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ARAUJO, P. L. Embalagem Inteligente adicionada de betalainas extraidas de
beterraba (Beta vulgaris L.) como indicador de frescor em peixe. 2024. 72 f.
Dissertacdo de mestrado. Programa de Pos-graduagcdo em Tecnologia
Agroalimentar — Universidade Federal da Paraiba.

RESUMO

O peixe € um alimento importante na alimentagdo humana, devido ao seu perfil
em acidos graxos essenciais poli-insaturados. No entanto, esta caracteristica o
faz bastante susceptivel as alteragdes sensoriais e fisico-quimicas indesejaveis,
ocasionadas pela oxidagao lipidica. Estes fatores limitantes, aliados ao alto grau
de exigéncia do mercado consumidor, requerem o desenvolvimento de
mecanismos para monitoramento da qualidade para esta matéria prima, como
as embalagens inteligentes. Assim, objetivou-se elaborar uma embalagem
inteligente adicionada de betalaina extraidas de beterraba (Beta vulgaris L.)
como indicador de frescor de peixe e avaliacdo das mudancas colorimétricas da
embalagem e parametros de qualidade do filé de tilapia embalado. Além disto,
foi realizada a caracterizacado do extrato e avaliada as caracteristicas térmicas,
mecanica, morfoldgicas e colorimétricas da embalagem. Foram avaliados trés
tratamentos: C (controle), T2,5% (adigdo de 2,5% de extrato) e T5,0% (adi¢cado
de 5,0% de extrato). O extrato de beterraba apresentou conteudo significativo de
betalainas (644,85 mg/L), compostos fendlicos totais (540,60 mg EAG/100g),
atividade antioxidante por DPPH (0,95 umol ETrolox/mL), FRAP (3,62 umol
ETrolox/mL) e ABTS (2,92 umol ETrolox/mL), além de parametros de cor
desejaveis. As caracteristicas fisico-quimicas, pH, bases volateis (NBVT) e
oxidagao lipidica (TBA) da tilapia apresentaram em concordancia com as normas
exigidas pela legislacao brasileira vigente para peixes e pescados. As imagens
da microscopia eletronica de varredura dos tratamentos C e T2,5% em sua
maioria apresentaram superficie e secado transversal homogéneas, sem a
presencga de ranhuras ou de qualquer outro espago vazio. As embalagens foram
aplicadas por headspace no filé de tilapia e analisados no decorrer de quatro
dias sob temperatura ambiente, apresentando alteracbes de coloracdo nas
embalagens, com diminuicdo dos valores da cor vermelha (a*) e consequente
aumento da cor amarela (b*). Os valores de pH, da contagem total de bactérias
e de NBVT foram elevados no ultimo dia de monitoramento, porém, os valores
de TBA n&o tiveram alteragdes significativas com valor maximo de 0,4 mg
MDA/Kg. Portanto, a aplicacdo de embalagem inteligente adicionada do extrato
de beterraba em filé de peixe foi eficiente para indicar a qualidade do peixe
através de modificagbes colorimétricas das embalagens, bem como aumentar a
estabilidade frente aos parametros de NBVT e contagem total de bactérias.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus; Sustentabilidade; indicador de frescor
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ABSTRACT

Fish is an important food in the human diet, due to its profile in essential
polyunsaturated fatty acids. However, this characteristic makes it very
susceptible to undesirable sensory and physicochemical changes caused by lipid
oxidation. These limiting factors, combined with the high level of demand from the
consumer market, require the development of mechanisms to ensure greater
stability and quality monitoring for this raw material, such as intelligent packaging.
Thus, the objective was to develop a smart packaging added with beet extract
(Beta vulgaris L.) by headspace in the tilapia fillet, and evaluate the colorimetric
changes of the film and quality parameters of the tilapia. In addition, the extract
was characterized and the thermal, mechanical, morphological and colorimetric
characteristics of the packaging were evaluated. Three treatments were
evaluated: C (control), T2.5% (addition of 2.5% extract) and T5.0% (addition of
5.0% extract). Beetroot extract showed significant content of betalains (644.85
mg/L), total phenolic compounds (540.60 mg EAG/100g), antioxidant activity by
DPPH (0.95 pmol ETrolox/mL), FRAP (3.62 umol ETrolox/mL) and ABTS (2.92
pmol ETrolox/mL), in addition to desirable color parameters that are perceptible
to the human eye. The physicochemical characteristics, pH, volatile bases
(NBVT) and lipid oxidation (TBA) of tilapia were in accordance with the standards
required by current Brazilian legislation for fish and fish. The scanning electron
microscopy images of the C and T2.5% treatments mostly showed a
homogeneous surface and cross-section, without the presence of grooves or any
other empty space. The films were applied by headspace to the tilapia fillet and
analyzed over the course of four days at room temperature, showing color
changes in the packaging, with a decrease in red color values (a*) and a
consequent increase in yellow color (b*). The pH, total bacterial count and NBVT
values were high on the last day of monitoring, however, the TBA values had no
significant changes with a maximum value of 0.4 mg MDA/Kg. Therefore, the
application of intelligent headspace packaging added with beet extract (Beta
vulgaris L.) to tilapia fillet was efficient in indicating the quality of the fish through
colorimetric modifications of the films, as well as increasing stability against NBVT
and total bacteria count.

Key words: Oreochromis niloticus; Sustainability; freshness
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1 INTRODUGAO

As embalagens inteligentes sdo materiais projetados para detectar em
tempo real mudangas no pH do alimento, alteracbes da temperatura no meio
externo ou, ainda, modificagdes na concentracéo de gases no espaco livre entre
a embalagem e o alimento, sendo que, essas mudangas podem ser associadas
com a qualidade do produto (GHAANI et al., 2016; PELICIOLI, 2019). As
mudangas de cor da embalagem indicadora representam um método simples e
visual para detectar altera¢cdes de qualidade de produtos alimentares (CHOI et
al.,2017), as quais ocorrem por meio de reagdes entre compostos ativos
incorporados a matriz polimérica, os quais podem responder as variagdes de pH

e mudangas microbiolégicas do alimento ao longo do seu armazenamento.

Os compostos ativos adicionados as matrizes poliméricas podem ser
provenientes de Oleos essenciais, extratos ou compostos sintéticos isolados.
Dentre os compostos naturais, destaca-se o corante presente na beterraba (Beta
vulgaris L.), que € um dos mais importantes utilizados na industria de alimentos,
devido a sua facil extragao, poder de coloragao e capacidade de estabilizacdo
de radicais livres (MEIRELES et al, 2020; CAl; SUN; CORKE, 2003; STINTZING;
CARLE, 2007).

A raiz da beterraba possui a coloracao avermelhada/arroxeada devido a
presenca das betalainas. Estas sdo moléculas estaveis na faixa de pH de 3 a 7,
mas que podem sofrer variagdes estruturais e de cor (de vermelho a amarelo)
em condi¢cdes alcalinas (GANDIA- HERRERO, ESCRIBANO, GARCIA-
CARMONA, 2016; GENGATHARAN et al., 2015; QIN et al., 2020), podendo ser
utilizadas como indicadores naturais para elaboracdo de embalagens

inteligentes.

O desenvolvimento de embalagens inteligentes em substituicdo as
embalagens convencionais, € uma alternativa, as quais além de servirem como
meio de acondicionamento e barreira aos impactos fisicos e/ ou mecanicos,
também possuam fungdes adicionais benéficas aos consumidores, como
informar a qualidade do produto independente do prazo de validade. O alto grau
de exigéncia do mercado consumidor quanto as caracteristicas fisico-quimicas

de peixe, requer o desenvolvimento de mecanismos para informar a qualidade
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fisico-quimica, sensorial e microbiolégica desta matéria prima, além de alguns
fatores limitantes como os processos de oxidacdao (JORGE, 2013;
BITTENCOURT et al., 2021).

Uma das razdes determinantes para a redugao da vida de prateleira nos
peixes e, consequentes mudangas sensoriais e nutricionais, € a oxidagao dos
acidos graxos. Atrelado a isto, tem-se a degradagcdo por microrganismos,
influenciando na formacéo de compostos como: aménia e aminas, didxido de
carbono e acidos orgénicos, estando estes relacionados as modificagdes no pH
interno e externo a matriz analisada e ao ambiente a que esta sendo exposto
(NAGHDI; REZAEI; ABDOLLAHI, 2021).

Sabe-se que o peixe € uma interessante fonte de nutrientes na
alimentagdo humana por conter proteinas de alta qualidade nutricional,
vitaminas, em especial as vitaminas A e E, minerais e acidos graxos poli-
insaturados (PUFA). A constituicdo e deposigao desses lipidios condicionadas a
alguns fatores bioldgicos de acordo com cada espécie, ao meio ambiente, ao
habitat, a salinidade da agua e a estagao do ano, podendo entéo, a depender do
grau de insaturagdes desses lipidios, acelerar ou ndo o processo de deterioragéo
do peixe (KHEIRI; ALIAKBARLU; TAHMASEBI, 2022).

Neste contexto, a hipotese deste estudo é que a betalaina presente no
extrato de beterraba serve como pigmento para a embalagem inteligente,
servindo como indicativo para o consumidor com relagdo a qualidade da carne,
mesmo que ainda esteja dentro do prazo de validade, pois com a diminuigao do

frescor do filé de tilapia é provocada a mudanca de coloragao na embalagem.

Logo, o objetivo deste estudo foi elaborar uma embalagem inteligente
adicionada de betalaina extraidas de beterraba (Beta vulgaris L.) como indicador
de frescor de peixe e avaliagao das mudancas colorimétricas da embalagem e

parametros de qualidade do filé de peixe embalado.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 EMBALAGEM

Segundo a RDC n° 91/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o sistema de embalagem trata do objeto que deve estar em contato
direto com o produto, com o intuito de garantir a vida util, conter, proteger de
interferéncias externas e armazenar. As embalagens para alimentos devem ser
elaboradas seguindo o manual das boas praticas de fabricagdo para que nao
exista a transferéncia de compostos para o alimento que sejam téxicos ou que
estejam acima do limite superior estabelecido de modo que ndo provoque
modificagdes nas caracteristicas sensoriais e/ou apresente risco a saude
humana.

