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RESUMO

Agentes sulfitantes sdo amplamente aplicados a camardo como conservadores e
o dioxido de enxofre (SO,) é produzido a partir da degradacdo desses agentes.
Devido a problemas toxicoldgicos associados a ingestdo de alimentos
conservados por sulfitos, a legislacdo brasileira prevé o limite de 100 ppm de
SO, residual em crustaceos. O presente estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de uma etiqueta inteligente com indicador de SO,. A etiqueta
indicadora foi desenvolvida a partir de filmes de amido incorporados com iodo
pela técnica de casting. O trabalho foi dividido em trés etapas, onde a primeira
se referiu a producdo das etiquetas e sua caracterizacdo quanto a Espessura,
Solubilidade em agua, Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Analise Termogravimétrica (TGA), Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia
de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) e Andlise de cor. As micrografias e
analises de EDS mostraram uniformidade da matriz polimérica, enquanto as
demais propriedades da etiqueta foram alteradas pela adicdo de iodo (I,) a
matriz. Na segunda etapa as etiquetas foram expostas por 15 min a solu¢des com
diferentes concentracGes de SO, em duas condi¢es de temperatura (-18 e 4°C),
sendo posteriormente analisadas por FTIR e quanto aos parametros de cor
L*(Luminosidade), h* (Tonalidade), dE* (Diferenca total de cor). Os parametros
L*, h* e dE* foram maiores na temperatura de 4°C. Os valores de L* e h*,
foram reduzidos com o aumento da concentracdo de iodo enquanto para dE* este
efeito ndo foi significativo. Ao colocar as etiquetas em contato com solugdes de
SO,, L*, h* e dE* aumentaram com o0 aumento dos teores de SO, e a estrutura
quimica das etiquetas sofreu alteracGes apos exposicdo ao SO,. Na terceira etapa
as etiquetas foram testadas em camardo em trés concentracdes de SO, (100, 110
e 120ppm) e seguidamente caracterizadas quanto aos parametros de cor L*, C*
(Saturacdo), h*, dE* e transparéncia. A maior concentra¢do de SO, promoveu
maiores valores de L* e dE* e menores valores C*, enquanto para h* ndo houve
influencia significativa. Concentracbes maiores que 100 ppm produziram
valores maiores de transparéncia. Os resultados obtidos foram promissores, uma
vez que as etiquetas inteligentes se mostraram bons indicadores da concentracéo
de SO, através da mudanca na coloracdo de azul escuro/preto para incolor em
um tempo de 15 minutos.

Palavras-chave: Etiqueta inteligente. SO, Indicador. Filme de amido.
Concentracéo.



ABSTRACT

Sulfating agents are widely applied to shrimp as conservatives and sulfur
dioxide (SO) is produced from the degradation if these agents. Due to
toxicological issues associated to the ingestion of food conserved with sulfites,
the Brazilian legislation predicts the limit of 100 ppm of residual SO, in
crustaceans. This study had the objective of developing an intelligent label with
SO, indicator. The indicator label was developed from starch films incorporated
with iodine by the casting technique. The work was divided into three stages,
with the first regarding the production of labels and their concerning thickness,
solubility in water, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
thermogravimetric analysis (TGA), Differential Scan Calorimetry (DSC),
Scanning Electron Microscopy (SEM), X-Ray Energy Dispersing Spectroscopy
(EDS) and Color Analysis. The micrographs and EDS analyses showed
uniformity of the polymeric matrix, while the remaining properties of the label
were altered by the addition of iodine (I,) to the matrix. In the second stage, the
labels were exposed to 15 minutes to solutions with different concentrations of
SO, under two temperature conditions (-18°C and 4°C), being posteriorly
analyzed by FTIR and regarding parameters of color L* (Luminosity), h* (tone),
dE* (total color difference). Parameters L*, h* and dE* were higher in the
temperature of 4°C. The values for L* and h* were reduced with the increase of
the concentration of iodine, while for dE*, this effect was not significant. When
placing the labels in contact with the SO, solutions, L*, h* and dE* increased
with the increase in the contents of SO,, and the chemical structure of the labels
changed with the exposure to SO,. In the third stage, the labels were tested in
shrimp, in three concentrations of SO, (100, 110 and 120 ppm) and
characterized regarding the parameters of color L*, C* (Saturation), h*, dE* and
transparency. The highest concentration of SO, promoted higher values for L*
and dE*, and lower values for C*, while for h*, there was no significant
influence. Concentrations higher than 100 ppm produced higher values for
transparency. The obtained results were promising given that the intelligent
labels showed good indicators for the concentration of SO, by means of change
in the coloration from dark blue/black to colorless in the time of 15 minutes.

Keywords: Intelligent label. SO,. Indicator. Starch film. Concentration.
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1 INTRODUCAO

As embalagens desempenham papel fundamental na inddstria de
alimentos devido as suas varias e importantes fungdes. A protecdao dos alimentos
embalados é a funcdo primaria de toda embalagem, e a funcdo secundaria é a de
facilitar a distribuicdo do produto até o consumidor é a sua fungdo secundaria
(ARENAS, 2012).

As embalagens adquiriram novas func¢des devido a maior preocupagao
do mercado consumidor com a qualidade e seguranca dos produtos alimenticios.
Nesse contexto, surgiram as embalagens inteligentes (SOUZA; DITCHFIELD;
TADINI, 2010) que oferecem beneficios em relacdo as embalagens tradicionais,
pois além de proteger, informam para o consumidor ou produtor uma
caracteristica especifica do alimento embalado (ARENAS, 2012; DAINELLI et
al., 2008; VEIGA-SANTOS; DITCHFIELD; TADINI, 2011), indicando para o
consumidor a qualidade do produto (PAVELKOVA, 2013).

Em geral, a maioria das embalagens inteligentes conhecidas foram
desenvolvidas a partir do emprego de material polimérico derivado de petréleo
(ARVANITOYANNIS; BILIADERIS, 1998). Entretanto, devido a
preocupacgdes ambientais, a tendéncia atual esta voltada para o uso de polimeros
naturais e biodegradaveis, em que o amido é um dos candidatos mais
promissores por conta de sua abundancia, disponibilidade, baixo custo e
biodegradabilidade (GHASEMLOU et al., 2013; LOPEZ et al., 2013; ZHONG;
SONG; LI, 2011).

Considerando que o uso de aditivos em alimentos é uma pratica comum,
visando principalmente a maior conservacdo do produto, uma interessante
aplicacdo dos indicadores colorimétricos seria a identificacdo de compostos
adicionados aos alimentos que quando ingeridos em concentragdes elevadas,
podem acarretar em problemas de salde para a populagdo. Nesta perspectiva, 0s

sulfitos, que sdo substancias com caracteristicas conservantes, tem sido bastante


http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814614008942#b0035
http://www-sciencedirect-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814614008942#b0070
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utilizados como aditivos em produtos alimentares, mas vem sendo apontados
como principais agentes causadores de rea¢des alérgicas e intolerancia alimentar
(TAYLOR; HIGLE; BUSH, 1986).

O consumo de alimentos que contém quantidades elevadas de sulfitos
pode causar sintomas de reacdes do tipo asmaticas alérgicas, como dificuldade
respiratoria, urticaria, assim como problemas gastrointestinais (TAYLOR;
HIGLE; BUSH, 1986). Em vista disso, essas substancias apresentam potencial
toxico em niveis altos e podem ser considerados um risco para a saide humana.
Por esta razdo, os alimentos que contém sulfitos devem apresentar em sua
embalagem a indicacdo da presenca desse agente (MACHADO; TOLEDO;
VICENTE, 2006).

No Brasil, desde 1965 pelo Decreto n° 55.871, a utilizacdo de aditivos
em alimentos esta regulamentada (BRASIL, 1988a). O Ministério da Salde
(MS), por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é o
6rgdo responsavel por essa regulamentacdo (BRASIL, 2005), permitindo o
emprego direto de dioxido de enxofre (SO,) ou indiretamente de sais de sulfito
que o produzam, como o sulfito de sédio, bissulfito de sodio, bissulfito de
potassio, metabissulfito de sodio e metabissulfito de potassio, como conservador
de alimentos (BRASIL, 1988), porém a legislacdo estabelece limites residuais
maximos para sua utilizagéo.

A fim de avaliar se 0 uso de sulfitos em crustaceos estd adequada e de
acordo com a quantidade permitida, torna-se necessario e indispensavel um
rigoroso controle de seu contelido nesses produtos. A determinacdo do teor de
sulfito é importante para preservar a seguranca alimentar do consumidor,
conforme determina a legislagdo que o regulamenta (CLAUDIA; FRANCISCO,
2009).

Existem vérias técnicas para se determinar a concentragdo de sulfitos em

alimentos  (métodos  espectrofotométricos,  cromatogréficos, titulagdo
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iodométrica, analise com fita reativa, etc), contudo apresentam desvantagens no
que se refere ao elevado custo e longos tempos de analise.

Na industria de pescados, por exemplo, a fita reativa é o método mais
utilizado para realizar o controle de sulfito em crustaceos, mas tal controle ndo
garante a seguranca de todos os produtos, uma vez que o ensaio é realizado em
amostras aleatorias por lotes da produgcdo. Com as determinagdes dos Orgaos
governamentais reguladores do uso de sulfito e a maior consciéncia por parte do
consumidor em relagdo aos danos do excesso desse composto, e considerando
também o crescimento de pesquisas sobre embalagens inteligentes que buscam
revelar informacdes sobre a seguranca do produto ao consumidor, pensou-se em
um sistema capaz de identificar sulfito em crustaceos, levando-se em conta o0s
limites aceitaveis pela legislacao.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma
etiqueta inteligente com indicador colorimétrico de deteccdo de concentracdo de
sulfitos em crustaceos para aplicacdo em embalagens, como forma de fornecer
uma informacdo a respeito do consumo seguro desses alimentos submetidos a

adicdo de agentes sulfitantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Embalagens de alimentos

As embalagens de alimentos ocupam um papel fundamental na industria
moderna de produtos alimenticios e tem acarretado em importantes avancos
tecnologicos. Na atualidade, a embalagem ¢é considerada essencial e
imprescindivel na sociedade, mas essa necessidade € quase tdo antiga quanto a
prépria histéria do homem que, em tempos muito remotos, utilizavam pedacos
de arvore, chifres, peles e bexigas de animais para acondicionar alimentos
(MOURA; BANZATO, 2003; ROBERTSON, 1993).

Dentre as varias funcOes exercidas pelas embalagens, além de serem
utilizadas como um elemento de marketing, as principais sdo: contencao,
preservacdo, identificacdo e informacBes dos produtos ao publico consumidor.
No que diz respeito a embalagens de alimentos, a manutengéo da seguranca e da
qualidade dos alimentos tem sido uma grande preocupagdo, uma vez que 0S
mesmos precisam ser preservados, por um lado, da contaminacdo e deterioracdo
por microrganismos e, por outro, do desperdicio e da deterioracdo quando o
alimento é exposto a gases do ambiente, umidade e luz por periodos muito
longos (REIG et al., 2014).

Uma vez que a sociedade tem se tornado cada vez mais exigente, 0s
usuarios continuamente tem buscado por embalagens de alimentos mais
inovadoras e criativas para garantir a seguranca alimentar, qualidade e
rastreabilidade, mas essa busca requer, cada vez mais, tecnologias que devem ser
integradas as embalagens de alimentos. Para serem comercialmente viaveis e
aceitas com sucesso pelo consumidor, as inovag@es devem "atentar" para as
crescentes exigéncias regulatorias e apresentar beneficios finais que superem 0s
gastos extras quando optarem por essa "nova tecnologia”. As inovagdes em

embalagens de alimentos devem ser consideradas com base em suas
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contribuicdes cientificas ou tecnol6gicas para além das funcBes basicas
tradicionais e, também, na sua colaboragdo para um mundo mais sustentavel, em
que o impacto negativo dos residuos de embalagens e perda de alimentos sobre o
meio ambiente seja reduzida (VANDERROOST et al., 2014).

A evolucdo atual da industria de alimentos esta focada em garantir que a
alta qualidade dos produtos alimentares chegue aos consumidores de forma
segura. A industria de alimentos esta constantemente melhorando a seguranca de
seus produtos através da aquisicdo de novas tecnologias. Dependendo das
condigdes de armazenamento e da distribuicio de alimentos, ha uma
possibilidade de que os mesmos desenvolvam condi¢cdes inapropriadas que
venham a comprometer a salde e a seguranca do consumidor. As condicGes de
qualidade dos alimentos degradados por fatores fisicos, quimicos e
microbioldgicos, também podem ser severamente comprometidas. Desta forma,
para enfrentar esses desafios, tecnologias de embalagens inteligentes estdo se
tornando conhecidas para monitorar as mudancas em tempo real da qualidade e
seguranca alimentar. Uma variedade de dispositivos de embalagens inteligentes,
tais como indicadores de tempo e temperatura, indicadores de frescor e
biossensores, foram desenvolvidos para aplicacdes em alimentos (YAM;
TAKHISTOV; MILTZ, 2005).

Estas tecnologias sdo importantes para satisfazer a crescente demanda
pela seguranca alimentar, maior vida Util e para contribuir para uma melhor
gestdo de estoque. Assim, o desenvolvimento de embalagens inteligentes pode
contribuir para uma maior eficiéncia na reducdo do desperdicio e reclamagdes
dos varejistas e consumidores (REALINI; MARCOS, 2014).

2.2 Embalagens inteligentes

Embalagem inteligente ¢ um sistema que fornece ao consumidor

informacGes confidveis sobre as condigbes do alimento, ambiente ou a
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integridade da embalagem. Esse tipo de embalagem representa uma extensao da
funcdo de comunicacdo das embalagens de alimentos tradicionais, e transmite
uma informagdo ao consumidor com base em sua capacidade de perceber,
detectar, ou sentir as mudangas no produto ou no seu ambiente
(VANDERROOST et al., 2014). A embalagem inteligente indica dados para o
consumidor e produtor sobre o histdrico, estado de consumo do alimento ou da
sua interacdo com o ambiente (ABREU; CRUZ; LOSADA, 2012).

Variaveis importantes relacionadas a qualidade e seguranca dos
alimentos, como temperatura, gases, toxinas, dentre outras, sdéo monitoradas
guando se utiliza embalagens inteligentes (JANG; WON, 2014).

