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FILMES DE GELATINA E ALCOOL POLIVINILICO INCORPORADOS COM
EXTRATOS DE MIRTILO PARA DETECCAO DE VAPORES BASICOS IN VITRO

BARBARA TEIXEIRA GOMES, TAILA VELOSO DE OLIVEIRA, NILDA DE FATIMA
FERREIRA SOARES

RESUMO

O extrato de mirtilo (Vaccinium myrtillus) é rico em compostos fendlicos e antocianinas, que
podem sofrer alteracdes de cor quando submetidos a diferentes condi¢cdes de pH. Essa
caracteristica o torna passivel de ser incorporado em matrizes poliméricas para formar filmes
indicadores colorimétricos. Nesse sentido, filmes a base de gelatina e dlcool polivinilico (PVA),
ambos polimeros biodegradédveis, foram elaborados com extratos brutos de mirtilo (EB),
fracdes purificadas de extrato fendlico (EF) ou extrato antocianico (EFA). Sua sensibilidade de
cor a vapores basicos foi investigada. O valor da coordenada a* dos filmes com EB e EFA
reduziu com o tempo de exposi¢do a amodnia. para todos os filmes, houve aumento de C* apds
a exposi¢do a amoOnia, com aumento da intensidade de cor dos filmes ao longo do tempo. O
filme com EB demonstrou ser mais suscetivel a condi¢des bdsicas, exibindo diferengas nos
valores de h° ao longo do tempo sob vapores basicos. Apds 4 minutos de exposi¢do ao vapor
basico, os trés tratamentos apresentaram AE > 3,5 (EFA: 6,25; EF: 10,12; EB: 4,29), indicando
que o LOD para todos os filmes ocorreu antes de 4 minutos de exposicao. Além disso, os valores
de AE foram significativamente (p < 0,05) diferentes e aumentaram gradualmente com o tempo,
principalmente no filme de EB. Portanto, filmes de PVA/gelatina incorporados com EB sdo
recomendados para a indicagdo colorimétrica de bases nitrogenadas. Com base nos resultados,
filmes incorporados com EB podem ser usados para monitorar, detectar e relatar a presenca de
vapores basicos provenientes da degradacao de proteinas alimentares.
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1 INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium myrtillus) é considerado uma fonte de compostos bioativos com
alta capacidade antioxidante (NEUENFELDT et al., 2022). Para aproveitar todo o seu potencial
€ preciso explorar técnicas de extra¢do inovadoras, onde uma ampla gama de substancias é
obtida (por exemplo, antocianinas, compostos fendlicos, flavonoides e dcidos fendlicos) e, em
seguida, concentrada para formar o extrato bruto (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD,
2001). O extrato bruto apresenta baixa pureza e baixa estabilidade, tornando sua purificacao
frequentemente necessdria para a remog¢ao de compostos nao fendlicos e a separacdo de
compostos bioativos (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).

Os compostos fendlicos e antocianinas podem mudar de cor em resposta a variagdes nas
condi¢des de pH (FREITAS et al., 2020). Como resultado, eles podem ser incorporados em
matrizes poliméricas e na fabrica¢do de novos filmes indicadores (AYDOGDU EMIR, 2023),
contribuindo para os avancos e inovagdes no desenvolvimento de materiais. Os filmes
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indicadores servem como sistemas capazes de informar o consumidor sobre as variagdes
inerentes por meio de alteragdes colorimétricas (TEIXEIRA; SOARES; STRINGHETA, 2021).

Seguindo a tendéncia da sustentabilidade, filmes indicadores também podem ser
produzidos utilizando biopolimeros (amido, celulose, quitosana, alginato, proteinas licteas,
soja e gelatina) e polimeros sintéticos biodegraddveis (dlcool polivinilico - PVA,
policaprolactona - PCL), como alternativa aos materiais de embalagem tradicionais ndo
biodegraddveis.

Este trabalho teve como avaliar a na sensibilidade colorimétrica de filmes de PVA e
gelatina com extratos de mirtilo em condicdes bdsicas, simulando a detec¢do de volateis
liberados durante a deteriora¢ao de alimentos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAIS

Os frutos de mirtilo (Vaccinium myrtillus) Probst foram obtidos da empresa Quali Fresh
(Barbacena, Minas Gerais, Brasil) e armazenados a -18 + 2 °C até a andlise. Os polimeros
utilizados na preparacdo do filme foram PVA (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), com
grau de hidrolise de +99% e peso molecular (PM) de 85.000 a 124.000, e gelatina 99%
hidrolisada, incolor e insipida, da marca Dr. Oetker (Lote n° L346036A 22N), de grau
alimenticio.

