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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o impacto de diferentes concentracdes de extrato de
antocianina (CAE), extraido das flores de Catharanthus roseus, no desenvolvimento de filmes
inteligentes aplicados ao monitoramento do frescor de filés de tilapia (Oreochromis niloticus),
utilizando inteligéncia artificial para deteccdo em tempo real das mudangas de qualidade do
pescado. A extracao hidroalcodlica das antocianinas foi realizada a partir das flores, enquanto
o colageno foi obtido da pele de tilapia por extragdo em 4agua quente, sendo ambos
caracterizados quanto as propriedades fisico-quimicas. Para a elaboracdo dos filmes,
utilizou-se colageno e pectina como matriz polimérica, com incorporacdo de diferentes
concentragdes do extrato de antocianina nas formulagdes FC (controle), F10, F20 e F30. As
propriedades fisicas, mecanicas, térmicas, funcionais e morfoldgicas foram avaliadas,
incluindo a resposta a variagdes de pH. O filme com melhor desempenho foi selecionado para
aplicacdo em filés de tildpia armazenados sob refrigeracdo por oito dias. As alteragdes
cromaticas do filme, associadas aos valores de nitrogénio basico volatil total (TVB-N) e pH,
foram utilizadas para compor um banco de dados para treinamento de modelos de inteligéncia
artificial. Analises complementares foram realizadas para validar a correlacdo entre a resposta
colorimétrica e o grau de deterioracdo do pescado, incluindo TBARS, contagem de
microrganismos, textura, compostos volateis e avaliacdo sensorial. Os resultados indicaram
rendimento de extra¢do de coldgeno de 6,31%, com teor de hidroxiprolina de 4,83 g/100 g, e
preservacao da estrutura de tripla hélice confirmada por FTIR. O extrato de antocianina
apresentou concentracdo de 4,78 mg CGE/g e elevada atividade antioxidante, com perfil
fendlico composto por acidos fenodlicos, flavonoides e antocianinas, além de variagdo de cor
em fun¢do do pH, evidenciando seu potencial como indicador de frescor. Os filmes
apresentaram alteragdes nas propriedades fisicas e morfologicas, como redugdo da espessura,
transparéncia, luminosidade e elasticidade, devido as interacdes com a matriz polimérica. A
incorporagdo do extrato ndo comprometeu a ndo toxicidade, a permeabilidade ao vapor d’agua
nem a integridade mecéanica, mantendo solubilidade e estabilidade térmica adequadas. A
formulacao F30 destacou-se pela maior atividade antioxidante e sensibilidade a amonia.
Durante o armazenamento, observou-se aumento de pH e TVB-N, reducdo da dureza e
mastigabilidade e formagdo de compostos de deterioragdo, acompanhados de perda da
aceitabilidade sensorial. A resposta colorimétrica do filme correlacionou-se com esses
parametros e foi aplicada em um sistema de aprendizagem de maquina integrado ao aplicativo
SmartFish, que classificou o frescor da tildpia em trés niveis com acuracia de 93%. Assim, o
sistema demonstrou elevada eficiéncia e potencial para aplicagdo pratica no monitoramento
do frescor de pescado. Os filmes inteligentes com antocianinas de Catharanthus roseus
mostraram-se eficazes, especialmente a formulacdo F30, e a integracdo com inteligéncia
artificial evidenciou uma abordagem promissora para aumentar a seguranca alimentar e
reduzir desperdicios.

PALAVRAS-CHAVE: coladgeno de peixe, pigmento natural, flor boa-noite, embalagem
inteligente, aplicativo de smartphone.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the impact of different concentrations of anthocyanin extract
(CAE), extracted from Catharanthus roseus flowers, on the development of smart films
applied to monitoring the freshness of tilapia fillets (Oreochromis niloticus), using artificial
intelligence for real-time detection of changes in fish quality. Hydroalcoholic extraction of
anthocyanins was performed from the flowers, while collagen was obtained from tilapia skin
by hot water extraction; both were characterized in terms of their physicochemical properties.
For the elaboration of the films, collagen and pectin were used as polymeric matrices,
incorporating different concentrations of anthocyanin extract in the FC (control), F10, F20,
and F30 formulations. The physical, mechanical, thermal, functional, and morphological
properties were evaluated, including the response to pH variations. The film with the best
performance was selected for application to tilapia fillets stored under refrigeration for eight
days. The film's color changes, associated with total volatile basic nitrogen (TVB-N) and pH
values, were used to create a database for training artificial intelligence models.
Complementary analyses were performed to validate the correlation between the colorimetric
response and the degree of fish deterioration, including TBARS, microorganism count,
texture, volatile compounds, and sensory evaluation. The results indicated a collagen
extraction yield of 6.31%, with a hydroxyproline content of 4.83 g/100 g, and preservation of
the triple helix structure confirmed by FTIR. The anthocyanin extract showed a concentration
of 4.78 mg CGE/g and high antioxidant activity, with a phenolic profile composed of phenolic
acids, flavonoids, and anthocyanins, in addition to color variation as a function of pH,
highlighting its potential as a freshness indicator. The films exhibited alterations in physical
and morphological properties, such as reduced thickness, transparency, luminosity, and
elasticity, due to interactions with the polymeric matrix. The incorporation of the extract did
not compromise non-toxicity, water vapor permeability, or mechanical integrity, maintaining
adequate solubility and thermal stability. The F30 formulation stood out for its higher
antioxidant activity and sensitivity to ammonia. During storage, an increase in pH and
TVB-N, a reduction in hardness and chewiness, and the formation of deterioration compounds
were observed, accompanied by a loss of sensory acceptability. The colorimetric response of
the film correlated with these parameters and was applied in a machine learning system
integrated into the SmartFish application, which classified the freshness of tilapia into three
levels with 93% accuracy. Thus, the system demonstrated high efficiency and potential for
practical application in monitoring fish freshness. Smart films with anthocyanins from
Catharanthus roseus have proven effective, especially the F30 formulation, and integration
with artificial intelligence has shown a promising approach to increase food safety and reduce
waste.

KEY-WORDS: fish collagen, natural pigment, four o'clock flower, smart packaging,
smartphone app
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1 INTRODUCAO

O desperdicio de alimentos ¢ um problema global critico, com impactos ambientais,
sociais € econdmicos expressivos. Cerca de um ter¢o dos alimentos produzidos (1,3 bilhdo de
toneladas) ¢ perdido anualmente, gerando mais de US$ 1 trilhdo em prejuizos e agravando a
inseguranca alimentar e as emissdes de gases de efeito estufa (Prabhu et al., 2024). Com a
populagdo mundial projetada para atingir aproximadamente 10 bilhdes até 2050, a demanda
por alimentos, especialmente os altamente pereciveis, tende a aumentar, tornando essencial o
desenvolvimento de estratégias inovadoras para reduzir perdas e garantir a sustentabilidade e
a segurancga alimentar (Arsenovic, 2024).

Entre as solu¢des emergentes, as embalagens inteligentes tém se destacado por sua
eficacia, baixo custo e praticidade. Essas embalagens sdo projetadas para monitorar a
qualidade dos produtos e fornecer informagdes em tempo real tanto para consumidores quanto
para fabricantes, facilitando a tomada de decisdes durante o armazenamento e transporte
(Hasanin et al., 2024). Os métodos convencionais de avaliacao do frescor dos alimentos, por
sua vez, costumam ser complexos, onerosos € demorados, o que limita sua aplicabilidade em
larga escala (Fernandez et al., 2022). Nesse contexto, os filmes indicadores colorimétricos
surgem como uma alternativa promissora, pois sdo capazes de alterar sua coloracdo em
resposta as variacdes de pH nos alimentos, oferecendo um meio eficiente e acessivel de
detec¢do precoce da deterioragao.

Atualmente, os filmes indicadores colorimétricos disponiveis no mercado utilizam
corantes sintéticos sensiveis ao pH, como o azul de bromofenol e o vermelho de clorofenol.
No entanto, esses corantes sao compostos quimicos que podem apresentar efeitos adversos a
satide humana (Khan et al., 2024). Em vista disso, tem-se intensificado a busca por corantes
naturais. As antocianinas, pigmentos naturais ndo toxicos sensiveis ao pH, surgem como uma
alternativa vidvel para a fabricagdo de filmes indicadores colorimétricos, tendo sido
empregadas em escala laboratorial para essa finalidade (Kumar et al., 2024). Estudos recentes
indicam que as antocianinas podem ser eficazes como indicadores de frescor em embalagens
alimenticias inteligentes (Wu et al., 2024; Khairuddin et al., 2024; Rashid et al., 2024). Assim,
torna-se cada vez mais relevante explorar novas fontes de antocianinas e desenvolver filmes
inteligentes altamente responsivos baseados em essas substancias naturais.

Diversas espécies florais tém sido identificadas como fontes potenciais de
antocianinas, embora muitos desses recursos ainda sejam pouco explorados. Dentre elas,

destacam-se as flores de Clitoria ternatea L. (clitoria), Echium amoenum (borage), Matthiola
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incana (lavanda) e Hibiscus rosa-sinensis (hibisco), cujos pigmentos t€ém mostrado potencial
para a produg¢do de filmes indicadores colorimétricos para embalagens alimenticias
(Salacheep et al., 2020; Zannou et al., 2021; Nuraini et al., 2020; Maciel et al., 2018). Um
exemplo promissor € a flor Catharanthus roseus (L.) Don., conhecida popularmente como
"boa-noite". Esta planta ornamental, que apresenta flores de tonalidades réseas ou brancas, ¢
rica em compostos fenolicos, incluindo flavonoides, antocianinas, quercetina, malvidina e
derivados do acido cinamico, tornando-a uma valiosa fonte para a extracdo de pigmentos
naturais (Santos et al., 2022).

Além disso, materiais biodegraddveis, como amido, quitosana, celulose e proteinas,
tém sido empregados no desenvolvimento de filmes indicadores de pH. O coldgeno, por
exemplo, destaca-se como uma fonte proteica renovavel, devido a capacidade de formar gel,
promover elasticidade e conferir resisténcia ao material. Recentemente, o colageno, extraido
principalmente da pele de peixe descartada no processo de filetagem, tem sido considerado
uma fonte promissora para a produgdo de bioplasticos. A utilizacdo dessa biomassa
subaproveitada contribui para um processo sustentavel de extracdo de coldgeno, alinhando-se
com as diretrizes de desperdicio zero, que visam promover a sustentabilidade econdmica,
ambiental e social (Coppola et al., 2020).

No que se refere ao monitoramento do frescor dos alimentos, atualmente, o processo ¢
realizado de forma manual, com base na observagdao das mudangas de cor do filme, o que
pode ser subjetivo (Dogan et al., 2024). Portanto, hd uma demanda crescente por sistemas
automatizados capazes de detectar essas mudangas de cor, proporcionando um monitoramento
mais rapido e preciso. Até onde se sabe, um aplicativo de smartphone desenvolvido com
auxilio de inteligéncia artificial, combinado com filmes de coldgeno de peixe incorporados
com antocianinas extraidas de flores, serd utilizado pela primeira vez para permitir a
vigilancia colorimétrica da deterioracdo dos alimentos em tempo real, no local. Essa
abordagem inovadora pode representar um avango significativo na tecnologia de embalagens
inteligentes, oferecendo uma solugado eficiente e de baixo custo para a redugdo do desperdicio
alimentar.

Dado o crescente interesse por pigmentos naturais € embalagens sustentaveis, este
estudo avaliou o desenvolvimento de um filme inteligente biodegradavel utilizando
subprodutos da filetagem da tilapia, como a pele rica em coldgeno, visando a produgdo de
filmes com boas propriedades mecanicas ¢ de barreira, além da redugdo de custos e impactos
ambientais. Demonstrando que a incorporacdo de antocianinas da flor Catharanthus roseus

possibilitou o monitoramento do frescor de filés de tilapia por meio de mudangas de cor no
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indicador. Além disso, um aplicativo de smartphone baseado em inteligéncia artificial
permitiu aprimorar a deteccdo dessas alteracdes. Dessa forma, este estudo contribui para o
avango do uso de matérias-primas e tecnologias ainda pouco exploradas no desenvolvimento

de sistemas inteligentes para o monitoramento da qualidade de alimentos.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver um filme biodegradavel inteligente, incorporando com extrato de
antocianinas da flor Catharanthus roseus, para monitorar o frescor de filés de tilapia durante o
armazenamento, utilizando inteligéncia artificial e aplicativo de smartphone para detec¢ao em

tempo real da qualidade do peixe tilapia.
2.2 ESPECIFICOS

e Extrair o coldgeno da pele de tilapia, caracterizando-o em termos de rendimento,

analise dos grupos funcionais e quantificacao do teor total de colageno.

e Obter o extrato de antocianinas das pétalas da flor Catharanthus roseus (CAE),
caracterizando sua qualidade em relacdo ao teor total de antocianinas, perfil fenolico e

variacao de cor em diferentes valores de pH.

e Produzir filmes de colageno incorporados com diferentes concentracdes de (CAE),
comparando suas propriedades fisicas, mecanicas, estruturais, térmicas e a

sensibilidade a amoOnia.

e Aplicar os filmes indicadores para monitorar o frescor de filés de tilapia sob
refrigeragdo, correlacionando as variagdes de pH e TVB-N do peixe com as mudangas

de cor do filme.

e Validar o filme inteligente através da correlacdo entre as respostas colorimétricas do
filme e parametros classicos de qualidade do peixe como TBARS, contagem total de
microrganismos viaveis, propriedades instrumentais de textura, perfil de compostos

volateis e avaliagdo sensorial.

e Desenvolver um sistema colorimétrico com auxilio de inteligéncia artificial
compativel com smartphones para monitorar a deterioragdo do peixe, fornecendo

feedback em tempo real sobre o frescor.
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3.0 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SUSTENTABILIDADE E IMPACTOS AMBIENTAIS DAS EMBALAGENS
ALIMENTICIAS

Nas ultimas décadas, o uso de embalagens na industria alimenticia aumentou
significativamente, impulsionado pela demanda por produtos mais duraveis, seguros e
convenientes. Estima-se que mais de 40% das embalagens produzidas globalmente sejam
destinadas ao setor alimenticio (Hussain et al., 2024). As embalagens alimenticias
desempenham papel fundamental na prote¢do dos produtos, garantindo sua seguranca e
preservacdo, controlando fatores como temperatura e condi¢cdes atmosféricas, e prevenindo
desperdicios e contaminagdes (Schudel et al., 2023).

Tradicionalmente, materiais como papelao, papel e plastico tém sido utilizados,
embora o papel e o papelao sejam reciclaveis, eles apresentam limitagdes quanto a protecao
contra umidade e gases, fatores cruciais para a conservacao de diversos alimentos, sendo que
o plastico, por suas propriedades de leveza e resisténcia, tornou-se o material dominante.
Além disso, até 2060, a demanda por plasticos no setor de embalagens deve aumentar para
aproximadamente 380 milhdes de toneladas métricas (Statista, 2024), o que acentua os
desafios ambientais impostos pela origem fossil desses materiais e pela persisténcia no meio
ambiente.

A gestdo inadequada de residuos plasticos resultou na infiltragdo de microplésticos em
ecossistemas, incluindo oceanos e solos, com impactos significativos para a saide humana,
como evidenciado pela presenca de microplésticos em peixes consumidos (Ferries, 2024).
Estima-se que 5,25 trilhdes de particulas de microplasticos estejam nos oceanos,
representando risco a saide humana, pois sua ingestdo pode induzir estresse oxidativo e
inflamacao (Alberghini et al., 2022). Esse problema ¢ exacerbado pelo fato de que mais de
99% das embalagens plasticas atuais sdo derivadas de petroleo e persistem no ambiente por
séculos (Precedence Research, 2024).

Apesar dos desafios ambientais, o mercado de embalagens plésticas continua em
crescimento, projetando-se um aumento de US$ 429,62 bilhdes em 2023 para US$ 639,84
bilhdes até 2033, com uma taxa de crescimento anual composta de 4,06% (Precedence
Research, 2024). Esse crescimento estd diretamente ligado a demanda por alimentos

convenientes ¢ a pressdo pela redu¢do do desperdicio alimentar. Contudo, a poluigdo por
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plasticos requer solugdes como reciclagem, upcycling e o desenvolvimento de alternativas
biodegradaveis (Kibria et al., 2023).

A transi¢do para materiais mais sustentaveis nas embalagens alimenticias ¢ crucial
para mitigar os impactos ambientais. Os biopolimeros, que sdo renovaveis, biodegradaveis e
tém uma emissdo de carbono reduzida, emergem como alternativas viaveis aos plasticos
convencionais (Stoica et al., 2024). Os biopolimeros podem ser classificados em dois grupos
principais: os de origem natural, como polissacarideos e proteinas, e os sintetizados a partir de
biomassa. O segundo grupo inclui biopolimeros biodegraddveis, como o0s
polihidroxialcanoatos (PHAs) e o acido polilatico (PLA), bem como biopolimeros nao
biodegradaveis, como o biopolietileno (bio-PE), o biopolietileno tereftalato (bio-PET) ¢ o
biopolipropileno (bio-PP), que possuem alta resisténcia a degradagdao microbiana (Stoica et
al., 2024).

O mercado de bioplasticos tem se diversificado, com as embalagens representando
45% do mercado em 2024. A industria, no entanto, esta operando a 60% de sua capacidade
instalada, com uma taxa de utilizacdo média de 58% (1,44 milhdo de toneladas produzidas
contra uma capacidade de 2,47 milhdes de toneladas) (European Bioplastics, 2024). Além
disso, a crescente adocdo de bioplasticos estd sendo estimulada pela Estratégia de
Desenvolvimento Sustentdvel da Unido Europeia (COM, 2015) e os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel das Nagdes Unidas para 2030 (ONU, 2015).

A demanda por embalagens bioplasticas reflete a busca por alternativas sustentaveis,
impulsionada por fatores ambientais e regulatdrios. Contudo, para o sucesso dessa transi¢ao, é
necessario superar barreiras tecnologicas e econdmicas, focando no desenvolvimento de
bioplasticos mais acessiveis e eficientes. Os biopolimeros naturais, como polissacarideos,
proteinas e lipidios, podem ser encontrados em abundancia em fontes vegetais € animais e tém
grande potencial para serem usados como matéria-prima para materiais de embalagem

biodegradaveis (Stoica et al., 2024).

3.2 BIOCOMPOSTOS  PROTEICOS PARA OBTENCAO DE MATRIZES
FILMOGENICAS BIODEGRADAVEIS

As proteinas sdo biopolimeros formados por unidades de a-aminoécidos, que estdo
conectadas por ligagdes covalentes. Em geral, esses polimeros consistem em longas cadeias
de aminoacidos, que organizam-se em uma estrutura multinivel, conforme descrito por Chen
et al. (2019). Cada aminoacido ¢ composto por um atomo de carbono a, que se liga

covalentemente a um atomo de hidrogénio, um grupo carboxila, um grupo amino e uma



22

cadeia lateral, que confere propriedades especificas a molécula (Yan et al., 2014). A
combinac¢do dos 20 aminoacidos disponiveis na formagdo de proteinas permite a criacao de
uma vasta gama de sequéncias poliméricas distintas, com propriedades fisicas e quimicas
unicas (Gomez-Estaca et al., 2016). Essas propriedades estdo intimamente relacionadas as
interagdes entre as diferentes cadeias laterais dos aminoacidos, que podem conter &tomos de
oxigénio, nitrogénio, enxofre, além de carbono e hidrogénio. Essas interagdes sao
fundamentais para a formacdao de estruturas secundarias, terciarias e quaternarias das
proteinas, conferindo a elas caracteristicas especificas de estabilidade e funcionalidade
(Chen et al., 2019).

As proteinas exibem notdveis propriedades de formacao de filmes, particularmente
devido a sua capacidade de gerar uma estrutura tridimensional amorfa, estabilizada
principalmente por interagdes ndo covalentes (Alvarez et al., 2021). As propriedades
fisico-quimicas desses filmes sdo influenciadas por diversos fatores, como a origem da
proteina (animal ou vegetal), sua pureza, a composicdo de aminoacidos, o grau de
desnaturagdo, o pH e a presenca de aditivos. Em comparagdo com filmes a base de
polissacarideos, os filmes proteicos geralmente apresentam propriedades mecanicas, Opticas
e de barreira superiores (Eghbal et al., 2016). As interagdes eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio, ligagdes i0nicas, for¢as de Van der Waals, ligacdes covalentes, interagdes
hidrofobicas e pontes dissulfeto desempenham papéis fundamentais na estabilizagao de
filmes proteicos, sendo essas as principais for¢as envolvidas na sua formagao (Hassan et al.,
2018).

As proteinas utilizadas para a fabricagdo de filmes e revestimentos podem ser
classificadas conforme sua origem, sendo de fontes animais ou vegetais. Entre as proteinas
de origem animal, destacam-se a queratina, o colageno, as proteinas das fibras musculares, a
gelatina e as proteinas do leite (Mihalca et al., 2021). Esses materiais naturais sdo
particularmente adequados para a producao de filmes e revestimentos para embalagens de
alimentos, devido a sua capacidade de preservar gases e aromas de maneira eficiente.

Além disso, os polimeros proteicos oferecem outras vantagens, como a melhoria das
caracteristicas organolépticas dos produtos alimenticios, o aumento da vida util dos
alimentos, a fun¢do de transportadores naturais de aditivos e a possibilidade de integracao
com dispositivos inteligentes (Wu et al., 2021). Consequentemente, o interesse em filmes e
revestimentos a base de proteinas para embalagens de alimentos tem crescido
substancialmente nas tltimas décadas.

Embora haja um esforco crescente para reduzir a dependéncia de proteinas de origem
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animal, a demanda por essas proteinas permanece elevada, e elas continuam a desempenhar
um papel importante nesse contexto. Os residuos e coprodutos dos processos de abate
animal sdo fontes ricas em proteinas que podem ser utilizadas para a produgdo de produtos
de alto valor agregado (Alvarez et al., 2021).

Os peixes e produtos pesqueiros tém um papel significativo na segurancga alimentar
global, fornecendo mais de 17% das proteinas consumidas mundialmente. Mais de 3 bilhdes
de pessoas dependem dos produtos pesqueiros para obter pelo menos 20% de suas proteinas
dietéticas. O consumo global per capita de peixe foi de 20,3 kg em 2020, com uma projecao
de aumento de 21% até 2025. Dos 179 milhdes de toneladas de peixes e produtos aquaticos
produzidos globalmente em 2020, 87% foram destinados ao consumo humano direto,
enquanto os 13% restantes foram utilizados para aplica¢des ndo alimenticias, como farinha de
peixe e producdo de 6leo de peixe (FAO, 2022).

O processamento de peixes e mariscos gera uma grande quantidade de residuos (~75%
do peso total do peixe), que pode representar um desafio ambiental, de satide e econdmico,
como exemplo na Europa, onde sdo gerados aproximadamente 5 milhdes de toneladas de
residuos anualmente (FAO, 2022). No entanto, esses residuos tém potencial para se tornar
matérias-primas valiosas para a obtencdo de produtos como colageno, gelatina, queratina e
proteinas miofibrilares, que podem ser utilizados na producao de filmes biodegradaveis.

Além disso, o Brasil ocupa a quarta posi¢do mundial na produgdo de tilapia, ficando
atras apenas da China, Indonésia e Egito. A totalidade dessa produgdo ¢ processada e
comercializada na forma de filés, resultando em uma grande quantidade de subprodutos, que
frequentemente sdo descartados ou destinados a fabricagdo de racdo animal, compostos,
silagem e biofertilizantes (do Nascimento et al., 2021). A pele da tilapia, rica em coldgeno,
pode ser aproveitada a partir desses subprodutos, oferecendo um valioso recurso para diversas

aplicagoes cientificas e industriais, como o desenvolvimento de filmes biodegradaveis.

3.3 COLAGENO COMO FONTE DE PROTEINA

O colageno representa aproximadamente 30% do peso corporal de mamiferos, sendo
um componente essencial da matriz extracelular em diversos tecidos (Neff et al., 2021).
Desde sua descoberta, foram identificados e caracterizados 28 tipos distintos de colageno, que
vao do tipo I ao tipo XXVIII (Gelse et al., 2003). O colageno mais antigo registrado foi
encontrado no tecido mole de um osso fossilizado de 7yrannosaurus rex, datando de

aproximadamente 68 milhdes de anos (Oliveira et al., 2022). A estrutura molecular do
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coldgeno, apesar de sua estrutura geral de tripla hélice, ¢ altamente varidvel, refletindo a
diversidade funcional e estrutural dessa proteina. A unidade estrutural do coldgeno ¢
composta por trés cadeias o, cuja composicdo de aminoacidos varia conforme o tipo de
coladgeno, e os residuos de prolina e hidroxiprolina sdo predominantes nos locais X e Y da
repeti¢do tripla (Gly-X-Y)n (Ricard-Blum, 2011).

A fungdo e a distribuicdo do colageno nos diferentes tecidos sdo determinantes para
essa diversidade, influenciando a organizagdo molecular e supramolecular, como a ocorréncia
e o comprimento de dominios helicoidais triplos e o empacotamento das hélices triplas. Além
disso, a origem, tipo, condi¢des de pré-processamento e métodos de extracdo sdo fatores
criticos que determinam as propriedades do colageno extraido, incluindo o peso molecular, a
composi¢do de aminoacidos, a estrutura molecular, solubilidade e atividade funcional (Gallo
et al., 2020).

Durante muitos anos, a maior parte do coldgeno disponivel foi extraida de subprodutos
da industria de processamento de carne bovina e suina. No entanto, nas tltimas décadas, o uso
de colageno dessas fontes tem sido cada vez mais restrito. Em algumas culturas, o consumo
de produtos derivados de suinos e bovinos ¢ evitado devido a motivos religiosos, como no
caso de mugulmanos, hindus e judeus, que representam 38,4% da populacao mundial (Hackett
et al., 2012). Além disso, a utilizagcdo de colageno bovino gerou preocupagdes durante surtos
de doencas como encefalopatia espongiforme bovina, encefalopatia espongiforme
transmissivel e febre aftosa, que ocorreram principalmente no Reino Unido e na Asia. Como
esses produtos podem ser veiculos para a transmissdo de doencgas, seu uso foi severamente
restringido (Regulamentos CE n® 999/2001 e UE n° 142/2011) (Felician et al., 2018).

Em contrapartida, os organismos marinhos tém emergido como fontes promissoras de
colageno, pois nao estdo sujeitos a essas limitagcdes religiosas € ndo apresentam riscos
conhecidos de doengas transmissiveis. A biomassa gerada por indudstrias pesqueiras e de
processamento de peixe, incluindo subprodutos como pele, escamas, 0ssos, bexiga natatoria e
visceras, oferece uma fonte abundante, de colageno (Felician et al., 2018). Entre esses
subprodutos, a pele de peixe tem sido amplamente reconhecida como a principal fonte para a
extracdo de coldgeno devido a sua abundancia e caracteristicas favoraveis (Lim et al., 2019).

A extracdo de colageno da pele de peixe tem ganhado destaque devido as suas
diversas aplicacdes nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Varios métodos de
extracdo tém sido desenvolvidos, cada um com suas vantagens e desafios, como eficiéncia,
custo e qualidade do produto final. A extracdo enzimatica, por exemplo, ¢ considerada uma

biotecnologia verde, pois reduz a utilizagdo de solventes e a geragdo de residuos, acelerando o
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processo de decomposicao sem a necessidade de solventes organicos ou substancias quimicas
nocivas. Enzimas como alcalase, dispase e pepsina sdo utilizadas para quebrar as
extremidades dos telopeptideos nas cadeias de colageno, permitindo a preservacao da
estrutura do coldgeno devido a alta seletividade dessa técnica (Lee et al., 2023).

Outro método amplamente utilizado ¢ a extracdo acida, que envolve o uso de solugdes
de 4cido acético ou acido citrico. Este processo ¢ simples e de baixo custo, e seu principal
objetivo ¢ romper as ligagdes cruzadas na hélice de colageno, resultando em um produto de
qualidade superior (Bai et al., 2017). A extracdo com fluido supercritico também tem sido
explorada, baseando-se nas caracteristicas de solvata¢ao do solvente e em condi¢des extremas
de pressdo e temperatura, que alteram fisicamente o solvente, aumentando sua capacidade de
extracdo. No entanto, o alto custo dessa tecnologia ¢ uma limitacdo significativa para
aplicagdes em larga escala (Sousa et al., 2020).

Nos ultimos anos, a extra¢do por ultrassom tem se mostrado uma técnica inovadora,
onde as ondas ultrassonicas geram cavidades no solvente, criando microbolhas que colapsam
os tecidos do peixe e melhoram a interagdo entre as fases solida e liquida. Isso acelera o
processo e aumenta a eficiéncia, embora exija um controle rigoroso das condi¢des para
garantir bons resultados, além de demandar equipamentos com custos elevados (Petcharat et
al., 2021).

Outra abordagem interessante ¢ a utilizacdo de solventes eutéticos profundos, que
promovem interagdes de ligagdes de hidrogénio entre o aceitador e o doador dessas ligacoes,
sendo uma técnica ecologicamente correta para a extracdo de coldgeno. No entanto, a
otimizagdo das condigdes, como a composi¢ao do solvente e os pardmetros de extracdo, ainda
representa um grande desafio (Passos et al., 2014).

Por fim, a extracao térmica, que utiliza dgua quente para tratar a pele de peixe, tem se
mostrado uma técnica simples e eficaz, sem o uso de solventes quimicos, o método baseia-se
na solubilizacdo das fibras de coldgeno. No entanto, exige um controle rigoroso da
temperatura, pois o aquecimento excessivo pode desnaturar o coldgeno e comprometer suas
propriedades funcionais (da Costa et al., 2022). A escolha do método de extracao depende de
fatores como a aplicacdo desejada, os custos envolvidos e a qualidade exigida do coldgeno. A
pesquisa sobre esses processos continua avancando, buscando otimizar os métodos de
extracdo e tornar o coldgeno extraido de fontes marinhas mais acessivel e de melhor
qualidade, atendendo as demandas de diferentes industrias. Além disso, bioplasticos
derivados de colageno de peixe apresentam um caminho promissor para materiais

sustentaveis, alavancando o colageno abundante encontrado em residuos de peixe.
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3.4 FILMES BIODEGRADAVEIS OBTIDOS A PARTIR DE COLAGENO

O colageno tem despertado crescente interesse no desenvolvimento de materiais
sustentaveis, devido as suas propriedades biodegradaveis e a capacidade de formar filmes,
particularmente na industria alimenticia. Nos ultimos anos, os avangos na fabricacao de filmes
a base de coladgeno tém sido amplamente explorados, dada a versatilidade e o potencial desse
biopolimero para atender as crescentes demandas por alternativas ecoldgicas e inovadoras.