As embalagens inteligentes fazem uso de sensores ou indicadores para
muitas medidas como a detec¢do de oxigénio gasoso por meio de fluorescéncia,
0 acompanhamento da temperatura do alimento através de indicadores de tempo-
temperatura, de substancias toxicas, indicadores de amadurecimentos de frutos e
vegetais, da integridade da embalagem, do frescor a partir do monitoramento de
compostos especificos e identificagdo do produto por réadiofrequéncia e
biossensores (STEINER, 2015; ZHOU; XU; LIU, 2010).

2.2.1 Indicadores

Um indicador pode ser definido como um composto capaz de detectar a
presenca ou auséncia de uma substancia ou o grau de reacdo entre dois ou mais
componentes através, especialmente, de uma mudanga colorimétrica. Os
indicadores, diferentemente dos sensores ndo possuem componentes do receptor
e do transdutor e transmitem informagdes diretamente através da alteracéo visual
de cor (BRAGA; PERES, 2010; KERRY; O'GRADY; HOGAN, 2006). Estes
dispositivos inteligentes podem ser inseridos juntos aos materiais na fase de
producdo das embalagens ou fixados no interior ou exterior mesmo apos sua
producdo (YOSHIDA et al., 2014).
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Indicadores visuais podem mudar de cor dependendo das caracteristicas
fisico-quimicas do meio no qual estdo contidos, em funcdo de diversos fatores,
tais como pH, potencial elétrico, complexagdo com ions metalicos e adsorcéo
em soélidos. Podem ser classificados de acordo com o0 mecanismo de mudanca de
cor ou os tipos de situagdo nos quais sdo aplicados (ROSS, 1989).

Indicadores sdo chamados de inteligentes ou interativos, porque eles
interagem com os compostos presentes no alimento (PAVELKOVA, 2013). O
desenvolvimento de indicadores inteligentes possui grande importancia, na
medida em que a reducdo do risco de intoxicacdo das pessoas por ingestdo de
alimentos improprios para o consumo é de interesse de pesquisadores de todo o
mundo, a0 mesmo tempo que contribui para prevencdo do desperdicio
(PACQUIT et al., 2006).

Nesse sentido, existem muitos estudos na literatura especializada
incluindo o uso de indicadores, como por exemplo os indicadores de gas,
indicadores de frescor e indicadores de tempo-temperatura.

Indicadores de gases oferecem uma abordagem alternativa para
determinar a integridade de embalagens. Eles costumam fornecer informag6es
qualitativas ou semi-quantitativas sobre as concentracfes de gases alterados
como CO,, Oy, vapor de agua, etanol, entre outros, através de mudancas visuais
colorimétricas (VANDERROOST et al., 2014). No caso do oxigénio, ele tem
uma influéncia significativa sobre o processo de deterioragdo de alguns
alimentos e, assim, é removido em embalagens desses alimentos modificando a
atmosfera com gases ou utilizando eliminadores / absorvedores de oxigénio. No
entanto, o nivel de oxigénio no espago superior da embalagem pode aumentar
com o tempo, devido a mé vedacdo, permeacdo de ar através dos materiais de
embalagem e a embalagem adulterada ou danificada durante a armazenagem e /

ou transporte. Como resultado, o processo de deterioracdo de alimentos é
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acelerado; portanto, a auséncia de oxigénio deve ser assegurada através da
deteccdo de oxigénio na embalagem (JANG; WON, 2014).

Outro exemplo s&o os indicadores de frescor que fornecem informagdes
imediatas da qualidade do produto identificando alteragcbes quimicas ou
mudancas microbianas dentro de um produto alimentar. A qualidade
microbioldgica pode ser determinada visualmente através de reacbes entre
metabdlitos, crescimento microbiano e indicadores integrados dentro da
embalagem. Os indicadores de frescor também podem ser usados para fornecer
uma estimativa sobre a vida util remanescente de produtos pereciveis
(VANDERROOST et al., 2014).

A vantagem dos indicadores de frescor & que eles monitoram a
qualidade dos alimentos embalados por reagir de uma forma ou de outra para as
mudancas que ocorrem nos produtos alimenticios frescos. Portanto, eles déo
informacdo direta sobre a qualidade do produto (REALINI; MARCOS, 2014).

As alteracBes na concentracdo de metabdlitos, tais como glicose, acidos
organicos, etanol, diéxido de carbono, aminas biogénicas, compostos sulfuricos
volateis durante o armazenamento de produtos carneos, indicam o crescimento
microbiano e, portanto, estas substdncias podem ser identificadas por
indicadores de frescor (REALINI; MARCOS, 2014).

Outro tipo de indicador colorimétrico sdo os indicadores de tempo e
temperatura (ITT). Estes sdo definidos como simples dispositivos capazes de
monitorar, registrar e cumulativamente indicar a influéncia do histérico da
temperatura sobre a qualidade do produto alimentar do ponto de fabricacéo até o
consumidor (WANIHSUKSOMBAT; HONGTRAKUL; SUPPAKUL, 2010).

A operacdo dos indicadores de tempo e temperatura se baseia na
mudanga microbioldgica, quimica, eletroquimica ou enzimatica, geralmente
expressa como uma resposta visivel por meio do desenvolvimento de cor ou
mudanga colorimétrica (TAOUKIS; LABUZA, 2003). A resposta visivel da
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assim uma indicagdo cumulativa da temperatura de armazenagem para o qual o
ITT foi exposto.

O requisito basico de um ITT é eficacia para indicar reacdo clara,
continua e irreversivel as mudancas de temperatura. Ademais um indicador de
tempo e temperatura também deve ser de baixo custo, de confianca, facilmente
integrado em embalagens de alimentos, ter uma longa vida de prateleira de pré e
pos-ativacdo e ndo ser afetado por outros fatores além da temperatura em
condicdes ambientais.

Embora exista uma pesquisa ativa nesta area, as aplicagdes comerciais
de sistemas inteligentes tém sido principalmente limitadas ao uso de indicadores
visuais de tempo-temperatura e indicadores de oxigénio. O custo alto de um
rétulo indicador, restricBes legislativas e até mesmo a aceitacdo de varejistas e
proprietarios de marcas podem ser motivos para essa limitacdo. A preocupacao
dos empresarios pode ser a de que os indicadores apontem possiveis falhas
ocorridas em alguma etapa da cadeia de producdo do alimento (ARENAS,
2012).

Por conta da constante pratica da utilizacdo de aditivos em alimentos
visando sua conservacdo, outra possivel aplicacdo dos indicadores seria na
identificacdo de substancias adicionadas aos alimentos capazes de comprometer

a salde do consumidor quando ingeridos em altas concentragdes.
2.3 Agentes sulfitantes

Os sulfitos ou agentes sulfitantes sdo compostos a base de enxofre que
tém sido amplamente empregados como aditivos em diversos alimentos, 0s
quais incluem o dioxido de enxofre, sulfito de sodio, bissulfito de sodio e de
potéssio, metabissulfito de potéassio e de sodio, entre outros. A principal fungao
desses agentes é como conservante ou antioxidante para prevenir ou reduzir a

deterioragdo nos alimentos, visto que apresentam efeito inibitorio sobre bactérias
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e leveduras (FAZIO; WARNER, 1990; RUITER; BERGWERFF, 2005;
TAYLOR; HIGLE; BUSH, 1986).

A forma quimica desses compostos é responsavel por sua atividade
antimicrobiana, sendo intensificada em valores de pH baixos, em funcdo do
aumento na liberacdo de didxido de enxofre (SO,) (MACHADO; TOLEDO;
VICENTE, 2006). A tabela 1 apresenta os principais agentes sulfitantes
admitidos pela legislacao brasileira.

Tabela 1 - Principais agentes sulfitantes utilizados em alimentos.

Substancia Férmula quimica INS
Dioxido de enxofre SO, 220
Metabissulfito de sédio Na,S,05 223
Metabissulfito de potassio K,S,05 224
Sulfito de calcio CaS0;. 2 H,0O 226
Sulfito de sddio Na,SO;3 (anidro) 221
Sulfito de potéssio K,SO4 225
Bissulfito de calcio Ca(HS0:s), 227
Bissulfito de sodio NaHSO, 222
Bissulfito de potassio KHSO, 228

Fonte: Adaptado de (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DA
ALIMENTACADO, 2001; BRASIL, 1988a; LUCK; JAGER, 1997)
INS: International Numbering System (Sistema Internacional de Numeracéo)

Além de exercerem atividade antimicrobiana e antioxidante, os agentes
sulfitantes auxiliam no controle de reaces de escurecimento enzimatico e ndo
enzimatico, por conta disso sdo adicionados a muitos produtos alimentares e
bebidas, tais como o vinho, frutos secos, biscoitos, vegetais desidratados,
batatas, peixe, mostarda, entre outros (IAMMARINO et al., 2012; WALKER,

1985). O mecanismo de agao destes aditivos consiste na adi¢do de ions de sulfito
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de ligagbes duplas carbono-carbono, grupos carbonila, compostos de azoto
heterociclicos e quinonas (IAMMARINO et al., 2012; WEDZICHA, 1992).

A acdo antioxidante do sulfito € parcialmente responsavel pela inibi¢do
do escurecimento e se baseia, principalmente, em sua capacidade de sequestrar
agentes oxidantes que sdo formados quando o oxigénio entra em contato com o
alimento (BUSH; TAYLOR; BUSSE, 1986).

Considerando que os sulfitos auxiliam na estabilidade da cor do
alimento, inibindo a descoloracdo, esses compostos exercem efeitos vantajosos
na tecnologia de alimentos, sendo também empregados para melhorar a
aparéncia e sabor de muitos produtos durante a preparacdo, armazenamento e
distribuicdo (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2009).

Os sulfitos também podem atuar como inibidores de enzimas, como a
polifenoloxidase (PFO), ascorbato oxidase, lipoxigenase, peroxidase e enzimas
dependentes de tiamina. A enzima PFO é encontrada em frutas e vegetais,
acelerando a degradacdo, sendo assim, a inibicdo de sua atividade é amplamente
utilizada no controle da deterioragdo enzimatica. Sulfitos podem inibir
diretamente essa enzima ou também interagir com os intermediarios da reagdo
de escurecimento, evitando sua influéncia nas reac¢Ges originarias de pigmentos
escuros (IYENGAR; MCcEVILY, 1992; WARNER; DIACHENKO; BAILY,
2000).

Uma prética muito comum na prevencdo da formacdo de melanose
(manchas pretas) em camar@es e lagostas é a imersdo desses crustaceos em uma
solucdo contento sulfitos. A reacdo de formacdo de melanose é catalisada pela
enzima tirosinase, um tipo de PFO (CINTRA et al., 1999; TAYLOR; HIGLE;
BUSH, 1986).
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2.3.1 Quimica dos sulfitos

Uma variedade de sulfitos pode existir em solugdo (FIGURA 1). O
dioxido de enxofre (SO,) dissolve-se em &gua originando &cido sulfuroso
(H,S03). Bissulfitos ou sais de metabissulfito reagem com &gua produzindo ions
bissulfito (HSO*). As reacdes em que os sulfitos participam sofrem importante
influéncia do pH. Em pH baixo, o equilibrio favorece a ocorréncia de H,SO;, em
pH intermediario (4.0), fons HSO® prevalecem; e em pH elevado ocorre
predominancia de ions sulfito (SO5*). O SO, pode ser gerado a partir de H,SOs,
em pH acido. Em pH 2,5, cerca de 16% do SO, pode ser liberado a partir de
H,SO3, em pH 2,0, 37%; e a um pH de 1,0, 86% (BUSH; TAYLOR; BUSSE,
1986).

A atividade antimicrobiana dos sulfitos é dependente de sua forma
quimica, sendo mais efetiva em valores de pH inferiores a 3, devido a maior
liberacdo de dioxido de enxofre molecular (USSEGLIO-TOMASSET, 1992).

Figura 1 - ReacGes quimicas de sulfitos em solucdo.
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Fonte: Adaptado de Bush, Taylor e Busse (1986)
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Os agentes sulfitantes sdo quimicamente equivalentes depois de
adicionados no alimento, visto que sdo convertidos as mesmas espécies idnicas
ou ndo-ibnicas em um determinado pH, forgca idnica, concentracdo nao-
eletrolitica e temperatura (OUGH, 1986; WEDZICHA, 1992).

Diversas formas combinadas de sulfitos podem ser originadas a partir de
ligagOes reversiveis ou irreversiveis, entre parte dos sulfitos adicionados nos
alimentos e outras moléculas presentes na matriz, como aldeidos, cetonas,
acucares, taninos e proteinas. A parte de sulfitos que ndo se une a outros
compostos do alimento é definida como sulfito livre, constituindo uma mistura
de SO,, ions bissulfito e fons sulfito em um equilibrio quimico dindmico.
Quando o produto sulfitado é acidificado, essa fracdo é rapidamente
transformada em diéxido de enxofre (FAZIO; WARNER, 1990; LUCK;
JAGER, 1997; WEDZICHA, 1992).

Sulfito ligado é normalmente representado pela propor¢do do aditivo
que esta na forma de adutos hidroxisulfonados, formados pela reacdo de grupos
carbonilas com o fon HSO®. A reatividade dos sulfitos em alimentos deve-se &
elevada nucleofilicidade do ion bissulfito (WEDZICHA, 1992).

O mais provavel responsavel por reacGes adversas aos agentes
sulfitantes é o SO, livre. Quando ingerido, o sulfito livre é oxidado a sulfato (o
qual é excretado na urina) pela enzima sulfito-oxidase. Esta enzima esta
amplamente distribuida no corpo, com a mais elevada atividade encontrada no
figado e drgdos renais. Falhas na atividade da sulfito-oxidase pode ter
importancia nas reacfes adversas a sulfitos (JACOBSEN; SIMON; SINGH,
1984).
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2.3.2 Metabissulfito de sédio e Dioxido de Enxofre

Diversos compostos sulfurados tém sido definidos como precursores de
dioxido de enxofre (SO,) e, desse modo, as concentracBes ingeridas destas
espécies, expressos como equivalentes de SO, (SILVA JUNIOR et al., 2010).

Dentre estes agentes, o metabissulfito de sédio (Na,S,;0s) é um dos que
mais se destacam devido sua larga aplicacdo. O Na,S,0s € uma substancia
quimica utilizada na inddstria como alvejante, desinfetante, antioxidante e como
intermediario na producdo de &cido sulfirico e de diversos compostos
sulfurosos. Este produto exerce um efeito inibidor contra a proliferacdo de
microrganismos, um atributo que, juntamente com a sua propriedade
antioxidante, valida a sua ampla utilizacdo na industria alimentar. Atua
impedindo a oxidacdo por bactérias no alimento, por meio da redugdo de
oxigénio molecular (O,) (JAMIESON et al., 1985).