A embalagem ¢é wum importante método de preservagdo e
acompanhamento da qualidade dos alimentos tanto para prote¢cdo, como
transporte e aquisigdo. O aumento das exigéncias do mercado consumidor e
estilo de vida das pessoas elevaram a procura por produtos de alta qualidade,
com processamento minimo e vida de prateleira ampla, estimulando o
desenvolvimento de novas tecnologias de embalagem. Podendo destacar as
embalagens ativas e embalagens inteligentes (FIORUZ; MOHI-ALDEN; OMID,
2021).

2.1.1 Embalagem Inteligente

Embalagens Inteligentes (El) sdo uma tecnologia em progresso na area
das embalagens para alimentos, tendo como objetivo a rastreabilidade, qualidade
e seguranga dos alimentos. Ou seja, a ciéncia que insere os equipamentos de
comunicagao para um sistema de embalagem a fim de acompanhar possiveis
alteragcbes nas caracteristicas externas e internas aos produtos, informando a
condicdo do sistema de embalagem aos interessados ao longo da cadeia de
producao, abastecimento e compra (FIORUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021). As
embalagens inteligentes podem dialogar com o consumidor de maneira visual e
em tempo real, comunicando sobre a qualidade e frescor do peixe com auxilio de

biossensores, sejam estes tags ou etiquetas de baixo custo e facil acesso.

Estas El podem ser elaboradas através da utilizacdo de proteinas e
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polissacarideos, como amido e celulose, originados a partir de residuos
produzidos pela industria de alimentos, resultando em embalagens
biodegradaveis que podem ser comestiveis ou ndo. Uma possibilidade para a
elaboracao das El € o uso de polimeros biodegradaveis como gelatina, amido e
carragena que podem também ser atribuidas de caracteristicas funcionais por

meio da adigdo de extratos vegetais ou 6leos essenciais (GASTI et al., 2021).

Sendo assim, a tecnologia de informacéao esta cada vez mais eficiente e
acessivel, contribuindo positivamente na indicacdo do frescor e qualidade dos
alimentos para o consumidor sem que exista tanta dependéncia pelos prazos de
validade descritos nas embalagens (ONGARATTO; VITAL; PRADO, 2022).

As embalagens inteligentes oferecem qualidade a mais do que os sistemas
de embalagem convencionais, 0s quais se preocupam em apenas proteger e
conter os alimentos. As El podem ser elaboradas com sistemas de funcionamento
diversos, seja para indicar o frescor dos alimentos e troca de informagdes para o
consumidor, como as que monitoram o frescor e o pH, as indicadoras de tempo-
temperatura (TTI), ou como os dispositivos para rastreabilidade para as
condicbes de armazenamento e transporte do produto (SOBHAN;
MUTHUKUMARAPPAN; WEI, 2021). As TTI e indicadoras de frescor sdo os
sistemas mais largamente empregados para a indicagao de alteracdes de cor
utilizados nas embalagens para alimentos (FORGHANI; ALMASI; MORADI,
2021).

2.1.1.2 Embalagens indicadoras de frescor e pH

As embalagens indicadoras de frescor e pH possuem mecanismos para
sinalizar a degradacéo de alimentos de modo direto ou indireto. E importante que
alguns pontos sejam levados em consideragao para escolha desses indicadores
na elaboracdo dessas embalagens, a exemplo, da temperatura de
armazenamento, composi¢cao de degradagao do alimento e perfil microbioldgico
deteriorante (WANG et al., 2015; FANG et al., 2017).

Nesse sentido, é fundamental o conhecimento prévio dos metabolitos que
indicam a qualidade dos alimentos de acordo com as caracteristicas de cada um.
Os mais comuns para indicagdao da qualidade de peixe sdo os compostos
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nitrogenados (dimetilamina, trimetilamina, amoénia), aminas biogénicas
(histamina), didxido de carbono e de enxofre, glicose, entre outros metabdlitos
(ZHANG et al., 2019; ESFAHANI et al., 2022).

Desse modo, a funcionalidade das embalagens indicadoras de frescor e
pH se da de acordo com o grau de deterioragao do alimento, sendo importante
gue ndo exista a presenga desses metabolitos de inicio para que a embalagem
seja efetiva, pois ao passo que esses compostos vao sendo gerados no produto,
irdo interagir com os pigmentos presentes na embalagem, que sofrerdo reagdes
quimicas ou variagao de pH, alterando a cor dos sinalizadores (ALIZADEH-SAMI
et al., 2020).

Sabe-se que os sinalizadores de frescor e pH mais utilizados pela
industria de alimentos e que interagem com a presenga desses metabolitos séo
os pigmentos sintéticos como, pH azul de bromotimol e roxo de bromo cresol.
Porém, tém-se observado interesse para os corantes naturais na utilizagdo em
embalagens inteligentes como, as betalainas e antocianinas, estes sao
compostos sensiveis a variacdo do pH que é possivel modificar a sua estrutura
e assim apresentar uma nova cor acompanhando simultaneamente a vida util
dos alimentos (QIN et al., 2021).

2.2 BETERRABA

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
(2010), a beterraba (Beta vulgaris L.) € uma hortalica que teve sua origem na
Europa e é pertencente & mesma familia da acelga e espinafre. E normalmente
classificada como uma raiz, porém trata-se de uma parte mais grossa do caule.
As beterrabas estdo divididas ainda em trés grupos, a beterraba agucareira, a
beterraba forrageira e a beterraba mais comumente comercializada no Brasil
como hortaliga. Além de ser abundante em agucares, também possui alto teor
de fibras, minerais e vitaminas como o acido folico e acido ascorbico (LANA et
al., 2022).

A beterraba pode ser consumida de diferentes formas como saladas,
sucos, cozidos, além de ser utilizada como pigmento natural nas industrias de
alimentos, cosmética e farmacéutica, por sua facil extracdo e alto poder de

coloragdo, em consequéncia das betalainas em sua composi¢cao (FLORES-
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MANCHA et al., 2020). As beterrabas possuem fibras, aminoacidos essenciais,
proteinas, carboidrato, micronutrientes (vitaminas e minerais), nitrito, nitrato,

compostos fendlicos e pigmentos soluveis em agua (NIRMAL et al., 2021).
2.2.1 Betalainas

As betalainas s&o um grupo de pigmentos nitrogenados soluveis em agua
formadas a partir do metabolismo secundario das plantas. Estdo presentes em
fungos do género Amanita e Hygrocybe, e também em vegetais da ordem
Caryophyllales, sendo mais comum encontra-las em beterrabas, piatyas,
amaranto e bougainvillea (TABIO-GARCIA et al., 2021; HOWARD et al, 2022).

Sabe-se que existem mais de setenta tipos de betalainas, as quais estao
dispostas em dois grupos conforme a estrutura quimica que apresentam. O
primeiro grupo sdo as betacianinas, caracterizadas por possuirem coloragao
entre o vermelho e o violeta e as betaxantinas que variam entre as cores laranja
e amarela. As duas categorias possuem a mesma estrutura quimica basica com
a presenca do acido betalamico, dois nitrogénios e dois radicais (R1 e R2) o que
as diferem sdo os radicais e seus ligantes, que irdo determinar a cor
predominante (KLUGE; PRECZENHAK, 2016).

Por essas caracteristicas quimicas, esse grupo de pigmentos possui
estrutura diferente de outros grupos colorantes naturais de cor semelhante
como, flavonoides e antocianinas, sendo este ultimo grupo e as betalainas
especificos em plantas, de modo que os dois ndo estdo presentes
simultaneamente na mesma espécie, pois além das betalainas possuirem
nitrogénio, elas tém como precursor o aminoacido tirosina, que n&o ocorre nas
antocianinas (NOWACKA et al., 2019; LOMBARDELLI et al., 2021).

Alguns fatores positivos que tornam as betalainas estaveis sao alto grau
de acilagao e glicosilagao, pouca atividade de agua, pigmento concentrado, pH
estavel entre 3,0 e 7,0 e existéncia de antioxidantes. Enquanto, fatores que
desestabilizam as betalainas sdo metais catibnicos, oxigénio, perdxido de
hidrogénio, altas temperaturas e enzimas degradantes. Apesar da sensibilidade
térmica, possuem potencial antioxidante cerca de duas vezes maior que as
antocianinas (TUTUNCHI et al., 2019).
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2.3 QUALIDADE DO PEIXE

O peixe, um alimento frequente na dieta humana, € rico em acidos graxos
poli-insaturados, proteinas de excelente valor nutricional, vitaminas E, A e
diversos minerais. No entanto, apesar de seu valor nutricional elevado, o peixe
e seus produtos derivados séo altamente pereciveis. Portanto, € necessario um
cuidado especial na sua venda e armazenamento para assegurar a qualidade e
a durabilidade do produto (CHEN et al., 2022).

A queda no frescor dos peixes se da em decorréncia da deterioracao
iniciada desde o momento da pescaria, reforgcando a influéncia do manuseio
correto e adequado em todos os processos da captura até a comercializagao da
matriz a fim de preservar a qualidade do produto, podendo essas fases
interferirem na atividade enzimatica, bacteriana e oxidativa. A velocidade da
deterioragcdo € dependente dos métodos de conservagdo, como também o

tamanho do peixe, espécie, abate e armazenamento (DUARTE et.al, 2020).

Alguns fatores extrinsecos responsaveis por potencializar a deterioragcao
microbiana em peixes podem ser, microrganismos externos, umidade,
temperatura, presenga ou auséncia de gases. Ja, os fatores intrinsecos como,
atividade de agua (Aa), pH, umidade, condi¢cbées bioldgicas e potencial de
oxidagdo e redugdo (UMARAW et al., 2020), também influenciam na

deterioracado acelerada deste produto.

Caracteristicas sensoriais (olfativa e visual) devem ser levadas em
consideragao para que seja feita a avaliacao da qualidade de peixes crus inteiros
como: aparéncia da pele e escamas, brilho, formato e cor dos olhos, branquias
e guelras. Além da textura da carne, deve-se pressionar o dedo no dorso para
sentir a firmeza, verificar a existéncia ou ndo de muco e, observar também, a cor
e odor do peixe (EMBRAPA, 2011).

