriedades elegiveis para aplicacdo em embalagem de alimentos foi
acondicionada em caldos de crescimento microbiano e a varia¢do da cor
foi estudada. Filmes foram desenvolvidos a partir da formulagdo
polimérica ideal (70/30/10) e adicionados das microparticulas dos
extratos hidroalcéolico e concentrado. Os filmes foram submetidos a teste
em degradacao de matriz alimentar para avaliagdo da variacdo da cor em
decorréncia da deterioracdo do alimento.

Palavras chave: Antocianinas, maltodextrina, goma Arabica, quitosana,
PVA, filmes biodegradaveis, embalagem inteligente.






ABSTRACT

The anthocyanin content was extracted and concentrated. The extracts
were encapsulated by spray drying and their physicochemical properties
determined. Extracts thermal stability of was evaluated from the TG and
DSC analyzes. The dried extracts color was evaluated by the variation of
the color regarding the origin extracts color. The extracts were
characterized in terms of anthocyanin content and effectiveness in color
expression, for use as food grade dye. In addition, films of chitosan, PVA
and sorbitol with addition of commercial anthocyanins extract were
produced and the mechanical, physicochemical, morphological and
thermal stability properties determined. The presence of anthocyanins in
the films was verified by measuring the color at different pH conditions.
A film formulation with properties eligible for food packaging application
was packed in microbial growth broths and its color variation was studied.
Films were developed from the ideal polymer formulation (70/30/10) and
added from the microparticles of the hydroalcoholic and concentrated
extracts. The films were submitted to food matrix degradation test to
evaluate color variation due to food deterioration.

Keywords: Anthocyanins, maltodextrin, gum Arabic, chitosan, PVA,
biodegradable films, intelligent packaging.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, hd um interesse crescente no desenvolvimento de
embalagens obtidas a partir de polimeros naturais. Além de
biodegradaveis, os polimeros naturais promovem protecao aos alimentos
nos quais compdem um sistema de embalagem (DUTTA et al., 2009;
YOSHIDA; BASTOS; FRANCO, 2010; YOSHIDA; OLIVEIRA-
JUNIOR; FRANCO, 2009). Dentre a utilizacdo das embalagens
biodegradaveis estdo presentes as embalagens ativas, que podem
promover 0 aumento na vida de prateleira (KROCHTA, 1997) e, além
disso, sdo capazes de monitorar a condi¢do de produtos embalados, assim
denominadas embalagens inteligentes. Por meio da promocdo da
seguranca dos alimentos, o desenvolvimento de embalagens ativas que
proporcionam ao consumidor informacBes referentes & qualidade
sanitaria do alimento, sdo de grande importancia na tecnologia de
alimentos.

E neste contexto em que se encontram os filmes de quitosana e
alcool polivinilico. O emprego das antocianinas nos filmes se da referente
a sua capacidade de mudanca de cor em decorréncia da variagdo do pH
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; MORETTO; FETT,
1988). Pigmentos naturais hidrossollveis de estrutura polifendlica, as
antocianinas sdo responsaveis pelas cores vermelho, azul e roxo de
diversas frutas, legumes e grdos, assim, um dos grupos de pigmentos de
maior distribuicdo no reino vegetal. E um corante organico natural,
obtido, principalmente, a partir de cascas de uva (JANIK et al., 2007;
MORETTO; FETT, 1988; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010). O repolho roxo (Brassica oleracea L. var. Capitata f. rubra) é uma
promissora fonte para obtencao de antocianinas na forma concentrada que
podem ser empregadas como alternativa a utilizacdo de corantes
comerciais e sintéticos em alimentos. Devido a presenca das antocianinas,
0 extrato do repolho roxo apresenta coloracéo vermelha em pH acido que
tende ao azul a medida que o pH aumenta (DYRBY et al., 2001).

Para promocéo da estabilidade e concentracéo, extratos aquosos
de antocianinas sdo secos, favorecendo a estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica, o que facilita a manipulacdo do pigmento (TEIXEIRA;
BASSANI, 1997; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009). Uma das
tecnologias empregadas na secagem de extratos é o spray drying. O spray
drying tem ampla utilizacdo na industria de alimentos por ser uma técnica
de baixo custo e facil operacédo, podendo ser conduzido em grande escala.
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E definido como um processo de secagem pela remocgdo de umidade
através do rdpido contato com o calor (HASHIB et al., 2015).

A quitosana tem utilizacdo ampla na producédo de filmes para o
revestimento de alimentos, gragas as suas excelentes propriedades de
formagéo de filmes. E um amino polissacarideo catiénico que permite o
acoplamento de ligantes (BRINE et al., 1992; MUZZARELLI, 2003).
Para promocao das propriedades de elongagéo e diminui¢cdo do médulo
de Young, o PVA ¢é comumente utilizado para formacéo de filmes de
blendas com a quitosana (MILOSAVLIEVIC et al., 2010; PARPARITA,;
CHIABURU; VASILE, 2012). O PVA é um polimero biodegradavel
soluvel em agua, utilizado na elaboragdo de blendas poliméricas por
apresentar elevada resisténcia mecénica e flexibilidade (KAYAL;
RAMANUJAN, 2010; CHEN et al., 2014).

Assim, a elaboragdo dos filmes de quitosana, PVA e antocianinas
pode ser uma matriz inovadora com beneficios ao consumidor sem gerar
impactos ambientais. A qualidade higiénico-sanitaria de alimentos
pereciveis é extremamente requisitada, uma vez que esses produtos séo
importantes fontes de nutrientes e por isso tém deterioracdo microbiana
facilitada. Para tanto, serdo elaborados filmes de quitosana e blendas de
PVA, contendo antocianinas, como indicador colorimétrico natural de
pH. As antocianinas testadas serdo obtidas comercialmente e a partir do
extrato de repolho roxo seco por spray drying. Os filmes obtidos serdo
caracterizados quanto as propriedades fisico-quimicas e a efetividade da
mudanga de cor com o pH.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo desenvolver filme

indicador do pH, para composicdo de um sistema de embalagem
inteligente capaz de identificar indiretamente alteracGes referentes a
deterioracdo de alimentos pereciveis por meio da mudanca de cor.

1.1.2  Objetivos Especificos

a)
b)

c)
d)

€)
f)

9)

h)

Elaborar extratos de antocianinas provenientes do repolho roxo;
Avaliar o impacto da concentragdo e secagem no teor de
antocianinas;

Determinar as propriedades térmicas e eficiéncia da cor dos extratos
de antocianinas;

Desenvolver filmes poliméricos a partir da blenda de quitosana,
PVA e sorbitol, em presenca de extrato de antocianinas comercial;
Caracterizar os filmes quanto as propriedades mecanicas aplicaveis;
Verificar a eficiéncia da variagdo da cor dos filmes frente a
diferentes condic6es de pH;

Aplicar o extrato de antocianinas do repolho roxo em matriz
filmogénica;

Determinar condicdo de pH necesséria para variacdo da cor nos
filmes em detrimento do crescimento microbiano;

Avaliar a efetividade na determinagdo da deterioracdo indireta de
matriz alimentar pela mudanca de cor nos filmes contendo os
extratos de repolho roxo e de antocianinas comercial, em
comparagdo com filme contendo indicador de pH sintético.
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1 PANORAMA GERAL

E crescente o interesse na substituicdo de embalagens obtidas a
partir de polimeros sintéticos por aquelas desenvolvidas com a utiliza¢do
de polimeros naturais e biodegradaveis. Tal interesse deve-se a demanda
dos consumidores por alimentos de alta qualidade além das consideracGes
ambientais em relagdo ao acimulo de embalagens ndo biodegradaveis, o
gue é observado devido ao aumento das preocupaces politica e social
com a preservacao ambiental, e assim, das relacdes de atividade industrial
gque podem afetar esta (BOTREL et al.,, 2007; FAIl, STAMFORD;
STAMFORD, 2008).

Atualmente, as embalagens sintéticas contribuem cerca de 20 %
do total de lixo produzido no mundo. Capazes de garantir a protecdo
desejada para diversos tipos de alimentos, porém, sdo considerados
materiais inertes ao ataque de micro-organismos deteriorantes, ou seja,
ndo biodegradaveis. Essa propriedade faz com que essas embalagens
favorecam a protecdo e 0 manuseio de alimentos por apresentem longo
periodo de vida, em contrapartida, favorece o acimulo de embalagens no
meio ambiente, acarretando em sérios problemas ecoldgicos, quando
levado em consideracdo um periodo de decomposicao relativo a centenas
de anos (HALLEY et al., 2001; LAROTONDA, 2002; LEITE et al.,
1999).

Neste contexto, a utilizacdo de matérias-primas (polimeros
naturais) de origem animal e vegetal para a producdo de biofilmes
representa uma alternativa para o desenvolvimento tecnoldgico
ambientalmente sustentavel. Assim, o uso de polissacarideos, lipideos e
proteinas na fabricagho de filmes biodegradaveis cresce
consideravelmente nas Gltimas décadas, motivado pelas suas vantagens
ecoldgicas, quando comparado a embalagens poliméricas convencionais,
tornando-se uma oportunidade de criacdo de mercado para a produgéo de
filmes de fontes renovaveis (BOTREL et al., 2007; FAI;, STAMFORD;
STAMFORD, 2008).

Uma série de problemas dificulta a ampliacdo das pesquisas em
escala laboratorial para atingir a aplicacdo na industria, dentre eles a falta
de legislacdo, a aparéncia similar entre embalagens poliméricas
convencionais com aquelas biodegradaveis, dificultando uma possivel
separacao para a coleta seletiva dos mesmos. Ainda, o custo relacionado
a obtencdo dos biopolimeros também pode ser um fator confrontante a
ampla utilizacdo dos polimeros convencionais. Porém, a demanda anual
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de polimeros biodegradaveis pode alcancar a marca de 20 mil toneladas
até 2022. O apelo de marketing e o modismo ecolégico também
influenciam o avango desse mercado, mas 0s principais responsaveis sdo
0s pregos competitivos e a qualidade da matéria-prima (CUQ et al., 1995;
NAYAK, 1999; ARVANITOYANNIS et al., 1997; LAROTONDA,
2002; MATSUI, 2002).

Os biopolimeros tém sido um foco de interesse para o
desenvolvimento de novas tecnologias que visam, entre outros aspectos,
a preservacdo ambiental e a busca de potenciais alternativas na
substituicdo de embalagens convencionais oriundas de fontes ndo-
renovaveis. Dentre 0s compostos mais utilizados na elaboracéo de filmes
biodegradaveis estdo as proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina, gliten
de trigo, zeina e proteinas miofibrilares), os polissacarideos (amido e seus
derivados, pectina, celulose e seus derivados, alginato e carragena) e 0s
lipidios (monoglicerideos acetilados, &cido estedrico, ceras e ésteres de
acido graxo) ou a combinacdo dos mesmos (CUQ et al., 1995; NAYAK,
1999; ARVANITOYANNIS et al., 1997; LAROTONDA, 2002;
MATSUI, 2002). Sendo que as principais fontes de biopolimeros (Figura
1) sédo os polissacarideos e as proteinas provenientes do leite, da soja, do
algoddo, do amendoim e de tecidos musculares (GENNADIOS et
al.,1994; ARVANITOYANNIS et al., 1998; SOBRAL, 2000; ANKER et
al., 2002; BIGI et al., 2002; BARRETO et al., 2003).

Figura 1 - Matérias-primas utilizadas na obtencéao de biopolimeros

RESIDUOS DO PROCESSAMENTO DE
ORIGEM ANIMAL PRODUTOS MARINHOS
Colageno, gelatina, queratina Quitina, quitosana

| FONTES NATURAIS ‘
Reservas alimentares agricolas ; DRI,GEM MI.CRDBMA
Acido acético, polihidroxialcanoatos
Lipideos/ gorduras Hidrocoldides
Cera de abelha
Cera de carnaiba
Acidos graxos livres - -
PROTEINAS POLISSACARIDEOS
Gliten Celulose
Soja Fibras
Soro de leite Pectinas

Fonte: Tharanathan, 2003.
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Polimeros biodegradaveis podem ser classificados em trés
categorias: polimeros naturais biodegradaveis; polimeros sintéticos
biodegradaveis e polimeros naturais modificados biodegradaveis. Os
biopolimeros sdo geralmente produzidos na natureza por todos os
organismos vivos, sem interferéncia humana. S&o derivados de recursos
naturais como plantas e fermentagdo bacteriana (LAROTONDA, 2002;
NAYAK, 1999).

Véarios compostos sintéticos de baixa massa molar sdo
biodegradaveis, entretanto poucos polimeros  sintéticos sdo
biodegradaveis. Dentro dos polimeros sintéticos, os poliésteres alifaticos
sdo geralmente conhecidos por serem susceptiveis ao ataque biol6gico. O
poli (adipato de etileno) (PEA) e a poli (e-caprolactona) (PCL) séo
degradados por fungos do género Pencillium sp., e 0s poliésteres
alifaticos e aliciclicos como os poliuretanos e copoliésteres podem ser
hidrolisados por lipases e esterases (NAYAK, 1999).

Os bhiopolimeros sdo capazes de formar filmes. Os filmes
biodegradaveis podem ser classificados quando a natureza do material
utilizado para sua producdo, sendo a base de proteinas, polissacarideos,
lipideos e compositos (produzidos pela mistura de alguns componentes
antes mencionados) (KESTER; FENNEMA, 1986).

Dentre os polimeros biodegradaveis encontra-se a quitosana, um
polimero atoxico, biocompativel e produzido por fontes naturais
renovaveis, cujas propriedades vém sendo exploradas em aplicacdes
industriais e tecnoldgicas (DUTTA et al., 2009; YOSHIDA; BASTOS;
FRANCO, 2010; YOSHIDA; OLIVEIRA-JUNIOR; FRANCO, 2009;
GOOSEN, 1996). Além de possuirem a funcdo de inibir ou reduzir a
migracdo de umidade, oxigénio, dioxido de carbono, lipidios, aromas,
dentre outros, pois promovem barreiras semipermeaveis, 0s filmes
biodegradaveis de quitosana podem atuar no transporte de ingredientes
alimenticios como: antioxidantes, antimicrobianos e flavorizantes, e
ainda, melhorar a integridade mecénica, assim, conceituadas embalagens
ativas (KROCHTA, 1997). Inimeras pesquisas tém mostrado a utilizacéo
potencial de revestimentos incorporados de agentes ativos que
contribuem na manutengdo e prolongamento da vida de prateleira de
alimentos de origem vegetal ou animal (KUBOTA et al., 2000; KUMAR,
2000; PEN; JIANG, 2003; CAMILI, 2007). Como na conservacao de
salmdo, Sathivel (2005), verificou diminui¢do na perda de massa e da
ocorréncia de oxidagdo lipidica em filés revestidos de biofilme a base de
quitosana (1 e 2%).
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A propriedade de formacéo de filmes semipermeaveis desperta o
interesse em pesquisas, e contribui para o aumento do emprego de
quitosana e a busca por novas aplicacdes em diversas areas. Sabe-se que
a aplicacdo de filmes de quitosana sobre frutos contribui na diminuigédo
de perdas por transpiracdo e desitratacdo, além de retardar o
amadurecimento e escurecimento de alguns destes, tal fato se deve a
modificacdo da atmosfera ao redor do alimento pela permeabilidade do
filme (PEN; JIANG, 2003), que também esta relacionada & diminuicéo
das perdas de antocianinas, flavondides, e compostos fendlicos totais por
atuar na inibicdo de enzimas como a polifenoloxidase e a peroxidase
(ZHANG, 1997).

Filmes biodegradaveis de quitosana sdo conhecidos, também, por
possuirem acao antifungica e antibacteriana, propriedades, estas que vém
sendo estudadas no incremento da vida atil pds-colheita de frutas e
hortalicas (DA COSTA, 2009; CAMILI, 2007). Neste &mbito, quitosana
pode exercer dupla funcdo, interferindo diretamente no desenvolvimento
do patdgeno e ativando varias respostas de defesa no tecido vegetal, sendo
uma delas a criacdo de uma barreira & saida de nutrientes, reduzindo sua
disponibilidade e restringindo o crescimento de patégenos (BAUTISTA-
BANOS et al., 2006; EL GHAOUTH et al., 1994).

Neste contexto, as embalagens inteligentes podem ser definidas
como embalagens capazes de detectar tracos ou sinais monitorando a
condicdo de produtos embalados para fornecer informagdes de
perecibilidade, além de atuar como ajdunto na promocédo da qualidade,
estendendo a vida de prateleira e reforgando a seguranca, para assim,
melhorar a qualidade (AHVENAINEN, 2003; YAM et al., 2005; YAM;
TAKHISTOV; MILTZ, 2005).

Veiga-Santos, Ditchfield e Tadini (2011) desenvolveram filme
biodegradavel indicador de pH a base de amido de mandioca contendo
extratos de uva e espinafre como um indicador de pH. Maciel, Yoshida,
e Franco (2012) desenvolveram um protétipo de um indicador de
temperatura colorimétrico para monitorar a qualidade dos alimentos.
Yoshida, Bastos e Franco (2010) estudaram um indicador colorimétrico
de sulfeto de hidrogénio baseado em matriz de quitosana.

Em geral, sistemas de indicadores fornecem informacoes
qualitativas por mudancas colorimétricas visuais. Estas podem estar
associadas & vida atil de alimentos. Indicadores de pH & base de cor
oferecem uma potencial utilizagdo como indicadores de metabolitos
microbianos (KERRY; O'GRADY; HOGAN, 2006), ou seja, como 0
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crescimento de micro-organismos pode induzir uma alteracdo de pH e
consequente deterioracdo do alimento (SMOLANDER, 2003).
Indicadores visuais sdo substancias capazes de mudar de cor dependendo
das caracteristicas fisico-quimicas da solucéo na qual estdo contidos, em
funcao de diversos fatores, tais como pH, potencial elétrico, complexacéo
com ifons metalicos e adsor¢do em sélidos. Podem ser classificados de
acordo com o0 mecanismo de mudanca de cor ou os tipos de titulagdo nos
quais sao aplicados (BACAN et al., 1979; BANYAI, 1972).

2 QUITOSANA

Inicialmente, a quitina foi isolada de cogumelos pelo professor
francés Henri Braconnot no ano de 1811. J& em 1823, Odier isolou uma
substancia insollvel contida na carapaga dos insetos e passou a chama-la
de quitina (do grego — Chiton), que significa carapaga ou caixa protetora.
Este, afirmou que se tratava da mesma substancia encontrada nas plantas,
a celulose, no entanto, somente em 1843, Payen detectou que a quitina
continha nitrogénio em sua estrutura e a diferenciou da celulose
(ALMEIDA, 2009).

Apesar de a quitina ser amplamente distribuida na natureza,
sendo comumente extraida do exoesqueleto de crustaceos como
caranguejo e camarao, a ocorréncia natural da quitina € relatada nas mais
diversas espécies, como em animais marinhos e anelideos, moluscos,
camardo, lagosta e crustaceos; além dos insetos — escorpido, aranha,
formiga e besouro; e dos micro-organismos, como algas verdes, parede
celular de alguns fungos e leveduras. A quantidade de quitina varia ndo
somente no tipo de animal, bem como nas partes do mesmo (PETER et
al., 2002). No caso do camardo, o residuo obtido apresenta cerca de 5%
de quitina (SOARES et al., 2003), enquanto que os exoesqueletos de
crustaceos, como o siri, podem apresentar entre 15-20% (NACZK et al.,
2004; MATHUR; NARANG, 1990).

Depois da celulose, a quitina é o biopolimero mais abundante
encontrado na natureza (MOURA, 2008). Apresenta estrutura cristalina
ou amorfa, insolivel em &gua, solvente organico e em alguns acidos e
bases diluidas, sendo que em presenca de &cidos minerais concentrados
pode ocorrer degradacdo da cadeia polimérica (MATHUR; NARANG,
1990).

Em geral, a quitina ndo é comumente encontrada na natureza
como substancia pura, uma vez que esta associada a outros compostos
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como proteinas, sais minerais, pigmentos e lipideos (MACHOVA et al.,
1999). Em sua forma pura, somente foi encontrada em algas diatoméaceas
como Thalassiosira fluviatis e Cyclotella cryptia. Portanto, para sua
obtencdo, sdo necessarios processos de purificacdo, 0s quais removem os
componentes indesejados e que também podem provocar modificacdes
na sua estrutura nativa (KHOR, 2002).

O principal produto da quitina é a quitosana, que possui maior
valor comercial e propriedades de interesse para &mbito industrial e para
fins de pesquisa. Semelhante a quitina, a quitosana é um dos principais
componentes do exoesqueleto de crustaceos e insetos, esta presente,
também, nas paredes celulares e esporos de alguns fungos (Mucor e
Zygomicetes) e leveduras em pequenas quantidades (KEFETZOULOS;
MARTINOV; BOURIOTIS, 1993).

A quitosana é um amino polissacarideo catibnico de elevada
massa molecular, solivel em acidos organicos, sendo considerada segura
para consumo humano (GRAS - Generally Recogonized as Safe)
(BORIWANWATTANARAK et al., 2008; JIANG et al., 2005). Pode ser
obtida a partir da hidrdlise alcalina da quitina, a quitosana (Figura 2) é um
copolimero constituido predominantemente por unidades do monémero
D-glicosamina, com poucas unidades de N-acetil-D-glicosamina em sua
formag&o. Ja& a quitina, tem como componente principal o N-acetil-D-
glicosamina predominante em sua estrutura (KIMURA et al., 1999;
KUBOTA et al., 2000; MATHUR; NARANG, 1990).

Figura 2 - Estruturas quimicas monoméricas da quitina e quitosana
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Fonte: Silva, Santos e Ferreira (2006).

Assim, quitina e quitosana diferem quanto & proporc¢éo relativa
dessas unidades monoméricas, sendo que a quitosana apresenta
solubilidade em solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v). A quitina,
contendo um numero > 40% de N-acetil-D-glicosamina (FA>0.4) ¢
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insolGvel, visto que os polimeros sollveis sdo chamados de quitosana
(PETER, 2002). A massa molecular da quitina natural é frequentemente
maior que 1000 kDa, enquanto que a da quitosana comercial fica em torno
de 100 kDa, dependendo das condigdes de producdo (GOMES, 2007).
Na Figura 3 sdo apresentadas as estruturas quimicas da quitina e
quitosana, onde a quitina possui uma fragdo molar dos grupos N-acetil-
D-glicosamina (FA) de 0,75 e a quitosana possui FA de 0,25. De acordo
com o grau médio de acetilacdo (GA), parametro empregado para
caracterizar o conteudo médio de unidades N-acetil-D-glicosamina de
quitina e quitosana, podem-se obter diversas quitosanas variando-se,
assim, suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e
viscosidade (SINGLA; CHAWLA, 2001). Estas caracteristicas podem
influenciar na biodegradabilidade do mesmo, principalmente na
acessibilidade enzimatica, influenciando a hidrélise do polissacarideo
(KHOR, 2002). Geralmente, € dificil de obter quitosana com elevado grau
de desacetilacdo, pois, a medida que este aumenta a possibilidade de
degradacdo do polimero também aumenta (LE DUNG et al., 1994).

Figura 3 - Estrutura quimica da quitina e quitosana
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Fonte: Neves, 2013.

Para obten¢do da quitosana, a hidrolise dos grupos acetamida da
quitina pode ser alcancada em meio acido ou alcalino. Cabe ressaltar que
as ligagbes glicosidicas sdo sucetiveis & hidrolise &cida, e ainda, a
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desacetilacdo da quitina dificilmente se da completamente, mesmo em
meio alcalino. Como mencionado, o prolongamento da reacdo gera
produtos mais desacetilados, porém, pode provocar degradacdo das
cadeias poliméricas (CAMPANA; SIGNINI, 2001; MATHUR;
NARANG, 1990; SOLOMONS, 1996). Portanto, os fatores que podem
influenciar na eficiéncia do processo de desacetilacdo da quitina e,
consequentemente, nas caracteristicas da quitosana obtida sdo o tempo e
a temperatura no qual ocorrem a reacdo, a alcalinidade do meio, o
tamanho das particulas de quitina e a presenca ou auséncia de agentes que
evitem a despolimerizacdo (AZEVEDO et al., 2007). Neste processo, é
comum a obtencdo de quitosana com diferencas no grau de
polimerizagdo, na viscosidade e na reatividade quimica, devido a
desacetilacdo aleatorea, bem como a variabilidade de matéria-prima e dos
processos utilizados. Tal fato dificulta a obtengdo de padrdes de quitosana
(ARRUDA; SANTANA, 1999) e faz necessaria a caracterizacdo
adequada do polimero obtido quanto a massa molar, grau de acetilacdo e
distribuicdo deste grupo ao longo da cadeia polimérica (COSTA SILVA
et al., 2006).

A quitosana apresenta um grande nimero de grupos hidroxila e
amino reativos em sua estrutura, permitindo o acoplamento de ligantes,
alta biodegradabilidade e grande afinidade por metais pesados, que
justificam seu uso (Figura 4) para fins farmacoldgicos, biomédicos,
alimenticios, na agricultura e no tratamento de agua e esgoto (KURITA,
1998). Além disso, possui excelente habilidade de formacéo de filmes,
alta reatividade, alta capacidade de adsorcdo protéica e também baixo
custo (YANG et al., 2002). Sua utilizacdo tem sido relatada,
especialmente, na inddstria farmacéutica, no desenvolvimento de
cosméticos (SKJAK-BRAEK; ANTHONSEN; SANDFORD, 1989;
BRINE et al., 1992; MUZZARELLI, 2003) e biomateriais, tais como
géis, filmes e membranas poliméricas (NAKATSUTA; ANDRADY,
1992; KUBOTA et al, 1993; PHAECHAMUD; KOIZUMI,
RITTHIDEJ, 2000), bem como na conservacgdo de alimentos p6s-colheita,
ou até mesmo, pos-processamento (KUMAR, 2000). Ainda, tem
utilizacdo positiva devido ao aumento da preocupagdo com a seguranca
ambiental junto a procura por alimentos mais seguros (KUBOTA et al.,
2000). Tem mostrado ser um excelente adsorvente para corantes
anionicos. Yoshida et al. (1993) observaram aumentos na capacidade de
saturacdo de fibra de quitosana por corante &cido em pH inferior a 4,0, ou
seja, adsorcdo préxima da concentracdo de grupos amino do polimero.
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Ainda, Kim et al. (1997) relataram o efeito do grau de desacetilacdo da
quitina na adsorcdo de corantes. No entanto, o uso deste biopolimero num
efluente acido limita a remocdo de corantes devido a tendéncia de
solubilizacdo (KIMURA et al., 1999). A capacidade de complexagdo com
diversos ions metalicos possibilita a utilizagdo em processos de remogao
de metais, como zinco, prata, cadmio, mercurio, chumbo, niquel e cromo,
gue se encontre em niveis acima dos limites de tolerancia e/ou permitidos
em efluentes (RESENDE, 2007).

Figura 4 - Aplicacfes da quitosana na indistria de alimentos
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Fonte: Fai, Stamford e Stamford, 2008.