O principal residuo do metabissulfito de sddio € o dioxido de enxofre
(SO,), que ndo se constitui como fator prejudicial a satde dos consumidores,
guando sua concentracdo encontra-se numa faixa de 40 a 100 ppm, conforme a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (ROCHA; MAIA, 1998). A figura 2
mostra a estrutura molecular do dioxido de enxofre e do metabissulfito de sédio.

Considerando o fator fisico-quimico, o0 SO, é um gas incolor, de sabor
acido, ndo inflamavel, téxico por inalacdo, solivel em &gua, com um odor
sufocante, com ponto de ebuligdo de -10° C (TAYLOR; HIGLE; BUSH, 1986).
O metabissulfito reage com o oxigénio dissolvido na agua, liberando o diéxido
de enxofre (SO,), este por sua vez, se combina facilmente com a agua,
resultando em substancias acidas tais como é&cido sulfdrico (H,SQO,4), acido
sulfuroso (H,SO;) (ATKINSON; SIM; GRANT, 1993; FAZIO; WARNER,
1990) e sulfato acido de s6dio (NaHSO,) (OGAWA et al., 1985).
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Figura 2 - Estrutura molecular do Didxido de enxofre e Metabissulfito de sodio.

Dioxudo de enxofre Metabissulfito de Sodio

Fonte: Coelho (2008)

Dentre os aditivos sulfitantes mais utilizados em alimentos, o
metabissulfito de sodio se destaca, por ser o composto de maior estabilidade e
que dispde de maior quantidade de SO, quando diluido em agua, sendo desta
forma o produto mais indicado para o tratamento do camardo (SILVA, 1988).

Desse modo, esta substancia é largamente utilizada na carnicicultura por
inibir a proliferacdo de microrganismos e evitar a melanose em crustaceos,
também chamada de mancha preta, que ocorre espontaneamente devido a
formacdo de melanina (JAMIESON et al., 1985).

O controle de melanose em crustaceos pode ser feito por diferentes
técnicas, mas o uso de sulfitos é que vém oferecendo melhores resultados,
porque intervém diretamente no processo de oxidagdo reduzindo atividade
enzimatica responsavel pelo escurecimento (BONERBA et al., 2013). Além
disso, o uso de sulfitos constitui um dos métodos mais simples e de baixo custo
para retardar o aparecimento de melanose, tendo como agente ativo o SO,
(OGAWA et al., 2003; SMITH, 1980).

Segundo Moraes (2009), as reacOes alérgicas causadas pelo uso de
sulfitos em alimentos sdo comprovadas e vém sendo citadas por varios autores,
razdo pela qual se determinam teores maximos, para possibilitar seguranga

alimentar ao consumidor.
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As elevadas concentracdes de sulfito requeridas para a prevencao efetiva
da melanose proporcionam altos niveis residuais de sulfito, chegando a exceder
os limites estabelecidos pelas autoridades reguladoras da sua utilizagdo
(MONTERO; LOPEZ-CABALLERO; PEREZ-MATEO, 2001).

2.3.3 Toxicidade

A adicdo de sulfito em alimentos é objeto de debate devido a certas
observagGes que sugerem riscos potenciais a saude. Certos individuos
apresentam sensibilidade quando expostos a esta substancia, especialmente 0s
asmaticos, que podem apresentar graves espamos bronquiais. Outra preocupacédo
se refere aos efeitos carcinogénicos e mutagénicos desta substancia
(FENNEMA, 1993; WONG, 1989).

Os sintomas mais comuns associados a ingestdo de sulfitos sdo reacdes
asmaticas alérgicas tal como dificuldade respiratéria, urticaria e intolerancia
alimentar por problemas gastrointestinais (TAYLOR; HIGLE; BUSH, 1986).

Apesar do consumo de alimentos com adicao de sulfitos ser considerado
como uma das principais causas de broncoespasmos em pessoas asmaticas
(ANIBARRO et al.,, 1992; VALLY; THOMPSON, 2003), a ingestdo de
alimentos sulfitados também pode desencadear reagdes em humanos sem
historico asmatico sensiveis a sulfitos (YANG; PURCHASE, 1985).

O mecanismo pelo qual os sulfitos causam reacGes adversas ainda ndo é
bem conhecido e as hip6teses ainda sdo controversas. Existem trés possiveis
mecanismos que podem ser a causa: a reacdo imunologica por anticorpos de tipo
IgE — Imunoglobulina E, resposta colinérgica induzida por sulfitos e deficiéncia
da enzima sulfito oxidase (BONERBA et al., 2013; BUSH; TAYLOR; BUSSE,
1986; HAAHTELA; HANNUKSELA, 1989; LESTER, 1995).

Algumas ocorréncias de reagdo anafilatica apds consumo de sulfito,

ainda que sejam poucas, foram relacionadas a testes cutdneos positivos e
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demonstracdo de transferéncia passiva da reacdo, sugerindo o potencial destes
compostos em provocar reacdes IgE-mediadas e/ou desgranular mastécitos
(MACHADO; TOLEDO; VICENTE, 2006).

Na literatura, a suposicdo mais admitida € a de que o diéxido de enxofre
gasoso gerado pelo contato dos agentes sulfitantes com o pH acido do estbmago
pode ser inalado e produzir broncoconstricdo, a partir da inducdo de reflexo
colinérgico no contato direto com as membranas traqueobrénquicas. Esta
situacdo € principalmente importante nos individuos asmaticos com maior
hiperreatividade brénquica (MACHADO; TOLEDO; SIMON, 1995; VICENTE,
2006; YANG; PURCHASE, 1985). Alguns estudos contribuem para esta
hip6tese mostrando a diminuicdo da broncoconstricdo induzida por sulfitos
através da administracdo de anticolinérgicos (AUN et al., 2011).

Outra hipdtese sugerida é que o didxido de enxofre possa provocar o
reflexo colinérgico atuando de modo indireto nas fibras nervosas, o que
explicaria reacfes adversas ndo relacionadas as vias aéreas, tais como diarreia,
dor abdominal e cefaléia (WILSON; BAHNA, 2005).

2.3.4 Legislacao

Os aditivos alimentares sdo amplamente usados em muitos paises,
exercendo diferentes funcdes no produto final. Entretanto, seu emprego é
limitado por legislacdes especificas, apoiadas em critérios restritivos que levam
em consideragdo recomendagdes da Organiza¢do Mundial de Saude (CUNHA et
al., 2003).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, o dioxido de enxofre
(SO,) ndo oferece risco a saude humana, quando sua concentracdo encontra-se
em um intervalo de 40 a 100ppm (GOES, 2005).

Em 1958, a Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo encarregado

pela normatizacdo dos preservativos e aditivos alimentares nos EUA,
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reconheceu a adicdo de sulfitos em alimentos como seguros quando usados em
concentracdes adequadas, recebendo o status GRAS (Generally Reconized As
Safe — “usualmente recomendado como seguro”) (VALENCA; MENDES,
2004).

Por conta do conhecimento de numerosos casos de hipersensibilidade a
sulfitos, em 1982, o FDA iniciou uma reavaliagdo da condicdo GRAS desses
agentes, com o objetivo de aprimorar as atividades de controle sanitario no setor
de alimentos e preservar a salde da populacdo (PAPAZIAN, 1996; VALENCA,
MENDES, 2004).

Em 1986, a legislacdo FDA exigiu a indicacdo da presenca de niveis
detectaveis de sulfitos nos rétulos dos alimentos, mesmo que esses aditivos
sejam usados como um auxiliar no processamento ou como um componente de
outro ingrediente no alimento. Essa instituicdo estabelece que seja declarado no
rétulo, o uso de sulfito quando o niveis ultrapassarem quantidade de 10 mg / kg
(CLAUDIA; FRANCISCO, 2009).

Devido a problemas de saude publica causados pela ingestdo de sulfito,
a utilizacdo desse aditivo deve ser controlado pelas autoridades reguladoras.
Muitos paises apresentam "listas positivas" de aditivos onde sdo definidas as
concentracdes maximas permitidas em alimentos. Na Unido Européia, as
concentracdes de sulfito permitidas para os diferentes produtos alimenticios sdo
reguladas pela Diretiva 95/2/CE (VARO; GUILLEM, 2001; WILLIAMS;
SLATERRY; NOTTINGHAM, 1990). Com exce¢do dos corantes e dos
edulcorantes, ¢é definido um limite maximo de sulfito a ser adicionado (mg / kg)
expresso em SO, para os diferentes alimentos e dependendo do produto, estes
niveis sao variaveis (THE EUROPEAN PARLIAMENT AND THE COUNCIL
OF THE EUROPEAN UNION, 1995, 2006).

Para crustaceos, os limites de SO, podem variar de acordo com as

condigdes dos paises importadores. Na Australia, por exemplo, o limite aceitavel
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no produto é de no maximo 60 ppm, enquanto a Espanha determina valores de
50 ppm em camardes pré-cozidos e 80 a 150 ppm em camardes frescos
(BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002). Nos Estados Unidos o
nivel maximo permitido é de 100 ppm para o camarao fresco, ja no Japéo, o pais
mais exigente quanto ao nivel de sulfito residual, a concentragdo méaxima
permitida é de 30 ppm (VALENCA; MENDES, 2004).

A adicdo de bissulfito e metabissulfito de s6dio em pescado ¢é liberada,
estando autorizada no Brasil pelo Decreto-lei n° 986, de 21/10/1969, que institui
as Normas Basicas sobre Alimentos e no Decreto n° 55.871, de 23/03/1965, que
regula o uso de aditivos em alimentos (BRASIL, 1978). O Ministério da
Agricultura, através do Servico de Inspecdo Federal, estabelece na Circular
2031/76 de 22/09/76 o emprego desta substancia como conservante de camardo
e lagosta, desde que o teor residual de SO, ndo exceda a concentracdo de 100
ppm (BRASIL, 1976).

A Resolucdo CNS/MS n.° 04, de 24 de novembro de 1988 estabelece os
limites maximos para utilizacao de aditivos intencionais, considerando também a
concentracdo de 100 ppm como teor maximo aceitavel (BRASIL, 1988a).

A regulamentacdo e o controle da adicao de sulfitos em alimentos sdo de
grande importancia para assegurar a salde dos consumidores (CLAUDIA;
FRANCISCO, 2009).

2.4 O lodo

A descoberta do iodo ocorreu em 1811 pelo quimico francés Bernard
Courtois. O seu nome procede do grego "iodes" que significa violeta ou roxo,
que se refere a sua cor em fase gasosa (ALTERNATIVE MEDECINE
REVIEW, 2010).

O iodo (1) a temperatura ambiente, é um s6lido ndo- metalico que forma

cristais brilhantes, de coloragdo violeta-escuro. Na tabela periddica, o iodo faz
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parte do grupo dos halogéneos (17 ou VII). Todos os halogéneos sdo muito
reativos, o que significa que apresentam bastante facilidade em formar
compostos com outros elementos. A reatividade dos halégeneos é definida pelo
arranjo dos elétrons na camada eletronica externa (GRAY, 2005).

O iodo é um elemento raro na crosta terrestre (0,14 mg kg-1) e na agua
do mar (0,05 mg L™), sendo muito menos abundante que os demais halogénios,
com excecdo ao astato (THE UNITED STATES GEOLOGICAL SURVEY,
2011). A sua obtencéo ocorre por meio de cinzas de algas marinhas (cas quais
contém iodeto, I-) e das aguas-médes do processamento do Salitre do Chile (que
possuem iodato, 103) e outras salmouras. O ion I" é oxidado a iodo
eletroliticamente ou sob aquecimento em meio de acido sulfirico com dioxido
de manganés (Equacdo 1). Mediante tratamento com bissulfito de sodio
(NaHSOs3), os iodatos sdo reduzidos a iodo (Equagdo 2) (GREENWOOD;
EARNSHAW, 1997; ROBINSON et al., 1999).

MnO, + 2 KI + 2 H,SO; —> Mn?* + I, + 2 K+ + 2 H,0 + 2 SO (1)

210% +5NaHSO; —> I, + 5 Na’ + 3 H" +5S04” + H,0 (2)

A utilizacdo de iodo é voltada para a area farmacéutica e aplicacdes
médicas, saneamento ou desinfeccdo (PUNYANI et al., 2006), alimentacdo
animal (FLACHOWSKY, 2007), tintas, corantes, equipamento fotogréfico,
agente de dopagem para polimeros e estabilizantes (GOTTARDI, 1991).
Apresenta também grande importancia devido a sua atividade germicida contra
uma vasta gama de bactérias e virus (KENNEDY; BEK; GRIFFIN, 2005).

No que diz respeito a solubilidade, o iodo é pouco soltvel em agua (0,3
g/l a 25°C), porém essa caracteristica pode ser aumentada na presenca de ions de
iodeto, em virtude da formagao poliiodetos (n = 3, 5, 7, 9,...) (GOTTARDI,
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1991). A adicdo de iodeto de potassio aumenta a solubilidade do iodo devido a
formacdo do ion tri-iodeto (I3) (SANTOS; AFONSO, 2013).

O iodo dissolve-se com facilidade em solventes tais como o ciclohexano
(CeH12), o cloroférmio (CHCI;), o tetracloreto de carbono, (CCly), ou o
disulfureto de carbono (CS;), produzindo solugbes de coloracdo violeta,
enquanto em agua ndo se dissolve facilmente e a sua solugcdo apresenta uma
coloracdo castanha (GRAY, 2005).

As suas solugdes apresentam coloragdo marrom em solventes polares
(a4gua, alcoois, cetonas, acidos carboxilicos) e em solventes apolares, tais como
benzeno e hidrocarbonetos alifaticos possuem coloracdo violeta (GOTTARDI,
1991). Em solugdes contendo amido, ocorre a formagéo de um complexo azul-
escuro do iodo com o amido (GRAY, 2005).

2.5 Amido

O amido é um carboidrato encontrado em grande quantidade na
natureza, sé concorrendo em quantidade com a celulose. Apresenta-se na forma
de granulos com formato e tamanho dependentes da sua fonte botanica. Este
carboidrato possui grande importancia nos mais diferentes areas industriais, por
conta de suas propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas (FRANCO et
al., 2001).