A estrutura molecular do colageno, rica em grupos carboxila e hidroxila hidrofilicos,
favorece a formagdo de uma densa rede de ligacdes de hidrogénio em sua superficie. Essa
caracteristica confere ao coladgeno um modelo ideal para a formagao de barreiras eficazes, ao
mesmo tempo em que proporciona cargas biologicamente ativas. A rede de ligagdes de
hidrogénio nos filmes de coldgeno restringe a troca gasosa, o que contribui significativamente
para a extensdo da vida util de produtos alimenticios, como os derivados de peixe, ao reduzir
a oxidagdo e a perda de umidade (Wang et al., 2017).

Estudos recentes tém evidenciado o potencial do colageno extraido de peixe na
producdo de filmes biodegradaveis, os quais ndo s6 promovem a diminui¢do do impacto
ambiental, como também apresentam propriedades mecanicas e antibacterianas vantajosas. A
transicao para bioplasticos ecoldgicos estd alinhada com a crescente demanda por alternativas
sustentaveis em diversos setores industriais. Embora poucos estudos tenham abordado a
tilapia (Oreochromis niloticus) como fonte de coladgeno para a producao de filmes, pesquisas
de Zhuang et al. (2019) e da Costa et al. (2022) demonstraram a viabilidade de filmes
compostos de colageno extraido da pele de tilapia, apresentando propriedades satisfatorias.

Adicionalmente, outras pesquisas investigaram filmes de coldgeno derivados de
pescados. Por exemplo, Tong et al. (2017) exploraram a utilizagdo de colageno extraido da
pele do peixe Basa (Pangasius hypophthalmus), e os resultados indicaram boas propriedades
mecanicas, elevada capacidade de absorcdo de agua e biodegradabilidade, caracteristicas que
tornam os filmes adequados para o uso em embalagens alimenticias. Ma et al. (2020)
desenvolveram filmes de coldgeno comestiveis, combinados com alginato de sodio e
carboximetilcelulose, avaliando a viabilidade de células de Lactococcus lactis. Os resultados
sugerem que essas combinagdes oferecem propriedades adicionais benéficas para a industria
alimenticia. Outro exemplo de avanco ¢ o trabalho de Kulkarni et al. (2022), que
demonstraram a valorizagao de residuos de peixe, combinando-os com quitosana e extrato de
neem (Azadirachta indica) para a fabricagdo de filmes biodegradaveis com agdo

antimicrobiana eficaz. Além disso, Moreno-Ricardo et al. (2024) destacaram que a quitosana,
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a gelatina e o coldgeno extraidos das escamas de bocachico (Prochilodus magdalenae)
oferecem alternativas promissoras para a producdo de filmes sustentdveis na industria
alimenticia.

Embora os filmes derivados de um unico biopolimero apresentem vdrias vantagens,
eles muitas vezes carecem de propriedades essenciais, como flexibilidade e resisténcia a
umidade. Uma alternativa eficaz para superar essas limitacdes ¢ a combinagdo do colageno
com outros biocompostos. A adicdo de plastificantes, como glicerol e sorbitol, tem se
mostrado uma estratégia eficaz para melhorar as propriedades fisicas e quimicas dos filmes de
colageno. A interacdo desses plastificantes com o colageno, por meio de reacdes fisicas e
quimicas, aumenta a mobilidade das cadeias poliméricas e o volume livre entre as moléculas,
resultando em melhorias significativas na viscoelasticidade e extensibilidade dos filmes,
tornando-os mais flexiveis ¢ menos quebradigos (Rostamzad et al., 2016). A escolha
apropriada do tipo e da concentra¢do dos plastificantes pode ser otimizada para atender as
necessidades especificas de cada aplicacao.

Além disso, a combinagdo de coldgeno com lipidios ou polissacarideos tem se
mostrado uma abordagem eficaz para aprimorar as caracteristicas funcionais dos filmes. A
pectina, um hidrocoléide polissacaridico de alto peso molecular, ¢ comumente utilizada em
processos de espessamento, estabilizagdo e encapsulamento, além de evitar a cristalizagao.
Como biopolimero, a pectina serve como uma excelente base para o desenvolvimento de
revestimentos, proporcionando resisténcia mecanica e potencializando a funcionalidade do
material (Khalid et al., 2024).

Esses avangos destacam o grande potencial do colageno de peixe na criagdo de filmes
biodegradaveis de alto desempenho, ndo apenas como uma alternativa sustentavel as
embalagens plésticas convencionais, mas também como uma plataforma inovadora para o
desenvolvimento de materiais com propriedades otimizadas para diversas aplicagdes

industriais.

3.5 FILME INTELIGENTE: INOVACAO E TIPOS

Embalagens inovadoras tém se destacado como um dos principais avangos na
industria alimenticia, indo além da simples protecdo fisica dos produtos. Elas oferecem
funcionalidades adicionais que podem melhorar a seguranga alimentar, aumentar a vida util
dos produtos, reduzir o desperdicio e permitir o monitoramento em tempo real das condigdes

dos alimentos ao longo da cadeia de suprimentos. Esse conceito engloba tecnologias que
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promovem interacdes ativas ou informativas entre a embalagem, o seu conteudo e o
consumidor. As embalagens inteligentes podem ser divididas em duas categorias principais:
embalagens ativas e embalagens inteligentes, baseadas em sensores (Drago et al., 2020).

As embalagens ativas sdo projetadas para interagir com o ambiente interno da
embalagem, controlando fatores como umidade, oxigénio e, em alguns casos, temperatura, a
fim de preservar a qualidade do alimento. J4 as embalagens inteligentes tém a funcdo de
monitorar ¢ fornecer dados sobre as condi¢des do produto, como frescor, temperatura e
umidade, durante o transporte e armazenamento. Além disso, tecnologias de rastreamento e
identificagdo, como RFID e codigos QR, sdo cada vez mais integradas, garantindo a
rastreabilidade e a qualidade dos produtos ao longo de toda a cadeia produtiva. Diversos tipos
de sensores de base biologica tém sido empregados no monitoramento de alimentos
embalados, oferecendo uma forma eficaz e em tempo real de avaliar a qualidade e a seguranca
dos produtos. Entre esses sensores, destacam-se os sensores de géas, os indicadores de
tempo-temperatura (TTIs), sensores de base bioldgica para frescor de alimentos e os
biossensores para contaminacao de alimentos (D’Almeida et al., 2024).

Os indicadores de tempo-temperatura (TTIs) sdo dispositivos utilizados para
monitorar a exposi¢do cumulativa dos alimentos a variagcdes de temperatura ao longo de sua
cadeia de distribui¢do e armazenamento. Esses indicadores baseiam-se em reagdes quimicas,
enzimaticas ou fisicas que sdo sensiveis a temperatura e ao tempo. A taxa de reacao varia com
as flutuagdes de temperatura, e essas mudangas resultam em uma alteragao visivel, como uma
mudanca de cor, que pode ser facilmente monitorada. Além de permitir a detecgdo de
exposicao inadequada a temperaturas elevadas, os TTIs também fornecem informagdes sobre
o tempo de exposi¢do, garantindo que alimentos sensiveis sejam mantidos em condigdes
ideais para preservar sua qualidade e seguranga (Forghani et al., 2021).

Os biossensores, que combinam material biolégico com elementos de transducao,
oferecem uma forma altamente sensivel de detectar a presenca de contaminantes quimicos ou
biologicos nos alimentos. O principio de funcionamento desses dispositivos baseia-se no
reconhecimento especifico de um analito, que pode ser uma molécula, célula, microrganismo
ou anticorpo, que interage com o biorreceptor presente no sensor. Apos essa interagdo, um
sinal mensuravel (como calor, luz ou mudanga de pH) ¢ gerado e convertido em uma leitura
quantitativa. Tais dispositivos sdo essenciais para a deteccdo precoce de patdgenos ou
substancias toxicas, aumentando a seguranca alimentar e evitando riscos a saude dos
consumidores (Sanponpute; Wattong, 2017).

Os sensores de gas desempenham um papel crucial na detec¢do precoce de alteragdes
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na qualidade dos alimentos, como o rango. Estes sensores sdo especialmente eficazes para
monitorar a presenga de gases deteriorantes, como didxido de carbono (CO:) e oxigénio, que
podem indicar o inicio de processos de deterioracdo. Sensores de CO: sdao amplamente
utilizados em embalagens de alimentos pereciveis, como carnes e peixes, uma vez que esses
alimentos liberam CO: a medida que comeg¢am a se decompor. Os sensores de amodnia, por
sua vez, sdo comumente empregados para avaliar o frescor de carnes e peixe, uma vez que a
amoénia ¢ liberada durante a decomposicao das proteinas da carne. Esses sensores sao
compostos por um receptor, que transforma informacdes fisicas ou quimicas em energia, € por
um transmissor, que converte essa energia em um sinal mensuravel (Osmolska et al., 2022).

Sensores de base biologica sdo particularmente eficazes para monitorar a frescura de
alimentos pereciveis, como frutas, vegetais, carnes, peixes e laticinios, logo ap6s a colheita ou
o abate. Esses sensores podem detectar alteracdes em parametros como compostos a base de
nitrogénio, H,S, pH e at¢ CO, como indicadores-alvo para investigar a deterioragdo de
alimentos. No caso do peixe, por exemplo, que ¢ altamente valorizado por seu teor de
proteinas e acidos graxos Odmega-3, a utilizacdo de biossensores para garantir o frescor e a
seguranca dos produtos ¢ de extrema importancia. Varios reagentes e indicadores, como o
azul de bromotimol (BB) e verde de bromocresol (BCG), sdo utilizados para fornecer
informagdes visiveis e mensuraveis sobre o frescor dos alimentos. Esses sensores podem ser
observados a olho nu ou através de dispositivos eletronicos, permitindo uma monitoragao
rapida e eficiente da qualidade dos produtos embalados (Dirpan et al., 2023). Além destes
corantes sintéticos, pigmentos naturais como curcumina, betalainas, antocianinas e outros,
tém recebido atengdo crescente em embalagens inteligentes para alimentos. A crescente
demanda por solugdes mais sustentaveis na induastria alimenticia tem impulsionado a busca
por alternativas aos corantes sintéticos, com destaque para os pigmentos naturais.

Entre estes, as antocianinas se destacam por ndo causarem efeitos adversos a satde do
consumidor e por suas propriedades antioxidantes e corantes. Esse movimento esta
diretamente relacionado ao desenvolvimento de embalagens inteligentes, que utilizam
sensores biologicos para monitorar a frescura dos alimentos, alinhando-se a crescente

conscientizagcdo ambiental.

3.6 ANTOCIANINAS: POTENCIAL COMO CORANTE NATURAL

A antocianina ¢ um metabdlito secundario pertencente a familia dos flavonoides, um

grupo de compostos fendlicos amplamente distribuido no reino vegetal. O termo
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“antocianina” tem origem no grego, sendo derivado de “anto”, que significa flor, e “cianina”,
do termo “ciano”, que se refere a cor azul (Wahyuningsih et al., 2017). Trata-se de um
pigmento natural comestivel, soluvel em agua, com um peso molecular que varia entre 400 e
1200 g/mol (Khoo et al., 2017). Sua estrutura basica ¢ constituida por 2-fenilbenzopirilio,
com a foérmula molecular C;sH;;O. Em termos quimicos, as antocianinas sdo glicosideos
polihidroxilados, polimetoxilados ou acilglicosideos derivados das antocianidinas. Sua
estrutura € caracterizada pelo cation 2-fenilbenzopirilium, também conhecido como cation
flavilium, composto por um anel aromatico ligado a um anel heterociclico de carbono, com
oxigénio carregado positivamente e um terceiro anel aromatico, por meio de uma ligacao
carbono-carbono (Rodriguez-Amaya, 2019).

Na natureza, existem 23 antocianinas distintas, que se distinguem por uma variedade
de estruturas formadas por substitui¢des alternadas nas posigdes de carbono dos dois anéis
benzénicos. No entanto, apenas seis dessas antocianinas, cianidina, delfinidina, pelargonidina,
peonidina, malvidina e petunidina, sdo amplamente distribuidas em plantas comestiveis,
representando, respectivamente, 50%, 12%, 12%, 12%, 7% e 7% da totalidade encontrada
(Borkowski et al., 2005).

A intensa coloragdao das antocianinas esta diretamente associada a sua estrutura
quimica. As oito ligagdes duplas conjugadas em seu esqueleto podem formar um cromoforo
capaz de absorver ondas de luz com comprimentos de onda entre 500 e 600 nm, resultando
em cores como vermelho, azul, roxo e cinza (Almasi et al., 2022). Sob condi¢des acidas (pH
1-4), as antocianinas se apresentam de maneira relativamente estavel, predominantemente na
forma de cations flavina, exibindo a cor vermelha. Quando o pH se aproxima de valores
neutros (pH 4-6), o cétion flavina se desprotona e forma uma pseudobase de carbinol, que
pode ser cinza ou incolor. Em pH entre 6 e 8, a estrutura das antocianinas se converte para a
base quinoidal, alterando a coloracdo para tons de rosa, roxo ou azul. Sob condi¢des alcalinas
(pH > 8), a antocianina assume a forma de uma chalcona amarela (Huang et al., 2021). A
intensidade da cor das antocianinas ¢ influenciada ndo apenas por sua estrutura molecular,
mas também por fatores externos como pH, temperatura, radiagao UV e presenca de oxigénio
(Lietal., 2019).

A extragdo das antocianinas ¢ uma etapa crucial para sua obtencdo e utilizagdo em
processos de identificagdo, quantificacdo ou aplicagdo em diferentes areas, como a de
corantes naturais (Khoo et al., 2017). Devido a sua polaridade, a extragao dessas moléculas ¢
comumente realizada utilizando solventes como etanol, metanol e acetona, com ou sem

acidificagdo. Nos ultimos anos, novas tecnologias tém sido exploradas para melhorar a
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eficiéncia da extragdo, como métodos enzimaticos, ultrassom e campos elétricos pulsados (Li
etal., 2019).

As antocianinas sao conhecidas por suas potentes atividades biologicas, destacando-se
como eficazes sequestradoras de radicais livres soluveis em dgua. Sua capacidade
antioxidante esta relacionada a estrutura quimica, que permite a neutralizacdo de radicais
livres por meio de dois mecanismos principais: a primeira envolve o grupo hidroxila presente
no anel B da antocianina, enquanto a segunda ocorre através do ion oxigénio do anel C, que
reage com os radicais livres. Em geral, quanto mais simples for a estrutura quimica da
antocianina, maior sera sua atividade antioxidante (Qi et al., 2022).

Além das propriedades antioxidantes, as antocianinas apresentam atividade
antibacteriana significativa, sendo eficazes contra diversas bactérias e fungos. Estudos
demonstram que essas substancias podem inibir o crescimento de microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos, principalmente devido a sua capacidade de interagir com a
membrana celular e afetar a integridade da célula bacteriana (Chen et al., 2018).

Como corantes naturais, as antocianinas tém a capacidade de melhorar as
caracteristicas organolépticas de alimentos processados, conferindo-lhes cores vibrantes e
atraentes (Santos et al., 2022). Sua sensibilidade ao pH e diversas atividades bioldgicas
tornam-nas promissoras na producao de filmes para embalagens funcionais, com potenciais
aplicagdes em monitoramento e preservacao de alimentos.

Essas substiancias sdao amplamente encontradas em uma variedade de alimentos
vegetais, como frutas, legumes, graos, flores e célices. Filmes elaborados a partir de matrizes
de biopolimeros carregadas com antocianinas podem mudar de cor conforme o pH ambiente,
funcionando como indicadores sensiveis do frescor dos alimentos. Diversos estudos tém
demonstrado que antocianinas extraidas de fontes como bérberis (Alizadeh Sani et al., 2022),
mirtilo (Kong et al., 2023), amoreira (Li et al., 2022), batata-doce roxa (Dong et al., 2023),
repolho roxo (Abedi-Firoozjah et al., 2022) e arroz preto (Ge et al., 2020) podem ser
utilizadas para esse fim. Contudo, ¢ importante destacar que, embora as flores sejam fontes
abundantes dessas moléculas, o conteido de antocianinas em muitas espécies florais ainda
ndo foi adequadamente investigado, o que sugere a necessidade de estudos adicionais para

explorar todo o potencial dessas fontes naturais.

3.6.1 Toxicidade extrato de antocianina

A avaliacdo da citotoxicidade ¢ um requisito essencial para identificar fontes viaveis
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de antocianinas, sobretudo quando esses materiais podem entrar em contato direto ou indireto
com alimentos. Esse tipo de andlise ¢ usada para determinar a viabilidade das células apos
serem expostas a um composto ou substancia. O niamero de células vivas e/ou mortas ¢
contado apos a cultura ter um periodo de incubagdo, e um controle € necessario para comparar
corretamente os efeitos do composto que estd sendo testado para o experimento (Ramakrishna
etal., 2015).

Os ensaios de citotoxicidade podem ser classificados em quatro categorias: ensaios de
exclusdo de corantes, ensaios colorimétricos, ensaios fluorométricos e ensaios
luminométricos. Ensaios colorimétricos, como MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2—5-difeniltetrazolium brometo) e MTS
(5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazolia)-3-(4-sulfofenil) tetrazolium, sal interno),
sao comumente usados devido a sua alta reprodutibilidade, precisdo e baixos custos em
compara¢do com outros (Zhao et al., 2019).

Entre os métodos mais empregados para essa finalidade, o ensaio colorimétrico de
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio brometo) destaca-se como uma técnica
padrao para a determinagdo da viabilidade celular in vitro. Esse ensaio baseia-se na
capacidade de células metabolicamente ativas reduzirem o MTT, um corante amarelo solivel
em agua, a cristais insoluveis de formazan azul-arroxeado, por meio da agdo de enzimas
desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas, especialmente a succinato desidrogenase.
Assim, a quantidade de formazan formada ¢ diretamente proporcional ao numero de células
viaveis, permitindo a quantificacdo indireta da citotoxicidade dos materiais avaliados
(Mosmann, 1983; Kumar et al., 2018).

Os resultados sdo expressos pela inibi¢do da viabilidade celular (IC50) e inibi¢do do
crescimento (IG50), dependendo das condigdes experimentais e do ensaio utilizados. Além
disso, ¢ importante determinar a Dose Letal Mediana (LD50) e a dosagem méxima tolerada
pelas células vivas. De acordo com a norma ISO 10993-5, percentuais de viabilidade celular
superiores a 80% sdo considerados ndo citotoxicos; entre 80 e 60%, indicam citotoxicidade
fraca; entre 60 e 40%, citotoxicidade moderada; ¢ abaixo de 40%, citotoxicidade forte
(Lopez-Garcia et al., 2014).

Nesse contexto, estudos recentes tém investigado a toxicidade de extratos vegetais por
meio do ensaio de MTT. Safari et al. (2024) avaliaram extratos obtidos da flor de azevinho
preto (Alcea rosea var. nigra) e observaram baixa citotoxicidade em diferentes linhagens
celulares, atribuida ao elevado teor de compostos fenolicos bioativos. De forma semelhante,

Abdelrahman et al. (2024) relataram que extratos de flores de buganvilia (Bougainvillea
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spectabilis) apresentaram elevada viabilidade celular, confirmando o potencial desses
pigmentos naturais para aplicagdes biomédicas e alimentares. Além disso, Lopez-Corona et
al. (2022) demonstraram que extratos de framboesa (Rubus idaeus), ricos em antocianinas,
exibiram baixa toxicidade celular e atividade antioxidante significativa, reforcando a

seguranga desses compostos para aplicacdes tecnoldgicas.

3.7 FLOR: FONTE DE PIGMENTOS NATURAIS

Os principais pigmentos presentes nas flores sdo os flavondides, em particular,
antocianina, que conferem as cores na faixa de vermelho a cores roxas. O contetido de
antocianinas em flores depende estritamente da cultivar e da fase de desenvolvimento que se
encontram. O teor de antocianinas pode variar significativamente tanto qualitativamente
quanto quantitativamente, mesmo em flores de espécies relacionadas. Cultivares da mesma
espécie também pode diferir fortemente em termos de teor de antocianinas (Lysiak, 2022).

Diante disso, estudos recentes exploraram a incorporagdo de extratos de antocianina
de flores em filmes inteligentes, esses filmes utilizam as propriedades de mudanga de cor das
antocianinas para criar materiais responsivos que podem indicar mudancas no pH ou a
presenga de substincias especificas, aumentando a seguranca alimentar e 0 monitoramento da
qualidade. A Tabela 1 resume estudos recentes de filmes poliméricos adicionados de extrato

de antocianina de flores.

Quadro 1- Desenvolvimento filme inteligente incorporado de extrato de antocianina de

flores.
Flor (Género e | Objetivo do Estudo Principais Resultados | Referéncia
espécie)
Clitoria Desenvolver filme | Os filmes | Mary et al., 2024
ternatea L. sensivel ao pH utilizando | apresentaram variagdo

compositos de | de cor de vermelho

amido—quitina brilhante a verde na

incorporados com | faixa de pH de 1 a 12,

antocianinas da flor de | sendo discriminada

ervilha-borboleta. visualmente.
Aronia Melhorar as propriedades | O filme demonstrou [ Wu et al., 2024
melanocarpa fisicas e estabilidade da | excelente estabilidade,

cor de filmes de amido | propriedades

inteligentes a base de | responsivas ao pH e

antocianina. grande potencial como

material de embalagem
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alimentar.

Bauhinia Kockiana

Fabricar um filme
inteligente

utilizando amido de
sagu incorporado a fonte
natural

de antocianinas da flor de
Bauhinia Kockiana e
utilizd-lo para monitorar
o frescor doleite de
COCO.

O filme de amido de
sagu incorporado ao
BKE tem excelente
potencial para atuar
como um filme de pH
inteligente no
monitoramento do
frescor do leite de
cocCo.

Lau et al., 2024

Torenia fournieri

Desenvolvimento de
filmes biodegradaveis a
base de amido para
aplicagdes em tratamento
de feridas e embalagens
alimenticias.

A adigdo de extratos de
Torenia fournieri, ricos
em antocianinas,
aumentou a
sensibilidade ao pH
dos filmes.

Hibiscus
sabdariffa L.

Avaliar o uso dos
pigmentos de Hibiscus
sabdariffa como rétulos
naturais para monitorar a
qualidade de alimentos.

Os roétulos mudaram de
cor de marrom claro
(fresco) para cinza
(estragado) conforme o
aumento do pH e
TVB-N, indicando a
deterioragao dos
alimentos.

Ipomoea nil

Investigar o potencial dos
filmes sensiveis ao pH
produzidos no
rastreamento do processo
de deterioracdo da carpa
capim durante 10 dias de
armazenamento a 4 °C.

O filme incorporado
com extrato misto de
Ipomoea nil e
ficocianina possuiu as
melhores variagdes de
cor (laranja escuro,
rosa, azul escuro) com
o grau de deterioragao
do peixe.

Koshy et
al., 2023
Khezerlou et
al. 2023
Tavakoli et
al., 2023

Jacaranda Estudo sobre a| A incorporagdo de | Amaregouda et
cuspidifolia antocianina natural da | antocianinas nos filmes | al. 2022
flor de  Jacaranda | compositos melhorou
cuspidifolia imobilizada | significativamente as
em uma matriz | propriedades
biopolimérica de | mecanicas, térmicas,
quitosana e alcool | de resisténcia a
polivinilico. umidade, barreira a
gases e atividades
antimicrobianas.
Rhododendron Desenvolvimento de | Filmes contendo 2% e | Li et al. 2022
simsii (AR) filmes indicadores de|4% de AR alteraram
frescor utilizando | efetivamente a cor
Rhododendron simsii | quando os niveis de

incorporado em matrizes
de goma de alfarroba e

nitrogénio volatil
basico total (TVB-N)
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PVA. excederam os valores
seguros, indicando
deterioragao.
Crocus sativus L. Avaliar a capacidade dos | A incorporagdo das | Alizadeh-Sani et
filmes inteligentes | antocianinas nos filmes | al., 2021

halocromicos de realgar e | compositos ~ também
detectar o frescor da | melhorou

carne de cordeiro durante | notavelmente suas
0 armazenamento. propriedades
mecanicas, de

\

resisténcia a umidade,
térmicas, de prote¢ao a
luz, de barreira a gases,
antioxidantes e
antimicrobianas.

No entanto, vdarias espécies nao foram estudadas profundamente, com isso, faz
necessario investigar diferentes espécies de flores quanto ao seu teor e qualidade de
antocianinas, para produ¢do de corantes naturais, agregando valor principalmente as flores
que sdo utilizadas apenas como arbustos ornamentais. Dentre elas encontra-se a flor
Catharanthus roseus, espécie rica em antocianinas e facilmente encontradas nas diversas

regides do Brasil, porém pouco explorada como fonte de antocianina.

3.7.1 Flor: Catharanthus roseus

A planta Catharanthus roseus, pertencente a ordem Gentianales, integra a familia
Apocynaceae, cujos membros sdo predominantes em regides tropicais, subtropicais e
temperadas, incluindo principalmente arvores deciduas, arbustos e ervas. Taxonomicamente,
C. roseus esta classificada no Reino Plantae, Classe Magnoliopsida, Ordem Gentianales,
Familia Apocynaceae e Género Catharanthus. Existem cerca de 359 géneros na familia e 9
espécies para o género Catharanthus. Os sinénimos historicos de C. roseus incluem
Ammocallis rosea (L.) Small, Lochnera rosea (L.) Rchb. ex Spach, Pervinca rosea (L.)
Gaterau, Vinca rosea L. e Vinca speciosa Salisb. A etimologia do nome Catharanthus deriva
do grego, significando "flor pura", enquanto roseus ¢ uma referéncia a cor rosa ou rosada da
flor (Bihani, 2021).

A planta C. roseus apresenta varias caracteristicas botanicas que a diferenciam de
outras espécies dentro de seu género e familia. Trata-se de uma erva perene ou subarbusto,
com até 60 cm de altura, base lenhosa e secrecao de latex leitosa (Allorge et al., 2015). Suas

folhas sdo pecioladas, oblongas e de textura coriacea, dispostas de forma oposta e alternada
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(Bertaccini, 2007). As flores surgem geralmente de forma solitaria, apresentando cores
atraentes como rosa, branco ou uma combinagdo de ambos, sendo frequentemente rosa palido
com um ponto violeta escuro no centro, com cinco pétalas espalhadas (Singh et al., 2008).
Com base nas variagdes de cor das flores, C. roseus possui duas variedades principais: a
variedade "Rosea", que produz flores rosas, e a variedade "Alba", cujas flores sdo brancas
(Figura 1) (Sagar et al., 2020; Al-Quteimat, 2020).

Originaria de Madagascar, C. roseus foi gradualmente distribuida mundialmente como
planta ornamental e também como espécie introduzida para fins medicinais (Falcdo et al.,
2017). A planta tem sido amplamente utilizada em paises asiaticos e africanos, onde
historicamente foi cultivada em templos e jardins (Shukla et al., 2010). Tradicionalmente,
diversas partes de C. roseus sdo utilizadas nos sistemas de medicina indiana, bem como na
medicina tradicional chinesa (Das; Sharangi, 2017). Entre as condi¢des tratadas com C.
roseus, destacam-se cancer, doencas do sistema geniturinario, hepaticas, renais e

cardiovasculares (Zhu et al., 2015).

Figura 1- Flor Catharanthus roseus.

Fonte: Autor.

No Brasil, C. roseus foi descrita por Peckolt em 1910, sendo utilizada em infusdes de
suas folhas para o controle de hemorragias, escorbuto, como enxaguatdrio bucal para dor de
dente, além de ser indicada no tratamento de ferimentos cronicos. Na Europa, espécies
relacionadas tém sido usadas para a supressio do fluxo de leite, enquanto nas Indias
Ocidentais foi empregada no tratamento de ulceras diabéticas. Nas Filipinas, ¢ reconhecida
como um agente hipoglicemiante eficaz quando administrada oralmente. Os alcaloides totais
de C. roseus apresentam atividade antibacteriana limitada e propriedades hipotensoras

significativas e sustentadas, embora os efeitos hipoglicemiantes e antibacterianos nao tenham
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sido totalmente confirmados. Um dos alcaloides isolados, a ajmalicina, demonstrou efeitos
transitorios na reducao da pressao arterial (Mishra; Verma, 2017).

Nas ultimas décadas, um grande ntimero de publicagdes cobriu o conhecimento
aprimorado sobre os alcaloides antitumorais de Catharanthus. Pelo contrario, os pigmentos
antocidnicos desta espécie atrairam pouca ateng¢do, embora alguns estudos tenham sido
conduzidos sobre varios aspectos in vitro da producdo de antocianina. O perfil de
antocianidinas das flores de C. roseus foi determinado ha algum tempo atras, e malvidina,

petunidina e hirsutidina foram identificadas (Forsyth; Simmonds, 1957).

3.8 PROPRIEDADES DOS FILMES INCORPORADOS DE ANTOCIANINAS

A adicdo de antocianinas ou extratos ricos nessas substancias em materiais de
embalagem de alimentos influencia diretamente suas propriedades fisicas, mecanicas,
solubilidade em 4gua, permeabilidade ao vapor de 4gua, propriedades Opticas, térmicas,
deteccdo de frescor em alimentos e entre outras. Estudos indicam que a interagdo entre
antocianina e¢ a matriz polimérica pode melhorar a resisténcia a tracao dos filmes, devido a
formac¢do de ligagdes de hidrogénio que aumentam a densidade da rede polimérica (Jiang et
al., 2020). No entanto, concentracdes excessivas de antocianinas podem prejudicar a
integridade da rede, diminuindo essa resisténcia (Zhang et al., 2020). Além disso, as
antocianinas podem atuar como plastificantes, aumentando a flexibilidade dos filmes, embora
em alguns casos possam reduzir o alongamento na quebra devido ao enfraquecimento da
estrutura da matriz (You et al., 2022).

A estabilidade térmica dos filmes ¢ influenciada pela concentracdo de antocianinas.
Em baixas concentragdes, elas melhoram as caracteristicas térmicas dos filmes, mas em
concentragdoes elevadas, podem causar acimulo e ruptura da estrutura, reduzindo a
estabilidade térmica (Lozano-Navarro et al.,, 2018). As interagdes moleculares entre
antocianina e a matriz polimérica, avaliadas por espectroscopia FTIR, mostram varia¢des nas
bandas de absor¢do, dependendo dos polimeros utilizados e da presenca de grupos funcionais
(Liu et al., 2019). A microscopia eletronica de varredura (SEM) revela que a adicao de
antocianina aumenta a densidade e a compatibilidade das camadas biopoliméricas, afetando
sua microestrutura (Jiang et al., 2020).

Além disso, filmes ricos em antocianina apresentam maior capacidade de bloqueio de
luz, devido a estrutura aromatica da antocianina, que absorve radiagdo UV-vis. No entanto, a

transparéncia do filme pode ser comprometida, especialmente apds exposi¢do a luz, devido a
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degradagdo da antocianina. A antocianina também apresenta propriedades antimicrobianas e
antioxidantes valiosas para embalagens ativas, melhorando a preservacdo dos alimentos
(Yong, Liu, 2020).