Apesar das inUmeras possibilidades de utilizagdo da quitosana,
um dos principais fatores limitantes para seu uso é sua baixa solubilidade
em agua, uma vez que em pH acima de 6,5 sua natureza catidnica comeca
a ser prejudicada (LIM; HUDSON, 2004), assim, algumas aplicacGes da
quitosana sdo limitadas por problemas de hidrossolubilidade, condicéo
em que enzimas fisiolgicas exercem sua atividade (KUBOTA et al.,
2000). Para uso da quitosana na industria alimentar é indicada sua
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solubilizacdo em &cidos organicos, tais como acido acético, acido citrico,
acido malico, &cido férmico, ou acido ascorbico nas propor¢des
apropriadas, devido a protonacdo dos grupos amina (OKUYAMA et al.,
2000; KUBOTA et al., 2000). Partindo do principio que derivados de
quitosana podem ser preparados a fim de se melhorar sua solubilidade em
agua, as aplicacdes deste polimero podem aumentar significativamente
(COSTA-SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006). Em pH alcalino
(pH=10), Muzzarelli et al. (2003) desenvolveram sistema de quitosana
soluvel. Alguns autores relataram a producdo de sais de amonio
quartenario sollveis em agua dotados de atividade antibacteriana, bem
como, de sais quartenadrios de quitosana e N-arboximetilquitosana,
soliveis em toda a faixa de pH (JIA; SHEN, 2001; LE DUNG et al.,
1994). Ainda, estudos anteriores relatam a obtencdo de derivados
hidrossollveis da quitosana dotados de propriedades antioxidantes (XIE;
XU; LIU, 2001). A forma solGvel de carbamato de ambnio tem sido
utilizada satisfatoriamente na obtencéo de microesferas de quitosana por
spray drying, visando sua utilizacdo como transportadores de farmacos
(MUZZARELLLI et al., 2003). No geral, as modifica¢des na estrutura da
quitosana sdo possibilitadas e muitas vezes facilitadas quando em
comparacdo com as modificagcBes quimicas realizadas na quitina. Estas
sdo dificultadas em razdo de que esse polissacarideo possui estrutura
altamente cristalina, com fortes interagdes entre hidrogénios intra e
intermoleculares (SHIGEMASA et al., 1999).

2.1 Propriedades biol6gicas da quitosana

A quitosana é relatada como de grande importancia biol6gica
uma vez que é considerada um polimero de baixa toxicidade, ndo
alergénico, possui propriedades antibacterianas e antifungicida, podendo
ser empregada como anticoagulante (CRINI; BADOT, 2008; BERGER
et al., 2004). Muitos pesquisadores reportam a utilizagdo de produtos a
base de quitosana para a regeneracao de tecidos como de peles artificiais
(MA et al., 2003), hidrogéis (YANG et al., 2010), fibras (UENO et al.,
1999), filmes (ANTONOV et al., 2008), esponjas (WANG et al., 2008) e
curativos, pois auxilia no combate a infecgdes (ISHIHARA et al., 2002).

Porém, quando utilizada como suplemento alimentar, a quitosana
esta relacionada & diminuicdo da absorcdo de vitaminas lipossollveis e
minerais, como o calcio, e a desidratacdo gastrica, em administragéo de
altas doses por longos periodos, tais problemas séo causados pelo impacto
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ocasionado pelo aumento do volume da mesma uma vez que esta consiste
em uma fibra natural que em meio 4cido se expande para formar um gel
no estdmago (SILVA et al., 2006).

Além da baixa toxicidade, é de extrema valia as propriedades
antibacterianas e antifungicidas relacionadas a utiizacdo da quitosana na
tecnologia de alimentos. O efeito fungicida do biopolimero foi
inicialmente descoberto por Allas e Hadwiger (1979) contra diferentes
classes de fungos. Desde entdo, o efeito antimicrobiano contra micro-
organismos como bactérias, fungos e leveduras vém sendo estudado (FAI;
STAMFORD; STAMFORD, 2008).

A atividade antimicrobiana é atribuida ao fato de que a quitosana
é capaz de mudar sua carga superficial em funcéo do pH da solucdo em
gue é acondicionada, ou seja, pela propriedade catibnica. Acredita-se que
guando os grupamentos amino da quitosana entram em contato com 0s
fluidos fisiologicos, estes sdo protonados e se ligam seletivamente a
superficie celular dos micro-organismos carregada por grupos anidnicos,
ocasionando a aglutinacdo das células microbianas, e também, a
modificagdo da atividade celular e a alteracdo na permeabilidade da
membrana, resultando na perda de componentes intracelulares e,
consequente, inibicdo do crescimento microbiano (YADAYV; BHISE,
2004; AVADI et al., 2004; HWANG, 2004; BAUTISTA- BANOS;
HERNANDEZ-LOPEZ; BOSQUEZ-MOLINA, 2004; RAVI KUMAR,
2000). Ou ainda, considera-se que a atividade antimicrobiana se da por
interacdo dos grupos amino livres da cadeia polimérica da quitosana,
através da penetragio da parede celular que impede a transcricdo do DNA
em RNA (JUNG et al., 1999).

Como a quitosana exibe atividade antifungicida contra a maioria
dos fungos filamentosos causadores de doengas alimentares, € indicada
como coadjuvante no processamento em industrias de alimentos, sendo
muito utilizada como revestimento de origem natural para alimentos
(RHOADES; ROLLER, 2000).

Com relacdo as bactérias, a quitosana tem sido relatada como
inibitéria para o crescimento de algumas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, como Bacillus cereus, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (ZHENG et al., 2003).
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2.2 Polimeros biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis sdo recursos que, muitas vezes,
apresentam algumas desvantagens na aplicacdo com relagdo aos
polimeros sintéticos. Polimeros biodegradaveis tais como a metilcelulose
(MC), (hidroxipropil) metilcelulose (HPMC), acetato de celulose, amido,
pectina e lignina, geralmente, tém propriedades mecanicas; resisténcia a
agua, propriedades de barreira e propriedades térmicas; inferiores as de
polimeros  sintéticos (ARVANITOYANNIS et al, 1998;
BHATTACHARYA, 1998).

Assim, num contexto de sustentabilidade, sabe-se que uma
melhoria das propriedades dos polimeros biodegradaveis se faz necessaria
para a substituicdo dos polimeros sintéticos. Algumas possibilidades de
promogcdao das propriedades referentes aos polimeros biodegradaveis séo
as misturas entre polimeros sintéticos e naturais, (ARVANITOYANNIS
et al., 1998; BHATTACHARYA, 1998) e as misturas entre polimeros
naturais (COFFIN; FISHMAN; COOKE, 1995; XU et al., 2005) por
incorporacdo de nanoparticulas (TANG; ALAVI, 2012), dentre outros
(ALVES; COSTA; COELHOSO, 2010; SIMKOVIC; LASZLO;
THOMPSON, 1996).

Misturas ou blendas de polimeros sdo, em geral, de grande
interesse econdmico e também pelas propriedades da mistura que, por sua
vez, sdo melhores no que diz respeito aos polimeros que sdo empregados
na mistura. A estrutura quimica dos polimeros e as interacdes entre estes
sdo o fator determinante na promogao das propriedades mecénicas e de
estabilidade das misturas (RHIM, 2012). Assim, estudos recentes
testaram a mistura de polimeros para desenvolver propriedades desejadas
em aplicacbes especificas (ABUGOCH et al., 2011; BERCEA et al.,
2015; COFFIN; FISHMAN, 1994; ESMAEILI; BENJI, 2014; KRISTO;
BILIADERIS; ZAMPRAKA, 2007; MIYAMOTO et al., 2011; WU et al.,
2009; YOO; KROCHTA, 2011; ZHAl et al., 2004).

O Poli (alcool vinilico) (PVA) é um polimero sintético solavel
em agua capaz de formar hidrogéis (NEAMTU et al., 2007), que tem
aplicacdes biomédicas e farmacéuticas devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixo custo, ndo toxico e por apresentar excelentes
propriedades mecanicas, que surgem a partir da presenca de grupos OH e
a formacdo de ligagdes de hidrogénio (DE QUEIROZ et al., 2001;
HASSAN; PEPPAS, 2000; BERCEA; MORARIU; RUSU, 2013;
KAYAL; RAMANUJAN, 2010; DON; KING; CHIU, 2006). O PVA
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comercial é frequentemente um copolimero de poli(alcool vinilico) e poli
acetato de vinila, do qual o lcool esta na forma hidrolisada (Figura 6).

Figura 5 - Estrutura quimica da unidade de repeti¢do do PVA
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Fonte: Bercea et al., 2015.

A formacéo do hidrogel se da pela dissolucdo do polimero semi-
cristalino, na qual os cristais do polimero desdobram camada por camada
e se juntam a regido amorfa adjacente. Esse processo € seguido pela
distensdo da cadeia na regido amorfa (BERCEA et al., 2015). O hidrogel
de PVA possui excelente transparéncia, consisténcia macia
principalmente na forma de membrana, além de apresentar excelente
resisténcia quimica e também ser biocompativel e biodegradavel
(BERCEA et al., 2015).

As duas caracteristicas importantes do PVA que determinam uma
série de propriedades do material obtido séo o grau de hidrélise e a massa
molar. A combinacdo dessas caracteristicas influencia a solubilidade, a
viscosidade, a resisténcia mecanica, o poder de dispersdo, adesdo em
superficies, flexibilidade e assim por diante. A relacéo entre o percentual
de hidroxilas no copolimero final, ap6s a reacdo de hidroélise, e 0 nimero
total inicial de grupos acetila representa o grau de hidrélise do PVA.
Quando o grau de hidrélise estd na faixa de 87-89% o PVA ¢ entdo
chamado parcialmente hidrolisado. A outra forma, totalmente
hidrolisada, tem um grau de hidrolise de 98-99% (KAYAL;
RAMANUJAN, 2010; DON; KING; CHIU, 2006; CHEN et al., 2014).

O PVA ndo é mutagénico, nem genotdxico nem apresenta
atividade carcinogénica (KAYAL; RAMANUJAN, 2010; DON; KING;
CHIU, 2006; CHEN et al., 2014).
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O PVA é um dos polimeros mais comuns usados para a
incorporacdo em matriz de quitosana, por apresentar baixa adesdo celular
e a adsorcao de proteinas (KAYAL; RAMANUJAN, 2010; DON; KING;
CHIU, 2006; CHEN et al., 2014). Biofilmes compoésitos de QTS/ PVA
apresentam melhores propriedades térmicas, mecénicas e viscoelasticas
guando comparados com os polimeros puros (JIN; BAI, 2002;
PARPARITA; CHIABURU; VASILE, 2012) podendo, assim, cumprir
com os requisitos para aplicacdes como biomateriais e na incorporacao
em embalagens ativas, bem como na inddstria cosmética ou alimentar, e
no tratamento de aguas residuais (JIN; BAI, 2002; PARPARITA,;
CHIABURU; VASILE, 2012; ABDELAAL et al., 2007; WANG; SUN;
WANG, 2014). As misturas de QTS/ PVA sdo consideradas efetivas no
fornecimento e disponibilizacdo de farmacos (SUGIMOTO et al., 1998)
ou in situ, como na formagdo fisica de hidrogéis para aplicacbes
biomédicas ou farmacéuticas (TANG et al., 2007).

Geralmente utilizados em conjunto das blendas poliméricas, o
plastificante é uma substancia ndo volatil, com um ponto de ebulicdo alto,
miscivel e que quando adicionado a outro material altera as propriedades
fisicas e/ ou mecanicas dos filmes aos quais é adicionado (BANKER;
GORE; SWARBRICK, 1966). Os polidis, como sorbitol, glicerol,
polietilenoglicol séo plastificantes efetivos devido a sua habilidade em
reduzir as ligagbes de hidrogénio internas ao mesmo tempo em que
aumentam os espacos intermoleculares (MCHUGH; KROCHTA, 1994).
Assim, o plastificante atua na melhora da flexibilidade e diminui¢do da
fragilidade. A adicdo de plastificante diminui as forcas intermoleculares
ao longo da cadeia polimérica, aumentando a flexibilidade e tornando o
filme mais facil de se destacar de seu suporte apds o espalhamento da
solucdo formadora do filme (YANG; PAULSON, 2000).

3 CARACTERIZAGCAO DOS FILMES

O processo de fabricacdo do filme determina as propriedades
associadas a orientacdo das moléculas, ao grau de cristalinidade, a
homogeneidade da distribuicdo de espessura do filme, bem como a
ocorréncia ou ndo de defeitos superficiais. Resisténcia & tracéo, rigidez,
propagacdo do rasgo, resisténcia ao impacto e a perfuracdo séo
caracteristicas muito influenciadas por tais fatores. A capacidade de
alongamento de um filme é uma caracteristica do material, que, também,
é dependente do estiramento a que o filme foi submetido durante a
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fabricacdo. De modo geral, as propriedades que sdo influenciadas pela
orientacdo das moléculas na fabricacdo diferem em relagdo a direcdo do
filme como, por exemplo, as propriedades de tracdo e a resisténcia ao
rasgamento (SARANTOPOULOS et al., 2002).

Assim, biofilmes aplicados em alimentos devem cumprir alguns
requisitos como, apresentar boas qualidades sensoriais (transparente,
inodoro e insipido), propriedades de barreira, propriedades mecanicas
eficiéntes, estabilidade microbiolégica, fisico-quimica e bioguimica,
auséncia de componentes toxicos ou prejudiciais a salde, tecnologia
simples, baixo custo e ndo poluentes (DEBEAUFOR et al., 1998). Os
biofilmes sdo, geralmente, caracterizados quanto a sua espessura,
solubilidade, propriedades mecénicas e térmicas, e permeabilidade ao
vapor d’agua e gases, entre outras caracteristicas (PEN; JIANG, 2003).

As propriedades mecénicas de um filme sdo as caracteristicas
mais estudadas, pois elas implicam diretamente em sua utilizagdo. S&o
definidas como: tensdo maxima de ruptura, a deformacéo na ruptura e o
madulo de elasticidade. O médulo de elasticidade e uma caracteristica de
cada material, que representa a constante de proporcionalidade entre a
tenséo e a deformacdo de um corpo (VELDE; KIEKENS, 2002; WARD;
HARDLEY, 1998). As propriedades mecanicas de filmes dependem da
formulagdo (macromolécula, solvente, plastificante), do processo de
obtencdo e do modo de aplicagdo (pulverizacdo, suspensdo, etc.) dos
filmes (GONTARD, 1991). Assim, as propriedades mecanicas dos filmes
biopolimeros sdo dependentes das forcas intermoleculares, rigidez da
cadeia e simetria molecular da matriz tridimensional (JOSEPH;
THOMAS, 2002).

A espessura é definida como a distancia entre as duas superficies
principais do material, sendo considerado um paramentro importante para
filmes plasticos mono ou multicamadas. Conhecendo-se a espessura, é
possivel obter informacdes sobre a resisténcia mecanica e as propriedades
de barreira a gases e ao vapor de agua do material, bem como fazer
estimativas sobre a vida atil de alimentos acondicionados nestes
materiais. Ainda, por meio da determinacdo da espessura, é possivel
avaliar a homogeneidade de um filme quanto a este pardmetro. Variagdes
na espessura de um filme acarretam em problemas no seu desempenho
mecanico e flutuacdes nas medicdes das propriedades de barreira a gases
(SARANTOPOULOS; MORAES, 2009). Nos processos de produgdo do
tipo casting, onde ocorre a secagem por evaporacdo do solvente, o
controle da espessura dos filmes se torna mais dificil quando se trabalha
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com solugdes filmogénica viscosa, devido a dificuldade de espalhar esse
material (SOBRAL, 1999).

As propriedades de barreira para filmes flexiveis a serem
aplicados em alimentos sdo variaveis, por exemplo, alta permeabilidade
ao oxigénio é desejada para filmes utilizados no acondicionamento de
carnes vermelhas frescas, uma vez que o oxigénio permite a formacdo de
oximioglobina, pigmento responsavel pela cor caracteristica do produto.
Ja em alimentos ricos em lipideos, deseja-se baixa permeabilidade ao
oxigénio, a fim de evitar a formacéo de radicais livres e desenvolvimento
de ranco. Além do oxigénio, pode-se citar o0 vapor de dgua como outro
pardmetro importante, visto que em alimentos com baixa umidade,
desejam-se embalagens com baixa permeabilidade ao vapor de agua. Essa
carcteristica é almejada a fim de evitar o ganho de umidade que favorece
a formacéao de aglomerados e o crescimento microbiano, além interferir
nas caracteristicas de textura. Muitos alimentos sdo0 suscetiveis a
deterioracdo devido a absorcdo de umidade, como os alimentos
desidratados e as misturas de pés que podem formar aglomerados em
presenca de alta umidade, ou como biscoitos, nozes e snacks que perdem
a textura quando absorvem a umidade do ambiente. Em outros alimentos
como carne fresca, queijos, produtos congelados, a perda de umidade
deve ser evitada, pois provoca perda de massa, ressecamento, alteragdes
de cor e de textura. O aumento do teor de umidade de alguns alimentos
pode acarretar outros efeitos indesejaveis como o crescimento de micro-
organismos, alteracdo de cor e sabor, perdas nutricionais, entre outros
(SARANTOPOULOS; MORAES, 2009; SARANDOPOULOS;
OLIVEIRA; CANAVESI, 2001).

A resisténcia a agua € uma propriedade importante dos filmes
biodegradaveis em contato com alimentos que contenham alta atividade
de agua ou para evitar que o alimento revestido entre em contato direto
com a agua durante as epatas de processamento, quando desejado
(GONTARD; GUILBERT, 1992). Dependendo da aplicacdo, o filme
pode requerer insolubilidade, para proteger a integridade do produto e
resisténcia a agua, ou solubilidade no caso de encapsulacdo de alimento
ou de aditivo (BERTUZZI; VIDAURRE; GOTTIFREDI, 2007). A
solubilidade em &gua direciona a aplicacéo do biofilme como embalagem
de produtos alimenticios. Em alguns casos, a sua total solubilizacdo em
agua pode ser benéfica, como nos produtos semi-prontos destinados ao
preparo através do cozimento. Entretanto, quando o alimento € liquido ou
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aquoso, filmes biodegradaveis de elevada solubilidade néo séo indicados
(FAKHOURI et al., 2007).

A determinacgdo do angulo de contato entre a superficie do filme
e da 4gua é uma das formas para caracterizar a molhabilidade do material.
Uma superficie hidrofilica ou hidrofobica é definida pelos valores de
angulo de contato. O angulo de contato com a agua quantifica a
hidrofobicidade medindo o quanto uma gota de agua espalha sobre uma
superficie (ESPITIA et al., 2012). Na ciéncia de superficie, 0 gonidémetro
é utilizado para medir o angulo de contato em que uma interface liquido-
vapor encontra uma superficie sélida (HAMBLETON et al., 2009) que é
o0 angulo entre um plano tangente a gota e a superficie onde o liquido se
encontra depositado. Assim, para valores superiores a 90° a superficie é
considerada hidréfobica, quando o angulo entre filme/ gota é menor do
que 90°, o filme tem carater hidrofilico (SHARMA, 2001). As medi¢des
de angulo de contato com liquidos diferentes (um polar e dois apolares) e
com tensdes superficiais conhecidas constituem a base para o célculo do
valor de energia de interacdo de superficie, mas os resultados podem ser
diferentes dependendo do método adotado (SHARMA, 2001).

A cor é um atributo fundamental para compra e aceitacdo um
produto no mercado. Em geral, os estudos de eficiéncia da cor em filmes
biodegradaveis sdo determinados a partir do sistema CIELab, onde L*
varia do preto ao branco (0 a 100), a* varia do verde ao vermelho (de -60
a +60) e b* (a partir de -60 a + 60) de azul para amarelo. Geralmente, a
transparéncia dos filmes é um critério para avaliar a miscibilidade dos
polimeros e demais componentes de um filme (LI et al., 2006).

As andlises termogravimétricas sdo Uteis no fornecimento de
informac@es da estabilidade térmica de biofilemes (GONTARD; RING,
1996; CHERIAN et.al., 1995; OGALE et al., 2000; SOBRAL, 2000).
Ainda, as propriedades térmicas permitem determinar a mobilidade de um
filme, a qual esta relacionada com as caracteristicas do material, como
fragilidade e resisténcia do material, bem como a presenca de possiveis
interacdes entre polimeros (LUCAS et al., 2001).

A termogravimetria (TG) mede o ganho ou perda de massa que
ocorre na amostra pela variagdo da temperatura (ou do tempo a
temperatura constante) (LUCAS et al., 2001). A calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) permite a determinacdo das temperaturas de transicao
de fase de um polimero, como a transicéo vitrea (Tg) e a temperatura de
fusdo (Tf) e temperatura de cristalizagcdo (Tc). Pode ser utilizada na
caracterizacdo de polimeros presentes em determinada amostra. A Tg se
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manifesta com uma mudanca descontinua na capacidade calorifica
(transicdo de segunda ordem), que € representada por uma mudanca
endotérmica na curva de aquecimento do DSC. A temperatura de fuséo
cristalina (Tf) define o ponto onde o polimero sofre uma mudanca de
estado (solido — liquido). Assim, um polimero rigido, ramificado, com
muitas unidades ciclicas deve possuir uma Tg mais alta, enquanto que
uma cadeia polimérica flexivel deve possuir uma Tg mais baixa
(WUNDERLICH, 1981). Uma caracteristica de um material amorfo é sua
temperatura de transi¢cdo vitrea, Tg, a temperatura na qual suas
propriedades mudam de um material eldstico para um solido. O
comportamento da transicao vitrea de muitos polimeros sintéticos é bem
conhecido (WARD; HADLEY, 1993).

As solucBes formadoras de filmes que contém QTS apresentam
propriedades reoldgicas dependentes da concentracdo do polimero
(HAWANG; SHIN, 2000), do grau de desacetilacdo (CHEN et al., 2003),
da interacdo da QTS e outros polimeros (LEWANDOUSKA, 2009), bem
como da temperatura e do tempo de armazenamento (EL-HEFIAN et al.,
2010).

4 ANTOCIANINAS

Os pigmentos naturais de animais e plantas sempre constituiram
uma parte normal da dieta humana e, por isso, tém sido consumidos com
seguranca por inUmeras geragOes. Suas estruturas tendem a ser
complexas, podendo ser usadas para fins de classificagdo. Os corantes
naturais podem ser divididos convencionalmente em grupos:
antocianinas, betalainas, carotentides, clorofilas entre outros como a
cochonilha, curcumina e acafrdo. Dentre estes, na Europa sdo permitidos,
atualmente, 13 pigmentos oriundos de fontes naturais para adigdo em
alimentos. Estes sdo a curcumina (curcuminoides), luteina (xantofila), f3-
caroteno, bixina, capsantina (carotendides), betanina (betalaina), acido
carminico e antraquinonas (carmim), clorofila clprica e clorofilina
(porfirinas), caramelo de aglcar, extrato de malte (melanoidinas) e
antocianinas (flavondides) (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010).

Representante da classe dos flavonéides, caracterizados por uma
estrutura basica de 15 carbonos, as antocianinas (ANT) - do grego anthos
(flor) e kyanos (azul) - sdo pigmentos naturais hidrossolUveis, de estrutura
polifendlica, responsaveis pelas cores vermelho, azul e roxo de diversos
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vegetais, como frutas, legumes, hortaligas e grdos, compondo assim, um
grupo de pigmentos de maior distribuicdo no reino vegetal, depois da a
clorofila. E um corante organico natural, obtido a partir de vegetais,
podendo ser usado sem limitagcGes com relagdo a quantidade, portanto,
sdo pigmentos ndo toxicos e ndo mutagénicos (BROUILLARD, 1983;
CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011; DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010; HARBORNE; GRAYER, 1988; JANIK et
al., 2007; DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000;
MARTIN BUENO et al., 2012; MAZZA; MINATI, 1993; MORETTO;
FETT, 1988; SANTOS; MEIRELES, 2009; WALTON et al., 2006;
WROLSTAD, 2004). As antocianinas compreendem o maior grupo de
pigmentos sollveis em &agua do reino vegetal e sdo especialmente
caracteristica das angiospermas ou plantas com flores, principal fonte de
producdo de alimentos, sendo, também, sollveis em etanol (BREIDLE;
TIMBERLAKE, 1997; CURTRIGHT et al., 1996; PETERSON;
DWYER, 2000).

As antocianinas apresentam muitas vantagens para a salde
humana, pois possuem atividade antioxidante relatada, tais como o efeito
protetor cardiovascular, e a redugdo do risco de doencgas cardiacas e
corondrias (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011), entre outras
relacionadas & capacidade de inibicdo da peroxidagdo de lipidos e por
reduzir os processos relacionados as espécies reativas de oxigénio
(BRIDLE; TIMBERLAKE, 1997; COOK; SAMMAN, 1996;
COLANTUONI et al., 1991; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; HEIM et al., 2002; RENAUD; DE LORGERIL, 1992; KINSELLA
et al., 1993; NODA et al., 2000; VINCIERI et al., 1992), além de acédo
anti-inflamatéria (LEE; LEE; CHOUNG, 2011) e atividade
antimicrobiana (MAZZA et al., 2002). Alguns estudos recentes creditam
as antocianinas a reducdo de células cencerigenas em humanos
(GIAMPIERI; ALVAREZ-SUAREZ; BATTINO, 2014; BAGCHI et al.,
2004).

A ingestdo média diaria de antocianinas presentes em alimentos
consumidos nos EUA durante o ano de 1971, foi de 180 a 215 mg ao dia,
durante as estagbes de inverno e verdo, respectivamente (KUHNAU,
1976). Em um estudo mais recente com 529 italianos, o consumo de
antocianinas variou de 25-215 mg/ (pessoa*dia), sendo que a maior fonte
de antocianinas foi o vinho tinto (ALBERT-IFIDANZA et al., 1996).
Estes dados s&o um indicativo das quantidades de antocianinas
consumidas, porém, vale ressaltar que podem ocorrer variacdes em
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decorréncia de habitos alimentares e preferéncias pessoais, como o
consumo de vinho tinto em alguns paises, e a disponibiliade abundante de
frutas que fazem parte da dieta no caso de paises subdesenvolvidos.
Porém, alguns estudos indicam a dependéncia de alimentos processados
na dieta como um fator limitante do consumo de antocianinas. A adi¢do
de extratos naturais de antocianinas, com o objetivo de estabelecer cor aos
alimentos processados, pode ser considerada importante para a
manutencdo dos niveis de consumo ideais, levando em consideracéo os
efeitos benéficos ofertados pela ingesta de compostos antioxidantes.
Além de estabelecer cor aos alimentos processados, as antocianinas sao
descritas por possuir potente atividade antioxidante, comparado com
antioxidantes de uso classico na industria de alimentos, como o butilato
hidroxilanisol (BHA), butilato hidroxiltolueno (BHT) e a-tocoferol
(vitamina E) (MEYERS et al., 2003; NARAYAN et al., 1999; SUN et al.,
2002). Essa atividade se deve a sua estrutura quimica formada por trés
anéis, que possuem ligacBes duplas conjugadas e também hidroxilas
distribuidas ao longo da estrutura que possibilitam o sequestro de radicais
livres (KONG et al., 2003; SILVA et al., 2007).

Em tecidos vegetais, as antocianinas desempenham funcdes
variadas: acdo antioxidante, protecdo a acao da luz, mecanismo de defesa
e funcdo bioldgica. Além de que as cores vivas e intensas que produzem
tém importante papel em varios mecanismos reprodutores das plantas, tais
como a polinizacdo e a dispersdo de sementes (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000). Assim, as antocianinas
encontram-se difundidas em 27 familias, 73 géneros e numa grande
variedade de espécies de plantas utilizadas para alimentacdo (BRIDLE;
TIMBERLAKE, 1997).