Algumas metodologias foram desenvolvidas para averiguar a qualidade
dos peixes além das caracteristicas sensoriais, como indicadores quimicos que
calculam a quantidade dos metabolitos de trifosfato de adenosina (ATP) e
quantificagdo das bases nitrogenadas volateis (NBVT), padrao fisico de dureza,
contagem microbioldgica (contagem total de bactérias e de Escherichia coli) e
analise do pH (YU et al, 2021).
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As embalagens inteligentes vém sendo empregadas para monitorar a
qualidade destes produtos, através da sinalizagao dos indicadores de qualidade
do produto (UMARAW et al., 2020; DIRPAN et al., 2022).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1LOCAL DE EXECUGAO

O experimento e as analises foram realizadas no Laboratorio de
Cromatografia e Espectrometria (LACE), no Laboratério de Analise Fisico-
quimica (LAFQ) e no Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LMA) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) no Centro de Ciéncias Humanas,
Sociais e Agrarias (CCHSA), campus lll, Bananeiras/PB, municipio localizado na
microrregido do Brejo Paraibano, situado a 544 metros de altitude com as
seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 6° 45’ 4” Sul, Longitude: 35° 38’ 0”
Oeste (IBGE, 2022).

Durante o experimento foi acompanhada a variagdo de temperatura e
umidade relativa do ar com valores médios de 25,6°C e 68,50%,
respectivamente, uma vez que, alteragdes nos valores dessas variaveis podem
ocasionar modificagdes nas caracteristicas da embalagem. Ja a caracterizagéo
das embalagens foi realizada no Laboratério de Combustiveis e Materiais
(LACOM/UFPB) no Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN), campus

I, Jodo Pessoa/PB. O fluxograma pode ser visualizado abaixo (figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma das etapas de execugéo experimental.
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3.2 OBTENGAO DAS MATERIAS-PRIMAS

As beterrabas para elaboragdo do extrato foram adquiridas em comércio
local da cidade de Jodo Pessoa/PB, municipio localizado na regido litoranea do
estado da Paraiba, enquanto o filé de tilapia foi fornecido pelo Laboratério de
Ranicultura e Produtos da Aquicultura (LRPA/CCHSA/UFPB), campus lll,
Bananeiras/PB. Os insumos para elaboracdo da embalagem inteligente foram:
gelatina em po, incolor e sem sabor da marca Dr. Oetker®, obtido em comércio
local da cidade de Campina Grande/PB, Alginato de S6dio Reagente P.Ada ACS

Cientifica® e Glicerina P.A da Quimica Moderna®.

Figura 2 — Beterraba (Beta vulgaris L.)

Como forma de caracterizacdo das beterrabas, O °Brix foi medido
conforme a metodologia descrita por Kimbal (1991). As beterrabas foram
trituradas em mixer processador manual (figura 2), em seguida, o liquido
remanescente foi colocado sobre refratbmetro digital (Megabrix, série
automotiva) e realizada a leitura. O valor verificado para o °Brix das beterrabas

utilizadas para elaboragao do extrato foi de 5,9%.

3.3 ELABORACAO DOS EXTRATOS
A fim de encontrar o extrato com melhor potencial de uso nas embalagens
inteligentes, foi realizado um planejamento fatorial 22 com trés pontos centrais, o
qual gerou 7 ensaios (Tabela 1). Os ensaios foram analisados em relagéo as
variaveis respostas: teor de betalainas, compostos fendlicos totais e cor

(parametros L*, a*, b*).


https://www.lojanetlab.com.br/megabrix
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Tabela 1 — Niveis codificados das variaveis do planejamento fatorial 22 para

elaboracao dos extrat

0S

E1 E2 E3 E5 E6 E7
Solvent Agua Etano Agua FEtano Etanol:Agu Etanol:Agu Etanol:Agu
e 100 | 100 a (70:30%) a(70:30%) a (70:30%)
% 100% % 100%
pH 3,0 3,0 7,0 7,0 5,0 5,0 5,0

E1 — Ensaio 1; E2 — Ensaio 2; E3 — Ensaio 3; E4 — Ensaio 4; E5 — Ensaio 5; E6 — Ensaio 6;

E7 — Ensaio 7.

Os extratos foram obtidos segundo a metodologia descrita por Dallagnol

(2013), com modificagdes (figura 3), em concentragcdo 1:2 (amostra:solvente).

Apos a adigao do solvente e homogeneizagao a solugao passou por agitacéo

mecanica em incubadora shaker (Luca-223, Lucadema), a uma velocidade de

250 rpm e temperatura de 25 °C durante 4 h. Apos o periodo de agitacao, foi

colocado em banho ultrassénico por 30 min e em seguida, deixado em repouso

em geladeira de um dia para o outro (16 h). Passado o tempo em repouso, foi

filtrado a vacuo (figura 4), armazenado em frasco ambar e levado para o ultra

freezer (-80°C) até sua utilizagao.

Figura 3 — Fluxograma do processamento para obtencdo do extrato de
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Figura 4 — Extrato de Beterraba.

3.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE BETERRABA

3.4.1 Quantificacao do teor de betalainas

A quantificacdo de betalainas (BLC) foi determinada por
espectrofotometria de acordo com Nilsson (1970) com adaptacdes, cujos
resultados foram expressos em mg/L de extrato. Foi realizada a leitura do extrato
em dois comprimentos de onda distintos, 480 nm para betaxantinas (Bx) e 538
nm para betacianinas (Bc). Em seguida, esses valores foram aplicados
separadamente na equacao 1 para quantificar as betaxantinas e as betacianinas
presentes no extrato. Em seguida os resultados obtidos foram aplicados na

equacéo 2 para quantificacdo do teor de betalainas:
Equacéao 1:
BLC [mg. L] =(A x DF x PM x 1000) / (g x 1)
Em que:
A — Valor de absorcéo;
DF- Fator de Diluicao;
PM — Peso Molecular (g/mol);
€ — Absortividade molar (L/mol.cm);

1 — Caminho éptico da cubeta (1cm);
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Para Bx o peso molecular € 339 g/mol e a absortividade molar
corresponde a 48.000 L/mol.cm em agua (H20). Ja, para Bc, o peso molecular é

550 g/mol e a absortividade molar corresponde a 60.000 L/mol.cm em H20.
Equacao 2:
BLC =Bx + Bc
Em que:
BLC — Quantificacdo de Betalainas;
Bx — Betaxantinas;
Bc — Betacianinas;

3.4.2 Teor de compostos fendlicos totais
Utilizou-se o método de Folin-Ciocalteu, segundo Singleton e Rossi
(1965). Os resultados foram expressos em equivalente de acido galico (mg
EAG/g extrato) de acordo com a curva padrao de acido galico preparada no

momento da analise.

3.4.3 Atividade antioxidante

A atividade de radicais livre do extrato de beterraba foi determinado pelo
método sequestrador de radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila
radical) seguindo a metodologia descrita por Rufino et al. (2007). Para a
capacidade antioxidante de reducao do ferro foi determinada pelo método de
FRAP (ferric reducing antioxidant power) descrita por Benzie et al. (1996). A
determinagcdo da capacidade de sequestrar o radical 2,2’ -azino-bis-(3-
etilbezotiazolina-6-acido sulfénico ABTS-") seguindo o método descrito por
Rufino et al. (2007). Os resultados foram expressos em umol equivalente
Trolox (TE)/mL extrato.

3.4.4 Colorimetria

O parametro de cor foi avaliado utilizando o Colorimetro 3nh TEC-200

*

para leitura dos parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de

vermelho/verde) e b*(intensidade de amarelo/azul).
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3.5PREPARO DAS EMBALAGENS
As embalagens foram elaboradas em trés formulagdes (Tabela 2).

Tabela 2 — Materiais utilizados na elaboragdo das embalagens adicionados do
extrato de beterraba (Beta vulgaris L.).

MATERIAIS

FORMULAGOES  Agua Extrato  Alginato  Glicerol  Gelatina
(m/m) (m/m) 1% (m/m) 1% (m/m) 2% (m/m)

Cc 432 - 4,5 4,5 9,0
T2,5% 420,75 11,25 4,5 4,5 9,0
T5,0% 409,5 22,5 4,5 4,5 9,0

C (embalagem controle): embalagem elaborado com a formulagéo base sem a adigédo do extrato
de beterraba; T2,5%: embalagem elaborado com a formulagdo base e a adigdo de 2,5% do
extrato de beterraba com relagdo ao volume total; - T5,0%: embalagem elaborado com a
formulagao base e a adi¢do de 5,0% do extrato de beterraba com relagdo ao volume total;

As embalagens foram elaboradas pela técnica de espalhamento (casting)
de acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2018), com modificagdes.
Foi utilizado gelatina (2% m/m), alginato (1% m/m) e glicerol (1% m/m). A gelatina
(2% m/m) foi dispersa em agua destilada sob homogeneizagdo. Em seguida, foi
adicionado alginato (1% m/m) e glicerina (1% m/m) ainda sob homogeneizagao
e submetidos ao aquecimento em manta térmica com agitacédo a 90 °C por 10
minutos. Quando a solugédo atingiu 40 °C o extrato de beterraba foi adicionado
em diferentes concentragcdes (2,5% e 5,0%) e homogeneizado, por
aproximadamente 5 min. Posteriormente, foi vertido 45 g da solugdo em placas
de petri estéreis (140 x 15 mm), e submetidas a secagem em estufa de ar
circulante (Estufa com Circulagdo e Renovagéao de Ar SL-102, Solab) a 50 °C por

aproximadamente 15 h (figura 5).
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Figura 5 — Fluxograma da elaboracdo das embalagens indicadoras
adicionados do extrato de beterraba.

Dispersao da Gelatina Adicao do Glicerol Adigdo do Alginato
em agua (2% m/m) (1% m/m) (1% m/m)
Adicdo do Extrato de Resfriamento da Agitacdo constante
Beterraba (2,5% e 5%) solucido até 40°C 90°C por 10 min
Homogeneizacdo por Verter em placas de Secagem em Estufa
Smin Petri 45g da solucao 50°C por 15h

3.6 CARACTERIZACAO DAS EMBALAGENS
As embalagens foram analisadas, quanto as propriedades mecanicas,

fisicas, opticas, térmicas e permeabilidade.

3.6.1 Espessura e Propriedades Mecanicas

A espessura foi determinada utilizando-se um paquimetro digital da marca
Mitutoyo, com divisées de 0,01 mm, em quatro pontos aleatdrios para todas as
embalagens. A resisténcia a tracao (TS) foi avaliado utilizando um instrumento
de ensaios estaticos da SHIMADZU - Linha AGS - X 10 Kn, atuando conforme
as instrucbes da ASTM D882-12 (ASTM, 2012). Os corpos de prova foram
cortados em tiras (80 x 15 mm) e presos entre as garras do equipamento, na
posicao inicial de 50 mm e com a velocidade de separacao das garras de 12,5

mm/min. Foram realizadas 10 repeticdes para cada formulacéo.