Como também, os filmes inteligentes incorporados com antocianinas apresentam
mudangas de cor em resposta as alteragdes quimicas que ocorrem durante a deterioracdo dos
alimentos, principalmente devido a producdo de metabolitos alcalinos. Durante o
armazenamento, a degradacdo proteica e a acdo de bactérias deteriorantes levam a formacgao
de compostos volateis basicos, como amonia, trimetilamina e outras aminas biogénicas,
promovendo o aumento do pH no microambiente do headspace. As antocianinas sofrem
transformagoes estruturais reversiveis entre diferentes formas moleculares (flavilium cation,
quinoidal base, carbinol pseudobase e chalcona), resultando em variagdes cromaticas
perceptiveis, geralmente de vermelho/rosado em meio 4cido para roxo, azul ou verde em
condi¢des alcalinas. Assim, a alteracdo de cor do filme reflete diretamente o estado de
deterioracdo dos alimentos, permitindo a conversdo de mudangas quimicas complexas em um
sinal visual simples e intuitivo para monitoramento do frescor (Mattioli et al., 2020).

Nesse contexto, as embalagens inteligentes a base de antocianinas t€ém sido aplicadas
para detectar alteragcdes no frescor e seguranca dos alimentos, especialmente em carnes, ao
monitorar variagdes de pH e composi¢do durante o armazenamento (Tavassoli et al., 2022).
Estudos recentes, como o de Amaregouda et al. (2022), demonstraram o potencial de filmes
inteligentes a base de quitosana/PVA com antocianina extraida de Jacaranda cuspidifolia,
para avaliar o frescor de alimentos. Esses filmes apresentam propriedades antioxidantes e
antibacterianas, além de mudancas de cor visiveis que indicam a deterioracdo, tornando-os
indicadores de qualidade ideais para alimentos marinhos.

No mesmo sentido, Nguyen et al. (2024) desenvolveram uma membrana composta de
quitosana/alcool polivinilico com antocianinas para monitorar o frescor do peixe,
correlacionando mudancgas de cor com variagdes de pH e niveis de nitrogénio basico volatil,
demonstrando a eficacia do sistema em diferentes condigdes de armazenamento. Além disso,
um estudo recente propos filmes colorimétricos a base de extrato de Antigonon leptopus em
uma matriz de amido de milho-glicerol, capazes de detectar o frescor do peixe, com a
formulagdo contendo 50% do extrato mostrando mudancas de cor significativas
correlacionadas a deterioracao (Ho et al., 2024).

Adicionalmente, Dubey et al. (2024) apresentaram um sensor de papel colorimétrico
baseado em flor de hibisco, que utiliza antocianinas para monitorar o frescor do peixe. Este

sensor detecta visualmente mudancas de pH, indicando a deterioragdo dos alimentos por meio
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de variacdes de cor, configurando-se como uma solu¢do inteligente e em tempo real para
aplicagdes em embalagens.

Além dessas propriedades, a crescente demanda por métodos rapidos, nao destrutivos
e confidveis para avaliacdo da qualidade de alimentos tem impulsionado o desenvolvimento
de embalagens inteligentes associadas a técnicas de Inteligéncia Artificial (IA), aumentando
significativamente a precisao na interpretacdo de sinais colorimétricos, uma vez que sistemas

computacionais sao capazes de detectar variagdes cromaticas imperceptiveis ao olho humano.

3.9 MONITORAMENTO DO FRESCOR DE ALIMENTOS COM AUXILIO DE IA

A inteligéncia artificial constitui um campo que estuda como criar programas
computacionais com a capacidade de aprender e raciocinar como humanos para resolver
problemas de forma criativa. Dentro desse dominio, o Machine Learning (ML) refere-se a
algoritmos que aprendem padrdes a partir de dados sem programacgao explicita, enquanto o
Deep Learning (DL) representa um subconjunto do ML baseado em redes neurais profundas,
inspiradas na arquitetura do cérebro humano, com elevada capacidade adaptativa e de
aprendizado a partir de grandes volumes de dados (Bose et al., 2024).

O Deep Learning tem sido explorado principalmente em aplicagdes envolvendo
imagens digitais, nas quais redes neurais convolucionais (CNNs) sdo empregadas para extrair
automaticamente padrdoes cromadticos e texturais. Esses modelos apresentam elevado
desempenho preditivo, no entanto, demandam grandes conjuntos de dados e maior poder
computacional (Bose et al., 2024).

No contexto do monitoramento do frescor de alimentos, técnicas de ML tém sido
amplamente aplicadas para correlacionar dados provenientes de sensores colorimétricos,
parametros fisico-quimicos e perfis volateis, permitindo a classificacdo automatica do estado
de frescor. Algoritmos supervisionados, como arvores de decisdo (Decision Trees), Random
Forest, Support Vector Machines (SVM) e modelos baseados em boosting, sdo utilizados
devido a sua robustez frente a dados heterogéneos e capacidade interpretativa (Geng et al.,
2023).

As arvores de decisdo sao modelos hierdrquicos que segmentam os dados em regides
homogéneas por meio de regras baseadas em atributos, permitindo a identifica¢do direta das
varidveis mais relevantes para a classificagdo do frescor. A extensdo desse conceito, o
Random Forest (Figura 2), combina multiplas arvores geradas a partir de subconjuntos

aleatorios de dados e variaveis, reduzindo o risco de overfitting, quando o modelo aprende
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“demais” os dados de treinamento memorizando os dados em vez de aprender padrdes gerais,
aumentando a precisdo preditiva. Essa abordagem tem sido aplicada em estudos recentes
envolvendo sensores de alimentos, demonstrando elevada acuracia na predicao dos niveis de

deterioragdo (Geng et al., 2023).

Figura 2- Random Forest.
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Fonte: Autor.

A validagdo de modelos de Machine Learning ¢ preciso para assegurar a
confiabilidade e a capacidade de generalizacdo dos sistemas de classificacdo. Estratégias
como divisdo dos dados em conjuntos de treinamento e teste e valida¢ao cruzada k-fold sdo
utilizadas para reduzir viés e overfitting. O desempenho dos modelos ¢ avaliado por métricas
como acuracia, sensibilidade, especificidade, curvas ROC e area sob a curva (AUC). O
Fl-score, que combina precisdo e sensibilidade em uma Unica métrica harmoénica, ¢
particularmente relevante em conjuntos de dados desbalanceados, fornecendo uma medida
equilibrada da performance do modelo (Huang et al., 2025).

Estudos recentes tém demonstrado que a integracdo entre filmes inteligentes e
algoritmos de ML permite transformar alteragdes quimicas complexas em informacgdes
quantitativas e classificagdes objetivas de frescor. Fang et al. (2022) desenvolveram rotulos
inteligentes a base de antocianinas extraidas de repolho roxo combinados com uma rede
neural de retropropaga¢ao para monitoramento do frescor de pescado. Os autores utilizaram
parametros cromaticos para correlacionar as mudangas visuais dos rétulos com indicadores

fisico-quimicos, como pH e TVB-N, aplicando algoritmos de classificacdo para discriminar
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diferentes estagios de frescor. Os rétulos foram classificados em trés categorias de qualidade,
e a rede neural treinada com imagens apresentou uma precisdo global de 92,6%,
demonstrando que variagdes colorimétricas podem ser convertidas em métricas quantitativas
de qualidade por meio de modelos computacionais.

De forma semelhante, Dogan et al. (2024) capturaram mudangas de cor de filmes
baseados em antocianinas de repolho roxo expostas a diferentes concentragdes de vapor de
amonia sob diferentes condi¢des de iluminacao e com smartphones de diferentes marcas. Um
conjunto de dados foi utilizado para treinar classificadores de ML e adaptaveis as condigdes
ambientais, resultando em uma precisdo de classificacio de 98,8%. Além disso, o
classificador foi incorporado ao aplicativo Android SmartFood++, demonstrando o potencial
de sistemas portateis para monitoramento inteligente da qualidade de alimentos.

Esses estudos evidenciam o potencial entre materiais inteligentes, visdo computacional
e aprendizado de maquina como uma estratégia inovadora para a industria de alimentos,
permitindo a implementagdo de sistemas de monitoramento em tempo real e suporte a tomada
de decisdao ao longo da cadeia produtiva, principalmente para alimentos altamente pereciveis,

como ¢ o exemplo do peixe.

3.10 VALIDACAO DA APLICACAO FILME DO INTELIGENTE EM PEIXE

A identifica¢do do frescor do peixe ainda ¢ um desafio. Tradicionalmente, a avaliag¢do
do frescor baseia-se em analises sensoriais, fisico-quimicas e microbiologicas, que, embora
confiaveis, sdo geralmente destrutivas, demoradas e dependentes de infraestrutura laboratorial
e mao de obra especializada. Com isso, tecnologias emergentes, como filmes inteligentes, tém
sido utilizadas como ferramentas complementares para o monitoramento continuo e nao
destrutivo da qualidade do pescado. A validagdo desses sistemas ¢ geralmente realizada pela
correlagdo entre as respostas colorimétricas e parametros classicos de qualidade (Sentanin et
al., 2025). Essa abordagem integrada permite assegurar que as alteragdes visuais dos filmes
reflitam, de forma confidvel, as transformacgdes bioquimicas e microbioldgicas do pescado ao
longo do armazenamento.

Nesse contexto, a deterioragdo do peixe envolve uma série de processos
interdependentes, nos quais a atividade microbiana desempenha papel central na perda de
frescor. A carga microbiana ¢ frequentemente avaliada pela contagem total de microrganismos
viaveis (TVC), sendo valores superiores a 10° UFC/g geralmente associados ao inicio da

deterioragdo sensorial perceptivel (Wu et al., 2019). Paralelamente, a degradagdo proteica
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mediada por enzimas enddgenas e pela microbiota resulta na formacdo de compostos
nitrogenados volateis, como trimetilamina, dimetilamina e amoénia, que compdem o TVB-N.
Esse parametro ¢ um dos principais indicadores quimicos de deterioracdo do pescado e ¢
utilizado em regulamentagdes e estudos cientificos para definir limites de aceitabilidade.
Normativas internacionais, como as da Unido Europeia, indicam que valores de TVB-N acima
de aproximadamente 30-35 mg/100 g caracterizam o produto como improprio para consumo
(Zhang et al., 2022).

Além da degradagdo proteica, a oxidacao lipidica constitui outro mecanismo relevante
de deterioragcdo, especialmente em peixes ricos em acidos graxos poli-insaturados. Esse
processo gera aldeidos, cetonas e outros compostos secundarios responsaveis pelo
desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis. O indice de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBA) ¢ utilizado para quantificar a formagao de malondialdeido, sendo valores
em torno de 1,0 mg MDA/kg frequentemente considerados como limite critico para a
aceitabilidade sensorial do pescado (Wu et al., 2019).

As propriedades fisicas do musculo, particularmente a textura, também refletem o
estado de frescor do peixe e estdo associadas a degradacdo das proteinas miofibrilares e a
desestruturacdo da matriz muscular durante o armazenamento. A proteolise promove a ruptura
das ligacdes estruturais responsaveis pela integridade das miofibrilas e do tecido conjuntivo,
resultando na perda de firmeza, elasticidade e coesividade do musculo. Técnicas instrumentais
de andlise de perfil de textura t€ém sido empregadas para quantificar parametros como dureza,
elasticidade e mastigabilidade, fornecendo indicadores objetivos da qualidade do pescado
(Zhang et al., 2022).

Além disso, a caracterizagdo de compostos volateis tem sido utilizada para
compreender as mudangas sensoriais e bioquimicas associadas a deterioragdo. Aldeidos,
cetonas, alcoois, compostos nitrogenados e sulfurados constituem os principais grupos
responsaveis pelo aroma caracteristico de peixe fresco e deteriorado. Compostos como
trimetilamina, 1-octen-3-ol, aldeidos insaturados e sulfetos sdo frequentemente identificados
como marcadores-chave do frescor e tém sido estudados por técnicas analiticas, como
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC—MS) (Fan et al., 2025).

Dessa forma, a integragdo de analises microbiologicas, fisico-quimicas, texturais e de
compostos volateis constitui uma abordagem robusta para a validacao de filmes inteligentes
aplicados a tilapia, permitindo o desenvolvimento de sistemas de monitoramento confidveis,
ndo destrutivos e compativeis com a cadeia moderna de distribui¢do de alimentos. Esses

avancos reforcam o potencial das embalagens inteligentes como ferramentas estratégicas para
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a industria de pescado, contribuindo para o aumento da seguranca alimentar e a melhoria da

rastreabilidade da qualidade ao longo da vida 1til do produto.
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4.0 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento do experimento foi abordado em dois artigos, conforme resumo
grafico apresentado na Figura 3.

O primeiro artigo foi conduzido em quatro etapas. Inicialmente, o extrato de
antocianina foi obtido a partir da flor Catharanthus roseus e caracterizado quanto as
propriedades funcionais. Na segunda etapa, o coldgeno foi extraido da pele de tilapia e
também caracterizado em relagdo as propriedades funcionais. Na terceira etapa, foi
desenvolvido um filme inteligente a base de pectina e colageno, incorporado com diferentes
concentracoes de extrato de antocianina. Foram analisados os efeitos da concentracao do
extrato sobre as propriedades de qualidade e funcionalidade do filme. Por fim, na ultima
etapa, os filmes inteligentes foram testados em filés de tilapia armazenados em temperatura
ambiente, avaliando a mudanca de cor do filme em resposta ao pH do pescado.

O segundo artigo teve como foco a aplicag¢do do filme de melhor desempenho em filés
de tilapia refrigerados. A primeira etapa do experimento consistiu no desenvolvimento de um
banco de dados, relacionando a cor do filme ao longo do armazenamento com os valores de
nitrogénio basico volatil total. A segunda etapa envolveu a validagao da mudanca de cor do
filme por meio de analises de controle de qualidade do pescado. Na terceira etapa, o banco de
dados foi utilizado para o desenvolvimento do algoritmo do aplicativo. Por fim, na ultima
etapa do experimento, foi desenvolvido um aplicativo para smartphone, denominado
SmartFish, com o objetivo de auxiliar os consumidores na identificagdo do frescor do pescado
com base na coloracdo do filme indicador, sendo posteriormente testado para validac¢ao de sua

aplicabilidade.
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Figura 3- Delineamento experimental para desenvolvimento filme inteligente e aplicagio

com detec¢do de frescor com auxilio de smartphone.
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4.1 ARTIGO 1- ETAPA I. EXTRACAO DE ANTOCIANINA DA FLOR (CAE) E
CARACTERIZACAO

A primeira etapa do esquema apresentado na Figura 3 consistiu na extragdo de
antocianinas da flor Catharanthus roseus. Inicialmente as flores foram maceradas em solugao

de etanol 75% (1:5, massa/volume) e mantidas em repouso por 24 h a 5 °C, em ambiente
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escuro. Apos a extragdo, a solugdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo a 50 °C/
30 rpm, até a remog¢do completa do etanol (Figura 4). O extrato resultante fo1 armazenado em
recipiente de vidro opaco selado com papel aluminio, a 5 °C. O extrato (CAE) fo1
caracterizado quanto ao teor de solidos, cor instrumental (L*, a*, b*), conteudo de
antocianinas e atividade antioxidante (ABTS e FRAP). Também foram identificados
compostos fendlicos por cromatografia liquida e avaliada a sensibilidade ao pH por

espectrofotometria UV-Vis, com registro das varia¢cdes de cor em diferentes faixas de pH

(Figura 5).

Figura 4- Processo de obteng¢ao extrato de antocianina da flor Catharanthus roseuis.
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Fonte: Prépria do autor.

Figura 5- Variagido de pH do extrato de CAE.

Fonte: Prépria do autor.

4.2 ARTIGO 1- ETAPA II: OBTENCAO DE COLAGENO DE PELE DE TILAPIA (TSC) E
CARACTERIZACAO

A segunda etapa consistiu na extracdo de colageno da pele da tilapia (Oreochromis
niloticus) (Figura 6). Inicialmente, a matéria-prima foi lavada e, em seguida, homogeneizada

com agua na propor¢do de 1:1. Posteriormente, a mistura foi submetida a aquecimento a 60
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°C por 1 hora, sendo filtrada para obtengdo do extrato de coldgeno. A solugdo obtida foi
congelada a —18 °C por 24 h, resfriada a 5 °C por 48 h para drenagem de 4gua, e a massa
resultante foi congelada a -46 °C e liofilizada por 48 h. As amostras foram embaladas a vacuo
e armazenadas sob congelamento até o uso. O rendimento de extracdo foi determinado pela
relagdo entre o colageno liofilizado e a pele umida, enquanto a quantificacdo foi realizada
pelo método da hidroxiprolina. Os grupos funcionais foram analisados por FT-IR, com

espectros obtidos entre 600 e 4000 cm ™! a 25 °C.

Figura 6- Processo de obtengdo do colageno da pele do peixe tilapia.

Pele de Tilapia Aquecimento Filtrado Colageno liofilizado

Fonte: Propria do autor.

4.3 ARTIGO 1- ETAPA I1I: DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

A terceira etapa do estudo consistiu no desenvolvimento dos filmes inteligentes
(Figura 7). As embalagens foram preparadas usando a técnica de fundi¢do, com uma
formulagdo de 2% de pectina, 2% de coldgeno e 1% de glicerol (p/p). A pectina foi dispersa
em agua destilada (25 °C), homogeneizada e deixada descansar por 24 horas para hidratar. O
colageno foi disperso em dgua com o pH ajustado para a faixa de 3 a 4 usando 30% de 4cido
citrico. A solugdo de colageno foi aquecida a 83 °C em um forno de microondas. Apds o
aquecimento, a solugdo de pectina hidratada foi incorporada a solugdo de colageno,
homogeneizada e mantida a 50 °C em um forno de microondas por 3 minutos. A mistura foi
resfriada a 40 °C, e o extrato de antocianina foi adicionado em concentragdes de 10%, 20% ¢
30% m/m. A solugdo foi despejada em placas de Petri estéreis (140 x 15 mm) e seca em um
forno a 50 °C por cerca de 15 horas (Figura 7). Para a caracterizagdo dos filmes
desenvolvidos foram realizadas a andlise de espessura dos filmes através de paquimetro,

enquanto a transmitancia Optica foi avaliada por espectrofotometria a 600 nm. As
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propriedades mecanicas (resisténcia a tragdo e alongamento), solubilidade, permeabilidade ao
vapor de 4gua e degradabilidade foram determinadas por métodos padronizados. As
caracteristicas estruturais, térmicas e morfoldgicas foram analisadas por DRX, FT-IR, MEV e
analises térmicas (TG/DTG/DSC), além da avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos
FRAP e ABTS. A sensibilidade dos filmes ao vapor de amoénia foi avaliada por meio da
variagdo de cor (L*, a*, b* e AE) apds exposicao a diferentes concentracdes de hidroxido de
amonio. A estabilidade foi verificada apdés 40 dias de armazenamento, comparando as

alteracdes colorimétricas.

Figura 7- Processo de obtencao do filme inteligente.
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Fonte: Propria do autor.

4.4 ARTIGO 1- ETAPA IV: APLICACAO DOS FILMES NA DETECCAO DO FRESCOR
DE PEIXES TILAPIA

A quarta etapa foi realizada para avaliar a embalagem como indicadores de qualidade,
foram utilizados frascos estéreis de 70 mL e 5 cm de diametro, com filé de tilapia
(Oreochromis niloticus). O centro das tampas foi removido, deixando apenas a parte de
encaixe. Cada frasco recebeu 20 g de filé, com 3 cm de espago livre, e foi fechado com a
embalagem correspondente (F10, F20 e F30). Os filés foram armazenados a 25 °C e umidade
relativa de 70 + 5%, para acelerar a deterioracdo e avaliar o comportamento da embalagem

inteligente (Figura 8). As amostras foram analisadas a cada 24 horas por 72 horas, em
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triplicado, para a diferenga na cor da embalagem e no pH do filé.

Figura 8- Aplicacgdo do filme inteligente (F30) em filé de peixe.

Fonte: Propria do autor.

4.5 ARTIGO 2- ETAPA I ¢ II: APLICACAO DE FILME INTELIGENTE E CONTROLE DE
QUALIDADE EM FILES DE TILAPIA

A primeira etapa consistiu na utilizagdo do filme contendo 30% de extrato de
antocianina, elaborado com coldgeno hidrolisado e pectina, para aplicacdo em filés de peixe
sob refrigeracdo. A toxicidade do extrato de antocianina e filme foram avaliados pelo método
MTT. Além disso, sua sensibilidade ao vapor de amonia foi avaliada por meio da exposi¢do a
diferentes concentragdes de hidroxido de amodnio, analisando a resposta colorimétrica. Para a
aplica¢do do filme, 100 g de amostra foi acondicionada em embalagem de isopor lacrada e
armazenada sob condi¢des controladas de temperatura (4 °C) e umidade relativa (UR = 50%).
O rotulo inteligente, previamente preparado com dimensdes de 1 cm x 1 cm, foi fixado no
espaco livre da embalagem, posicionado a uma distancia de 3 cm acima da amostra (Figura
9). Durante o armazenamento a 4 °C, imagens da coloracdo do rotulo foram capturadas
utilizando um smartphone Apple, modelo iPhone 15, nos intervalos de 24 h por 8 dias, a fim
de monitorar possiveis alteracdes visuais indicativas da deterioragcdo do peixe.
Simultaneamente, foi estabelecido um controle em branco para avaliar a estabilidade do rétulo
inteligente na auséncia da amostra. As amostras foram analisadas por 8§ dias, em triplicata,
quanto a parametros colorimétricos (L*a*b*) e TVB-N, para compor o banco de dados.

Para validar a mudanca de cor do filme inteligente em relagao ao frescor do fil¢, foram
realizadas andlises de controle de qualidade. A caracterizacdo dos filés ao longo do
armazenamento incluiu a determinagdo de TVB-N, com extracdo de compostos volateis
assistida por solugdo salina, além da avaliagdo do perfil aromatico por meio do valor de

atividade relativa do odor (ROAV). Também foram realizadas analises de pH, contagem total
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de microrganismos viaveis e oxidagdo lipidica, permitindo acompanhar a deterioragdo do

pescado ao longo do tempo.

Figura 9- Aplicacdo sob refrigeragdo do filme inteligente (F30) em filé de peixe.

Filé fresco Filé ndo tio fresco Filé deteriorado

Fonte: Propria do autor.

Além disso, foram avaliadas as propriedades de textura, como dureza, elasticidade e
mastigabilidade, bem como a aceitacdo sensorial por painel treinado, possibilitando uma
analise integrada das alteragdes fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais durante o

armazenamento (Figura 10).

Figura 10- Treinamento de avaliadores e analise sensorial em filé de peixe.

Fonte: Propria do autor.

4.6 ARTIGO 2- ETAPA 1II e IV: DESENVOLVIMENTO DO APLICATIVO “SMARTFISH”

A terceira etapa do experimento utilizou banco de dados elaborado e validado da

primeira etapa para o desenvolvimento do algoritmo, a técnica Random Forest foi selecionada
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para classificar o frescor da tildpia devido a sua robustez, capacidade de reduzir o overfitting e
de lidar com varia¢des ndo lineares nos dados colorimétricos, garantindo maior precisdo na
categoriza¢do. O modelo foi parametrizado com estado aleatério fixo (42), 10 arvores de
decisdo e profundidade maxima de 5 niveis, visando reprodutibilidade e eficiéncia
computacional. Para aplicagdo pratica na quarta etapa, foi desenvolvido uma aplicagdo nativa
para o sistema operacional 10S denominada “Smartfish”, utilizando a linguagem de
programacgao Swift e o framework SwiftUI. Portanto, ao digitalizar uma etiqueta utilizando o
sensor Optico do dispositivo, a aplicacdo faz a conversdo dos valores RGB para o sistema de
cores CIELAB (L*, a*, b*). Para testar a robustez e a repetibilidade da aplicacdo, foram
validadas por meio de ensaios de estabilidade, utilizando quatro dispositivos com diferentes
especificagdes Opticas (1IPhone 14, iPhone 14 Pro Max, iPhone 15 e iPhone 15 Pro). O
experimento consistiu no monitoramento do frescor de amostras armazenadas sob condigdes

controladas de refrigeragdo (4 °C) durante um periodo de 8 dias (Figura 11).

Figura 11- Teste do aplicativo “Smartfish”.

Fonte: Propria do autor.
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5.0 RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1

O artigo investiga o desenvolvimento de um filme inteligente a base de colageno de
tilapia, incorporado com antocianinas extraidas das flores de Catharanthus roseus. O objetivo
principal foi avaliar a capacidade desses filmes como sensores de frescor para monitoramento
da deterioracdo de filés de tilapia, utilizando mudangas de cor como indicador visual.

Os resultados demonstraram que o filme apresentou boa estabilidade estrutural e
propriedades fisico-quimicas adequadas para uso como embalagem. Os filmes apresentaram
aumento da atividade antioxidante e reducdo da cristalinidade com o aumento da
concentragdo do extrato. Observou-se sensibilidade significativa as variagdes de pH, com
mudancgas visiveis de cor. Além disso, houve relacdo consistente entre os parametros de
qualidade do peixe e a resposta colorimétrica do filme, indicando sua eficiéncia como
indicador de frescor. O tratamento com 30% de extrato (F30) foi o mais eficaz na deteccdo da
deterioragdo do pescado, promovendo mudangas visiveis na coloracdo em resposta a
volatilizagdo de amonia.

Do ponto de vista critico, o estudo apresenta uma abordagem relevante e alinhada as
demandas por tecnologias sustentaveis e inteligentes na area de alimentos. A utilizagdo de
compostos naturais agrega valor ambiental e seguranc¢a ao material.

Por fim, o estudo conclui que os filmes desenvolvidos possuem alto potencial para
aplicagdo na industria alimenticia, fornecendo uma alternativa inovadora e sustentavel,
permitindo o monitoramento visual da qualidade do pescado de forma pratica e nao
destrutiva. Pesquisas futuras devem validar sua aplicagdo em escala industrial e em diferentes

condi¢des de armazenamento.
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This study evaluated the impact of different cencentrations of anthocyanin extract (CAE) from Catharanthus
roseus flowers, an innovative and little-explored source of anthocyanins, on the properties of intelligent films for
monitoring the freshness of tilapia fillets. The films were produced from collagen from tilapia skin and pectin, in
4 treatments: FC (control), F10 (10 % CAE), F20 (20 % CAE) and F30 (30 % CAE). The results demonstrated that
CAE presented high anthocyanin content, significant antioxidant activity, and phenolic profile composed of
phenolic acids, flavonoids and anthocyanins, in addition to color variation sensitive to changes in pH. The
incorporation of CAE darkened the films and compromised the elasticity and thermal resistance at the highest
concentrations (30 %), without affecting the tensile strength, solubility, and vapor permeability. The higher
concentration of CAE also reduced soil film degradation, decreased crystallinity, and increased antioxidant ac-
tivity. The films demonstrated sensitivity to the presence of different concentrations of ammonia, evidenced by
chromatic changes. Among the treatments, the F30 film demonstrated a quick response to pH variations asso-
ciated with fish spoilage, with a noticeable transition from translucent to an opaque yellowish. These results
demonstrate the feasibility of using CAE in intelligent and sustainable systems for monitoring fish freshness.

1. Introduction

The increasing use of plastic products in everyday life has led to a
massive accumulation of plastic waste in various ecosystems, such as
microplastics, being a serious threat to aquatic environments and human
health. These fragments are ingested by marine organisms, causing
bicaccumulation of toxins and health risks through the food chain [1].
Detected in human tissues, such as the placenta, microplastics raise
concerns about their long-term effects [2]. To combat this crisis, it is
crucial to improve recycling processes and invest in biodegradable
alternatives.

In this context, bioplastics present themselves as a promising alter-
native to traditional plastics, providing environmental benefits through
their biodegradability and production from sustainable sources [3].

* Corresponding author.
E-mail address: crisgrisi.gere@gmail.com (C.V.B. Grisi).
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Among the innovative options, bioplastics made from fish collagen stand
out, which use waste from the fishing industry to create biodegradable
materials [4]. These bioplastics have good mechanical properties and
flexibility and are especially suitable for food packaging. In addition to
reducing environmental pollution, this approach promotes a zero-waste
strategy [5].

In recent years, scientists have highlighted the potential of natural
bioactive substances to improve the functional properties of films.
Furthermore, in the field of food safety, there is a growing demand for
solutions that track food quality during transportation and storage [6].
According to the World Health Organization (WHO), contaminated food
is responsible for 600 million cases of foodborne illness and 420,000
deaths each year worldwide [7]. Intelligent food packaging has aroused
great interest as they are systems that monitor internal and external
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changes in food, communicating these changes to the external envi-
ronment, promoting traceability, transparency, and safety throughout
the supply chain [B].

Among the promising technologies for these packaging, natural
pigments sensitive to pH variations have been shown to be excellent
colorimetric indicators, especially due to their ability to detect the
accumulation of volatile amines, a process that occurs during the
spoilage of protein-rich foods. These substances cause noticeable
changes in the coloration of films containing pH-sensitive dyes [9]. In
addition, indicators derived from natural sources offer advantages over
chemically synthesized ones, mainly for food safety reasons and lower
toxicity [10].

Among the most used natural pigments, anthocyanin, belonging to
the group of polyphenols, stands out for its various biological activities,
such as its potent antioxidant action. In addition to being an excellent
alternative to synthetic dyes, due to its safety and biodegradability,
anthocyanin also draws attention for its wide range of color variations,
making it one of the most promising options for the development of
intelligent packaging [11]. Previous studies have investigated different
sources of anthocyanins, such as beets [12], red radish [13], apple peel
[141, black rice [15], and rose [16], for the advancement of these
technologies.

The development of freshness indicator films based on anthocyanins
extracted from flowers is still limited. Catharanthus roseus (L.) Don.,
known as “bright eyes”, is an ornamental plant native to Madagascar,
with vibrant pink or white flowers. In addition to its aesthetic value, the
plant has great medicinal importance, being a source of alkaloids used in
chemotherapy [17]. Its flowers are rich in phenolic compounds,
including flavonoids, anthocyanins, quercetin, and cinnamic acid de-
rivatives, which enhances its use in various applications [18].

This study stands out for using, for the first time, anthocyanins from
Catharanthus roseus, a plant widely cultivated and readily available in
various tropical and subtropical regions, facilitating access and obtain-
ing the material for extraction. Furthermore, this species exhibits intense
coloration in its petals, a characteristic that indicates a high concen-
tration and diversity of flavonoid pigments, including anthocyanins. Its
phytochemical composition has been studied and recognized for its
pharmacological properties, suggesting that its anthocyanins may have
interesting functional characteristics, such as high antioxidant activity,
enhancing their use in industrial and food applications. This approach
leverages underutilized natural resources in the visual detection of food
freshness. Thus, incorporating these anthocyanins into films based on
tilapia skin collagen demonstrates the potential to indicate the freshness
of tilapia fillets, expanding their applications in monitoring food quality.