O teor de antocianinas em frutos pode variar com o tipo de
cultivo e com a maturidade, além da possibilidade da existéncia de
misturas de antocianinas. Em geral, o conteldo total de antocianinas varia
antre 20 mg a 2 g por cada 100 g de frutos (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Na natureza, as antocianinas sdo encontradas na forma de ligacao
com aglcares (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010), sendo,
entdo, compostas de trés partes: a estrutura bésica, aglicona, que €
esterificada com um ou mais agUcares € estes, por sua vez, podem ser
acilados com uma ou mais moléculas de &cidos organicos que promovem
maior estabilidade e solubilidade ao pigmento, através de interacdes
intramoleculares (MORETTO; FETT, 1988). Quando o grupamentodo
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acucar da antocianina é hidrolisado, a aglicona (produto da hidrélise sem
0 aglcar) é chamado de antocianidina. Existem 19 antocianidinas de
ocorréncia natural, mas apenas seis costumam ocorrer nos alimentos,
sendo a malvidina, cianidina, peonidina, delfinidina, pelargonidina e
petunidina, que se quanto as substituicdes nos radicais R1 e Rz (Figura 7)
(PASSAMONTI et al., 2003; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; WULF; NAGEL, 1978). Derivadas das antocianidinas e com
estruturas moleculares mais complexas, atualmente, sdo conhecidas mais
de 600 antocianinas diferentes (ANDERSEN, 2002; MORETTO; FETT,
1988).

A estrutura bésica das antocianinas (aglicona) é o 2-
fenilbenzepirona ou céation flavylium (Figura 6) a partir do qual as
estruturas secundarias sdo derivadas (BROUILLARD; DANGLES, 1994;
JACKMAN; SMITH, 1992). Ocorrem como glicosideos de poli-hidroxi
ou polimetoxi derivados do sal e diferem no nimero de grupos hidroxila
(OH) ou nos grupos metoxi presentes (OCHS3). Ainda, as antocianinas
diferenciam-se entre si estruturalmente quanto aos sitios de ligacdo dos
acucares, bem como quanto ao tipo e nimero de acidos alifaticos ou
aromaticos ligados aos aglcares da molécula. Os aglcares mais comuns
sdo a glicose, ramnose, galactose, arabinose, xilose, di e trissacarideos
(homogéneos ou heterogéneos) formados como glicosideos desses
acucares. Os &cidos mais envolvidos na acilacdo dos aglUcares sdo 0s
acidos aromaticos, como o p-cumarico, caféico, ferulico, sinaptico, galico
ou p-hidroxibenzoico ou os alifaticos, como o 4cido maldnico, acético,
malico, succinico ou oxalico (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; SHI; LIN; FRANCIS, 1992; TERAHARA et al., 1996).

45



Figura 6 - Estruturas bésica do cétion flavylium
R

H

Bee &y L

OH
Onde: R; e Rz =-H, -OH ou —~OCHjs, Rs = -glicosil, R4 = -H ou —glicosil.

Fonte: Damodaran, Parkin, Fennema (2010).

As cascas de uvas sdo consideradas a maior fonte comercial para
a producdo de antocianinas (enocianina) para fins alimenticios (BOBBIO;
BOBBIO, 2001; MORETTO; FETT, 1988). Em uvas (V. vinifera), as
principais antocianinas encontradas sdo a malvidina e seus derivados
(PASSAMONTI et al., 2003; WULF; NAGEL, 1978).

Além das uvas, o repolho roxo (Brassica oleracea L.) também é
uma importante fonte de pigmentos antocianicos na forma concentrada.
Em geral, sdo encontradas nos extratos de repolho roxo as antocianidinas
cianidina (Figura 7) (CURTRIGHT et al., 1996), podendo apresentar
algumas de suas formas aciladas. Por ser um pigmento de fonte natural é
amplamente utilizado como corante alimentar (DYRBY et al, 2001;
JACKMAN; SMITH, 1992; HRAZDINA et al., 1977). AplicacBes
comerciais de antocianinas incluem: doces, produtos de confeitaria,
refrigerantes, refrescos, pds para refrescos, coberturas de bolos, gelatinas
e geleias (MORETTO; FETT, 1988), devido a estabilidade sob
temperaturas de refrigeracio (MARKAKIS, 1982). Entretanto, sua
utilizacdo ainda é restrita pela baixa estabilidade em meios aquosos e pH
acima de 2, condigBes bastante comuns durante o processamento e
estocagem dos alimentos (FALCAO et al., 2003).
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Figura 7 - Estrutura molecular da cianidina, principal aglicona encontrada nos
extratos de repolho roxo

Fonte: Curtright et al., 1996.

Nos extratos antocianicos de repolho roxo, tem sido relatada a
estabilidade do pigmento durante a extracdo a partir de processos naturais
(MAZZA, 1990; BAUBLIS et al., 1994; MALIEN-AUBERT et al.,
2001). Apresenta-se, comercialmente, sob a forma de p6 vermelho-
plrpura em tom escuro, com um odor caracteristico fraco e €
hidrossolivel (SAPERS et al., 1981).

O corante obtido a partir de repolho roxo esta sendo usado em
bebidas, doces, goma de mascar, uma variedade de molhos, e iogurte
(Product Information Bulletin, 2000). Além disso, 0s extratos contendo
pigmentos tém demonstrada aplicacdo como indicadores naturais de pH
em diversas aplicacdes, inclusive farmacéuticas (CHIGURUPATI et al.,
2002). Assim, em baixos valores de pH (meio acido) apresenta coloracdo
vermelha e em pH basico apresenta coloragdo azul escura. Esta mudanca
de coloragdo se demonstrou reversivel ao pH e temperatura (DYRBY et
al., 2001; CARLSEN; STAPELFELDT, 1997).

4.1 Propriedades de cor

A abundante presenga de duplas ligagGes, que séo facilmente
excitadas, e expressam as cores caracteristicas das antocianinas como
resultado da exitacdo de uma molécula pela luz visivel (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Em solucBes &cidas, as antocianinas
apresentam coloragdo vermelha, com o aumento do pH a intensidade da
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cor diminui. Em solucdo alcalina, a cor azul é obtida, porém é instavel
(MAZZA; BROUILLARD, 1987).

Quanto maior o nimero de substitui¢cbes na porcao aglicona da
molécula, maior a tonalidade expressa pela cor. Assim, 0 aumento da
tonalidade é o resultado de uma mudanca batocrémica (maior
comprimento de onda), o que significa que a banda de absorcédo da luz na
faixa de espectro visivel muda de um comprimento de onda pequeno para
um grande, com altera¢do consequente da cor, como nos tons de roxo-
azul para laranja-vermelho. A mudanca oposta é chamada de mudanca
hipsocrémica. O que explica as diversas coloragfes representadas pelas
antocianinas. Em geral, os efeitos batocrémicos sdo causados por grupos
auxocromos, doadores de elétrons que, no caso das antocianidinas, sao 0s
grupos metoxi e hidroxila. Os grupos metoxi, devido a sua grande
capacidade de doar elétrons, causam mais mudangas batocroémicas que o0s
grupos hidroxilas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). O
tipo e 0 nimero da substituicdo de acuUcares e da acilagdo também
desempenham um papel importante sobre as caracteristicas da cor, assim
como diversos outros fatores, formacdo de complexos metalicos e
copigmentacdo também o fazem (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; LOPES et al., 2007; MAZZA; BROUILLARD,
1987).

Por isso, as antocianinas possuem a capacidade de atuar como
indicador de pH natural. Quando em solucéo acida, ocorre a estabilizacdo
dos ions ox6nio (H3O*) através das duplas ligacBes conjugadas dos trés
anéis presentes na molécula da antocianidina, o que favorece a absorcéo
de fotons no espectro visivel. No momento em que ocorre a adicdo de
uma base, a conjugacao das ligaces duplas entre os segundo e terceiro
anéis é interrompida, o que resulta na absorcao de fétons no intervalo de
luz UV, em vez do visivel. O efeito da variacdo de pH no aumento do
nimero de ligacdes duplas conjugadas na molécula reduz o nivel de
energia da transicdo eletrdnica entre o estado fundamental e os estados
excitados, e por sua vez resulta na absorcdo de fétons em maior
comprimento de onda (SAPERS et al., 1981).

Como mencionado anteriomente, a coloracdo das antocianinas
varia de acordo com o pH do meio onde estdo presentes e, por isso, podem
se apresentar em 4 formas estruturais diferentes em equilibrio quimico,
dependendo do pH em meio aquoso (Figura 9): base quinonoidal azul (A);
cation flavylium (vermelho) (AH*); pseudobase carbinol (incolor) (B); e
chalcona (incolor — pouco amarela) (C) (DAMODARAN; PARKIN;
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FENNEMA, 2010; HEREDIA et al., 1998; IACOBUCCI; SWEENY,
1983; MORETTO; FETT, 1988).

Figura 8 - Transformacdes estruturais de antocianinas em relagdo ao pH do meio

Base quinoidal (A) Cation flavilio (AH*)
azul vermelho

Chalcona (C) Carbinol (B)
incolor Incolor

Fonte: Levi et al., 2004.

Além do pH, a cor da antocianina sera expressa dependendo de
fatores como a co-existéncia de compostos incolores (co-pigmentos,
tipicamente flavonas e flavondides), da temperatura de armazenamento,
da estrutura quimica, da concentracdo de oxigénio, da presenca de luz,
solventes, enzimas, proteinas e fons metalicos (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009; TANAKA; SASAKI; OHMIYA, 2008). Ainda, a
fonte da qual é extraida, confere a cada tipo de antocianina uma
propriedade de matiz e estabilidade. Naturalmente a coloracdo das
antocianinas é diretamente influenciada pela substituicdo dos grupos
hidroxila e metoxila na molécula. Incrementos no nimero de grupos
hidroxila tendem a tornar a coloracdo azulada. Na direcdo contraria,
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incrementos no ndmero de grupos metoxila aumentam a intensidade do
vermelho (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ,
2000). Por exemplo, na uva, onde encontramos grupos metoxilas, a
molécula exibe uma tonalidade violeta e tem baixa reatividade, ja o cassis,
que tem presenca de 1 ou 2 grupos hidroxilas, exibe uma tonalidade
vermelha intensa e possui uma estrutura altamente reativa. Uma das
antocianinas mais alaranjadas é encontrada no morango, devido a
pelargonidina. Além disso, quando os acidos fendlicos se ligam ao acutcar
(acilacdo) temos a presenca de antocianinas aciladas. Este fato é de crucial
importancia na inddstria alimenticia, pois garante a estabilidade das
antocianinas. Ainda, quanto maior o nimero de acilacdo, mais azul serd a
antocianina, para uma mesma estrutura principal (BROUILLARD, 1982).

Varios compostos atuam como copigmento de antocianinas, tais
como os aminoacidos, acidos organicos, flavonoides, alcalbides
(MAZZA; BROUILLARD, 1987). A presenca de flavondides ndo
antocianicos pode proteger as antocianinas contra a degradacdo (LOPES
etal., 2007). Embora esses compostos, muitas vezes, ndo apresentem cor,
eles aumentam a cor das antocianinas, causando um efeito batocrémico e
proporcionando o aumento da absorcdo da luz para um comprimento de
onda maximo (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

As taxas de degradagao variam muito entre as antocianinas, o que
se deve a diversidade de suas estruturas, e podem ocorrer por varios
mecanismos, iniciando com a perda da cor, seguida do surgimento de
coloragdo amarelada e formacdo de produtos insoltveis (LOPES et al,
2007). A degradagdo de antocianinas envolve a hidrdlise da ligacéo dupla
do anel do cation flavylium pela transferéncia de carga intramolecular,
que é mais significativa acima de pH 45 (BROUILLARD;
DELAPORTE, 1977).

Em geral, 0 aumento da hidroxilacdo diminui a estabilidade,
enquanto o aumento da metilacdo aumenta a estabilidade. A cor dos
alimentos que contém antocininas ricas em pelargonidina, cianidina ou
delfinidina agliconas é menos estavel que a de malvidina. O aumento da
estabilidade do Gltimo grupo ocorre porque os grupos hidroxilas estdo
blogueados. Decorre disso 0 aumento da glicosilagdo, como no caso dos
monoglicosideos e dos diglicosideos, aumenta a estabilidade
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Os pigmentos acilados
sd0 mais estaveis do que seus analogos ndo acilados, sobretudo quando
submetidos & temperatura (LOPEZ et al., 2000; SAPERS et al., 1981). A
presenca de um ou mais grupos acila na molécula de antocianina inibe a
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hidrolise do cétion flavylium (vermelho) para formar a base carbinol
(incolor), permitindo a formacdo preferencial da base quinoidal (azul),
resultando em pigmentos menos sensiveis as mudancas de pH (ou seja,
eles mantém a coloracdo em meio levemente &cido a neutro) (BRIDLE;
TIMBERLAKE, 1997).

As antocianinas sdo pigmentos relativamente instaveis. Como
mencionado, tanto as caracteristicas de cor (tonalidade e saturacdo) dos
pigmentos como sua estabilidade sdo muito influénciadas pelos
substituintes na aglicona. A degradacdo das antocianinas ocorre nao
apenas durante a extragcdo a partir de tecidos vegetais, mas também
durante o processamento e 0 armazenamento dos alimentos. O
conhecimeno da quimica das antocianinas pode ser usado para que se
minimize a degradacdo por meio da sele¢cdo adequada de processos e
pigmentos antocidnicos especificos para as aplicagdes pretendidas.
Portanto, é primordial definir as condi¢Ges de obtencdo do pigmento, de
forma que o mesmo apresente 0 minimo de alteracbes em suas
caracteristicas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; LOPES
et al., 2007).

A estabilidade da cor de antocianinas é afetada por fatores como
a presenca ou auséncia de luz, oxigénio, solventes, metais e agentes
redutores e oxidantes, presenca de enzimas e proteinas, temperatura,
atividade de 4gua e pH. Assim, é comum a adi¢ao de corantes naturais em
alimentos processados, devido a instabilidade dos pigmentos aos
tratamentos utilizados (CABRITA; FOSSEN; ANDERSEN, 2000;
CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; DOWNHAN; COLLINS, 2000; FRANCIS, 1989;
KEARSLEY; RODRIGUEZ, 1981; TANAKA; SASAKI; OHMIYA,
2008). Em geral, as caracteristicas estruturais que conduzem ao aumento
de estabilidade do pH também levam ao aumento da estabilidade térmica.
Assim, as antocianidinas altamente hidroxiladas sdo menos estaveis
térmicamente do que as antocianidinas metiladas, glicosiladas ou aciladas
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Sabe-se que a natureza
insaturada das antocianinas a faz mais suscetivel ao oxigénio molecular.
E que a estabilidade desta é favorecida em valores de atividade de agua
na ordem de 0,63-0,79, e da mesma forma, a diminuicdo da atividade de
agua e concentracoes elevadas de aglicares (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). Além de que, o &cido ascorbico e as antocianinas
desaparecem ao mesmo tempo nos sucos de frutas, o que indica a
exigéncia de interacdo direta entre as duas moléculas, pois as reacdes que
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ndo favorecem a formagdo de H O, durante a oxidacdo do &cido
ascorbico, sdo consideradas responsaveis pela estabilidade da antocianina
em alguns sucos de frutas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; JACKMAN; SMITH, 1996; SHRIKHANDE; FRACIS, 1974).

A maior estabilidade da cor das antocianinas ocorre sob
condi¢des &cidas devido a presenca de glicosideos em sua estrutura, 0 que
n&do ocorre com as antocianidinas que, também, sdo menos hidrossolveis
(LOPES et al, 2007; BROUILLARD, 1982). As antocianinas sdo
moléculas polares, em funcdo dos grupos substituintes polares
(hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos seus
anéis aromaticos. Consequentemente, elas sdo mais solGveis em agua do
gue em solventes ndo-polares (HARBORNE, 1988).

Portanto, as antocianinas possuem maior forga corante, em pH
igual a 1,0, principalmente quando as moléculas dos pigmentos estdo na
forma ionizada. Em pH 4,5, as antocianinas de extratos de frutas séo
praticamente incolores, pouco azuladas, e quando em presenca de
pigmentos amarelos (flavondides), o extrato apresenta coloragdo verde
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). As solu¢es com pH
acima de 7,0 contendo pigmentos de antocianinas, gradualmente mudam
a coloracdo de tonalidade azul para amarela, como um resultado indireto
da formag&o de chalcona, via fissdo do anel da anidrobase (HRAZDINA,
1977).

Devido sua maior estabilidade, as antocianinas sdo comumente
usadas em solugdes acidas, tais como, refrigerantes (pH entre 2,5 e 3,8),
onde, geralmente, se apresentam na cor vermelha. Em pH acima de 6,0
sdo azuis (base quinoidal) (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; MORETTO; FETT, 1988).

A necessidade de conservacdo dos pigmentos tem incentivado o
desenvolvimento de novas pesquisas neste setor, sendo que as formas
mais importantes de conservacdo do pigmento sdo o encapsulamento e
adicdo de antioxidantes. Entre os diferentes métodos, a secagem por
atomizacdo (Spray drying), é o método de secagem mais comum usado
na indistria alimenticia por ser econdmico, flexivel e continuo (DEL-
VALLE, 2004).

Com relacdo a encapsulagdo de corantes antocianos, alguns
estudos referem-se a concentracdo e melhora da estabilidade deste
pigmento (COUTINO, 2002; HUMEAUT et al., 2000; MALACRIDA,;
MOTTA, 2006; WAGNER; WARTHESEN, 1995). Por exemplo,
Valguga et al., (2008), encapsularam o extrato de uvas (Vitis labrusca) e
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0 processo resultou na concentragdo do tor antocianico em
160 mg.100 g, em presenca de maltodextrina.

5 DETERIORAGCAO DE ALIMENTOS

As carnes e seus derivados sdo considerados produtos altamente
pereciveis. Embora, os tecidos animais sejam livres de micro-organismos,
as superficies externas (peles e tegumentos) e trato digestivo podem ser
importante fonte de contaminacdo. A contaminagdo externa pode estar
presente desde 0 abate (contaminagdo presente no ar, &gua, couro,
conteldo gastrointestinal do animal, instrumentos utilizados na
evisceragdo, entre outros) e segue nas etapas que envolvem a manipulacdo
do alimento (superficies ndo-higienizadas, manipuladores). Assim, um
alimento contaminado nestas etapas, ira permanecer colonizado nas
etapas seguintes do processamento, que envolve o resfriamento,
congelamento, embalagem, transporte, entre outras (LAWRIE, 2005).

A carne bovina é uma excelente fonte de nutrientes. E rica em
proteinas, o que favorece 0 crescimento de micro-organismos
proteoliticos como as leveduras. Tem pouca presenca de carboidratos e
apresenta em sua composi¢do diversas vitaminas, dentre elas a tiamina,
riboflavina e biotina. A carne tem atividade de dgua préximo a 0,99, fator
gue favorece o crescimento de micro-organismos. Apos transformacao do
musculo em carne, 0 pH encontrado é em torno de 5,5, favorecendo o
crescimento dos fungos, leveduras e das bactérias laticas. Assim, muitos
micro-organismos poderiam ser encontrados na carne, porém poucos
encontram condi¢Oes ideais para multiplicagdo e promog¢éo de danos ao
produto (FRANCO et al., 2015; LAWRIE, 2005).

A deterioracdo é estabelecida como o ponto em que a carne torna-
se imprdpria para 0 consumo humano. Ocasiona alteragdes quimicas e
fisicas irreversiveis, provocando alteracédo de sabor, odor e aparéncia nos
produtos carneos. Pode ser causada pelo crescimento microbiano, pela
presenca de insetos, reacdes enzimaticas e oxidativas oriundas da carne.
Sendo que, um alimento carneo deteriorado ndo necessariamente é um
alimento em decomposigéo ou putrefacdo (FRANCO et al., 2015).

A temperatura desenvolve papel importante na deterioracdo da
carne. De modo geral, quanto maior a temperatura, maior é a velocidade
de crescimento microbiano. Embora ndo seja absoluta, hd uma
classificagdo referente aos micro-organismos deteriorantes da carne. Os
micro-organismos psicrotroficos sdo aqueles que possuem temperatura
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6tima de crescimento entre -2 e 7 °C; os mesofilos crescem entre 10 e 40
°C; e os termofilos de 43 a 66 °C (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Sob
temperaturas de resfriamento, em condigdes aerébias, a microbiota
deteriorante da carne é dominada pelas pseudémonas e, sob condicoes
anaerdbicas, pelos lactobacilos. Em ambos os casos, 0s micro-organismos
atacam inicialmente a glicose e, subsequentemente, os aminoacidos
(LAWRIE, 2005).

Tendo em vista esses fatores, para a comercializacdo da carne
fresca se faz necessario 0 emprego de alguma tecnologia de preservacao
para controle da microbiota deteriorante. Os meios utilizados para
preservacgdo sdo refrigeracdo ou congelamento, cozimento, cura, secagem
e embalagem. Sendo que algumas delas sdo geralmente utilizadas em
conjunto, como por exemplo, o sistema embalagem-armazenamento, que
em temperaturas de refrigeracdo proporcionam a extensdo da vida de
prateleira e permitem a comercializa¢do da carne fresca (FRANCO et al.,
2015).

Juntamente com as carnes, os pescados frescos compfem as
principais fontes de proteinas consumidas no mundo, e sdo considerados
alimentos altamente pereciveis (FRANCO et al., 2015). A carne do
pescado é constituida basicamente de proteinas e gorduras, e em menor
proporcdo, carboidratos, aminoacidos vitaminas e minerais. Em
decorréncia do seu metabolismo, os peixes ndo acumulam glicogénio,
portanto o pH ndo diminui durante o post mortem, fazendo com que o pH
seja mantido proximo a neutralidade (entre 6,0 e 6,8). Ainda, o pescado
tem como caracteristica a elevada atividade de agua (Aa = 0,99) em
decorréncia da presenca de agua no musculo. Quando comercializado sob
a forma in natura ou congelado, o pescado enfrenta dificuldades quanto a
deterioragdo (GONCALVES, 2011).

A deterioracdo é comum no pescado em decorréncia da sua
composicdo quimica favoravel. Por meio da acdo dos micro-organismos
h4 o surgimento de substancias nitrogenadas volateis (BVT),
particularmente, trimetilamina (TMA) e aménia (NHs), a partir da
decomposicdo de aminoacidos e degradacédo anaerdébica, seguido da acéo
enzimatica que leva ao aparecimento dos perdxidos, do ranco,
caracteristicos do processo de deterioracdo (FRANCO et al., 2015;
GONCALVES, 2011). Em condi¢bes ambientais de temperatura, o
pescado sofre deterioracdo pelo crescimento de bactérias Gram-negativas
mesofilas, que tornam o alimento néo apto para 0 consumo humano em
até dois dias. J4 em temperaturas de refrigeracdo, a deterioracdo é causada
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principalmente  por  bactérias  Gram-negativas  psicrotroficas
(GONGALVES, 2011).

A contaminacdo do pescado se da através das superficies em
contato com a &gua e meios passiveis de contaminacdo natural.
Inicialmente, o pescado sofre contaminacdo pela microbiota presente em
seu habitat natural e, ap6s a captura, pela biota presente na embarcacao.
Por ser um animal de sangue frio, a microbiota natural é adaptada a
temperaturas baixas. Algumas etapas de manuseio e refrigeracéo incluem
possiveis fontes de contaminagdo, por exemplo, o gelo utilizado na
conservagdo, bem como os equipamentos, utensilios e superficies sem
adequada assepsia, além do manipulador (GONCALVES, 2011).

Um dos parametros para controle da deterioracdo no pescado € a
temperatura. O pescado fresco deve, preferencialmente, ser armazenado
em gelo (0 a 2 °C) com o intuito de retardar a deterioragdo. Processos
como a embalagem, salga e acidificacdo ou tratamento térmico sdo
comuns para aumentar a vida de prateleira do pescado (FRANCO et al.,
2015), bem como a aplicagdo de atmosfera modificada, apesar de esta se
mostrar mais eficiente na carne do que no pescado (GONCALVES,
2011). Cabe ressaltar que, o congelamento de pescado fresco ndo muda o
perfil de risco, somente elimina os parasitas que apresentam risco em
produtos crus minimamente tratados. Sendo assim, mesmo 0 pescado
congelado quando submetido a temperatura elevada ou flutuantes por
periodo prolongado pode iniciar, ou reativar, processo de deterioracdo
(FRANCO et al., 2015).

Assim, um controle de temperatura durante as etapas que
compreendem o0 armazenamento e comercializagdo de alimentos
pereciveis, se faz necessario para impedir que alteracdes indesejaveis
possam acarretar na deterioragéo dos alimentos.

Como forma de garantir as condigdes ideais para armazenamento
desses alimentos, as embalagens ativas podem atuar como indicadores de
exposicdo a temperatura inadequada. Esta, por sua vez gera uma
proliferacdo de micro-organismos intrinsecos a matriz alimentar que pode
ser detectada pela alteracdo das caracteristicas organolépticas do
alimento, como o pH, medida, indiretamente, por uma mudanca visual na
cor da embalagem.
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CAPITULO 2: _ EXTRAGAO, DESENVOLVIMENTO E
CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS DE
ANTOCIANINAS DO REPOLHO ROXO
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RESUMO

As antocianinas presentes no repolho roxo foram extraidas e o extrato
hidroalcodlico foi concentrado. Os extratos concentrados foram secos por
spray drying e o0 conteldo de antocianinas foi determinado. As
microparticulas obtidas a partir do extrato concentrado expuseram maior
concentragdo dos pigmentos frente a determinacdo por pH diferencial e
maior poder corante. As propriedades térmicas determinaram as
microparticulas como potencial utilizacdo na inddstria de alimentos, uma
vez que os resultados obtidos sdo caracteristicos para microparticulas
formadas em spray dryer. Além disso, adicdo de maltodextrina
proporcionou elevada temperatura de transicdo vitrea aos extratos,
contribuindo para a elevada estabilidade térmica revelada pelas
propriedades térmicas dos extratos em po.
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1 INTRODUCAO

O repolho roxo (Brassica oleracea L. Var. Capitata f. rubra) é
uma promissora fonte para obtencdo de antocianinas na forma
concentrada que podem ser utilizadas como corantes naturais para
alimentos. Devido a presenca das antocianinas, o extrato do repolho roxo
apresenta coloragdo vermelha em pH &cido que tende ao azul a medida
gue o pH aumenta (DYRBY et al., 2001).

As antocianinas (ANT) - do grego anthos (flor) e kyanos (azul) -
formam o grupo de pigmentos de maior abundancia na natureza. Séo
pigmentos naturais hidrossoluveis, de estrutura polifenolica, responsaveis
pelas cores vermelho, azul e roxo de diversos vegetais. Sao pigmentos
ndo téxicos e ndo mutagénicos de origem natural podendo ser usado sem
limitagbes com relacdo a quantidade (CAVALCANTI; SANTOS;
MEIRELES, 2011; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010;
JANIK et al., 2007; MARTINS et al., 2012; SANTOS; MEIRELES,
2009; WALTON et al., 2006; WROLSTAD, 2004). Atualmente, a
industria de alimentos utiliza, principalmente, os corantes sintéticos
devido a estabilidade quimica e pureza elevada em relagdo a alguns
corantes naturais. No entanto, devido aos efeitos nocivos & saude
humana, alguns destes aditivos alimentares ndo tém utilizagdo
recomendada para a industria de alimentos (DELL GIOVINE; BOCCA,
2003; LOPES; QUADRI; QUADRI, 2006). Assim, as antocianinas sdo
consideradas promissores corantes naturais alimentares em contrapartida
ao potencial carcinogénico, mutagénico e alergénico associado ao uso dos
corantes artificiais (LOPES; QUADRI; QUADRI, 2006). Porém,
apresentam sensibilidade quando expostos a condi¢Ges adversas de luz,
oxigénio e calor. Considera-se que 0s extratos de antocianinas apresentam
shelf life reduzido em contrapartida a sua potencial utilizacdo como
aditivo alimentar de origem natural.

