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RESUMO

A cadeia de frio além de manter a qualidade do produto, prolonga o seu periodo de
comercializacdo, mas se faz necessario a verificacdo do seu correto uso, pois abusos de
temperatura permitem que ocorra a proliferacdo de micro-organismos por muitas vezes
patogénicos, causando prejuizos na saide do consumidor. Tendo em vista as possiveis variacoes
de temperaturas de expositores de alimentos refrigerados, o objetivo desta pesquisa foi
desenvolver um indicador enzimatico de tempo-temperatura e correlacionar o crescimento
bacteriano com a alteracéo de cor do sistema sob abuso de temperatura. O sistema enzimatico
foi desenvolvido avaliando-se variac@es de pH e cor na hidrolise de tributirina em diferentes
concentracOes de enzima lipase Cal-B, em presenca de indicador colorimétrico de pH (azul de
bromotimol, vermelho de metila e vermelho neutro). O crescimento bacteriano foi avaliado com
Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus em filé de peito de frango, incubadas a 5, 20
e 25 °C por 12 horas. Apos, foram realizados testes com diferentes concentraces de enzima
até a obtencdo da concentracdo de enzima ideal, a qual foi de 0,01 pL/L. Identificou-se as
alteracdes visuais de cor das amostras quando expostas a diferentes condi¢cfes de temperaturas,
sendo possivel correlacionar os valores obtidos da escala Cielab, para todos os parametros,
principalmente AE* ao longo do tempo reacional. Para fins de aplicabilidade do sistema
reacional, foi desenvolvido o sistema enzimatico colorimétrico, o qual foi obtido mantendo os
compostos em duas solugdes separadas (tampéo/enzima/agua) + (substrato/indicador), sendo a
conservacao realizada, antes da mistura das solucdes, tanto em temperatura controlada (5 °C)
como temperatura em ambiente (25 °C). Correlacionando os resultados das anélises
microbioldgicas com os resultados de alteracdo de cor do sensor € possivel fazer uso do mesmo

como um instrumento que visa a garantia da seguranca alimentar.

Palavras-chave: Refrigeracdo. Micro-organismos. Abuso de temperatura. Conservagdo de

alimentos. Frango.



ABSTRACT

The cold chain, besides maintaining the quality of the product, prolongs its period of
commercialization, but it is necessary to verify its correct use, because abuses of temperature
allow the occurrence of the proliferation of microorganisms that are often pathogenic, causing
damages consumer health. The objective of this research was to develop an enzymatic indicator
of temperature time and to correlate bacterial growth with the color change of the system under
temperature abuse. The enzymatic system was developed by evaluating pH and color variations
in the hydrolysis of tributyrin in different concentrations of lipase enzyme Cal-B, in the
presence of a colorimetric pH indicator (bromothymol blue, methyl red and neutral red).
Bacterial growth was evaluated with Salmonella choleraesuis and Staphylococcus aureus in
chicken breast, incubated at 5, 20 and 25 °C for 12 hours. After, were performing tests with
different concentrations of enzyme until obtaining the concentration of ideal enzyme, which
was 0.01 pL/L. It was identified the visual changes of color of the samples when exposed to
different temperature conditions, being possible to correlate the values obtained of the Cielab
scale, for all parameters, mainly AE * over the reaction time. For the purpose of applicability
of the reaction system, the colorimetric enzymatic system was developed, which was obtained
by keeping the compounds in two separate solutions (buffer / enzyme / water) + (substrate /
indicator), both at controlled temperature (5 °C) and room temperature (25 °C). Correlating the
results of the microbiological analyzes with the results of alteration of color of the sensor it is

possible to make use of it as an instrument aimed at guaranteeing food safety.

Keywords: Refrigeration. Microorganisms. Temperature Abuse. Food preservation. Chicken.
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1. INTRODUCAO

O consumidor esta cada vez mais exigente, e ter seguranca alimentar ndo é mais questao
de luxo e sim uma necessidade basica. As datas de validades impressas nos produtos devem
garantir que o mesmo esteja em condi¢Bes adequadas de consumo até o limite apresentado,
porém essa garantia por vezes ndo é totalmente confidvel, devido as inimeras variaveis as quais
0s produtos estdo expostos até chegarem ao consumidor final, ficando assim o consumidor a
mercé das informacGes existentes nos rotulos dos produtos.

Durante 0 armazenamento de alimentos, varias mudangas estdo ocorrendo, as quais
afetam negativamente sua qualidade, resultando em rejeicdo sensorial dos consumidores. As
alteracdes dos produtos refrigerados sdo causadas principalmente por crescimento microbiano.
A temperatura constitui 0 parametro ambiental mais critico, que influencia nessas alteracdes
(MAN, 2016).

Em fungdo da temperatura ser considerada o principal fator que afeta a qualidade e
seguranca de produtos alimenticios pereciveis (AUNG & CHANG, 2014; KREYENSCHMIDT
et al., 2010; JEDERMANN et al., 2009; SMOLANDER et al., 2004), novos sistemas de
embalagens, denominados Indicadores de Tempo e Temperatura (ITT), estdo sendo propostos
para atuar como ‘“mensageiros inteligentes” proporcionando maiores informagdes aos
consumidores, e assim, assegurando a qualidade do produto durante toda sua vida util
(ROBERTSON, 2013; PAVELKOVA, 2012).

O principio de funcionamento de um ITT baseia-se em uma mudanca irreversivel que
pode ser mecanica, quimica, eletroquimica, enzimatica ou microbiol6gica, normalmente
expressa como uma resposta visivel (MAI et al., 2011). A taxa desta mudanca € dependente do
tempo e da temperatura, deste modo, a resposta da uma indicacdo cumulativa das condicdes de
armazenamento as quais o rétulo foi exposto (KREYENSCHMIDT et al., 2010).

A conservacao de alimentos sob condicGes de refrigeracdo (normalmente entre 0-4 °C)
obriga a existéncia de uma cadeia de frio que acompanha o produto desde a sua origem até o
consumidor final (HUI, 2006; LIKAR & JEVSNIK, 2006; JAMES, 1996). A temperatura é um
fator critico na producdo de alimentos e nos sistemas de distribuicdo que devem ser
rigorosamente controlados. Ha alguns estagios fundamentais envolvidos na cadeia do frio:
armazenamento em camaras refrigeradas na industria, transporte, centros de distribuicéo e
pontos de vendas. (MARTINO, 2018).
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O regime de temperatura deve ser definido em funcéo da natureza dos produtos e do
tempo de armazenamento pretendido, devendo permanecer 0 mais constante possivel (HUI,
2006). A cadeia de frio apresenta alguns elos mais fracos, como por exemplo o tempo de
carregamento e descarga na etapa de transporte, que ocorre entre as diferentes fases: na saida
da industria ou durante o armazenamento, nos centros de distribuicdo e nos pontos de venda.
(MARTINO, 2018). O controle da temperatura durante o armazenamento, transporte e
distribuicdo de produtos muitas vezes é falho, apresentando condicdes diferentes das
recomendadas pelo fabricante (NYCHAS et al., 2008). Além disso, a temperatura dos
refrigeradores domeésticos e lojas de varejo, considerados os pontos criticos da cadeia de
abastecimento, frequentemente apresentam valores que podem chegar até 25 °C (ZHANG et
al., 2012; LIMBO etal., 2010; CARDENAS et al., 2008; NYCHAS et al., 2008; JAMES, 1996).

Neste contexto, enquadra-se a pesquisa deste trabalho, a qual visa desenvolver um novo
sistema enzimatico colorimétrico de tempo e temperatura, avaliando a exposicao de produtos
carneos refrigerados submetidos ao abuso de temperatura, tendo em vista a seguranca alimentar
em funcdo da negligéncia de alguns estabelecimentos quanto a falta de controle das

temperaturas de expositores de alimentos refrigerados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema enzimatico colorimétrico que indique abusos de temperaturas

sofridas por produtos carneos resfriados durante sua distribuicdo e armazenamento.