3.6.2 Colorimetria das embalagens
O parametro de cor foi avaliado utilizando o Colorimetro 3nh TEC-200

*

para leitura dos parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de

vermelho/verde) e b*(intensidade de amarelo/azul).
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3.6.3 Permeabilidade ao Oxigénio

O teste de permeabilidade das embalagens ao gas oxigénio foi realizado
em um equipamento GPD-C Brugger de acordo com as normas ASTM D 1434 e
ISO 15105/1 a uma temperatura controlada em 25°C. O teste foi iniciado com a
evacuacgao continua do sistema durante 20 minutos. Apds término da evacuacgéao,

a coleta de dados ¢ iniciada pelo equipamento.

A area da embalagem testada corresponde a 78,4cm? Neste teste a
permeabilidade das embalagens (P) € calculada multiplicando-se o valor da
solubilidade (S) pela difusividade (D) do material ambas obtidas no ensaio
(Equacéao 2). O equipamento informa a solubilidade sob condi¢des padrao de
temperatura e presséo - STP - (0°C, 1 atm) em unidades de cm3STP/cm3-bar e
a difusividade em cm?/s. O resultado da permeabilidade é expresso em
cm3STP/cm-s-bar. O valor é multiplicado por 3600 s/h para obter a

permeabilidade expressa em cm3STP/cm-h-bar

P=DSs (2)

3.6.4 Analise Termogravimétrica
A analise foi realizada por meio de um analisador térmico simultdneo
Shimadzu DTG-60H (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Foi pesada
aproximadamente 5 — 10 mg da amostra e depositada em cadinho de alumina
com atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50 mL/min, e aquecidas de 25 a 900 °C

com razao de aquecimento de 10 °C/min.

3.6.5 Espectroscopia Infravermelha com Transformada de Fourier (FTIR)

A analise foi realizada de acordo com ASTM D5477-11 (ASTM, 2011). A
determinacao foi feita por meio de um espectrofotdmetro Shimadzu IR Prestige-
2, com reflectancia total atenuada (ATR), na faixa de 4000 a 600 cm’, resolugédo

de 4 cm™ e 40 de varredura.
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3.6.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrbnica de Varredura foi realizada para avaliar a
morfologia da superficie das embalagens. As amostras foram fixadas em suporte
metalico com fita dupla-face de carbono e revestida com uma fina camada de
ouro. A analise foi performada em um microscopio modelo MIRA-3 LMH (Marca
Tescan Sao Paulo, SP, Brasil), fonte de alto brilho, alto vacuo. As imagens foram
capturadas através software operacional MiraTC, com uma voltagem de

aceleragao de 5kV, detectores SE, com fluxo de 1750mA e ampliagao de 5000x.

3.7 ANALISE DOS FILES DE TILAIA E APLICACAO DAS EMBALAGENS
INTELIGENTES
3.7. 1 Avaliagao do filé de tilapia
Para a avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do filé de tilapia, o
peixe foi cortado em cubos em tamanhos padronizados 1 cm x 1 cm e triturado
em multiprocessador manual, em seguida foi pesado de acordo com o
recomendado para cada analise. O excedente foi armazenado em saco plastico
e transferidos para ultra freezer (-80°C). Os teores de umidade, cinzas e
proteinas foram determinados utilizando a metodologia descrita nos itens no
950.46.41, 920.153 e 928.08, respectivamente (AOAC, 2012). E o extrato etéreo

foi determinado seguindo os procedimentos de Folch, Lees e Stanley (1957).

3.7.2 Aplicagcao das embalagens no peixe

Para aplicacao das embalagens como indicadores de qualidade, foram
utilizados potes coletores estéreis, o filé de tilapia e as embalagens elaborados.
O centro da tampa dos coletores foi removido, ficando apenas a parte de
encaixe. Em cada recipiente foi pesado, com auxilio de balanga analitica, cerca
de 20 g de filé de tilapia, com espaco livre de aproximadamente 3 cm e fechado
com a embalagem respectivo (figura 7), sendo estes divididos em trés
tratamentos: 12 amostras com embalagem controle (C), 12 amostras com
embalagem de T2,5% e 12 amostras com embalagem de T5,0%. Foram
avaliados os parametros de cor da embalagem e para a qualidade do filé de
tilapia: pH, TBA, N-BVT e contagem total de bactérias. As amostras foram
analisadas em intervalos de 24 horas com periodo total de 96 horas, sendo

realizada todas as analises em ftriplicata. Destaca-se que o armazenamento foi
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a temperatura ambiente (25,15°C) para que o processo de deterioragao do filé
de tilapia fosse acelerado para avaliacdo do comportamento das embalagens

inteligentes.

Figura 7 — Aplicagdo das embalagens indicadoras por headspace em filé de
tilapia.

3.7.3 pH
O pH foi quantificado seguindo as recomendacdes do método 977.20,
descrito pela AOAC (2012).

3.7.4 Oxidacgao lipidica (numero de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico - TBARSs)

A determinacdo da oxidagao lipidica do filé de tilapia foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Rosmini et al. (1996). Em tubo falcon de
50 mL foi pesado 2,5 g da amostra triturada, em sequéncia foi adicionado 5 mL
de solugédo de acido tricloroacético - TCA (10%) e 2,5 mL de agua destilada,
homogeneizado com auxilio do vértex para estimular a extragdo do malonaldeido
(MDA) e centrifugado por 5 min a 3500 rpm. A mistura foi filtrada em tubos falcons
e volume aferido com agua destilada para 10 mL. Em tubos de ensaio (10 mL)
foi adicionado 2 mL da amostra filtrada e 2 mL de acido tiobarbiturico — TBA

(0,02M), aquecido em banho maria a 100 °C por 35 min. Dado o tempo de
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aquecimento, os tubos foram levados para resfriamento em banho de gelo e feita
a leitura da absorbancia a 532 nm em espectrofotdmetro. Os resultados foram

expressos em mg MDA/kg amostra.

3.7.5 Determinacgao de nitrogénio de bases volateis totais (NBVT)

O nitrogénio de bases volateis totais foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Contreras-Guzman (1988) com adaptagdes. Em tubos
de Kjeldahl com tampa foi pesado 10 g do filé de tilapia triturado e adicionado 60
mL de TCA, homogeneizado com auxilio de um bastao de vidro e depois agitado
em vértex por 5 min seguido de repouso por 30 min. Apds o tempo de descanso,
a amostra foi filtrada em funil de vidro com papel filtro adequado, e transferido
20 mL do filtrado para o tubo digestor de proteina e adicionada 2 gotas de
fenolftaleina e 1 g de 6xido de magnésio (MgO) agitado levemente até obter
coloragao rosa e reservado. Em um erlenmeyer de 125 mL foi adicionado 20 mL
de acido bdrico (4%), apos todo esse procedimento, as vidrarias foram acopladas
no aparelho de micro-kjeldahl (Destilador de Nitrogénio SL-74, Solab) para que
fosse feita a destilagdo de 75 mL. Ao atingir o volume do destilado, foi realizada
a titulagdo com &cido cloridrico — HCL (0,01N) até a cor preto-azulado virar
vermelho e anotado o volume de acido gasto. A quantificacéo do teor de N-BVT

das amostras seguiu a seguinte equacao:
N-BVT = (mL de HCL x N x 7 x 67) / Peso da amostra x mL de HCL
Em que:
mL de HCL — Volume gasto na titulagao;
N — Normalidade do HCL (0,01N);

O valor de 67 g corresponde a fragao liquida que estaria em 10 g do filé
de tilapia extraido com 60 mL de TCA. Foi considerado que o peixe tem 70% de

agua, logo, contribuiria com 7 g de agua somado a 60 mL.
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3.7.6 Contagem Total de Bactérias

A contagem total de bactérias foi determinada utilizada a metodologia
descrita pela APHA (2015). A amostra foi diluida em agua peptonada até a
concentragéo 103 e inoculada em placas de petri com agar APC (agar padrao
para contagem). As placas foram mantidas em estufa a 37 °C por 48 h, para

posterior contagem de coldnias.

3.7.7 Perfil eletroforético por SDS-PAGE

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de
sédio (SDS-PAGE) foi aplicada, conforme o método estabelecido por Laemmili
em 1970. Utilizou-se um marcador proteico para estabelecer um padrao de peso
molecular variando de 12 kDa a 225 kDa (Amersham™ ECL™ Rainbow™
Marker - Full Range, GE Healthcare, RPN80OE). Depois de concluida a corrida,
0S géis passaram por um processo de incubacédo, coloracdo, descoloragcédo e

digitalizagao.

Para as amostras do filé de tilapia foram adicionados 20 yL de amostra
no gel. Para o gel de poliacrilamida utilizou-se malha de 12% e no gel de entrada
a malha de 4,5%. A corrida durou entre 2 h 30 minutos a 3 h em condi¢ces
elétricas de 125V, 30 mA e 15 W.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi desenvolvido em Delineamento Inteiramente
Casualizado, composto por trés formulagées de embalagem e trés repeticoes.
Os dados da elaboracdo do extrato, bem como os de espessura, tracdo e
alongamento das embalagens foram avaliados pela Analise de Variancia a 5%
de probabilidade seguido pelo teste de Tukey com auxilio do software SisEapro
(versdo 3.5).

As variaveis de cor, frescor e microbioldgicas foram analisadas por Analise
de Regressao ao longo do tempo, onde optou-se pelo modelo que apresentou
melhor ajuste quanto ao indice Deterministico (R2). Existindo efeito de
regressao, os modelos foram comparados entre si pela estatistica “W” com

auxilio do software SisEapro (versao 3.5) a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao do extrato de maior potencial para aplicagao nas

embalagens

De acordo com a tabela 3, é possivel perceber que os extratos de ponto

central (E5, E6 e E7), mostraram a maior concentragdo de betalainas (860,8
mg/L, 770,2 mg/L e 870 mg/L) em comparagdo com os demais extratos
produzidos. Os extratos de ponto central também apresentaram maiores teores
de CFT, variando de 508,1 a 594,5 mg EAG/mL.

Tabela 3 — Caracterizagao dos extratos.