Neste contexto, a estabilizacdo de corantes como as antocianinas
para utilizagdo em processos industriais pode ser promovida pela
utilizacdo de técnicas de microencapsulacdo. Através da transformagéo
de extratos aquosos em extratos secos, 0s pigmentos de antocianinas
podem apresentar maior estabilidade fisico-quimica e microbioldgica,
maior concentragdo dos compostos ativos e maior facilidade de
manipulagdo (TEIXEIRA; BASSANI, 1997; OLIVEIRA; PETROVICK,
2009).
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A microencapsulacao pode ser descrita como uma técnica na qual
um composto bioativo é encapsulado em um biopolimero que ira conferir
protecdo contra oxigénio, umidade, luz e outros fatores com o intuito de
promover a estabilidade e facilitar a manipulacdo pela transformacéo de
liqguidos em pds e pela reducdo do peso do produto, facilitando o
armazenamento e transporte (GHARSALLAQUI et al., 2007). Dentre as
técnicas de encapsulacdo, o spray drying tem ampla utilizacdo na
industria de alimentos por ser uma técnica de baixo custo e facil operacéo,
podendo ser conduzido em grande escala. E definido como um processo
de secagem pela remogéo de umidade através do rapido contato com o
calor a baixa pressao (HASHIB et al., 2015). Basicamente, o spray drying
consiste em trés etapas: atomizacdo, secagem e separagdo do pé obtido
(MUJUMDAR, 2006). Durante a atomizacéo, a solucao de alimentacdo é
transportada através de bomba peristaltica até o bico atomizador que
dispersa o liquido em pequenas goticulas antes de atingir a cAmara de
secagem (BAKER, 1997). Dentro da Camara de secagem, as goticulas
entram em contato com o ar de secagem com elevada temperatura, que as
transforma em pd instantaneamente. As microparticulas formadas sdo
separadas no ciclone e coletadas na base em um frasco coletor
(HELDMAN; HARTEL, 1997).

Os parametros do processo de secagem podem variar e com eles
as propriedades dos pds obtidos também podem ser distintas. Por
exemplo, a secagem de extratos contendo antocianinas geralmente é
realizada em temperatura entre 130 a 180 °C, podendo, neste caso, afetar
0 teor de antocianinas no produto final. Ainda, através do controle da
temperatura, efeitos distintos sdo gerados nos pos, acarretando em
mudangas nas propriedades de umidade, densidade, tamanho da particula,
temperatura de transicao vitrea, entre outros. Sendo que, sdo propriedades
de importancia na aplicacdo de pdés: a solubilidade, temperatura de fuséo
(Tf) higroscopicidade e a temperatura de transicdo vitrea (Tg) (TELIS;
MARTINEZ-NAVARRETE, 2010).

Maltodextrinas (MD) com diferentes graus de hidrélise (DE —
dextrose equivalente) sdo comumente utilizadas como agente
encapsulante, uma vez que apresentam elevada solubilidade em agua,
baixa viscosidade, pouco conteldo de agUcares e, sobretudo, por ndo
afetar a cor das solucBes nas quais sdo adicionados. Essas propriedades
fazem da MD um potencial ingrediente na industria alimentar
(AVALTRONI; BOUQUERAND; NORMAND, 2004; BHANDARI et
al., 1997). A Goma Arabica (GA) obtida das arvores Acacia senegal var.
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Senegal é o tipo mais comum dentre as gomas utilizadas. A ampla
utilizacdo da GA é devido a sua solubilidade em &gua e baixa viscosidade
em comparacdo com outros polissacarideos, boa caracteristica
emulsionante e natureza atéxica (TAHA et al., 2012). O &cido citrico
(AC) é usualmente empregado como conservador natural em extratos de
antocianinas secos por spray drying (VALDUGA et al., 2007). No caso
de extratos vegetais, a presenca de aglcares pode ocasionar formacédo de
po6s com alta higroscopicidade, aumentando a adesdo entre as particulas e
diminuindo o rendimento do processo. Portanto, € fundamental a
utilizacdo de agentes carreadores com alto peso molecular como
polimeros e gomas, visando facilitar o processo de secagem e as
operacgdes de transporte e armazenamento conforme desejado.

Em alimentos de teor de umidade baixo a intermediério, o estado
fisico do produto (estado vitreo ou elastico) é determinante das taxas de
difusdo dos reagentes, afetando assim a taxa de reacGes deteriorantes em
alimentos, inclusive de degradagdo da cor (LEVINE; SLADE, 1992;
SERRIS; BILIADERIS, 2001; TSIMIDOU; BILIADERIS, 1997).

A estabilidade de produtos secos tem sido atribuida a mobilidade
molecular que s6 é permitida em presenca de umidade. Sabe-se que a
temperatura de transicdo vitrea (Tg) é altamente sensivel a presenca de
umidade e é considerada uma temperatura de referéncia: abaixo da Tg,
espera-se que o alimento seja estavel, enguanto que acima desta
temperatura, o alimento pode apresentar alteracbes em decorréncia de
processos fisicos, quimicos e enzimaticos possibilitados pela mobilidade
das moléculas. A diferenga entre a temperatura de armazenamento e a Tg
(T-Tg) é considerada a faixa ideal para garantia de ndo deterioracdo de
alimentos secos. Desta forma, agentes carreadores com maior estabilidade
térmica, consequentemente, proporcionam maior estabilidade aos
extratos fenolicos encapsulados (GRADINARU et al., 2003; SLADE;
LEVINE, 1991).

A técnica utilizada para determinacdo da Tg em alimentos tem
sido a calorimetria exploratoria diferencial - do inglés, Differential
scanning calorimetry (DSC), que em conjunto com a termogravimetria
(TG) tem aplicacdo na caracteriza¢do das propriedades térmicas de pds
constituidos por polimeros. As analises térmicas compdem um grupo de
técnicas em que uma propriedade fisica de uma amostra é medida em
fungdo do tempo ou da temperatura enquanto a amostra é submetida a um
programa controlado de temperatura (GOULA; ADAMOPOULOS,

93



2010; TONON et al., 2009; JAYA; DAS, 2004; YOUSEFI et al., 2011,
IONASHIRO; GIOLITO, 1980).

Através das andlises térmicas pode-se verificar possiveis
interacdes entre 0s sistemas poliméricos e determinar parametros como a
temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tf) e de
cristalizagdo (Tc), bem como a capacidade calorifica (Cp) e taxa de
degradacdo térmica.

O objetivo deste trabalho é encapsular o extrato hidroalcéolico
contendo antocianinas extraidas do repolho roxo em presenca da
maltodextrina e goma Arabica pela técnica de spray drying, afim de
avaliar a proporcao de biopolimeros adequada para obtencdo de extrato
com elevado teor de antocianinas e obter pds com caracteristicas de
aplicacdo a industria de alimentos. Para isso, 0s extratos de antocianinas
foram avaliados quanto ao teor de antocianinas e determinacdo dos
parametros da cor antes e apOs a secagem. As propriedades fisico-
quimicas de umidade, higroscopicidade e atividade de agua foram
estudadas e relacionadas as analises térmicas de DSC e TG, além da
Microscopia Eletronica de Varredura e da Espectroscopia na regido do
Infravermelho.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Amostras de Repolho roxo foram adquiridas em mercado local
na cidade de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil, no periodo de outubro
de 2016. Para extracdo de antocianinas foi utilizado alcool etilico 90%
(Vetec, Brasil), e &cido cloridrico (Merk, Brasil) para acidificacdo dos
extratos. Na secagem dos extratos por spray drying, foi utilizada
maltodextrina DE 25 (Sigma Aldrich, Brasil), goma Arabica (Vetec,
Brasil) e acido citrico monohidratado (Synth, Brasil). Para produgdo das
solucbes tampdo pH 1,0 e 4,5, foram utilizados cloreto de potassio
(Nuclear, Brasil) e fosfato de sdédio monobasico (Vetec, Brasil). Os
reagentes utilizados na execugdo deste trabalho foram todos de grau
analitico.

2.2 Extragéo de antocianinas do repolho roxo

A extracdo do conteido antociano presente no repolho roxo, foi
realizada em presenca de etanol (EH) e o extrato foi concentrado (EC).
Ap0s obtencdo, os extratos EH e EC contendo as antocianinas do repolho
roxo foram mantidos sob refrigeracdo (8 £ 2 °C) em frascos ambar até
posterior utiliza¢&o.

Considerando ocontetdo contendo ineditismo nesde trabalho,
detalhes das formulagdes foram preservados para apresentar apenas na
publicacdo dos resultados do projeto.

2.2.1 Caracterizacdo do extrato

A determinacédo do teor de antocianinas foi realizada através do
método do pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). Os extratos
contendo antocianinas foram pesados em baldes volumétricos e em
seguida o conteido do baldo foi diluido com as solugdes tampéo de pH
1,0 e pH 4,5. Ap6s homogeneizacdo da solucao, estas foram mantidas em
repouso durante 25 minutos sob o abrigo da luz. Os extratos foram
preparados em triplicata para cada uma das solu¢des tampao. Em seguida,
a absorbéancia das solugdes contendo os extratos foi determinada (SP2000
UV, BEL-Photonics, Brasil) nos comprimentos de onda de 510 e 700 hm,
utilizando agua destilada como branco.
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A quantificacdo do teor de antocianinas foi determinada através
da equacdo descrita abaixo (Equacdo 1 e 2) e o resultado expresso em
equivalente da antocianina principal, no caso, cianidina-3-glucosideo,
principal antocianina presente no repolho roxo (mg.100g™2).

A = (As10 — A700)pu1,0 — (As10 — A700)pHas (1)
A.PM.fd.100
AM = —M8MM8—
.1
(2)

Onde, PM ¢é o peso molecular (449,2 g.mol?); fd é o fator de diluicdo, e &
é a absortividade molar da cianidina-3-glucosideo (26,900 L.molt.cm™).

2.3 Secagem dos extratos

2.3.1 Preparo das solucdes de alimentagéo

Para obtencdo de extratos secos de repolho roxo foram
produzidas solucdes de alimentagdo contendo extrato (EH) e extrato
concentrado (EC), maltodextrina, goma Arabica e &cido citrico, com base
em ensaios anteriores, e que foram mantidas sob agitacéo (Dist, Brasil)
até completa homogeneizacao.

2.3.2 Secagem

O processo de secagem foi realizado em spray dryer de escala
laboratorial (Buchi B-290 mini Spray Dryer, Suica). As solugdes de
alimentacgdo contendo extrato de repolho (EH e EC) foram mantidas sob
agitacdo e introduzidas na cmara de secagem.

A partir do extrato de antocianinas provenientes do repolho roxo
foram obtidas as microparticulas EH25/25; EH35/15 e EH50/0. Da
mesma forma, o extrato de antocianinas do repolho roxo concentrado em
rotaevaporador originou as microparticulas EC25/25; EC35/15; ER50/0.
Apos secagem, as microparticulas de antocianinas do repolho roxo foram
coletadas na base do ciclone e homogeneizadas com espatula. As
amostras foram transferidas para frascos Falcon estéreis e armazenadas a
-8 + 1 °C ao abrigo da luz.
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O processo de secagem foi caracterizado quanto ao rendimento
(m/m) dos po6s obtidos em relacdo ao teor de solidos adicionados na
solucdo de alimentacdo.

2.4 Caracterizacao das microparticulas de antocianinas
2.4.1 Teor de antocianinas apds secagem

Os pods contendo as microparticulas de antocianinas do repolho
roxo foram caracterizadas quanto ao teor de antocianinas pelo método de
pH diferencial conforme descrito no item 2.2.1. Os extratos secos foram
diluidos na proporgdo (1:10), adequada a faixa de absor¢do desejada entre
0,100 - 1,200 nos comprimentos de onda utilizados.

2.4.2 Determinacdo da cor dos extratos

Os parametros da cor dos extratos foram determinados em
colorimetro Chroma Meter CR 400 (Konica Minolta, Japdo). Os
pardmetros de cor (L*, a*, b*) dos extratos EH e EC foram determinados
utilizando cubetas de quartzo. Foram realizadas trés medicGes dos
parametros por amostra.

Os extratos secos EC25/25; EC35/15; EC50/0 e EH25/25;
EH35/15; EH50/0 foram avaliados quanto a variagéo da cor a partir dos
extratos de origem, além da determinacdo dos parametros L*, a*, b*. Para
amedida da cor, os p6s foram acomodados em placas de petri e analisados
sobre placa padréo de cor branca (L* = 97,40; a* = 0,10; b* = 2,11). Os
extratos foram avaliados quanto a diferenga total de cor (AE*) e suas
coordenadas cilindricas (Chroma - C* intensidade da cor e Hue - H*
tonalidade ou cor propriamente) determinadas. Para determinacdo da
diferenca total de cor foi utilizada a Equacdo 3 e para determinar as
coordenadas cilindricas, as Equagdes 4 e 5.

AE* = \J(AL)? + (4a*)? + (4b*)? (3)

Onde! AL = L*extrato de origem ~ L*analisado; a’ extrato de origem ~ a*analisado; b* extrato
de origem - b analisado. CoONtrole corresponde ao extrato liquido a ser
comparado (EH ou EC).
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€ = @7+ ) @
H* = arctanZ—: (5)

Sendo que, para todas as determinacdes, L* é determinada como
a luminosidade dos extratos, a* e b* sdo os parametros da cromaticidade.
Podendo L* variar de 0 a 100 (0 = preto; 100 = branco), e a* e b* entre -
100 e +100 (a<0 = verde; a>0 = vermelho; b<0 = azul; b>0 = amarelo),
C*=0=cinza, e H* = 0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde; 270°
= azul.

2.4.3 Teor de umidade

O teor de umidade dos po6s obtidos por spray drying foram
determinados por gravimetria em secagem direta em estufaa 105+ 1 °C
(TE-395, Tecnal, Brasil) até peso constante (AOAC, 1996).

2.4.4 Atividade de agua

A atividade de agua (Aa) das amostras foi analisada no
equipamento Aqualab 4TE (Degagon Devices Inc., Sdo Paulo, Brasil),
apos prévia estabilizacdo das amostras a temperatura ambiente (25 °C)
por 30 minutos.

2.4.5 Higroscopicidade

A higroscopicidade dos po6s foi determinada de acordo com
metodologia proposta por Cai e Corke (2000), com algumas
modificacdes. Amostras de aproximadamente 1 g foram colocadas em
frasco hermético contendo solugdo saturada de NaCl (75,3%) e mantidas
a 25 °C. Apo6s atingir equilibrio, as amostras foram pesadas e a
higroscopicidade expressa como gramas de umidade absorvida por 100 g
de amostra em base seca (g. 100 g1).

2.4.6 Morfologia das particulas

Os extratos obtidos apdés secagem em spray dryer foram
analisados por microscopia eletrénica de varredura (MEV), de acordo
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com metodologia proposta por Rosenberg e Young (1993). As
microparticulas foram fixadas em um suporte metalico de cobre (stubs)
com auxilio de uma fita dupla face de carbono e recobertas com uma fina
camada de ouro em recobridora a vacuo Leica EM SCD500 (Leica,
EUA).

A visualizagdo foi realizada em aumentos de 100 a 1500 vezes,
em microscopio eletrénico de varredura JEOL modelo JSM-6390LV
(Jeol, Tdquio, Japdo), com voltagem de excitacdo de 10 kV. E o tamanho
médio das particulas determinado pelo software livre Image Processing
and Analysis in Java - ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

2.4.7 Analises térmicas

A analise de termogravimetria (TG) foi realizada em
termobalanca TGA-50 (Shimadzu Corporation, Japdo) na faixa de
temperatura de 30 a 600 °C, em cadinho de platina com aproximadamente
4 mg de amostra, atmosfera dinamica de nitrogénio (50mL.min) e razéo
de aquecimento de 10 °C.minL.

As curvas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram
obtidas em equipamento MC-DSC (TA Instruments, EUA), acoplado a
um analisador térmicos TA2000 (TA Instruments, EUA). Foram
utilizadas capsulas de ago Hastelloy hermeticamente fechadas contendo
aproximadamente 2 mg de amostra sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(50 mL.min%), com razdo de aquecimento de 2 °C.min, na faixa de
temperatura de -20 a 140 °C.

2.4.8 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (1V)

A espectroscopia no IV - do inglés Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) - foi realizada para observar interagdes estruturais
nos filmes. Os espectros no IV foram obtidos em equipamento FTIR
Frontier (Perkin Elmer, Brasil) na regido entre 4000 e 600 cm™ com
resolucdo de 4 cm, com 32 scans em média. Todas as leituras foram
realizadas a temperatura ambiente.
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2.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos com médias e desvio padrao
das determinacbes realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e a comparacdo de médias foi realizada
pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, utilizando-se o
programa Statistical Analysis Software - SAS, versdo 10 (SAS Institute,
Inc.; Cary, N.C.).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de antocianinas

O extrato de repolho roxo concentrado tem maior teor de
antocianinas (50,76 + 1,13 mg.100'g) do que o extrato hidroalcodlico
(31,14 £ 2,33 mg.100g). Os valores obtidos para o teor de antocianinas
sdo semelhantes aos encontrados na literatura (Tabela 1) (BRITO et al.,
2007; CARVALHO et al., 2016; JARDIM; COUTINHO, 2009). Os
resultados apresentados sugerem que o processo de extracdo foi eficiente,
apresentando altos teores de antocianinas nos extratos EH e EC. A
concentracdo de extratos por evaporacdo tem sido utilizada
eficientemente para diversos compostos bioativos, dentre eles as
antocianinas (LAOKULDILOK; KANHA, 2015; FLORES; SINGH;
KONG, 2014; CARVALHO et al., 20186).

A quantidade de antocianinas em extratos de repolho roxo pode
variar, dentre outros fatores com cultivo e com a maturidade dos frutos.
Em geral, o conteido total de antocianinas varia entre 20 mg a 2 g por
cada 100 g de frutos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
Além da fonte de obtengdo, o teor de antocianina dos extratos é
relacionado ao grau de extracdo, que por sua vez, depende de diversos
fatores como a relacdo entre solvente e massa de amostra, o tipo do
solvente empregado, o pH e a utilizagdo de &cidos, bem como a
temperatura em que se realiza o processo (PARK et al., 2014).

Tabela 1 — Teor de antocianinas monoméricas expressas em mg.100g? e
rendimento (%) do processo de secagem

Antocianinas (mg.100g) Rendimento (%)

EH 31,14 + 2,338 -
EH25/25 71,55+ 2,574 55,94
EH35/15 53,27 +1,16° 56,11
EH50/0 53,60 + 1,424¢ 66,61

EC 50,76 + 1,13~ -
EC25/25 94,10 + 9,432b 54,49
EC35/15 108,46 + 9,572 44,07
EC50/0 88,34 + 9,61°¢ 67,07

Valores apresentados como a média + desvio padrdo das amostras em triplicata.
Letras minGsculas e maiusculas diferentes indicam diferenca significativa
(p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.
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O processo de secagem dos extratos hidroalcodlico e concentrado
por spray drying resultou na obtencdo de p6s de cor violeta e tamanho
uniforme das particulas formadas. O rendimento (m/m) (Tabela 1) das
microparticulas, variando entre 54 e 67 %, comprova a adicdo de solidos
a solucdo de alimentacdo. Valores de rendimento para secagem por spray
drying superiores a 40 % do teor de s6lidos na solucdo de alimentacéo sao
considerados excelentes e viabilizam a utilizacdo desta tecnologia.

O rendimento obtido em equipamentos spray-dryers pode
também ser afetado pela estrutura, tamanho e fabricante. Vale ressaltar,
que o equipamento utilizado é de escala de bancada laboratorial.

Os resultados obtidos para os extratos de antocianinas apds a
secagem (Tabela 1) apresentam maior concentragdo dos pigmentos com
relacdo aos extratos EH e EC. Assim, considera-se eficaz a utilizagéo
destes extratos como corante alimentar, pelo alto teor de antocianinas,
bem como o poder corante. Ainda, os resultados sugerem que a utilizacdo
de baixas temperaturas foi essencial para manutengdo das antocianinas
apos a secagem, favorecendo a retencdo destas as microparticulas (CAl;
CORKE, 2000; CARVALHO et al., 2016; FERRARI et al., 2012;
TONON; BRABET; HUBINGER, 2009), ademais, as antocianinas
podem ser consideradas estaveis a temperatura utilizada e quando
utilizado agua como solvente (VALDUGA et al., 2007; ROCKENBACH
et al., 2008; ZARDO, 2014). Além disso, a secagem por spray drying
causa menor perda de antocianinas quando comparado a técnicas como a
liofilizacdo e secagem a vacuo, uma vez que utiliza de menor tempo para
secagem (HORSZWALD; JULIEN; ANDLAUER, 2013).

Em geral, as microparticulas obtidas a partir do EC apresentaram
maior teor de antocianinas. Os extratos EC25/25 e EH25/25 apresentaram
maior teor de antocianinas quando comparados aos seus semelhantes
sugerindo a formulacdo MD/GA 25/25 como a melhor particula obtida,
com relagdo ao teor de antocianinas. Foram encontrados resultados
semelhantes no estudo da secagem de antocianinas presentas na amora
preta (FERRARI et al., 2012).

3.2 Determinacdo da cor dos extratos

Na Tabela 2 sdo apresentados os parametros de cor L*, a*, b*
para os extratos de antocianinas do repolho roxo. Os extratos EH e EC
apresentaram cor distinta, uma vez que o EC tem o conteldo de
antocianinas concentrado e pode apresentar escurecimento em
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decorréncia do aquecimento no processo de evaporagdo. Assim, 0S
pardmetros L* e a* tém valores maiores no EH devido sua maior
transparéncia e por apresentar cor vermelha mais intensa do que o EC. Da
mesma forma, o Chroma (C*) para o EH é mais elevado do que em EC,
pois esse apresenta a intensidade da cor caracteristica no extrato.

Tabela 2 — Propriedades da cor dos extratos de antocianinas do repolho roxo.

Extrato L* a* b* AE Chroma Hue®

EC 17,26 £0,01¢ 2,55+0,01¢ 1,41+0,01° - 2,23 26,56
EC25/25 63,31 +1,03% 41,01+0,67% 8,48+0,47% 60,71 41,8 11,04
EC35/15 62,89+0,08% 4262 +1,46% 7,79+0,86% 60,50 42,6 9,46
EC50/0 65,32 +0,63® 41,27+1,13* 6,66 +0,40®0 62,05 41,4 8,32

EH 21,09 +0,01¢9 22,13+0,11¢ 8,03 +0,95° - 23,4 19,98
EH25/25 70,67 +0,12F 4239+1,108 3,94+0,25° 53,87 42,1 4,08
EH35/15 74,38 +0,10° 39,46 +0,672 3,19 +0,16°¢ 56,33 39,1 4,39
EH50/0 73,07 +0,18° 36,45+1,73" 4,01+0,23> 54,15 36,2 6,34

Valores apresentados como a média * desvio padrdo das amostras em triplicata.
Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
(p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.

Em geral, os extratos ndo apresentaram diferenca no AE com
relacdo a proporcdo de MD e GA. Sendo que 0s extratos obtidos a partir
do EC apresentaram menor L*, o que corrobora com a cor mais escura
apresentada por estes em relagdo aos EH. A expressdo de cor mais escura
nos extratos do EC séo indicativo da maior concentragdo de antocianinas
nessas amostras e pode ser decorrente do processo de concentragdo do
extrato. Sob a influéncia do calor, pode-se esperar a formagdo de
antocianinas poliméricas decorrentes de uma possivel degradacdo
(AHMED et al., 2010; TONON; BRABET; HUBINGER, 2009). A
presenca da MD promove o aumento do L* por se apresentar sob a forma
de pé e coloracdo branca (FERRARI et al., 2012; KHA et al., 2010;
TONON; BRABET; HUBINGER, 2009).

Os C* proximo a zero no EC é relativo a maior concentracdo de
pigmentos e sélidos presentes na solucdo, favorecendo a expressado de cor
mais proximo ao bordd. Ainda, as microparticulas apresentaram valores
para C* maior do que nos extratos, uma vez que a adi¢do dos agentes
carreadores MD e GA favorecem o aparecimento da tonalidade vermelha,
distanciando-se da cor bordd inicialmente apresentada nos extratos.

Os resultados de H* (= 10°) estdo localizados no primeiro
guadrante (+a* e +b*), muito proximo a regido do vermelho em 0°. A
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avaliacdo dos parametros de cor para 0s extratos de antocianinas e as
microparticulas foi relevante, uma vez que os resultados obtidos
rementem a coloracdo vermelha, e sdo indicativo da presenca de
antocianinas (JIMENEZ-AGUILAR et al., 2011).

3.3 Teor de umidade

Os valores para o teor de umidade dos extratos de antocianinas
sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de umidade dos extratos de antocianinas

Extrato Umidade (g.100g™)
EC25/25 16,38 £ 0,402
EC35/15 16,17 £1,262
EC50/0 16,42 £ 0,272
EH25/25 10,58 +0,52°
EH35/15 6,25 +0,28¢
EH50/0 6,73 £ 0,02°¢

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.

Pode-se observar um aumento no contetido de agua presente nas
microparticulas obtidas a partir do extrato concentrado. O teor de
umidade dos pos esta relacionado aos parametros utilizados no processo
de secagem. Baixas temperaturas do ar de secagem tendem a gerar pés
com maior teor de umidade quando a MD é empregada como agente
carreador, em relagdo a outros polissacarideos. Assim, a transferéncia de
calor para a amostra em contato com o ar de secagem na cdmara é menor,
0 que resulta numa evaporacdo da agua mais lenta e consequente aumento
na umidade (FERRARI et al., 2012).

Em geral, microparticulas produzidas a baixas temperaturas tém
tendéncia a aglomeracdo, gracas ao teor de umidade. Tal comportamento
pode ser benéfico no acondicionamento dos pos e estabilidade dos
compostos bioativos, uma vez que a aglomeracdo diminui a exposicao dos
po6s ao oxigénio, luz e outros fatores que podem provocar degradacdo
(QUEK; CHOK; SWEDLUND, 2007).

A MD e a GA tém sido relatadas por aumentar a umidade em
extratos secos por spray drying quando em comparagdo com outros
agentes carreadores (CARVALHO et al., 2016).
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3.4 Atividade de agua

A atividade de agua (Aa) das microparticulas dos extratos de
antocianinas (Tabela 4) esta dentro da faixa normalmente encontrada para
produtos atomizados (TONON; BRABET; HUBINGER, 2009).

Tabela 4 — Atividade de agua dos extratos de antocianinas apds secagem

Extrato Aa

EC25/25 0,63 £0,02°
EC35/15 0,64 £0,02°
EC50/0 0,55 +0,01°
EH25/25 0,52 + 0,02%
EH35/15 0,48 + 0,012
EH50/0 0,48 + 0,022

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.

Os valores obtidos para a Aa dos pés de extratos antocianos sao
considerados intermediarios, podendo ocorrer pouca ou nenhuma chance
de crescimento microbiano. Ferrari et al. (2012) relacionam a utilizagcdo
de baixas temperaturas na atomizacdo com fator que contribui para o
aumento da Aa de pos obtidos por spray drying.

Ainda, a estabilidade das antocianinas é favorecida em valores de
Aa proximos de 0,63, indicando que os pigmentos utilizados sdo estaveis
na Aa obtida para as microparticulas (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

3.5 Higroscopicidade

O comportamento das microparticulas de extratos antocianos
acondicionadas em umidade relativa de 75,3% a 25 °C durante 7 dias é
apresentado na Tabela 5. Os resultados obtidos sugerem que ndo ouve
diferenca significativa (p < 0,05) na higroscopicidade dos pés devido a
adicdo de GA. Entretanto, as formulagdes obtidas a partir do EH se
diferenciam daquelas contendo EC.