2.2 Objetivos Especificos

v
v

Desenvolver um indicador enzimatico colorimétrico de tempo temperatura;

Avaliar a estabilidade do indicador enzimatico colorimétrico de tempo temperatura,
desenvolvido, visando superar o tempo de shelf life do produto;

Avaliar a cinética de cor e pH do indicador enzimatico colorimétrico em diferentes
temperaturas;

Identificar alteracfes microbianas em produtos carneos, submetidas ao abuso de diferentes
temperaturas;

Correlacionar as alteracfes microbianas de produtos submetidos ao abuso térmico com a

cinética de cor do sensor desenvolvido.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Abuso de Temperatura

O principal requisito para garantir a qualidade de um alimento é a sua vida de prateleira,
comumente conhecida por validade, que € o periodo temporal no qual um alimento se mantém
seguro para o consumidor, mantendo suas caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas e
funcionais desejadas, e cumprindo com as caracteristicas nutricionais evidenciadas na
rotulagem, sob as condicdes de armazenagem recomendadas (DIAS, 2007).

De acordo com o Institute of Food Science and Technology (2009), a vida Gtil de um
alimento ¢ “o tempo durante o qual um alimento ¢ seguro, mantém as caracteristicas sensoriais,
quimicas, fisicas e microbioldgicas e cumpre com qualquer alegagéo nutricional, que figure na
respectiva rotulagem, quando armazenado nas condi¢des recomendadas”. Ja o Codex
Alimentarius (ANVISA, 1999), define a vida util de um alimento como “o periodo durante o
qual um alimento conserva a sua seguranca microbiol6gica, a uma dada temperatura de
armazenamento”.

A vida util de alimentos embalados é influenciada pelas propriedades dos alimentos
(incluindo a atividade de agua, o pH, enzimas e micro-organismos e 0s requerimentos de
oxigénio, luz, diéxido de carbono e umidade ou sensibilidade a esses elementos) e pelas
propriedades de barreira da embalagem (FELLOWS, 2006; LATOU et al., 2014).

Os micro-organismos mais importantes na alteracdo dos produtos proteicos sdo aqueles
que crescem em temperaturas nas faixas de mesofilas (22 a 45 °C) e psicréfilas (-15 a 22 °C),
incluindo o grupo dos psicrotroficos cuja faixa de crescimento € mais ampla, aumentando o seu
poder de deterioracdo (-5 a 45 °C) em carne de frango, pescado, ovos e outros. Além da
producdo enzimatica que propicia a deteriorac¢do, 0s micro-organismos produzem uma série de
substancias decorrentes da multiplicacdo, como 0s pigmentos responsaveis por algumas
alteracdes de cor, acidos, gases, substancias alcalinizantes e substancias fétidas (JUNIOR &
PANETTA, 1992; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

O principio da utilizacdo de baixas temperaturas retarda a atividade microbiana, bem
como as reagOes quimicas e enziméticas que causam alteragdes. A velocidade de tais alteraces
é diretamente proporcional a temperatura da carne (a relagdo ndo é totalmente linear e varia nas
diferentes reacdes). Na refrigeracdo de carnes, empregam-se temperaturas de -1 a 5 °C
(FRANCO & LANDGRAF, 2008).
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A cadeia do frio relaciona-se com a qualidade do produto final sob dois diferentes
aspectos, porém complementares. O primeiro é a contamina¢do microbioldgica dos alimentos
e 0 risco associado a saude humana. O segundo esta relacionado com as caracteristicas
organolépticas e sensoriais do produto final (BORRE & AGITO, 2005).

O tempo de vida util & um atributo importante de todos os alimentos. Pode ser definido
como o tempo que se passa desde a producdo, embalagem até o ponto em que o alimento se
torna inaceitavel para o consumo (FORSYTHE, 2002; SINGH & SINGH, 2005).

A vida util de um produto esta exclusivamente relacionada a uma determinada situacao
ambiental. Ndo tem sentido falar em vida Util sem especificar em que circunstancias ela foi
avaliada ou medida, em quais condigdes de armazenamento, de transporte e de distribuig&o,
qual clima, temperatura e umidade, entre outras (HUI, 2006). Assim, a validade de um produto
é estabelecida, essencialmente, tendo em conta as condicdes de conservacdo adequadas. Se
estas ndo forem cumpridas na pratica, o alimento perde qualidade e tempo de vida dtil
(AZEREDO, 2012).

A microflora da deterioracdo de carne é muito complexa, depende de fatores como a
velocidade de resfriamento e a temperatura. Alguns critérios objetivos para uma boa aceitacédo
incluem itens como: a aparéncia, capacidade de retencdo de 4gua, parametros sensoriais, Como
cor, sabor e textura (ZHAO et al., 1994). O aparecimento de limo e odores inviabilizam o
consumo para o ser humano (DJENANE et al., 2005; KOUTSOUMANIS et al., 2006;
ERCOLINI et al., 2006, IRKIN et al., 2011). Enquanto uma apropriada embalagem pode
facilmente controlar outros fatores, como a composi¢cdo em gases e a umidade relativa, a
temperatura dos alimentos depende das condic¢Ges durante a distribuicdo e 0 armazenamento.
Um aspecto importante da distribuicdo e consumo da carne de frango fresca € o
acompanhamento eficaz das condicdes de tempo e temperatura, que afetam tanto a seguranca
alimentar bem como a qualidade global da carne. E geralmente reconhecido pelas indUstrias,
varejistas, autoridades em alimentos e mesmo os consumidores, que varias fases da cadeia real
de frio, tais como pontos de transferéncia ou areas de armazenagem, séo o elo mais fraco da
gestdo dos alimentos pereciveis refrigerados (SHEWAN, 1961; REAY& SHEWAN, 1949;
KOUTSOUMANIS, 2001).

A dificuldade em controlar e conhecer o histdrico da temperatura do alimento durante
as fases de producdo, armazenamento e transporte torna verdadeiramente dificil de prever a
data de validade. Uma previsdo ndo rigorosa do prazo de validade, baseada em suposic¢oes

errdneas do historico de temperatura, pode resultar em produtos de qualidade inaceitavel antes
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do fim da data de validade indicada, principalmente em casos em que ocorre flutuacGes de
temperatura. Por outro lado, uma estimativa conservadora pode levar ao desperdicio de
produtos de boa qualidade (TAOUKIS, 2001; TAOUKIS, 2008).

Dados de investigacdo industriais mostram gque no transporte, distribuicdo, manipulacéo
e armazenamento de alimentos refrigerados e congelados e de outros produtos pereciveis
frequentemente h&a um desvio das condi¢des de temperatura recomendadas. Segundo as Boas
Préaticas de Fabricacdo e de Higiene a temperatura é o principal parametro determinante no pés-
processamento para a data de validade, sendo o fator mais importante que afeta a qualidade e a
seguranca dos alimentos durante a distribuicdo e o armazenamento (TAOUKIS, 2001,
TAOUKIS, 2008).

Durante o processo de logistica (por exemplo, carga, descarga, 0 transporte,
armazenamento e retencdo), bem como durante o processo apds a chegada do produto ao
consumidor, armazenamento doméstico, o produto é muitas vezes sujeito a flutuacBes de
temperatura e/ou abuso (BRECHTet al., 2013; LAGUERRE, DERENS & PALAGOS, 2002;
BRECHT, 2013).