2.2 METODOS

2.2.1 Preparacdo do EB aquoso concentrado

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Rocha et al. (2018), com modificagdes. Resumidamente, o mirtilo foi triturado em um
misturador (RI1602, Philips Walita, Brasil), misturado com 70% de etanol (v/v), na propor¢ao
de 1:10 (p/v). A mistura foi acidificada a pH 2,0 com &cido cloridrico (HCI) (37% v/v) e
submetida a sonicacdo em banho de ultrassom (Elmasonic TI-H10, Elma, Singen, BW,
Alemanha), a 45 kHz (40 £ 2 °C, 50 min). Posteriormente, foi filtrado (papel de filtro Whatman
n° 1) sob vacuo e concentrado em evaporador rotativo (RV 10 digital V, IKA, Staufen, BW,
Alemanha), a 100 rpm, a 40 £ 2 °C, até a evaporagdo completa do etanol.

2.2.2 Purificacdo do extrato aquoso concentrado de mirtilo

A purificacdo foi realizada utilizando um cartucho de separacdo C18 (Sep-Pak Vac 35
cc, Waters, Milford, EUA), sob vacuo. Primeiramente, o cartucho foi condicionado com 50 mL
de metanol acidificado (HCI1 0,01%) e 50 mL de dgua destilada acidificada (HCI 0,01%). Em
seguida, uma aliquota de 50 mL do extrato concentrado de mirtilo foi carregada no cartucho. A
remog¢do de outros compostos (como agucares) foi realizada com 50 mL de dgua destilada
acidificada (HCI 0,01%). Para obter o extrato rico em compostos fendlicos, foi realizada uma
passagem adicional de 50 mL de acetato de etila, deixando as antocianinas adsorvidas e
obtendo-se o extrato fendlico purificado (EF). Para remover as antocianinas adsorvidas e obter
o extrato antocianico purificado (EFA), 50 mL de metanol foram adicionados ao cartucho (
RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001) e as antocianinas foram eluidas.

2.2.3 Produgdo de filmes indicadores colorimétricos

Os filmes foram produzidos pela mistura de duas suspensdes: 2% de gelatina (suspensao
A) e 2% de PVA (suspensao B) (GOMES et al., 2024). A suspensao A foi dispersa em dgua a
60 = 2 °C, e a suspensdo B foi dispersa em dgua a 80 = 2 °C, por 5 h. As suspensdes foram
entdo misturadas e mantidas sob agitacdo (300 rpm) até o resfriamento a 40 + 2 °C. Glicerol
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(30% p/p, com base na massa do polimero) e extratos (40 mL) foram adicionados a suspensao,
obtendo-se 3 filmes: (i) filme EB, incorporado com extrato bruto de mirtilo; (i1) filme EF,
incorporado com extrato fendlico de mirtilo; e (iii) filme EFA, incorporado com extrato de
antocianina de mirtilo. O filme controle (sem adicao de extrato) foi preparado com dgua (40
mL). As suspensdes foram homogeneizadas por 20 min, a 25 £+ 2 °C, sob agitacdo magnética
(300 rpm), para produzir suspensdes filmogénicas. Posteriormente, foram colocados em banho
de ultrassom (40 kHz) por 15 min para remog¢do de bolhas de ar e vertidos em placas de vidro
(33 cm x 9 cm?) para secagem (25 £5 °C, UR 62 + 5%, por 24 h, e 20 + 2 °C, UR 53 * 5%, por
72 h, em camara climdtica) (420-CLDTS 300, Ethik Technology, Brasil). Os filmes foram
embalados a vicuo (200S, Selovac, Brasil) em sacos de polietileno e ndilon, envoltos em papel
aluminio e armazenados a 20 £ 2 °C, para posterior andlise.

2.2.4 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Para avaliar a
transicdo colorimétrica de blendas poliméricas sob exposicdo a bases volateis, dois fatores
foram estudados: o tipo de extrato de mirtilo, em 3 niveis (extrato bruto ‘EB’, extrato
antocianico ‘EFA’ e extrato fendlico ‘EF’), e o tempo de exposi¢do a vapores acidos e basicos,
em 8 niveis (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 28 min). Foram realizadas trés repeti¢cOes para cada tempo
e para cada filme de PVA e gelatina (EB, EFA e EF), totalizando 72 unidades experimentais.

2.2.5 Sensibilidade colorimétrica de filmes a bases volateis ao longo do tempo

A propriedade de alteracio colorimétrica dos filmes quando expostos a bases volateis
foi investigada conforme proposto por Freitas et al., (2020). Os filmes foram cortados em
pedacos quadrados (2 x 2 cm?), colocados em placas de Petri e mantidos em dessecadores com
UR controlada de 75% (NaCl), por 24 h. Apés o tempo de condicionamento, um béquer
contendo 500 puL de solu¢do de amdnia foi colocado dentro do dessecador com os filmes.