Os extratos antocianos obtidos neste estudo podem ser
classificados como pds com média higroscopicidade, o que indica que os
pos sdo de facil armazenamento e manuseio (AIDOO et al., 2014). Ainda,
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de acordo com os resultados, a eficacia dos agentes carreadores pode ser
comprovada (DA SILVA CARVALHO et al., 2016). Sendo que, a MD ¢
considerada um dos materiais mais utilizados para a secagem por spray
drying devido a sua eficiéncia e baixo custo (DE SOUZA et al., 2015;
TONON; BRABET; HUBINGER, 2009).

Tabela 5 — Higroscopicidade dos extratos de antocianinas apds secagem

Extrato Higroscopicidade (g.100g?)
EC25/25 22,49 £ 2,552
EC35/15 21,25 +£0,312
EC50/0 25,05 £ 0,982
EH25/25 12,89 + 2,06°
EH35/15 14,01 +£0,92°
EH50/0 10,66 +1,07°

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.

Vale ressaltar, que a higroscopicidade ¢ uma propriedade que
pode ser influenciada por pardmetros empregados no processo de
secagem como a temperatura e tempo de exposicdo na cdmara de
secagem, concentragdo e composicdo da solucdo de alimentacéo,
atomizacao da amostra e tamanho das particulas formadas (CAl; CORKE,
2000; JAYA; DASS, 2004; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2005).

As microparticulas contendo EC de antocianinas (EC25/25,
EC35/15, EC 50/0) apresentaram maior higroscopicidade (Tabela 5). A
maltodextrina utilizada na obtencdo dos extratos secos por spray drying
possui DE 25. Assim, por apresentar grau de hidrolise elevado, contém
mais cadeias curtas com maior quantidade de grupos hidrofilicos,
acarretando na formacao de pds mais higroscépicos. Portanto, a adsorcéo
de 4gua pelas microparticulas pode estar associada a presenca de grupos
hidrofilicos na estrutura de cada agente carreador. Uma vez que,
polissacarideos como GA e MD possuem elevado nimero de grupos
hidrofilicos, e consequentemente, absorvem mais facilmente a umidade
presente no ambiente (CAl; CORKE, 2000; CARVALHO et al., 2016).

Da mesma forma, as microparticulas derivadas do EC
apresentaram 0s maiores valores nas propriedades de teor de umidade e
de atividade de agua. Os valores elevados sdo referentes a alta
higoscopicidade dos p6s. Os agentes carreadores empregados na obtencéo
das microparticulas apresentaram maior facilidade de formgéo de ligac6es
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com a agua livre presente na atmosfera de acondicionamento das
particulas contendo o EC.

3.6 Morfologia das particulas

As microparticulas contendo antocianinas provenientes do
repolho roxo apresentaram aparéncia e distribuicdo de tamanho
uniformes. O tamanho das particulas formado € apresentado na Tabela 6.

As amostras ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
com relacéo a distribuicdo de tamanho quanto a adi¢do de goma Arabica.
As formulages contendo extrato concentrado apresentaram formacéo de
particulas de maior tamanho. O que pode ser explicado pela maior
higroscopicidade apresentadas por estes pds, uma vez que particulas
higroscopicas tendem a se aderir umas &s outras, resultando na
observacdo das microparticulas com maior tamanho. A variagdo do
tamanho das particulas ocorre pela aglomeracéo das particulas formadas,
gragas a maior higroscopicidade dos p6s. Ha tendéncia para que os pés de
secagem contendo goma Arabica apresentem a formacao de aglomerados
devido a higroscopicidade (CARVALHO et al., 2016).

Tabela 6 — Distribuigdo do tamanho médio das microparticulas obtidos por MEV

Microparticula Tamanho de Particula (um)
EC25/25 1751 +7,762
EC35/15 15,79 £ 8,052
EC50/0 13,31 + 5,022
EH25/25 12,53 + 4,68°
EH35/15 15,58 + 10,00?
EH50/0 17,12 £ 6,452

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.

As amostras ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
com relagdo a distribui¢do de tamanho quanto a adi¢cdo de goma Arabica.
As formulac@es contendo extrato concentrado apresentaram formacéo de
particulas de maior tamanho. O que pode ser explicado pela maior
higroscopicidade e atividade de 4gua apresentadas por estes pds, uma vez
que particulas higroscopicas tendem a se aderir umas &s outras, resultando
na observacdo das microparticulas com maior tamanho. A variacdo do
tamanho das particulas ocorre pela aglomeracéo das particulas formadas,
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gracas a maior higroscopicidade dos p6s. Ha tendéncia para que os pés de
secagem contendo goma Arabica apresentem a formacdo de aglomerados
devido a higroscopicidade (CARVALHO et al., 2016). Ainda, a maior
higroscopicidade pode gerar o intumescimento da microprticula e
consequentemente, ocasionar o aumento de tamanho.

Em geral, as particulas apresentam tamanho caracteristico para
secagem em spray dryer (0,2-5000 um). O teor de sélidos adicionado a
solucdo de alimentacdo tem relagdo ao tamanho das particulas formadas,
pois, quanto maior a adi¢do de sélidos a solugdo de alimentagdo, menor o
tamanho das particulas formadas.

Além disso, utilizacdo de baixas temperaturas do ar de secagem,
como a utilizada neste trabalho, acarreta no encolhimento da particula
durante o processo, o que corrobora com os resultados obtidos (TONON;
BRABET; HUBINGER, 2009; NIJDAM; LANGRISH, 2006; FERRARI
etal., 2012).

De modo geral, as particulas exibiram formato esférico e séo
caracterizadas pela diferenca de tamanho e superficie lisa (Figuras 1 e 2).
H& presenca de poucas particulas com caracteristica de formagdo de
parede murcha ou enrugada. A presenca de microparticulas de morfologia
ndo esférica pode ocorrer em processos de secagem ocorridos sob
temperatura baixa. As depressdes que aparecem na superficie das
microparticulas sdo formadas devido & contragdo das particulas durante a
secagem e o resfriamento. Além disso, a extensdo das depressdes
observadas em microparticulas produzidas por spray drying é funcdo da
natureza do agente carreador utilizado, sendo significativa naquelas que
possuem cobertura de polissacarideos (TONON; BRABET;
HUBINGER, 2009).

Pode-se relacionar, também, a formagdo de particulas mais
uniformes, bem como maior quantidade de particulas, as formulacdes que
apresentaram teores elevados de antocianinas.
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3.7 Analises térmicas

A analise de termogravimetria (TG) é uma técnica Util na
avaliacdo da estabilidade térmica de materiais poliméricos através da
perda de peso em funcdo da temperatura (MARTINS; CERQUEIRA;
VICENTE, 2012). As curvas de TG obtidas para 0s extratos de
antocianinas secos por spray drying sdo apresentados nas Figuras 3, 4, 5
e na Tabela 7.

As curvas de TG referentes aos polissacarideos (Figura 3)
apresentam eventos isolados de perda de massa de acordo com a sua
composicdo. Conforme apresentado nas figuras, 0s extratos secos tiveram
comportamento semelhante aos polissacarideos de origem, expondo
apenas um evento na perda de massa.

Figura 3 — Curvas de TG dos polissacarideos maltodextrina e goma Arabica in
bulk
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A Tabela 7 apresenta os dados de temperatura de degradagéo
térmica para os componentes dos extratos apresentados nas curvas de TG
a sequir.
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Tabela 7 — Parametros das transi¢des térmicas das microparticulas contendo antocianinas do repolho roxo

Mid Point (°C) Onset (°C) Endset (°C) Weight loss (mg) Weight loss (%)
EC25/25 309,74 293,59 340,16 -1,40 -36,72
EC35/15 311,41 296,79 336,04 -2,04 -30,02
EC50/0 317,11 299,04 342,92 -2,24 -34,10
EH25/25 309,91 293,52 337,89 -2,18 -31,22
EH35/15 309,72 289,09 338,57 -2,44 -55,11
EH50/0 328,37 312,32 351,15 -2,08 -42,13
Goma Arabica 317,63 292,35 347,23 -1,87 -46,58
Maltodextrina 333,47 314,98 358,34 -1,97 -35,09
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As  microparticulas  de  antocianinas  apresentaram
comportamento semelhante entre si (Figura 4). Os extratos EC25/25,
EC35/15 e EC50/0 apresentaram degradacdo térmica a uma temperatura
menor em comparacdo a MD e GA. Quando ha maior adi¢do de MD a
temperatura necessaria para a degradacdo é mais elevada.

A perda de massa é maior no extrato contendo igual proporgéo
de maltodextrina e goma Arébica (EC25/25 = -36,72 %) e menor perda
de massa no extrato contendo pouca goma Arabica (EC50/0 = -34,10 %).
O EC35/15 é considerado o extrato com menor perda de massa decorrente
da degradagdo térmica de seus componentes. A presenca de goma Arabica
acarreta na diminuicdo da temperatura necesséria para degradacdo
térmica, assim ocasionando maior perda de massa nas formulacGes nas
quais esta presente.

Figura 4 — Curvas de TG dos extratos EC25/25, EC35/15 e EC50/0

100

50 [

Massa (%)

EC50/0
EC35/15
EC25/25

PRI I T S T RS T T T N T T S T R T T T PR M
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

A Figura 5 expde nas curvas de TG para os extratos EH25/25,
EH35/15 e EH50/0. Os extratos EH25/25 e EH35/15 apresentaram
valores para temperatura de degradacao semelhantes (EH25/25 = 309,91,
EH35/15 = 309,72), e EH50/0 tem inicio de degradacdo em temperatura
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mais elevada, o que pode ser explicado pela presenca da MD em maior
guantidade.

O extrato EH50/0 é caracterizado por apresentar maior
estabilidade térmica, pois apresenta menor perda de massa, indicando que

a interagdo entre os componentes utilizados na secagem do extrato é
benéfica.

Figura 5 — Curvas de TG dos extratos EH25/25, EH35/15 e EH50/0
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A partir das curvas de DSC é possivel confirmar o
aprisionamento de um composto ativo em uma matriz polimérica, bem
como possiveis interacdes que ocorrem entre ambos, através de
deslocamentos de picos de fusdo, cristalizacdo ou demais transigdes
térmicas. Ainda, € um método amplamente utilizado por necessitar de
pouca amostra e prover resultados rapidos na caracterizacdo de sistemas
multicomponentes como nas microparticulas (GIORDANO; NOVAL,;
MOYANO, 2001).

A Figura 6 apresenta as curvas de DSC dos polissacarideos
utilizados na obtencdo das microparticulas de antocianinas. As
endogramas obtidas para as microparticulas de antocianinas sugerem que
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todos os extratos sofreram interacdo no momento da atomizagdo, uma vez
gue apresentam comportamento distindo dos endogramas dos
polissacarideos.

E possivel observar a diminuicdo da temperatura de transicio
vitrea dos extratos secos com relacdo a MD, GA e o acido citrico
adicionados a formulagdo. Comprovando a interacdo entre oS
componentes, uma vez que, a MD apresenta Tg em 66,18 °C e a GA em
39,66 °C. O comportamento exibido pelos polimeros MD e GA estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura. Carvalho et al. (2016)
obtiveram valores de Tg de 78,40 °C e de 37,30 para MD de DE 20 e 30,
respectivamente.

As microparticulas apresentaram distintos valores de Tg de
acordo com a proporcdo dos agentes carreadores utilizados. Os extratos
EC25/25, EC35/15 e EC50/0 (Figura 7) apresentaram Tg de 37,00; 37,17;
e 37,89 °C, respectivamnete. As temperaturas de fusdo para os referidos
extratos foram, 95,17; 88,84; e 86,50 °C. Tais valores estdo em
conformidade com os dados obtidos para os polissacarideos in bulk.

Figura 6 — Curvas de DSC dos polissacarideos MD e GA, e do &cido citrico
utilizados nos extratos
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Figura 7 — Curvas de DSC dos extratos secos obtidos a partir do EC
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Figura 8 — Curvas de DSC dos extratos secos obtidos a partir do EH
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Os extratos EH25/25, EH35/15 e EH50/0 (Figura 8)
apresentaram Tg de 34,34; 30,84; e 38,67 °C, respectivamnete. As
temperaturas de fusdo para estes extratos foram, 92,17; 94,50; 94,17 °C.

O emprego da MD com alto teor de hidrélise (DE = 30) ¢ relatado
como causador da diminui¢do da Tg em pds obtidos por spray drying.
Quanto maior o DE, menor o peso molecular, portanto, menor sera a Tg
resultante nas particulas. Embora a adicdo de MD nos processos de
secagem possa acarretar em Tg pouco baixas, este carreador é
considerado de excelente utilizagdo, uma vez que ndo altera a viscosidade
dos produtos aos quais é adicionada (ROQOS, 1995).

A presenca de GA acarretou em pds com Tg menor do que
aqueles que somente apresentam MD na composicdo (FERRARI et al.,
2013). Tal fato também foi observado pela degradagdo térmica na TG,
maior nos extratos com GA.

O elevado teor de umidade caracteristicos das amostras em
estudo promove a diminuicdo da Tg dos extratos (GOULA,;
ADAMOPOQULOS, 2010). Em geral, microparticulas com baixo teor de
umidade apresentam maior Tg, uma vez que a a¢do da agua como
plastificante é limitada (CARVALHO et al., 2016). Da mesma forma, a
Aa se relaciona com a Tg, implicando na sua diminui¢cdo (CARVALHO
et al., 2016).

A Tg de extratos ap6s a secagem pode ser utilizada como
indicador da estabilidade durante o armazenamento (38). Com base nos
comportamentos exibidos pelos extratos de antocianinas secos por spray
drying pode-se afirmar que tais microparticulas sdo estaveis em
temperatura de armazenamento ambiente (25 + 2 °C), uma vez que as Tg
dos extratos estdo entre 30 e 40 °C (Tg > Temperatura de
armazenamento).

Os valores para a Tg dos extratos de antocianinas estdo de acordo
com dados encontrados na literatura (RIGHETTO; NETTO, 2005).
Sendo que os extratos tiveram adicdo de sélidos semelhantes e foram
obtidos a partir dos mesmos extratos (EC e EH), os resultados de Tg
semelhantes eram esperados (FERRARI et al., 2013).

3.8 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (1V)

A analise de espectroscopia no 1V foi realizada com a finalidade
de identificar os grupos funcionais e observar possiveis interacoes
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presentes no extrato antociano junto aos polissacarideos utilizados na
secagem. Ainda, a anélise tem como objetivo identificar mudangas com
relagdo as interacdes devido a proporcéo de polissacarideos empregada,
bem como avaliar as mudangas estruturais das micropartpiculas obtidas a
partir do extrato puro e concentrado.

O espectro IV da goma Arébica (Figura 9) expressa banda de
absorcéo caracteristica em 3320 cm referente a presenca de grupamento
OH e ligagdes de hidrogénio, que se sobrepds a banda do grupamento
amino. A banda em 2920 cm indica a presenca dos aglcares galactose,
arabinose e ramnose, além do estiramento das ligacdes C-H dos
grupamentos CHz e CH,. Na regido de 1600 cm™ ocorre a banda
caracteristica do estiramento C=C e amidas primarias provenientes de
aminoacidos (DAOUB et al., 2016).

Figura 9 — Espectroscopia no Infravermelho dos polissacarideos maltodextrina
(B); goma Arabica (A)
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No espectro 1V referente a maltodextrina (Figura 9) é possivel
observar uma banda em 3320 cm referente aos grupamentos OH, e em
2920 cm* ao estiramento de C-H. Na regido de 1641 e 1458 cm™ sdo
caracteristicas da presenca de amidas I, pelo estiramento C=0 e C-N, e
amidas Il pela deformacéo NH e estiramento C-N.

Nos espectros dos extratos obtidos a partir do EH (Figura 10) é
possivel observar bandas de absor¢édo correspondentes aos grupamentos
OH na regido de 3300 e 3330 cm™. A vibragdo dos grupamentos OH é
atribuida a presenca de 4gua e aos grupamentos alcoois e fenois presentes
nos extratos. As vibragfes sdo apresentadas distintamente conforme a
umidade dos extratos. O EH apresentou absor¢do maxima na regido de
3334 cm™. A banda de 2920 cm™ é caracteristica do estiramento das
ligacGes C-H e presenca dos grupos funcionais CH, e CHs (FORATO;
BICUDO; COLNAGO, 2003). A regido entre 1550 e 1450 cm? ¢
caracteristica de compostos aromaticos, como a antocianina, sendo que
em 1639 cm* ha uma banda de estiramento da ligacdo C-C dos compostos
aromaticos, e entre 1500 e 1300 cm* a deformacéo angular em C=0 dos
compostos fenélicos. Em 1026 cm™ é observada banda referente ao
estiramento C-O de alcool. Ainda, as variacdes apresentadas entre os
ndmeros de ondas 1000 e 750 cm™ sdo caracteristicos da presenca de
anéis aromaticos com substituicdo na posicdo ortho, caracteristica de
extratos antocianicos (HORST; PARIZE; SOUZA, 2009; PEREIRA JR
etal., 2015).

Nos espectros dos extratos antocianos concentrados (Figura 11)
é possivel observar bandas de absor¢do correspondentes aos grupamentos
OH na regido de 3320 e 3295 cm™. A vibracdo dos grupamentos OH é
atribuida a presenca de &gua e aos grupamentos alcoois e fendis presentes
nos extratos. As vibragdes sdo apresentadas distintamente conforme a
umidade dos extratos. O EH presentou absor¢cdo maxima na regido de
3295 cm™. A banda de 2924 cm é caracteristica do estiramento das
ligagdes C-H e presenca dos grupos funcionais CHz e CHs. A regido entre
1415 e 1360 cm™ é caracteristica de compostos aromaticos, como a
antocianina, sendo que em 1641 cm™ ha uma banda de estiramento da
ligagdo C-C dos compostos aromaticos, e entre 1411 e 1240 cm™ a
deformacdo angular em C=0 dos compostos fenélicos. Em 1014 cm™ é
observada banda referente ao estiramento C-O de alcool.
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Figura 10 - Espectroscopia no Infravermelho do extrato EH (A), e das
microparticulas EH25/25 (B); EH35/15 (C); e EH50/0 (D)
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Figura 11 - Espectroscopia no Infravermelho do extrato EC (A), e das
microparticulas EC25/25 (B); EC35/15 (C); e EC50/0 (D)
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Todas as microparticulas ndo apresentaram diferencas nas
bandas de absorcdo quando comparados entre si. O que sugere que 0S
compostos adicionados as microparticulas estdo presentes em igual
forma.

As bandas de absorcdo caracteristicas dos polissacarideos
maltodextrina e goma Arabica apresentam mudancas em 1750 a
1600 cm* quando nos extratos, com aumento da intensidade das bandas
nesta regido. Considera-se, assim, que as antocianinas foram efetivamente
incorporadas aos extratos secos.

Pode-se observar diferenca entre os espectros de 1V obtidos para
todos o0s extratos ap6s a secagem com relacdo aos polimeros
maltodextrina e goma Arabica puros. Os extratos puro e concentrado
apresentaram bandas caracteristicas da presenca de compostos
aromaticos, como as antocianias, que permaneceram nos extratos apos a
secagem. O perfil de absorcdo no espectro IV dos extratos apresentam
conformidade com os dados relatados na literatura (PEREIRA JR et al.,
2015).
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CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho permitiu identificar que a utilizagcdo de
temperatura de secagem mais branda proporciona elevado teor de
antocianinas nos extratos secos obtidos em comparacdo com estudos
semelhantes. O EC apresentou coloracdo mais escura do que EH, além de
que o AE foi mais elevado no EC. O mesmo comportamento foi
observado para as microparticulas. Os p6s contendo o EH expuseram
menor teor de umidade, atividade de &gua reduzida e menor
hisgroscopicidade. As capsulas do Ec apresentaram maior tamanho de
particula. Os resultados obtidos sdo caracteristicos para microparticulas
formadas em spray dryer. Os extratos secos apresentaram teor de
antocianinas e coloragdo eficientes para utilizagdo como corante
alimentar. A espectroscopia no IV permitiu confirmar encapsulacao pelos
polimeros utilizados. As propriedades térmicas caracterizaram todos os
sistemas de microparticulas como térmicamente estaveis e possibilitam o
seu emprego na industria de alimentos.
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CAPITULO 3: DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO
DE FILMES DE QUITOSANA E poli(ALCOOL VINILICO)
CONTENDO ANTOCIANINAS COMO INDICADOR NATURAL
DO pH
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RESUMO

Filmes poliméricos contend antocianinas foram elaborados a partir da
blenda de quitosana e alccol polivinilico. As propriedades mecanicas e de
cor determinaram formulag¢do com potencial aplicacdo como embalagem
ativa para a determinacdo indireta da deterioracdo de alimentos
pereciveis. A partir dos resultados obtidos, foram selecionadas cinco
formulacBes de filmes para caracterizacdo por andlises térmicas,
microscopia eletrénica de varredura, &ngulo de contato e eficiéncia da cor.
Com base nestas determinagdes, uma formulacdo ideal (70/30/10) dos
filmes foi eleita para aplicacdo e avaliacdo da mudaga de cor com o
crescimento microbiano. O crescimento da Escherichia coli ocasionou
variacdo do pH nos meios de cultura estudados. A cor do filme sofreu
mudangca da cor, de acordo com o pH. Os extratos antocianos preparados
a partir do repolho roxo também foram avaliados quanto a eficiéncia da
cor diante da deterioragdo do pescado. De acordo com a aplicagdo, 0s
filmes indicadores de pH atuaram de maneira eficaz na determinacéo da
alteracdo do pH, indicando processo de deterioracdo no alimento
estudado.
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1 INTRODUCAO

O conceito de embalagem ativa implica na existéncia de fungdes
adicionais se comparada ao tradicional conceito de material de
embalagem, limitadas ao fator protecdo do alimento contra a influéncia
do ambiente de comercializagdo. Em geral, a embalagem ativa visa
aumentar a vida de prateleira e/ ou contribuir para a seguranca dos
alimentos, bem como melhorar a qualidade sensorial. Trata-se de um
conceito inovador que pode ser definido como um tipo de embalagem em
gue ocorre a interagdo entre ela propria, o produto acondicionado e o
ambiente (GONGCALVES, 2011). Com o intuito de contribuir para a
seguranca dos alimentos, o desenvolvimento de embalagens inteligentes
que proporcionam ao consumidor informacdes referentes a qualidade
sanitaria do alimento sdo de grande importancia na tecnologia de
alimentos.

O desenvolvimento de filme indicador de pH tém como objetivo
informar o consumidor sobre a vida de prateleira do alimento perecivel,
de maneira facilitada (por meio de mudanca de cor), a partir de
componentes biodegradaveis e nao toxicos.

Para isso, foram produzidos filmes de quitosana (QTS),
poli(alcool vinilico) (PVA) e sorbitol que em presenca das antocianinas
(ANT) promovem a mudanca da cor, necesséria para aplicagdo em
sistema de embalagem. A QTS é um polimero derivado da quitina, que é
comumente encontrada no exoesqueleto de crustaceos e insetos. A QTS
€ um amino polissacarideo catiénico de elevada massa molecular, soltvel
em 4acidos organicos, sendo considerada segura para consumo humano
(GRAS — Generally Recogonized as Safe) (BORIWANWATTANARAK
etal., 2008; JIANG et al., 2005). E formada por unidades D-glicosamina,
as quais diferem a estrutura molecular da quitina e da quitosana de acordo
com o grau de desacetilacio (MATHUR; NARANG, 1990). Devido a
presenga de cargas (grupamentos hidroxila e amino reativos) em sua
estrutura, a QTS tem diversas aplicacdes, pois é capaz de se acoplar a
ligantes, tem grande afinidade por metais pesados e corantes aniénicos,
além de ser altamente biodrgradavel (BRINE et al., 1992;
MUZZARELLI, 2003). Em geral, sua capacidade de formar filmes é
bastante explorada.

Da mesma forma, o PVA é um polimero sintético hidrossoluvel,
porém biodegradavel, que permite a formagéo de filmes (NEAMTU et
al., 2007). E extremamente biocompativel, e nfo toxico o que promove a
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sua utilizacdo na industria de alimentos. Geralmente, é utilizado na
elaboracdo de blendas poliméricas, uma vez que apresenta elevada
resisténcia mecéanica e flexibilidade (KAYAL; RAMANUJAN, 2010;
CHEN et al., 2014). Biofilmes compésitos de QTS/ PVA apresentam
melhores propriedades térmicas, mecénicas e viscoelasticas quando
comparados com os polimeros puros (PARPARITA; CHIABURU;
VASILE, 2012) podendo, assim, cumprir com 0S requisitos para
aplicacGes como biomateriais e na incorporacdo em embalagens ativas
(PARPARITA; CHIABURU; VASILE, 2012; ABDELAAL et al., 2007;
WANG; SUN; WANG, 2014). A utilizagdo da QTS e do PVA é bastante
relatada na literatura pela formacéo de blendas poliméricas na obtengéo
de filmes. Da mesma forma, o sorbitol é um plastificante amplamente
utilizado em filmes para obtengéo de sistemas de embalagens.

As antocianinas (ANT) - do grego anthos (flor) e kyanos (azul) -
sdo pigmentos naturais hidrossollveis, de estrutura polifendlica,
responsaveis pelas cores vermelho, azul e roxo de diversos vegetais. E um
corante organico natural, obtido a partir de vegetais, podendo ser usado
sem limitagcBes com relagdo a quantidade, portanto, sdo pigmentos ndo
toxicos e ndo mutagénicos (BROUILLARD, 1983; DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010; WROLSTAD, 2004). A estrutura basica
das antocianinas (aglicona) é o 2-fenilbenzepirona ou cation flavylium
(Figura 7) a partir do qual as estruturas secundarias sdo derivadas
(BROUILLARD; DANGLES, 1994; JACKMAN; SMITH, 1992). O
repolho roxo (Brassica oleracea L.) € uma importante fonte de pigmentos
antocianicos na forma concentrada. Por ser um pigmento de fonte natural
é amplamente utilizado como corante alimentar (DYRBY et al, 2001;
JACKMAN; SMITH, 1992; HRAZDINA et al., 1977). A coloracdo das
antocianinas varia de acordo com o pH do meio onde estdo presentes e,
por isso, podem se apresentar em 4 formas estruturais diferentes em
equilibrio  quimico, dependendo do pH em meio aquoso
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; MORETTO; FETT,
1988).

Uma vez que, os pescados frescos e a carne fresca compdem as
principais fontes de proteinas consumidas no mundo, e sdo considerados
alimentos altamente pereciveis (FRANCO et al., 2015). Tendo em vista 0
objetivo de avaliar a atuagdo da antocianina como indicador da mudanca
de pH, foram elaborados extratos de antocianinas do repolho roxo. Os
extratos foram encapsulados por spray drying e as propriedades fisico-
guimicas determinadas. O presente trabalho tem como finalidade a
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aplicacdo do filme indicador de pH em matriz alimentar perecivel. Para
isso, foram desenvolvidas blendas de QTS, PVA e sorbitol, em diferentes
propor¢fes, com adicdo de antocianinas. A partir das propriedades
mecanicas e de cor, foram escolhidas as formulagfes mais promissoras
para aplicacio em escala laboratorial. Tais formulagdes, foram
caracterizadas quanto aos constituintes da matriz polimérica do filme, e
possiveis interagBes entre os polimeros foram observadas por meio das
analises térmicas. Ainda, os filmes foram caracterizados quanto a
morfologia, interacdo com solventes através do angulo de contato, e a
relacdo da reologia das solugbes com as propriedades dos filmes foi
determinada. Seus parametros de opacidade e da cor em determinados pH,
também foram estabelecidos. Com base nas anlises realizadas, foi
selecionado uma formulag&o de filme para estudo da mudanga da cor com
0 crescimento microbiano e para aplicacdo em matriz alimentar.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Para a elaboragdo dos filmes biodegradaveis foi utilizada a
quitosana (alta viscosidade; Sigma Aldrich, Brasil), juntamente com
acido acetico (Merck, Brasil), alcool polivinilico (89,5 %; Vetec, Brasil)
e antocianina comercial (AC-2-12R-WS-P; Christian Hansen, Brasil),
empregada como indicador colorimétrico natural de pH. O azul de
bromotimol (Merck, Brasil) serd utilizado para verificar efetividade da
mudanca de cor do indicador natural. Os reagentes utilizados na execucéo
deste trabalho sdo todos de grau analitico.