2.5.1 Composigao

O amido é composto principalmente de duas fracBes, amilose e
amilopectina (98-99% peso seco). Estes dois constituintes diferem entre si
quanto ao peso molecular, ao grau de polimerizacédo e a disposic¢éo no interior do
granulo (TESTER; KARKALAS; QI, 2004). A propor¢éo entre essas moléculas
e sua organizacdo dentro do granulo estdo diretamente relacionadas com a
funcionalidade do amido (CEREDA, 2002; PERONI, 2003). A estrutura quimica

do amido esta representada na figura 3.
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Figura 3 - Estrutura do amido.

*CH, OH

Fonte: Feniman (2004)

A amilose (FIGURA 4) é essencialmente formada por uma estrutura
linear de unidades de D-glicose ligadas por ligagdes glicosidicas tipo a (1-4),
fazendo com que o seu comportamento seja mais semelhante ao de polimeros
sintéticos convencionais (ZOBEL, 1988). E composta por aproximadamente 20
g de amilose /100 g de amido, com grau de polimerizacdo de 200 a 3000,
dependendo da fonte do amido (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007). O
teor de amilose varia entre 20 — 30% na maioria dos amidos (CEREDA, 1996).

Figura 4 - Estrutura da amilose.

Fonte: Tester, Karkalas e Qi (2004)

Apesar das moléculas de amilose serem representadas por cadeias
lineares, elas assumem uma estrutura em hélices duplas, encerrando cerca de 6
residuos de glicose a cada passo (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).
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A amilose apresenta uma hidroxila priméria e duas secundarias em uma
extremidade da cadeia, assim como um grupamento aldeido redutor na forma de
um hemiacetal interno e na outra extremidade ndo redutora, apresenta uma
unidade de glicose contendo uma hidroxila priméaria e trés secundarias
(WURZBURG, 1986).

A amilose tem a capacidade de formar complexos, em virtude de sua
conformacgdo helicoidal, acomodando atomos de iodo no interior da hélice,
conferindo cor azul intensa a solu¢do, com absorgdo maxima em comprimentos
de onda de 620 e 680 nm. Esta reacdo pode ser usada na determinacdo
quantitativa do conteido de amilose e como indicador da presenca de amido ou
de iodo (HOOVER, 2001).

A complexagdo com iodo é uma importante ferramenta de diagndsticos
para caracterizacdo dos amidos. A complexacdo com lipidios, particularmente
mono e digliceridios, é uma caracteristica bem conhecida da hélice de amilose.
A formacdo e a integridade estrutural dos complexos amilose-lipideos variam
em funcdo de fatores como a temperatura, pH, o contato e/ou tempo de mistura
entre o polimero de amilose (anfitrido) e a molécula visitante, a estrutura do
acido graxo ou glicerideo (VIEIRA, 2004).

Outra caracteristica bem conhecida da amilose é sua habilidade de
formar um gel depois do granulo de amido ter sido cozido, ou seja, gelatinizado.
Este desempenho é evidente em certos amidos que apresentam maiores
quantidades de amilose. A formacdo do gel decorre, principalmente, da
reassociagcdo (chamado de retrogradacdo) dos polimeros de amido solubilizados
depois de cozidos, e pode acontecer bem rapidamente com polimeros de cadeia
linear (MUNHOZ; WEBER; CHANG, 2004).

A amilopectina (FIGURA 5) é um polimero altamente ramificado,
menos hidrossolivel do que a amilose, com unidades de D-glicose ligadas

através de ligacbes o (1-4) e as ramificagbes em a (1-6), constitui
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aproximadamente 80% dos polissacarideos existentes nos grdos de amido
(SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007). As ramificacbes sdo cadeias curtas
de a- D-glicopiranoses e ocorrem entre cada 24 e 30 moléculas de glicose
(BILLIADERIS, 1991; LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

Esse componente do amido possui ramificaces da ordem de 5 a 6% do
peso molecular e apresenta massa molar entre 104-106 kg.mol™ (CORRADINI
et al., 2005), sendo considerada uma molécula biolégica volumosa (GUILBOT;
MERCIER, 1985).

As cadeias externas da amilopectina se organizam na forma de dupla
hélice e algumas formam estruturas cristalinas (SRICHUWONG et al., 2005 ). A
dupla hélice ndo apresenta uma cavidade central, assim como acontece na
estrutura da amilose, devido a presenca das ramificacfes no interior. Com isso, a
capacidade de formar complexos com outras moléculas € muito menor na
amilopectina (BULEON et al., 1998).

Figura 5 - Estrutura da amilopectina.

CH.OH CH: ()H CH-OH
/ (8] (

H/H \H H/ u /R
H/ OH “o H
H()< OH : / | o \ ; :( >

-

H OH OH— O ¢ CH:OH
{“ o) /i o
I T N1 l“/ 1 4
4 1
L O OH H 10- YH H/ ~-0-

J b |
H OH™ H OH

Fonte: Tester, Karkalas e Qi (2004)

2.6 Complexo amido-iodo

O primeiro complexo de iodo-polimero organico foi o iodo-amido,
descoberto em 1814 por Jean-Jacques Colin e Henri-Frangois Gaultier de

Claubry, dois quimicos franceses (KYLE, 2001) e confirmado um ano depois
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por Friedrich Stromeyer, um quimico alemdo. A caracteristica deste complexo
foi a sua coloragdo azul-escura, sendo observada pelo quimico suico, Hans
Heinrich Landolt em 1886 (LANDOLT, 1886) em reacdo chamada "reagdo de
reldgio de iodo" ou "reacdo Landolt" (DELLY, 2006).

As reagdes de amido com iodo para formacdo de complexos amido-iodo
tém sido amplamente investigadas por muitos pesquisadores e sdo utilizados
para a determinacdo do teor de amilose de amidos por métodos potenciométricos
e espectrofotométricos (RENDLEMAN JUNIOR, 2003). Hanes (1937) sugeriu
que o complexo amido-iodo consiste de uma matriz linear de atomos de iodo
que ocupam a cavidade de uma molécula de polissacarido helicoidal e mais tarde
o mesmo foi constatado por analise de difracdo de raios X (RUNDLE;
BALDWIN, 1943; RUNDLE; EDWARDS, 1943; RUNDLE; FRENCH, 1943).

Estruturalmente, o amido é constituido de amilose com uma estrutura
linear e helicoidal e de amilopectina com estrutura ramificada. (HANDA,;
YAJIMA, 1981; RUNDLE; BALDWIN, 1943). As cadeias helicoidais de
amilose, com interior hidrofébico, possuem a capacidade de complexar com
porcdes hidrofébicas lineares de moléculas que se ajustam ao tubo. O iodo
(forma 13) € capaz de formar complexos com as moléculas de amilose e de
amilopectina. Além do mais, nesse caso, a complexacdo se da no interior
hidrofdbico dos segmentos helicoidais. Com a amilose, os longos segmentos
helicoidais favorecem a constituicdo de extensas cadeias de poli (I3), originando
uma coloragéo azul profunda, enquanto com a amilopectina o iodo forma uma
cor vermelho-puUrpura, devido a amilopectina possuir cadeias ramificadas muito
curtas para a formacdo de uma longa cadeia de poli (I3) (DAMODARON;
PARKI; FENNEMA, 2010).

A afinidade do iodo com amilose é de aproximadamente 20% e com
amilopectina <1% e a cor azul escuro de iodo-amido é principalmente devido ao

complexo iodo-amilose absorver em torno de 650 nm. A coloracdo vermelho-
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purpura apresentada pelo iodo-amilopectina se refere a absor¢cdo em 540 nm
(HANDA; YAJIMA, 1981).

Amilose e amilopectina formam complexos de adsor¢do (complexos de
transferéncia de carga) com o iodo. No caso da amilose, que possui conformagao
helicoidal, acredita-se que a cor azul intensa seja resultante da adsorcéo do iodo,
na forma I3, nestas cadeias (TEILTELBAUM; RUBY; MARKS, 1980).

A figura 6 demonstra a interagdo do iodo com a estrutura do amido. O
aprisionamento do iodo ocorre no interior da hélice formada pela amilose. Como
a amilopectina ndo apresenta estrutura helicoidal, devido a presenca das
ramificacdes, a interacdo com o iodo é menor e a coloracdo menos intensa
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

Uma maior quantidade de amilose liga-se ao iodo em relacdo as
moléculas de amilopectina ramificadas. Essa capacidade de ligacdo de amilose-
iodo também tem sido utilizada para observar os efeitos do aquecimento em
dispersGes de amido e geis (SVEGMARK; HERMANSSON, 1991). Apos
coloracdo de iodo em gel de amido, Langton e Hermansson (1989) relataram
diferengcas microestruturais no inchaco e na extensdo da amilose a partir dos
granulos aquecidos a 75, 95 ou 120°C, observando em um microscopio de luz a
distribuicdo das regides azuis, que indicaram acimulos de amilose, e as regifes

castanho-violeta, que correspondem a presenca de amilopectina.
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Figura 6 - Estrutura da interacdo amido-iodo.

Todo

Amide:
amilose + amilopectina
Fonte:<http://www.fcfar.unesp.br/alimentos/bioquimica/praticas_ch/teste_amido.htm>

As pesquisas de Knutson (1999) demonstraram a possibilidade de
diferenciar entre varias fontes botanicas de amido por meio de analise UV-VIS
do complexo iodo-amilose; por exemplo, as absor¢fes dos complexos a partir de

milho, batata, tapioca foram medidos a 616, 622, e 612 nm, respectivamente.
2.7 Interacdo (amido - iodo - sulfito)

O amido é um indicador de iodo (I,), assim ao se adicionar amido em
uma solucdo contendo iodo, ela adquire cor azul escuro (TEOFILO;
BRAATHEN; RUBINGER, 2002).

Na reacdo de Landolt, uma solucdo de iodato de potassio é adicionada a
uma solucdo acidificada de bissulfito de sédio contendo amido. Logo de
imediato ndo acontece nenhuma mudanga macroscopica, mas apds certo tempo,
a mistura inicialmente incolor torna-se subitamente azul intensa. Essa reacéo
relégio ocorre devido a oxidagéo lenta do ion iodeto a iodo (Equacéo 3), seguida

da reducdo réapida do iodo novamente a iodeto (Equacao 4).

O ion iodeto (1) é oxidado a iodo (I,):

103 (ag) + 51 (ag) + 6H" ey — 3laeq) + 3H20y) ©)
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O iodo converte-se novamente em iodeto:
loa) + HSO3 (@) + H20() — 21 agy + SO (ag) + 3H e~ (4)

Na reacdo de Landolt, ocorre uma sequéncia de reacdes, porém, elas ndo
sdo observadas a olho nu, pois o ion iodeto fica em meio aquoso e a solugédo
permanece incolor. No entanto, em determinado momento, todo o bissulfito é
consumido e n&o ha mais no meio os fons HSO® ., para reagir com o iodo. Este,
por sua vez, vai se acumulando e reage com o amido, o que leva a uma
distribuicdo de complexos com as espécies l5~ e ls. E essa mistura do amido
com o iodo gque adquire a coloracdo azul escura. Uma representacao simplificada
da formago desses complexos é dada pela equacéo 5 (TEOFILO; BRAATHEN;
RUBINGER, 2002).

loee) + I ey + @MIdO(ag) — @MIdO-ls ag) (5)

Uma variante da reacdo de Landolt descrita por Shakashiri e Direen

(1982) é bastante adequada para estudos de cinética. Nesse caso, 0 agente

redutor (o ion tiossulfato) atua em apenas uma etapa. As Equacbes 6 e 7
representam as reac0es que ocorrem.

2r(aq) + 820827(aq) — |2(aq) + 280427(aq) lenta (6)

25,05" () * lata) — S406” () * 21 ag répidia (7)

Quando o tiossulfato é completamente consumido, da mesma maneira

que na reagdo classica de Landolt, o iodo acumula no sistema e ocorre a

mudanga de cor devido a formagdo do complexo com o amido.



46

De acordo com a literatura 0 metabissulfito (S,0s ) é prontamente
convertido a bissulfito (HSO3 ) em contato com a agua (ELMAS et al., 2005;
HESHMATI; MAIBACH, 1999; MADAN; WALKER; BECK, 2007). Sob a
acdo do oxigénio, solucBes de metabissulfito sdo facilmente transformados em
outras espécies, tais como, sulfitos, sulfatos, sulfetos e tiossulfatos. Assim,
distintas espécies sulfetadas podem estar presentes em matrizes comerciais como
subproduto ou produto de decomposicdo (NOVAKOVA et al., 2007).

Existem diferentes métodos para determinacdo de SO, em alimentos,
dentre eles: cromatografico, potenciométrico, titulacdes iodométricas e técnicas
semi-quantitativas (GOES, 2005). Na iodometria existe uma relagdo entre os
compostos de sulfito, iodo e amido.

Dois métodos iodométricos sdo habitualmente utilizados, método direto
e o0 indireto. O método direto faz uso de uma solucdo padrdo de iodo (),
preparada mediante dissolugdo do iodo em solucdo aquosa de iodeto de potassio
(KI). Nesta analise, o iodo € usado diretamente na titulagdo como oxidante. O
método indireto consiste na dosagem de espécies oxidante pela adicdo de um
excesso de iodeto (I"). O iodeto é oxidado a iodo e posteriormente este é titulado
com uma solucdo padrdo de tiossulfato de s6dio (Na,S,03). O indicador usado
na iodometria é uma suspensdo de amido que em presenca de iodo adquire uma
coloracdo azul intensa. Na realidade esta cor é devida a adsorcdo de ions

triiodeto (I3") pelas macromoléculas do amido (VOGEL et al., 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foram realizados testes preliminares com a elaboragéo dos
filmes a base de amido, adicionando iodo (I,) em sua formulacdo. Foram feitas
formulagdes utilizando concentragdes de iodo de 0,005; 0,01; 0,02; 0,03 € 0,04 g
em 100 g de solucdo filmogénica (SF) de amido. Na producdo de filmes com
adicdo de iodo em concentragdes mais baixas, os filmes ficaram muito claros, de
forma que a alteragdo de cor ndo seria identificada visualmente. Dessa forma
definiu-se as concentrac6es de iodo em 0,02 g e 0,04 g em 100 g de SF.