2. Material and methods
2.1. Material

The flowers of Catharanthus roseus were collected manually at the
Federal University of Paraiba (UFPB), Paraiba, Brazil, between June and
September 2024, at the maximum stage of flowering and lilac colora-
tion, and transported to NPE-LACOM/UFPB. The tilapia skin and fillet
were purchased at the local market in Joao Pessoa, Paraiba State, Brazil,
at refrigeration temperature (5 °C). The reagents used, such as glycerol,
citrus pectin, citric acid, ethyl alcohol and buffer solutions, were sup-
plied by the companies Dinamica, Sheron, Alphatec and Labsynth,
respectively, with analytical grade purity.

2.2, Obtaining Tilapia skin collagen (TSC)

Collagen extraction followed the method of Costa et al. [19]. The
tilapia skin was washed, homogenized with water (1:1), heated to 60 °C
for 1 h, and filtered through a stainless-steel sieve (18 cm in diameter,
model §Q3701). The solution obtained was frozen at —18 °C for 24 h,
cooled at 5 “C for 48 h for water drainage, and the resulting mass was
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frozen at —46 °C and lyophilized (Liotp L101) for 48 h. The samples
were vacuum-packed and stored under freezing until use.

2.2.1. Extraction yield, chemical and physical characterization of collagen

The collagen extraction yield was calculated by the ratio of the
weight of the lyophilized collagen to the wet weight of the skin. The
quantification of collagen in the TSC was performed by the hydroxy-
proline method, in triplicate [20], where the sample was hydrolyzed
with sulfuric acid, filtered and diluted. Hydroxyproline was oxidized
with chloramine T, generating purple-red color. The intensity of the
color was measured at 558 nm in a UV-VIS spectrophotometer (Shi-
madzu UV-2550) to determine the collagen concentration, according to
Egs. (1) and (2):

~ (hx25)
H(g/100g) =gy )]
Collagenous tissue (g/100 g) =Hx 8 (2)

where: H = hydroxyproline. h = amount of hydroxyproline (pg) ob-
tained from the standard curve. w = weight of the sample (g). d =
dilution of the filtrate.

The analysis of the functional groups by Fourier Transform Infrared
(FT-IR) was performed in a Shimadzu IR Prestige-2 spectrophotometer
with ATR. The TSC was placed in the reading cell at 25 °C, and the
spectra were collected from 600 to 4000 cm ™!, with a resolution of 4
em ! and 40 scans. After baseline correction, the self-deconvolution
spectra were generated with IR Solutions software and adjusted in
OriginPro.

2.3. Anthocyanin extraction from the Catharanthus roseus flower (CAE)

Preliminary tests were conducted with dried and fresh Catharanthus
roseus flowers, using different solvents (water, ethanol, and acetic acid),
to determine the most efficient extraction method for anthocyanins.
Based on the results, fresh flowers and 75 % ethanol were chosen as the
extraction solvent. Fresh flowers of Catharanthus roseus were macerated
in 75 % ethanol solution (1:5, mass/volume) and kept at rest for 24 h at
5 °C, in a dark environment. After extraction, the solution was filtered
and concentrated in a rotary evaporator (TECNAL, model TE-213) at
50 °C, until the ethanol was completely removed. The resulting extract
was stored in an opaque glass container sealed with aluminum foil at
5°C [21].

2.3.1. Physical, chemical and functional characterization of anthocyanin
extract

The total solids content of CAE was obtained by the drying method in
an oven at 105 °C, up to constant weight, in triplicate. Instrumental
color was measured using a Konica Minolta digital colorimeter (CR-
300), recording the parameters L*, a* and b*, in ten points, with cali-
bration done with a standard white calibration plate, according to the
specifications of the CIE [22].

The Total Anthocyanin Content (TAC) was analyzed by the differ-
ential pH method of Jeyaraj, Lim and Choo [23], in triplicate. The total
anthocyanin content (TAC) of the extract was also monitored over 40
days, under storage in amber bottles at 5 °C. The absorbance of the
samples was recorded in buffers pH 1 (potassium chloride 0.025 M) and
pH 4.5 (sodium acetate 0.4 M) at wavelengths of 520 nm and 700 nm,
using a UV-VIS spectrophotometer. The anthocyanin concentration was
expressed in mg of cyanidin-3-glucoside equivalents/g of dry weight of
extract (mg CGE/g extract). Absorbance was determined first, followed
by quantification of total anthocyanins, according to Eqs. 3 and 4.

A = (Aszoum — Azoomm)PH1 — ((Aszonum — Azoonm )PHA, 5 (3)

Total Anthocyanin (%) =M

ex1

(4)
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where: A = absorbance; mm = molecular mass (449.2 g/mol), df =
dilution factor, 1 = optical path length (cm); ¢ = 26,900, molar
extinction coefficient (L/mol.cm) for cyanidin-3-glucoside. 5 = manda-
tory dilution of the method (1 mL of sample + 4 mL of buffer).

The antioxidant potential of CAE was evaluated by the ABTS and
FRAP methods, in triplicate. In the ABTS method, 30 pL of the sample
was mixed with 3.0 mL of ABTS solution, and the absorbance was
measured at 734 nm after 30 min, with the results expressed in pmol of
Trolox equivalent (TEAC) per gram of dry sample [24]. In the FRAP
method, 10 pL of the extract was mixed with FRAP reagent and incu-
bated at 37 °C for 30 min, with absorbance measured at 593 nm, and the
results were also expressed in pmol of TEAC per gram of dry extract [25].

The identification of phenolic compounds was performed by an
Agilent 1260 LC liquid chromatograph (Santa Clara, USA), equipped
with a quaternary pump and in-line degasser (G1311C), thermostated
column compartment (G1316A), autosampler (G1329B) and diode array
detector (DAD, G1315D). Data collection and processing were per-
formed using OpenLAB CDS ChemStation Edition software (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). The column used was an Eclipse Plus
RRHT RP-C18 (50 x 4.6 mm, 1.8 pm; Zorbax, SC, USA). The mobile
phase consisted of 0.5 % v/v phosphoric acid (solvent A) and methanol
acidified with 0.5 % v/v phesphoric acid (solvent B), with a flow rate of
1.0 mL/min at 40 °C, injecting 10 pL of the sample. The gradient was: 0
min: 0 % B; 2 min: 10 % B; 13 min: 26 % B; 19 min: 50 % B; 21 min: 80 %
B; 21.1-23.1 min: 100 % B; 23.2 min: 0 % B, with 3 min of reequili-
bration. Phenolic detections occurred in the DAD at 220, 280, 320, 360,
and 520 nm. The identification and quantification of the compounds
were performed by comparison with external standards, considering
retention time, calibration curves and spectral similarity [26].

The pH sensitivity of the CAE solution (1 mL extract: 1 mL buffer
solution) was determined using a UV-Vis spectrophotometer (G105
UV-vis, Thermo Scientific Inc., USA). The solution spectra (pH
2.0-11.0) in the range of 400-800 nm was recorded and imaged to
capture the colors of the solution.

2.4. Development of the films

The packages were prepared using the casting technique, according
to the methodology adapted from Costa et al. [19], with a formulation of
2 % pectin, 2 % collagen and 1 % glycerol (w/w). The concentrations
were defined based on preliminary tests, aiming at adequate film for-
mation, good mechanical properties, and minimum use of ingredients.
The pectin was dispersed in distilled water (25 °C), homogenized and
left to rest for 24 h to hydrate, The collagen was dispersed in water with
the pH adjusted to the range of 3 to 4 using 30 % citric acid. The collagen
solution was heated to 83 °C in a microwave oven (SHARP - 342, Osaka,
Japan), with continuous temperature monitoring using a digital ther-
mometer (Ecotools - ET1415, Brazil). After heating, the hydrated pectin
solution was incorporated into the collagen solution, homogenized and
kept at 50 °C in a microwave oven for 3 min. The mixture was cooled to
40 °C, and the anthocyanin extract was added at concentrations of 10 %,
20 % and 30 % m/m and mechanical homogenizer for 5 min. The pro-
portions refer to the mass of the concentrated extract in relation to the
total mass of the film-forming matrix. Furthermore, the percentage was
defined based on preliminary tests to ensure the color and functionality
of the intelligent film. Concentrations above 30 % of the extract
compromised the formation and applicability of the film. The solution
was poured into sterile petri dishes (140 x 15 mm) and dried in an oven
at 50 °C for about 15 h. After drying, the films were removed from the
plates and subjected to analysis under environmental conditions of 25 °C
and relative humidity of 60-70 %. The entire experiment was performed
in a dark place to preserve the anthocyanin from exposure to sunlight.
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2.4.1. Characterization of the physical, structural and morphological
properties of films

The thickness of the bioplastic was measured with a portable
micrometer (accuracy of 0.001 mm) at ten random points, 60 mm from
the edges. The mean was used to evaluate the mechanical properties.
The color was determined according to section 2.3.1, and the total color
difference (AE) was calculated by Eq. 5, based on the difference between
the parameters AL*, Aa* and Ab* of the control and the formulations.
The colors of the films were also analyzed after 40 days of storage at
25 °C,
AB* = [(a1%)" + (4a*)? + (Ab*)zr'” ®)

Optical transmittance was evaluated in rectangular samples (10 x
40 mm) at 600 nm, using a UV-vis spectrophotometer (G105 UV-vis,
Thermo Scientific), in triplicate. Transparency was calculated based on
the transmittance obtained by the equation:

Transparency = — log T600/x ®)
where: T600 is the transmittance (%) at 600 nm, and x is the film
thickness (mm).

The structural properties of the films, including tensile strength and
elongation at break, were evaluated with a static analyzer (SHIMADZU)
according to ASTM D882-12 [27]. Rectangular films (100 mm x 15
mm) were analyzed in ten replicates. The initial position of the jaws was
50 mm, with a separation speed of 12.5 mm/min. The results were
expressed in MPa for tensile strength and as a percentage for elongation.

Solubility was determined according to Ojagh et al. [28], with
modifications. 2 x 2 ¢cm films were dried at 105 °C for 24 h, placed in 30
mL of distilled water at 25 °C and stirred for 24 h, in triplicate. After new
drying, the final weight was recorded and the solubility calculated, ac-
cording to eq. 7:

Solubility (%) = [(mi —mf)/mi] x 100 @)

where: mi = the initial mass of the dry material (g) and mf = the final
mass that has not dissolved (g).

‘Water vapor permeability (WVP) was evaluated by the gravimetric
method (ASTM E96/E96M-16) [29]. Film samples were fixed inside a
properly sealed container (3 cm in diameter) containing 10 g of silica
gel, stored in a desiccator at 25 °C and 75 % relative humidity, and
weighed every 24 h for 7 days, in triplicate. The WVP was calculated by
the equation:

()

~ Ps.(RH, - RH;)

WVP 8)

where: WVP = water vapor permeability, Ci = slope of the line gener-
ated by the weight loss of the system as a function of time, A = exposed
surface area of the film (m2], X = average film thickness, Ps = water
saturation pressure, RH; = relative humidity inside the desiccator (75
%) and RHy = relative humidity inside the capsule (0 %). The results
were expressed in g/m s Pa,

The degradability of the films was evaluated by the loss of mass after
60 days of exposure to soil. Rectangular samples (2 x 2 cm) were
weighed, buried at 15 cm depth, and retrieved at intervals of 7, 15, 30,
and 60 days. The films were washed with distilled water, dried at 50 °C
for 24 h and weighed, in triplicate [30]. The percentage of degradation
was then calculated using the following equation:

Degradability (%) = [(mi-mf) /mi] x 100 [C)]

where: mi is the initial mass of the film (g), and mfis the final mass of the
dry film (g).
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X-ray diffraction (XRD) was performed on the XRD-6000 diffrac-
tometer (Shimadzu), with CuKa radiation (i = 1.5418 }L), voltage of 30
kV and current of 30 mA, scanning angles from 10° to 50° at 2°/min, and
the data were analyzed using the OriginPro 8.5 software [93]. The
analysis to determine the functional groups of the films were performed
by FT-IR, according to the procedure described in section 2.2.1.

The morphology of the films was analyzed by Scanning Electron
Microscopy (SEM) under the MIRA-3 LMH microscope, with samples
fixed on metal support, covered with gold. The images were acquired
with 10 kV acceleration, using secondary electron (SE) detectors, 1750
mA flux and 5000x magnification.

The thermal analyses of the films (thermogravimetric analysis -TG/
DTG and differential scanning calorimetry -DSC) (TG/DTG/DSC) were
obtained with a simultaneous thermal analyzer SHIMADZU DTG—60H,
using a sample of 5-10 mg, heated from 30 to 800 °C at 10 °C/min, in a
nitrogen atmosphere (50 mL/min). The thermograms were processed in
the OriginPro 8.5 software.

To evaluate the antioxidant potential of the films (FRAP and ABTS),
the films were cut into 0.1 cm? squares (225 mg), dissolved in 10 mL of
distilled water and stirred for 4 h. The solution was centrifuged at 3500
G for 12 min and the supernatant was used in the analyses, in triplicate.
The methods employed are detailed in section 2.2.1.

2.4.2. Characterization of the functional properties of the films

The sensitivity of the films to detect ammonia vapors was tested
according to Mei et al. [31]. Film samples with a diameter of 3.5 cm
were exposed to flasks containing 10 mL of ammonium hydroxide so-
lutions (10 % to 60 %) and films with 40 days of storage were exposed to
10 % ammonium hydroxide. The color change was recorded after 5 min
of exposure, and the values L*, a* and b* were obtained with a color-
imeter, in triplicate. The AE was calculated based on the color difference
between each formulation and the film exposed to the solutions. For the
stability test, the color difference of the films was determined based on
the values obtained after 40 days of storage and exposure to the
solutions.

2.5. Application of the films in the detection of freshness of tilapia fish

To evaluate the packaging as quality indicators, sterile jars of 70 mL
and 5 cm in diameter were used, with tilapia fillet. The center of the lids
has been removed, leaving only the snap-on part. Each jar received 20 g
of fillet, with 3 cm of free space, and was closed with the corresponding
packaging (F10, F20 and F30). The fillets were stored at 25 °C and
relative humidity of 70 + 5 %, to accelerate deterioration and evaluate
the behavior of the intelligent packaging [32]. The samples were
analyzed every 24 h for 72 h, in triplicate, for the difference in the color
of the package and the pH of the fillet.

2.6. Statistical analysis

Data were analyzed using ANOVA (p < 0.05) and presented as mean
+ standard deviation (SD). Significant differences between treatments
were compared using Tukey's test (95 % confidence interval) using IBM-
SPSS software, version 23.0. The charts were generated in Microsoft
Excel 2023 or OriginPro, version 8.5 (OriginLab Corporation).

3. Results and discussion
3.1. Extraction yield, chemical and physical characterization of collagen

The yield of collagen extraction from tilapia skin was 6.31 %
(Table 1) in relation to the wet weight of the skin. This is an intermediate
value when compared to literature. Bi et al. [33], using hot water
extraction, a method similar to the one used in this study, obtained a
higher yield (10.7 %). On the other hand, different methodologies
showed lower yields, as observed by Abdelaal et al. [34] with acid
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Table 1
Results of collagen and anthocyanin extract properties.
Bioactives Parameters Results
Collagen Yield (%) 6.31 + 0.0260
Hydroxyproline (g/100 g) 4.83 £ 0.0240
Collagenous tissue (g/100 g) 38.65 = 0.190
Extract CAE Total solids (g/mL) 0.047 + 0.001
TAC (mg/g) 4.780 = 0.013
TAC 40 day (mg/g) 2,358 + 0.012
L 33.875 + 0.064
a* 6.185 = 0.078
b* —3.835 +0.035
FRAP (umol trolox,/g) 383.620 = 9.364

ABTS (umol trolox/g) 357.190 = 25.610

Note: CAE (Anthocyanin Extraction from the Catharanthus roseus); TAC (Total
Anthocyanin Content),

extraction (4.30 %) and Song et al. [35] using fermentation processes
combined with chemical treatments (4.27-8.14 %). Considering that hot
water extraction represents an economically viable and operationally
simple approach, the yield obtained is satisfactory, although there is
potential for optimization.

The quantification of hydroxyproline, the predominant amino acid in
the collagen molecule, resulted in 4.83 g/100 g (Table 1). This value is
close to the results reported by Song et al. [35], who observed 4.97 g/
100 g when extracting collagen from tilapia skin by acid extraction, but
is lower than the results obtained by Menezes et al. [36] who optimized
the extraction conditions with different temperatures and acid treat-
ments, reaching values between 6.81 and 6.94 g/100 g. The variations in
hydroxyproline levels can be attributed both to environmental factors
intrinsic to the raw material, especially the temperature of the fish
habitat, and to the different extraction methodologies employed.
Although the hydroxyproline found is consistent with the literature, the
potential for optimization of extraction conditions is evidenced.

The FTIR spectra of collagen extracted from tilapia skin (Fig. 1-B)
showed well-defined absorption bands at 3404 cm~! (amide A), 3292
em™! (N—H stretch vibrations), 2924 cm ™' (amide B). In addition, the
typical bands of amides I, 11, and 11T were identified at 1629, 1546, and
1242 em !, respectively [37]. This spectral profile is consistent with the
results found by Elbialy et al. [38] and Reategui-Pinedo et al. [39] for
fish collagen, confirming the preservation of the typical triple helix
structure and the presence of N—H groups involved in hydrogen
bonding.

3.2. Chemical, physical and functional characterization of anthocyanin
extract

The anthocyanin extract of the Catharanthus roseus flower showed
instrumental color values L* (33.88), a* (6.19) and b* (—3.84), as shown
in Table 1. The L* value indicates a low luminosity, reflecting a lower
light transmittance and higher color intensity, characteristic of extracts
with high chromatic density. The values of a* and b* suggest a moderate
trend towards reddish tones and a predominance of bluish tones,
respectively, corroborating the violaceous-blue coloration visually
observed in the extract [11].

The total anthocyanin content of Catharanthus roseus extract (4.78
mg CGE/g) was higher than several floral extracts reported in the
literature (Table 1). The observed concentration is higher than the
content found in Hibiscus (0.266 mg CGE/g) [40], and close to the
values obtained by Lin et al. [41] in Aronia melanocarpa (4.456 mg CGE/
g) using eutectic solvents, being higher than the ultrasonic microwave-
assisted ethanol extraction (2.996 mg CGE/g). Although lower than the
anthocyanin content reported for Clitoria ternatea extracts (9.91 mg
CGE/§g) [42], the results highlight the potential of Catharanthus roseus as
a promising source of anthocyanins.

The extract of Catharanthus roseus flowers showed a reduction in
total anthocyanin (TAC) content from 4.57 mg CGE/g to 2.36 mg CGE/g
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after 40 days under refrigeration, representing a retention of approxi-
mately 52 %. This result is comparable to that observed in other studies
with non-encapsulated floral extracts, such Delonix regia, which showed
a 55 % decrease in TAC after 35 days under similar conditions [43].
Although the stability of Clitoria ternatea L. extracts is generally superior,
studies such as that of Zaidan et al. [44] demonstrate that, in the absence
of encapsulation, even this extract can present losses of up to 40 % in 45
days depending on pH and temperature.

The antioxidant activity of CAE anthocyanin extract, evaluated by
the ABTS and FRAP methods, showed significant results. The ABTS
analysis resulted in 89.40 mg trolox/g (357.19 pmol trolox/g) (Table 1),
higher than the Clitoria teratea extracts obtained by reflux (52.48 mg
trolox/g), but lower than those obtained by maceration (181.40 mg
trolox/g) [45]. Similar results were observed by Bagtiirk and Yavas, [46]
in propolis (262.0 pmol trolox/g). The FRAP test showed values of
93.29 mg trolox/g (383.64 pmol trolox/g), values higher than those
reported by Santos et al. [45] for Clitoria ternatea extracts obtained by
maceration (112.10 pmol TEAC/g) and reflux (64.05 pmol TEAC/g).
This variability highlights the influence of the plant matrix, extraction
method and analytical technique used. The chemical structure of an-
thocyanins, including the glycosylated B-ring, enhances their antioxi-
dant activity [47].

Analysis of the phenolic profile of Catharanthus roseus extract
revealed 30 distinct metabolites, including phenolic acids (7), flavo-
noids (9), stilbenes (2), catechins (4), proanthocyanidins (3), phenolic
aldehyde (1), and anthocyanins (4) (Table 2) (Fig. S1). Chlorogenic acid
stood out as the main phenolic acid (2.938 g/kg), which is recognized
for enhancing the stability and intensity of anthocyanin color, as

demonstrated with extracts of Aronia [48] and other plant sources [49].

Among the flavonoids identified, hesperidin (15.679 g/kg), kaemp-
ferol 3-glucoside (9.583 g/kg) and isorhamnetin (5.667 g/kg) stood out.
Hesperidin has antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial
properties, fighting oxidative stress related to chronic diseases [50],
while kaempferol 3-glucoside, present in flowers such as Asclepias
syriaca contributes to the stability of anthocyanins, as observed in ex-
tracts of Hibiscus sabdariffa [51]. Isorhamnetin, also isolated from
Asclepias syriaca, enhances the antioxidant properties of the extract [52].

The cis-resveratrol (2.579 g/kg) and t-resveratrol (1.052 g/kg) stil-
benes identified in the CAE extract, are known for their antioxidant,
anti-inflammatory, and cardioprotective properties [53]. The main
catechin identified was epigallocatechin gallate (EGCG) (2.522 g/kg),
which inhibits peroxidase, preventing degradation and intensifying
anthocyanin color [54]. The procyanidins B1, B2 and A2, identified in
the extract, are important for the formation and stability of anthocya-
nins in hot and acidic environments [55], also present in flower buds of
Zingiber mioga [56].

The anthocyanin profiles identified in the CAE included cyanidin 3-
glucoside (0.052 g/kg), pelargonidin 3-glucoside (0.607 g/kg), peonidin
3-glucoside (0.098 g/kg), and malvidin 3-glucoside (0.516 g/kg), each
with distinct roles in flower coloration. Cyanidin 3-glucoside, common
in several plants, is sensitive to pH and metallic interactions [57], while
pelargonidin 3-glucoside, predominant in red and orange flowers, in-
teracts with carotenoids for chromatic modulation [58]. Peonidin 3-
glucoside, associated with red and purple flowers [59], has greater
stability due to glycosylation [60] and malvidin 3-glucoside, with a
higher concentration in CAE, intensifies the color and increases the
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Fig. 1. (continued).

stability of flavanols, [61]. The pH-sensitive behavior of anthocyanins in
CAE, coupled with its anthocyanin profile, makes the extract promising
for application in intelligent films.

Spectroscopic analysis of the extract, subjected to different pH con-
ditions (2—12), revealed a complex and gradual chromatic variation, as
illustrated in Fig. 2A and B. The maximum absorption peak was recorded
at approximately 542 nm, between pH 1 and 3, indicating the pre-
dominance of the flavylium cation, responsible for the red coloration,
whose concentration decreased progressively with increasing pH [62].
Additionally, absorption peaks were observed at 564 nm (pH 5) and 598
nm (pH 12), accompanied by a gradual transition from violet to gray
and, subsequently, to greenish tones. Similar results were reported by Li
et al. [9] and Zhang et al. [63].

This behavior results from the typical structural changes of antho-
cyanins in response to pH variation (Fig. 52). Under highly acidic

conditions (pH 1-3), the predominant species is the flavylium cation,
characterized by a highly conjugated system involving the 2-phenylben-
zopyrylium core and phenolic hydroxyl groups. This extended conju-
gation facilitates absorption in the visible region, resulting in an intense
red coloration. As the pH increases to the range of 4-5, nucleophilic
hydration of the flavylium ion occurs, leading to the formation of the
carbinol base, an unstable and colorless intermediate. Simultaneously,
proton transfer and tautomeric equilibria give rise to neutral structures
known as quinoidal bases, which display violet hues typically observed
at pH 6-7. In mildly alkaline environments (pH 7-9), further deproto-
nation of the quinoidal forms leads to the generation of anionic species,
exhibiting purplish to bluish colors due to shifts in electron density and
reorganization of the n-conjugated system. These structural modifica-
tions are governed by the dynamic keto-enol equilibrium characteristic
of anthocyanins. At strongly alkaline pH values (> 9), ring opening of
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Table 2
Identification of phenolic compounds from anthocyanin extract of Catharanthus
roseus flower.

Phenolic compounds Retention time (min) A (nm) Amount (g/kg)
Phenolic acids
Vanillic acid 6.488 + 0.001 280 0.024 + 0.000
Syringic acid 8.130 £ 0.003 280 0.045 £ 0.001
t-Cinnamic acid 17.755 + 0.224 280 0.484 £ 0.128
Fumaric acid 1.489 + 0.008 220 0.023 + 0.000
p-Coumaric acid 9.407 + 0.016 320 0.120 £ 0.006
Chlorogenic acid 6.929 + 0.041 320 2.938 + 0.129
Ferulic acid 11.370 + 0.013 320 0.071 + 0.004
Flavonoids
Naringin 16.525 £ 0.001 280 1.717 = 0.040
Hesperidin 17.348 + 0.035 280 15.679 + 0.568
Naringenin 19.170 & 0.006 280 0.180 £ 0.075
Hesperitin 19.816 + 0.004 280 0.117 + 0.008
Myricetin 14.191 £ 0.052 360 2.290 £ 0.045
Quercetin 3-glucoside 16.300 + 0.001 360 0.634 + 0.047
Rutin 16.513 £ 0.002 360 0.513 £ 0.034
Kaempferol 3-glucoside 17.933 + 0.028 360 9.583 + 0.870
Isorhamnetin 18.183 + 0.001 360 5.667 + 0.125
Stilbenes
cis-Resveratrol 17.952 £ 0.001 280 2.579 £ 0.242
t-Resveratrol 16.130 + 0.001 320 1.052 £ 0.075
Catechins
Epigallocatechin gallate 5.357 + 0.001 220 2.522 + 0.126
Catechin 5.746 £ 0.000 220 0.014 £ 0.001
Epicatechin 8.871 + 0.010 220 0.138 + 0.003
Epicatechin gallate 11.938 £ 0.019 220 0.033 £ 0.000
Proanthocyanidins
Procyanidin B1 5.069 + 0.000 220 0.017 + 0.000
Procyanidin B2 7.209 £ 0.001 220 0.197 £ 0.008
Procyanidin A2 12.892 + 0.007 220 0.785 + 0.012
Phenolic aldehyde
Vanillin 7.835 + 0.000 320 0.019 £ 0.000
Anthocyanin
Cyanidin 3-glucoside 11.603 + 0.000 520 0.052 + 0.003
Pelargonidin 3-glucoside 12,747 £ 0.018 520 0.607 + 0.005
Peonidin 3-glucoside 14.059 + 0.007 520 0.098 + 0.000
Malvidin 3-glucoside 15.168 = 0.008 520 0.516 + 0.001

Wavelength (nm)

Fig. 2. A) Color changes of CAE in different buffer solutions ranging from pH 2
to 12, B) Ultraviolet-visible spectra of CAE in different buffer solutions ranging
from pH 2 to 12

the flavylium cation occurs, resulting in the formation of chalcone
structures that impart a yellow coloration to the solution [64,65].
Under such conditions, however, chalcone degradation products
have also been associated with the emergence of a green coloration,
which may result from the overlap of bluish tones from anionic qui-
noidal forms and the yellow hue of chalcones, reflecting additional
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structural breakdown of anthocyanins in highly alkaline environments
[66]. All these structural transitions are largely reversible, which gives
anthocyanins high sensitivity and versatility as pH-dependent colori-
metric indicators [67]. These characteristics make the anthocyanins
from Catharanthus roseus promising for applications in intelligent films
sensitive to food spoilage, especially due to their ability to reflect
chemical changes associated with rancidity.

In addition to its experimentally observed function as a pH indicator,
the ethanolic extract of Catharanthus roseus flowers demonstrated a safe
toxicological profile. In an acute toxicity study, Nayak and Pinto [68]
reported that oral administration of doses up to 8 g/kg to Sprague
Dawley rats did not cause signs of toxicity or mortality. In contrast, the
leaf extract of the same plant showed adverse effects starting at 300 mg/
kg, as demonstrated by Vutukuri et al. [69]. These results indicate that
the floral fraction presents a significantly lower toxicological risk, sup-
porting its application in intelligent films, especially when there is no
direct contact with food.

Thus, although several plant sources are widely used in the pro-
duction of pH-sensitive films, the use of anthocyanins extracted from
Catharanthus roseus presents potential advantages. This ornamental
species is easily cultivated, widely distributed, and flowers throughout
the year, ensuring a continuous and sustainable source of anthocyanins,
without competing with food resources. In addition, the extracts of
C. roseus demonstrated adequate sensitivity to pH variations, with
distinct and stable chromatic changes, comparable to those observed in
other traditional sources. These attributes indicate that C. roseus may be
a viable and promising alternative for the development of intelligent
films, expanding the possibilities of sustainable formulations for color-
imetric freshness indicators.

3.3. Characterization of the physical, structural and morphological
properties of the films

The thickness values of the films incorporated with anthocyanin
extracts ranged from 0.116 to 0.102 mm (Table 3), with a tendency to
decrease proportionally to the increase in the concentration of the
extract. This behavior can be attributed to two main mechanisms: i)
dilution of the polymeric matrix caused by the incorporation of the
anthocyanin extract, resulting in lower viscosity of the filmogenic so-
lution, and ii) specific interactions between anthocyanins and the
structural components of the film (collagen, pectin, and glycerol), pro-
moting a more compacted rearrangement of the polymeric chains. These
results are similar to those reported for films with dye extract from
petunia flowers on a colorimetric sensor [70].

The analysis of the optical properties (Table 3) showed that the
incorporation of the extract caused a significant reduction in both the
transparency and luminosity (L*) of the films, especially at the con-
centration of 30 %. These changes in optical properties can be attributed
to the scattering and absorption of visible light by the anthocyanins
present in the extract. Higher opacity can help prevent color fading and
anthocyanin instability, especially with exposure to UV radiation [71].
Similar behavior was observed by Qiu et al. [72] in sodium alginate/
apricot peel pectin films incorporated with anthocyanins from roses,

The addition of CAE gave the films a wine coloration, intensified
proportionally to the concentration of the extract (Fig. 3A). This color
change was evidenced by the increase in the values of a* and b*, The
total colorimetric variation (AE) showed a direct correlation with the
concentration of CAE in the films, reaching a maximum value at the
highest concentration tested.

Color analysis of the films after 40 days of storage at 25 °C indicated
an increase in a* and b* values (Table 3), suggesting a transition to
redder and yellower hues. These changes may be attributed to the
degradation of anthocyanins present in the extract, evidenced by the
reduction in the total anthocyanin content of the CAE, or to chemical
reactions with the polymer matrix. Similar results were reported by
Romruen et al. [73], who observed chromatic variations in intelligent
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Table 3
Thickness, mechanical properties, solubility, WPV, transparency, color and de-
gradability of films.