2.2 Obtencao dos filmes

Foram preparadas solugdes de quitosana e alcool polivinilico em
agua destilada. As solugdes foram mantidas sobre agitacdo, até completa
dissolucédo dos polimeros (YOSHIDA et al., 2009).

Considerando oconteudo contendo ineditismo nesde trabalho,
detalhes das formulagdes foram preservados para apresentar apenas na
publicacdo dos resultados do projeto. Apo6s secagem, os filmes foram
removidos e armazenados em dessecador contendo particulas de silica, ao
abrigo da luz, para futuras analises.

2.3 Propriedades fisico-quimicas dos filmes

A espessura dos filmes foi medida utilizando micrémetro digital
Digimess (110.284; S&o Paulo, Brasil) com divisdes de 0,01 mm e
capacidade de leitura de 0-25 mm. As medidas de espessura foram
conduzidas em 10 replicatas de cada filme e foram tomadas
aleatoriamente 5 medidas de cada replicata. Os valores médios foram
utilizados para calcular as propriedades mecanicas do filme.

Para determinacdo das propriedades mecanicas dos filmes
indicadores de pH, inicialmente os corpos de prova foram cortados em
dimensBes de 100 mm de comprimento e 25,4 mm de largura e foram
produzidas 10 repeticdes de cada amostra. Os filmes foram previamente
acondicionados em dessecador com solucdo saturada de NaBr a
23 + 2 °C com umidade relativa (UR) de 50 + 10 % por pelo menos 40
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horas, de acordo com a norma ASTM D882-12 (2012) que compreende a
determinacdo das propriedades de tensdo ou tracdo de plasticos em forma
de folhas delgadas, incluindo filmes, com espessura menor que 1,0 mm.

As propriedades mecanicas dos filmes, incluindo deformacéao na
ruptura, ou elongacdo (E%), resisténcia a tracdo (RT), e mddulo de
elasticidade, ou médulo de Young (ME), foram obtidas através de ensaio
de tracdo em texturébmetro (TA-XT2i Stable Micro System, Inglaterra),
com célula de carga de 50 kgf, controlado pelo software Exponent Stable
Micro Systems (Stable Micro System, Inglaterra), e determinadas através
das Equacdes:

T=— Equacéo 1
Ao

g= Lo Equacéo 2
Lo

t=F.¢ Equacéo 3

Onde, 7 € a tensdo (MPa), F é a forca, ou carga, aplicada (N), Ao é a area
da secdo reta transversal (cm?), ¢ é a deformagéo, Lo é o comprimento
inicial da amostra e L é o comprimento instrantaneo. E é o modulo de
elasticidade.

As medidas foram efetuadas dentro de um tempo médio de 5
minutos para que as condicBes de temperatura e umidade relativa do ar
ndo interfiram nos resultados experimentais. Os resultados obtidos para
RT e ME serdo expressos em MPa e E% em porcentagem.

A partir dos resultados obtidos para as propriedades mecanicas
dos filmes indicadores de pH, foram escolhidas as formulagdes mais
promissoras para aplicacdo em embalagem inteligente para alimentos.

2.4 Determinacdo da cor dos filmes

Os pardmetros da cor dos filmes foram determinados em
colorimetro Chroma Meter CR 400 (Konica Minolta, Japdo). Para a
determinacdo dos parametros L*, a*, b*, os filmes foram acomodados em
placas de Petri e analisados sobre placa padréo de cor branca (L* = 97,40;
a* =0,10; b* = 2,11). Os filmes foram avaliados quanto a diferenca total
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de cor (AE), com relacdo ao filme controle, de acordo com a equagéo a
sequir:

AE* = J(AL)? + (4a*)? + (4b*)? 4)

Onde, AL* = L*controle - L"amostra; 4a™ = @™ controle = @ amostra; 4b™ = b™ controle
- b*amostra. Sendo o filme controle utilizado como padréo.

2.5 Comportamento reoldgico das solugdes filmogénicas

As solucBes filmogénicas foram caracterizadas quanto ao seu
comportamento reoldgico em redmetro Brookfield RVDV-I1ICP, modelo
de spindle do tipo SSA, SC4-21 e 28, equipado com um banho
termoestatizado (TE 184, Tecnal, Brasil) para controle da temperatura (25
* 2 °C). As solugdes foram mantidas em repouso durante 10 min, e em
seguida colocadas no porta-amostras para equilibrio da temperatura e
inducéo do estresse de relaxamento.

Os dados foram obtidos utilizando o software Reocalc 32
(Brookfield, Brasil). Medic6es de fluxo em estado estacionario foram
realizadas para cada solugdo filmogénica durante 20 min e os parametros
reolégicos k (indice de consisténcia) e n (indice de comportamento de
fluxo) foram determinados pelo software. As curvas de fluxo
experimentais foram ajustados para 0 modelo de Lei da Poténcia, dado
pela Equacéo 5.

T=ky" (Equacéo 5)
Onde, T é a tensdo de cisalhamento (Pa); k é o indice de consisténcia

(Pa.s"); y é a taxa de deformagéo, e n € o indice de comportamento de
fluxo (adimensional).

2.6 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi determinado por gravimetria,
apos secagem em estufa a vacuo a 70 °C durante aproximadamente 12
horas, até atingir peso constante (AOAC, 1996).
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2.7 Angulo de contato e energia livre superficial

O éangulo de contato dos filmes foi obtido utilizando o
equipamento OCA 15EC (Filderstadt, Alemanha), com sistema
processador de imagem de alta resolucéo (Data Physics Instruments). Os
ensaios foram executados em temperatura ambiente (25 °C) e o volume
dos liquidos depositados sobre a superficie de cada filme foi
de 5 pL, 4 pL e 0,8 pL para agua deionizada, formamida e diiodometano,
respectivamente. As medidas do angulo estatico sdo automatizadas e 0s
dados apresentados correspondem ao valor da média final.

A energia livre superficial foi determinada utilizando o método
de Owens-Wendt o qual também determina os componentes, polar e
dispersivo e é geralmente utilizado para polimeros. A energia livre
superficial total de um solido (y7) pode ser expressa como a soma do
componente dispersivo (y¢) e polar (y?) (Equacdo 6). A equagdo de
Owens-Wendt (Equacdo 7) aplica os dados dos liquidos polares e ndo
polares, com componentes dispersivos (y¢) e polares (y*) conhecidos, da
energia livre superficial total e do angulo de contato (6) (JAMSHIDIAN
etal., 2012).

vE=vy4+ 4P Equagdo (6)

y, (1+cos@) = 2( /ygyf + ygyf) Equacéo (7)

Onde y, € a tensdo superficial do liquido. Sendo 4gua deionizada (y" =
72.8 mN/m, y¢ = 21.8 mN/m, y* = 51.0 mN/m), diiodometano (y"=50.8
mN/m, y%=50.8 mN/m, y*=0 mN/m) e formamida (y'=58,0 mN/m,
¥%=39,0 mN/m, y*=19,0 mN/m).

2.8 Morfologia dos filmes

Os filmes e blendas QTS/PVA/Sorb foram analisados por
microscopia eletrébnica de varredura (MEV). Foram realizadas
criofraturas transversais nos filmes. Corpos de prova (0,5 x 0,5 cm) foram
fixados em um suporte metélico de cobre (stubs) com auxilio de uma fita
dupla face de carbono e recobertos com uma fina camada de ouro em
recobridora & vacuo (EM SCD500, Leica, EUA).
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A visualizacdo foi realizada em aumentos de 1000 e 2300 vezes,
em microscopio eletrénico de varredura JEOL modelo JSM-6390LV
(Jeol, Toquio, Japdo), com voltagem de excitacdo de 10 kV. A superficie
dos filmes e as segdes transversais foram avaliadas e a espessura
determinada pelo Software livre Image Processing and Analysis in Java
- ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

2.9 Absorbancia e opacidade

Para as medidas de espectroscopia de absorbancia e opacidade,
os filmes foram recortados em formas retangulares (5 x 1 cm) de acordo
com o tamanho de cubetas de quartzo utilizadas. Uma cubeta vazia foi
utilizada como branco. Os espectros UV-Vis dos filmes indicadores de
pH foram obtidos em espectrofotdmetro UV-Vis (U-1800, Hitachi,
Japdo), operando na regido de 190 a 900 nm.

Para determinacéo do grau de opacidade dos filmes indicadores
de pH foi realizada leitura da absorbancia dos filmes no comprimento de
onda de 600 nm (SP2000 UV, Bel-Photonics, Brasil), e 0 grau de
opacidade expresso de acordo com a Equacéo 8:

O = Abseoo / X (Equacéo 8)

Onde, Abs600 representa o valor da absorbancia em 600 nm e x a
espessura dos filmes (mm). De acordo com esta equag&o, valores altos de
O indicam menor transparéncia e maior o grau de opacidade.

2.10 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (1V)

A andlise de espectroscopia no IV foi realizada para observar
interacdes estruturais nos filmes. Os espectros no IV foram obtidos em
equipamento FTIR Frontier (Perkin Elmer, Brasil) na regido entre 4000 e
600 cm™* com resolucdo de 4 cm?, com 32 scans em média. Todas as
leituras foram realizadas a temperatura ambiente.
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2.11 Analises térmicas

As curvas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram
obtidas em equipamento MC-DSC (TA Instruments, EUA), acoplado a
um analisador térmicos TA2000 (TA Instruments, EUA). Foram
utilizadas capsulas de ago Hastelloy hermeticamente fechadas contendo
aproximadamente 2 mg dos filmes sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(50 mL.min%), com razdo de aquecimento de 2 °C.min*, na faixa de
temperatura de -20 a 140 °C.

A termogravimetria (TG) é usada para avaliar a estabilidade e
degradacdo térmica de materiais poliméricos. A TG foi realizada em
termobalangca TGA-50 (Shimadzu Corporation, Japdo) na faixa de
temperatura de 30 °C a 600 °C, em cadinho de platina com
aproximadamente 3 mg de amostra, atmosfera dindmica de nitrogénio e
razéo de aquecimento de 10 °C.min™,

2.13 Eficiéncia da Cor e pH

Os filmes foram imersos em solugdes tampdo com diferentes
condic¢Bes de pH variando do 1,0 ao 12,0 e mantidos em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) durante 24 horas. Apos esse periodo, os filmes
foram removidos da solugdo tampdo e acondicionados em placas de petri
de poliestireno. As placas contendo os filmes foram colocadas sobre a
placa branca padréo para igualar o fundo das medigdes. Para cada filme
em cada pH, foram determinados os parametros de cor (L*, a*, b*) de
acordo com a escala CIELab através de um colorimetro Chroma Meter
CR 400 (Konica Minolta, Japdo), utilizando placa branca para calibracéo.
Os filmes foram avaliados quanto a diferenga total de cor (AE*) e suas
coordenadas cilindricas (Chroma - C* intensidade da cor e Hue - H*
tonalidade ou cor propriamente dita) determinadas. Para determinagdo da
diferenca total de cor foi utilizada a Equacdo 9 e para determinar as
coordenadas cilindricas, as Equacgdes 10 e 11.

AE* = \[(AL)? + (4a*)? + (4b*)? Equacéo (9)
C* = /(a)?+ (b")? (10)
H* = arctanZ—: (11)
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Onde, AL*= L}, - L74; ay, - aLg; by, - bg, onde a corresponde a amostra de
cada filme avaliada em determinado pH, e o p é o padrdo amostral (o
mesmo filme no pH 7,0).

2.14 Eficiéncia da cor e crescimento microbiano

A cepa de Escherichia coli ATCC 11229 (Lote: 0805032)
utilizada pertencente a Cole¢do de Culturas de Bactérias de Interesse em
Saude, Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da Salde, Rio de Janeiro. A
cepa foi mantida a -20 °C em criotubos (TPP, Suica) contendo 1 mL de
caldo Brain Heart Infusion (BHI; Difco, USA) e 25 % (v/v) de glicerol
(Labsynth, Brasil). Para uso, a cepa foi cultivada em &gar tripticase de
soja com 0,6 % de extrato de levedura (TSAye, Oxoid, Inglaterra) e
mantida a 4 °C. Para preparacdo da cultura para indculo experimental, a
cepa foi cultivada em BHI por 18-24 h a 37 °C e submetida & dilui¢do em
agua peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra) para obtencéo de uma suspensédo
com 8 log UFC/mL, a concentragdo foi verificada pela turvacdo
equivalente a 0.5 da escala de McFarland.

Além da realizacdo dos ensaios em caldos Nutriente (CN) e
Vermelho de Metila/ Vogel Proskauer (VM/V/P), foi elaborado o caldo de
carne (CA), com a finalidade de realizar o teste do filme indicador de pH
em matriz alimentar. Para tanto, foram pesados 500 g de carne bovina,
cozidas por 3 horas sob fervura em 1000 mL de agua destilada, filtrados
(filtro qualitativo, Unifil, Brasil), suplementados com glicose (10%) e
esterilizados a 121°C por 15 min (AV 75, Tecnal, Brasil).

O teste para mudanc¢a da cor com crescimento microbiano foi
realizado em frascos contendo 150 mL dos caldos Nutriente (CN), Carne
(CA) e Vermelho de Metila/ Vogel Proskauer (VM/VP) inoculados com
1,5 mL da bactéria utilizada, resultando numa concentracéo inicial de
3 log UFC.mL1. O experimento foi montado de acordo com o esquema
(Figura 1) a seguir.
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Figura 1 — Incubagdo dos filmes controle e 70/30/10 nos meios de cultura CN,
CAeVM/ VP
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para cada meio de cultura (CN, CA e VM/VP) foram preparados
trés frascos (Figura 1). Em um dos frascos (A) colocou-se o filme
controle, em outro frasco (B), o filme 70/30/10. Sendo que A e B foram
inoculados. O frasco C ndo sofreu inoculacdo, nem adigdo de filme, pois
atuou como controle negativo para o crescimento microbiano. Todos 0s
frascos foram mantidos em banho a 37 °C com agitagdo (Personal Shaker)
por 24 horas.

Aliquotas dos caldos foram retiradas nos tempos: 0, 2, 4, 6 e 24
horas para analise de pH. Nestes mesmos periodos, as amostras passaram
por dilui¢des seriadas em agua peptonada (0,1%) e foram inoculadas pela
técnica de plagueamento em superficie em placas de Petri contendo agar
paddo de contagem (PCA, Kasvi), em duplicata, seguidas de incubacéo
(37°C/ 24h). Ainda, nos referidos tempos, foram determinados os
pardmetros de cor (L*, a*, b*) dos filmes de acordo com a escala CIELab
através de um colorimetro Chroma Meter CR 400 (Konica Minolta,
Japdo), utilizando placa branca para calibracdo. Os filmes foram
avaliados quanto a diferencga total de cor (AE*) e suas coordenadas
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cilindricas (Chroma - C* intensidade da cor e Hue - H* tonalidade ou cor
propriamente dita) determinadas. Para determinacdo da diferenca total de
cor foi utilizada a Equacdo 12 e para determinar as coordenadas
cilindricas, as Equagdes 13 e 14.

AE* = \[(AL)? + (Aa*)? + (4b*)? Equacdo (12)

onde, AL*= L% - L7y Q7o - ALy brg - by, ONde X = T2, T4, T6 e T24
horas.

c* = J@)Z+ (b")2 (13)

*

H* = arctan% (14)

Os resultados obtidos s&o expressos em variagdo da cor no filme
resultante da mudanca de pH em detrimento do crescimento bacteriano,
com relagéo ao tempo zero.

2.15 Ativagdo do filme indicador de pH

Filmes na proporcao de 70/30/10 foram preparados contendo 0s
extratos de antocianinas (5%) e o azul de bromotimol (5%) como
indicador de pH. Filés de peixe foram adquiridos em mercado local. Os
filés de peixe (Corvina - Micropogonias furnieri) foram cortados
(2 x 2 cm) e acomodados em frascos de vidro. Os fracos foram
identificados e cobertos pelos filmes indicadores avaliados. O pH do
peixe foi determinado (Bel Photonics, Brasil) no primeiro e quinto dia.
Os frascos foram acondicionados a 25 + 2 °C durante 5 dias e a cor dos
filmes foi determinada pelos pardmetros L*, a*, b*, C*, H° e AE* no dia
leb.

2. 16 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos com médias e desvio padrdo
das determinagbes realizadas em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e a comparacdo de médias foi realizada
pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, utilizando-se o
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programa Statistical Analysis Software - SAS, versdo 10 (SAS Institute,
Inc.; Cary, N.C.).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Propriedades fisico-quimicas dos filmes

A espessura de filmes degradaveis é considerada um parametro
importante porque pode influenciar nas propriedades bioldgicas e na vida
de prateleira do alimento revestido (AKHTAR et al., 2012). A natureza
do polimero formador de pelicula e o teor de aditivos afetam a espessura
do filme por suas interagdes com a matriz polimérica (SALMIERI,
LACROIX, 2006; SEBTI et al., 2007).

Os valores de espessura variaram entre 25,62 = 11,35 um e
58,17 £ 20,05 um, conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Espessura dos filmes de quitosana e PVVA contendo antocianinas como
indicador de pH

QTS/ PVA/ Sorbitol Espessura (um)
controle 22,8225

30/ 70/ 10 27,08 £5,77%b
30/ 70/ 20 25,62 + 11,35%b
30/ 70/ 30 38,73 £ 6,172bcde
30/ 70/ 40 38,38 £ 9,970cde
30/ 70/ 50 47,34 + 11,74%98f9
50/ 50/ 10 33,00 + 7,142bc
50/ 50/ 20 34,89 + 7,852bcde
50/ 50/ 30 35,50 + 7,092bcde
50/ 50/ 40 42,05 + 13,080cd.efg
50/ 50/ 50 50,31 + 13,0089
70/ 30/ 10 33,18 + 3,632b¢
70/ 30/ 20 33,98 + 3,58%bcd
70/ 30/ 30 47,36 + 4,49¢4ef9
70/ 30/ 40 50,83 + 4,89d¢f9
70/ 30/ 50 50,43 + 557819
100/ 0/ 10 44,82 +9,9104e10
100/ 0/ 20 40,38 + 6,80bcdef
100/ 0/ 30 49,00 + 4,899¢efg
100/ 0/ 40 54,91 + 12,94%9
100/ 0/ 50 58,17 + 20,059

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.
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Pode-se observar que a adi¢do de sorbitol afetou a espessura dos
filmes com relag&o ao filme controle. Os filmes contendo 50 % de sorbitol
apresentaram maior espessura em relagdo aos demais. Ha uma tendéncia
no aumento da espessura dos filmes quando comparadas as formulagdes
contendo 10 e 20 % de sorbitol com aquelas que contém 40 e 50%.

O mesmo comportamento foi observado para a adi¢cdo de QTS
nas formulacdes. O que pode ser explicado pela diferenga de massa
molecular dos polimeros em questdo. Ainda, a adicdo de plastificantes é
comprovada pelo aumento da espessura de filmes, uma vez que estes
atuam entre as moléculas da matriz polimérica, formando camadas que
tendem a ocupar maior espaco, e consequentemente, aumentar a
espessura.

Assim, a natureza dos polimeros utilizados nas blendas, bem
como o teor de plastificante empregado e a presenca de antocianinas
afetaram a espessura dos filmes través de interacfes na matriz polimérica
(SALMIERI; LACROIX, 2006; SEBTI et al., 2007). Park e Zhao (2004)
observaram o aumento da espessura em filmes de quitosana adicionados
de compostos bioativos.

Os resultados obtidos para a espessura dos filmes estdo de acordo
com a norma para filmes finos (< 1,0 mm) e com dados da literatura
(PINOTTI et al., 2007). A espessura dos filmes obtidos é menor do que a
encontrada por Antoniou et al., 2015 (0,088 mm) que utilizou QTS na
blenda dos filmes e maior do que os valores encontrados por Yoshida,
Oliveira e Franco, 2009 (0,0194 mm).

A determinacdo das propriedades mecénicas se faz importante
para caracterizacdo de filmes quanto aos parametros de manutencdo da
integridade de um alimento, de protecdo fisica e da taxa de liberagéo de
compostos bioativos (LAZARIDOU; BILIADERIS, 2002).

As propriedades mecanicas dos filmes (Tabela 2) foram obtidas
a partir das curvas da tensdo-deformacdo. Em geral, os filmes
apresentaram comportamento semelhante, caracteristico dos polimeros
utilizados. As alteracdes das propriedades mecéanicas juntamente com a
composic¢do dos filmes estdo relacionadas com o grau de compatibilidade
entre os polimeros (ARVANITOYANNIS et al., 1997).

A QTS é um material rigido e quebradico que facilmente é
rompido em testes de tensdo-deformacdo (TM DOV, 2002). A
incorporacéo de PVA na QTS torna o filme mais flexivel e resistente &
ruptura. As interagBes existentes entre as cadeias dos polimeros
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apresentam uma melhora nas propriedades mecanicas quando comparado
aos filmes dos polimeros puros.

Tabela 2 — Propriedades mecénicas dos filmes de QTS e PVA contendo
antocianina como indicador de pH

QTS/ PVA/ Deformacédo na Resisténcia a Madulo de
Sorbitol ruptura (%) tracdo (MPa) Elasticidade (MPa)
controle 4,82 +1,38¢ 54,81 + 4,792 1555,17 + 181,16%

30/ 70/ 10 78,83 £ 8,52° 20,64 + 3,67¢ 65,68 + 5,744
30/ 70/ 20 117,40 £ 9,442 5,64 + 1,15¢f 9,59 + 0,094
30/ 70/ 30 90,00 * 6,42° 7,77 +1,17¢f 7,81 +0,06¢
30/ 70/ 40 78,52 +7,11° 5,52 + 1,38¢f0 6,59 + 0,84¢
30/ 70/ 50 89,77 +9,68° 6,68 + 1,08°f 7,73 £0,85¢
50/ 50/ 10 52,65 + 11,47¢ 20,72 +4,19¢ 31,97 £ 4,294
50/ 50/ 20 54,88 + 8,73¢ 8,14 + 3,87¢f 13,88 + 3,544
50/ 50/ 30 43,70 +11,31% 2,84 £0,759 7,09 + 0,554
50/ 50/ 40 51,98 + 7,90¢ 3,78 £ 1,057 6,00 + 1,49
50/ 50/ 50 56,54 + 9,98¢ 3,34 £ 1,399 5,34 +1,37¢
70/ 30/ 10 33,39 £9,97¢ 22,37 £ 5,65 166,79 + 26,43°
70/ 30/ 20 44,89 + 4,98« 10,79 + 1,35¢% 20,90 + 1,46
70/ 30/ 30 52,87 £ 6,91¢ 5,10 + 1,57¢f 8,02 +1,73¢
70/ 30/ 40 50,21 £ 8,17°¢ 3,19 £ 1,049 5,36 +0,93¢
70/ 30/ 50 52,59 + 11,44°¢ 3,15 +£1,499 4,46 + 1,069
100/ 0/ 10 7,44 £ 251° 28,32 £6,97° 516,22 + 94,13°
100/ 0/ 20 30,08 + 8,65¢ 14,35 + 5,304 42,11 + 3,504
100/ 0/ 30 44,90 + 5,05% 9,74 + 2,46d°f 18,02 + 2,48¢
100/ 0/ 40 54,17 + 6,35¢ 7,01 + 1,60°f 12,23 + 1,504
100/ 0/ 50 45,53 +4,98% 4,73 + 1,05 9,03 +1,05¢

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.

O comportamento mecénico de um material reflete a relacéo
entre sua resposta, ou deformacdo, a uma carga ou forca aplicada. A
Deformacdo na ruptura, ou elongacdo (E%) é a capacidade de elongacéo
do filme antes da ruptura. Os filmes das blendas de QTS, PVA em
presenca de plastificante apresentaram diminui¢&o de E% com o aumento
na concentracdo de QTS. As formulag6es que continham maior propor¢éo
de PVA apresentaram melhor desempenho para elasticidade. Dentre os
filmes com maior teor de PVA, a porcentagem de deformagéo na ruptura
foi maior para o filme contendo QTS30/PVA70/S10 (117,40 £ 9,44). O
filme com menor capacidade de elongacdo foi a formulacdo de
QTS100/PVA0/S50 (5,61 + 3,24). O mesmo comportamento foi
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Tabela 3 — Estudo comparativo das propriedades mecanicas dos filmes indicadores de pH e dados encontrados na literatura

Plimeros

Formacéo do

Deformacéo

Resisténcia

Moédulo de

Referéncia

Filme na ruptura (%) atracdo (MPa) elasticidade (MPa)
- QTS (alta viscosidade, a 2% . Filme controle
em acido acético (1%)) casting 428 54,81 155517 Presente estudo
- QTS (alta viscosidade, a 2%
em acido acético (1%)) .
A\ . Diversas blendas
- 0, 0, - - -
P\{A (86,6% hidrdlise, 2% casting 7,44 - 78,83 20,64 - 28,32 31,97 - 166,79 Presente estudo
em agua)
- Sorbitol
- QTS (média viscosidade, a
1%, em &cido acético (1%)) cross-linking controle 16,2 controle 31,8 controle 24,37 .
- PVA (99% hidrélise, 1% em casting blenda 26,8 blenda 9,8 blenda 3,53 Pereira Jr et al., 2015
agua)
- QTS (n)gdm V'S‘,C.OS'dade’ a casting controle 3,89 controle 49,98 controle 2400 Yoshida et al., 2014
2%, em acido acético
T . . Yoshida, Oliveira,
- QTS (Média viscosidade) casting 7,61 48,20 - Franco, 2009
- QTS (Média viscosidade . .
(2% em cido acético) casting 2,46-4.22 56,07-64-08 3110-3270 Maciel, Franes. Yoshida,
- Clorofila
- QTS (Média viscosidade em .
4cido acético) casting 1,85 35,2 1998,10 Rotta et al., 2009
casting 3,90 15,8 10 Pinotti et al., 2007
- Celofane 20 114 ) Aydt, Weller, Testin,

1991
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Park, Weller, Vergano,

- LDPE 100-965 13-28 - Testin. 1993

-PET - - 2100-3100 Plastic Products, 2010
- LDPE - - 200-400 Boedeker Plastics, 2013
- HDPE - - 600-1400 Boedeker Plastics, 2013
-PVC - - 25-1600 Boedeker Plastics, 2013

Fonte: Elaborado pelo autor
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observado para as blendas de PVA e QTS encontradas na literatura
(PEREIRA JR. et al., 2015).

Em geral, os filmes de QTS e PVA néo se diferem quanto a E%
ocasionada pelo aumento do sorbitol. O efeito da adi¢do de plastificante
pode ser observado claramente nas formulagdes contendo somente QTS
e sorbitol pelo aumento na capacidade de E% dos filmes (4,82 + 1,38 <
45,53 £ 4,98). Em geral, o plastificante promove a flexibilidade de filmes
diminuindo a fragilidade. A adicdo de plastificantes leva a uma
diminuicéo das forcas intermoleculares ao longo da cadeia polimérica a
qual acarreta um aumento da flexibilidade. Além disso, o plastificante é
benéfico na remocdo do filme das placas de secagem (YANG;
PAULSON, 2000). Ainda, a deformac&o na ruptura teve comportamento
linear nas formulagdes 30/70/10, 50/50/10, 70/30/10 e 100/0/10,
caracterizado pela dimunui¢do com a adi¢do de QTS.