A pesquisa foi realizada em trés etapas. A primeira etapa consistiu na
elaboracdo de filmes de amido incorporados com duas concentracBes de iodo
(0,02 e 0,04 g em 100 g de SF) e caracterizacdo desses filmes quanto a
Espessura, Solubilidade em agua, Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Analise termogravimétrica (TGA),
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) e
Analise de cor.

Na segunda etapa, os filmes produzidos foram submetidos ao contato
com solucdes de diferentes concentracdes de SO,, testados com solucBes nas
temperaturas de 4 e -18°C, sendo posteriormente caracterizados quanto as suas
propriedades Opticas e por espectroscopia de infravermelho. Nesta etapa foram
selecionadas a formulagdo e a condicdo de temperatura que apresentaram
melhores resultados nas analises de cor.

Na terceira etapa foi realizada a avaliagdo da eficiéncia indicadora dos
filmes em camardo armazenados a 4°C. A importancia de utilizar camardo para a
realizacdo das analises se d4 em virtude da intensa e constante pratica da adicao
de metabissulfito de s6dio a esse produto alimenticio, tornando-se um alimento
interessante a ser estudado, visando a detec¢do da substancia a partir de

alteracdo de cor da etiqueta.
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3.1 Materiais

Para execugdo do experimento foram utilizados Fécula de mandioca
Cassava 406 (Industria Agro Comercial Cassava S.A, Brasil); lodo
Ressublimado P.A ACS (I, P.M. 253,81 - Exddo Cientifica, Brasil); lodeto de
Potéssio P.A (Proquimios, Brasil) e Metabissulfito de Sédio P.A ACS (NaS,0s
P.M. 190,11 - Exodo Cientifica, Brasil). Para os testes em alimento utilizou-se
camar6fes do tipo camardo-rosa (Farfantepenaeus subtilis) descascado no estado

congelado.
3.2 Etapa 1

Nesta etapa 0 experimento consistiu na elaboracdo das etiquetas

inteligentes e posterior caracterizacdo das mesmas.
3.2.1 Delineamento experimental

Foram testados 2 tratamentos de etiquetas inteligentes (filmes de amido
incorporados com iodo) (TABELA 2). O experimento foi conduzido usando um

delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticdes.

Tabela 2 - Etiquetas inteligentes desenvolvidas.

Tratamentos lodo (%)
FI2 0,02
Fl4 0,04

3.2.2 Elaboracéo das etiquetas

Os filmes foram produzidos pelo método de casting, que consiste em
despejar a solucdo liquida sobre uma placa de superficie lisa e posterior secagem
por evaporacdo do solvente para formagdo do filme sélido. Foram preparadas
solucBes filmogénicas dissolvendo 3,0 g de amido em 100 mL de &gua destilada.

As solugdes foram aquecidas até 70° C sob agitagdo magnética constante,
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durante 15 minutos, em agitador magnético com aquecimento. Aguardou-se a
reducdo da temperatura das solucdes para T < 30°C e adicionou-se o iodo (I,) e
iodeto de potassio (KI). As concentragBes de |, incorporadas as solugdes foram
0,02 e 0,04% (p/v) e 0,04 e 0,08% (p/v) de KI, respectivamente. As solugdes
foram submetidas a agitacdo até completa solubilizacdo do I,, a qual é auxiliada
pela adi¢cdo do KI. Em seguida 20 g das solugfes gelatinizadas foram vertidas
em placas de Petri plasticas de 8,5 cm de didmetro. Posteriormente, as placas
foram deixadas em bancada em condicdes de temperatura ambiente até a
evaporacdo do solvente. Apos a secagem, os filmes foram retirados das placas e
condicionadas a 23 = 2 °C e umidade relativa de 50 + 5% UR (AMERICAN
SOCIETY STANDARD TESTING AND MATERIALS, 2000), até a realizacdo

das analises.
3.2.3 Espessura

O controle da espessura dos filmes se torna importante para avaliar a
uniformidade desses materiais, a repetibilidade da medida de suas propriedades
e a validade das comparac6es entre os filmes (OLIVEIRA et al., 1996).

A espessura foi determinada em cinco posicdes aleatérias de cada
amostra, utilizando um micrémetro digital marca Digimess com escala de 0 a

25mm e resolucao de 0,001 mm.
3.2.4 Solubilidade em agua

A solubilidade do filme em &gua indica seu comportamento quando
imerso em 4gua ou em contato com ambientes muito Umidos ou aquosos
(MATA JUNIOR et al., 2011) e é fortemente influenciada pelo tipo e contetdo
de amido, aditivos e plastificantes adicionados (MULLER; YAMASHITA;
LAURINDO, 2008). Uma alta solubilidade indica uma baixa resisténcia a agua
(VICENTINI, 2003).
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No que se refere as suas aplicagdes, a solubilidade em &gua é uma
importante propriedade dos filmes. Em certos casos, € preferivel um filme que
seja solivel em &gua, como para encapsulacdo de alimentos, aditivos ou
medicamentos, ja em outras aplicacbes pode ser conveniente um filme
parcialmente soltvel em &gua, como na fabricagdo de fertilizantes de liberacéo
lenta. Em contrapartida, muitas aplicacbes demandam embalagens insollveis a
agua, como no caso de alimentos com alta atividade de &gua, para preservar a
integridade do produto embalado (BERTUZZI; ARMADA; GOTTIFREDI,
2007; MONTERREY-QUINTERO, 1998; ZAVAREZE et al., 2012) e para
garantir a integridade do préprio filme.

A solubilidade das etiquetas foi avaliada com o objetivo de conhecer sua
resisténcia a agua, visto que sua aplicacdo €é direcionada para embalagem de
produto refrigerado ou congelado.

As etiquetas foram pesadas e imersas em 100 mL de &gua destilada por
24h. Apos este periodo, a agua foi drenada e os filmes foram secos em estufa a
105°C durante 24 horas e posteriormente pesados (PRADO, 2013). A por¢édo

dos filmes solubilizada em agua foi calculada segundo a Equacéo 8.
%MS = [(m; — m;).100]/ m, 8)

Onde, %MS é a porcentagem de material solubilizado; m; é a massa

inicial da amostra e m; € a massa final da amostra.

3.2.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho é aplicada para identificacdo de
grupos funcionais através da resposta por bandas de absor¢do na regido do

infravermelho. A técnica FTIR auxilia na determinagdo de possiveis interagdes e
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alteracdes a nivel estrutural dos compostos usados na producdo dos filmes
(ZHONG; SONG; LI, 2011).

A andlise de espectroscopia de infravermelho foi realizada com o
objetivo de se conhecer as caracteristicas da matriz polimérica e descobrir
possiveis alteragbes quimicas ap6s a incorporacao de iodo na matriz.

As anélises FTIR foram feitas utilizando o acessorio ATR (leitura por
Reflectancia Total Atenuada). O espectro foi obtido com 32 varreduras por
amostra, resolugdo de 2cm™ na faixa de 400 a 4000cm™, com auxilio de um

espectrofotémetro de infravermelho marca Bruker, modelo Vertex 70.
3.2.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

A TGA é uma analise térmica utilizada para se conhecer os estagios de
perda de massa de uma amostra quando a mesma é submetida a um aumento de
temperatura controlada. A DTG é a derivada da curva termogravimétrica, a qual
representa a velocidade de variacdo de perda de massa em funcdo da temperatura
ou tempo (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

As analises termogravimétricas foram realizadas a fim de avaliar se a
incorporacdo de iodo produz qualquer alteracdo no comportamento térmico de
decomposicdo das etiquetas indicadoras.

As curvas termogravimétricas foram obtidas por um analisador TGA-50
Shimadzu. Amostras contendo cerca de 7mg de filme foram submetidas a taxa
de aquecimento de 10°C.min™, em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) na
faixa de 25°C até 800°C.

3.2.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A Calorimetria Diferencial de Varredura é a técnica que mede
temperatura e taxa de calor associados a transicGes em materiais como uma
fungdo do tempo e da temperatura em uma atmosfera controlada. E amplamente

utilizada para se determinar transi¢fes térmicas de primeira e segunda ordem. A
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transicdo vitrea (Tg) trata-se de uma transicdo de segunda ordem que é
caracterizada por uma variacdo na capacidade calorifica da amostra sem a
ocorréncia de variacdes de entalpia, e por isso, ndo gera picos na curva DSC,
manifestando-se como um deslocamento da linha base da curva (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2009).

As andlises de DSC foram realizadas com o intuito de conhecer as
temperaturas de transicdo vitrea do material, visto que a proposta de aplicacdo
da etiqueta indicadora é direcionada para produtos armazenados a baixa
temperatura. Conhecendo a Tg do filme pode-se prever o comportamento do
mesmo com a alteracdo de temperatura, para aplicacdes especificas, tanto na
faixa de material vitreo ou elastomérico (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009).

As analises térmicas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
foram realizadas em equipamento marca Shimadzu, modelo DSC TA 60. As
rampas de aquecimento e resfriamento foram a uma taxa de 10°C/min em
atmosfera de nitrogénio e variacdo entre -50 e 200 °C, a partir da sequéncia:
aquecimento de 25 a 180°C para eliminar a histéria térmica; resfriamento até -

50°C; e um segundo aguecimento até 200°C.
3.2.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica geralmente
utilizada para analise morfol6gica e/ou topografica. As imagens apresentam alta
profundidade de foco, o que representa a obtengdo simultinea em foco de
diferentes relevos da superficie da amostra (ANDRADE, 2010).

A microestrutura das etiquetas inteligentes foi analisada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) para avaliagdo do revestimento quanto a
homogeneidade e verificacdo da compatibilidade entre os componentes.

Para a obtencéo das micrografias, as amostras foram fixadas em suportes

tipo “stubs” e com fita de carbono, recobertas com ouro (metaliza¢éo), fixados
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no microscopio e fotomicrografados. Foram obtidas imagens da secdo
transversal dos filmes em um microscépio eletrénico de varredura JEOL

(modelo JSM 6510) com uma tensao de aceleracao de elétrons 10 KV.
3.2.9 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X

Para determinacdo da composi¢do qualitativa e se obter um mapeamento
da distribuicdo de iodo na matriz da etiqueta inteligente utilizou-se a técnica de
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) acoplada ao MEV.

Os mapas decorrentes da técnica de EDS consistem de pontos das cores
rosa e verde, demonstrando a localizacdo de um componente especifico, e a
intensidade dos pontos da uma indicacdo de sua concentracdo. Os parametros
adotados para analise foram 15 kV de tensdo e um tempo para mapeamento de

45 minutos.
3.2.10 Analise de cor

A cor das etiquetas foi determinada instrumentalmente por colorimetro
CM-5 Konica Minolta (Japao), utilizando o sistema CIELAB, iluminante D65,
angulo observador padrdo 10° e modo reflectdncia. Foram analisados o0s
parametros L*, a*, b*, C* e h*,

O parametro (a*) se refere a variacdo no espaco de cor do verde (valores
negativos) para o vermelho (valores positivos), o parametro (b*) indica a
variagdo no espaco de cor do azul (valores negativos) para o amarelo (valores
positivos) e o parametro luminosidade (L*) percebe tons claros ou escuros. O
parametro (C*) representa croma ou saturagao e o seu valor é a distancia a partir
do eixo de luminosidade (L *) e é iniciado em 0, no centro. O parametro (h*) se
refere ao angulo de tonalidade, sendo que, valores proximos a 0° representam o
vermelho, a 90 ° representam o amarelo, a 180° representam o verde e a 270°
representam o azul (KONICA MINOLTA, 1998).
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3.2.11 Anadlises dos resultados

Os dados de espessura, solubilidade em agua e valores de cor (L*, a*,
b*, C* e h*) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias
dos tratamentos foram comparadas usando o teste Tukey com 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas no Software
STATISTICA 8.0.

Os resultados de FTIR, TGA, DSC, MEV e EDS foram submetidos a

analise descritiva.
3.3 Etapa 2

As etiquetas elaboradas foram expostas ao contato com solugbes de
diferentes concentracbes de SO, nas temperaturas de 4 e -18° C, e

posteriormente caracterizadas quanto a andlise de cor e FTIR.
3.3.1 Determinacgdo do tempo de exposi¢do das etiquetas ao SO,

Ensaios preliminares foram realizados para se definir o tempo de contato
para alteracdo colorimétrica das etiquetas, utilizando o teor de 100 ppm de SO,
como referéncia por ser o limite aceitavel estabelecido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 1976). A partir disso, foi estabelecido o tempo de 15 minutos para 0s

testes de contato das etiquetas com as solugdes e com alimento.
3.3.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido usando um delineamento inteiramente
casualizado com 3 repeti¢des. Foram testadas duas formulagbes (mesmas da
Etapa 1) de etiquetas inteligentes em contato com diferentes concentragdes de
SO, (TABELA 3) a -18 (temperatura de congelamento) e 4 °C (temperatura de

refrigeracdo).
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Tabela 3- Formulagbes das etiquetas inteligentes testadas com diferentes
concentragdes de SO,.

Tratamento SO;(ppm)
Fl2 0O 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Fl4 0O 40 60 80 100 120 140 160 180 200

FI2 = etiqueta inteligente com 0,02% (p/v) de I,; FlI4 = etiqueta inteligente 0,04% (p/v)
de I

3.3.3 Preparo das solugdes de SO,

Uma solucdo de 1000 ppm de SO, foi preparada a partir de
metabissulfito de sodio. A partir desta solucdo, foram obtidas as solucdes de 40
a 200 ppm (intervalo de 20 ppm) de SO,, realizando diluicdes adequadas as

concentracdes que foram utilizadas na experiéncia.
3.3.4 Exposicao das etiquetas indicadoras as solugdes de SO,

As etiquetas inteligentes foram submetidos ao contato superficial por um
tempo de 15 minutos com as solucdes de concentragdes de 40 a 200 ppm de
S0,, estudadas em duas temperaturas (4 e -18 °C).

Apls a secagem das etiquetas submetidas ao contato com SO,, as

mesmos foram caracterizados por FTIR e quanto suas propriedades opticas.
3.3.5 Analise de cor

Quando as etiquetas inteligentes foram submetidas ao contato com as
solucGes de diferentes concentracdes de SO, foi detectada uma mudanca de cor
visual das etiquetas de um azul escuro, tendendo a preto para incolor. Foram
estudados os efeitos da temperatura, da concentracdo de iodo, e da concentragdo
de SO, nas alteragBes de cor das etiquetas ap6s 15 minutos de exposicdo as
soluces de SO,.