Parameters [ F10 F20 F30 P-value
Thickness (mm) 0116 0.106 0.104 0102  0.0139
+ + + E
0.005°  0.005™ 0.005" 0.008"
TS (MPa) 5204 5.059 4.686 4542 0.8168
+ + + +
0.651° 0.822°  0.011° 1.386°
Elongation at break (%) 20842 19185 19131 16981  0.0653
+ + + +
1.051° 0795  0.659" 1.202"
WVP (10 " g /m s Pa) 541+ 602+ 665+ 665+ 0.1909
0.262° 0.820°  0.453° 0.396*
Water solubility (%) 100 + 100 + 100 + 100 £ <0.001
0.000° 0.000°  0.000° 0.000°
Transparency (%) 2.853 2.858 2.843 2824  <0.001
+ + + +
0.000°" 0.001° 0.000” 0.003¢
Color L* 84.95 8343 783 % 74.45  <0.001
+ + 0.523° +
0.042° 0.184" 0.155%
a” -0.47 106 % 2.375 4535  <0.001
+ 0.028° + +
0.014° 0.190" 0.459"
b* 7.695 911+ 15.63 20,96  <0.001
+ 0.254° + +
0.190¢ 0.480°  0.381°
AE 2.441 16.084  99.489  <0.001
= + +
0.141" 0.363" 0.660"
Weight loss by Day 1.771 2.550 1.175 0.883 0.0025
degradability 7 + + + +
test (%) 0.011°  0201° 0203  0.030°
Day 3.265 3.677 2126 1.216  <0.001
15 + + + +
0.010° 0.011*  0.055" 0.212°
Day 5.670 4.189 3.564 2564  <0.001
30 + + + +
0.162° 0,051* 0.180" 0.417¢
Day 33231  31.399 32007  29.888  0.0073
60 + + + +
0.733" 0.474%  0.057° 0.127¢
Color film (40 L* 93.41 8325  76.905 69.30  <0.,001
day) + + + +
0.395°  0.042®  0.007°  0.593¢
a* ~0.59 2.025 5695 10905  <0.001
- — + t +
0.282° 0.007*  0.009°  0.629¢
b* 9.450 2940 36205 39715  <0.001
+ + + +
0.537° 0212°  0.883° 0.827"
Color film 40 L* 91.07 83.55 74300  73.465 <0.001
days (exposed S - S +
storage with 0.538° 0.184"  0.693° 0.148°
10 % a* ~1.05 04+ 425+ 4745  <0.001
ammonia) + 0.214° 0.385° +
0.045" 0.134°
b* 9.770 31.65 40.61 4407 <0.001
+ + + +
1.417° 1.357" 2.729° 2.602°
AE 241+ 382+ 5324  BB2Zi <0001
0.121° 0071  0145°  0.250°

FC: control; F10: 10 of CAE; F8: 20 of CAE; F30: 30 of CAE. WVP: Water
Permeability Vapor. TS: Tensile Strength. Values are mean + standard devia-
tion. Each value consists of 3 independent measurements, except thickness (n =
10), elongation at break (n = 6) and color (n = 12). The means followed by the
same letter do not differ statistically from each other by the Tukey testat the 5%
probability level (p < 0.05).

films containing natural pigments, and by Taylor and Francis [74], who
associated these changes with dye instability during storage.
Regarding the mechanical properties of the films (Table 3), no
variation was observed in the tensile strength (TS), which presented
values between 4.542 MPa and 5.294 MPa. Similar results were found by
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Liu et al. [75] on polylactide-based intelligent films embedded with
butterfly pea flower extract (4.40 MPa and 7.50 MPa). In contrast, the
addition of anthocyanins from red cabbage was associated with a
decrease in the tensile strength of cellulose-based films [76]. However,
the present study was able to incorporate higher concentrations of
anthocyanin-rich CAE without substantially compromising the strength
of the films. The elasticity of the films, however, showed a significant
reduction with the increase in CAE concentration. High levels of an-
thocyanins can weaken the interactions between the macromolecules of
the film's polymeric matrix, compromising the membrane structure and
impairing its mechanical properties [77]. Similar results were observed
by Zhang et al. [71] in indicator films based on k-carrageenan, butterfly
pea flower anthocyanin, and nano titanium dioxide. Despite this me-
chanical limitation, the films did not present limitations in their appli-
cability and anthocyanins offer functional benefits such as improved
antioxidant properties and pH sensitivity, justifying their incorporation
into the developed films.

Regarding solubility, the results indicated that there was no signifi-
cant variation between the treatments, with all formulations achieving
100 % solubilization in water. This characteristic can be explained by
the hydrophilic nature of the film components (collagen, pectin, and
anthocyanins), whose groups establish hydrogen bonds with water, a
typical behavior of phenolic acids and flavonoids found in vegetables
[78]. Similar results were reported by Gasti et al. [79] on chitosan/
methylcellulose intelligent films with anthocyanin from Phyllanthus
reticulatus. This high solubility in water directs the application of the
material developed as a headspace film, where it can act as a barrier or
indirect interaction with the product, without dissolution or direct
interference with the characteristics of the food.

The water vapor permeability test did not show significant variation
between treatments, with values between 5.4 and 6.7 x 10~% g/m s Pa
(Table 3). This behavior corroborates the results found by Kim et al.
[80], who reported similar values (7.6 x 1078 g/m s Pa) in films
incorporated with butterfly pea anthocyanins. In contrast, Wu et al. [81]
observed a significant reduction in the WVP of films after the addition of
Clitoria ternatea L extract, attributing this effect to the specific in-
teractions between anthocyanins and polymer matrix. Maintaining low
WVP values is desirable to minimize gas exchange and preserve the
quality of the packaged product.

The structural characterization of the films by FT-IR spectroscopy
(Fig. 1A-B-C-D) revealed characteristic bands at 3527 cm ™! (pectin) and
3315 cm™! (glycerol), associated with the stretching vibrations of the
—-OH groups, typical of polysaccharides and polyalcohol. The extract
obtained showed a band at 3381 cm™!, indicating the presence of hy-
droxyl groups. Peaks in a similar region were observed in the extract
(1651 cm ™ !) and pectin (1645 em ™), attributed to stretching vibrations
of the C=0 bonds, characteristics of an amide or carboxylic structures in
phenoclic compounds, and carboxylate groups in galacturonic acids,
respectively. The glycerol showed an intense band at 1031 em ™', cor-
responding to the C—O stretching of ester or alcohol bonds present in
the structures of the compounds analyzed [82].

In Fig. 1E, it was observed that the films containing CAE presented
spectral patterns similar to those of the control film, indicating that the
incorporation of the extract did not alter the chemical structure of the
films. However, small variations in the intensity of the peaks were
detected, with maintenance of the characteristic bands: stretching of the
—OH groups, vibration of the C—H bonds (-CHz), C—=0 stretching
(amide-I) and C—O bonds. Similar behavior was reported by Jiang et al.
[6] in longan seed starch films incorporated with anthocyanin extract
from the bracts of banana flower. These results indicate that the addition
of CAE did not cause significant chemical changes in the structures of the
analyzed films, preserving the integrity of the spectral properties of the
materials.

The evaluation of the biodegradability of the films revealed distinct
degradation patterns over 60 days of exposure to the soil (Table 3). The
results showed that during the first seven days, the F20 and control
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Fig. 3. Characterization of the physical, structural and morphological properties of the films A) Picture films; B) XDR curve; C) Micrography of the bioplastics surface
and cross-section; D) TG curve; E) DSC curve; F) Antioxidant activity of films ABTS and FRAP. FC: control; F10: 10 of CAE; F8: 20 of CAE; F30: 30 of CAE. FCy: control
cross-sectional; F10y: 10 of CAE cross-sectional; F20q: 20 of CAE cross-sectional; T30;: 30 of CAE cross-sectional. FCs: control surface; T10g: 10 of CAE surface; T20s:

20 of CAE surface; T30g: 30 of CAE surface.

treatments did not differ from each other, with F30 and F10 being the
films with the lowest and highest percentage of degradation on this day,
respectively. On the 15th day, the control treatment showed a degra-
dation rate of 3.265 %, with no difference in F10, while F30 had the
lowest rate (1.216 %). The greater degradation of the F10 film on days 7
and 15 may be associated with the lower concentration of phenolic
compounds, which possibly acted as secondary plasticizers, increasing
the mobility of the polymer matrix and favoring degradation in the
initial phase. This effect was attenuated with treatments using higher
concentrations of the extract, which provided greater structural stability
to the films [83]. At 30 days of exposure, there was no significant dif-
ference in the degradation rate between F10 and F20, while F30 main-
tained the lowest degradation (2.564 %). After 60 days, the F30
treatment, with the highest concentration of anthocyanins, had the
lowest degradation (33.231 %), suggesting that the presence of these
bioactive compounds contributes to the reduction of the degradation
rate of the films. This phenomenon can be attributed to the antioxidant
properties of anthocyanins, which, in addition to giving color to the
films, slow down oxidative degradation [84]. These findings corroborate
previous studies on the incorporation of antioxidant compounds into
biodegradable films [85,86].

The FT-IR analysis of the films after 60 days of exposure to soil
(Fig. 1F) confirmed the structural changes resulting from the biodeg-
radation process. Variations in the intensity of the peaks were observed,
indicating changes in the chemical bonds of the materials over time. The
characteristic peaks of the elongation vibration of the -OH groups, of the
C—H bonds in the ~CHz groups, of the C=0 bonds in the amide-I groups,
and of the C—O bonds, typical of the film components, showed greater
intensity in the F30 treatment. This observation suggests that, although
the degradation process occurred, the higher concentration of antho-
cyanins contributed to the maintenance of the stability of the molecular
structure throughout the evaluated period.

The erystal structure of the films was analyzed by X-ray diffraction,

as illustrated in Fig. 3B. The control film presented four total peaks, with
three wide diffraction peaks, observed at 9.72°, 13.44° and 28.68° that
were attributed to the amorphous structure. The sharp and well-defined
peak at 21.90° indicated the presence of semicrystalline structures.
When CAE was incorporated into the films, a reduction in the intensity
of the characteristic peaks of the semicrystalline structures was
observed, with a progressive decrease in crystallinity proportional to the
increase in the concentration of the extract. The appearance of new
peaks with amorphous characteristics suggests the formation of
hydrogen bonds between the anthocyanins of the CAE and the polymer
matrix, resulting in a decrease in the crystallinity of the samples. Similar
behavior was observed by Amaregouda et al. [87] in intelligent films
based on chitosan/polyvinyl alcohol matrices containing anthocyanin
from Jacaranda cuspidifolia. The predominance of amorphous regions
gives the films desirable technological properties, such as greater
deformability, elasticity, and malleability [88].

The morphology of the surface and cross-section of the films was
analyzed by scanning electron microscopy (SEM), as shown in Fig. 3C.
Superficial micrographs showed an association between the increase in
CAE concentration and the development of progressively smoother,
more continuous and homogeneous surfaces, corroborating the results
obtained by X-ray diffraction.

The mechanical behavior of the films in relation to tear strength
seems to be associated with the morphological characteristics of the
samples analyzed. To investigate this hypothesis, the cross-section
analysis of the films used in the tensile analysis was performed. The
control film showed fibrils aligned in the direction of the tear, indicating
that the polymeric chains were oriented. This structural organization
suggests greater fracture resistance, since regions with greater molecular
alignment tend to have greater crystallinity. In contrast, films containing
CAE presented circular voids distributed in several regions, making
them more susceptible to tearing under lower loads, when compared to
fibrillar regions where the rupture of polymeric chains is necessary [89].
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Fig. 3. (continued).

These morphological observations explain the reduction in elasticity and
crystallinity of the films containing the extract.

The thermal properties of embedded films with different concen-
trations of CAE were evaluated by TGA and DSC. In the TGA analysis
(Fig. 3D), four distinct stages of mass loss were identified. In general, the
films showed higher thermal resistance compared to the control. The
first stage, between 111 °C (control) and 120 °C (F10), was associated
with the evaporation of surface water and residual solvents. The second
stage, between 194 °C (control) and 219 “C (F10), corresponded to the
release of intrinsic water from the film, with an increase in TG observed
in the treated samples attributed to the hydrogen interactions between
anthocyanins and the polymer matrix, according to the results of FT-IR.
The third stage, between 250 °C (F20 and F30) and 260 °C (F10), was
related to the decomposition of polysaccharides, protein chains and
anthocyanins. The fourth stage, between 303 °C (control) and 334 °C
(F20), represented the final decomposition of the residual matrix.

The F10 formulation showed higher thermal stability in most stages,

10

possibly due to the presence of thermally stable structures, such as the
aromatic rings of anthocyanins [90]. However, higher concentrations of
CAE resulted in a slight reduction in thermal stability, a behavior like
that found by Freitas et al. [91] in studies with rice straw extracts. The
final residue after heating was approximately 21 % for the control film
and F10, 20 % for F20 and 27 % for F30, indicating greater thermal mass
loss at high concentrations of CAE (30 %). However, the films main-
tained thermal stability superior to the control.

DSC analysis (Fig. 3E) identified an endothermic peak characteristic
of the melting process, with higher temperatures in films with up to 20 %
CAE. The peak melting was shifted from 101 to 191 °C (control) to
112-196 "C (F20), suggesting the presence of crystalline substances with
degradation at different temperatures [78]. The F30 formulation
showed a lower melting temperature and absence of evident crystallinity
peaks, corroborating the data of XRD, TGA and SEM regarding lower
crystallinity and thermal stability at high concentrations of CAE. Santos
et al. [45] showed that the addition of amber extract in PLA films



G.LB. Florentino et al.

reduced the crystallization rate and melting temperature. Despite the
thermal changes, the use of these films as intelligent packaging does not
compromise their efficiency or applicability.

The antioxidant capacity of the films, evaluated by the FRAP and
ABTS methods (Fig. 3F), showed an increase proportional to the con-
centration of CAE added, attributed to the presence of phenolic com-
pounds in the Catharanthus roseus flower. Among the phenolic
compounds with the highest antioxidant activity in both methods,
quercetin, catechins, epicatechins, and resveratrol stand out, all identi-
fied in CAE [92]. The F30 films showed higher values (106.09 pmol
Trolox/g for FRAP and 201.13 pmol Trolox/g for ABTS) compared to the
control (8.8 pmol Trolox/g and 18.49 pmol Trolox/g, respectively). The
higher antioxidant activity measured by the ABTS method, compared to
FRAP, can be attributed to differences in evaluation mechanisms: while
ABTS quantifies the ABTS cationic radical scavenging capacity, FRAP
evaluates the reducing power of antioxidants [93]. This methodological
difference can lead to variations in the release and efficacy of the active
compounds present in the extracts. The potentiating effect of anthocy-
anins on the antioxidant properties of biopolymeric films has been
widely documented in the literature [6,9,11,94].
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3.4. Characterization of the functional properties of the films

The validation of the intelligent film developed as an indicator of fish
freshness was carried out through the evaluation of instrumental color
parameters against nitrogenous volatile compounds (TVB-N), whose
presence is directly associated with fish deterioration [95]. To simulate
the degradation conditions, ammonia was used as a model compound,
given its preponderant role among TVB-N compounds [96]. Fig. 4 il-
lustrates the color variation (AE) of the films as a function of the
different concentrations of ammonia in aqueous solution.

The interaction of the films with the ammonia solutions resulted in a
change to yellowish hue (Fig. 8), with AE proportional to the concen-
tration of CAE incorporated into the films. The color changes were
noticeable to the naked eye, exceeding the threshold of human visual
perception established at AE equal to or greater than 2 and quickly
detected in less than 5 min [97]. The AE values gradually increased from
3.523 to 11.882 with the different treatments, even at the lowest
ammonia concentration evaluated. The maximum variation was
observed in the F30 treatment with 10 % ammonia. At concentrations
higher than 20 % of ammonia, the colorimetric changes reached a
plateau, remaining constant in all treatments.

After 40 days of storage, the films still showed a significant color
response when exposed to 10 % ammonia (Table 3). Although AE values
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Fig. 4. The color sensitivity A) and changes (B) to different ammonia concentrations of films. F10: 10 of CAE; F20: 20 of CAE; F30: 30 of CAE.
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were lower than those observed in freshly produced films, the color
variation remained noticeable, especially in formulations with higher
extract concentrations, reaching AE of up to 8.82. These results indicate
that, even after prolonged storage, the films maintain their visual
responsiveness to volatile alkaline compounds, reinforcing their poten-
tial as intelligent indicators for monitoring food spoilage.

The mechanism responsible for the color change is based on the
volatilization of ammonia and its subsequent interaction with the films.
The nucleophilic nature of ammonia promotes the deprotonation of
anthocyanins, altering the charge distribution of these molecules. This
structural modification results in changes in the wavelength of absorbed
photons, manifesting as a change in the perceived coloration of the films
[98,99]. Consequently, films with higher anthocyanin concentrations
showed more pronounced color changes due to the greater availability
of sites for deprotonation.

3.5. Application of the films in the detection of freshness of tilapia fish

The potential of collagen films with anthocyanins from Catharanthus
roseus as indicators of freshness and food spoilage was evaluated, using
tilapia fillet as a model. This choice was based on the deterioration
process characteristic of fish, in which the action of microorganisms and
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enzymes on proteins results in the formation of volatile nitrogenous
substances, causing an increase in the pH of the environment [100]. The
fillets were stored at room temperature to accelerate the deterioration
process, allowing the evaluation of the response of the intelligent films.
The choice of this condition was based on similar approaches described
by Fallah et al. [101], Oduse et al. [102], and Shi etal. [103].

In the performed experiments (Fig. 5A, B and C), the pH of the fish
stored at room temperature exceeded 6.5 after 24 h, signaling the
beginning of deterioration, This increase is associated with the onset of
autolytic deterioration, in which muscle proteins are degraded by
endogenous proteases and alkaline microorganisms, resulting in the
formation of volatile compounds, such as ammonia, dimethylamine, and
trimethylamine, and consequently, an increase in pH [104]. The color
change in the packaging was observed, especially in the F30 treatment,
which went from translucent to a yellow tone with a tendency to opaque
green. In the F20 treatment, the color change was visible only when the
pH exceeded 7, while in the F10 treatment there was no noticeable
change in color, despite the deterioration of the fish. Said and Sarbon
[105] observed an increase in pH from 6.26 to 7.76 in four days of
storage, when monitoring the freshness of fish fillets using gelatin films
incorporated with curcumin extract.

Graphical analysis of the data revealed a positive linear correlation
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Fig. 5. Application of indicator packaging and linear model between AE of the film and pH of the fish during storage time: A) F10, B) F20 and C) F30, evaluated by
headspace in tilapia fillet. FC: control; F10: 10 of CAE; F20: 20 of CAE; F30: 30 of CAE.
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between AE and pH increase in F20 and F30 treatments, corroborating
previous studies that highlight the use of natural pigments in
biopolymer films as an effective tool to monitor food safety and quality
[6,106]. The results indicate that the film with 30 % Catharanthus roseus
extract can detect deterioration at an early stage and can serve as an
efficient monitor of fish freshness, such as tilapia, in real time.

4. Conclusion

In this study, we investigated the potential of Catharanthus roseus
flower extract and its impact on the properties of collagen-based films.
The extract has a high concentration of anthocyanins, phenolic com-
pounds, and antioxidant activity, with the ability to change its color in
response to pH variations. The incorporation of the extract into bio-
plastics improves resistance to degradation, resulting in a more homo-
geneous and smaller crystalline microstructure, with light barrier
properties, suggesting its potential in food protection. Although high
concentrations of anthocyanins negatively impacted the elasticity and
thermal stability of the films, these effects did not compromise their
practical application, allowing safe handling and use in packaging
without the risk of breakage or premature degradation.

The development of the intelligent packaging system demonstrated
technical feasibility in indicating the fish deterioration process, using
tilapia fillets as a model. F30 detected fish deterioration at an early
stage, offering a non-invasive and environmentally responsible
approach to quality monitoring. The application of these films repre-
sents a technological innovation with the potential to improve quality
control and traceability in the fishing industry.

The use of collagen extracted from waste from the fishing industry as
a polymeric matrix for biodegradable films represents an approach
aligned with the principles of the circular economy, contributing to the
reduction of environmental impacts associated with conventional plastic
materials. Future studies may focus on developing effective stabilization
strategies for anthocyanin extracts, such as encapsulation, and on
assessing the long-term stability of the films under different environ-
mental conditions and storage periods, thereby enhancing their indus-
trial application.
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Supplementary material

Figure S1. Phenolic profile from anthocyanin extract of Catharanthus roseus flower.
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Figure S2. Change mechanism of anthocyanins from Catharanthus roseus.
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5.2 ARTIGO 2

O estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar filmes inteligentes a base de
colageno e pectina incorporados com extrato de antocianinas, visando o monitoramento do
frescor de filés de tildpia durante o armazenamento refrigerado. Além disso, buscou-se
integrar a resposta colorimétrica dos filmes a um sistema de inteligéncia artificial com
smartphone para classificacdo do frescor em tempo real.

Os resultados demonstraram que durante o armazenamento dos filés de tilapia, foram
observadas alteragdes tipicas de deterioracdo, como aumento do pH e dos compostos
nitrogenados volateis, reducdo da firmeza e mudancgas no perfil de compostos volateis, com
substituicdo de substancias associadas ao frescor por compostos relacionados a degradacao.
Essas modificagdoes também foram acompanhadas por perda da aceitabilidade sensorial.

A resposta colorimétrica do filme apresentou forte correlacdo com os pardmetros de
deterioragdo do pescado, permitindo o uso dessas informagdes na construgdao de um banco de
dados para treinamento de um modelo de inteligéncia artificial. O sistema desenvolvido foi
capaz de classificar o frescor em diferentes niveis com alta acuracia, demonstrando eficiéncia
na interpretacdo dos dados colorimétricos.

Do ponto de vista critico, o estudo apresenta uma abordagem inovadora ao integrar
materiais inteligentes com inteligéncia artificial, ampliando as possibilidades de
monitoramento em tempo real. No entanto, limitagdes podem estar relacionadas a necessidade
de validacao em condigdes reais de comercializacao e a avaliagdo da estabilidade dos filmes
em diferentes condigdes ambientais.

Conclui-se que os filmes inteligentes desenvolvidos sdo promissores para aplicagdo no
monitoramento do frescor de peixes, apresentando sensibilidade, praticidade e potencial para
uso associado a tecnologias digitais. A integragdo com inteligéncia artificial refor¢a a
aplicabilidade do sistema como uma ferramenta confiavel, rapida e com potencial de uso na

cadeia produtiva de peixes.
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Smartfish App: a biodegradable smart film based on anthocyanins from Catharanthus
roseus integrated with artificial intelligence for monitoring the freshness of refrigerated

fish fillets
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Resumo: O monitoramento do frescor de pescado permanece um desafio devido a rapida
deterioragdo desses produtos. Neste estudo, foi desenvolvido um sistema inteligente integrado
baseado em um filme biodegradéavel sensivel ao pH incorporado com antocianinas extraidas
de Catharanthus roseus associado a analises instrumentais, sensoriais € a um aplicativo movel
com inteligéncia artificial, para o monitoramento em tempo real da deterioragdo de filés de
peixe tilapia (Oreochromis niloticus). As alteracdes de qualidade foram avaliadas ao longo de
oito dias por meio de andlises de pH, TVB-N, TBARS, contagem microbiana total,
propriedades de textura, perfil de compostos volateis e avaliacdo sensorial. Os resultados
indicaram aumento progressivo de pH e TVB-N, reducdo significativa da dureza e
mastigabilidade e substituicdo de compostos associados ao frescor por aminas € compostos
sulfurados nos estagios finais de armazenamento, corroborados pela perda da aceitabilidade
sensorial. A resposta colorimétrica do filme apresentou forte correlagdo com os parametros de
deterioragdo e foi utilizada uma aprendizagem de maquina integrada ao aplicativo
"Smartfish", que classificou o frescor em trés niveis com acuracia de 93%. O sistema
desenvolvido ¢ uma abordagem confiavel e de baixo custo para o monitoramento do frescor

de pescado.

Palavras-chave: Extrato de antocianina; Flor Boa-noite; Sensor colorimétrico; Filme

biodegradavel; Filé de peixe; Inteligéncia artificial.

1. INTRODUCAO

A avaliacdo do frescor de alimentos utilizando filmes colorimétricos a base de
antocianinas ainda depende majoritariamente da inspe¢do visual das mudangas de cor, um

método subjetivo e suscetivel a variabilidade humana. Para reduzir essas limitagdes e
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aumentar a precisdo do monitoramento, técnicas de aprendizado de méquina tém sido
incorporadas a sistemas colorimétricos, permitindo a extragdo matematica de pardmetros
cromaticos e a classificacdo automdtica de estados de deterioracdo. Dogan et al. (2024)
demonstraram essa abordagem ao integrar filmes inteligentes de extrato de antocianina de
repolho roxo a um aplicativo para smartphone capaz de monitorar em tempo real a
deterioragdo de peixe. De forma semelhante, Kilic et al. (2022) desenvolveram filmes
colorimétricos associados ao aplicativo, utilizando vapor de amdnia como marcador quimico
para avaliar a cinética de mudanga de cor em amostras de carne de frango. Esses avancgos
evidenciam o potencial da combinagdo entre sensores colorimétricos naturais e algoritmos
para avaliacdes mais robustas e objetivas da qualidade de alimentos pereciveis.

O uso de antocianinas extraidas de flores ainda ¢ limitado, embora elas representem
uma fonte abundante, sustentdvel e economicamente viavel. A espécie Catharanthus roseus
(L.) Don., amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais, apresenta elevada
concentragcdo de flavonoides e antocianinas em suas pétalas, além de reconhecida atividade
antioxidante. Essas caracteristicas a tornam um recurso natural subexplorado com potencial
significativo para aplicagdes em embalagens inteligentes e smart (Florentino et al., 2025).

Diante da necessidade de sistemas mais sustentaveis e eficientes para monitoramento
da qualidade, embalagens smart podem ser solu¢do promissora. Esses sistemas incorporam
sensores, compostos funcionais ou indicadores capazes de responder a mudangas quimicas
decorrentes da deterioragdo dos alimentos. Entre as alternativas estudadas, pigmentos naturais
de origem vegetal, especialmente antocianinas, tém recebido destaque devido as suas
propriedades antioxidantes, coloracdo marcante e comportamento halocromico sensivel ao
pH, tornando-os excelentes candidatos para o desenvolvimento de indicadores colorimétricos

(Chen et al., 2023).
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Entretanto, o aumento da produgao e do consumo de pescado intensifica a necessidade
de monitoramento da qualidade e do frescor, uma vez que a deterioragdo ocorre rapidamente
apods a morte do animal. Esse processo envolve mecanismos autoliticos e microbioldgicos que
resultam na formag¢do de compostos nitrogenados volateis, como amonia, dimetilamina e
trimetilamina, os quais constituem o nitrogénio basico volatil total (TVB-N). Esse parametro
¢ amplamente utilizado como indicador quimico de frescor, pois apresenta correlacdo direta
com a degradacao proteica e o aumento do pH da carne durante o armazenamento (Chaithra et
al., 2024).

Entre os alimentos altamente pereciveis, o pescado destaca-se pela elevada
suscetibilidade a deterioracdo microbiana e enzimatica. Ao mesmo tempo, desempenha papel
fundamental na seguranca nutricional global, contribuindo de forma significativa para o
aporte de proteinas de alto valor bioldgico, minerais, lipidios essenciais e micronutrientes para
diversas populagdes. O consumo per capita de alimentos de origem aquatica aumentou de 9,1
kg em 1961 para 20,7 kg em 2022, e a industria pesqueira fornece aproximadamente 15% da
proteina animal consumida globalmente, podendo ultrapassar 50% em alguns paises da Asia e
da Africa (FAO, 2024). Nesse contexto, a tilapia (Oreochromis spp.) destaca-se como uma das
principais espécies aquicolas, representando 7,9% (4,5 milhdes de toneladas) da producao
global de peixes cultivados (FAO, 2022).

Considerando esse contexto, o presente estudo propde uma abordagem inovadora. O
objetivo era aplicar filmes biodegradaveis a base de coldgeno e pectina incorporados com
antocianinas extraidas de Catharanthus roseus em filés de tildpia sob refrigeracao,
estabelecendo correlagdes entre pardmetros de qualidade do peixe e as alteragdes
colorimétricas do filme. Além disso, desenvolver um sistema colorimétrico basecado em

aprendizagem de maquina utilizando como ferramenta o smartphone para a avaliacdo da
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deterioracdo do pescado, permitindo o fornecimento de feedback rapido e em tempo real

sobre o frescor do filé.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As flores de Catharanthus roseus foram coletadas manualmente na Universidade
Federal da Paraiba, Brasil, entre margo e setembro de 2025, no estagio maximo de floracdo e
coloragao lilas, sendo transportadas em caixas térmicas para o laboratdrio, logo apds foram
maceradas. Os reagentes utilizados, incluindo glicerol, pectina citrica, acido citrico e alcool
etilico, foram de grau analitico, adquiridos da empresa Dinamica. O coldgeno hidrolisado tipo

I de origem bovina foi fornecido pela empresa RBR Brasil.

2.2 Extracio de Antocianina da flor Catharanthus roseus (CAE)

Pétalas de flores frescas de Catharanthus roseus foram maceradas em solucdo de
etanol 75% (1:5, massa/volume) e mantidas em repouso por 24 h a 5 °C, em ambiente escuro.
Apbs a extracdo, a solucdo foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo (TECNAL,
modelo TE-213) a 50 °C/ 30 rpm, até a remoc¢do completa do etanol (Florentino, et al., 2025).
O extrato resultante foi armazenado em recipiente de vidro opaco envolto com papel

aluminio, a 5 °C.

2.3 Desenvolvimento dos filmes

Os filmes foram preparados pela técnica de espalhamento (casting), conforme a
metodologia adaptada de Costa et al. (2021), utilizando-se 2% de pectina, 2% de colageno e

1% de glicerol (m/m). A pectina foi dispersa em agua destilada, homogeneizada e deixada em
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repouso por 24 h para hidratagdo. O colageno foi disperso em dgua com o pH ajustado para a
faixa de 3 a 4 usando 4cido citrico a 30%. A solug¢do de colageno foi aquecida a 83 °C em
forno micro-ondas (SHARP - 342, Osaka, Japao), com monitoramento continuo da
temperatura utilizando termdémetro digital (Ecotools - ET1415, Brasil). Apds o aquecimento, a
solu¢do de pectina hidratada foi incorporada a de colageno, seguida de homogeneizacio e
aquecimento a 50 °C em forno micro-ondas por 3 min. A mistura foi resfriada até 40 °C, e o
extrato de antocianina foi adicionado na concentragdo 30% m/m e homogeneizado
manualmente por 5 min. A solucdo filmogénica contendo o extrato de antocianina foi vertida
em placas de petri estéreis (140 x 15 mm) e seca em estufa a 50 °C por cerca de 15 h. Apos a
secagem, os filmes foram retirados das placas e submetidos a andlises sob condi¢des

ambientais de 25 °C e umidade relativa de 60-70%.