O modulo de elasticidade é o parametro que caracteriza o
material quanto a rigidez. E dependente da composicdo e morfologia dos
polimeros utilizados. Com relacdo ao ME, as amostras ndo apresentaram
diferenca estatistica (p <0,05) quando comparadas entre si, somente com
relacdo ao filme padrdo (1539,14 + 359,4). Porém, pode-se observar
valores elevados para 0 ME nas formula¢6es com menor teor de sorbitol.
H& uma tendéncia no aumento do ME para as formulagdes contendo
maior teor de quitosana.

A RT é a medida da resisténcia maxima que um filme suporta
contra uma tensdo de tragdo aplicada (PARK et al., 2004). A propriedade
de resisténcia a tracdo mecdnica é aumentada a medida que a
concentracdo de quitosana aumenta. Ainda, a RT é afetada pela presenca
do sorbitol, quanto maior a sua adigdo menor sdo os valores para RT nos
filmes de QTS e PVA contendo antocianinas.

Comportamento semelhante ao observado neste trabalho foi
encontrado na literatura para filmes de quitosana (ROTTA et al., 2009;
PINOTTI et al., 2007) e blendas de QTS e PVA (PEREIRA JR. et al.,
2015), e pela utilizacdo do sorbitol como plastificante (BARRETO,
2003). A Tabela 3 apresenta o resultado referente as propriedades
mecéanicas de estudos semelhantes. As possiveis variagdes nos resultados
obtidos para as propriedades mecénicas em comparagdo com relatos
encontrados na literatura (GOMEZ-ESTACA et al., 2011; HOSSEINI;
RAZAVI; MOUSAVI, 2009) sdo ocasionadas pela composicdo dos
polimeros utilizados, fonte de obtencdo como no caso da QTS e grau de
hidrélise. Ainda, as etapas que compreendem a formulacdo (&cido
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utilizado, periodo), secagem e armazenamento dos filmes podem
promover alterac@es nas propriedades mecanicas (CANER; VERGANO;
WILES, 1998).

3.2 Determinacédo da cor dos filmes

Os dados que caracterizam os filmes de QTS e PVA quanto a cor
sdo apresentados na Tabela 4. A cor dos filmes foi determinada a partir
dos parametros L*, a*, b*. As blendas de polimeros testadas apresentaram
diferenca (p<0,05) com relagdo a cor expressa pelo filme controle (QTS
100/0/0). Em geral, os filmes apresentaram coloracéo entre o vermelho/
violeta caracteristica da presenca de extrato de antocianinas em pH
neutro.

Os parametros L* e a* pouco se diferiram estatisticamente,
portanto, somente o parametro b* sera avaliado afim de comparacédo. De
acordo com a escala CIE-Lab, b* corresponde ao eixo de varia¢do da cor
entre 0 azul e amarelo. Assim, os filmes contendo antocianinas
apresentaram variagdo na cor com o aumento da proporcdo de QTS no
filme. Assim, a presenca de maior teor de quitosana fornece a solucéo
filmogénica maior presenca de cargas positivas que pode afetar o pH da
mesma. A medida em que se incorpora QTS na matriz do filme, a cor
tende ao roxo (presenca de azul) pela aproximagéo do pH neutro. Quanto
menor o teor de QTS menos azulado o filme, o que justifica os valores de
b* mais proximos de zero.

Da mesma forma, o aumento da proporcdo de QTS nos filmes
promoveu maior variacdo da cor em relacdo ao filme controle.

Ainda que os filmes apresentaram variagcdo na cor, todas as
formulagBes obtidas foram consideradas adequadas para expressao da cor
decorrente da presenca das antocianinas.

Com base nas propriedades mecanicas, caracteristicas de cor e
nas observagdes obtidas durante o manuseio dos filmes de quitosana e
PVA, foram escolhidas 5 principais formulagdes para realizacdo das
demais analises de caracterizagdo. Uma vez que a presenca do sorbitol foi
considerada necessaria para maleabilidade do filme e resisténcia
mecanica, e que na sua menor utilizacéo conferiu aos filmes a plasticidade
necesséria para os fins de aplicagdo desejado.

Os filmes que contém maior teor de sorbitol e PVA apresentaram
melhores propriedades de elongacdo, caracteristica que amplia a
resisténcia destes filmes no momento da aplicacdo. Em contrapartida, tais
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filmes apresentaram maior aderéncia, o que dificulta a manipulacéo
destes. Sendo que os filmes elaborados no presente estudo tém como
finalidade a incorporacdo em uma embalagem com o intuido de atuar
como indicador natural do pH de alimentos, as propriedades relativas a
resisténcia e alongamento dos filmes néo é prioridade.

Assim, a fim de caracterizacdo e comparacdo das propriedades
térmicas, morfolégicas, eficiéncia da cor e aplicagdo, as formulacGes
30/70/10; 50/50/10; 70/30/10 e 100/0/10 dos filmes indicadores de pH
foram selecionadas. Na execucdo das referidas analises, tais formulacGes
foram comparadas ao filme controle, contendo somente QTS em sua
composicao.
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Tabela 4 — Propriedades da cor dos filmes de QTS e PVA contendo antocianinas

Parametros da Cor

QTS 100 Ly as b}
96,25 + 0,58" -0,02 + 0,032b 3,29 +0,08" -

Blendas L* a* b* AE

QTS/PVA (30/70) S10 22,38 +3,332 15,02 + 1,299 -1,48 +0,95F¢h 75,53
QTS/PVA (30/70) S20 31,99 + 3,22ab.cdef 41,56 + 3,440 2,28 + 2,95fgh 76,54
QTS/PVA (30/70) S30 23,13 + 2,072bc 14,12 + 2,98%9 -1,62 +1,23f9 74,63
QTS/PVA (30/70) S40 22,70 + 2,94ab 13,33 + 2,90%f9 -0,71 + 1,74fah 74,85
QTS/PVA (30/70) S50 24,85 + 3,59abcd 16,025 4,119 -5,2 + 3,92¢f 73,67
QTS/PVA (50/50) S10 43,15 + 4 51%9 8,03 + 2,06cdef -11,99 + 0,61Pcd 55,83
QTS/PVA (50/50) S20 35,25 + 5,70def9 12,80 + 2,768f9 -10,58 + 1,63¢ 63,85
QTS/PVA (50/50) S30 46,70 + 3,539 2,46 + 4,6620C¢ -13,71 + 1,55b¢d 52,44
QTS/PVA (50/50) S40 38,90 + 5,579 13,11 + 2,24¢&f9 -10,69 + 0,33¢ 60,47
QTS/PVA (50/50) S50 32,69 + 15,618bcdef 12,59 + 3,63¢f9 -9,42 +0,76%¢ 66,03
QTS/PVA (70/30) S10 40,25 + 3,069 2,89 + 0,643b¢ -13,81 + 0,76b¢d 58,62
QTS/PVA (70/30) S20 31,93 + 4,773bcdef -0,53 + 2,462 -13,94 + 2,31bcd 66,58
QTS/PVA (70/30) S30 34,94 + 3,29¢cdefg -1,71 +1,152 -15,52 + 0,890¢ 64,15
QTS/PVA (70/30) S40 41,98 + 4,0419 12,98 + 2,04¢f9 -11,26 + 0,17¢d 57,67
QTS/PVA (70/30) S50 34,40 + 2,43bcdef -2,51+1,182 -15,57 +1,280¢ 64,70
QTS/PVA (100/0) S10 42,15 + 7,109 11,35 + 2,29defg -24,26 £ 5,718 61,76
QTS/PVA (100/0) S20 29,57 + 4,08abcde 7,585 + 2,524 -11,90 + 3,16b¢d 68,80
QTS/PVA (100/0) S30 39,40 + 4,768%9 11,04 + 4,448¢f9 -26,62 + 1,262 65,18
QTS/PVA (100/0) S40 37,34 +2,19¢f9 5,705 + 0,95bcd -16,37 +1,01° 62,36
QTS/PVA (100/0) S50 39,53 + 1,669 11,36 + 1,49ef9 -27,85+ 0,272 65,69

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05)
guando analisadas pelo teste de Tukey.
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3.3 Comportamento reoldgico das solugbes filmogénicas

As solucBes filmogénicas apresentaram comportamento
pseudoplastico (n<1) (Tabela 5), caracteristico de fluidos nédo
newtonianos. Assim, os fluidos com essa caracteristica tendem a re-
fluidificar quando a taxa de deformagdo aumenta. Para fluidos nao
newtonianos os valores de k, indicam o grau de resisténcia do fluido
diante do escoamento, de modo que quanto maior o valor de k, maior ¢é a
consisténcia do fluido (LEWANDOWSKA, 2015).

As solucdes formadoras dos filmes foram mais consistentes
guanto maior a propor¢do de quitosana. Sendo que a solugdo do filme
controle apresentou maior k do que a solugdo 100/0/10, indicando que a
presenca do sorbitol diminui significativamente (p < 0,05) a consisténcia
da solucdo. Comportamento semelhante foi observado por Hou et al.
(2012).

Tabela 5 — Comportamento reoldgico das soluc6es formadoras de filmes

Solugdo k (Pa.s") n pH

controle 2.915,00 + 2,082 0,68 +0,01¢ 3,87+0,01
100/0/10 1.990,13 + 67,40° 0,65 +0,01¢¢ 4,34 £0,08
70/30/10 459,35 £ 31,75°¢ 0,76 £ 0,012 4,17 +0,01
50/50/10 226,4 + 15,35¢ 0,71 +0,01° 4,14 +0,03
30/70/10 106,45 + 0,49° 0,64 +0,01¢ 4,06 £0,01

Valores apresentados como a média + desvio padréo. n: indice de comportamento
de fluxo; k: indice de consisténcia. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.

O aumento da concentracdo de QTS em solugbes tem como
consequéncia a diminuicdo do n e o aumento no k. Devido as baixas
interacBes hidrodindmicas nas solugBes diluidas e pelo contato entre as
cadeias do polimero, que condicionam o fluxo de solugGes concentradas
(MARTINEZ; CHORNET; RODRIGUE, 2004).

Bercea et al. (2015) estudaram a influéncia do pH na formagéo
de solugdes viscosas de QTS. Determinaram que 0 comportamento
viscoelastico das solugfes contendo quitosana é dependente do pH. Em
condi¢des de pH acima de 6,2 as solug¢fes contendo QTS podem sofrer
precipitacdo (ZHOU et al., 2015).

As propriedades catibnicas da QTS, devido aos aminos grupos
que promovem a formacéo de cargas em condi¢des de pH abaixo de 6,5,
permitem com que estabeleca ligagdes com materiais com carga negativa
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(ARGIN-SOYSALA; KAFINASB; LO, 2009). A solubilizagéo da QTS
ocorre em meios acidos pela protonacdo dos grupamentos amino. A rede
polimérica é formada pela sensibilidade das moléculas de QTS ao pH na
presenca do PVA. Assim, as solucdes filmogénicas apresentaram valor de
pH adequado para formacdo da rede polimérica que ira sustentar a matriz
do filme.

As propriedades reoldgicas apresentadas pelas solugdes
estudadas sugerem ampla aplicacdo ne formacdo de revestimentos e
filmes de utilizacdo na industria de alimentos.

3.4 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes (Tabela 6) é maior na formulagéo
controle, contendo somente quitosana em sua composi¢do. Os filmes
indicadores de pH tiveram valores para umidade semelhantes. Yoshida et
al. (2014) obteve 8,79 g.100g* de umidade em filmes de quitosana, valor
abaixo do apresentado.

Tabela 6 — Teor de umidade dos filmes indicadores de pH

Filme Umidade (g.100g™)
Controle 10,24 + 4,842
100/0/10 4,46 +2,11°
70/30/10 5,22 +2,97°
50/50/10 4,38 + 2,750
30/70/10 5,51 + 3,300

Valores apresentados como a média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de
Tukey.

3.5 Angulo de contato e energia livre superficial

A medida do angulo de contanto de liquidos com diferentes
polaridades em contato com a superficie da amostra define a relagdo de
polaridade de superficies. Para valores do angulo de contato com a agua
inferiores a 90 °C, a superficie é considerada hidrofilica e superiores a
90 °C, hidrofébica (NORONHA et al., 2014). Os valores para os dngulos
de contato dos filmes estudados em relacdo aos solventes testados séo
apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Angulo de contato, energia livre superficial total, componente
dispersivo e componente polar dos filmes em contato com a agua, formamida e
diiodometano

Angulo de Contato

Energia Livre Superficial

Filme Agua Formamida Diiodometano y"(mN/m) y4(mN/m)  y?(mN/m)
100/0/0 84,58 +1,96° 70,54 +2,38% 48,08 +1,16° 34,86 30,93 3,93
100/0/10 84,02 +0,55° 68,84 +1,892 49,84 +2,12° 34,44 29,92 4,52
70/30/10 65,96 +2,18% 53,42 +1,96° 46,62 +2,19° 40,65 26,81 13,84
50/50/10 72,74 +1,66° 47,92+158" 38,16 +1,29? 43,66 34,78 8,88
30/70/10 75,07 +2,79° 54,72 +509" 4579 + 2 89> 39,34 30,67 8,67

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. y': energia livre superficial
total; y%: componente dispersivo; y*: componente polar. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo
teste de Tukey.

Os filmes controle e 100/0/10 apresentaram menor interagdo com
a agua (Figura 2) do que os filmes contendo PVA. O mesmo
comportamento foi observado para a formamida, solvente de polaridade
intermediaria (Figura 3). Com relacdo ao angulo de contato formado
entre os filmes e o diiodometano, os filmes com adicdo de PVA
apresentaram menor afinidade pelo solvente (Figura 4) (EL-HEFIAN;
NASEF; YAHAYA, 2011). O angulo de contato para o filme controle
(84,58 + 1,96) estd de acordo com dados encontrados na literatura (EL-
HEFIAN; NASEF; YAHAYA, 2011; NGPASUTHADOL;
PONGCHAISIRIKUL; HOVEN, 2003; ZHUANG,; LI; FAN; LIN; HU,
2012).

Contudo, os filmes expuseram maior interacdo no angulo de
contato formado com a agua do que com os demais solventes de menor
polaridade. Portanto, quanto maior a hidrofilicidade exposta por um
filme, menor o &ngulo de contato formado com o diiodometano.

O angulo de contato para a blenda 30/70/10 foi de 45,79 + 2,89
para o diiodometano, e 75,07 + 2,79 para a agua. Assim, a presenca do
PVA demonstrou comportamento caracteristico deste polimero, seu
carater anfifilico, com comportamento mais hidrofébico que os demais
filmes. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura
(CARVALHO, 2013).

O filme 70/30/10 teve o menor angulo de contato com a agua
(65,96), sendo a formulacdo dentre os filmes com maior hidrofilicidade.
Que pode ser comprovada pelo angulo de contato do diiodometano
(46,62), indicando pouca interagdo com solvente apolar. Sendo, entéo,
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classificado como o filme com maior hidrofilicidade perante aos
parametros da energia livre e superficial.

J& a formulacdo 50/50/10 do filme, apresentou afinidade pela
agua (72,74) e baixa interacdo com o diiodometano (38,16). Os dados
referentes a energia livre superficial para a blenda 50/50/10 sugerem o
predominio de forcas hidrofébicas, por apresentar 0 maior valor para o
componente dispersivo (34,78) e o menor valor para o0 componente polar
(8,88).

Figura 2 — Angulo de contado dos filmes indicadores de pH e 4gua
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Para a formamida, solvente de polaridade intermediaria, 0s
angulos de contato de todos os filmes se situaram entre os valores
encontrados para a agua e para o diiodometano.

Em relagdo a energia livre superficial total, os valores seguiram
0 mesmo padrdo para 0s angulos de contato com a 4gua, ou seja, os filmes
controle e 100/0/10 se mostraram semelhantes e diferiram dos demais
filmes. A energia livre superficial total foi maior para as blendas de filmes
contendo PVA. Estes apresentaram maiores valores para 0 componente
dispersivo (hidrofébico), e menores valores para 6 componente polar.
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Figura 3 — Angulo de contado dos filmes indicadores de pH e formamida
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A presenca do PV A afeta esses parametros de acordo com a sua proporcao
de adicdo no filme. Ainda, a energia livre superficial total apresentou
maior valor nas blendas 70/30/30 e 50/50/10 com relagdo ao filme de
controle. A presenca de sorbitol no filme ndo afetou a energia livre
superficial total do filme, bem como o angulo de contato formado pelos
solventes testados.

3.6 Morfologia dos filmes

As micrografias obtidas para dos filmes de QTS e PVA
revelaram que ndo ha diferenca na superficie dos filmes ocasionada pela
adicdo de PVA, sorbitol ou das antocianinas. Em geral, os filmes
apresentaram estrutura compacta e homogénea, além da superficie lisa.
Né&o ha formacéo de poros ou rachaduras, evidenciados pela MEV (Figura
5e6).

A partir das micrografias da superficie dos filmes pode-se
confirmar a agregacdao eficaz das moléculas & matriz filmogénica durante
a evaporacdo do solvente (ROTTA, 2008).
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Figura 5 — Micrografias da superficie e se¢do transversal dos filmes controle (100/0/0) e 100/0/10, nos aumentos 1000 e 2300x
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Figura 6 — Micrografias da superficie e se¢éo transversal dos filmes, nos aumentos 1000 e 2300x
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3.7 Absorbancia e opacidade

A Figura 7 mostra o espectro de absorcdo dos filmes indicadores
de pH. Os resultados apresentados confirmam a incorporacdo das
antocianinas aos filmes indicadores de pH.

Figura 7 — Espectroscopia no UV-visivel dos filmes indicadores de pH
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E possivel observar um méaximo de absorcdo na regido UV-
visivel em comprimento de onda de 240 nm, referente a presenca de
antocianinas. O deslocamento da banda de absor¢do de 320 nm
(antocianina em pH neutro) é ocasionado pela acidificagdo apresentada
nas solucbes formadoras dos filmes indicadores de pH, que apresentaram
valores variando de 4,05 a 4,40 com 0 aumento da adi¢ao de quitosana.
Os filmes indicadores de pH apresentaram uma mudanca hipocrémica em
comparacao ao filme controle, sem adicdo de antocianinas (PEREIRA JR
et al., 2015). O perfil espectrofotométrico para antocianinas obtido foi
observado de maneira semelhante na literatura consultada (LEVI et al.,
2004; PEREIRA JR et al., 2015).

O espectro (Figura 7) observado para o filme indicador de pH
30/70/10 pode ser ocasionado pelo aumento da opacidade (Figura 8)
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observado neste filme com relagdo aos demais. Opacidade é uma andlise
gue indica o grau de transparéncia do filme, quanto maior os valores de
opacidade, menos transparéncia tera o filme.

Figura 8 — Opacidade dos filmes indicadores de pH
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A ftransparéncia estd inversamente relacionada com a
absorcdo/reflexdo da luz. Um material ndo transparente pode absorver luz
e/ou refleti-la. Quanto mais transparente for um material, menos luz é
absorvida e/ou refletida por ele (ROSA, 2016). Os filmes indicadores de
pH tiveram o grau de opacidade aumentado quando comparado ao filme
controle. As diferencas entre os filmes com antocianinas quanto ao grau
de opacidade podem ser relativas ao periodo de secagem de necessario
para cada formulacao de filme.

3.8 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (1V)

A Figura x mostra o espectro no IV para os polimeros QTS, PVA
e sorbitol, in bulk. O espectro para 0 PVA apresenta picos de absor¢do em
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3306 cm? para o estiramento de O-H (ANICUTA et al, 2019;
RODRIGUES et al., 2007), em 2939 e 2910 cm apresenta banda de
absorcédo do C-H. Ainda, em 1730 cm™* apresentou banda de absorcéo do
(CH)-CHg, e 1243 cm correspondente ao grupo C-O e 1086 cm™ para (C-
0)-C-OH. Ja em 945 cm, o espectro apresentou absor¢do do CH-CH_, e
em 844 cm para C-C. As bandas de absorcdo sdo caracteristicas do
polimero em questdo (PEREIRA JR. et al., 2015).

Para a QTS, o espectro no IV apresentou banda de absor¢do
maxima na regido de 3355 a 3292 cm caracteristica da presenca de
ligagdes O-H. Em 2872 cm?, a presenca da C-H é confirmada, e em 1640
e 1312 cm 0 C=0 e o N-H caracteristicos da amida I, respectivamente.
Para as amidas Il e Ill, as bandas em 1260 e 1374 cm foram
apresentadas, e 1586, 1026 e 981 cm™, para os sacarideos (estrutura B1-
4). A banda de absorgdo em 1058 cm* é referente a presenca das ligacdes
C-O ciclicas. As bandas de absor¢éo foram relatadas de forma semelhante
na literatura (BONARDD et al., 2016; MOUSSOUT et al., 2016;
PEREIRA JR. et al., 2015).

No caso do sorbitol, as bandas apresentaram absor¢do maxima de
872, 1000, 1046, 1088 e 1415 cm™. As bandas em 1046 e a 1084 cm
foram atribuidas a vibracGes de estiramento em C-OH. As bandas entre
870 e 1415 cm* Surgiram devido as vibragdes de flexdo no plano e fora
do plano de ligages O-H, respectivamente (QUINQUENET et al., 1988).

Através da comparacdo entre os perfis apresentados pela QTS e
pelo sorbitol para a espectroscopia no IV do filme controle, pode-se
afirmar a interagdo destes componentes na formacdo da matriz
polimérica, uma vez que o espectro do filme controle apresenta as
mesmas bandas de absor¢do que ambos os componentes, ainda que,
alguma delas sejam apresentadas mais sucintamente ou pouco deslocada
de acordo com a interacdo ocorrida.

No espectro IV do filme controle em relacdo aos seus
constituintes (Figura 9), a banda de estiramento O-H estd presente em
3282 cm?, e de C-H estd presente em 2934 cm™. H4 uma banda de
estiramento em 1240 cm? indicativo de C-N, tipica de aminas
secundarias, que é atribuida a cadeia polimérica da QTS. O espectro IV
também mostra uma banda de estiramento C-N (amida I) tipica a 1645
cml, além da deformacéo de C-O do grupamento hidroxila em 1017 cmr
!, Estas bandas sdo deslocadas em comparagdo com as suas homdlogas
puras na QTS e no PVA, indicando associagdo polimérica através de
ligacdo de hidrogénio (BONILLA et al., 2014).
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Figura 9 — Espectroscopia no Infravermelho dos polimeros QTS, PVA e Sorbitol
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Figura 10 — Espectroscopia no Infravermelho para os filmes indicadores de pH
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Os espectros no 1V dos filmes indicadores de pH apresentaram
mesmo perfil para as bandas de absrocéo apresentadas. Os indicadores de
pH apresentaram bandas caracteristicas da presenca de compostos
aromaticos, como as antocianias, que sofreram interacdo com a matriz
polimérica, confirmando sua presenca nos filmes exceto formulagdo
controle (sem adicéo e antocianinas). As mudancgas presentes na regido de
1500 a 1600 cm sugerem um aumento da intensidade das bandas nesta
regido, 0 que comprova a incorporacdo das antocianinas na matriz
polimérica (PEREIRA JR. et al., 2015).

3.9 Analises térmicas

A andlise de termogravimetria (TG) € uma técnica util na
avaliacdo da estabilidade térmica de filmes poliméricos por meio da da
perda de peso em funcdo da temperatura (MARTINS; CERQUEIRA;
VICENTE, 2012). E assim, determinar os limites de temperatura para
aplicacdo dos filmes (YOSHIDA et al., 2014). As curvas de TG obtidas
para os filmes indicadores de pH séo apresentados nas Figuras 11, 12 e
na Tabela 8.

As curvas de TG referentes aos polimeros (Figura 11)
apresentam eventos isolados de perda de massa de acordo com a sua
composi¢cdo. Conforme apresentado nas figuras, os filmes tiveram
comportamento semelhante aos polimeros de origem, expondo apenas um
evento na perda de massa. As curvas de TG apresentaram somente um
estagio para degradacado térmica dos filmes. As temperaturas necessarias
para iniciar a degradag&o térmica sdo semelhantes aos dados encontrados
na literatura (YOSHIDA et al., 2014).

A Tabela 8 apresenta os dados de temperatura de degradacdo
térmica para os componentes dos filmes apresentados nas curvas de TG a
seguir.

Em geral, a degradacdo organica inicia em 287,41 e ocorre até
312,30 °C nos filmes. Acima destas temperaturas, inicia-se a
decomposicao estrutural de matrizes poliméricas.

Os filmes de QTS e PVA apresentaram comportamento
semelhante entre si (Figura 12). Em geral os filmes apresentaram
degradacdo térmica em temperatura inferior a necessaria para 0s
polimeros in bulk. O filme 100/0/10 apresentou menor temperatura
(287,41 °C) necessaria para iniciar a degradacdo da matriz polimérica.
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Figura 11 — Curvas termogravimétricas dos polimeros quitosana, PVA e sorbitol
utilizados na obtencéo dos biofilmes
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Tabela 8 - Parametros das transigdes térmicas dos biofilmes indicadores de pH

Mid Point  Onset Endset Massa (mg) Massa (%)

30/70/10 312,30 281,35 349,77 -1,94 -46,72
50/50/10 307,28 280,07 340,61 -1,59 -34,39
100/0/0 310,48 291,68 334,95 -1,15 -44,76
70/30/10 301,04 2717,8 327,69 -1,22 -32,77
100/0/10 287,41 265,24 314,89 -0,97 -22,87

QTS 325,82 315,46 338,93 -1,03 -17,2

PVA 346,04 318,45 381,54 -4,36 -48,15
Sorbitol 355,19 339,44 372,98 -5,7 -82,63

Maior perda de massa foi observada nas formulagdes com maior

teor de PVA. O PVA e sorbitol expuseram perda de massa elevada em
relagdo a QTS, assim, a presenca destes componentes tem relagdo com a
diminuicdo da massa nas blendas dos filmes. Em contrapartida, a presenca
do PVA elevou a temperatura necessaria para degradacdo térmica dos
filmes.
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A presenca de antocianinas na composicdo dos filmes também
promove a diminui¢do da temperatura de degradacdo, assim observado
por Yoshida et al. (2014).

Figura 12 — Curvas termogravimétricas dos biofilmes indicadores de pH
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A partir da andlise de termogravimetria, o filme 70/30/10
apresentou menor perda de massa, comparado as demais formulagdes
contendo sorbitol. Portanto, é considerado como a formulacéo ideal para
os fins de aplicacdo desejados. Ainda, apresenta elevada estabilidade
térmica (301,04 °C), com relacdo a formulacdo 100/0/10 (sem PVA),
indicativo de que a interacdo entre 0s componentes na propor¢do estudada
foi benéfica.

A partir das curvas de DSC é possivel observar a interacdo
presente em uma matriz polimérica, através de deslocamentos de picos de
fusdo, cristalizacdo ou demais transi¢Bes térmicas. Ainda, € um método
amplamente utilizado por necessitar de pouca amostra e prover resultados
rapidos na caracterizacdo de sistemas multicomponentes como os filmes
aqui estudados (GIORDANO; NOVAL; MOYANO, 2001).

A Figura 13 apresenta as curvas de DSC dos polimeros QTS e
PVA e do sorbitol utilizados na obtencdo dos filmes indicadores de pH.
As endogramas obtidas sugerem que todos os filmes sofreram algum tipo
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de interacdo na matriz polimérica do filme, de acordo com a sua
composi¢do, uma vez que apresentaram comportamento distinto (Tg, Tf)
dos endogramas para 0s polimeros utilizados.