Os parametros de cor L*e h* foram determinados conforme descrito no
item 3.2.10.
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Ao se obter os valores L*, a* e b* de um padrdo e L*, a* e b* de uma
amostra, é possivel calcular uma diferenca total (dE*), dada pela equacéo 9.

Os valores de L*, a* e b* dos tratamentos obtidos na primeira etapa da
pesquisa, antes do contato com o SO, foram utilizados como padréo branco para
calculo do parametro dE*.

dE* = [(AL )2 + (Aa +) 2+ (Ab #)]1/2 (9)

3.3.6 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A analises de FTIR foi realizada somente para o tratamento FI2 testado a
4°C, conforme descrito no item 3.2.5, devido os melhores resultados obtidos nas

analises de cor.
3.3.7 Exposicao das etiquetas ao gas SO,

Foram realizados testes para avaliar a mudanca colorimétrica das
etiquetas expostas ao SO, para verificar a eficiéncia da etiqueta sem necessidade
de contato com solucdo ou produto contendo SO,. As etiquetas indicadoras
foram expostas em temperatura ambiente ao gas SO, em fracos de vidro
fechados, sendo as etiquetas fixadas na tampa dos mesmos, deixadas a uma
distdncia de 3cm acima da solugdo (FIGURA 7). As concentracdes de SO,
testadas foram de 40 a 200 ppm (intervalo de 20ppm), e tais solucdes foram
preparadas conforme descrito no item anterior 3.3.3. Verificou-se o tempo de

mudanga de cor das etiquetas.
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Figura 7 - Etiquetas fixadas nas tampas dos frascos, expostas & 3 cm das
solugdes de SO,

Etiqueta

3.3.8 Analises dos resultados

Os dados de cor (L*, h* e dE*) foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). As analises estatisticas foram realizadas no Software STATISTICA
8.0.

Os dados FTIR foram submetidos a analise descritiva.
3.4 Etapa 3

O experimento prosseguiu utilizando a formulagdo da etiqueta e

condigdo de temperatura que obteve melhores resultados na segunda etapa.
3.4.1 Delineamento experimental

Etiqueta indicadora foi colocada em contato com trés diferentes
concentragdes de SO, incorporadas previamente em camardo. Os teores de SO,
utilizados na execucdo do experimento foram de 100 ppm que é o limite
aceitavel da substancia pela legislacdo brasileira (BRASIL, 1976), sendo por

isso tido como referéncia, e as concentracbes 110 e 120 ppm, por serem
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concentragdes préximas e superiores ao valor maximo permitido de SO, em
crustaceos (TABELA 4). O experimento foi conduzido usando um delineamento

inteiramente casualizado com 3 repeticdes.

Tabela 4 - Etiqueta indicadora testada com trés concentracfes de SO, em
camardo a 4°C.

Tratamento SO; (ppm)
100
FI2 110
120

F12 = etiqueta inteligente com 0,02% (p/v) de I,
Fonte: Dados do autor (2016)

3.4.2 Determinacédo de SO, em alimentos

Para determinacgdo do teor de SO, existente nos produtos, procedeu-se a
realizacdo de titulacdo iodométrica, adotando-se a metodologia descrita pela
Empresa de Armazenamento Frigorifico — EMPAF (EMPAF, 2003).
Aproximadamente 50g das amostras foram trituradas com tesoura em uma placa
de Petri, sendo posteriormente transferidos para um erlenmeyer de 250 mL.
Foram adicionados 100 mL de agua destiladas as amostras e apds 10min de
descanso com homogeneizacdes alternadas, foram transferidos 10 mL da
solucdo para um erlenmeyer, onde foram adicionados 1,4 mL de &cido cloridrico
1 N e 1 mL de solugdo de amido a 1%. A titulacdo foi realizada com iodo e

bicarbonato N/63 até a viragem da solucéo para a coloragdo azul (FIGURA 8).
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Figura 8 - Titulagdo iodométrica.

A concentragdo de SO, em ppm, foi obtida atraves da equagéo 10:
Csp, = 50001/ P (10)

Onde: CSO2 - concentragdo de SO2 residual em ppm; V - volume em
mililitro gasto na titulagdo com solugao de bicarbonato e iodo N/63; P - peso em
gramas da amostra.

3.4.3 Adicdo de Na,S,0sem camaréo

Encontrou-se o teor de 110 ppm de SO, nas amostras de camardo, e a
partir desses resultados, adotou-se procedimento com o intuito de reduzir a

concentragdo de SO, presente nesse produto e assim possibilitar a aplicacdo de
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Na,S,0s de modo a se obter as concentracdes de SO, desejadas. Dessa forma, os
camarbes foram imersos em 4agua durante 20 minutos (FIGURA 9A) e
posteriormente submetidos a duas lavagens. Apés tal procedimento, encontrou-
se a concentracgdo de 80 ppm de SO, no produto através da titulacdo. Assim, este
valor foi descontado nos calculos para adicdo de Na,S,0s as amostras de
camarao.

O Na,S,0:s foi aplicado diretamente a porcbes de aproximadamente 50 g
de camar@o nas quantidades calculadas para cada concentracdo (100, 110 e 120
ppm de SO,) para assim obter concentracdo de SO, a partir de metabissulfito de
sodio. Para a obtencdo de camardo em pasta (FIGURA 9B), os camardes foram
trituradas com auxilio de uma faca e as amostras acondicionadas a 4 + 2 °C por
30 minutos.

Figura 9 - Procedimento para reduzir o teor de SO, presente no produto
adquirido (A); Pasta de camardo preparada para 0s testes com a
etiqueta indicadora (B).

3.4.4 Aplicacdo das etiquetas indicadoras de SO, em alimentos

As etiquetas indicadoras de SO, foram aplicadas na superficie dos

camardes e mantidas em contato com 0os mesmos por um tempo de 15 minutos
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(tempo de resposta determinado em pré-testes utilizado na segunda etapa da
pesquisa), sendo posteriormente analisadas visualmente.

Inicialmente as etiquetas foram testadas em camardes inteiros, mas sua
aplicacdo se estendeu também para camardes em pasta, e devido ao aspecto
visual apresentado pelos camarbes na forma de pasta, este foi o utilizado para
analisar a eficacia das etiquetas.

Os testes com as etiquetas foram realizados a partir dos melhores
resultados encontrados para a etiqueta indicadora, obtidos na etapa anterior que
definiram a formulacdo e a temperatura a ser testada com trés concentracoes
(100, 110 e 120 ppm) de SO, adicionadas as amostras de camardo. As etiquetas
indicadoras também foram analisadas em amostras controle de camardo (sem
adicao de NayS,0s).

Ap0s as analises de contato com o0 camardo em pasta, as etiquetas foram

submetidas a analises de cor e de transparéncia.
3.4.5 Analise de cor

As variacGes colorimétricas das etiquetas indicadoras foram mensuradas
através de analise de cor dos parametros L*, C*e h*, como descrito no item

3.2.10 e o parametro dE* foi obtido conforme descrito no item 3.3.5.
3.4.6 Transparéncia

A transparéncia (baixa opacidade) é de interesse em situacdes onde o
produto embalado precisa ser visto (GONTARD et al., 1994; CUQ et al., 1996).

Neste trabalho, a determinagdo da transparéncia é importante por indicar
a perda de coloracdo do filme, que € a resposta colorimétrica da etiqueta
inteligente desenvolvida.

A transparéncia dos filmes foi obtida usando um espectrofotémetro
GBC UV/VIS 918 (Shimadzu, Tokyo, Japdo) de acordo com o método D1746,
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(ASTM, 2003), através da medida da porcentagem de transmitancia (%T) a 600
nm.

A transparéncia (T600) foi calculada conforme equagao 11:

Teon = (Log %T)/& (11)

Onde 5 ¢ a espessura do filme (mm).
3.4.7 Analises dos resultados

As informacdes de cor (L*, C* h* e dE*) e transparéncia foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA), e as médias dos tratamentos foram
comparadas usando o teste de Tukey com 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram realizadas no Software STATISTICA 8.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Elaboracéo e Caracterizacdo das etiquetas inteligentes

As etiquetas de amido contendo iodo, independentemente das
concentracdes do indicador (l;), apresentaram bom aspecto, uniformidade,
flexibilidade e coloracdo azul fortemente escura, proximo ao preto, nado
apresentando diferenca perceptivel de cor entre as duas formulagdes produzidas
(FIGURA 10).

Figura 10 - Etiquetas inteligentes: (A) Com 0,02% (p/v) de I, e (B) Com 0,04%
(p/v) de |,

4.1.1 Espessura

A anélise de variancia (ANOVA) mostrou que a concentragdo de iodo
foi significativa (p<0,05) para a espessura, indicando que os contetdos de iodo
influenciaram em tal propriedade. A espessura das etiquetas foi maior quanto
mais elevado o teor de I, na solugdo filmogénica (TABELA 5). Este
comportamento ja era esperado, em virtude do aumento no teor de sélidos totais
presentes no filme devido a incorporacdo das quantidades de iodo na matriz

polimérica.
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Tabela 5 - Valores médios de espessura e solubilidade das etiquetas inteligentes
contendo diferentes concentracdes de iodo.

Tratamento Espessura(mm) Solubilidade(%)
FA 0,065+0,002° 9,258+0,005"
FI2 0,076+0,001" 0,127+0,007°
Fl4 0,093+0,002* 0,112+0,009%

FA — Filme de amido; FI2 — Etiqueta inteligente com 0,02% (p/v) de I,; FI4 — Etiqueta
inteligente com 0,04% (p/v) de I,

ab¢ Médias + desvio padrdo seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% (p<0,05).

4.1.2 Solubilidade

De acordo com a ANOVA ndo foi verificada influéncia das
concentracdes de iodo estudadas na solubilidade das etiquetas.

A solubilidade em agua de filmes biodegradaveis ¢ uma importante
propriedade tendo em vista que a alta afinidade com a &gua é caracteristica da
grande maioria dos filmes produzidos a partir de carboidratos e proteinas. Dessa
forma, em virtude de sua natureza hidrofilica, os filmes de amido, normalmente
apresentam baixa resisténcia a agua devido as interacBGes entre as hidroxilas
presentes na estrutura do amido e a dgua (VICENTINI, 2003).

Nesta pesquisa as etiquetas de amido incorporados com iodo
apresentaram aspecto gelatinoso, mas se mantiveram inteiros e aparentemente
integros, ap06s imersdo em agua destilada durante 24 horas e apresentaram baixos
valores de solubilidade (TABELA 5).

De acordo com Bertan (2003) a solubilidade dos filmes em &gua esta
estreitamente relacionada aos componentes da formulagdo, ou seja, com
hidrofilicidade/ hidrofobocidade e estrutura. Como a solubilidade é um
indicativo da hidrofilicidade do filme, pode-se sugerir que neste estudo, a
incorporacdo de iodo & matriz polimérica de amido pode ter influenciado na
solubilidade da etiqueta.

Por conta de sua baixa solubilidade em 4gua (GOTTARDI, 1991), pode-

se dizer que o iodo possui caracteristicas hidrofobicas e a adicdo dessa
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substancia a solugdo filmogénica pode ter tornado o material mais resistente a
agua, conferindo um carater hidrofébico as etiquetas inteligentes. A baixa
solubilidade em &gua pode ser um indicativo bastante interessante da maior
estabilidade desses materiais as diferentes condi¢cBes ambientais (DEBIAGI et
al., 2010).

Os resultados de solubilidade encontrados direcionam a aplicacdo dos
filmes elaborados para alimentos que necessitam de embalagens com menor
solubilidade. Dessa forma seu uso pode ser orientado para produtos que entram

em contato com agua ou apresentam elevada umidade.

4.1.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia FTIR foi aplicada para avaliar as intera¢fes quimicas
entre o amido e o iodo. Os espectros obtidos para os materiais estudados sdo
apresentados na figura 11.

O espectro do amido puro (AP) apresentou picos caracteristicos,
observados em 3294 cm™, correspondente a deformacdo em um grupamento
hidroxila, em 2925 cm™, atribuido ao estiramento da ligacdo C-H, em 1641 cm™,
associado a deformacéo angular do grupo O-H da 4gua, em 1242 cm™ referente
a deformacdo axial OH, em 1454 cm™ relacionada a vibracdes do grupamento
CH,. O pico principal em 1012 cm™ e a banda a 929 cm™ séo atribuidos ao
alongamento C-O (SERRERO et al., 2010). O pico em 1724 cm™ é atribuido &
vibracdo da ligacdo C=0 (HOFFMAN et al., 2007).

Ao incorporar iodo a matriz polimérica da etiqueta, a banda larga de
absorcdo a cerca de 3294 cm™ foi deslocada para um menor nimero de onda
(3288 cm™) indicando a diminuigéo de grupos OH livres, possivelmente devido

a ocorréncia de interagdo das moléculas de amido com as moléculas de iodo.
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A banda referente a vibracdo C=0 presente no espectro do amido puro,
foi ligeiramente deslocada no sentido do aumento do nimero de onda, de 1724
cm™ para 1726cm™ ap6s a incorporacao de iodo. Os elétrons do iodo repelem os
elétrons ndo ligantes do atomo de oxigénio, o que pode ter aumentado a
frequéncia de absor¢do (GANIE; ALI; MAZUMDAR, 2015).

Com o aumento da quantidade de iodo pode-se destacar a ocorréncia de
uma reducdo na intensidade nos picos referentes ao grupo carbonila nos
espectros FI2 e FI4 com o aumento da concentracdo de iodo, possivelmente
devido a um maior grau de reacdo entre o iodo e os grupos C=0 (AHMAD;
MAZUMDAR; KUMAR, 2013).

O pico a 1454 cm™, presente no espectro do amido puro ndo foi
identificado nos espectros FI2 e Fl4, sugerindo degradacdo das estruturas CHs.
Por outro lado, os espectros dessas amostras evidenciaram o surgimento de uma
nova banda a 1739 cm™, correspondente a vibragdo C=0 (YU et al., 2007),
indicando a formacdo de novos compostos carbonila. A ocorréncia dessa nova
banda pode ser provavelmente a oxidacdo dos radicais hidroxila do amido,
promovida pela adi¢do do I,. Esta oxidacgéo é caracterizada por uma mudanca de

cor visivel que varia do azul intenso ao preto (IZARIAS, 2009).
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Figura 11 - Espectros FTIR: AP, FI2 e Fl4.
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Os resultados obtidos a partir da analise FTIR sugerem a ocorréncia de
uma interacdo entre amido e iodo, assim como uma compatibilidade entre esses

compostos.
4.1.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A partir das curvas termogravimétricas verificou-se a ocorréncia de trés
estagios de perda de massa para o filme de amido (FA), enquanto que para as
amostras FI2 e Fl4 os perfis das curvas apresentaram quatro estagios.