2.4 Cor instrumental

A cor instrumental do filme foi medida utilizando um colorimetro digital Konica
Minolta (CR-300), registrando os parametros L*, a* e b*, com calibracdo feita com uma placa
de calibracdo branca padrdo, conforme as especificagdes da CIE (2007). As medi¢des foram

realizadas com os filmes posicionados sobre papel branco padrao (papel de oficio).

2.5 Sensibilidade do filme ao vapor de amonia

A sensibilidade dos filmes para detectar vapores de amonia foi testada conforme Ezati
et al. (2020). Amostras de filmes com 3,5 cm de diametro foram expostas a frascos contendo
10 mL de solugdes de hidroxido de amdnio em diferentes concentracdes (0-controle, 500,
1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000 e 8000 ppm). As imagens e os dados
colorimétricos dos filmes foram capturados apds 6 min de reagdo. A diferenga total de cor

(AE) foi calculada pela Equagdo 1, com base na diferenca entre os parametros AL*, Aa* e
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Ab* do controle e das variacoes.

AE* = [(AL*)" + (A *)" + (8b *)T"” (Eq.1)

2.6 Aplicacao dos filmes na deteccao de frescor de filés de tilapia

Tilapias frescas foram adquiridas em um mercado local da cidade de Jodao Pessoa. Os
peixes foram eviscerados, descabegados e tiveram a pele removida para a obtengdo dos filés.
Para o experimento, 100 g de amostra foi acondicionada em embalagem de isopor lacrada e
armazenada sob condi¢des controladas de temperatura (4 °C) e umidade relativa (UR = 50%)).
Um rétulo inteligente, previamente preparado com dimensdes de 1 cm x 1 c¢m, foi fixado no
espaco livre da embalagem, posicionado a uma distancia de 3 cm acima da amostra. Durante o
armazenamento a 4 °C, imagens da colora¢do do rétulo foram capturadas utilizando um
smartphone Apple, modelo iPhone 15, nos intervalos de 24 h por 8 dias, a fim de monitorar
possiveis alteragdes visuais indicativas da deterioracdo do peixe. Simultaneamente, foi
estabelecido um controle em branco para avaliar a estabilidade do rotulo inteligente na
auséncia da amostra. As amostras foram analisadas por 8 dias, em triplicata, quanto a

parametros colorimétricos (L*a*b*) e TVB-N, para compor o banco de dados.

2.7 Caracterizacio do filé de peixe ao longo do armazenamento

2.7.1 Determinagdo de nitrogénio de bases volateis totais (TVB-N)

O conteido de TVB-N nas amostras foi medido de acordo com o método de
Contreras-Guzman (1988) com algumas modificagdes. Aproximadamente 10 g de filé de
tildpia triturado foram misturados com 60 mL de 4acido tricloroacético a 10% e

homogeneizados por 5 min. Em seguida, a amostra foi deixada em repouso por 30 minutos e a
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mistura foi filtrada. Uma aliquota de 20 mL do filtrado foi transferida para um tubo Kjeldahl
contendo 3 mL de hidréxido de sodio (NaOH) a 20%. A mistura do tubo foi destilada e
coletada em solugdo de acido borico a 3%. Apods a titulacdo, a concentracdo de TVB-N foi

calculada e expressa em mg de N/100g de amostra.

2.7.2 Compostos volateis

Os filés de tilapia foram triturados, pesados 5g, transferidos para frascos e
homogeneizados com solugdo saturada de NaCl na propor¢ao de 1:2 (m/v) (Pawliszyn, Zhang
& Gorecki, 1995).

Depois de atingir a temperatura de equilibrio (50 = 2 °C), uma fibra de 75 pm de
Carboxen /Polidimetilsiloxano SPME (DVB/PDMS, Supelco, Co., Bellefonte, PA, EUA) foi
exposta aos volateis presentes no espaco da cabega para adsor¢ao por 40 minutos. Foi
posteriormente inserido no injetor GC-MS para dessor¢do dos volateis.

Os compostos foram separados em um Cromatografo de Gas 7890B acoplado a um
Espectrometro de Massa Agilent Technologies 5977B (Little Falls, DE, EUA), operando sob
uma tensao de ionizag¢ao de 70 eV no modo de varredura (35 a 500 m/z).

Uma coluna capilar de silica fundida VF-5MS (30 m x 0. Coluna 25 mm x 0,25 pm,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) foi usada para separar os volateis. Inicialmente,
a temperatura da coluna foi mantida a 35 °C por 1 minutos e depois aumentada para 200 °C a
10 °C/min, para 280 °C a 20 °C/min e mantida por 5 minutos. O hélio foi o gis de arraste
liberado a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C, e
a fibra foi exposta por 5 minutos para dessor¢do de calor dos volateis. A injegdo foi feita no
modo splitless, e a temperatura da interface foi mantida a 260 °C.

Os compostos foram identificados analisando os padrdes de fragmentacdo mostrados

nos espectros de massa e confirmados comparando seus espectros de massa com os do banco
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de dados fornecido pelo equipamento do NIST (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia,
EUA) e comparando seus indices de retengdo com os de compostos conhecidos. Para permitir
a quantificacdo dos compostos volateis, 3 pL do padrdo interno 1,2-diclorobenzeno (50
pg/mL, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foram adicionados ao frasco de cada amostra

antes do inicio do processo de extragcdo do composto volatil.

2.7.3 Valor de atividade relativa do odor (ROAV)

A contribuicdo de cada composto volatil foi descrita pelo ROAV. O ROAV do
composto que mais contribuiu para o odor foi assumido como 100 (Fang et al., 2022). O
ROAV foi calculado usando a seguinte Equacao 3:

ROAYV =100 x Cri/Crs x Ts/Ti (Eq.2)
Onde: Crs e Cri referem-se aos conteudos relativos do composto que mais contribui e de cada
composto volatil, respectivamente; Ts e Ti sdo os valores limite do composto que mais

contribui e de cada composto volatil, respectivamente.

2.7.4 Determinagado do pH e Contagem Total de Microrganismos Viaveis

O pH foi quantificado seguindo as recomendac¢des do método 977.20, descrito pela
AOAC (2012). A contagem total de bactérias foi determinada pelo método de contagem
padrdo em placas, conforme descrito pela APHA (2015). Amostras de 25 g de filé de tilapia
foram homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada estéril (0,1%), obtendo-se a dilui¢ao
inicial de 107, seguida de diluigdes seriadas decimais. Aliquotas apropriadas foram
plaqueadas em Plate Count Agar (PCA) pelo método de plaqueamento em profundidade e
incubadas a 35 = 1 °C por 48 h, para posterior contagem de colonias. Os resultados foram

expressos em unidades formadoras de colonia por grama de amostra (UFC/g).
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2.7.5 Substancia reativas ao dcido tiobarbiturico (TBARs)

A determinacdo da oxidagdo 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 solugdo de acido tricloroacético -
TCA (10%) e 2,5 mL de 4gua destilada, homogeneizado com auxilio do vortex para estimular
a extracdo do malonaldeido (MDA) e centrifugado por 5 min a 3500 rpm. A mistura foi
filtrada em tubos falcons e volume aferido com 4gua destilada para 10 mL. Em tubos de
ensaio (10 mL) foi adicionado 2 mL da amostra filtrada e 2 mL de 4cido tiobarbiturico — TBA
(0,02M), aquecido em banho maria a 100 °C por 35 min. Dado o tempo de 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.

2.7.6 Determinagao das propriedades de textura

A dureza, a elasticidade e a mastigabilidade das amostras foram examinadas neste
estudo. Filés de tilapia foram divididas em pedagos de 15 mm x 15 mm x 15 mm, e as
propriedades de textura foram avaliadas em triplicata por meio de um analisador de textura
(TA.XTplus, Stable Microsystems), equipado com uma sonda P/3. As condi¢des de medicao
foram as seguintes: velocidade de teste de 1 mm/s, intervalo de compressdo de 5 s,

porcentagem de compressao de 50% e tempo de relaxamento de 5 s (Bian et al., 2022).

2.7.7 Analise sensorial

A andlise sensorial descritiva quantitativa (ADQ) foi realizada por 10 painelistas
treinados, seguindo a metodologia descrita por Bahram et al. (2016). O treinamento sensorial

foi conduzido antes dos experimentos de acordo com dois padrdes: “Diretrizes para avaliagdo
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sensorial de produtos aquaticos - GB/T 37062 2018 e “Andlise sensorial, introdugdo a
metodologia e treinamento para avaliadores sensoriais - GB/T 15549 2022”. Durante o
treinamento, filés de peixe com diferentes niveis de frescor foram apresentados aos julgadores
como amostras de referéncia, visando a padronizagdo da avalia¢do de cor, odor e textura. A
avaliacdo sensorial foi baseada em uma escala de dez pontos para determinar: odor (10,
desejavel; 1, inaceitavel); cor (10, sem descoloragdo; 1, descoloracdo); textura (10, firme; 1,
suave); e aceitabilidade geral (uma pontuacdo menor abaixo de 7 correspondia a uma
qualidade mais inaceitavel).

O painel sensorial foi composto predominantemente por jovens adultos (41,7% entre
18-25 anos, 41,7% entre 25-35 anos e 16,6% entre 35-50 anos), com distribui¢ao
relativamente equilibrada entre os sexos (58,3% masculino e 41,7% feminino) e
majoritariamente com nivel superior completo ou em andamento (66,7%), refletindo
adequada capacidade de discriminacgdo sensorial. Ademais, os avaliadores relataram consumo
regular de pescado, incluindo outros peixes e tilapia, e elevada intengdo de compra, com 75%
manifestando desejo de aumentar o consumo de tilapia e mais de 90% indicando intengao de
ampliar o consumo de pescado em geral, assegurando que as avaliacdes obtidas sejam

representativas, consistentes e relevantes do ponto de vista do consumidor final.

2.8 Desenvolvimento de aplicacio para smartphones

2.8.1 Classificagdo via Random Forest e Integracdo On-device

A selegao do algoritmo Random Forest para a classificagdo do estado de frescor da
Tilapia fundamenta-se em sua robustez frente a dados e sua capacidade de mitigar o
overfitting, quando o modelo aprende demais os dados de treino e perde capacidade de

generalizagdo, através do ensemble, combinagdo de varios modelos, de multiplas arvores de
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decisdo. No contexto da colorimetria onde as condi¢des de iluminagdo podem introduzir
variancias nas coordenadas (L*, a*, b*), a natureza ndo linear e a capacidade de generalizacao
do modelo garantem uma fronteira de decisdo mais estavel e precisa para a categorizacao dos
niveis de frescor.

A parametrizagdo do modelo foi conduzida para assegurar a reprodutibilidade dos
experimentos e a estabilidade das fronteiras de decisdo. Para tanto, definiu-se um estado de
aleatoriedade fixo de 42, a arquitetura do ensemble foi configurada com 10 estimadores
(arvores de decisdo) e uma profundidade méxima limitada a 5 niveis por arvore. Esta
configuracdo estratégica visa otimizar a eficiéncia computacional para a execu¢do em tempo
real em dispositivos méveis (Dogan et al., 2024).

Visando a aplicabilidade pratica, o modelo treinado foi convertido e integrado ao
ecossistema 10S através do Core ML, viabilizando a execu¢do da inteligéncia artificial
diretamente no dispositivo (on-device inference), o que confere ao sistema baixa laténcia,

privacidade e seguranga, além do pleno funcionamento offline.

2.8.2 Desenvolvimento da aplicagdo “Smartfish”

O presente estudo desenvolveu uma aplicacao nativa para o sistema operacional 10S
denominada “Smartfish”, utilizando a linguagem de programagdao Swift e o framework
SwiftUI. A escolha desta arquitetura permitiu uma integracao profunda com o hardware de
captura Optica, garantindo alta eficiéncia no processamento de sinais em tempo real, além de
permitir a integragdo direta do modelo preditivo a arquitetura da aplicagao.

O algoritmo de extra¢do baseou-se no método de Média Espacial de Area, técnica de
pré-processamento essencial para a estabilizacdo do sinal. Durante o fluxo de captura, o
aplicativo isola uma regido de interesse (ROI - Region of Interest) centralizada na imagem,

definida por um quadrante de dimensdes controladas. Diferente de métodos de segmentacao



84

tradicionais que podem ser influenciados por pixels isolados, o filtro de média de area integra
todos os sinais cromaticos dentro da ROI, mitigando ruidos Opticos e variagdes de textura do
filme inteligente (Yiizer et al., 2022).

Portanto, ao digitalizar uma etiqueta utilizando o sensor Optico do dispositivo, a
aplica¢do faz a conversdo dos valores RGB para o sistema de cores CIELAB (L*, a*, b*).
Esta etapa de pré-processamento ¢ crucial para garantir a estabilidade colorimétrica,
independentemente de flutuagdes na iluminacdo ambiente. Uma vez padronizadas, essas
coordenadas sdo submetidas como varidveis de entrada ao modelo preditivo interno, que
executa a classificacdo por meio do algoritmo Random Forest, exibindo o estagio de frescor

estimado para o usuario.

2.8.3 Teste de estabilidade

A robustez e a repetibilidade da aplicagao foram validadas por meio de ensaios de
estabilidade, utilizando quatro dispositivos com diferentes especificagdes opticas (iPhone 14,
iPhone 14 Pro Max, iPhone 15 e iPhone 15 Pro). O experimento consistiu no monitoramento
do frescor de amostras armazenadas sob condi¢des controladas de refrigeracao (4 °C) durante

um periodo de 8 dias.

2.9 Analise estatistica

Os dados obtidos em todas as andlises foram tratados e submetidos a ANOVA (p <
0,05). Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP). Quando houve uma
diferenga significativa entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste Tukey,
considerando um intervalo de confianga de 95%, utilizando o software estatistico IBM -

SPSS, versdo 23.0. Os graficos foram gerados usando o software Microsoft Excel 2023 ou
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OriginPro, versao 8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, MA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao do filme

A cor constitui um atributo critico em sistemas de embalagem inteligente, pois
influencia diretamente a interpretacao visual do estado de conservagdo dos alimentos e o
desempenho de métodos colorimétricos de monitoramento (Song et al., 2024). Com o
objetivo de aprimorar as propriedades Opticas observadas em formulagdes previamente
reportadas, a base do filme desenvolvido neste estudo foi produzida utilizando colageno
hidrolisado comercial, estratégia adotada para maximizar a luminosidade (L*) e, assim,
ampliar o contraste cromatico associado a exposicdo a compostos volateis nitrogenados
liberados durante a deterioragao.

O filme inteligente incorporado com extrato de Catharanthus roseus apresentou
parametros de cor instrumental caracterizados por elevada luminosidade (L* = 81,09 = 0,51),
valores positivos no eixo vermelho-verde (a* = 4,55 + 0,20) e predominancia do componente
amarelo (b* = 15,64 = 0,81). Em comparagdao com estudos anteriores de Florentino et al.
(2025), utilizando filmes a base de colageno extraido da pele de tilapia, observou-se menor
luminosidade (L* = 74,45 + 0,15) e maior intensidade do componente b* (20,96 + 0,38),
enquanto os valores de a* permaneceram semelhantes (4,54 £ 0,45). Esses resultados indicam
que a incorporacdo do extrato vegetal promoveu aumento da luminosidade e redugdo da
tonalidade amarela do material. Essa diferenga pode estar associada a presenca de impurezas e
cromoforos residuais provenientes do processo de extracdo do colageno da pele do peixe, que
reduzem sua transparéncia e impactam o perfil Optico da matriz polimérica. Assim, o

colageno comercial conferiu maior pureza Optica ao material, resultando em filmes com



86

luminosidade superior, menor interferéncia espectral e uma resposta colorimétrica mais nitida,
sensivel e facilmente detectdvel ao longo do armazenamento do pescado.

A aplicagdo de sensores colorimétricos para o frescor de peixes exige que o material
seja capaz de adsorver e responder de forma mensurdvel a diferentes niveis de aminas
volateis, especialmente amdnia, o principal composto nitrogenado associado a deterioracao de
peixes e carnes. De acordo com a literatura, a interagdo da amonia com a umidade presente na
matriz polimérica resulta na formagdo de NH«OH, seguida de dissociagdo em NH+ e OH',
processo que promove um aumento local do pH e desencadeia transi¢des estruturais das
antocianinas. Essas alteracdes conformacionais, altamente dependentes do pH, modificam o
sistema cromodforo das moléculas, produzindo mudangas espectrais distintas e facilmente
detectaveis (Meng, 2021).

Esse mecanismo ¢ relevante para pesqueiros, nos quais a deterioragdo gera acumulo de
compostos nitrogenados volateis. No presente estudo, os rotulos incorporados de extrato de
Catharanthus roseus exibiram variacdes cromaticas graduais quando expostos a
concentragdes crescentes de amoOnia, conforme demonstrado na Figura 1-A e B. A andlise
quantitativa revelou um aumento nos valores de AE* em fun¢do da concentragdo de amdnia,
indicando forte correlagdo positiva entre a resposta colorimétrica e o teor de aminas volateis.

Valores de AE* > 2, reconhecidamente perceptiveis ao olho humano, foram detectados
j& na concentra¢do de 3000 ppm, evidenciando a sensibilidade do sistema colorimétrico
desenvolvido. Alteragdes ainda mais expressivas, com AE* > 5, classificadas como
facilmente distinguiveis por inspe¢do visual direta, foram observadas a partir de 7000 ppm
(Khanjanzadeh et al. 2022) e com maior sensibilidade de deteccdo quando comparada ao
estudo de Chen et al. (2023).

Entre os pardmetros colorimétricos, a* apresentou a maior varia¢ao, deslocando-se de

valores positivos para negativos, indicando tendéncia marcante para tonalidades esverdeadas.
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Comportamento semelhante foi registrado por Zhao et al. (2022) em filmes inteligentes
produzidos com extrato de casca de batata-doce roxa, nos quais a exposicdo a amonia
provocou uma transi¢do de cor rosa para verde-azulado. Tais alteracdes sdo atribuidas a
modificacdes estruturais das antocianinas induzidas pelo aumento da alcalinidade, nas quais
ocorre a conversao do cation flavilio para formas quinonoidais ou estruturas do tipo chalcona,

resultando na formagdo de coloragdes esverdeadas (Zheng et al., 2022).

3.2 Elaboracao de banco dados

A determinagdo do frescor dos filés de tilapia armazenados sob refrigeracao foi
realizada por meio da integragdo entre a resposta colorimétrica do rotulo inteligente e os
valores de aminas volateis basicas totais (TVB-N), estratégia que permite correlacionar
alteragdes quimicas do pescado com sinais visuais facilmente interpretaveis. O TVB-N
constitui um dos indicadores quimicos empregados para a avaliagao da qualidade e do frescor
de pescado, sendo composto principalmente por aminas primarias, secundarias e terciarias,
como trimetilamina (TMA) e dimetilamina (DMA), além de amonia, formadas em
decorréncia da acdo combinada de enzimas enddgenas e da atividade microbiana durante o
processo de deterioracao (Rasul et al., 2018).

Apesar da robustez do TVB-N como ferramenta analitica para a determinagdo do
frescor do pescado, a aplicacdo rotineira no momento pré-consumo ¢ limitada por fatores
como custo, tempo de analise e necessidade de infraestrutura laboratorial. Nesse contexto, ao
longo de oito dias de armazenamento refrigerado, os dados instrumentais de cor do filme
inteligente (parametros L*, a* e b*) foram integrados aos valores de TVB-N dos filés de
tilapia para compor um banco de dados (Tabela S.1), utilizado no desenvolvimento de um
aplicativo baseado em inteligéncia artificial, capaz de fornecer uma avaliagdo rapida, objetiva

e segura do frescor do pescado.
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Os resultados demonstraram que, do dia 0 ao dia 3 sob refrigeracdo (4 °C), os filés
apresentaram valores de TVB-N inferiores a 4 mg N/100 g (Figura 2-A), caracterizando um
elevado estado de frescor. A partir do quarto dia, observou-se um aumento mais acentuado
desse parametro 8,79 mg N/100 g, atingindo 13,01 mg N/100 g no quinto dia de estocagem.
No sexto e sétimo dias de armazenamento, os valores de TVB-N dos filés ultrapassaram 15
mg N/100 g, aproximando-se do limite aceitabilidade sensorial, enquanto no oitavo dia
alcancaram 32,28 mg N/100 g, enquadrando o produto na faixa de deterioracdo avancada e,
portanto, inadequado para consumo.

A classificacdo da qualidade do pescado foi realizada com base em referéncias
técnicas nacionais e internacionais (Brasil, 2008; Huss, 1995; Connell, 1995; Howgate, 2004;
China NHFPC, 2015), segundo as quais valores de TVB-N inferiores a 15 mg N/100 g
indicam pescado fresco, valores entre 15 e 25 mg N/100 g correspondem a uma condicao
intermediaria de qualidade, e valores superiores a 25 mg N/100 g sdo indicativos de
deteriorag¢do do produto.

A evolucdo dos valores de TVB-N apresentou correspondéncia direta com as
mudangas de cor observadas no roétulo inteligente, evidenciando a elevada sensibilidade do
sistema proposto para o monitoramento do frescor da tilapia em tempo real. Visualmente, a
progressdao da deterioracdo foi acompanhada por uma transicdo gradual da tonalidade do
rotulo, de marrom para verde ao longo do armazenamento (Figura 2-B). Essa mudanga foi
confirmada pela andlise colorimétrica do filme inteligente, na qual o pardmetro a* apresentou
a maior variacdo, deslocando-se de valores positivos para negativos, indicando uma tendéncia
marcante para tonalidades esverdeadas (Tabela S.1).

A forte correlacdo entre os valores de TVB-N e a resposta colorimétrica do rétulo
inteligente confirma o elevado potencial dessa tecnologia como uma ferramenta pratica, ndo

invasiva e de facil interpretagdo para a inferéncia do frescor do pescado. Além disso, a
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integracdo do sistema colorimétrico com plataformas digitais baseadas em inteligéncia
artificial amplia a aplicabilidade tanto para a industria quanto para o consumidor final,
oferecendo suporte a tomada de decisdo ao longo da cadeia produtiva e contribuindo para a

melhoria da seguranca alimentar e da gestao da vida 1til do produto.

3.3 Analise de qualidade do peixe

3.3.1 Compostos volateis ao longo do armazenamento

Considerando que o processo de deterioragdao do pescado envolve uma sucessao
complexa de reagoes, refletidas diretamente na formagdo de compostos volateis especificos
em diferentes estagios de frescor, a analise do perfil volatil dos filés de tilapia armazenados
sob refrigeracdo foi conduzida como ferramenta complementar aos dados de TVB-N para a
determinagdo do grau de deterioracdao do produto. O cromatograma esta apresentado na Figura
S.1. No total, 50 compostos volateis ao longo do periodo de armazenamento foram
identificados, permitindo uma caracterizagdo abrangente ¢ detalhada da fracdo aromatica do
pescado (Tabela 1). Esses compostos foram classificados em 11 grupos funcionais, incluindo
9 4lcoois, 7 aldeidos, 6 alcanos, 2 ésteres, 7 hidrocarbonetos, 11 cetonas, 2 sulfetos e outros
compostos minoritarios, refletindo a multiplicidade de vias metabolicas envolvidas na
deterioragao do peixe.

Com isso, a evolucdo temporal do perfil de compostos volateis evidenciou alteragdes
qualitativas e quantitativas bem definidas ao longo do armazenamento refrigerado, permitindo
a distingao clara entre os estagios de frescor, transicao e deterioracao do fil¢ de tilapia (Figura
3). Nos estagios iniciais (T0-T2), o perfil volatil foi predominantemente caracterizado por
aldeidos de cadeia linear, com destaque para o hexanal, além do alcool insaturado

l-octen-3-0l e do 4lcool ramificado 1-hexanol, 2-ethyl-, bem como pela presenca de
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hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, como tolueno e alcanos ramificados (pentano,
2,4-dimetil-, e butano, 2,2,3-trimetil-).

Considerando a presenca de hexanal no inicio do armazenamento, os resultados deste
estudo sdo consistentes, uma vez que esse composto ¢ uma das principais fontes do aroma
caracteristico de peixe em filés de tildpia no inicio do processo de refrigeracdo (Xu et al.,
2022), apresentando de frescor em concentracdes adequadas. O hexanal ¢ gerado
principalmente pela clivagem do 13-hidroperoxido do 4cido linoleico (Liu et al., 2024).

Em particular, os alcoois insaturados contribuem de forma significativa para a
formagdo de fragrancias leves e notas oleosas suaves, compativeis com elevada qualidade
sensorial. De modo complementar, o 1-octen-3-ol, originado da clivagem de hidroperdxidos
lipidicos, confere aroma de cogumelo e vegetal cru, sendo também frequentemente reportado
como um dos principais compostos volateis associados ao frescor do pescado (Zhu et al.,
2020).

Adicionalmente, a presenga de hidrocarbonetos alifaticos, particularmente alcanos
ramificados, embora caracterizados por elevados limiares de odor e, portanto, limitada
contribuicdo sensorial direta, ¢ frequentemente reportada em produtos pesqueiros. Evidéncias
da literatura sugerem que esses hidrocarbonetos podem participar indiretamente da evolucao
do perfil volatil, atuando como indicadores de transformagdes quimicas que favorecem a
formagao de compostos de maior relevancia sensorial ao longo do armazenamento (Li et al.,
2023).

Com a progressdo do armazenamento para os estagios intermediarios (T4-T6),
observou-se uma reducdo gradual na contribuicdo relativa dos aldeidos de cadeia curta,
concomitante ao aumento expressivo de cetonas e 4lcoois superiores. Cetonas como
2-pentanona e 2-heptanona passaram a exercer maior influéncia no perfil aromatico, estando

associadas a percepgdes sensoriais como frutado artificial, amanteigado e solvente, os quais ja
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indicam perda perceptivel de qualidade sensorial, embora ainda possam situar-se dentro de
um intervalo intermediario de aceitabilidade. Paralelamente, a intensificagdo de alcoois
ramificados, como 3-metil-1-butanol, sugere a degradacdo de aminoacidos de cadeia
ramificada (leucina, isoleucina e valina) (Scully & Orlygsson, 2020).

Nos estagios finais de armazenamento (T8), conforme evidenciado na Figura 5, o
perfil volatil sofreu alteracdes acentuadas. Observou-se aumento expressivo de aldeidos
ramificados, como 2-metilbutanal e 3-metilbutanal, os quais sdo produtos tipicos da
degrada¢do de aminoacidos de cadeia ramificada e estdo fortemente associados a odores
pungentes, fermentativos e desagraddveis (Smit et al., 2009). Além disso, de forma indicativa
da deterioragdo, destacou-se a presenca de compostos sulfurados, como o dimetil dissulfeto e
dimetil trisulfeto. Esses volateis, oriundos da degradacdo de aminodcidos sulfurados como
metionina e cisteina, sdo reconhecidos como marcadores de deterioragdo de pescado, em
funcdo de seus baixissimos limiares de percepcao olfativa e da associacdo direta com odores
intensos descritos como enxofre, repolho e cebola (Mohammadi et al., 2021). Achados
semelhantes foram encontrados por Cheng et al. (2023), ao identificar compostos sulfurados
em filés de tilapia ao longo do armazenamento.

Além disso, o aumento de trimetilamina ao longo do armazenamento refor¢a o avango
da deterioragdo, uma vez que este composto resulta da redu¢do do 6xido de trimetilamina e
estd diretamente relacionado ao odor classico de peixe deteriorado. A coexisténcia de
trimetilamina com compostos sulfurados e aldeidos ramificados sugere que a degradagdo
proteica ¢ a principal via geradora de volateis no estagio final do armazenamento (Howgate,

et al., 2010).

3.3.1.1 Analise de componentes principais
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A Anélise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para elucidar a evolugdo do
perfil de compostos volateis em filés de tilapia ao longo do periodo de armazenamento
(TO-T8), pode-se observar na Figura 4-A e B. O biplot resultante demonstra alta eficiéncia do
modelo, explicando 77,63% da variancia total, com o primeiro componente principal (PC1)
representando 60,26% e o segundo (PC2) 17,37%. A distribui¢do espacial das amostras
revelou uma trajetéria temporal clara, delineando trés estagios metabodlicos distintos
associados a perda de qualidade.

De acordo com os resultados, as amostras correspondentes aos tempos iniciais (TO e
T2) agrupam-se em uma mesma regido do grafico de scores, refletindo elevada similaridade
composicional. Entretanto, observou-se um deslocamento ao longo do eixo positivo do PC2
para os tempos de armazenamento intermedidrios (T4 e T6). Este grupo correlacionou-se com
cetonas, ésteres, alcanos, alcenos e fendis. Tais compostos sdo frequentemente relacionados
como indicadores inicial da perda de frescor em peixes, contribuindo para notas frutadas ou
levemente rangosas.

Em contrapartida, o tempo final de armazenamento (T8) exibiu uma segregacgdo
distinta ao longo do eixo positivo do PC1. Esse componente est4 associado principalmente ao
gradiente de deterioracdo, com a presenga de aldeidos, 4lcoois, aminas, sulfetos,
hidrocarbonetos e terpenos. A proximidade entre aldeidos e dlcoois indica forte correlacdo e
origem comum, enquanto a associacdo de aminas e sulfetos refor¢a seu papel como

marcadores de deterioracgao.

3.3.1.2 Valor de atividade relativa do odor

A percepcao sensorial de compostos volateis varia em funcdo das caracteristicas
quimicas e estruturais, bem como da afinidade especifica entre esses compostos € 0s

receptores olfativos humanos. A menor concentragdo na qual um composto volatil pode ser
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percebido ¢ definida como limiar de odor. Assim, para concentragdes equivalentes, compostos
com limiares de odor mais baixos tendem a exercer maior impacto sensorial (Cheng et al.,
2023).

Com base nesses principios, o valor de ROAV foi aplicado para selecionar os
principais compostos volateis responsaveis pelo aroma global dos filés de tilapia. Um total de
oito compostos volateis com ROAV > 0,1 foram selecionados nos tempos de armazenamento
de 0 dias (TO) e 8 dias (T8) (Tabela 2).

No inicio do armazenamento (T0), o hexanal foi identificado como o principal
composto volatil chave (1 <ROAV < 100), sendo caracterizado por notas frescas, consistentes
com o odor tipico de filés de tildpia recém-processados. Além disso, o 1-octen-3-ol, o
3-metilbutanal ¢ o 2-metilbutanal foram identificados como modificadores da contribuigao
odorifera. Dentre esses, o l-octen-3-ol contribuiu com notas vegetais e de cogumelo,
caracteristicas de tecidos musculares frescos.