CFT (mg Cor
Extratos BT (mg/L) EAG/mL) L* a* b*
E1 420,6 £ 0,01bc 314,5+0,63° 42,6 £0,7¢ 2347 +221° 14,73 £ 2,54
E2 280,1£0,01c  269,8 £ 0,00 59,93+2,172 6,3 £ 0,469 16., + 3,922
E3 450,27 £ 0,00°  184,9+0,21¢¢ 50,30+ 3,91° 10,43 +0,6° 19,43 +6,882
E4 31,02 £ 0,00° 96,0 + 0,144 58,23 +0,912 4,2 +0,21¢ 10,17 £ 0,9¢
ES 860,8 £ 0,172 508,1 £ 4,102 35,1+ 3,49¢d 28,10+5,462 17,33 +4,12
E6 770,2 £ 0,082 594,5 + 3,262 37,8+2,31cd 30,4 + 3,112 17.,7 £ 6,730
E7 870,8 £ 0,172 589,6 + 3,682 37,27 £3,6°¢ 30,97 £0,872 17,36 + 2,92

E1l - 4gua com pH 3,0; E2 - etanol com pH 3,0; E3 - 4gua com pH 7,0; E4 - etanol com pH 7,0;
E5, E6, E7 - hidroalcdolico (30:70%) com pH 5,0; BT — Conteldo de betalainas; CFT — Teor de
compostos fendlicos totais; coordenada L* (Luminosidade); coordenada a* (vermelho);
coordenada b* (amarelo). Média + desvio-padrdo com letras minUsculas diferentes na mesma
coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) entre os tratamentos.

Os extratos E5, E6 e E7 apresentaram a maior intensidade para a cor
vermelha (a*). De acordo com as variaveis respostas analisadas, os extratos
produzidos tiveram variagdes consideraveis de acordo com o tipo de solvente e
condigéo de pH a que foram submetidos. Sendo a melhor condigdes de extragéo
avaliada com o uso de etanol 70% e pH 5,0 (E5, E6 e E7).

4.2 Caracterizagao do extrato de beterraba selecionado
Foram obtidos os seguintes resultados para as analises de quantificagéo
do teor de betalainas, teor de compostos fendlicos totais (CFT) e capacidade
antioxidante do extrato de beterraba por DPPH, FRAP e ABTS e cor (Tabela 4).
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Tabela 4 — Caracterizagao do extrato de beterraba escolhido.

Variaveis Extrato de Beterraba
BT (mg/L) 644,85+7,30
CFT (mg EAG/mL) 540,60+£3,25
DPPH (TE pmol/mL) 0,95+0,02
FRAP TE pmol/mL) 3,62+0,10
ABTS (TE pmol/mL) 2,92+0,17
L* 13,63+0,49
a* 12,67+0,25
b* -0,43+0,25

BT — Conteudo de betalainas; CFT — Teor de compostos fendlicos totais; DPPH — Atividade
antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH; FRAP — Atividade antioxidante pelo pode
redutor de ferro; ABTS - Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre ABTS.

O valor médio do conteudo de betalainas presentes no extrato de
beterraba foi de 644,85 mg/L, valor superior ao encontrado por Hernandez-
Aguirre et al (2021), que extrairam as betalainas utilizando agua como solvente
obtendo 398,9 mg/L. A maneira como o extrato foi produzido, associado ao tipo
de solvente utilizado e ajuste do pH, podem ter influenciado para melhor extracéo
das betalainas, uma vez que este grupo € hidrossoluvel, com baixa estabilidade

térmica, além de sensibilidade as variacbes de pH acima de 7,0.

Os valores significativos de betalaina deste estudo corroboram com as
condigdes bioativas protetoras e, principalmente, na pigmentagao do extrato, que
contribuiu com a coloragdo e visualizagao das alteragdes nas embalagens

inteligentes adicionadas do extrato de beterraba ao longo do armazenamento.

Os compostos fendlicos totais sdo metabolitos secundarios dos vegetais,
sintetizados a partir de carboidratos e possuem propriedades bioativas como a
acao antioxidante (Zeb, 2020). O teor de compostos fendlicos totais no extrato
avaliado foi de 540,60 mg EAG/g. Enquanto Yasaminshirazi et al (2020) em seu
estudo obtiveram 489,06 mg EAG/g para beterrabas in natura. Fatores como,
grau de maturagao do vegetal, armazenamento e processo de extracdo podem
influenciar para que existam diferentes concentragcdes de CFT nas beterrabas,

além do local em que as mesmas foram cultivadas.
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Para os parametros de DPHH e ABTS foram obtidos valores médios de
0,95 TE umol/mL e 2,92 TE pmol/mL, respectivamente. Seremet et al. (2022)
obteve em seu estudo valores de 1,04 TE ymol/mL para DPHH e 1,69 TE
pmol/mL para ABTS em extrato de beterraba vermelha. Assim, a necessidade
em preservar a funcionalidade dos antioxidantes, como as atividades
antirradicalares, além da busca pela melhor maneira de extragdo, sao
fundamentais em razédo do efeito danoso dos radicais livres tanto nos alimentos
como em sistemas biologicos (GAWLIK-DZIKI et al., 2020). O valor médio obtido
para a analise de FRAP foi de 3,62 TE pmol/mL, enquanto Hidalgo et al (2018)

obteve em seu estudo score de 2,75 TE pmol/mL para polpa de beterraba.

O extrato analisado obteve parametros de cor desejaveis e perceptiveis
ao olho humano, o valor de L* (13,63) préximo ao zero associado ao baixo valor
de a* (12,67) conferiu ao extrato uma cor vermelha mais intensa e escura. A cor
vermelha intensa foi bastante importante para adicdo e funcionalidade nas
embalagens inteligentes elaboradas, contribuindo como indicador do frescor do
tilapia, pois a presenga da betalaina no extrato de beterraba é sensivel as bases
nitrogenadas que séao liberadas a medida que o peixe é degrado, provocando

variagoes do vermelho para o amarelo.

4.3 CARACTERIZACAO DAS EMBALAGENS

4.3.1 Espessura, propriedades mecanicas e permeabilidade ao
oxigénio

Com relacdo a espessura (tabela 5), ndo houve diferenca estatistica entre
os trés tratamentos (C, T2,5% e T5,0%). No entanto, é importante destacar que
a baixa espessura das embalagens pode interferir em outras caracteristicas dos
mesmos, como as propriedades mecanicas e a permeabilidade ao oxigénio. A
interacdo entre a espessura da embalagem e suas demais propriedades €&
mencionada na literatura, em que a incorporacao de diferentes tipos de materiais
provoca tais alteracbes (ADILAH et al., 2018; NETO et al., 2024).
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Tabela 5 — Espessura, Propriedades mecanicas e Permeabilidade ao

Oxigénio das embalagens elaborados

Espessura Tracao Alongamento Permeabilidade
(mm) (Mpa) (%) (107cm?®*STP/cm?-h-bar)
C 0,080 + 0,022 5,39 + 0,202 67,80 £ 0,822 2,96 + 0,112
T2,5% 0,090 + 0,012 6,59 + 0,162 91,66 + 2,26 2,26 + 0,392
T5,0% 0,090 +0, 012 2,5+0,14° 71,23 + 3,22 1,08 + 1,15P

C: embalagem elaborada somente com a formulacéo base; T2,5%: embalagem elaborada com
a formulagdo base adicionada de 2,5% do extrato de beterraba; T5,0%: embalagem elaborada
com a formulagao base adicionada de 5,0% do extrato de beterraba. Média + desvio-padrdo com
letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) entre
0s tratamentos.

Foi observado que para a andlise de tracdo, o tratamento T2,5% diferiu
estatisticamente do T5,0%, porém nao apresentou diferenca estatistica com
relacdo ao tratamento controle. Sendo um material com alta resisténcia a tracao,
sugere que essa formulagéo proporciona uma estabilidade entre a flexibilidade
e a resisténcia nas embalagens. Enquanto o tratamento T5,0% apresentou a
menor resisténcia a tracéo e diferiu estatisticamente dos tratamentos controle e
T2,5%. Diante do observado, é possivel inferir que concentracdes acima de 2,5%
de extrato de beterraba, desestabiliza a matriz filmogénica diminuindo seus

valores das propriedades mecanicas.

A taxa de permeabilidade ao oxigénio também foi analisada nas
embalagens produzidos. Uma vez que, essa propriedade € crucial para as
embalagens de alimentos, pois a presenca de oxigénio pode levar a deterioracao
dos alimentos, alterando suas caracteristicas sensoriais e nutricionais
(KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2016; JASPAL et al.,2022). Foi observado que
a medida que aumentou a concentracdo do extrato de beterraba na embalagem,

a permeabilidade ao oxigénio diminuiu.

Evidenciando que a insergéo do extrato de beterraba exerceu influencia
sob a permeabilidade ao oxigénio, limitando a passagem do gas ou por absorcéo

ou por adsorgédo, prolongando a vida util do filé de tilapia embalado.

Li et al. (2022) caracterizaram embalagens a base de alginato, gelatina e

glicerol e obtiveram altas taxas de permeabilidade ao oxigénio, variando de 19,09
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(10-7cm3STP/cm?-h-bar) até 57,69 (10’cm3STP/cm?-h-bar) de acordo com cada
uma das sete formulacfes produzidas. Resultados estes que diferem dos
encontrados nesse estudo, que possuia a mesma base para as embalagens,
mais a adi¢do do extrato de beterraba, que forneceu uma caracteristica de baixa
permeabilidade a embalagem

4.3.2 Analise Termogravimétrica
Os termogramas dos materiais utilizados para a elaboragcdo das
embalagens e os termogramas das embalagens nos tempos 0 e 4 dias estdo

expressos nas figuras 9 e10.
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Figura 9 — Termogramas dos materiais utilizados na formulacdo das embalagens.
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Tabela 6 — Estagios de degradacao dos materiais

1° ESTAGIO 2° ESTAGIO
AMOSTRAS Tonset Tendset Tméx Am Tonset Tendset Tméx Am
(°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C)

Alginato 55 92 72 9 219 305 261 33
Gelatina 63 158 106 10 235 436 352 56
Glicerol 135 302 228 97

Extrato 42 171 94 92

Beterraba

Tinicial — Temperatura inicial; T final — Temperatura final; T max — Temperatura maxima; Am -
Variagédo da perda de massa.
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Figura 10 - Termogramas das embalagens elaboradas
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C — T0: embalagem controle sem a adigdo do extrato de beterraba no tempo zero; C — T4:
embalagem controle sem a adigdo do extrato de beterraba no tempo quatro; T2,5% - TO:
embalagem elaborada com a formulagao base adicionada de 2,5% do extrato de beterraba no
tempo zero; T2,5% - T4: embalagem elaborada com a formulagéo base adicionada de 2,5% do
extrato de beterraba no tempo quatro; T5,0% - TO: embalagem elaborada com a formulagéo base
adicionada de 5,0% do extrato de beterraba no tempo zero; T5,0% - T4: embalagem elaborada
com a formulagéo base adicionada de 5,0% do extrato de beterraba no tempo quatro.