A temperatura de transicao vitrea (Tg) dos filmes foi considerada
como o ponto médio da transi¢do vitrea. Assim, a QTS apresentou evento
endotérmico na regido de 50 °C, com temperatura de fusdo acima de 120
°C. Tais eventos endotérmicos podem ser atribuidos a regido de transicdo
vitrea da QTS (SANTOS et al., 2003). O PVA expressou comportamento
endotérmico na regido de 86,80 °C e com temperatura de fusdo superior
a 120 °C. O sorbitol apresentou temperatura de fusdo em 75,51 °C.

A caracterizacdo da Tg de polimeros é de dificil visualizagao por
DSC, uma vez que o evento depende do teor de agua presente na amostra
(HATAKEYAMA; QUINN, 1999). Ainda, resultados para eventos
endotérmicos em polimeros semelhantes aos estudados sdo relatados em
maiores temperaturas.

Figura 13 — Curvas de DSC dos polimeros quitosana (QTS), poli(alcool vinilico)
(PVA) e sorbitol (sorb) utilizados na obteng&o dos filmes indicadores de pH
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Figura 14 — Curvas de DSC dos biofilmes indicadores de pH
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3.10 Eficiéncia da cor e pH

Os filmes indicadores de pH apresentaram alteracdo visivel da
cor quando em contato com as solugdes de diferentes pH. A variacdo da
cor foi reversivel e dependente do pH. Em geral, a cor dos filmes variou
do vermelho ao amarelo do pH 1,0 ao 12,0. A mudanga de cor dos filmes
ocorreu do vermelho vivo em pH 1,0, para rosa em pH 2,0 e 3,0. Em pH
4,0, os filmes comecam a apresentar coloracdo tendendo ao roxo, que é
notavelmente expresso em pH 5,0 e 6,0. Em pH 7,0 os filmes indicadores
de pH apresentaram coloracdo azulada, que perdeu intensidade em pH 8,0
e se apresentou amarelo-esverdeada em pH superior a 9,0. A Figura 15
ilustra a variagdo da cor com o pH.

A variacdo da cor expressa pelos filmes pode, ento, ser atribuida
a presenca das antocianinas na matriz filmogénica (KENNEDY;
WATERHOUSE, 2000). Gragas a estrutura quimica das ANT, elas séo
capazes de mudar a cor em decorréncia do pH. Em condices de pH entre
1,0 e 3,0 as ANT existem predominantemente na forma do cation
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flavilico, que coforme mencionado, é responsavel pela coloragéo roxo e
vermelha dos filmes. Em pH 2,0 e 4,0 geralmente é expressa a cor azul
devido a formacdo da base quinoidal. A medida em que o pH ¢é
aumentado, préximo a valores de 5,0 e 6,0 ocorre diminuicdo na
intensidade da cor pela formagéo da pseudobase carbinol e de chalconas.
Jaem pH 7,0, a presenca da cor roxa é referente a formacéao da anidrobase
quinoidal. Em condicbes de pH basico, acima de 8,0, sdo formadas
chalconas pela abertura do anel pirol principal, promovendo a formacéo
de cor amarela (YOSHIDA et al., 2014).

Conforme, mencionado, a cor de cada filme no pH 7,0 foi
utilizada como padrio na determinagdo do pardmetro AE. As
caracteristicas de cor dos filmes sdo expressas pelos parametros L*, a* e
b* na Tabela 9 e 10.

O pardmetro L* apresenta valores elevados (L* > 60) em todos
os filmes, uma vez que os filmes tendem mais ao transparente do que ao
preto. A formulagdo 30/70/10 apresentou menores valores de L* para
todos as condi¢des de pH avaliados. Os filmes sofreram aumento em L*
guando em pH extremos, tanto acido quanto basico. Pereira Jr. et al.
(2015) encontrou comportamento contrario ao observado para o
pardmetro em questdo.

De acordo com a escala CIELab, o parametro a* representa as
cores que variam do verde ao vermelho. Os filmes expressaram valores
positivos para a* quando em pH acido, o que corrobora com a coloragédo
vermelha observada nos filmes. A cor vermelha ¢ atribuida a presenga do
cation flavilium, de formagdo caracteristica de antocianinas em meio
acido (TERCI; ROSSI, 2002). A medida que o pH se torna alcalino a*
apresenta valores negativos ou muito préximo de zero.

Em contrapartida a cor vermelha-roxo expressa por a*, o
pardmetro b* representa as cores entre o amarelo e o azul. Valores para
b* > 0 foram observados no filme controle. Os demais filmes sofreram
aumento deste pardmetro em condi¢des de pH bésico (pH > 9,0),
representando a expressdo da cor amarela nos filmes indicadores de pH.

A partir dos dados de cor a* e b* pode-se determinar o valor que
corresponde a cor propriamente dita que é expressada pelos filmes. A
relagdo que estabelece a intensidade ou saturagao da cor expressa por uma
amostra é conhecida como Chroma (C*). O Hue (H®) classifica a amostra
com relagdo ao angulo de matiz expresso pela cor (CHOUBERT;
BACCAUNAUD, 2006). Assim, para determinacao da cor dos filmes, se
fez necessaria a analise das coordenadas C* e H°, uma vez que estes
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excluem os interferentes relacionados a luminosidade (L*) que tem pouca
variacdo nos filmes estudados e ndo oferecem informacBes quanto a
variacdo do pH.

Os parametros C* e H® no filme controle ndo sofreram mudangas
consideraveis no pH testado. O resultado era esperado, tendo em vista que
esta formulagdo ndo contém pigmentos que sofram mudanca de cor com
a acdo do pH. O filme controle sofreu solubilizagdo completa quando em
contato com as solucbes de pH 1,0 e 2,0. A solubilizacdo se deve a
presenca da QTS como Unico constituinte da matriz filmogénica, gracas
a afinidade (presenca de cargas) do polimero ao pH &cido.

Os valores para a variagdo total da cor (AE) nos filmes
indicadores de pH foram mais elevados em valores de pH extremos, o que
justifica a mudanca de cor observada visualmente. O comportamento de
expressdo da cor dos filmes indicadores de pH esta de acordo com estudos
semelhantes (YOSHIDA et al., 2014; PEREIRA JR. et al., 2015). O filme
controle ndo apresentou variagao no AE.

No filme 100/0/10 a maior varia¢do da cor foi observada em pH
1,0 (AE =30,96) ¢ 12,0 (AE = 25,41). A variacao da tonalidade foi maior
para a cor vermelha do que para o amarelo. Da mesma forma, o filme
70/30/10 apresentou os maximos de variagcdo em pH extremos. Porém,
tom vermelho observado no pH 1,0 tem menor varia¢do do que o amarelo
(em relagdo ao pH 7,0). Ja a formulagdo 50/50/10 teve AE distintos
durante a interacdo com diferentes pH, sendo os seus valore maximos de
variagdo em pH 2 (AE =21,93) e pH 10 (AE = 21,56). O filme 30/70/10
apresentou melhor perfil de variacdo da cor, bem como da mudanca de
tonalidade com o pH, porém foi observada migracdo exagerada do
pigmento para a solucdo tamp&o. Tendo em vista que tal caracteristica
pode afetar sua aplicacdo o filme 30/70/10 ndo foi utilizado para teste
posteriores.

A partir das fotografias realizadas durante o estudo, pode-se
obser a mudanca de coloracdo dos filmes a de adi¢éo as solucéo de pH e
0 momento de medicdo da cor. As antocianinas sdo pigmentos sensiveis
a degradacdo térmica e a presenca de luz quando em pH elevado. Uma
vez que o experimento foi conduzido durante 24 horas sob temperatura
ambiente (25 + 2 °C) e em presenca de luz, os filmes contendo pigmentos
sofreram degradacéao de acordo com o pH.
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Tabela 9 — Pardmetros L*, a* e b* do filme controle em diferentes condic¢Ges de pH

Controle

pH L* a* b*

1 - - -

2 - - -

3 89,42 +0,44 0,16 £ 0,01 3,00+0,11
4 90,05 + 46,52 0,31+0,16 3,38+1,74
5 89,48 +1,31 0,23 + 0,06 3,38 +0,41
6 89,86 + 46,43 0,31+0,16 3,28+1,70
7 89,87 £ 0,55 0,02 £0,01 3,29 +0,32
8 90,43 +0,81 0,16 £ 0,06 3,25+0,32
9 90,43 +2,51 0,17 £0,12 3,45 +0,61
10 90,31 + 0,40 -0,11 + 0,04 3,81+ 0,07
11 98,62 + 0,63 -0,16 + 0,05 3,85+0,42
12 89,41 +0,63 0,01+ 0,01 3,58 + 019
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Tabela 10 — Pardmetros L*, a* e b* dos filmes indicadores de pH 100/0/10 e 70/30/10 em diferentes condic¢des de pH

100/0/10 70/30/10
pH L* a* b* L* a* b*
1 80,21 + 4,67 591+ 152 3,69+ 097 84,10+ 1,79 8,12 +0,20 3,80+ 0,35
2 69,75+ 1,50 14,90+ 0,40 2,86+ 0,04 83,44+ 0,11 8,74+ 0,35 4,23+ 0,03
3 7650+ 2,88 1548+ 0,83 540+ 1,21 7791+ 4,15 575+ 0,81 4,71+0,43
4 7554 + 473 13,96 +2,81 4,36 £ 0,80 78,13 £ 2,60 8,58 + 1,47 10,21 +1,15
5 62,74 £ 2,06 12,89 +1,03 2,26+ 0,03 77,33 +3,03 6,03 + 1,05 11,20+ 0,83
6 62,94 + 3,29 575+ 1,45 1,35+3,58 65,18 £ 3,10 290+ 136 9,78 +0,83
7 61,74 + 3,56 -1,29 £ 0,65 -8,45+ 0,88 64,41 +1,99 -6,21 0,73 -0,52 £ 1,42
8 62,49 £ 2,61 3,95+519 -2,31+£0,19 64,36 £1,19 -3,13+1,43 4,14+ 1,38
9 74,60 £ 4,22 1,89+ 0,26 2,76+ 1,03 7437+£121 -1,85+0,58 10,83 + 1,00
10 53,33+ 4,17 4,42+ 1,03 -2,39+0,93 67,49 +1,81 1,17 +0,49 2522+ 1,37
11 67,06+1400 4,16+ 1,38 8,84+ 091 77,87 +1,49 1,14+0,28 19,68 + 1,55
12 70,46 + 9,26 567+ 181 1540+ 10,11 8326+1,01 2,27 +0,37 16,26 + 1,59
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Tabela 11 — Pardmetros L*, a* e b* dos filmes indicadores de pH 50/50/10 e 30/70/10 em diferentes condic¢des de pH

50/50/10 30/70/10
pH L* a* b* L* a* b*
1 7603+378 965%165  427+084  6347+533 2677+132  411%0,58
2 8410£170  665+040  458+010  6312+295 2634%836  4,83%2,04
3 7434%518 1223+4,16  838+208  67,76+548  1974%9,11  4,12+186
4 738%199 1120084  1204+058 7545+217  1006+143 856+ 1,03
5  7352+306 810147  1202+124  7206+351  672+166  7,82%0,90
6  6709+415  486+080  11,70+117 5371+2773  619%331 7,76 +4,02
7 6321+191  059+025  679+100  4065+863  316+170  3,35+1,00
8 77574506  214+136  661+162  6807+804  256+054  6,96+0,68
9 78924073  166%057  9,61+156  66,79+471 320125  9,20+249
10 7019+063  445+111  2698+306 71,94+490  458+137  2171+6,24
11 7843+446  278+116  1930+097  7369+706  344+08  2315+163
12 7893+582  373%250  1067+501  7680+153  395%054  20,79+1,00
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O espectro de cores apresentado pelos filmes indicadores de pH
esta de acordo com o observado em estudos anteriores (PEREIRA JR. et
al., 2015; YOSHIDA et al., 2014; WALLACH, 1996). Assim, os filmes
estudados apresentam boa qualidade na expressdo da cor quando
submetidos a diferentes pH. Ainda, Wallach (1996) considera que o
comportamento expresso pelos filmes é mais eficaz na determinacéo do
pH do que sistemas a base de reagdes enzimaticas. Foi observado que a
mudancga na cor do filme pode ser invertida pela re-acidificacdo das
solugdes a pH 4acido, quando estes ainda ndo atingiram pH elevado
(BROUILLARD, 1982; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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Tabela 12 — Coordenadas polares (C* e H®) e variacgdo total da cor (4E) dos filmes submetidos a faixa de pH entre 1,0 e 12,0

P °
Ho@m\loﬁ(ﬂh(.\.)l\)l—‘:

=
N

controle 100/0/10 70/30/10 50/50/10 30/70/10

C* H° A4E C* He° AE C* He° AE C* He AE C* He AE

- - - 583 3096 2275 854 2055 2318 984 2396 1593 26,30 874 3254

- - - 948 1843 1972 854 2656 2248 721 3369 2193 2630 874 3254
300 90 055 1581 1843 2549 640 3866 17,04 1442 3369 1640 1941 1188 31,40
339 90 035 1360 17,10 23,15 12,80 51,34 1947 1627 4748 1603 1280 3865 36,04
324 90 045 1216 946 1643 1253 61,38 1917 1442 56,30 1414 921 4939 32,38
329 90 029 1509 11,31 1058 922 7747 1053 11,70 7001 754 9,21 49,39 13,92
329 90 - 3,06 262,87 - 6,00 180 - 6,00 90,00 - 424 45,00 -
326 90 058 360 32631 7,28 500 12686 5,60 6,32 7156 1414 632 7156 2817
346 90 060 223 6343 1652 10,05 9571 1713 9,05 8365 1532 948 7156 26,68
381 90 068 447 33343 11,18 2502 87,71 2593 2630 8125 2156 2137 7921 3586
385 90 063 894 6343 17,80 19,03 86,99 2577 19,10 83,99 19,23 2319 8256 38,58
358 90 055 1581 7155 2541 1612 8287 2721 1923 8102 2007 2022 8146 3981
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Figura 15 — Filmes submersos em solucéo tampé&o de diferentes pH
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Figura 16 — Filmes apds imersdo durante 24 horas em solucdo tampédo de
diferentes pH
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3.11 Eficiéncia da cor e crescimento microbiano

A deterioragdo dos alimentos pode ser causada em grande parte
pelo desenvolvimento microbiano, o qual promove alteragGes quimicas
resultando em alteracdo de cor, odor, sabor, textura e aspecto dos
alimentos. Estas alteracfes sdo consequéncia da atividade metabdlica
natural dos micro-organismos, que utilizam o alimento como fonte de
energia (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Uma das aplicagdes do filme estd relacionada com a
possibilidade de observacdo indireta do grau de desenvolvimento
bacteriano de um alimento ou meio de cultivo em funcdo da modificacdo
do pH. Tal contexto é evidenciando com a observagéo da variacéo da cor
do filme indicador.

Os micro-organismos metabolizam carboidratos a fim de obter
energia para seu crescimento. A metaboliza¢&o pode ocorrer na presenga
de oxigénio (metabolismo oxidativo) ou na auséncia (metabolismo
fermentativo). A E. coli é uma bactéria capaz de produzir fermentacéo
acida mista, cujos produtos podem ser acido latico, acético, succinico e
férmico. Durante esta fermentacdo ha acumulo de acido e o pH pode
atingir valores inferiores a 6 (FRANCO E LANDGRAF, 2008).

Ao contrério do que ocorre na deterioracdo de carboidratos,
durante a degradagdo de substancias proteicas observa-se uma elevagdo
do pH. Geralmente, os micro-organismos utilizam apenas os peptidios e
substancias nitrogenadas ndo protéicas, uma vez que as proteinas sao
grandes demais para atravessarem a membrana plasmatica. Podem
ocorrer reacOes de desaminacdo redutora e oxidativa, descarbozilacéo,
decomposicdo de radical do aminoacido, gerando diversos produtos
metabdlicos entre eles amonia, aminas e ureia (FRANCO E
LANDGRAF, 2008).

Durante o ensaio realizado, a medida em que houve crescimento
bacteriano, ocorreu mudanca no pH devido ao metabolismo da bactéria
ndo foi observada a presenca do periodo de adaptacdo ao meio de
inoculagdo (fase lag) devido a ativacdo da cepa seguida de inoculagdo em
meios de cultivo nutricionalmente complexos que permitiram sua rapida
adaptacdo, com elevada disponibilidade de nutrientes e incubagéo em sua
temperatura 6tima de crescimento. O experimento foi finalizado ao
observar tendéncia de crescimento estacionério.

No tempo zero, os filmes apresentaram caracteristicas de cor
semelhante ao padrdo, pela acdo do pH. Os resultados referentes a

183



variacdo da cor em decorréncia do crescimento bacteriano sdo exibidos
na Tabela 13.

Tabela 13 - Crescimento microbiano, variacéo do pH e cor no filme controle e
indicador de pH nos caldos nutriente (CN), carne (CA) e (VM/ VP) Vermelho
de Metila/ Vogel Proskauer

Tempo (horas) CN (UFC/mL) pH c* H° AE
0 1,8x10° 6,36 6,32 198,43 -
2 1,5x104 6,45 6,40 141,34 6,40
4 1,6x10° 6,33 7,28 105,94 9,84
6 4,3x10° 6,39 10,19 101,30 14,96
24 3,6x10° 6,70 3,00 90,00 9,27
Tempo (horas) CA (UFC/mL) pH c* H° AE
0 1,6x10° 5,57 17,26 79,99 -
2 1,2x108 6,28 25,31 80,90 8,12
4 1,1x108 5,45 24,68 68,62 18,11
6 2,1x107 5,48 30,80 76,86 16,30
24 1,0x108 5,25 21,47 62,24 11,57
VM/ VP c* H°
Tempo (horas) (UFC/mL) pH AE
0 1,4x10° 6,90 11,66 210,96 -
2 1,5x108 6,81 4,00 180,00 8,54
4 8,5x10* 6,79 3,60 146,30 11,74
6 2,1x108 6,78 6,70 116,56 15,55
24 5,7x108 5,22 24,73 75,96 38,01

A medida em que a E.coli se desenvolveu ocorreu alteracdo do
pH nos meios de cultura. Os valores de pH tiveram flutua¢fes enquanto
checados durante as 24 de analise. A ocorréncia se deve a adaptacdo do
microrganismo ao meio pela producdo de metabdlitos. O crescimento e a
variac¢do do pH nos caldos contendo o filme indicador de pH e nos caldos
contendo o filme controle ocorreram de forma semelhante, de acordo com
0 meio.

A inoculagdo no CN demonstrou que o crescimento microbiano
favoreceu 0 aumento do pH. Assim, o filme indicador de pH adquiriu cor
caracteristica de sistemas com pH bésico, que pode ser observado pela
varia¢do do H® no TO para o T24. Neste caldo, a maior variagéo na cor do
filme foi expressa no T6. Uma vez que o CN é composto de extrato de
carne (3g) e peptona (5g). A deterioracdo causada no CN é decorrente da
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degradacdo proteica, que pela formagdo de compostos nitrogenados e
amonia tende a elevar o pH do meio (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

J4 os caldos CA e VM/ VP sofreram diminuigéo do pH a medida
em que ocorreu o crescimento da E. coli. O filme no CA apresentou
elevado AE, embora tenha expressado a cor em tons proximos (H® entre
62,24 e 80,90). O comportamento ideal para a mudanca da cor foi
observado no filme do caldo VM/ VP, apresentando variacdo da cor mais
elevada (AE 38,01) gradativa (H® de 210,96 para 75,96) a medida em que
0 pH diminuiu.

O caldo VM/ VP, apresenta em sua composicdo peptona (79) e
glicose (5g), em pH 6,90. O CA foi elaborado com base na composi¢do
do VM/ VP, portanto tem em sua composi¢do o extrato de carne e a
glicose. Nestes meios foi observada a diminui¢do do pH, indicativo do
metabolismo da glicose pela formacdo de 4&cidos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

O filme controle ndo apresentou modificacdo na cor durante o
periodo testado. Em geral, o CN apresentou pouca variacdo da cor em
comparagdo com os demais, porém todos os meios de culturas se
demonstraram adequados para avaliacdo da eficiéncia do filme indicador
de pH.

O mesmo filme (70/30/10) submetido a meios de cultura distintos
apresentou variagdo da cor de acordo com o metabolismo da bactéria no
meio analisado. O filme também teve eficaz mudanca de cor mesmo em
pequenas mudancas nas condi¢cbes de pH, corroborando com os
resultados dos parametros da cor (Tabela 4). Assim, o filme indicador de
pH ¢ considerado aplicavel em diversas matrizes alimentares, uma vez
gue permite a mudanca consideravel de coloracdo quando a deterioracdo
do alimento acarreta na acidificagdo ou basificagdo do meio.

3.12 Ativacéo do filme indicador de pH

Os filmes 70/30/10 + EC25/25, 70/30/10 + EC35/15 e 70/30/10
+ EC50/0 apresentaram tons proximo ao vermelho (H® < 15) e se
classificaram com maior AE do que os filmes obtidos do EH. As
diferengas na cor apresentadas pela adicdo dos extratos EC e EH aos
filmes sdo apresentadas na Figura 17 e seus parametros expressos nas
Tabelas 14 e 15.
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Figura 17 — Expresséo da cor dos filmes com extratos de antocianinas

70/30/10 + EC25/25 70/30/10 + EC35/15 70/30/10 + EC50/0
70/30/10 + EH25/25 70/30/10 + EH35/15 70/30/10 + EH50/0

Tabela 14 — Pardmetros L*, a* e b* para os filmes obtidos a partir do extrato de
antocianina

L* a* b*
70/30/10 + EC25/25 60,93 57,65 14,44
70/30/10 + EC35/15 54,97 55,32 15,23
70/30/10 + EC50/0 59,67 57,35 11,77
70/30/10 + EH25/25 66,89 44,10 3,10
70/30/10 + EH35/15 81,54 9,63 1,34
70/30/10 + EH50/0 76,59 17,81 6,35
controle 92,68 0,04 3,30
Azul Bromotimol 68,27 2,81 56,17
70/30/10 36,97 2,78 -14,34

Tabela 15 — Coordenadas C* e H° e variacéo total da cor dos filmes obtidos a
partir dos extratos de antocianina EC e EH

Filme Cc* H° AE
70/30/10 + EC25/25 58,69 13,79 66,28
70/30/10 + EC35/15 57,00 15,25 67,91
70/30/10 + EC50/0 58,05 10,92 66,34
70/30/10 + EH25/25 44,00 3,00 51,10
70/30/10 + EH35/15 9,05 6,34 14,35
70/30/10 + EH50/0 17,00 6,00 23,53
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Para determinacdo da eficiéncia dos filmes indicadores de pH,
foram escolhidas as formulagGes 70EC25/25, 70EC35/15 e 70EC50/0 dos
filmes contendo os extratos, caracterizadas como as mais promissoras
para variacédo da cor.

O pH inicial do pescado foi de 6,40, que sofreu aumento apds 5
dias, chegando em valor final de 7,43. O pH do pescado naturalmente se
apresenta proximo a neutralidade o que favorece a atuagdo da microbiota
deteriorante. Assim, os filmes testados sofreram variacdo na tonalidade
da cor com o acréscimo do pH. Inicialmente se apresentavam sob a
coloragdo vermelha (H® = 15) que no final do experimento se caracterizou
como amarelo tendendo ao verde (H® > 90). A intensidade da cor (C* =
60) se manteve nos filmes 70EC25/25, 70EC35/15 e 70EC50/0.

O filme 70/30/10 contendo as antocianinas comerciais
apresentou menor variagdo na tonalidade e menor AE dentre os filmes
testados. A formulagdo contenho o corante azul de bromotimol como
indicador de pH demonstrou comportamento satisfatorio de mudanca de
cor. O filme controle, mais uma vez, ndo se demonstrou efetivo na
variagdo da cor em decorréncia da deterioracdo do pescado.

Tabela 16 — Coordenadas C* e H® e variacéo total da cor dos filmes em ativagéo
em matriz alimentar

70/30/10 + EC25/25 70/30/10 + EC35/15 70/30/10 + EC50/0

c* H° AE C* H° AE Cc* H° AE

DIA1 58,69 13,79 - 57,00 15,25 - 58,05 10,92 -
DIA2 57,00 1525 3,74 46,17 1765 1489 57,00 1525 4,58
DIA5 3500 9000 6082 29,61 101,68 62,87 860 144,46 64,00

Azul Bromotimol 70/30/10 controle
C* H° AE C* H° AE C* H° AE
DIA1 56,03 87,95 - 14,14 278,13 - 3,00 90,00 -

DIA2 5015 9457 1166 6,00 270,00 13,74 3,00 90,00 3,00
DIAS 3228 106,18 3570 360 21369 17,02 3,00 90,00 3,00

Os filmes contendo as microparticulas do extrato EC sdo efetivos
na determinacéo do grau de deterioracdo de alimentos pereciveis. Ainda,
pouca variagdo no pH é necesséria para desencadear a ativacdo e
expressao da cor nos filmes.

Com base nos resultados obtidos para a aplicacdo do filme
70/30/10 tanto no pescado quanto no crescimento microbiano (Figura 18),
a mudanca de cor apresentada classifica o filme como potencial aplica¢éo
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na industria alimentar. Os valores para AE e a variagdo no H® para ambas
as andlises sugerem efetividade na determinacéo indireta da deterioracao
de alimentos pereciveis.

Figura 18 — Ativacdo dos filmes em matriz alimentar ap6s 5 dias
70/30/10 + EC25/25 70/30/10 + EC35/15 70/30/10 + EC50/0

QI 4

controle Azul Bromotimol 70/30/10

Da mesma forma, os filmes obtidos a partir do EC expuseram
comportamento ideal na mudanca de cor durante a deterioracdo do
pescado. As antocianinas empregadas permitiram a visualizagdo
facilitada da mudanca de cor, fazendo com que os filmes tenham potencial
aplicacdo na seguranca alimentar.

Assim, caso estes alimentos sejam submetidos a condi¢des de
temperatura que favoreca o crescimento de micro-organismos, um
sistema de embalagem contendo os filmes 70/30/10, 70/30/10+EC25/25,
70/30/10+EC35/15 e o 70/30/10+EC50/0 sera capaz de determinar a
deterioragdo por meio de mudanca visual na cor da embalagem.
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CONCLUSAO

Os filmes com maior teor de QTS se apresentaram mais resisténtes, porém
mais rigidos. As formulagGes contendo maior proporcao de PVA tiveram
maior elongacdo. O &ngulo de contato formado pelo filme 70/30/10 em
agua, foi maior do que os demais filmes testados, indicando maior
hidrofilicidade por esta formuagdo. Os filmes contendo antocianinas
sofreram influéncia do pH nos parametros de cor, conforme esperado. A
formulacdo 70/30/10 teve melhor varicdo da cor em detrimento da
mudanca do pH. A interacdo entre os polimeros e a adi¢cdo de ANT nos
filmes foram confirmadas por espectroscopia no IV e por DSC. A
mudanca da cor ocorreu nos filmes testados de acordo com a mudanca
nas condicGes de pH dos ensaios microbioldgico e na matriz do pescado.
Os resultados mostraram que os filmes indicadores de pH testados
apresentam sensibilidade a mudanca do pH. Assim, quando em um
sistema de embalagem inteligente, sdo eficazes na determinacdo indireta
da deterioragdo de um alimento perecivel. Ainda, os extratos de
antocianias apresentaram maior expressao da cor quando obtidos a partir
do extrato concentrado. A aplicacdo dos extratos de antocianinas do
repolho roxo nos filmes de quitosana e PVA testados tiveram melhor
expressao da cor frente a determinacéo da deterioracdo no pescado do que
os filmes contendo extrato de antocianinas comercial.
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