Abusos ou flutuacBes de temperatura influenciam na cinética de deterioracdo fisica e
quimica e aceleram o crescimento de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, o que
causa problemas de qualidade e seguranca, assim como perdas econdmicas (FRANCIOSI et al.,
2011; REDIERS et al., 2009). Portanto, monitorar e controlar a cadeia de frio desde a producao
até o consumidor final € o ponto chave para a producdo de alimentos seguros e com vida Util
nominal assegurada (KREYENSCHMIDT et al., 2010).

Os problemas relacionados a ndo garantia da qualidade da cadeia de frio, poderiam ser
minimizados de uma maneira ndo tdo complexa, sendo concebidos para monitorizar a evolugéo
da temperatura do produto e, com base nisso, estimar o periodo de vida atil remanescente, a
solucdo esta baseada em indicadores de tempo e temperatura, os quais oferecem uma solucéo
potencial. Um sistema baseado em indicador de tempo e temperatura poderia conduzir a um
controle efetivo da qualidade na cadeia de frio, a otimizacao da rotacdo de estoque e a reducéo
de desperdicios, e ainda fornecer informagdes sobre o periodo de vida Util restante das unidades
do produto (TAOUKIS, 2001; TAOUKIS, 2008).

Nas inddstrias, 0 monitoramento da temperatura é frequentemente realizado por meio
de medicdes aleatorias do nucleo do produto. Durante a distribuicéo, esta € principalmente
controlada por registradores de dados, que geralmente medem a temperatura ambiente. Apesar

de apresentarem vantagens, esses sistemas de monitoramento somente sdo aplicaveis desde a
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producdo até o fim do transporte (KREYENSCHMIDT et al., 2010; RAAB et al., 2008). As
interrupgdes da cadeia de frio, que frequentemente aparecem nas ultimas etapas, como no ponto
de venda, no caminho do varejista para o consumidor e durante armazenamento doméstico,
ainda ndo estdo integradas neste conceito de monitoramento (LIMBO et al., 2010).

Uma alternativa para solucionar o problema seria o uso de embalagens inteligentes para
alimentos contendo indicadores de tempo e temperatura, dispositivos que mostram uma
mudanca facilmente mensuravel, e que refletem o historico de tempo e temperatura do produto
alimentar ao qual estdo anexados (GIANNAKOUROU et al., 2005; TAOUKIS & LABUZA,
1989).

3.2. Indicadores de Tempo e Temperatura

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 mudanca colorimétrica. Os indicadores, diferentemente dos sensores
ndo possuem componentes do receptor e do transdutor e transmitem informacées diretamente
através da alteracéo visual da cor (BRAGA & PERES, 2010; KERRY, O’GRADY & HOGAN,
2006). Indicadores de tempo e temperatura séo instrumentos simples, dispositivos baratos e
pequenos que podem mostrar uma mudanca, facilmente mensuravel, dependente do tempo e
temperatura e que reflete a historia de temperatura total ou parcial de um produto alimentar, a
partir do local de fabricacdo até o consumidor (TAOUKIS & LABUZA, 1989).

O principio de funcionamento do indicador tempo e temperatura baseia-se numa
mudancga irreversivel, sob a forma de uma deformacéo mecénica, um desenvolvimento de uma
cor ou um movimento de cor. A taxa de mudanca é dependente da temperatura, aumentando
mais em temperaturas mais elevadas, tal como acontece com a maioria das reacdes fisico-
quimicas, nomeadamente as reacdes responsaveis pela deterioracdo da qualidade de um produto
alimentar (TAOUKIS, 2001; TAOUKIS, 2003; VAIKOUSI, 2008; ELLOUZE, 2010).

Os indicadores de tempo e temperatura vém sendo utilizados como uma ferramenta para
monitorar o efeito da temperatura na qualidade de alimentos pereciveis (GIANNAKOROU et
al., 2005). Esses indicadores fornecem um historico do produto, mostrando as condicdes de
temperatura ao qual o alimento foi exposto (LABUZA, 1996). 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 e adsor¢do em sélidos. Podem
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ser classificados de acordo com o0 mecanismo de mudanca de cor ou os tipos de situagdo nos
quais sdo aplicados (ROSS, 1989).

Integradores ou indicadores de tempo e temperatura (ITT) ddo uma resposta continua,
dependente da temperatura ao longo da histdria do produto. Eles integram, numa Gnica medicéo,
o histérico completo de tempo e temperatura e podem ser usados para indicar uma temperatura
“média” durante a distribuicdo e, eventualmente, serem correlacionados com as reagdes de
perda de qualidade dependentes da temperatura que ocorrem nos alimentos. Como foi referido,
os indicadores de tempo e temperatura podem ser classificados tanto como indicadores de
histérico parcial ou total, dependendo do seu mecanismo de resposta. Segundo esta
classificacdo entende-se como indicadores de histdrico parcial aqueles que ndo respondem a
menos que um limite de temperatura seja excedido e indicam que um produto foi exposto a uma
temperatura suficiente para causar uma mudanca na qualidade ou na seguranca do produto. Ja
os indicadores de historico total ou completo ddo uma resposta continua da temperatura ao
longo da historia do produto e constituem o principal foco de interesse para a investigacdo e
exploracdo comercial (KERRY, 2006). A Figura 1 ilustra o principio de funcionamento dos

ITT supracitados.

Figura 1 - llustragdo do funcionamento de ITT de histdrico parcial e de historico total.

Indicador de histérico parcial Indicador de historico total

A\

Temperatura
4°C
Temperatura

tempo tempo

Temperaturas a que o indicador responde

Fonte: Adaptado de ROBERTSON (2013)

O principal requisito de um ITT de historico completo constitui-se na apresentagédo de

uma mudanca clara e continua, cuja taxa aumente com a temperatura e que ndo inverta quando
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a temperatura é diminuida. Além disto, hd uma série de outros atributos desejaveis para se obter
um indicador de sucesso. Assim, um ITT ideal deve apresentar as seguintes propriedades
(CHOI et al., 2014; TAOUKIS & LABUZA, 2003; TAOUKIS, 2001): mudanca continua
dependente do tempo-temperatura; resposta facilmente mensuravel e irreversivel; mudanca
correlaciondvel com a extensao de deterioracéo da qualidade e do prazo de validade residual do
alimento; confiabilidade, dando respostas coerentes quando exposto as mesmas condi¢des de
temperatura que o alimento; baixo custo; flexibilidade de atuacdo, de modo que diferentes
configuracGes podem ser adotadas para varias condi¢cdes de temperatura, com periodos de
resposta Uteis de alguns dias como de varios meses; tamanho adequado, deve ser pequeno,
facilmente integrado como parte da embalagem do alimento e compativel com um processo de
embalagem a alta velocidade; periodo de vida longo antes do uso; estabilidade frente a demais
alteracdes ambientais, que ndo a mudanca de temperatura; resisténcia a abusos mecanicos
normais; simplicidade e clareza na transmissdo da mensagem pretendida ao publico alvo, seja
aos manipuladores de distribuicdo ou inspetores, ao pessoal da loja de venda ou aos
consumidores; resposta tanto visualmente compreensivel como adaptavel a medicdo usando
equipamentos eletrénicos adequados, de maneira a obter-se uma informacao facil e rapida, para
0 armazenamento e subsequente uso.

Um pré-requisito para a aplicacdo desta abordagem é o estudo sistematico e a modelacéo
cinética da dependéncia da temperatura do prazo de validade. Baseado em modelos confiaveis
da data de validade do produto alimentar e na cinética de resposta do indicador de tempo e
temperatura, o efeito da temperatura pode ser monitorado, registrado e traduzido, desde a
producdo até a mesa do consumidor (TAOUKIS, 2001; TAOUKIS, 2008). O conceito de
indicadores de tempo e temperatura mostra ser bem aceito pelos consumidores,
independentemente dos seus custos extras (LAHTEENMAKI & ARVOLA, 2003;
SHERLOCK & LABUZA, 1992). Embora exista uma pesquisa ativa nesta area, as aplicacdes
comerciais de sistemas inteligentes tém sido principalmente limitadas ao uso de indicadores
visuais de tempo e temperatura. O custo alto de um rétulo indicador, restrigdes legislativas e
até mesmo a aceitacdo de varejistas e proprietarios de marcas podem ser motivos para essa
limitacdo. A preocupacgdo dos empresarios pode ser a de que os indicadores apontem possiveis
falhas ocorridas em alguma etapa da cadeia de producdo do alimento (ARENAS, 2012).