A curva TGA mostra que para FA (FIGURA 12), a perda de massa no
primeiro estagio ao longo do intervalo de temperatura de 33 a 160 °C foi de
aproximadamente 9,5%. Esta primeira perda € atribuida & evaporacgao da 4gua. O
segundo estagio ocorreu entre 265 e 453°C apresentando cerca de 69% de perda

de massa e esta relacionado a degradagdo térmica do amido. E o Gltimo estagio
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do filme de amido corresponde a carbonizagdo, apresentando uma porcentagem

de residuos em torno de 15, 4%.

Figura 12 - Curvas de TG e DTG para FA.
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Para as amostras FI2 (FIGURA 13), o primeiro estagio corresponde a
perda de 4gua do material, com cerca de 13% com inicio proximo a 28 °C e
término a 180 °C. O segundo estagio foi caracterizado por uma pequena perda
de massa em torno de 3% no intervalo de temperatura de 210 a 235°C, que
provavelmente se deve a sublimagdo das moléculas de iodo que foram pouco
absorvidas pela matriz (AHMAD; MAZUMDAR; KUMAR, 2013). O terceiro
estagio teve inicio em 235°C e encerrou a 464°C com perda de massa préxima a
56,1% Esta etapa das etiquetas inteligentes, pode ser atribuida & degradagéo
térmica do polimero e a destruicdo da interacdo entre o iodo e o grupo C=0
(CHEN et al., 2016). O quarto estagio se refere a carbonizacdo da amostra e a

porcentagem de residuos foi cerca de 20, 3%.
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Figura 13 - Curvas de TG e DTG para FI2.
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Para o tratamento FI4 (FIGURA 14) o primeiro estagio ocorreu no
intervalo de temperatura de 31 — 226 °C e esta relacionada a perda de massa por
evaporacdo da dgua e compostos volateis. O segundo estagio dessas amostras,
assim como para FI2, apresentou perda de massa pequena aproximadamente de
4% entre 200 a 240°C, provavelmente também por conta da ndo absorcdo de
algumas moléculas de iodo pelo material polimérico, causando a sublimacéo das
mesmas. O terceiro estagio ocorreu no intervalo de temperatura de 225 - 460°C e
apresentou perda de peso em torno de 44,5%. A reducdo da temperatura de
inicio de decomposicdo de FI4 em relacdo aos outros tratamentos deve-se
possivelmente a sublimacdo do iodo aprisionado na matriz polimérica
(AHMAD; MAZUMDAR; KUMAR, 2013). O quarto estagio das amostras Fl4
corresponde a carbonizagdo das mesmas e a porcentagem de residuos foi em
torno de 34,82%.
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O aumento na massa residual pode estar relacionada a incorporacéo de
iodo a matriz polimérica e a quantidade desta substancia, visto que o teor de

residuos foi maior para a etiqueta inteligente com maior contetido de iodo.

Figura 14 - Curvas de TG e DTG para Fl4.
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Foi possivel identificar que a temperatura de degradacdo maxima das
amostras diminuiu com o0 aumento da quantidade de iodo incorporado. A
formulacdo FI2 se mostrou termicamente mais estavel em relacdo a Fl4. Tal
resultado é coerente com os estudos de Chen et al. (2016) que estudaram um
copolimero enxertado com iodo e encontraram que a estabilidade térmica do
produto diminuiu com o aumento do teor de iodo.

Desse modo, pode-se concluir que a incorporagdo de iodo na matriz de
amido modificou o comportamento térmico das etiquetas, reduzindo a

estabilidade térmica do material.
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4.1.5 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas DSC sdo apresentadas na figura 15. Comparando-se as
amostras analisadas, observou-se que a incorporacdo de iodo, assim como o
aumento de sua concentragcdo a matriz polimérica, ocasionou um aumento da
temperatura de transicdo vitrea, sugerindo que apés a inclusao de iodo o material

se tornou mais cristalino, logo com uma menor maleabilidade (TABELA 6).

Tabela 6 - Temperatura de transi¢do vitrea.

Etiquetas Tg (°C)
FA -4,99
FI2 -0,93
Fl4 1,39

A Tg é o valor maximo da faixa de temperatura que, ao longo do
aquecimento de um material polimérico proporciona a mobilidade das cadeias da
fase amorfa do material. Abaixo da Tg, a energia interna do polimero é
insuficiente para possibilitar o deslocamento de uma cadeia em relacdo a outra
por mudancas conformacionais. Dessa maneira, ele encontra-se no estado vitreo,
apresentando um comportamento duro, rigido e quebradico. Acima da Tg as
cadeias poliméricas adquirem liberdade rotacional e movimentos difusionais,
estando o polimero no estado elastomérico (CANEVAROLO, 2002).

Com a incorporacdo de iodo ocorre aumento do peso molecular da
cadeia. O peso molecular da amostra é um fator que pode alterar a Tg
(FRENCH, 1984), pois limita os movimentos rotacionais dos segmentos das
cadeias, aumentando assim a cristalinidade. O maior valor de Tg para as
etiquetas com maior concentracdo de iodo, pode ser devido a este fator, ja que a

Tg aumenta com o aumento da massa molecular da estrutura polimérica.
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Portanto, a incorporacdo de iodo a matriz de amido, alterou as
propriedades térmicas da etiqueta, e os baixos valores de Tg obtidos indicam

estabilidade a frio das etiquetas inteligentes.

Figura 15 - Curvas DSC para FA, FI2 e Fl4.
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4.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O aspecto da seccdo transversal aparentemente ndo mostrou grandes
diferencas entre os tratamentos (FIGURA 16). Os filmes de amido com e sem a
adicdo de iodo apresentaram homogeneidade, indicando que houve
compatibilidade entre os componentes.



Figura 16 - Fotomicrografias da seccéo transversal: A) FA; B) FI2 e C) Fl4.
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4.1.7 Espectroscopia por Disperséo de Energia de Raios-X (EDS)

Um mapeamento quimico das etiquetas inteligentes foi realizado,
analisando especialmente a distribuicdo do iodo na matriz de amido. Na figura
17 pode-se observar os mapas resultantes da analise EDS, os quais mostram as
principais substancias constituintes das etiquetas. Os elementos carbono (C) e
oxigénio (O), representados nas imagens respectivamente por pontos rosa e
verde, estdo presentes em maiores quantidades, isso ocorre devido o amido,
matriz polimérica dos filmes, ser constituido basicamente por tais componentes.

Com relacdo ao iodo, foi possivel notar que o FI4 apresentou maior
intensidade de pontos, confirmando a maior concentragdo desse composto
presente nesse tratamento em relacdo a FI2.

De maneira geral a distribuicdo do iodo na matriz (pontos rosa) ocorreu
de forma homogénea em ambas as formulacdes. A distribuicdo uniforme do
indicador na matriz polimérica é importante para proporcionar uma resposta
colorimétrica de mesma intensidade em qualquer regido da etiqueta. Nesse
sentido, pode-se dizer que o processo de elaboracdo da etiqueta inteligente foi
satisfatorio por conseguir promover boa homogeneidade entre os materiais, 0

gue pode ser observado também nas imagens obtidas por MEV.
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Figura 17 - Imagens EDS das etiquetas inteligentes: (A) FI2 e (B) Fl4.
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4.1.8 Analise de cor

De acordo com a andlise estatistica ANOVA, a concentragdo de iodo
ndo influenciou significativamente (p<0,05) os valores de L*, a*, b* e C*, ja
para o parametro h* foi significativa (TABELA 7), entretanto os valores de h*
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encontrados para os dois tratamentos fazem parte do intervalo (200 a 295°) que
representa a predominancia da cor azul no sélido de cor (RAMOS; GOMIDE,
2007).

Tabela 7 - Parametros de cor das etiquetas inteligentes.
Tratamento L* a* b* Cc* h*
FI2 20,24+0,97° -0,04+0,04° -0,36+0,22° 0,36+0,22° 263,04+2,89°

Fl14 17,56+1,63" -0,14+0,09° -0,50+0,27° 0,52+0,29°  255,07+3,41°

P Médias + desvio padrdo sequidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% (p<0,05).

4.2 Exposicdo das etiquetas inteligentes ao gas SO,

Neste ensaio foi possivel constatar que o tempo de resposta
colorimétrica das etiquetas foi longo, pois a etiqueta submetida a 100 ppm de
SO, usada como referéncia para essa resposta, apresentou mudanca perceptivel
de cor, ap6s 15h de exposicao.

Indicadores com tempos de resposta colorimétrica muito extenso ndo
sdo de interesse para aplicacdo, por conta disso, o contato da etiqueta indicadora
com o produto se torna mais eficiente com relacéo a agilidade de informacédo ao

consumidor, através da mudanca de cor da etiqueta.

4.2.1 Analise de cor das etiquetas inteligentes ap0s exposicao as solucdes de
SO,

De acordo com a ANOVA todas as varidveis estudadas apresentaram
efeito significativo (p<0,05) para L*, a concentracdo de iodo apresentou efeito
negativo, enquanto a temperatura e a concentracdo de SO, apresentaram efeito
positivo. Ou seja, 0 aumento na concentracdo de iodo resultou em decréscimo

nos valores de L*, enquanto que uma elevacdo de temperatura ou um aumento



77

da concentracdo de SO, promoveram valores mais altos de L*, indicando que a
etiqueta € mais clara na menor concentracdo de iodo, maior temperatura e em

concentragdes mais elevadas de SO, (FIGURA 18).

Figura 18 - Efeitos principais dos fatores temperatura, concentracdo de iodo e
concentracdo de SO,sobre L*
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Com relacdo ao parametro h* a ANOVA mostrou que somente 0s
efeitos da temperatura e da concentragdo de SO, foram significativos (p<0,05).
A tonalidade das etiquetas antes do contato com as solugdes de SO, diz respeito
a cor azul no sélido de cor, e 0 aumento da temperatura e aumento da

concentragdo de SO, promoveu diminui¢do dessa tonalidade (FIGURA 19).
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Figura 19 - Efeitos principais dos fatores temperatura, concentracdo de iodo e
concentracdo de SO, sobre h*
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A ANOVA indicou que apenas os efeitos da temperatura e a
concentracdo de SO, foram significativos para dE*, alterando esse parametro de
forma positiva. Verificou-se que a diferenca de cor aumentou conforme o
aumento da temperatura e do teor de SO,, enquanto que a concentracdo de iodo
ndo apresentou influencia significativa (p<0,05) para este parametro (FIGURA
20).



79

Figura 20 - Efeitos principais dos fatores temperatura, concentracdo de iodo e
concentracdo de SO, sobre dE*
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Em geral os valores de dE* dos tratamentos FI2 e Fl4 apds contato as
solucdes de a 4 °C foram maiores com o aumento das concentracdes de SO,.

Pode-se destacar que na temperatura de 4 °C, as amostras de FI2
apresentaram valores maiores que 5 a partir do contato com concentracfes de
120 ppm de SO, enquanto concentra¢cBes acima de 160 ppm promoveram
valores de dE* superiores a 12 e induziram descoloracdo total da etiqueta
(FIGURA 21) (TABELA 8). E de conhecimento que valores de dE* acima de 5
podem ser facilmente identificadas pelo olho humano e valores maiores que 12
implicam em diferencas absolutas de cor (FRANCIS, 1983, RAMOS;
GOMIDE, 2007).

Para as concentragdes abaixo de 120 ppm as diferencas de cor foram

inferiores ao limite de percep¢do do olho humano (dE* < 5), possuindo,
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portanto, semelhanga em suas cores iniciais, indicando que as concentragdes
iguais ou abaixo de 100 ppm ndo promovem mudanca de cor facilmente visiveis
a olho nu (RAMOS; GOMIDE, 2007). Tal resultado é interessante para este
estudo, uma vez que é desejavel a facil percepcdo da mudanca colorimétrica a
partir de 100 ppm de SO, que é o limite permitido pela legislacdo (BRASIL,
1976).

Figura 21 - Etiquetas FI2 ap6s contato com solugdes de SO, a 4°C.

Legenda: 0: FI2 em contato com 0 ppm de SO,; 1:FI2 em contato com 40 ppm de SO,;
2: FI2 em contato com 60 ppm de SO,; 3: FI2 em contato com 80 ppm de SO,; 4: FI2
em contato com 100 ppm de SO,; 5: FI2 em contato com 120 ppm de SO,; 6: FI2 em
contato com 140 ppm de SO,; 7: FI2 em contato com 160 ppm de SO,; 8: FI2 em
contato com 180 ppm de SO,; 9: FI2 em contato com 200 ppm de SO,

Para as amostras Fl4 a 4°C também foram registrados dE* acima de 5,
porém a distingdo entre as amostras a diferentes concentragcbes ndo foi
facilmente percebida (FIGURA 22).

Apos o contato com diferentes contetdos de SO, a -18°C, com relagédo a
F12 observou-se que apenas a amostra em contato com 200 ppm de SO, revelou
valores de dE* maiores que 5, enquanto que as demais concentracfes

promoveram resultados irregulares, ndo apresentando uma tendéncia de
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crescimento ou reducdo dos valores, conforme os teores de sulfito, sugerindo
qgue condicbes de temperaturas muitos baixas causam instabilidade nas
alteracbes de cor, possivelmente por tornar as reacGes mais lentas. Para o
tratamento FI4 nas concentracGes estudadas de SO, os valores obtidos de dE*
mostraram uma tendéncia crescente, de acordo com concentracdes de SO, ,
porém ainda foram menores que o0s apresentados na temperatura de 4°C
(TABELA 9).

Dessa forma, observou-se que as maiores diferencas de cor das etiquetas
foram obtidas quando estudadas a 4°C, visto que a temperatura de -18°C
diminuiu a velocidade das alteracdes de cor, inviabilizando, portanto, a ativacao
desse sistema em condicBes de temperaturas extremamente baixas. Sugere-se,
portanto, que quando destinada a produtos congelados a etiquetas seja ativada
apos o descongelamento dos mesmos.

Notou-se também que concentracbes mais elevadas de SO, induziram
maiores alteracdo de cor das etiquetas.