Em contraste, apés oito dias de armazenamento refrigerado (T8), observou-se uma
alteracdo significativa no perfil volatil, com predominancia de compostos sulfurados. O
dimetil trisulfeto foi identificado como o principal composto volatil chave (1 < ROAV < 100),
seguido pelo 3-metilbutanal e pelo dimetil dissulfeto. Estes compostos forneceram odor
negativo intenso com alta concentragdo, como odor sulfuroso e fétido, indicando um estagio
de deterioracdo. Adicionalmente, a contribuicdo expressiva da trimetilamina e do
3-metil-1-butanol refor¢ca o desenvolvimento de odores desagradaveis associados ao final da
vida de prateleira do produto (Wu et al., 2022). Por outro lado, compostos tradicionalmente
associados ao frescor, como o hexanal e o l-octen-3-ol, apresentaram valores de ROAV
inferiores a 1 em T8, indicando contribuicdo sensorial reduzida nos estdgios finais de

armazenamento.
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De modo geral, os resultados de ROAV demonstram que, ao final do armazenamento,
o odor global dos filés de tilapia ¢ dominado por compostos sulfurados e aldeidos
ramificados, com destaque para o dimetil trisulfeto, reconhecido como um marcador de
deterioragdo do pescado devido ao seu baixissimo limiar de percepcdo e as intensas notas
sulfuricas (Wu et al., 2022). A predominancia desses compostos no headspace fornece uma
explicagdo mecanistica para a elevagdo do pH e para a resposta croméatica observada no filme
indicador a base de antocianinas, corroborando a eficacia do sistema proposto para o

monitoramento do frescor do pescado (Florentino et al., 2025).

3.3.2pH

O pH constitui um importante indicador das alteracdes bioquimicas que ocorrem no
filé¢ de tilapia durante o armazenamento refrigerado, refletindo diretamente mudancas na
concentragdo idnica do tecido muscular. Conforme apresentado na Figura 5-A, o pH inicial do
filé¢ fresco foi de aproximadamente 5,95, apresentando diferenga significativa (p < 0,05) em
relagdo aos demais dias de armazenamento. Esse valor de pH nos estdgios iniciais esta
associado, principalmente, a degradacdo do glicogénio pés-morte, com consequente formagao
de 4cidos organicos, como o 4cido latico, bem como ao consumo de fosfocreatina, processos
caracteristicos do metabolismo anaerébio inicial do musculo, ocasionando diminui¢do do pH
(Wang et al., 2022). Ao longo do armazenamento refrigerado, observou-se um aumento
progressivo do pH em relagdo ao tempo inicial, sem diferenca significativa entre os
tratamentos T2 e T4, que apresentaram valores proximos de 6,78 e 6,79, respectivamente,
indicando um produto ainda em condicdes aceitaveis de frescor. A partir do sexto dia de
armazenamento, verificou-se um aumento mais acentuado do pH com valor de 7,64 ¢ 7,60 no
oitavo dia, o que indica a intensificacdo dos processos de deterioracdo. Esse comportamento ¢

consistente com o padrdo descrito na literatura para filés de tilapia armazenados sob
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refrigera¢do, nos quais o pH tende a aumentar gradualmente com o avango do tempo de
estocagem, conforme relatado por Shahrier et al. (2023) e Liu et al. (2024).

O aumento do pH estd associado a intensificagdo dos processos de deterioragdo
autolitica, nos quais proteinas e compostos nitrogenados ndo protéicos sdo degradados sob a
acdo de enzimas enddgenas. Esse processo resulta na formacao de compostos volateis basicos,
como amonia, dimetilamina e trimetilamina, que promovem a elevacdo do pH do tecido
muscular (Yang et al., 2022). A detec¢do de trimetilamina na anélise de compostos volateis
reforca essa interpretacdo, evidenciando a correlagdo entre a degradacdo proteica, a formagao

de aminas volateis e o aumento do pH durante o armazenamento refrigerado do filé de tilapia.

3.3.3 Contagem total de microrganismos viaveis (TVC)

A TVC ¢ amplamente reconhecida como um importante indicador da qualidade
microbiologica de alimentos pereciveis (Kilic et al., 2022). Nesse contexto, os filés de tilapia
foram avaliados quanto aos niveis de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas ao longo do
armazenamento refrigerado. Conforme mostrado na Figura 5-B, os valores de TVC durante o
periodo de armazenamento permaneceram em torno de 10° UFC/g. Esse resultado foi
comparavel ao estudo de Ameri et al. (2024), que também observaram o valor de 2,1 x 10°
UFC/g em filés de pangasius durante 8 dias de armazenamento refrigerado.

Ressalta-se que os valores de TVC permaneceram inferiores ao limite microbioldgico
de 10" UFC/g recomendado pela International Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF), indicando que os filés de tilapia ainda se encontravam dentro dos padroes
de aceitabilidade microbioldgica apds 8 dias de armazenamento refrigerado (Zheng et al.,
2024). Apesar da estabilidade microbioldgica observada, esses resultados corroboram a
elevada sensibilidade do filme indicador de frescor desenvolvido neste estudo, uma vez que

mudangas perceptiveis no sistema indicador foram observadas mesmo quando a carga
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microbiana ndo ultrapassou o limite microbiologico regulamentar, demonstrando o potencial
para detec¢do precoce de alteragdes de frescor em niveis microbioldgicos ainda considerados

S€guros para consumao.

3.3.4 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

O valor das TBARS ¢ utilizado como um indice confidvel para a avaliagdo da
oxidacdo lipidica em produtos de pescado. Durante o processo oxidativo, os acidos graxos
poli-insaturados sofrem oxidagdo primaria com formacao de hidroperdxidos lipidicos, os
quais sao termodinamicamente instaveis e se decompdem em produtos secundarios de menor
peso molecular. Entre esses compostos, o malonaldeido (MDA) ¢ um dos principais
marcadores, sendo quantificado indiretamente pelo ensaio de TBARS (Aubourg, 1993).

No presente estudo, de acordo com a Figura 5-C, os valores de TBARS dos filés de
peixe aumentaram gradualmente ao longo do armazenamento refrigerado, atingindo 0,36 mg
MDA/kg apo6s 8 dias. Em todos os periodos avaliados, os teores de MDA foram
significativamente superiores aos observados no peixe fresco (P < 0,05), indicando que os
hidroperdxidos lipidicos formados nas etapas iniciais da oxidacdo foram continuamente
degradados em produtos secundarios ao longo do armazenamento.

Apesar desse aumento progressivo, os valores de TBARS permaneceram abaixo do
limite geralmente associado ao desenvolvimento de rancidez sensorial perceptivel. De acordo
com a literatura, sabores rancosos desagradaveis tendem a ser detectados quando os valores
de TBARS excedem 1,0 mg MDA/kg (Farajzadeh et al., 2016). Resultados semelhantes foram
reportados por Cao et al. (2019), que observaram um aumento gradual dos valores de TBARS
em filés de carpa-capim durante o armazenamento refrigerado, alcangando aproximadamente

0,7 mg MDA/kg no oitavo dia. Esses achados corroboram que, embora a oxidagdo lipidica
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progrida durante a estocagem refrigerada, os niveis de MDA observados no presente estudo

ainda se encontram dentro de uma faixa considerada aceitavel do ponto de vista sensorial.

3.3.5 Andlise perfil de textura

As alteracdes nas propriedades de textura estdo diretamente relacionadas a integridade
estrutural e a estabilidade do tecido muscular do peixe, exercendo influéncia significativa
sobre a aceitagao sensorial pelo consumidor. Nesse contexto, os parametros instrumentais de
dureza, elasticidade e mastigabilidade foram selecionados para avaliar as modificagdes nas
propriedades texturais dos filés de tilapia ao longo do armazenamento refrigerado.

Conforme apresentado na Figura 5-D, os parametros de dureza e mastigabilidade dos
filés de tilapia apresentaram redugdo significativa ao longo do armazenamento refrigerado (p
< 0,05). Em relagao a dureza, observou-se uma queda acentuada ja no segundo dia de
armazenamento, quando comparado ao tempo inicial (T0), com redugdo superior a metade do
valor inicial, indicando rapida perda de firmeza nos estagios iniciais de armazenamento. Nos
tratamentos subsequentes (T4, T6 e T8), a dureza continuou a diminuir, porém de forma mais
gradual.

Para a mastigabilidade, verificou-se uma redugdo significativa em todos os
tratamentos ao longo do armazenamento, evidenciando um enfraquecimento da resisténcia do
musculo, embora sem grandes oscilagdes entre os tempos intermediarios. Esse
comportamento sugere que a mastigabilidade acompanha a perda de integridade do tecido
muscular de forma continua durante a estocagem refrigerada.

Em contraste, o parametro elasticidade ndo apresentou diferencas significativas entre o
inicio e o final do periodo de armazenamento refrigerado (p > 0,05), indicando que a
capacidade de recuperagdo elastica da estrutura muscular foi relativamente preservada. Esse

resultado sugere que os mecanismos iniciais de degradagdo afetaram de maneira mais



98

pronunciada a firmeza e a resisténcia a mastigacdo do que a elasticidade do musculo, a qual
tende a ser menos sensivel as alteragdes estruturais nos estagios iniciais da deterioragdo (Yang
et al., 2024).

De modo geral, a resisténcia do tecido conjuntivo e a integridade das proteinas
miofibrilares sdo os principais fatores determinantes das propriedades texturais do musculo de
peixes. A diminui¢cdo progressiva da dureza observada neste estudo indica o amolecimento do
tecido muscular, caracteristico do processo de deterioragcdo durante a estocagem refrigerada.
A degradacdo das propriedades de textura pode ser atribuida, principalmente, a proteolise das
proteinas estruturais, associada a a¢do de enzimas enddgenas, tais como colagenases,
catepsinas, proteases dependentes de Ca®' e proteases alcalinas. A atividade dessas enzimas
promove a desorganizacdo da matriz miofibrilar e do tecido conjuntivo, resultando em perda
de firmeza e comprometimento da qualidade do produto (Wang et al., 2022).

Resultados semelhantes foram reportados por Cheng et al. (2023), que observaram
reducdo significativa da dureza e da mastigabilidade em filés de tilapia durante o
armazenamento refrigerado, corroborando os achados do presente estudo e confirmando que a
perda de firmeza ¢ um dos principais indicadores da deterioracdo textural em pescado

armazenado sob refrigeracao.

3.3.6 Analise sensorial

A andlise sensorial foi empregada como ferramenta integrativa para a avaliagdo da
qualidade e da vida de prateleira dos filés de tilapia durante o armazenamento refrigerado,
uma vez que reflete de forma direta a percepcdo do consumidor frente as alteragdes
fisico-quimicas, microbioldgicas e estruturais do produto (Cheng et al., 2023). Os atributos

cor, textura, aroma e aceitabilidade global foram avaliados com base em critérios descritivos
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previamente estabelecidos, ancorados em uma escala estruturada de 0 a 10, permitindo a
identificacdo de diferentes estagios de frescor e deterioracao.

Conforme ilustrado na Figura 5-E, no tempo inicial (T0) todos os atributos sensoriais
apresentaram pontuagdes elevadas, situadas na faixa 8-10, correspondendo aos critérios de
cor uniforme e brilhante, musculo firme e integro, aroma fresco e caracteristico e 6tima
aceitabilidade global com elevado potencial de consumo. Esses resultados confirmam o
estado de frescor ideal dos filés no inicio do armazenamento e estdo diretamente associados
aos baixos valores iniciais de pH, TBARS, TVB-N e contagem microbiana, bem como a
predominancia de compostos volateis tipicos de pescado fresco, identificados pela andlise de
ROAV. A elevada dureza instrumental observada em TO reforca a integridade do musculo do
peixe fresco.

Nos estagios intermedidrios de armazenamento (T4 e T6), observou-se uma redugdo
moderada das pontuagdes sensoriais, com os atributos passando gradualmente da faixa 8§—10
para a faixa 4-7, especialmente para odor e aceitabilidade global. De acordo com os critérios
adotados, essa faixa intermedidria estd associada a aroma enfraquecido ou com leve odor
estranho, cor ainda aceitavel, porém menos uniforme ou com brilho reduzido, e musculo
levemente solto, com textura menos definida. A contragdo progressiva da area do grafico
radar indica que, embora os filés ainda sejam considerados aceitaveis do ponto de vista
sensorial, o peixe ndo ¢ tdo fresco. Esse comportamento coincide com o aumento gradual do
pH e com o surgimento de compostos volateis de maior impacto odorifero, que passam a atuar
como modificadores do aroma, enquanto a oxidagdo lipidica e a contagem microbiana se
mantém em niveis relativamente baixos.

A partir de T6, torna-se evidente uma mudanca mais pronunciada no padrao sensorial,
particularmente na aceitabilidade global, que passa a declinar de forma mais acentuada em

relacdo aos atributos individuais. Esse resultado indica que, mesmo quando cor, textura ou
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aroma ainda se enquadram na faixa 4-7 de forma isolada, o efeito combinado dessas
alteracdes resulta em uma percepcdo global de produto aceitavel com ressalvas. Esse
comportamento reflete um efeito sinérgico, amplamente descrito na literatura, no qual
pequenas alteragdes simultdneas em diferentes atributos levam a uma queda mais expressiva
da aceitagdo global do produto (Pinto et al., 2024).

No estagio final de armazenamento, a deteriora¢do sensorial tornou-se evidente em
T8, quando as pontuacdes dos atributos sensoriais se concentraram predominantemente na
faixa 0-3, em contraste com os demais tratamentos. Esse comportamento caracteriza um
produto sensorialmente inaceitavel, marcado por odor intenso e desagradavel, cor opaca,
amarelada ou manchada e musculo frouxo com textura pegajosa. A queda mais pronunciada
foi observada para o atributo odor, seguida da aceitabilidade global, refletindo a dominancia
de compostos volateis associados a deterioragcdo, especialmente aminas € compostos
sulfurados, identificados como compostos chave por meio da analise de ROAV. Esses
compostos apresentam limiares de percepcao baixos, o que explica a contribui¢do decisiva
para a rejeicao sensorial do pescado nos estagios finais de armazenamento.

De forma relevante, a perda progressiva da aceitabilidade sensorial apresentou
concordancia com a resposta cromatica do filme inteligente a base de antocianinas, cuja
mudanga de cor acompanhou claramente os diferentes estagios de frescor do pescado. O filme
indicou amostras frescas nos tempos iniciais (TO e T2), condi¢do intermedidria ou de frescor
reduzido em T4 e T6, e estado de deterioracdo em T8. Esse comportamento corroborou de
maneira consistente os resultados da analise sensorial, bem como das demais analises de
qualidade, evidenciando a sensibilidade do filme as alteracdes quimicas ocorridas durante o
armazenamento. Dessa forma, o filme inteligente do presente estudo permite a traducio
objetiva de alteragdes quimicas complexas em uma resposta visual simples, rapida e

facilmente interpretavel pelo consumidor.
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3.4 Detec¢io do frescor do peixe através do App "Smartfish"

De forma inovadora, este estudo apresenta o desenvolvimento, pela primeira vez, de
uma aplicagdo chamada de "Smartfish" baseado em smartphones capaz de substituir
instrumentos convencionais, como colorimetros e métodos laboratoriais de controle de
qualidade, para a avaliacdo do frescor de filés de tilapia a partir da resposta cromatica de um
filme inteligente biodegradavel incorporado com antocianinas extraidas da flor Catharanthus
roseus. O sistema utiliza a cadmera do smartphone para a captura de imagens do filme
indicador e a extragdo objetiva de parametros de cor, possibilitando a identificagdo confiavel
dos diferentes niveis de frescor do pescado.

As informagdes cromaticas obtidas dos filmes inteligentes de antocianina em distintos
estagios de frescor da tilapia constituiram um banco de dados de referéncia (S.1), utilizado
como entrada para o algoritmo de classificagdo. O conjunto total de dados foi dividido
aleatoriamente em 80% para treinamento e 20% para teste.

Para lidar com possiveis desequilibrios entre as categorias, foi aplicado o parametro de
pesos de classe balanceados. O classificador foi treinado para prever trés categorias de frescor
estabelecidas com base nos niveis de TVB-N: fresco (< 15 mg N/100 g), menos fresco (15-25
mg N/100 g) e deteriorado (> 25 mg N/100 g).

As andlises convencionais de qualidade do pescado, incluindo pH, TBARS,
propriedades texturais, contagem total de microrganismos e avaliacdo sensorial, confirmaram
a forte correlagdo entre a cor do rotulo inteligente e os niveis de TVB-N, refor¢ando a
confiabilidade do sistema proposto para o monitoramento do frescor. Com o objetivo de
automatizar e simplificar o processo de reconhecimento, o algoritmo de aprendizado de
maquina foi integrado a um aplicativo mével, que incorpora fungdes de captura de imagem,

processamento local e exibicao dos resultados em tempo real. Nesse sistema, o usuario precisa
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apenas capturar a imagem do roétulo colorimétrico presente na embalagem, sendo o nivel de
frescor estimado e exibido instantaneamente na tela do dispositivo.

O aplicativo oferece uma interface intuitiva e orientada ao usudrio, empregando icones
visuais para comunicar o estado do alimento (Figura 6). Quando o produto ¢ classificado
como proprio para consumo, o aplicativo exibe o rétulo “Fresco”, acompanhado de um icone
visual positivo. Para amostras enquadradas na condicdo limitrofe de frescor (“ndo tdo
fresco”), ¢ apresentado um icone de atencdo, sinalizando ao usuario um estado intermediario
de qualidade e a necessidade de consumo cauteloso. Por outro lado, quando o alimento ¢
identificado como deteriorado, o sistema apresenta o aviso “Deteriorado”, associado a um
icone negativo, facilitando a interpretagao dos resultados pelo consumidor final.

O desempenho do modelo, validado pelo conjunto de teste independente, revelou uma
acuracia de 93%, acompanhada de uma sensibilidade (recall) de 87% e um F1-score de 88%.
Esses indices demonstram que a correlagdo entre os dados colorimétricos instrumentais (L*,
a*, b*) e o estado de conservacdo do pescado ¢ robusta e altamente preditiva. Dessa forma, a
metodologia proposta consolida-se como uma ferramenta de avalia¢ao rapida, confidvel e nao
destrutiva, com elevado potencial para a integracdo tecnoldgica em sistemas inteligentes de
monitoramento de qualidade na cadeia do pescado.

Embora estudos anteriores tenham explorado abordagens de analise colorimétrica para
avalia¢do do frescor de alimentos (Chen et al., 2023; Li et al., 2022; Fang et al., 2022; Kilic et
al., 2022), a maioria dessas estratégias ndo emprega bancos de dados personalizados
integrados a andlises de qualidade e modelos de aprendizado de maquina, além de
frequentemente depender de processamento em nuvem ou servidores remotos, o que resulta
em tempos de resposta da ordem de minutos. Em contraste, o aplicativo desenvolvido neste
estudo realiza o processamento de forma local no smartphone, sem a necessidade de conexdo

a internet. Ao processar as coordenadas cromaticas CIELAB diretamente pelo modelo interno,
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a inferéncia ¢ virtualmente instantdnea, com um tempo de resposta aproximado de 0,01 s.
Essa arquitetura de processamento em tempo real ndo apenas reduz custos operacionais, mas
amplia significativamente a aplicabilidade pratica do sistema em reais de consumo, como a
logistica de distribui¢do e a comercializacdo de pescado.

O programa Smartfish apresentou desempenho consistente na avaliagdo do frescor de
filés de tilapia e demonstrou elevada estabilidade, mesmo quando testado em quatro modelos
distintos de smartphones, indicando que variagdes entre dispositivos ndo influenciaram os
resultados obtidos. Em conjunto, os resultados demonstram que o sistema proposto constitui
uma ferramenta inovadora, precisa e altamente aplicavel para o monitoramento do frescor de
filés de tilapia, alinhando-se as demandas contemporaneas por solucdes inteligentes,
acessiveis e centradas no consumidor no contexto da seguranca alimentar e das embalagens

inteligentes.

4 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o filme inteligente biodegradavel incorporado com
antocianinas de Catharanthus roseus apresentou sensibilidade as alteracdes quimicas do
headspace, promovendo mudangas cromaticas claras, graduais e reprodutiveis
correspondentes a trés niveis distintos de frescor do pescado. Essas variagdes cromaticas
refletiram diretamente as transformagdes ocorridas nos filés de tilapia ao longo do
armazenamento refrigerado. No estagio final (T8), os filés apresentaram valores elevados de
nitrogénio de bases volateis totais (TVB-N), aumento significativo do pH, reducao da dureza
e mastigabilidade e rejei¢do sensorial, caracterizando um produto inadequado para consumo.

A anélise do perfil de compostos volateis revelou que, nos estagios iniciais, 0 aroma
foi predominantemente influenciado por compostos associados ao frescor. Com o avango do

armazenamento, observou-se a substituicdo desses volateis por aldeidos ramificados,
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trimetilamina e, sobretudo, compostos sulfurados de baixissimo limiar odorifero, os quais
exerceram papel determinante na rejei¢do sensorial do produto. Esses compostos foram
fundamentais para a classificacdo objetiva do pescado em trés categorias de frescor (fresco,
menos fresco e deteriorado).

A integracdo entre a resposta cromatica do filme inteligente, os dados instrumentais de
qualidade e a analise aprofundada dos compostos volateis possibilitou o desenvolvimento de
um sistema inteligente baseado em aprendizado de maquina, capaz de traduzir alteragdes
quimicas complexas em uma classificacao rapida, objetiva e acessivel do frescor do pescado.
Essa tecnologia destaca-se como uma ferramenta promissora para embalagens smart
orientadas ao consumidor, contribuindo para a seguranca alimentar, reducido do desperdicio e

modernizagdo dos sistemas de controle de qualidade na cadeia produtiva do pescado.
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FIGURAS

Figura 1 — (A) Relacdo entre os valores de a* e a diferenca total de cor (AE) dos filmes
inteligentes. (B) Alteracdes de cor do filme inteligente em resposta ao aumento da

concentragdo de amonia.
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Letras diferentes indicam diferengas significativas (P < 0,05).
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Figura 2 — (A) Alteracdes no nitrogénio basico volatil total (TVB-N) de filés de tilapia
armazenados a 4 °C por 8 dias. (B) Alteracdes de cor do filme inteligente durante o

armazenamento refrigerado de filés de tilapia.
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TO-T8 representam os tempos de armazenamento do dia 0 ao dia 8, respectivamente. Letras

diferentes indicam diferengas significativas (P < 0,05).
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Figura 3 — Mapa de calor dos compostos volateis identificados em filés de tilapia durante o

armazenamento refrigerado.
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Figura 4 — Analise de componentes principais (PCA) de compostos volateis identificados em

filés de tilapia durante o armazenamento refrigerado. (A) Grafico de escores. (B) Grafico de

cargas.
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Figura 5 — Alteragdes nos parametros de qualidade dos filés de tilapia durante o
armazenamento refrigerado: (A) pH; (B) contagem total de bactérias viaveis (TVC); (C)
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS); (D) analise do perfil de textura (dureza,
elasticidade e mastigabilidade); (E) avalia¢do sensorial.
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TO, T2, T4, T6 e T8 correspondem a 0, 2, 4, 6 e 8 dias de armazenamento, respectivamente.

Letras diferentes indicam diferengas significativas (P < 0,05).
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Figura 6 — Aplicacdo do sistema Smartfish na embalagem de filés de tilapia. (A) Filés de
tilapia em diferentes niveis de frescor; (B) aquisi¢do de imagem do rétulo do espago livre
usando o aplicativo Smartfish; (C) classificagdo de frescor exibida pelo aplicativo; (D)
interface grafica do usuario do aplicativo Smartfish.
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Tabela 1 — Perfil de compostos volateis em filé de tilapia durante o armazenamento a 5°C.

TABELAS
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IRL IRL
TO / T2 / T4 / T6 / T8 / . . .
Compounds (ng/e) (ng/e) (ng/e) (ng/e) (ng/e) lit cal Characteristic odor
Alcohol
1-Butanol 9.68+2.67 659 <800 fusel, oily, sweet, balsamic, whiskey
3-Buten-2-ol, 3-methyl- 7.97+1.61 737 <800  herbal, earthy, oily
2-Pentanol 735191 703 <800 green fusel oily fermented
b c d e
1-Butanol, 3-methyl- 1.89+£0.83° LR 26.23+5.00 53.94+7.88 274.92 % 11.36 736 <800 fusel, alcoholic, whiskey, fruity, banana
ethereal, fusel, alcoholic, fatty, greasy, winey,
1-Butanol, 2-methyl- 1.68 +£0.13 739 <800  whiskey, leathery, cocoa
a b a a ethereal, fusel, oily, fruity, alcoholic, sweet,
|-Hexanol 2.44+0.33 14.95+2.59 1.69 + 0.68 3.20 = 4.05 368 370 green
2-Heptanol, 6-methyl- 2.31£023 2.79+0.40 956 952
a ab b b b mushroom, earthy, green, oily, fungal, raw,
1-Octen-3-ol 16.32+2.14 6.53+0.48 13.59+3.98 6.55+2.07 8.26 +£3.10 980 976 chicken
a a b
1-Hexanol, 2-ethyl- 25.38+£4.57 34.59£5.51 3.0+ 1.78 1030 1030 citrus, fresh, floral, oily, sweet
Total 4527+5.12 69.24 £ 6.51 57.08 £ 6.90 75.94 + 8.53 286.38+£12.45
Aldehyde
a b R sweet, fruity, pungent, brown, nutty, almond,
Butanal, 3-methyl- 422 4 0.8] ° 1.63 + 1.66 37.59 + 10.45 129.61 + 16.99 652 <800  cherry
b . musty, cocoa, phenolic, coffee, nutty, malty,
Butanal, 2-methyl- 1.23+£0.09° 15.76£2.54 48.18+12.16 662 <800 fermented, fatty, alcoholic
a b
Pentanal 434+138 13.73£5.90 699 <800 fermented, bready, fruity, nutty, berry
42.19+£7.92%  18.52+3.69° 447+0.66° 454+£1.90¢  6.63+226° fresh, green, fatty, aldehydic, grassy, leafy, fruity,
Hexanal 800 800 sweaty
4374024®  610+£0.52° 3.05+1.60°  6.52+2.11° fresh, aldehydic, fatty, green, herbs, cognac,
Heptanal 901 902 ozone



Octanal 1.38+0.13

Nonanal 1.36 £0.33

Total 54.72 + 8.09

Alkane

11.8£3.072
Pentane, 2,4-dimethyl-

Butane, 2.2 3-trimethyyl- 070 £279

Heptane
Nonane

Undecane

Cyclohexane, propyl- 0.88 +0.24

Total 22.14+4.15

Alkene
1-Heptene, 4-methyl-

Total
Amine

Trimethylamine

Total
Ester

2-Pentanol, acetate
Butanoic acid, 2-methyl-, 0.80 + 0.06 °
ethyl ester

Butanoic acid, 3-methyl-

2-Butenoic acid, 2-methyl-,

ethyl ester

434+0.18°
1.50+0.12°

28.73 £3.70

10.78 £2.67
2.69+£0.12

0.85+0.59*

14.32+2.74

2.36+3.07*

2.36+3.07

1.28+0.82°
1.31+£0.66*

14.79+2.14

27.89+£11.83°

27.89+11.83

3.57+2.64

3.57+2.64

0.80 £0.42

1.52+0.89°

0.89+0.24°
1.67+1.27°

63.50 £ 11.11

14.98 £4.97

1.23+1.61%

16.21+5.22

0.80 £ 0.06°
1.18+1.40°

1.65+0.31

3.78+143°

208.45+21.98

7.46+0.17°

7.46 +0.17

226+£2.14°

1003

1104

630

640

700

900

1100

931

748

502

849

849

863

937

1004

1106

<800

<800

<800

900

1103

931

<800

<800

850

852

860

942

waxy, aldehyde, citrus, green orange, peel, herbs,

fresh, greasy
waxy, aldehyde, rose, fresh, lily, orange, peel,
greasy, peeling

pungent cocoa, musty, green, malty, bready

sweet ethereal

fishy, oily, rancid, sweaty, fruity

herbal, weedy, musty, green, vegetable, nut, skin,

beany, ketonic, animal
fresh, fruity, apple, peach

fruity, sweet, apple, pineapple, tutti frutti
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Total 0.80 + 0.06

Hydrocarbon

Toluene 16.37+0.17

p-Xylene 0.79 + 1.66

Styrene 20.05+5.75
1.24+044°?

p-Cymene

m-Cymene

1-Undecene

Dodecane, 2-methyl-

Total 38.45 + 6.00

Ketone

2,3-Butanedione
2-Butanone
2-Butanone, 3-methyl-
2-Pentanone

Acetoin

2-Heptanone

2,3 octenedione
3-Octanone, 2-methyl-
3-Octanone

2-Nonanone

0.95+£2.44°

1.20+0.11°

0.39+0.07

2.54+2.44

851+1.85?

8.54+0.97°

341+038°

0.60 +£0.01

2.32+£0.98

10.72 £1.99 ¢

10.86£1.89°

21.58+2.74

27.89 +7.44

8.31+1.00

23.58+5.82°

453+£0.62°

7.59+0.91°

3.63+1.44

6.46 £1.66 ¢

1.43+0.332

2.85+0.82?

10.74 +1.88

24.03+1.11°
4.44+0.88

9.10+1.60°

2.11+0.90

4.92+054°

226+2.14

6.03+£1.38¢

33.92+4.56°

3.41+£283°

13.05+3.23°

56.41 +6.41

9.20+2.47

39.57+16.70 ¢

13.18£5.67°

3.30£0.96°

763

865

893

1025

1023

1091

1264

595

598

657

685

713

891

984

985

986

1092

<800

863

893

1028

1028

1092

1265

<800

<800

<800

<800

<800

892

984

985

988

1094

sweet, balsamic, floral, plastic

fresh, citrus, terpene, woody, peppery

buttery sweet creamy pungent caramellic
acetone, ethereal, fruity, camphorated
acetone, ethereal, fruity, camphorated

sweet, fruity, ethereal, winey, banana, woody
sweet, buttery, creamy, dairy, milky, fatty

fruity, spicy, sweet, herbal, coconut, woody

fresh, herbs, sweet, lavender, mushroom

fresh, sweet, green, weedy, earthy, herbal
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3-Acetyl-2,5-dimethyl furan

Total
Phenol

Butylated Hydroxytoluene

Total
Sulfides

Disulfide, dimethyl
Dimethyl trisulfide

Total
Terpenes

Limonene

Total

8.66+0.10°

8.66 +0.10

1.48+0.182

148 +£0.18

6.87+1.75*

2793 +£2.75

0.46+£027°

0.46 £0.27

589+1.62°

77.79 £9.70

1.23+0.79®

1.23+£0.79

2,73+0.22¢

47.33+2.39

1.14+0.11°

1.14+0.11

6.07+1.49°

6.07 +£1.49

5.51+1.64¢

70.76 £ 17.91

18.05 +9.06
5.26 +3.81

23.31+9.83

25.69+8.10°

25.69 + 8.10

1099

1513

746

970

1030

1117

1521

<800

974

1032
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sweet, musty, nutty, earthy, cocoa, corn, leathery

camphorated phenolic

sulfurous, vegetable, cabbage, onion

sulfurous, onion, cooked, onion, savory, meaty

citrus, herbs, terpenic, camphorated

TO (dia 0 armazenamento), T2 (dia 2 armazenamento), T4 (dia 4 armazenamento), T6 (dia 6 armazenamento), T8 (dia 8 armazenamento). Letras
diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05).
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Tabela 2 — ROAV dos principais compostos volateis no filé de tildpia no dia 0 (TO) e no dia 8

(TS).
Compound oT OAV TO ROAVTO OAV T8 ROAV T8  Sensory Descriptor
(ngkg) (ng/p) (%) (ng/e) (%)

Hexanal 4.5 42.19 100.0 6.63 0.3 Green, fresh

1-Octen-3-ol 1.0 16.32 17.4 8.26 1.6 Mushroom,
vegetable

3-Methylbutan 1.0 4.22 4.5 129.61 24.6 Fermented, malt

al

2-Methylbutan 1.0 1.23 1.3 48.18 9.1 Malt, nuts

al

Trimethylamin 0.3 ND - 7.46 4.7 Spoiled fish

e

Dimethyl 0.2 ND - 18.05 17.2 Sulfur, cabbage

disulfide

Dimethyl 0.01 ND - 5.26 100.0 Sulfur, onion

trisulfide

3-Methyl-1-but 30 1.89 0.2 274.92 6.9 Alcoholic, fusel

anol

ROAV (Valor relativo da atividade odorifera). OT (Limiar de odor). OAV (Valor da atividade
odorifera). TO (dia 0 armazenamento), T8 (dia 8 armazenamento). ND = nao detectado ou
OAV <1
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Material Suplementar

TABLES

Tabela S1. Dados instrumentais de cor (L*, a* e b*) do filme inteligente e valores
correspondentes de nitrogénio basico volatil total (TVB-N) de filés de tilapia durante oito dias
de armazenamento refrigerado.