Tabela 7 — Estagios de degradacao das embalagens

1° ESTAGIO 2° ESTAGIO 3° ESTAGIO
AMOSTRAS Tinicial Tfinal Tméx Am Tinicial Tfinal Tméx Am Tinicial Tfinal Tméx Am
(¢ (°C) (°C) (C) (°C) (°C) (¢ (C) (°C)
TO
C 65 177 122 10 209 299 253 26 315 391 345 21
T2,5% 47 155 102 11 204 304 243 29 345 448 367 17
T5,0% 68 174 107 11 206 302 253 30 317 430 355 25
T4
Cc 34 150 114 17 182 294 248 31 320 439 348 23
T2,5% 33 146 99 13 184 298 248 30 326 432 367 22
T5,0% 52 172 106 11 198 300 248 29 315 407 348 22

Tinicial — Temperatura inicial; T final — Temperatura final; T max — Temperatura maxima; Am
Variagédo da perda de massa.

A andlise térmica € uma ferramenta util para estudar como diversos
materiais respondem a mudancgas de temperatura (YAO et al., 2022). Na figura
10A, observamos que o aumento da temperatura resulta em uma reducédo
percentual do peso em todas as amostras. Isso pode sugerir uma perda de
massa, possivelmente devido a evaporacdo ou a decomposicdo térmica dos
materiais. Ja figura 10B, s&o notadas variagbes na derivada termogravimétrica

(DTG) conforme a temperatura se eleva.
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As curvas de TG mostraram que a degradagao térmica ocorreu em trés
estagios para as amostras no tempo 0 e 4 dias. O primeiro estagio (47 - 177°C)
no TO, com uma perda de massa em torno de 10%, que correspondeu a perda
de agua, com temperatura maxima acima de 100 °C (tabela 6 e 7). Com relagéo
ao T4, a variagcao de temperatura foi semelhante, com temperatura maxima
acima de 100 °C, com um aumento médio da perda de massa em torno de 14%.
Neste estagio, a embalagem controle CO apresentou menor perda de massa em
TO e maior perda de massa em T4. Além disto, comparando os termogramas dos
materiais da matriz flmogénica, pode afirmar que neste estagio ocorreu a
degradagao do extrato de beterraba, que teve um pico em 94 °C, com uma perda
de massa de 92%. Bem como, o alginato, teve seu primeiro estagio entre 55 e

72 °C, com uma perda de massa de 9%.

O segundo estagio (204 - 304°C) do TO, com a temperatura maxima em
250 °C, e uma perda de massa média de 28%, tendo a maior perda na amostra
C. J4, nas amostras em T4, este estagio diminuiu a temperatura inicial e a
temperatura final e maxima foram semelhantes (182 - 300 °C). O
comportamento foi semelhante ao primeiro estagio, onde em T4 a maior perda
de massa ocorreu na amostra C. Neste estagio, a degradacgao térmica pode ser
atribuida ao plastificante glicerol, que teve um unico estagio entre 135 e 302 °C,
com a temperatura maxima em torno de 228 °C. Padrao este também observado

por Ruiz-Martinez et al (2022) ao caracterizar biofilmes a base de gelatina.

O terceiro estagio (315 — 448 °C) no TO e (315 — 439 °C) no T4, com a
temperatura maxima média em 355 °C e uma perda de massa média de 22%
nos tempos TO e T4, mostrando que o tempo de armazenamento nao influenciou
na degradacao térmica do material base da embalagem. Este estagio em esta
relacionado a degradacdo térmica das fragdes de alginato e gelatina, que
apresentaram dois estagios de degradacao térmica, com destaque para o
segundo estagio (219 — 305 °C) para alginato e (235 — 436 °C) para a gelatina,
com perdas de massa elevada em torno de 33% e 56%, respectivamente.

Todas as embalagens apresentaram uma maior perda de massa no
segundo estagio de degradacgado, indicando que s&o resistentes a altas
temperaturas (250 °C), sendo a estabilidade térmica das embalagens

influenciada positivamente por suas macromoléculas (alginato e gelatina), que
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apresentaram estagio de degradacdo maxima em temperaturas meédias acima
de 300 °C (DAUT et al., 2017; MARQUES et al., 2019).

4.3.3 Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier
(FTIR)

Nas figuras 11 e 12 estao representados os espectros de analise de FTIR
dos materiais utilizados nas formulagbes e das embalagens elaboradas. Os
grupos funcionais foram identificados com base no estudo de Pavia et al. (2015).

Figura 11 - Espectros do FTIR dos materiais utilizados nas formulagbes das
embalagens
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Figura 12 - Espectros do FTIR das embalagens, tratamento controle, T2,5% e
T5,0%.
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embalagem adicionada de 5,0% do extrato de beterraba no tempo quatro.
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Os espectros do alginato, gelatina, glicerol e extrato de beterraba, bem
como as embalagens com e sem adig¢ao do extrato foram bastante semelhantes.
As bandas representadas entre 3292 e 3000 cm™! correspondem ao estiramento
OH em gelatina, alginato, glicerol, extrato e agua, tanto na MP como nas

embalagens.

Li et al. (2021) encontraram bandas em torno de 3300 cm' e 2937 cm™"
relacionadas a vibragdo de alongamento de OH e banda de 1636 cm-
relacionada alongamento da amida, ao caracterizarem filmes a base de gelatina
e alginato. Observou-se também uma banda 2920 cm-! devido a dobramento CH

e uma faixa de 1103 cm' associada a C-O.

Apesar das bandas presentes no alginato e na gelatina serem
coincidentes, a gelatina possui grupos funcionais diferentes, com bandas de
1541 e 1638 cm™' que correspondem as amidas. Comparando o glicerol com o
extrato de beterraba, os picos entre 1000 e 1200 cm™ sdo proximas, sendo
espectros coincidentes no mesmo comprimento de onda e os possiveis grupos
funcionais sao alcoois, éteres, ésteres e acidos carboxilicos. A banda 1643 cm™’
pode ser um estiramento do grupo C=C, que sao liga¢des fortes que podem
impactar as propriedades mecénicas enquanto a banda 993 cm-' é caracteristica

da acgao plastificante do glicerol.

Bhatia et al. (2022) caracterizaram filmes a base de alginato e caseina,
relataram a presencga banda 1643 cm™' também relacionada ao estiramento do
grupo C=C. Dang e Yoksan (2021) analisaram filmes de amido com glicerol e
observaram uma banda vibracional 994 cm™' associada a agao plastificante do

glicerol e as ligagdes intramoleculares do grupo hidroxila.

Com relacdo as embalagens, apesar do grupo controle ter um
deslocamento pequeno, os tratamentos nao diferem entre si, ndo conseguindo

identificar diferencas mais aprofundadas entre os espectros.

4.3.4 Microscopia eletrénica de varredura
Para avaliar as propriedades morfologicas e homogeneidade das
embalagens, foi feita a analise de MEV, obtendo as micrografias da superficie e

da sec¢ao transversal embalagens controle, embalagem adicionada de 2,5% do
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extrato de beterraba (T2,5%) e embalagem adicionada de 5,0% do extrato de
beterraba (T5,0%) (figura 13).

Figura 13 - Micrografias MEV da superficie e da segdo transversal das
embalagens.

C S 0- superficie do grupo controle no tempo 0; C S.4- superficie do grupo controle no tempo 4;
2,5 S.0- superficie do grupo T2,5% no tempo 0; 2,5 S.4- superficie do grupo T2,5% no tempo 4;
5 S.0- superficie do grupo T5,0% no tempo 0; 5 S.4- superficie do grupo T5,0% no tempo 4; C
T.0- secgdo transversal do grupo controle no tempo 0; C T.4- segdo transversal do grupo controle
no tempo 4; 2,5 T.0- sec¢éo transversal do grupo T2,5% no tempo 0; 2,5 T.4- secao transversal
do grupo T2,5% no tempo 4; 5 T.0- segéo transversal do grupo T5,0% no tempo 0; 5 T.4- secéo
transversal do grupo T5,0% no tempo 4.
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As micrografias de superficie das embalagens dos tratamentos C e T2,5%
em sua maioria apresentaram superficie e sec¢ao transversal homogéneas, sem
a presenca de ranhuras ou de qualquer outro espago vazio, com exce¢ao da
secao transversal do tratamento controle no tempo 4 que apresentou alguns

espagos vazios.

Ja, a formulagcdo com 5% do extrato, no tempo zero também se
apresentou como homogéneo, mas com o decorrer do armazenamento, foi
observada uma mudanga em sua morfologia de superficie devido a presenga de
um biofilme, onde possivelmente ocorreu a migracdo de microrganismos por
consequéncia da deterioracao do filé de tilapia para a superficie da embalagem

provocando essa alteragdo na morfologia.

Drohsler et al. (2021) em seu estudo avaliou o efeito da insercédo do
extrato de beterraba em plasticos ecologicos, sendo observado em sua
morfologia alteracdes de superficie, estratificagdo e homogeneidade, porém
apo6s os filmes serem expostos a camara UV, o processo de degradacgéao ficou
perceptivel com rachaduras e fragmentos, porém foram alteragdes minimas que
afetaram apenas a camada superficial. Mas que nao foi observado no presente
estudo, mesmo apdés a exposicdo do material a deterioracdo do produto

embalado.

4.4 APLICACAO DAS EMBALAGENS INTELIGENTES EM FILE DE TILAPIA
4.4.1 Avaliacao do filé de tilapia

Estao presentes na Tabela 8 os valores da composigao proximal do filé de
tilapia. O resultado para o parametro de umidade (79,41 g/100g), como também,
o valor de proteina (18,75 g/100g) esta em conformidade com a Instrugéo
Normativa n° 21, de 31 de maio de 2017 que orienta que a relacao
umidade/proteina (79,41 g/100g / 18,75 g/100g = 4,23) deve ser de no maximo
6,0 para peixe.
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Tabela 8— Composic¢ao proximal do filé de tilapia.