A cor dos filmes foi caracterizada utilizando um colorimetro (Color Quest XE, Hunter
Lab, EUA), nas seguintes condi¢des: iluminante D65, angulo de observagao de 10° e sistema
CIELAB (L*, a*, b*, h°, C*). As coordenadas colorimétricas foram determinadas a cada 4 min,
durante 28 min, para avaliar o perfil de mudanca colorimétrica. Utilizando os valores das
coordenadas colorimétricas, calculou-se o dngulo de tom cromético (h°), o croma (C*) e a
diferenca global de cor (AE). O limite de detec¢do (LD) foi considerado o menor tempo de
exposi¢do dos filmes a vapores basicos em que a diferenca geral de cor foi superior a 3,5 (AE
> 3,5), valor considerado visualmente perceptivel por observadores experientes e inexperientes
(FERNANDEZ-RAMOS et al., 2023).

2.2.6 Andlise Estatistica
A influéncia dos fatores na cor e nas propriedades de mudanga colorimétrica foram
realizados por meio de analise de variancia (ANOVA) (a = 0,05), com teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Componentes volateis de nitrogénio sdo frequentemente gerados como resultado da
deterioracdo microbiana em alimentos ricos em proteinas (KAMER et al., 2022). Devido a
importancia desse composto, foi simulada a presenga de vapor de amodnia que pode ser liberado
devido a degradacdo de alimentos com alto teor de proteina e a resposta dos filmes indicadores
de cor foi determinada. As Tabelas 2 e 3 apresentam os valores médios e desvio padrao das
coordenadas de cor dos filmes (L*, a*, b*, C*, h° e AE) em func¢ao do tipo de extrato adicionado
e/ou do tempo de exposi¢do a amonia.
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A interagdo entre os fatores tempo e tipo de extrato ndo foi significativa (p > 0,05) para
L*, no entanto, ambos os fatores foram significativos quando estudados individualmente (p <
0,05). Para as demais coordenadas de cor (a*, b*, C*, h® e AE), a interagdo entre os fatores
tempo e tipo de extrato foi significativa (p < 0,05).

Os filmes com EF foram os mais brilhantes (maior L*), enquanto o com EFA foi o mais
escuro (menor L*). No entanto, todos os filmes tornaram-se mais escuros apos 28 minutos de
exposicao a amonia.

Tabela 2: Valores médios e desvio padrao da coordenada L* dos filmes em fun¢do do tipo de
extrato adicionado e do tempo de exposi¢do a amodnia.

Tipo de Extrato Média
L* Fenolico (EF) 799+12a
Bruto (EB) 71.6 £2.3Db
Antocianina (EFA) 533+09c
Tempo (min)

0 70.5+139a

4 68.9 + 14.4 ab

8 68.4 £ 14.7 abc

12 68.3 + 13.8 abc

16 68.4 £ 13.6 abc

20 68.2 £12.9 abc

24 67.2+13.4bc
28 664 +12.5¢

Dados expressos como média + desvio padrio. Pares de médias seguidos por pelo menos uma
letra mintscula na vertical, ndo diferem entre si, a 5% de significancia, usando o teste de Tukey.
L*: Luminosidade.

Observou-se que, para todos os filmes, houve aumento de C* apds a exposi¢cao a amonia,
com aumento da intensidade de cor dos filmes ao longo do tempo. Dentre os filmes testados, o
filme com EFA foi o que apresentou os menores valores de C*.

O aumento na coordenada b* ocorreu nos filmes com EF e EB devido a cor amarela dos
filmes, atribuido a presenca de compostos fendlicos amarelos ndo antocianinicos nos extratos,
como flavondis (por exemplo, mircetina e quercetina) (PIRES et al., 2020) e dcidos fendlicos
(por exemplo, acido cafeico e 4cido ferdlico) (BAI et al., 2023), que podem estar presentes.

Tabela 3: Valores médios e desvio padrdo dos atributos de cor a*, b*, C*, h® e AE dos filmes
apds exposicao as bases volateis.