Sample Sample color Display of miniprogram
L a b
T0 33.73 -0.03 6.45 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
35.14 -0.03 6.23 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
35.12 -0.03 6.46 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
34.07 -0.02 6.26 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
33.8 -0.03 6.41 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.14 -0.03 6.25 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.1 -0.03 6.45 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.06 -0.02 6.31 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.05 -0.02 6.3 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.03 -0.03 6.32 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
34.9 -0.02 6.3 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
35.07 -0.02 6.36 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
33.73 -0.03 6.46 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.11 -0.03 6.91 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.09 -0.03 6.1 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
T 35.03 -0.03 6.32 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
34.9 -0.03 6.3 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.07 -0.02 6.32 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.09 -0.03 6.1 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
34.31 -0.02 6.91 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
34.21 -0.03 6.9 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
34.52 -0.02 6.8 Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
34.31 -0.03 6.81 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
34.51 -0.03 6.73 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
34.31 -0.02 6.91 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
34.38 -0.02 6.41 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)
35.12 -0.03 6.46 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)

34.07 -0.02 6.26 Fish fresh (TVB-N value < 15 mgN/100 g)



T2

T3

T4

33.8
35.14
35.09
34.31
34.21
34.52
34.31
34.51
34.31
34.38

33.3
34.37
34.51
33.31
33.34

34.3
34.09
34.37
35.09
34.37
34.32
35.36
34.37
34.51
33.31
33.34

34.3
34.05
34.37
34.09
34.32
34.42
34.36
35.09
36.18
34.43
40.81

-0.03
-0.03
-0.03
-0.02
-0.03
-0.02
-0.03
-0.03
-0.02
-0.02
-0.02
-0.02
-0.03
-0.02
-0.02
-0.03
-0.03
-0.04
-0.03
-0.04
-0.04
-0.04
-0.02
-0.03
-0.02
-0.02
-0.03
-0.03
-0.04
-0.03
-0.04
-0.04
-0.03
-0.03
-0.05
-0.03
-0.05

6.41
6.25

6.1
6.91

6.9

6.8
6.81
6.73
6.91
6.41
6.95
6.87
6.61
6.93
6.93
6.71

6.3
6.39

6.1
6.21
6.41
6.24
6.87
6.61
6.93
6.83
6.51
6.23
6.32
6.21
6.27
6.31
6.25

7.1
6.01

6.9
5.16
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Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)



T5

T6

35.09
34.43
37.06
36.46
34.13
32.22
36.18
34.43
40.81
35.09
34.43
37.06
36.42
36.13
35.98
34.43
37.06
36.42
34.43
35.06
34.52
34.43
37.06
34.42
34.43
34.16

36.91

35.86

36.16

36.5

34.36

34.18

-0.03
-0.03
-0.05
-0.05
-0.05
-0.05
-0.05
-0.03
-0.05
-0.03
-0.03
-0.05
-0.04
-0.06
-0.06
-0.03
-0.05
-0.04
-0.03
-0.05
-0.04
-0.03
-0.05
-0.04
-0.03
-0.05

-0.08

-0.08

-0.09

-0.11

-0.08

-0.15

7.1
6.91

6.9
717
7.67

7.8
6.01

6.9
5.16

7.1
6.91

6.9
7.03
7.46
7.09
6.91
6.75
7.03
6.91
6.84
6.03
6.91
6.64
7.23
6.91
6.79

6.81

6.95

7.09

7.23

7.26

7.9
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Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)
Fish fresh (TVB-N value < 15 mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)



T7

35.27

35.87

43.03

35.16

36.14

36.5

35.86

35.86

36.36

40.34

38.83

39.1

39.2

38.63

36.06

40.62

39.8

43.37

44.15

45.47

40.17

39.8

-0.07

-0.09

-0.09

-0.11

-0.08

-0.09

-0.23

-0.21

-0.21

-0.42

-0.35

-0.42

-0.39

-0.34

-0.39

-0.35

-0.31

-0.39

7.94

7.88

6.05

7.08

7.7

7.23

6.95

6.85

6.5

7.36

7.33
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6.04
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Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)
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Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
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mg N/100 g)
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mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
mg N/100 g)
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40.62

44.41

44.11

44.28

42.57

43.49

43.21

42.05

43.15

40.62

39.8

43.37

44.15

45.47

40.17

44.05

49

44

42

45

46

53

-0.42

-0.33

-0.32

-0.35

-0.25

-0.34

-0.35

-0.44

-0.42

-0.39

-0.34

-0.39

-0.35

-0.31

-0.35

Fish Less Fresh (TVB-N value 15-25
6.27 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.56 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.56 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.98 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.44 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.5 mgN/100g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.87 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.4 mgN/100g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.61 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.27 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.61 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
5.75 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.04 mgN/100g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.08 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.76 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
6.45 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
23.7 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
17.6 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
24.6 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
30.4 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
24.9 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
22.4 mgN/100g)
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48

65

63

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
19.3 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
24.3 mg N/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
31.4 mgN/100 g)

Spoiled fish (TVB-N value > 25-30
30.9 mgN/100 g)

TO-T8 representam os tempos de armazenamento do dia 0 ao dia 8, respectivamente.
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FIGURA

Figura S1. Perfis cromatograficos gasosos de compostos volateis de filés de tilapia durante o armazenamento refrigerado.
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1. MATERIAL E METODOS

1.2 Ensaio de Citotoxicidade

Os efeitos citotoxicos do extrato de antocianina obtido das flores de Catharanthus
roseus (CAE) e do filme inteligente com antocianina incorporada foram avaliados utilizando
o ensaio de redugdo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Este
ensaio colorimétrico baseia-se na capacidade das células metabolicamente ativas de reduzir o
sal amarelo de tetrazolio (MTT) em cristais insoluveis de formazano purpura através de
enzimas oxidorredutases dependentes de NAD(P)H, localizadas principalmente nas
mitocondrias, servindo assim como um indicador indireto de competéncia metabolica
mitocondrial ¢ viabilidade celular (Mosmann, 1983; Kumar et al., 2018).

Queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foram obtidos do Banco de Cé¢lulas
do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil) e cultivados em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB; Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich).
As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de COe..

Para o ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos na densidade de 3 x
10° células/mL e deixadas aderir por 24 h. Posteriormente, as células foram expostas a
concentragdes crescentes de CAE ou do filme carregado com antocianina (0,78—400 pg/mL)
por 72 h. Para corrigir possiveis interagdes ndo especificas entre os materiais testados e o
reagente MTT, pocos de controle sem células contendo solucdes de tratamento em meio de
cultura foram incluidos, e seus valores de absorbancia foram subtraidos das leituras das
amostras durante o processamento dos dados.

Ap6s o periodo de exposi¢ao, 110 pL do sobrenadante da cultura foram removidos e

10 pL de solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada poco. As placas foram
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incubadas por 4 h para permitir a redugdo intracelular do MTT e a subsequente formagao de
cristais de formazan. Os cristais foram entdo solubilizados pela adi¢ao de 100 uL de dodecil
sulfato de sodio a 10% em &cido cloridrico (SDS-HCI), e a densidade optica foi registrada a
570 nm usando um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek Instruments, Winooski, VT,
EUA).

Trés experimentos independentes foram realizados, cada um consistindo de quatro
réplicas técnicas por condicdo experimental. A viabilidade celular foi expressa como uma

porcentagem relativa as células de controle nao tratadas.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Efeitos citotoxicos do CAE e filme em células HaCaT

Os efeitos do CAE na viabilidade das células HaCaT apo6s 72 h de exposi¢do sdo
apresentados na Figura S2. Embora redugdes estatisticamente significativas na viabilidade
celular tenham sido observadas em toda a faixa de concentragdo testada (0,78—400 ng/mL; p
< 0,05) em comparagdo com os controles ndo tratados, a magnitude da reducdo ndo excedeu
50% em nenhuma concentragao avaliada.

O perfil de concentragdo-resposta exibiu um padrdo de platd, com redugdo maxima
observada em 6,25 ng/mL. O aumento das concentragdes acima desse valor ndo resultou em
reducdes adicionais na viabilidade celular, que permaneceu em aproximadamente 50%
mesmo na maior concentragdo testada (400 pg/mL). Como uma redugdo >50% nao foi

alcangada, a concentracgao inibitéria de 50% (Clso) ndo pode ser determinada.
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Figura S1 — Atividade citotoxica do extrato aquoso de antocianinas das flores de
Catharanthus roseus (CAE) na linhagem celular de queratinocitos humanos HaCaT apos 72
horas de tratamento.
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Os dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata e apresentados como a média da porcentagem de viabilidade celular + erro
padrdo da média (EPM). Andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Tukey. < 0,05 em comparagdo com o grupo controle (C).

Este perfil de resposta indica um efeito citotoxico limitado nas condi¢des
experimentais empregadas. O comportamento de platd nas relagdes concentragdo-resposta
tem sido associado a efeitos biologicos saturdveis ou parciais, nos quais o aumento das
concentragdes ndo aumenta proporcionalmente o dano celular (Srinivasan, 2024). Além
disso, no caso de extratos botinicos complexos, a presenca de multiplos metabdlitos com
distintas atividades biologicas, incluindo compostos citotdxicos, citostaticos ou mesmo
citoprotetores, pode contribuir para a modulagdo da resposta citotoxica geral, prevenindo a
perda extensa de viabilidade em concentragdes mais elevadas (Ziemba et al., 2025).

Comparado com relatos que descrevem extratos ricos em antocianinas de outras
fontes botanicas que induzem perda quase completa de viabilidade em concentragdes

elevadas (Jeyaraj et al., 2022), o extrato de antocianina de células (CAE) exibiu um perfil

citotoxico comparativamente mais brando em queratindcitos ndo tumorais.
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O filme inteligente com antocianina incorporada induziu, de forma semelhante, uma
reducdo moderada na viabilidade das células HaCaT (Figura S3). Diminui¢des significativas
foram observadas a partir de 3,125 pg/mL (p < 0,05 vs. controle), atingindo o efeito maximo
em 25 pg/mL, sem redug¢do adicional até 400 pg/mL, indicando um platd de

concentracdo-resposta comparavel ao observado para o CAE.

Figura S3 — Atividade citotoxica do filme inteligente incorporando antocianina na linhagem

celular de queratinocitos humanos HaCaT ap6s 72 h de tratamento.

120+

1004

80

60

40

Cell viability (%)

20

0 | | |
C 078 156 3.125 6.25 125 25 S50 100 200 400

Intelligent (ng/mL)

Os dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata e apresentados como a média da porcentagem de viabilidade celular + erro
padrao da média (EPM). Analise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Tukey. < 0,05 em comparacdo com o grupo controle (C).

E importante ressaltar que a viabilidade celular permaneceu acima de 50% em todas
as concentragdes testadas, corroborando a auséncia de citotoxicidade pronunciada em
queratindcitos ndo tumorais. Esses achados estdo de acordo com estudos anteriores que
avaliaram filmes biopoliméricos contendo antocianina, os quais relataram viabilidade celular

preservada em ensaios MTT e nenhum efeito citotoxico marcante em condig¢des

experimentais comparaveis. Em conjunto, esses resultados sugerem que a incorporagdo de



136

antocianinas em matrizes biopoliméricas ndo compromete inerentemente a viabilidade de
células nao tumorais (Amaregouda et al., 2023; Bhowmik et al., 2025).

Considerando que o filme foi desenvolvido para aplicacdes de embalagens
inteligentes envolvendo contato indireto com alimentos, a preservacao observada da
viabilidade das células HaCaT sugere um perfil de biocompatibilidade favoravel para o uso

pretendido.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou o potencial do extrato da flor Catharanthus roseus na
modificagao das propriedades de filmes biodegradaveis a base de coldgeno, explorando sua
aplicagdo em embalagens inteligentes para monitoramento da qualidade de peixe. O extrato
apresentou elevada concentracdo de antocianinas, compostos fendlicos e atividade
antioxidante, além de alta sensibilidade a variagdes de pH, conferindo aos filmes
funcionalidade colorimétrica para deteccdo da deterioragdo do alimento. A incorporagdo das
antocianinas aprimorou a resisténcia a degradacdo dos bioplasticos, resultando em uma
microestrutura mais homogénea e menor cristalinidade, além de reforcar suas propriedades de
barreira a luz, sugerindo seu potencial na protecdo de produtos pereciveis.

Além dos beneficios funcionais, a utilizagdo do colageno extraido de residuos da
industria pesqueira como matriz polimérica para os filmes reforca os principios da economia
circular, promovendo a valorizagdo de subprodutos e contribuindo para a reducao dos
impactos ambientais associados aos plasticos convencionais.

A aplica¢dao dos filmes inteligentes em filés de tilapia sob refrigeracdo demonstrou
eficiéncia no monitoramento da qualidade, evidenciada pela correlagdo entre as mudangas de
cor e os parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e sensoriais. Durante o armazenamento,
foram observadas alteragdes tipicas de deterioracdo, como aumento do pH e de compostos
nitrogenados volateis, reducdo da dureza e mudangas no perfil de compostos volateis,
refletindo na perda de aceitabilidade sensorial.

A anélise dos compostos volateis indicou que, inicialmente, o aroma foi influenciado
por compostos associados ao frescor, sendo posteriormente substituidos por aldeidos
ramificados, trimetilamina e compostos sulfurados, determinantes na rejeicdo do produto.
Esses compostos permitiram a classificacdo objetiva do pescado em diferentes niveis de
frescor.

De forma geral, o estudo evidencia uma abordagem inovadora, sustentavel e de baixo
custo. A integracdo entre a resposta colorimétrica do filme, os dados instrumentais e a anélise
de volateis possibilitou o desenvolvimento de um sistema baseado em aprendizado de
maquina, capaz de classificar rapidamente o frescor do peixe, destacando-se como uma
ferramenta promissora para embalagens inteligentes e para maior seguranca alimentar e
redu¢do de desperdicios.

Como perspectivas para futuras pesquisas, destaca-se a otimizagdo da formulagdo dos

filmes, buscando um equilibrio entre propriedades mecanicas, térmicas e funcionais, de modo



139

a garantir maior eficiéncia e aplicabilidade comercial. A investigacdo da eficacia desses
materiais em diferentes categorias de alimentos pereciveis. Além disso, ¢ essencial avaliar a
estabilidade das antocianinas e a funcionalidade dos filmes ao longo do tempo, considerando
variaveis como umidade, temperatura e exposi¢cdo a luz, bem como sua estabilidade em
diferentes condi¢cdes de armazenamento e distribui¢do. Estratégias como o encapsulamento
das antocianinas também podem ser exploradas para aumentar sua estabilidade e prolongar a
vida 1til dos filmes. Recomenda-se ainda a validacdo do sistema em condi¢des reais de
mercado. Sugere-se a otimizacdo do processo de obtencdo de coldgeno da pele de tilapia,
avaliando diferentes temperaturas e condigdes de extragdo, visando maior rendimento e
qualidade do material. Por fim, o desenvolvimento de bancos de dados mais robustos ¢
fundamental para aprimorar o desempenho dos modelos de inteligéncia artificial, aumentando

a precisdo e a confiabilidade do sistema no monitoramento do frescor dos alimentos.
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7.0 PRINCIPAIS CONTRIBUICOES ACADEMICAS E SOCIAIS

O desenvolvimento deste estudo visa promover avangos significativos nas areas de
polimeros naturais, oferecendo uma alternativa para a substituicdo de plasticos comerciais,
bem como no uso de corantes naturais. Ambas as areas estdo alinhadas com a crescente
demanda por solugdes sustentaveis, respondendo a tendéncia do mercado por produtos
ecologicamente responsaveis.

Do ponto de vista das politicas publicas voltadas para a redug¢do de residuos
alimenticios, o presente trabalho gera informagdes sobre o processamento de subprodutos de
peixe, incluindo uma analise dos potenciais impactos socioecondomicos, ambientais ¢
técnico-cientificos relacionados a utilizacdo desses subprodutos na produgdo de bioplasticos.
O objetivo ¢ fornecer subsidios que permitam as iniciativas publicas fomentar e incentivar o
desenvolvimento de novas estratégias voltadas ao reaproveitamento de subprodutos
agroindustriais.

Além disso, a integracdo com sistemas de inteligéncia artificial acessiveis, como
aplicativos modveis, amplia o alcance da tecnologia, possibilitando sua aplicagdo tanto por
industrias quanto por consumidores.

Ademais, o trabalho demonstrou potencial para publicagcdo e apresentacdo no CITAG,
realizado em Bananeiras-PB, com o titulo: Extragdo de Antocianinas da Flor Boa-Noite
(Catharanthus roseus G. Don): Comparagdo de Diferentes Métodos. Foi desenvolvido um
aplicativo para monitoramento do frescor de peixe, como também a elaboracdo de dois artigos
cientificos, publicados em periddicos da area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,

classificados em QUALIS Al. Por fim, esta prevista a solicitagdo de registro de patente.



154

ANEXOS

Figura 1 —Comprovante submissao do projeto ao comité de ética.
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Apresentacao do Projeto:

O projeto intitulado "FILME INTELIGENTE INCORPORADO COM ANTOCIANINAS DA FLOR DE
Catharanthus roseus E SUA APLICABILIDADE NO MONITORAMENTO DO FRESCOR DE PEIXES POR
MEIO DE APLICATIVO PARA SMARTPHONE", pertence ao PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAQ EM
CIENCIAS E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS, PPGCTA do CT/UFPB.

Introducéao:

O desperdicio de alimentos representa um problema global critico, com impactos ecol6gicos, sociais e
econdmicos significativos. Estima-se que aproximadamente um tergo dos alimentos produzidos para
consumo humano seja descartado anualmente, totalizando cerca de 1,3 bilhdo de toneladas (Prabhu et al.,
2024). Esse desperdicio ndo apenas intensifica as emissdes de gases de efeito estufa e agrava a
insegurancga alimentar, mas também resulta em perdas econémicas superiores a US$ 1 trilhdo por ano,
evidenciando ineficiéncias ao longo da cadeia de suprimentos (Arowosegbe et al., 2024). Proje¢des indicam
que a populagdo mundial crescerd aproximadamente 25% até 2050, atingindo cerca de 10 bilhdes de
pessoas (Arsenovij, 2024). Esse aumento populacional deve intensificar a demanda por alimentos,
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especialmente proteinas altamente pereciveis, o que pode exacerbar ainda mais o desperdicio alimentar
(Sarangi et al., 2024). Diante desse cenario, garantir a sustentabilidade e a seguranga alimentar torna-se
uma prioridade global, impulsionando a busca por estratégias inovadoras para mitigar as perdas ao longo da
cadeia produtiva. Entre as solugdes emergentes, as embalagens inteligentes tém se destacado por sua
eficacia, baixo custo e praticidade. Essas embalagens s@o projetadas para monitorar a qualidade dos
produtos e fornecer informagdes em tempo real tanto para consumidores quanto para fabricantes, facilitando
a tomada de decisGes durante o armazenamento e transporte (Hasanin et al., 2024). Os métodos
convencionais de avaliagdo do frescor dos alimentos, por sua vez, costumam ser complexos, onerosos e
demorados, o que limita sua aplicabilidade em larga escala (Fernandez et al., 2022). Nesse contexto, os
filmes indicadores colorimétricos surgem como uma alternativa promissora, pois séo capazes de alterar sua
coloragao em resposta as variagoes de pH nos alimentos, oferecendo um meio eficiente e acessivel de
detecgéo precoce da deterioragdo. Atualmente, os filmes indicadores colorimétricos disponiveis no mercado
utilizam corantes sintéticos sensiveis ao pH, como o azul de bromofenol e o vermelho de clorofenol. No
entanto, esses corantes sdo compostos quimicos que podem apresentar efeitos adversos a salde humana
(Khan et al., 2024). Em vista disso, tem-se intensificado a busca por corantes naturais. As antocianinas,
pigmentos naturais ndo toxicos sensiveis ao pH, surgem como uma alternativa viavel para a fabricagéo de
filmes indicadores colorimétricos, tendo sido empregadas em escala laboratorial para essa finalidade (Kumar
et al., 2024). Estudos recentes indicam que as antocianinas podem ser eficazes como indicadores de frescor
em embalagens alimenticias inteligentes (Wu et al., 2024; Khairuddin et al., 2024; Rashid et al., 2024).
Assim, torna-se cada vez mais relevante explorar novas fontes de antocianinas e desenvolver filmes
inteligentes altamente responsivos baseados em essas substancias naturais. Diversas espécies florais tém
sido identificadas como fontes potenciais de antocianinas, embora muitos desses recursos ainda sejam
pouco explorados. Dentre elas, destacam-se as flores de Clitoria ternatea L. (clitoria), Echium amoenum
(borage), Matthiola incana (lavanda) e Hibiscus rosa-sinensis (hibisco), cujos pigmentos tém mostrado
potencial para a produgéo de filmes indicadores colorimétricos para embalagens alimenticias (Salacheep et
al., 2020; Zannou et al., 2021; Nuraini et al., 2020; Maciel et al., 2018). Um exemplo promissor & a flor
Catharanthus roseus (L.) Don., conhecida popularmente como "boa-noite". Esta planta ornamental, que
apresenta flores de tonalidades roseas ou brancas, é rica em compostos fenélicos, incluindo flavonoides,
antocianinas, quercetina, malvidina e derivados do acido cindmico, tornando-a uma valiosa
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fonte para a extragao de pigmentos naturais (Santos et al., 2022). No que se refere ao monitoramento do
frescor dos alimentos, atualmente, o processo é realizado de forma manual, com base na observagéo das
mudancas de cor nas antocianinas, o que pode ser subjetivo. Diante disso, o presente estudo tem como
objetivo desenvolver filme biodegradavel inteligente, com extratos de antocianinas de Catharanthus roseus,
para monitorar o frescor de postas de tildpia durante o armazenamento, utilizando um aplicativo de
smartphone para detecgao em tempo real da qualidade do peixe.

Hipbtese: A incorporagdo de antocianinas da flor Catharanthus roseus para o desenvolvimento de filme
inteligente permitira monitorar o frescor das postas de tilapia, um produto perecivel, e que um aplicativo de
smartphone pode ser utilizado para melhorar a preciséo da detecgdo das mudancgas de cor.

Metodologia Proposta: A pesquisa tem carater descritivo, exploratério e analitico, com foco na avaliagdo do
frescor de filés de tilapia refrigerados, utilizando testes sensoriais, fisico-quimicos, microbiolégicos e
instrumentais, além do desenvolvimento de um filme inteligente com antocianina extraida da flor Boa Noite e
de um miniprograma para smartphones. A andlise sensorial sera realizada no LASA/CT-UFPB, com
avaliadores voluntarios treinados e assinatura do TCLE. A antocianina sera extraida por maceragdo em
solugdo hidroalcodlica (etanol 75%) sob refrigeragdo (5¢°C), seguida de filtragdo e concentragdo em
evaporador rotativo. O extrato seréa incorporado a formulagao dos filmes, composta por pectina (2%),
colageno (2%) e glicerol (1%), elaborados via casting e secos a 504°C. A cor dos filmes sera analisada por
colorimetria (parametros L*, a*, b*) e sua sensibilidade a vapor de aménia avaliada em diferentes
concentragdes (04,6000 ppm), com calculo do 4E. Filés de tilapia serdo porcionados (100 g), embalados
com o filme inteligente fixado na tampa (1 cm x 1 cm), e armazenados a 44,°C. As analises de frescor serdo
conduzidas nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10, incluindo pH, N-BVT, TBARs, contagem bacteriana, textura,
compostos volateis, ROAV e analise sensorial. O N-BVT sera determinado por destilagdo micro-Kjeldahl
apos extragdo com TCA 60 mL, titulado com HCI 0,01 N. A contagem total de bactérias usara diluicGes em
agua peptonada e semeadura em agar padréo (APC). A oxidagdo lipidica sera determinada por TBARs, com
extragéo em TCA a 10% e reag@o com TBA, leitura a 532 nm. A textura sera avaliada em cubos de 15 mm
com analisador de textura (sonda P/5). Compostos volateis serdo extraidos por SPME com fibra PDMS/DVB
e analisados por GC-MS com coluna HP-5 e detecgéo por El. A identificagdo ocorrerd por comparagéo com
biblioteca NIST e os resultados expressos em area relativa. O ROAV sera
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calculado para estimar a contribuigdo dos compostos volateis no odor, utilizando férmula baseada em
concentragao relativa e limiar de percepgao. O treinamento sensorial serd conduzido antes dos
experimentos de acordo com dois padrdes: ¢ Diretrizes para avaliagdo sensorial de produtos aquaticos -
GB/T 37062 2018}, e ;Andlise sensorial, introdugdo & metodologia e treinamento para avaliadores
sensoriais - GB/T 15549 2022;. Varios padroes representativos referentes a cor, odor e textura das
amostras serdo coletados, e os avaliadores sensoriais serao solicitados a fazer descri¢cdes e avaliagdes de
forma independente. Em seguida, os avaliadores sensoriais irdo avaliar as amostras experimentais. As
amostras serao avaliadas por 10 painelistas treinados e seré@o dispostas cruas, nao sera necessario o
consumo por parte dos avaliadores, a avaliagao sera de forma visual e tatica. A avaliagao sensorial sera
baseada em uma escala de dez pontos para determinar: odor (10, desejavel; 1, inaceitavel); cor (10, sem
descoloragao; 1, descoloragao); textura (10, firme; 1, suave); e aceitabilidade geral (uma pontuagdo menor
abaixo de 10 carrespondia a uma qualidade mais inaceitavel) (Bahram et al., 2016). Um miniprograma sera
desenvolvido para leitura inteligente do rétulo com base em extracéo de cores RGB via algoritmo de corte
mediano. O sistema associara cores a niveis de frescor com base em banco de dados de N-BVT e cor. A
estabilidade sera testada em quatro smartphones diferentes

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Desenvolver filme biodegradavel inteligente, com extratos de antocianinas de
Catharanthus roseus, para monitorar o frescor de postas de tilapia durante o armazenamento, utilizando um
aplicativo de smartphone para detecgéo em tempo real da qualidade do peixe.

Obijetivo Secundério: Obter o extrato de antocianinas da flor Catharanthus roseus. Produzir bioplasticos de
colageno e pectina incorporados com extrato de antocianinas isolado das pétalas da flor Catharanthus
roseus. Analisar a sensibilidade do filme inteligente em diferentes concentragées de aménia. Aplicar os
filmes indicadores para monitorar o frescor do filé de tilapia sob refrigeragao até sua deterioragao.
Correlacionar as variagGes de nitrogénio de bases volateis totais (N-BVT), pH, oxidagao lipidica, textura,
compostos volateis, microbiologia, atividade relativa de odor e analise sensorial com as mudangas de cor do
filme. Definir faixa de frescor, sub frescor e deteriorado dos filés com base na cor do rétulo ao longo do
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armazenamento. Desenvolver um sistema colorimétrico compativel com smartphones para monitorar a
deteriorag@o do peixe, fornecendo feedback em tempo real sobre seu frescor.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Esta pesquisa podera causar riscos apenas aos consumidores que apresentarem alergia a algum dos
ingredientes utilizados nos alimentos produzidos por esta pesquisa, contudo, estes serdo imediatamente
identificados pela ficha de identificagdo e habitos do avaliador e através de conversa prévia entre os
pesquisadores e os participantes, sendo estes excluidos da analise sensorial.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa de natureza descritiva, exploratéria e analitica, com abordagem quantitativa, que
visa avaliar o frescor e a qualidade de filés de tildpia ao longo do armazenamento refrigerado, por meio de
analises fisico-quimicas, microbioldgicas, instrumentais e sensariais, bem como desenvolver e validar um
filme inteligente com corante natural (extraido da flor Boa Noite) para detecgdo de frescor do peixe,
associado a um miniprograma de anélise de cor por smartphone.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto em tela encontra-se dentro das Norams exigidas pela Resolugcéo 466/12 e das Normativas
Operacionais 001/13 do CEP!

Recomendacdes:

Recomenda-se aprovar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado!

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da
Paraiba ; CEP/CCS aprovou a execucgdo do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo que a
autorizagao para posterior publicagao fica condicionada & submissdo do Relatério Final na Plataforma Brasil,
via Notificagdo, para fins de apreciagao e aprovagao por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/08/2025 Aceito
do Projeto ROJETO_2601588.pdf 15:29:38
Declaragéao de ANUENCIAsensorial.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
Instituicéo e 15:28:53 |INGRED BIZERRA
Infraestrutura FLORENTINO
Declaragao de CartaAnuenciamicro.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
Instituigéo e 15:24:49 |INGRED BIZERRA
Infraestrutura FLORENTINO
Projeto Detalhado / | Projetofinal.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
Brochura 15:13:41  [INGRED BIZERRA
Investigador FLORENTINO
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
Assentimento / 15:12:44 |[INGRED BIZERRA
Justificativa de FLORENTINO
Auséncia
Orgamento Orcamentofinal.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
14:59:16 |INGRED BIZERRA
FLORENTINO
Cronograma Cronograma.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
14:46:45 |INGRED BIZERRA
FLORENTINO
Folha de Rosto folhaDeRostoassinado.pdf 16/08/2025 |GABRIELLE Aceito
14:39:24 |[INGRED BIZERRA
FLORENTINO

Situacgédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

JOAQ PESSOA, 26 de Setembro de 2025

Assinado por:

Eliane Marques Duarte de Sousa

(Coordenador(a))
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