O método de classificacdo dos indicadores de tempo e temperatura, por vezes usado, é

baseado no principio de funcionamento dos indicadores. Assim, eles podem ser classificados
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como mecanicos, quimicos, enzimaticos, microbioldgicos, polimeros, eletroquimicos, baseados
na difuséo, etc. (TAOUKIS, 2001; TAOQUKIS, 2003; TAOUKIS, 1991).

3.2.1. Método Enzimatico

Diversos mecanismos de funcionamento de ITT vém sendo estudados por pesquisadores
com intuito de identificar combinag6es mais adequadas entre alimento e indicador. Dentre eles,
pode-se destacar 0s protdtipos enzimaticos, ou seja, 0s que utilizam reacdes enzimaticas como
principio de funcionamento. Geralmente estes protétipos apresentam custos reduzidos quando
comparados a ITT microbianos.

O indicador enzimatico é baseado em uma mudanca de cor causada por um decréscimo
do pH resultante de uma reacdo de hidrolise enzimatica de um substrato lipidico (BLIX et al.,
1997). Diferentes combinagdes de enzima-substrato e concentracdes podem ser utilizadas,
originando uma variedade muito grande na resposta e na dependéncia térmica. Os substratos
mais comuns encontrados na literatura s&o: glicerina tricapronata (tricaproina), tripelargonina,
bis-3,5,5-trimetil hexalipato (THA), misturas de ésteres de alcoois polivalentes e acidos
organicos.

O indicador ¢ ativado pelo rompimento da barreira que separa 0s dois compartimentos,
onde é necessario exercer uma forga mecanica manual, ou utilizando um dispositivo especial,
a fim de misturar a enzima e o substrato para dar inicio a reacdo de hidrolise do triglicerideo. A
hidrolise do substrato (tricaproina) causa a liberacdo de acidos graxos (acido caprdico), que no
meio aquoso, ocasiona a queda do pH, traduzido em uma mudanca de cor devido a presenca de
um indicador. Cores como verde, amarelo, laranja e vermelho s&o impressas ao redor do
compartimento de reacdo a fim de permitir a medida da mudanca de cor comparativamente.
Essa mudanca continua de cor também pode ser medida instrumentalmente por um colorimetro
portétil (LABUZA, 1989).

Este tipo de indicador tempo-temperatura tem uma vida de prateleira de 1,5 anos antes
de sua ativagéo, se mantido a 4 °C, devido a grande variedade de substrato e enzimas que podem
ser empregadas na reacdo, tem-se como resultado que as energias de ativacdo podem também
variar amplamente. Ao misturar as solucdes, a reacdo enzimatica se inicia a uma taxa condizente
com sua temperatura. A medida que ha um incremento na temperatura, esse reflete em um
aumento na taxa de reacdo e em uma maior quantidade de produto formado. Nesse caso, 0 acido
graxo, que se traduz por uma alteracdo da cor do meio em funcéo da alteracdo do pH da solugéo.

A cor do meio é dependente do pH, essa se altera no decorrer da reagdo, conforme ocorre 0
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aumento da concentracao de &cido graxo, até o equilibrio (cor laranja). A cor do sistema esta
em funcéo do tipo de indicador de pH utilizado. Desse modo as etiquetas de indicadores tempo
e temperatura apresentam uma ampla variedade. S&o moduladas para monitorar diferentes tipos
de alimentos, como carnes moidas, hamburgueres, leite, saladas preparadas entre outros
(VITASAB, 2006).

O uso de sistemas com indicadores de tempo e temperatura tem sido estudados ao longo
dos anos. Neste sentido, foi desenvolvido por Kim et al. (2012), um sistema com um indicador
tempo e temperatura enzimatico, baseado na reacédo entre uma lipase de Burkholderia cepacia
e um substrato tricaprilina. A reagdo provoca uma alteragdo do pH, o qual possui dependéncia
com a temperatura e com a taxa de resposta, o indicador foi modelado usando a equacao de
Arrhenius. A resposta do indicador tempo e temperatura foi validada em condices de
armazenamento dinamico com experimentos de temperatura variavel independente, sendo que
foi obtido um bom acordo entre os valores previstos e valores medidos.

Yan e Huawei et al. (2008) desenvolveram indicadores de tempo e temperatura os quais
foram caracterizados utilizando um novo tipo de amilase, esses sistemas sdo eficazes na
fiscalizacdo da cadeia de frio durante todo o processamento e distribuicdo de alimentos. Nesse
sentido, um novo tipo de amilase baseado na reacgdo entre o amido de amilose foi estudado.
Quatro tipos de amilases foram estudadas em quatro concentracdes diferentes de substrato. Os
resultados mostram que este novo tipo de indicador tempo e temperatura com amilase poderia
ser aplicado para mostrar o histérico de tempo-temperatura dos alimentos, e para indicar a
qualidade do alimento, o que esta associado com a exposi¢ao em curso do tempo-temperatura.

Ellouze & Augustin (2010) estudaram a aplicabilidade dos indicadores de tempo e
temperatura, os quais podem também servir como garantia de qualidade e seguranca alimentar
dos produtos carenos. Foram monitorados e modelados o comportamento da Listeria
monocytogenes, Salmonella e Staphylococcus aureus objetivando avaliar um indicador de
tempo e temperatura bioldgico que garanta a qualidade e seguranca para carne moida embalada
sob atmosfera modificada e fatias cozidas de frango embaladas sob atmosfera modificada. Dois
prototipos diferentes do indicador de tempo e temperatura foram definidos e fabricados de
acordo com a vida de prateleira dos produtos estudados. Os modelos de avaliagéo da exposigéo
foram criados e usados sob varios perfis de armazenamento realista para avaliar as distribuigdes
da concentracdo na alimentacéo das populacdes de micrdbios patogénicos obtidos no final da
vida de prateleira do produto ou no ponto final do indicador de tempo e temperatura. Os

resultados mostraram que, em caso de més condi¢Bes de armazenamento, os indicadores de
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tempo e temperaturas podem reduzir a exposi¢do dos consumidores aos alimentos alterados ou
perigosos.

Pesquisa realizada por Wanihsuksombat et al. (2010), propbs a elaboracdo de um
prototipo de ITT baseado na difusédo do acido lactico sob diferentes concentracdes de substrato,
na presenca de um indicador de pH (passando irreversivelmente de verde para vermelho com a
reducdo do pH do meio). As alteragdes de cor dos prototipos, associados com a difusdo do &cido
lactico, foram monitoradas em diferentes temperaturas de armamento (de 4 a 45 °C) e sua
cinética foi calculada. No entanto, em temperaturas inferiores a 20 °C ndo foi observada
alteracdo de cor nos ITT. Através da avaliacdo da cinética, 0s pesquisadores apontaram a
possivel aplicacdo destes protdtipos em produtos como frutas e legumes.

Wau et al. (2013), desenvolveram um sistema em ITT baseado na reacdo quimica entre
a enzima urease e uma carbamida, na presenca de fenolftaleina como indicador. As alteracdes
de cor dos prot6tipos foram monitoradas em diferentes temperaturas e sua cinética foi calculada.
Os resultados da pesquisa mostraram que a mudanca de cor dos protétipos, de amarelo a
vermelho, foi muito lenta a temperaturas inferiores a 20 °C. Segundo os autores, 0s protétipos
desenvolvidos poderiam ser aplicados para o controle de algumas frutas.