Filé de Tilapia
Parametros
(média * desvio padrao)
Umidade (g/1009) 79,41 £ 0,83
Proteina (g/100g) 18,75+ 0,85
Cinzas (g/100g) 1,71 £ 0,23
Lipideos (g/1009) 1,84 + 0,28

O teor de umidade é responsavel por influenciar as caracteristicas fisico-
quimicas, atributos sensoriais do peixe como, maciez, sabor e suculéncia, e
qualidade microbiolégica, de modo que, quanto maior a umidade, maior a
susceptibilidade ao crescimento microbiologico (BASTIANI, 2016). Desse modo,
a alta umidade no filé de tilapia torna o produto susceptivel a uma deterioragcao
mais acelerada, como também, mais propicio ao desenvolvimento

microbiolégico diminuindo a sua vida de prateleira.

Para os parametros de cinzas e lipideos, foram obtidos valores de 1,71
g/100g e 1,84 g/100g respectivamente. Segundo a Tabela Brasileira de
Composigéao de Alimentos — TBCA (2013), o valor médio desses parametros é
de 1,45 g/100g e 2,07 g/100g, respectivamente. Essa variacdo nos dados pode
ser associada a idade do animal, alimentacdo, a porcdo do corte que foi
analisada e habitat (LIMA; KIRSCHNIK, 2013).

O teor baixo de lipideos (1,71 g/100g), caracterizando uma matriz magra,
com relagdo a amostra em questdo, pode estar correlacionado a espécie do
peixe utilizada, estando menos passivel as rea¢gdes de oxidacao lipidica que sao
responsaveis por acelerar a deterioragdo e causar alteragdes indesejaveis ao

alimento como, cor e aroma (MADANE et al., 2019).
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4.4.2 Colorimetria das embalagens no tempo (0, 1, 2, 3 e 4 dias)
Os parametros instrumentais de cor para as embalagens foram

analisados nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 dias (Figura 14).

Figura 14 — Analise instrumental de cor ao longo do tempo (dias).
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A: coordenada L* (Luminosidade); B: coordenada a* (vermelho); C: coordenada b* (amarelo);
T2,5%: embalagem elaborada com a formulagdo base adicionada de 2,5% do extrato de
beterraba; T5,0%: embalagem elaborada com a formulagéo base adicionada de 5,0% do extrato
de beterraba.

O parametro L* (luminosidade) nao apresentou efeito de regressao para
o tratamento controle, logo, n&o foi verificado alteragao significativa ao longo do
tempo de armazenamento. Por outro lado, houve efeito de regressao linear nos
tratamentos T2,5% e T5,0%, os quais diferiram estatisticamente. Porém, o

tratamento T5,0% por possuir uma maior concentragao do extrato, apresentou
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uma coloragdo mais escura, iniciando o experimento (tempo 0) com valor médio
de 67,87. Ao longo do armazenamento sua variagao e aumento da luminosidade
foi maior que o T2,5%, como demonstrado pela inclinagdo da reta, indicando

mudancas visuais para o consumidor através das embalagens inteligentes.

O fato do tratamento controle (C) nao ter tido efeito de regressao linear
para o parametro L*, pode ser justificado pela auséncia do extrato de beterraba,
o que fez com que a embalagem permanecesse com os mesmos valores médios

do inicio (95,77) ao final (95,23) do experimento.

Este mesmo padrdo pode ser observado para os parametros a*
(vermelho) e b* (amarelo), em que também s6 foi constatado efeito de regressao
linear nos dois tratamentos adicionados do extrato de beterraba (T2,5% e

T5,0%), com diferencga estatistica entre eles.

Em relagdo ao parametro a*, observou-se diferenca estatistica entre as
equacodes das retas, caracterizadas por um decréscimo da pigmentagéao com o
passar dos dias para os tratamentos T2,5% e T75,0%, sendo o decréscimo mais
intenso no T5% (B1= -4,3647) em relagéo ao T2,5% (1= -3,063). Tal resultado
pode ser justificado pela presenca das betacianinas (BC), responsaveis por
conferir a coloragao vermelha do extrato de beterraba. As BC ao passo que tém
contato com as bases nitrogenadas, que foram liberadas ao longo do
armazenamento pelo filé de tilapia de acordo com o seu grau de deterioragao,
sdo reduzidas a betaxantinas (BX), pigmento responsavel por originar a cor
amarela (KLUGE; PRECZENHAK, 2016).

Desse modo, com a diminuicdo da intensidade da cor vermelha, foi
possivel observar um aumento na pigmentagcédo do parametro b*, ficando entédo
mais visivel a coloracdo amarela nas embalagens, sendo este um indicativo de
que quanto mais intensa a presengca da cor amarela, maior o grau de
deterioracao do filé de tilapia. Esta mudanca colorimétrica reforca ainda mais a

acéo e funcionamento das embalagens elaboradas como inteligentes.

Segundo Romano et al (2020), sendo o AE (diferenca total de cores) entre
os parametros de cor L*, a* e b* para valores de AE entre 2 — 10 ja séo
perceptiveis ao olho humano. Portanto, as embalagens desenvolvidas neste

estudo estdo aptas para serem embalagens inteligentes e interagirem de forma
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confiavel com o consumidor, uma vez que os valores de AE no tempo 4 (tabela
9) foram de: 3,70 para o tratamento C; 22,24 para o tratamento T2,5% e 32,85

para o tratamento T5,0%.

Figura 15 — Acompanhamento da cor das embalagens no tempo (0, 1, 2, 3 e 4
dias)

T2,5%

C: embalagem controle sem a adicao do extrato de beterraba; T2,5%: embalagem elaborada
com a formulacdo base adicionada de 2,5% do extrato de beterraba; T5,0%: embalagem
elaborada com a formulagéo base adicionada de 5,0% do extrato de beterraba.

Tabela 9 — Valores de AE para cada tratamento ao longo do tempo.
AE AE AE 2 AE 3 AE
TRATAMENTOS (Dia0) (Dia1) (Dia2) (Dia3) (Dia4)

Cc 4,23 4,76 4,61 4,29 3,70
T2,5% 31,49 24,61 22,09 22,77 22,24
T5,0% 49,02 51,29 38,14 35,57 32,85

C: embalagem controle sem a adi¢cdo do extrato de beterraba; T2,5%: embalagem elaborada
com a formulacdo base adicionada de 2,5% do extrato de beterraba; T5,0%: embalagem
elaborada com a formulagéo base adicionada de 5,0% do extrato de beterraba; AE — diferenga
total de cores.

Foi observado que o tratamento T2,5% evidenciou a cor amarela das
embalagens mais rapidamente (f1: 1,4317 vs 0,7117) (Figura 13C), podendo ser
justificado por ter uma menor concentragdo do extrato de beterraba em sua
formulacao, favorecendo para que as reacdes de interagao entre os compostos
liberados pelo filé de tilapia e o extrato presente na embalagem, em que a
betacianina (vermelho) é reduzida a betaxantina (amarelo), ocorressem de

maneira mais acelerada. Enquanto, o tratamento T5,0% precisaria de mais
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tempo para mudanga mais intensa da coloragao de vermelha para amarela, uma

vez que, possuia a maior concentragao de extrato.

Padrédo semelhante foi obtido por Naghdi et al (2021) ao aplicarem um
filme inteligente contendo betacianina do extrato de bougainvillea em espadilha
fresca. Ao longo dos dias puderam observar a mudancga de cor da embalagem
de vermelho para amarelo com valores de a* (vermelho) diminuindo e valores de

b* (amarelo) aumentando a medida que o filé de tilapia deteriorou.

Sendo assim, para os parametros de cor avaliados na embalagem, foi
observado (figura 15), que as embalagens que continham a presencga do extrato
foram mudando da cor vermelha (a*) para uma coloragao laranja/amarelado (b*),
diminuindo por consequéncia os valores de a* e aumentando os valores de b*,
essas alteragdes puderam ser observadas mais rapidamente nas embalagens
com 2,5% do extrato de beterraba, porém o tratamento com 5% do extrato
apresentou diferenca de coloragao mais facilmente identificada ao olho humano,
sendo este grupo também que melhor controlou as mudancgas para os padrdes

avaliados.

4.4.3 Analises de pH e oxidacao lipidica no tempo (0, 1, 2, 3 e 4 dias)

Para o parametro de pH houve efeito de regresséo linear para os trés
tratamentos (C, T2,5% e T5,0%), no qual o pH aumentou de forma menos intensa
no T5% em relacdo ao Controle (B1= 0,395 vs 0,425). Tal aumento esta
relacionado ao fato de o pH ter relacédo direta com a estabilidade dos alimentos,
como também, possuir correlagdo com atividades microbioldgicas e reagbes de
deterioragdo, formando compostos como histaminas, aminas e amonia
(TEXEIRA; GARCIA, 2017). Além disso, nota-se que o T5% atuou retardando a
elevagao do pH das tilapias, tendo como consequéncia um aumento em sua vida

atil.
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Figura 16 — Analises de pH e oxidacéo lipidica ao longo do tempo (dias).
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C: embalagem controle sem a adi¢gdo do extrato de beterraba; T2,5%: embalagem elaborada

com a formulacdo base adicionada de 2,5% do extrato de beterraba; T5,0%: embalagem
elaborada com a formulagao base adicionada de 5,0% do extrato de beterraba.

Pode-se destacar que o tratamento C teve a maior variagado nos valores
de pH durante o experimento, porém ndo houve diferenca estatistica para o
tratamento T2,5%, mas diferiu estatisticamente do tratamento T5,0%, que
continham o extrato de beterraba mais concentrado em sua formulagao,

retardando um pouco mais a elevacéo nos niveis do pH.
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Segundo a Sallam et al (2007) o limiar maximo aceitavel para pH em
peixes e pescados é de 6,5, sendo este um bom indicador de frescor, pois
comegam com niveis mais baixos e vao elevando a medida que o produto vai
sendo deteriorado, estando relacionado também ao crescimento bacteriano. O
valor inicial para o filé de tilapia foi de 5,60. No 4° dia de experimento, a tilapia ja
estava com pH de 7,15 para o tratamento T5,0%; 7,19 para o tratamento T,25%
e 7,31 para o tratamento controle, niveis estes acima do limite maximo aceitavel,

caracterizando um produto deteriorado.