Tipo de Fendlico Bruto Antocianina
Extrato (EF) (EB) (EFA)
Tempo

he 0 82.7+0.5bA 69.6£29 cC 153.1+5.7aB
4 88.6+1.6bA 72.8+23 cBC 167.8+96aA
8 87.8+34bA 789+4.0 cABC 171.5+38aA
12 85.5+28b A 81.6+42 bLAB 1722+23aA
16 874+3.6bA 846+44 DA 1659+3.7aA
20 86.9+0.6b A 83.9+37 bA 168.1+9.7aA
24 86.6+34b A 85.6+13 bA 161.9+74aAB
28 88.8+1.5bA 88.5+0.8 bA 162.1 +4.4 a AB
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a* 0 1.9 + 0.2bA 65204 aA  -68+04cA
4 06+0.7bA 55+14 aAB -125+09cB
8 09+12bA 41+ 14 aABC -135+09cB
12 23+ 1.1aA 34%1.7 aBCD -134%04bB
16 12+16aA 23+12 aCD -124%0.5bB
20 1.6+03aA 27+17 aBCD -129%0.6bB
24 17+17aA 21406 aCD -128+09bB
28 05+0.6aA 07+03 aD -124+0.7bB
AE 0 0.0+0.0aB 0000 aD 00x00 aB
4 10.1£32aA 43+29 bCD 63+09 abA
8 11.6+0.8aA 50+18 bC 77+03 abA
12 146 £3.0a A 76+31 bBC 6.9%x02 bA
16 124+13aA 88+04 abABC 67%1.5 bA
20 143£25aA 92+39 bABC 66+15 bA
24 13.7£39aA 122+24 aAB 67+09 bA
28 11.3£0.6aA 134+08 aA 58+03 bA
b* 0 154+25aB 17516 aC 35%07 bA
4 253+09aA 17526 bC 268+199 CcA
8 267+18aA 209+3.1 bBC 20%09 cA
12 299+3.5aA 227+04bABC 18%0.6 cA
16 27.6+23aA 240+13 aAB 3.1%09 bA
20 293+23aA 24921 bAB 2722 cA
24 287+1.7aA 276405 aA 41%16 bA
28 260+32aA 271+19 aA 3909 bA
C* 0 155+25aC 187+14 aD 7.67+02 bB
4 253+09aB 18329 bD 129%05 cA
8 26.7+1.7aB 213+3.1b CD 13709 cA
12 299+34aA 229+05bBCD  13.5£05 cA
16 277+22aAB  242+12aABC 12808 bA
20 294+23aAB  251%+22bABC 13403 cA
24 287+17aAB 277205 aA 135%05 bA
28 260+32aAB  27.1+19 aAB 13.0+04 bA

Dados expressos como média mais desvio padrdo. Pares de médias seguidos por pelo menos a
mesma letra mindscula na horizontal e pelo menos uma letra maitscula na vertical, ndo diferem
entre si, a 5% de significancia, usando o teste de Tukey. a*, b*: Coordenada cromatica; C*:
Croma; h°: Angulo de tom cromatico; AE: Diferenca global de cor.

O filme com EB apresentou diferenca significativa no angulo de tonalidade cromatica,
em comparacdo ao tempo inicial (0 min) e ao tempo final (28 min), de 69,52° para 88,45°,
demonstrando a sensibilidade deste material as variacdes de pH decorrentes de vapores bésicos.

O valor da coordenada a* dos filmes com EB e EFA reduziu com o tempo de exposicao
a amonia, corroborando o estudo realizado por Aydogdu Emir (2023).

O AE dos filmes aumentou ap6s a exposicao ao vapor de amodnia. O AE dos filmes de
EFA foi menor do que o AE verificado para os filmes de EF e EB, ap6s 28 minutos de
exposi¢do. Portanto a mudanca de cor foi mais percetivel nestes dois tltimos tratamentos.

Apo6s 4 minutos de exposicdo ao vapor basico, os trés tratamentos apresentaram AE >
3,5, indicando que o LOD para todos os filmes ocorreu antes de 4 minutos de exposicdo. Além
disso, os valores de AE foram significativamente (p < 0,05) diferentes e aumentaram
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gradualmente com o tempo, principalmente no filme de EB. Nos filmes com EF e EFA, nao
houve diferenca significativa no AE (p > 0,05) apos 4 minutos de exposicao; portanto, as cores
dos demais tempos ndo sdo distinguiveis.

As alteragdes colorimétricas em filmes de PV A/gelatina baseiam-se no principio de que
o vapor de amoOnia penetrou na estrutura do filme, criando condic¢des alcalinas (KAMER et al.,
2022). A interacdo entre as moléculas de NH3 e os grupos hidroxila presentes na superficie e
inseridos entre as cadeias poliméricas do filme produziu espécies NH4+ ¢ OH—. Esse processo
induziu alteracOes nas estruturas quimicas das antocianinas presentes no filme adicionado de
EB e EFA, modificando consequentemente os atributos de cor dos filmes (KAMER et al.,
2022).

4 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou trés extratos de mirtilo e sua incorporagdo em filmes
poliméricos a base de PV A/gelatina para o desenvolvimento de filmes indicadores. Os filmes
contendo extrato bruto de mirtilo (EB) foram os mais sensiveis a vapores basicos, sugerindo
sua adequagdo para monitorar a vida util de alimentos que liberam amonia durante a
deterioracdo. Além disso, a mudanca de cor foi claramente perceptivel a olho nu, o que € uma
vantagem importante em termos de auxiliar os consumidores na compra de alimentos
pereciveis.
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