Wu et al. (2015), elaboraram um prot6tipo de ITT baseado na reacdo entre a enzima
lipase e o glicerol tributirato, na presenca de azul de bromotimol como indicador de pH. Quatro
diferentes concentracdes de enzima foram testadas nos prototipos, e as suas mudancas de cor,
de azul para verde, foram monitoradas sob diferentes condi¢des de temperatura (6, 11, 16, 21 e
26 °C). Modelos matematicos para cada protétipo de ITT foram obtidos, expressando a relacéo
entre as alteracbes de cor do ITT com tempo e temperatura de armazenamento. Avaliacdo da
cinética de alteracdo de cor dos diferentes prot6tipos foram realizadas, cujos resultados apontam
para a possivel utilizacdo dos protétipos em produtos alimenticios onde a perda de qualidade
seja causada por oxidacdo lipidica e reagcdes enzimaticas, como por exemplo, algumas frutas e
legumes e alguns pescados e mariscos.

Tsironi et al. (2016) desenvolveram um estudo tendo por objetivo avaliar e validar um
sistema de gerenciamento da cadeia de refrigeracdo a base de indicadores de tempo e
temperatura (TTI), para monitorar a vida de prateleira de frutos do mar congelados na cadeia
de frio real de producgéo até o momento do consumo. Um estudo piloto foi conduzido com fatias
de blueshark congeladas e lula com TTI ativado por enzimas e UV, adaptados para monitorar
a vida Util da produtos selecionados na cadeia de frio. O nivel de qualidade e o prazo de validade

restante em tempos predeterminados foram estimados com base na resposta do TTI e os valores
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foram comparados com os valores medidos os indices de qualidade selecionados. Os resultados
confirmam a aplicabilidade do TT1 como indicadores efetivos de qualidade do marisco durante
a sua vida comercial.

Tsironi et al. (2017), estudaram o desenvolvimento de etiquetas inteligentes de
indicadores de tempo-temperaturas adequadas para corresponder a requisitos de monitoramento
especifico: O caso do crescimento de Vibrio spp. durante o transporte de ostras, este estudo
aplicou modelos preditivos para o crescimento de Vibrio parahaemolyticus (VP) e Vibrio
vulnificus (VV) em ostras e utilizou a informacdo para projetar rotulos inteligentes de
indicadores tempo-temperaturas enziméaticos com cinética de resposta adequada para indicar o
crescimento potencial de Vibrio spp. durante o transporte de ostras da colheita, armazenamento,
distribuicdo e venda. Os resultados do estudo indicaram que os indicadores de tempo-
temperaturas desenvolvidos neste estudo podem ser uma ferramenta eficaz e econémica para
validar procedimentos aprimorados de manuseio e resfriamento e para monitoramento do
transporte de ostras.

O pré-requisito de um método de controle, usando um indicador de tempo-temperatura
como monitor da qualidade de um alimento, é conhecer o comportamento da perda da qualidade
do sistema alimenticio durante a vida de prateleira, e expressado quantitativamente por modelos
cinéticos confiaveis (TAOUKIS, 1997).

Os indicadores de tempo e temperatura podem ser classificados como um sistema de
embalagem inteligente, ou seja, um sistema que controla o estado dos alimentos embalados de
maneira a obter informacdes, de forma indireta, sobre a qualidade desses alimentos durante o
transporte e o armazenamento (TAOUKIS & LABUZA 2003; KERRY et al., 2006). Estes
dispositivos inteligentes podem ser inseridos juntos aos materiais na fase de producdo das

embalagens ou fixados no interior ou exterior mesmo ap6s sua producdo (YOSHIDA, 2014).

3.3. Embalagem com Caracteristicas Inteligentes

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

A busca crescente dos consumidores por alimentos de qualidade condiz com 0 aumento
da expectativa de que esta qualidade serd mantida entre a producéo e o consumo (BRIZIO,

2014; ROBERTSON, 2013). Nesse contexto, as embalagens alimenticias ganharam novas
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fungdes perante os consumidores. Se tradicionalmente eram utilizadas com o objetivo de conter
e proteger passivamente o alimento, hoje assumem o papel de comunicagdo, marketing,
conveniéncia e, mais recentemente, de indicacdo de qualidade, contribuindo ativamente para a
venda de um produto (AZEREDO, 2012; GALIC et al., 2011).

As embalagens adquiriram novas funcdes devido a maior preocupag¢do do mercado
consumidor com a qualidade e seguran¢a dos produtos alimenticios. Nesse contexto, surgiram
as embalagens inteligentes (SOUZA et al., 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, 2008; VEIGA-
SANTOS; DITCHFIELD & TADINI, 2011), indicando para o consumidor a qualidade do
produto (PAVELKOVA, 2013).

As embalagens inteligentes podem ser definidas como um sistema que monitora a
condigéo do alimento, fornecendo informagGes sobre a qualidade do produto embalado durante
o transporte e estocagem (KRUIF et al., 2002). Contem um indicador ou sensor interno ou
externo, que expde a qualidade do produto. Essas embalagens possuem mais propriedades do
gue somente protecdo. Elas podem interagir com o produto e/ou responder a mudancas do
ambiente que o afetam (HONG & PARK, 2000 apud ROONEY, 1995). As embalagens
inteligentes aferem um componente e sinalizam o resultado desta aferigdo
(SARANTOPOULOS, & FERNANDES, 2001).

A dificuldade em conhecer o histdrico real da temperatura dos alimentos faz com que
seja dificil prever a sua vida de prateleira (SHIMONI et al., 2001). Assim, a tecnologia utilizada
para garantir a validade de produtos alimentares, é a utilizacdo de embalagens contendo
indicadores inteligentes tempo-temperatura (MAI et al., 2011). Tais indicadores refletem, de
forma visual, as condicdes de temperatura de armazenamento durante o periodo de conservacgéo
dos produtos alimentares (GIANNAKOUROU et al., 2005; KERRY et al., 2006; TAOUKIS &
LABUZA, 1989).

Dentre as embalagens inteligentes classificadas como indicadores de tempo e
temperatura, existem algumas diferencas ndo somente quanto a resposta, mas também quanto
a distintos tipos de principios de funcionamento. Os novos sistemas de embalagem, chamados
de indicadores tempo e temperatura (1TT), estdo sendo propostos para atuar como "mensageiros
inteligentes” fornecendo mais informac6es aos consumidores, e assegurando assim o qualidade
do produto durante o seu periodo de vida Gtil (PAVELKOVA, 2012) .
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O principio de funcionamento de um indicador tempo-temperatura baseia-se em uma
mudanca irreversivel, normalmente expressa como uma resposta visivel (MAI et al., 2011). A
taxa desta mudanca é dependente do tempo e da temperatura, assim a resposta visivel da uma
indicacdo das condicGes de armazenamento cumulativos para o qual o rotulo foi exposto
(VERDADE, 2010). Esta resposta deve correlacionar a deterioragcdo do produto com o tempo e
temperatura da cadeia de suprimentos (DE JONG et al., 2005). Deste modo, a aplicabilidade de
um indicador tempo e temperatura como um indicador de qualidade exige o estudo da cinética
dos produtos (TAOUKIS & LABUZA, 2003).