Os parametros de cor indicaram melhores resultados para a formulagéo
FI2 a 4°C e em niveis de SO, superiores a 100 ppm. Dessa forma, buscando
comprovar a eficiéncia da etiqueta, essas condicdes foram utilizadas nos testes
em alimentos, sendo que as concentracdo de SO, escolhidas para a aplicacdo
foram 100, 110 e 120 ppm, para se investigar a distin¢do entre as etiquetas
através de alteracOes colorimétricas, utilizando a concentracdo de 100 ppm como
referéncia, pois se refere ao limite maximo permitido de SO, residual em

crustaceos pela legislagdo (BRASIL, 1976).
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Figura 22 - Etiquetas FI4 ap6s contato com solugdes de SO, a 4°C.

Legenda: 0: FI4 em contato com 0 ppm de SO,; 1:FI4 em contato com 40 ppm de SO;
2: F14 em contato com 60 ppm de SO,; 3: FI4 em contato com 80 ppm de SO,; 4: Fl4
em contato com 100 ppm de SO,; 5: FI4 em contato com 120 ppm de SO,; 6: FI4 em
contato com 140 ppm de SO,; 7: FlI4 em contato com 160 ppm de SO,; 8: FI4 em
contato com 180 ppm de SO,; 9: FI4 em contato com 200 ppm de SO,



Tabela 8 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros de cor das etiquetas inteligentes ap6s contato com solucdes de

SO,a4°C.
Tratamento SO, L* h* dE*
(ppm)

0 21,01+1,21 258,14+8,59 0,81+0,26

40 19,63+0,68 258,70£18,20 1,14+0,83

60 22,71+1,09 285,56+15,89 2,49+0,11

80 22,82+0,42 276,10+£18,20 2,59+1,16

=) 100 22,95+0,21 281,49+6,40 2,73£1,08
120 25,41+0,15 285,23+1,73 5,38+0,84

140 25,74+0,43 287,81+3,06 5,66+1,28

160 32,79+0,29 280,70+2,01 12,56+1,24

180 32,85+0,55 289,33+1,48 12,61+1,51

200 33,9740,03 292,59+3,72 13,74+0,94

0 18,32+1,41 274,51+8,78 0,81+0,70

40 21,5740,13 259,58+10,89 4,02+1,74

60 22,68+0,25 256,21+7,27 5,13+1,87

80 22,31+0,23 262,56x2,71 4,75+1,86

Fl4 100 24,29+0,21 258,92+5,69 6,73+1,58
120 24,88+0,05 268,34+4,04 7,33+1,68

140 24,71+0,31 287,90£60,40 7,18+1,87

160 24,58+0,37 273,30+1,68 7,03+1,56

180 25,02+0,01 275,78+13,01 7,47+1,64

200 25,73+0,46 270,23+4,16 8,18+1,44

€8



Tabela 9 - Valores médios e desvio-padrdo dos parametros de cor das etiquetas inteligentes ap6s contato com solugdes de

SO, a-18 °C.
Tratamento SO, L* h* dE*
(ppm)

0 22,96+0,02 251,51+5,68 2,73+0,99

40 22,77+0,04 262,62+2,62 2,53+0,93

60 24,4140,10 256,34+5,81 4,17+0,87

80 22,62+0,02 258,09+13,44 2,39+1,00

EI2 100 22,92+0,01 263,86+5,69 2,68+0,96
120 23,38+0,48 262,29+3,17 3,15+1,18

140 21,46+0,03 257,34+3,02 1,31+0,85

160 24,05+0,80 273,94+3,80 3,82+1,76

180 24,00+0,01 287,12+3,60 3,76+0,96

200 28,95+0,11 269,38+1,60 8,71+1,05

0 18,27+0,16 268,40+8,00 0,73+1,51

40 20,69+0,01 277,73+5,01 3,14+1,67

60 21,45+0,01 259,91+7,14 3,89+1,63

80 22,60+0,07 269,91+2 62 5,04+1,69

Fl4 100 22,63+0,09 276,32+10,92 5,08+1,60
120 23,47+0,45 261,82+6,66 5,92+1,35

140 23,18+0,03 266,30+3,41 5,62+1,62

160 25,51+0,03 271,13+4,24 5,96+1,66

180 23,01+0,31 276,75+7,29 5,46+1,95

200 24,04+0,06 286,96+8,54 6,76+1,60
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4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier
(FTIR) das etiquetas inteligentes apds exposicao as solucbes de SO,

Os espectros de FTIR foram registrados a fim de investigar possiveis
interaces quimicas entre os constituintes da etiqueta indicadora e 0 SO,. A
analise foi realizada somente para o tratamento FI2 a 4° C (FIGURA 23), devido
os melhores resultados obtidos nas analises de cor.

Observou-se a auséncia da banda a 1739cm™, correspondente a vibragdo
C=0 (YU et al., 2007) nos espectros das etiquetas expostas a concentracoes
iguais e superiores a 60 ppm de SO, Esta banda se destacou por seu
aparecimento nos espectros das etiquetas incorporadas com iodo, indicando a
presenca de interacdo entre este composto e 0 amido. Ainda nesses espectros
observou-se que a banda 1726 cm™ foi deslocada para uma frequéncia menor de
absorcdo (1716 cm™), devido & ocorréncia de ligacdes intermoleculares entre os
compostos. Esse comportamento pode significar que possivelmente o SO, reagiu
com a estrutura quimica da etiqueta inteligente, consumindo o iodo e levando a
perda da coloracdo produzida pelo complexo iodo-amilose.

No espectro de FI2-1 a banda 1739cm™ ainda permaneceu, o que nesse
caso pode sugerir uma interacdo quimica mais fraca entre as moléculas de SO, e
as moléculas dos compostos dessa amostra.

O contato com SO, também ocasionou o aparecimento de uma nova
banda de baixa intensidade nas amostras, com exce¢do da FI2-1 na regido
proxima a 607 a 667cm™, podendo ser atribuida ao estiramento C-S, que
normalmente ocorre no intervalo de 600-700cm® (KHARASH, 1961;
SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1991).

Os dados desta analise revelam que o contato com SO, promoveu

modificagdes na estrutura quimica da etiqueta inteligente, indicando presenga de
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interacdo entre 0 mesmo e 0s constituintes da etiqueta e apresentando coeréncia

com os resultados das analises de cor.

Figura 23 - Espectros FTIR das etiquetas inteligentes em contato com diferentes
concentracgdes de SO,
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Legenda: FI2-0: 0 ppm; FI2-1:40 ppm; FI2-2: 60 ppm; FI2-3: 80 ppm; FI2-4: 100 ppm;
FI12-5: 120 ppm; FI2-6: 140 ppm; FI2-7: 160 ppm FI2-8: 180 ppm; FI12-9: 200 ppm
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4.3 Aplicagao das etiquetas indicadoras de SO, em camarao

E relevante destacar que no rétulo do produto foi informado que o
mesmo foi tratado com metabissulfito de sodio, e os resultados da titulacdo
confirmaram a presenga de SO, no camardo adquirido. Porém a concentragdo
encontrada foi de 110 ppm, valor que ultrapassa o limite maximo regulamentado
pela legislacdo brasileira (BRASIL, 1976). Tal fato indica que existem produtos
comercializados no mercado com teor de SO, residual acima do nivel
estabelecido como seguro para consumo pela legislagdo (100 ppm), pois acima
deste, 0 alimento pode causar prejuizos a satde do consumidor.

O teor de SO, nas amostras foi determinado por titulacdo iodométrica e
os resultados confirmaram que as amostras preparadas possuiam 100, 110 e 120
ppm de SO,, assim como era esperado. No entanto, apesar da diferenca de cor
entre as etigquetas em contato com as trés concentraces de SO,, ndo foi possivel
estabelecer contato do produto, com toda a area da etiqueta, o que pode ser
explicado em virtude dos corpos dos camardes possuirem formatos e alturas
desiguais, dificultando o contato uniforme entre etiqueta e produto. Por conta
disso, decidiu-se utilizar o camardo na forma de pasta, com a intencdo de
promover uma maior area superficial de contato entre a etiqueta indicadora e o

alimento.
4.3.1 Analise de cor

A ANOVA mostrou que a concentracdo de dioxido de enxofre foi
significativa (p<0,05) para os parametros L*, C* e dE*.

Observou-se que o valor de L* aumentou conforme o aumento da
concentragdo de SO, ou seja, a etiqueta se mostrou mais clara na maior
concentragdo de SO, (120 ppm).

A partir dos resultados do pardmetro C*, verificaram-se diferencas

significativas entre as amostras. O menor valor foi detectado na etiqueta exposta
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a maior concentracdo de SO,. A mesma se apresenta menos saturada, ou seja,
possui uma coloragcdo menos intensa que as demais que sdo estatisticamente
iguais (p<0,05).

Os dados do parametro h* revelaram que ndo houve diferencas
significativas entre as amostras em funcdo da concentracdo de SO,, indicando
gue nesse caso a tonalidade das amostras foi semelhante. Os valores obtidos
indicam perda da coloracéo inicial da etiqueta.

A partir dos resultados do parametro dE*, verificou-se que a diferenca
de cor foi maior quando a concentracdo de SO, também foi maior. A amostra
exposta a 100 ppm apresentou menor dE* seguido, em forma crescente, pela
etiqueta exposta a110 ppm e a 120 ppm de SO, (TABELA 10). Além disso, os
valores encontrados para esses dois Gltimos tratamentos foram superiores a 5,
podendo ser facilmente detectado pelo olho humano (RAMOS E GOMIDE,
2007) (FIGURA 24).

Figura 24 - Etiquetas inteligentes ap6s contato com camardo contendo: (A) 100
ppm; (B) 110 ppm e (C) 120 ppm de SO,

) ®)

A determinacdo do pardmetro dE* é importante para se obter os niveis
de alteracdo de cor de uma amostra relacionada ao padrdo de referéncia. No
estudo de uma embalagem indicadora, seu registro tem grande importancia na

avaliacdo da eficiéncia indicadora por proporcionar resultados relevantes de



89

mudanga de cor ap0s a amostra ser exposta a0 composto que se pretende
detectar.

Tabela 10 - Pardmetros de cor e tranparéncia das etiquetas inteligentes aplicadas

a camarao.
SO, (ppm)
Tratamento 100 110 120

L 23,60£0,18°  28,82+0,29° 32,71+0,19%
FI2 h* 38,4845,08°  40,83+3,10° 30,77+8,61°
dE* 3,58+1,13° 8,68+0,78" 12,49+0,88"
Transparénc  14,50+0,42° 20,30%0,56" 24,03+0,41°

Ia

ab¢ Médias + desvio padrdo seguidas de letras diferentes na mesma linha apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% (p<0,05).

4.3.2 Transparéncia

Segundo a ANOVA, a concentracdo de SO, alterou significativamente
(p<0,05) a transparéncia das amostras. Os valores de transparéncia se mostraram
crescentes de acordo com o aumento do teor de SO, Este mesmo
comportamento foi observado para luminosidade e diferenca total de cor.

A transparéncia é a quantidade de luz incidente que atravessa a amostra
(MCGUIRE, 1992). Os filmes comerciais de PEBD que sdo considerados
transparentes apresentam valores de 15 a 20 log (%T)/mm (HAN; FLOROS,
1997). Ainda que o sistema proposto nesse estudo ndo se destine a embalar o
produto completamente e sim a aplicacdo em forma de uma etiqueta, é valido
considerar esses valores como pardmetro para indicar uma boa transparéncia das
amostras ap6s contato com SO,. Assim, os valores obtidos pelas etiquetas em
contato com o camardo incorporado com SO, nas concentracfes de 110 e 120
ppm possuem boa transparéncia, favoraveis para indicar a descoloracdo das
etiquetas inteligentes (TABELA 10).
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Esses resultados sdo coerentes com os obtidos pela analise de cor,
confirmando a eficiéncia indicadora das etiquetas.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os dados adquiridos na primeira etapa desse estudo:

A incorporacdo de iodo a matriz polimérica de amido aumentou a
espessura, reduziu a solubilidade em agua, modificou sua estrutura quimica,
reduziu a estabilidade térmica, e aumentou a Tg .

As imagens de MEV e EDS indicaram miscibilidade e distribuicdo
homogénea do iodo na matriz polimérica.

Apenas o parametro de cor h* variou estatisticamente para as diferentes
concentracdes de iodo.

Na segunda etapa os resultados apontaram que:

A eficiéncia indicadora da etiqueta é mais pronunciada utilizando a
formulag&o com menor teor de iodo, a 4°C.

A analise FTIR mostrou a ocorréncia de alteracBes quimicas na estrutura
da etiqueta, o que pode explicar a descoloracdo da mesma.

Na terceira etapa, a aplicacdo das etiquetas em camardo mostrou que:

A etiqueta indicadora foi capaz de distinguir as concentracdes através da
mudanca de cor por contato com o produto depois de 15 minutos e pode-se
afirmar que o objetivo de desenvolvimento de uma etiqueta indicadora da
concentracdo de SO, em crustaceos foi alcancado. No caso do produto
congelado, a ativagdo da etiqueta deve ser apds o processo de descongelamento
do produto.

A etiqueta desenvolvida pode também ter aplicacdo para a industria de
pescados, como etiqueta indicadora para diagnosticar a concentragdo de SO, nos
crustaceos, durante a inspecdo desses produtos pelo departamento de controle de
qualidade da industria.

O sistema inteligente proposto nessa pesquisa apresenta importantes

vantagens:
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a) Simplicidade de interpretacdo, ou seja, uma simples explicacdo de
que a mudanca na coloracdo de azul escuro/preto para incolor em
um tempo de 15 minutos indica a presenga e concentracdo superior
a 100 ppm de SO..

b) Facil producao

c) Baixo custo

d) Seguranca para o consumidor

Portanto, pode-se concluir que a etiqueta proposta mostrou-se ser

adequada para indicar a concentracdo de SO, em crustaceos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar a solugéo filmogénica indicadora como revestimento em papel
cartdo.

Testar o potencial indicador de SO, incorporados com iodo em outros
alimentos que fazem uso de sulfitos pra sua conservacao.

Estudar intervalos mais préximos a 100 ppm de SO..

Realizar um estudo sobre a vida util da etiqueta indicadora.

Realizar analise sensorial dos filmes com potencial indicador de SO.,.

Realizar estudo de migracao nas etiquetas indicadoras.
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