Para a analise de oxidagao lipidica (TBARs), observou-se um efeito de
regressao exponencial para os trés tratamentos (C, T2,5% e T5,0%), com
destaque para o 2° dia do experimento que obteve os maiores valores de
oxidagao, seguido de uma queda. Apesar de ter existido um pico de oxidagéo,
os valores de um modo geral sao baixos atingindo 0,4 mg MDA/kg. Segundo
Chouliara et al. (2008), apenas alimentos com producdo de malonaldeido

maiores que 3 mg MDA/kg séo considerados inapropriados para 0 consumo.

O acido tiobarbiturico (TBA) se trata de um indice de oxidagao lipidica que
mede a concentragdo de malonaldeido (MDA), envolvendo os hidroperéxidos,
que sao os primeiros reagentes de acidos graxos ao oxigénio. Quando existe a
reducdo dos hidroperéxidos em produtos de oxidagdo secundaria como os
aldeidos, pés oxidagao lipidica, explica altos niveis de TBARs. Como isto ndo
ocorreu, possivelmente pode estar relacionado ao bloqueio da quebra inicial dos
hidroperdxidos e interacdo entre os radicais livres, ou a reacdo de oxidacao
proteica, ocorrendo em paralelo a oxidacdo lipidica, na qual os produtos
intermediarios da oxidacao proteica, reagiram com o MDA para a formagao dos
compostos carbonilicos presentes na fase final da oxidagdo proteica.
(FERNANDEZ et al., 1997; CHANG et al., 2002; CHAIJAN et al., 2006;
ESTEVEZ, 2011; EL-BELTAGI et al., 2022).

Os resultados obtidos para pH (5,63 — 7,38) e TBARs (0,4 mg MDA/KQ)
concordam com El-Beltagi et al (2022) que utilizaram extrato seco da casca da
beterraba vermelha para manutencao da qualidade do filé de tilapia, em que
obtiveram valor inicial de 5,72 e final de 7,08 para o pH, enquanto para TBARs
o valor de 0,5 mg MDA/Kg se manteve constante. O valor inicial do pH pode ser
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justificado devido a fatores como, tipo de dieta oferecida, estresse durante a
captura/abate e época em que ocorreu a pesca.

4.4.4 Perfil eletroforético por SDS-PAGE
Os padrdes eletroforéticos de proteinas do filé de tilapia com diferentes

intensidades foram mostrados na figura 17.

Figura 17— Perfil eletroforético da tilapia nos tempos 0 e 4.
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20 —

Eletroforese SDS-PAGE. PO — Tilapia no tempo 0; C4 — Tildpia no tempo 4 aplicada a embalagem
controle; T2,5% - Tilapia no tempo 4 aplicada a embalagem com adigéo de 2,5% do extrato de
beterraba; T5,0% - Tilapia no tempo 4 aplicada a embalagem com adi¢éo de 5,0% do extrato de
beterraba.

A analise das fracBes proteicas do filé de tilapia no tempo zero e tempo
quatro jA com a embalagem inteligente, apresentou padrdo diferente entre as
amostras para algumas proteinas. A variacdo na distribuicdo da massa

molecular da frac&o proteica no filé de tilapia foi de 220 a 20 KDa.

De acordo com a imagem, as bandas proteicas mais evidentes sao
relacionadas a cadeia pesada de miosina, encontrada acima de 220 KDa. E
observado que no tempo zero a presenca dessa proteina era mais evidente
guando comparado ao tempo quatro, sinalizando a sua degradacdo. Cancao et
al (2022) também observaram a presenca da miosina ao analisarem a tilapia e
bacalhau do pacifico. A banda de 25 kDa foi identificada como fragmentos da

cadeia de miosina, também observado em proteinas miofibrilares de peixes
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(BAO et al., 2020). Zhang e Chang (2021) relataram resultados proximos para

as proteinas miofibrilares do bagre.

As bandas de 40 a 30 kDa possivelmente sédo cadeias de tropomiosina e
troponina, uma revela menor intensidade quando comparada a banda de
miosina. Ja a faixa de peso molecular perto a 160 kDa € relacionado a compostos
proteicos oriundos da degradacédo das moléculas de miosina, frequentemente
identificado em peixes frescos. A quebra da miosina acontece por meio da acao
de enzimas proteoliticas da miosina ocorre através da agdo de enzimas
proteoliticas como calpaina e catepsina (KAEWPRACHUP et al., 2018). Lima et
al (2022) também observaram a presenca de bandas semelhantes as

encontradas neste estudo, ao em peixe dourado e cavala da serra espanhola.

Com o perfil eletroforético da matriz estudada foi observada a degradacéo
de algumas proteinas ao longo do tempo, sendo evidenciado pelo aparecimento
de outras bandas proteicas que ndo foram visualizadas no tempo zero sem
alteracao identificavel entre os tratamentos independente da embalagem em que

a tilapia estava embalada.

4.4.5 Analises de NBVT e contagem total de bactérias ao longo do
tempo (0, 1, 2, 3 e 4 dias)

O valor inicial (tempo 0) de NBVT no filé de tilapia foi de 2,92 mg/100g e
de 1 UFC/g para contagem total de bactérias, apresentando um excelente frescor
do produto. Shi et al (2021) analisaram o frescor do filé de tilapia utilizando filmes
inteligentes contendo antocianinas do extrato da casca de mirtilo, obtendo valor
inicial de NBVT de 8,24 mg/100g e 21,88 mg/100g com 24 h, e valores de 2,95

UFC/g para contagem total de bactérias.
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Figura 18— Analises de NBVT e contagem total de bactérias ao longo do tempo
(dias).
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C: embalagem controle sem a adi¢gdo do extrato de beterraba; T2,5%: embalagem elaborada
com a formulagdo base adicionada de 2,5% do extrato de beterraba; T5,0%: embalagem
elaborada com a formulagao base adicionada de 5,0% do extrato de beterraba.

Foi observado efeito de regressao linear para o parametro das bases
nitrogenadas volateis totais (NBVT) nos trés tratamentos (C, T2,5% e T5,0%), os
quais diferiram estatisticamente, com destaque para o tratamento controle. Este
obteve, apos 72 horas, um valor médio de 400 mg/100g de NBVT, enquanto o

maximo permitido segundo a Instrugdo Normativa (IN) n°® 21, de 31 de maio de



60

2017 € de 30 mg/100g para o peixe ser considerado apto para o consumo (Brasil,
2017).

Sendo assim, a auséncia do extrato da beterraba no grupo controle
influenciou para que o processo de deterioragao do filé acontecesse de maneira
mais acelerada, enquanto, os tratamentos 2,5% e 5,0% tiveram esse aumento
mais controlado (Bi1= 49,796 e 22,671), em especial 0 grupo que possuia a
embalagem com a maior concentragao do extrato (5%), estando até o segundo
dia de experimento com valor de 21,62 mg/100g dentro do limite exigido pela IN
21 (Brasil, 2017).

Ja no 3° dia do experimento os valores de NBVT para os trés tratamentos
estavam bem acima do limite permitido de 30 mg/100g (402,45 mg/100g para o
tratamento controle, 157,56 mg/100g para o tratamento 2,5% e 84,17 mg/100g

para o tratamento 5,0%), ndo sendo analisado no 4° dia de experimento.

No tocante a contagem total de bactérias houve efeito de regresséo linear
apenas para o tratamento controle, podendo observar ja no dia 1 de experimento
um crescimento acelerado na quantidade de unidades formadoras de colonia
(468 UFC/g). Podendo afirmar o efeito antibacteriano da embalagem devido as

betalainas, presentes na embalagem

As bases nitrogenadas volateis totais servem como indicador do grau de
deterioracdo microbiana de pescados por meio da quantificacdo das aminas, a
amoénia esta na primeira fase de degradacao e a trimetilamina é a principal
responsavel pelas alteragcbes nos valores de NBVT. Compostos organicos
presentes no peixe sao liberados, possibilitando que os microrganismos se
proliferem ainda mais, degradando as proteinas a gases nitrogenados e
provocando alteragdes no pH do filé de tilapia, estando todos estes fatores
intimamente relacionados com o processo de deterioragao do produto (CICERO
et al., 2014; ZAM et al., 2022).
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Desse modo, os gases nitrogenados que sao liberados durante esse
processo, interagem com as betalainas presentes na embalagem aplicada, de
modo a sinalizar ao consumidor a qualidade da tilapia através da mudanca de
coloragdo da embalagem. Por isso a importancia da caracterizagéo inicial da
tilapia, para garantir um produto de boa qualidade e que ndo estivesse

deteriorado antes da aplicagao na embalagem.
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5 CONCLUSAO

O extrato de beterraba exibiu-se como uma interessante fonte de
betalainas com altas concentragbes de betalainas, compostos antioxidantes,
além de um excelente potencial corante e indicativo da qualidade do filé de tilapia
quando aplicado as embalagens inteligentes.

Com o desenrolar do experimento, observou-se que os filés de tilapia que
estavam embalados com as embalagens que continham extrato de beterraba
(T2,5% e T5,0%) tiveram alteragdes diminuidas para os parametros de pH,
NBVT e contagem total de bactérias quando comparados ao grupo controle
(auséncia do extrato) que obteve mudancgas consideraveis na qualidade do filé
de tilapia.

Para os parametros de cor avaliados na embalagem, foi observado que
ao passo que o filé de tilapia degradou, as embalagens que continham a
presenca do extrato foram mudando da cor vermelha (a*) para uma coloragao
laranja/amarelado (b*), diminuindo por consequéncia os valores de a* e
aumentando os valores de b*, essas alteracbes puderam ser observadas mais
rapidamente nas embalagens com 2,5% do extrato de beterraba, porém o
tratamento com 5% do extrato apresentou diferenca de coloragdo mais
facilmente identificada ao olho humano, sendo este grupo também que melhor

controlou as mudancgas para os padrbes avaliados.

Nesse contexto, concluiu-se que a embalagem inteligente adicionada de
betalaina extraidas de beterraba (Beta vulgaris L.) como indicador de frescor de
peixe foi efetiva para indicar a qualidade do peixe através de modificacbes
colorimétricas das embalagens inteligentes, bem como, retardou processos de
deterioracdo da matriz analisada. Porém, outros estudos podem ser realizados
para avaliar a eficiéncia da embalagem em temperatura de refrigeracéo, bem
como, analises de oxidagao proteica e elaboragdo de uma embalagem comercial

para dar uma nova roupagem ao trabalho.
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