Apesar do grande potencial de contribuicéo, alguns sistemas de indicadores de tempo
e temperatura até agora ndo tém sido utilizados em escala industrial (BRIZIO, 2014). As
principais razdes para a falta de indicadores tempo e temperatura comerciais, para produtos
alimentares sdo: custo, confiabilidade e aplicabilidade (CHOI et al., 2014; VERDADE, 2010).
Mais estudos sdo necessarios para identificar novos compostos como indicadores tempo e
temperatura, bem como para esclarecer os mecanismos para determinar uma combinagéo
favoravel de eficiéncia e confiabilidade. Para o desenvolvimento de um indicador enzimético
colorimétrico de tempo e temperatura, com aplicabilidade como embalagem inteligente, se faz
necessario conhecer os principios basicos de funcionamento de analise de cor e pH, pois
conforme ja citado, os indicadores enzimaticos sdo baseados em uma mudanga de cor causada
por um decréscimo do pH resultante de uma reacdo de hidrdlise enzimatica de um substrato
lipidico (BLIX et al., 1997).

3.3.1. Colorimetria

Em todas as areas das ciéncias e da engenharia, a medicdo assume papel relevante ja
que da sua confiabilidade dependem os processos de manufatura, estando o mesmo presente
em praticamente todas as transacées do inter-relacionamento humano.

A cor de um objeto depende de uma séria de fatores, dentre os quais a iluminacéo,
tamanho da amostra, textura e cores no entorno que podem contaminar a cor da amostra. Por se
um fendmeno subjetivo, a sensacdo de cor depende também do observador.

Por definigdo, colorimetria é a técnica e a ciéncia que busca com o auxilio de modelos
matematicos, descrever, quantificar e simular a percepcao da cor pelo homem. A percepcéo das
cores pelos olhos ndo é um processo meramente visual, mas sim psico-visual. A cor € algo que
se vé com os olhos e se interpreta com o cérebro, é o resultado da interacdo da luz com os

materiais. O sistema Comisséo Internacional de Iluminagdo (CIE) é utilizado para descrever a
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cor. Ele ndo ¢ diferente de nenhum outro, exceto por sua padronizacdo de iluminantes e de
observadores (WY SZEKI, 2000).

Em 1931 a CIE determina os valores tri estimulos do observador padrdo, que em
composicao com a distribuicdo espectral do iluminante e com a curva de refletancia do objeto,
permitiria transformar esse estimulo em um valor numérico.

Determinavam-se assim o0s valores tri estimulos X, Y e Z do sistema CIE de

colorimetria, por meio das Equacdes 1 e 2:

X =kXSARAX) A,
Y == kZSARE;\A;\
Z=kXSARAX, Ay
(Equagéo 1)
100
" Zsayal
Y A

(Equagéo 2)

Sendo Sy a Spectral Power Distribution (SPD - Distribui¢do Espectral de Poténcia) do
iluminante padréo, R;. o fator de refletancia do objetivo, as func@es tri estimulos espectrais do
observador padrdo, Ay 0 intervalo de comprimento de onda medido, k o fator de normalizacao
para fazer Y = 100, branco ideal, valido para qualquer cominacdo de iluminante/observador.
Finalmente X, Y e Z, que sdo valores tri estimulos buscados.

Para o célculo das coordenadas de cromaticidade (X, y e z), utilizam-se as Equacdes 3,

4 e 5, conforme abaixo:

X
T X+v+z
(Equacéo 3)
Y
YT X+v+z
(Equacéo 4)
Z
T X+r+z
(Equagéo 5)

Nas equacOes acima, pode ser visto que x +y + z = 1 para qualquer cor. S&o suficientes

apenas duas coordenadas de cromaticidade, para se construir um grafico bidimensional, como
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da Figura 2. Também X e Z podem ser facilmente calculados a partir de x, y e Y (SHARMA,

2003).

Figura 2 - Diagrama de cromaticidade.
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Neste espaco, distancias iguais ndo correspondem a diferencas iguais de cores, 0 que

torna esse diagrama visualmente ndo uniforme. Se este espago fosse uniforme as linhas de

tonalidade constante seriam retas radiais e as cores de croma constante formariam circulos

conceéntricos. Para superar essas dificuldades foi criado o espago CIELAB, mostrado na Figura

3 (SHEVELL, 2003).

Figura 3 - Espaco CIELAB.

L.
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preto
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A Comissdo Internacional de Iluminagdo define os padrdes de medicdo de cor
internacionalmente e gerencia o método de referéncia de cor usado no projeto, o espago Lab.
L*, a*, e b* representam o0s parametros espaciais (L, a, b), que sdo coordenadas associadas a
um espaco vetorial retangular onde cada cor representa um ponto. Cada parametro diz respeito
a um componente da cor na amostra, baseado no principio do olho humano para a percepg¢éo de
cores, e esta disposto como € mostrado na Figura 4 (FOLEY, 1990).

Figura 4 - Representacdo esquematica da escala Cielab.

L=100

& ;) &

L=0
(L) percebe tons claros ou escuros, € o Unico parametro finito, que vai de L = 0, auséncia total

de luz, até L = 100, branco difuso;
a) percebe tons vermelhos a verdes, sendo aos vermelhos associados valores positivos e aos
verdes negativos;
b) percebe tons amarelos a azuis, sendo aos amarelos associados valores positivos e aos azuis
negativos.

Em funcgdo dos valores tri estimulos a CIE determina as novas coordenadas LAB que

definirdo o espaco CIELAB, conforme Equacbes 6, 7 e 8 abaixo (FOLEY, 1990).

Y\ 16
L*=116[f(—) - —]
yn) 116

(Equacéo 6)

av= 500 ) ()
(Equagéo 7)

=0 ii) ()
(Equacéo 8)
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Sendo

1
(X)—(X>2 X S 0008856
f xn) ~ \xn) P %% ’

16
ou 7,787 (—) + ——, caso contrdrio

Xn 116
(Equacéo 9)
()= (L parad> oo0ssse
f yn) ~ \vn) PY%n '
1 .
ou 7,787 (Y_n) + 116’ caso contrdrio
(Equacéo 10)
()= (Z) para > ooossss
f 7n) = \zn) P '
7787( )+ 16 trari
ou7, 7 ) T T1g caso contrdrio
(Equacao 11)

Desta forma pode ser quantificada a distancia nesse espaco, entre as coordenadas do

padrdo e da amostra, conforme Equacdes 11, 12 e 13.

* * *
AL" = Lamostra_ Lpadrﬁo

(Equacéo 12)
Aa* = Agmostra — Apadrio

(Equacao 13)
Ab* = bgmostra = Bpadrao

(Equacéo 14)

E assim determinada AE*a, distncia nesse espaco entre um padrdo e uma mostra, pela
Equacdo 15:

AE*® = [(AL")2 + (Aa*)? + (Ab*)?
(Equacéo 15)
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3.4. Indicador de Tempo e Temperatura nas Embalagens

Na dltima década, numerosos sistemas de ITT tém sido propostos, dos quais apenas
alguns se tornaram protétipo e menos ainda chegaram ao mercado (ROBERTSON, 2013).
Atualmente, os indicadores de tempo e temperatura de histérico total disponiveis
comercialmente sdo (BRIZIO, 2014; ROBERTSON, 2013; ITENE, 2011; MAI, 2010):

- OnVu® TTI da BIZERBA North America (www.bizerba.com) — consiste em uma
etiqueta adesiva contendo uma tinta fotocromica sensivel a temperatura. Baseado em uma
reacao fotocromica em estado solido, sua tinta inteligente muda de cor, de incolor para azul,
apos irradiacdo com luz ultravioleta (para ativacdo). Depois de ativada a tinta reverte para o
estado incolor a uma taxa que é dependente do tempo e da temperatura de armazenamento. A
Figura 5 elucida o principio de funcionamento da OnVu® TTI, enquanto a Figura 6 mostra o

design da etiqueta inteligente desenvolvida pela BIZERBA.

Figura 5- Ciclo de reagdo do sistema fotocrémico da etiqueta OnVu®. A exposicao a luz

ultravioleta induz a coloracdo, enquanto o calor promove a reagdo inversa.

Lz Calor ,
s Ativagao : <@ Descoloraga £
Oﬂ tlvagao '...‘ On escoloracao On
(a) Sem cor (b) Azul (a) Sem cor
1 2 z
Cor ITT }‘,,//\\ 7 /"\ > /\\
e Vake st Ite® /\JV

L A A A A A A A A A A A
Cadeia de frio adequada

Cor ITT tg e —————

Cadeia de frio inadequada

Fonte: Adaptado de BASF — OnVu® (2012)
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Figura 6 - Modelo da etiqueta inteligente OnVu®.

- o y ‘bt b
20 At 40 °F, use by: Weight:
l u |
3P Batch no
S =i 620226 6300/L9 07:57
- The “use by" date only remains valid ifthe product is continuously stored at
atemperature of 40°F or colder. OnVu" lets you to see at a glance whether you
have correctly transported and stored the product after purchasing . if the dot
turns a lighter color than the surounding area, the pemissible temperature has
been exceeded for too long and the product is not fit for eating.
The cold chain has been broken. Do not consume the
' p The cold chain has remained intact. product, even if the indicated se-by date has not
\ k Please observe the indicated use-by date. been reached. Y

Fonte: BASF — OnVu® (2012)

- Checkpoint® Indicator da VITSAB (Visual IndicatorTag Systems AB)
(www.vitsab.com) - etiqueta adesiva que contém um dispositivo do tipo “bolha” com dois
compartimentos: uma para a solucéo de enzima lipase e um indicador de pH (corante), e 0 outro
para o substrato, consistindo principalmente de triglicerideos. O indicador é ativado no inicio
do periodo de monitorizacdo por aplicacao de pressao sobre a bolha de plastico, o que causa a
quebra do selo entre os compartimentos. Os ingredientes sdo misturados e a reagcdo prossegue
com uma mudanca de pH resultante em uma mudanca de cor. O ponto, inicialmente de cor
verde, torna-se progressivamente amarelo alaranjado quando o produto se aproxima do final do
periodo de vida util programado. A reacdo € irreversivel e ira prosseguir mais rapidamente a
medida que a temperatura seja aumentada, e mais lenta quando a temperatura for reduzida
(Figura 7).

Figura 7 - Principio de funcionamento do ITT elaborado pela VITSAB.
( Lade branco da efiqueta —L Alivacao r

S Jl-iolww
L t Misturado lado branco ¢

Lado verde da eli
Lo verde = Eliquela alivada
(eliquetaem funcionamertio)

Mudanga de cor (ponto findl)

Fonte: BRIZIO (2014)

- Fresh-Check® Indicator da TEMPTIME Corporation (www.fresh-check.com) —
fundamentado em uma reacao de polimerizacéo em estado solido, cuja resposta é uma mudanca
de cor mensuravel. O indicador é composto por um pequeno circulo de um polimero cercado
por um anel de referéncia impresso. O interior do circulo do polimero escurece se a embalagem

sofreu exposicdo a temperaturas desfavoraveis, e a intensidade da cor é medida e comparada
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com a escala de cores de referéncia no rétulo. Quanto mais rapidamente a temperatura aumenta,

mais rapidamente as mudancas de cor ocorrem no polimero (Figura 8).

Figura 8 - (A) Modelo do rotulo Fresh-Check®; (B) Escala de cores apresentada pelo
indicador Fresh-Check®eO® TTI da CRYOLOG (www.cryolog.com).
A B
Fresh-Check®

Indicator
Best when used o o ‘ .

before center is
darker than ring.

Fonte: Adaptado de Fresh-check (2013)

Etiqueta inteligente eO® - Indicador colorimétrico adesivo que consiste em um meio
nutritivo em forma de pétala de uma flor e um indicador de pH, o qual é responsavel pela sua
cor verde inicial. A etiqueta contém em seu interior bactérias do tipo acido lcticas inoculadas
de acordo com as especificacBes do produto alimentar ao qual sera anexado. A etiqueta é entdo
congelada até a sua ativacdo por descongelamento. Durante 0 uso nos produtos alimenticios,
dependendo do perfil de tempo/temperatura a que o produto for submetido, as bactérias situadas
no interior do rétulo irdo crescer utilizando a fonte de carbono do meio (contido no interior da
etiqueta), com consequente liberacdo de acido lactico. Como resultado, o pH do meio sera
reduzido a uma taxa proporcional ao crescimento bacteriano e a cor do indicador de pH se

alterara para rosa (Figura 9).

Figura 9- Imagem da etiqueta inteligente eO®.
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Fonte: Adaptado de BRIZIO (2014)
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A aplicacdo de indicadores comerciais de tempo e temperatura para o controle de
qualidade de produtos alimenticios tem sido estudada por alguns grupos de pesquisa, como por
exemplo: Vainionpéa et al. (2004) estudaram a aplicacdo de ITT de trés marcas comerciais
(VITSAB, Fresh-Check e 3M TTI) para o controle da qualidade de carne de frango embalada
sob atmosfera modificada. Enquanto Ellouze et al. (2008), desenvolveram um modelo
matematico para validar a resposta do eO® TTI da CRYOLOG. Mai et al., (2011) e Mai (2010)
observaram a aplicacdo de ITT fotocrémicos para avaliar a temperatura na cadeia logistica de
bacalhau na Europa. Enquanto Brizio e Prentice (2014) validaram a aplicacédo dos indicadores
inteligentes da marca OnVu® para monitorar a cadeia de abastecimento de produtos a base de
frango, e Brizio et al. (2015) estudaram a aplicagdo do mesmo ITT para monitorar a cadeia
logistica de bijupira no Brasil.

Segundo dados do Instituto Tecnoldgico Del Embalaje, Transporte y Logistica (ITENE,
2011) a empresa Nestlé, na Europa, utiliza os indicadores de tempo e temperatura em alguns de
seus produtos alimenticios, como por exemplo, em molhos prontos para o0 consumo Maggi®.
Enquanto, o indicador marca Fresh-Check® Indicator € utilizando para controlar a cadeia de
frio de produtos da marca Gourmet na Franca e dos alimentos servidos a bordo dos avibes da
companhia aérea British Airways, na Inglaterra. No entanto, apesar do grande potencial de
contribuicdo para melhorar a gestdo da vida util de alimentos, poucos sistemas de embalagens
inteligentes ITT até o0 momento tém sido capazes de conseguir aplicacdo industrial (BRIZIO,
2014; ROBERTSON, 2013; MAI et al., 2011). As principais razdes para a relutancia dos
produtores em adotar o seu uso sdo: custo, confiabilidade, aplicabilidade e obrigatoriedade
(CHOIl et al., 2014; PAVELKOVA, 2013).

Além da aplicacdo dos indicadores tempo temperaturas enzimaticos, tem surgido no
mercado tendéncias de pesquisa e aplicacdo de rotulos inteligentes de indicadores tempo-
temperaturas microbianos os quais tem sido estudados como mecanismos de resposta para a
qualidade dos alimentos. Em comparagdo com outros indicadores de tempo-temperatura ndo
microbianos disponiveis, a vantagem distinta do indicador tempo-temperatura microbiano é que
a sua resposta (mudanca de cor) é o resultado de um processo simulando o processo de perda
de qualidade de muitos alimentos, especialmente a maioria dos alimentos altamente proteicos
resfriados. Isso indica um alta possibilidade de que as mudangas na qualidade dos alimentos
devido a micro-organismos possam ser refletidas por indicadores de tempo-temperaturas
microbianos com precisdo. O estudo apresenta cinco tendéncias de desenvolvimento de

indicadores tempo-temperatura microbianos, os quais podem ser fabricados por um método
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simplificado. A abertura de um banco de dados disponivel com pardmetros cinéticos de
indicadores tempo-temperaturas compartilhados e modelos de predicdo de vida de prateleira
poderiam facilitar a aplicacdo dos indicadores microbianos. (ZHANG, et al., 2016).

Foram realizados estudos relacionados a preparacdo de um indicador de tempo-
temperatura microbiano usando o forma vegetativa do Bacillus amyloliquefaciens para
monitorar a qualidade de produtos alimentares refrigerados, através do desenvolvimento de um
novo indicador de tempo-temperatura microbiano o qual foi projetado usando a atividade de
células da alphaamylase vegetativa de Bacillus amyloliquefaciens. No sistema projetado, uma
mudanca de cor de um reagente de iodo ocorre progressivamente para o amarelo, devido a
hidrélise do amido. O efeito do nivel de in6culo mostrou a relagdo linear negativa entre os
niveis de Bacillus amyloliquefaciens inoculado no meio e os pontos finais dos indicadores de
tempo-temperatura. As principais vantagens do indicador de tempo-temperatura sao baixo custo
e aplicacdo para monitorar a qualidade de produtos alimentares refrigerados. (ESFAHANI, et
al., 2017).

Indicadores de tempo-temperatura microbianos foram desenvolvidos para monitorar a
vida de prateleira da carne, o objetivo do estudo foi desenvolver um indicador microbiano
versatil baseado na formacdo de violaceina, um pigmento violeta produzido pelo micro-
organismo Janthino bacterium sp. durante o crescimento inicial, dependendo da temperatura e
das propriedades intrinsecas do meio de crescimento. O indicador tempo-temperatura foi
validado para a deterioracdo da carne bovina picada sob condi¢bes de armazenamento
isotérmico e dindmico, utilizando dados gerados neste estudo. A aplicabilidade do indicador
tempo-temperatura foi também avaliada para outros produtos a base de carne, incluindo carne
cozida embalada a vacuo, utilizando dados da literatura. (MATARAGASA, et al., 2019).
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4. MATERIAIS E METODOS
Neste item estdo descritos o delineamento experimental, bem como as metodologias
da fase experimental, buscando avaliar o emprego do indicador enzimatico colorimétrico de
tempo e temperatura desenvolvido. A Figura 10 mostra de forma resumida, todas as etapas do

desenvolvimento do trabalho, no ambito desta tese.

Figura 10 — Representacao esquematica referente ao delineamento experimental.

Desenvolvimento do Indicador Enzimatico Avaliacdo da estabilidade Avaliagdo crescimento
Colorimétrico Tempo Temperatura reacional de duas solugtes microbioldgico

distintas que formam o indicador
Determinacdo da |

concentracdo de enzima

C tracdo d ima 0,01 pL/L
| oncentragdo da enzima 0,01 pl/ Aplicabilidade do sensor para

Testes com diferentes Temperatura apos mistura dos controle de abuso de
concentracBes de enzima componentes 252C temperaturas
correlacionando as
Temperaturas 52C e 252C —— Sistema | — Temperatura alteracBes de cor versus
— : — ampao 52C antes da mistura dos crescimento microbiolégico
Avaliacéo da influéncia da Enzima componentes I
temperatura +
| Indicador / Sistema lll — Temperatura Corte de Frango
ndicador 252C antes da mistura dos Filé de peito
Testes com e sem banho de gelo substrato
componentes Temperatura
Concentracéo da enzima 0,01 uL/L
! 52C, 209C e 25°C
Temperatura 5°2C —— Sistema Il — Temperatura
o _—— ampao 52C antes da mistura dos
Comportamento cinético do indicador Enzima / componentes
em diferentes temperaturas Indicador
_|_ Sistema IV — Temperatura
| Concentracdo da enzima 0,01 pL/L | Substrato | 25¢2C antes da mistura dos
componentes

| Temperatura 5°¢, 10°C, 15°C, 20°C e 25°C |

Fonte: O autor (2018).

4.1. Desenvolvimento do Indicador Enzimatico Colorimétrico de Tempo Temperatura

A preparacdo do indicador enzimatico colorimétrico foi realizada com uma enzima
disponivel comercialmente, enzima lipase Calb I (lote LCN 02115). O sistema reacional do
indicador tempo e temperatura é composto com 4 mM de Tributiryn, 0,1% Triton X-100, 2,5%
de tampédo (Na2HPO4 0,2 M, &cido citrico 0,1M, pH 7,5), 8,5% indicador de pH (mistura de
0,1% de azul de bromotimol, vermelho metilo vermelho neutro, a 12:4:1) (KIM et al., 2012).
Para preparagdo de 100mL do sistema reacional séo adicionados 0,120 ml de Tributiryn, 0,200
mL de Triton, 2,5 mL de tampao, 8,5 mL do indicador de pH e um volume de enzima variavel
(determinado pelos testes realizados), além da adicdo de agua até completar o volume total da

amostra de 100mL, por fim realizada a homogeneizagéo do sistema reacional.
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Determinacdo da concentracdo de enzima:

Esta etapa consistiu na identificacdo da concentragdo de enzima ideal para o sistema
reacional, onde foram realizados testes com diferentes concentracfes de enzima (20000; 15000;
10000; 5000; 1000; 500; 100; 250; 1; 0,1; 0,05 pL/L e posteriormente 0,01 pL/L). Estes
experimentos foram realizados expondo o sistema reacional em condicdo de temperatura
controlada a 5 °C, bem como em condicdo de abuso de temperatura a 25 °C, para realizagdo
destes testes fez-se 0 acompanhamento do pH, através do método eletrométrico, sendo 0 mesmo
medido diretamente na solucdo com pHmetro, a cor analisada através de registros fotogréaficos.
O tempo de acompanhamento para cada teste foi determinado pelas alteracdes de pH e aspecto
visual de cada amostra, sendo diferente para cada teste realizado.

A atividade de esterificacdo foi quantificada através de uma reacdo de sintese,
empregando o acido oleico e etanol (razdo molar 1:1) como reagentes ((Bernardes et al. (2007)
e Langone et al. (2002)). Apos a realizacdo do ensaio em branco, para determinar a acidez do
meio reacional, foi conduzida a adi¢do da enzima lipase CALB (1 g da solucéo enzimética). A
reacao foi conduzida a 40 °C, durante 40 minutos, em frascos de vidro fechados, mantidos em
agitador orbital a 160 rpm. Para as medidas de acidez, aliquotas de 500 pL foram retiradas do
meio reacional em triplicata e adicionadas a 15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1)
(v/v). A quantidade de acido consumida foi determinada por titulagdo com hidréxido de sddio
(NaOH) 0,05 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima que consome 1pumol de acido graxo por minuto por grama de catalisador, nas condi¢des
do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada utilizando a Equacéo 16.

(Vpy—=Va) X M X 1000 x V
t X Mg, X V¢

AE =

(Equacéo 16)

Onde: AE = atividade de esterificacdo (U/g); Va = volume de NaOH gasto na titulacdo

da amostra retirada ap6s 40 min (mL); Vi, = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra
retirada no tempo 0 (mL); M = molaridade da solucdo de NaOH; V¢ = volume final de meio
reacional (mL); t = tempo (min); MeL = peso da enzima livre (solucdo enzimética)/imobilizada;

V¢ = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagdo (mL).

Avaliacdo da influéncia da temperatura:

Novos ensaios foram realizados para avaliar a influéncia das oscilagbes da

temperatura, ao retirar as amostras do shaker (modelo 4.0 A da NOVA TECNICA), para
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verificagdo do pH, para tais testes foi mantida a concentracdo de enzima em 0,01 pL/L, sendo
a temperatura da amostra controlada a 5 °C, onde foi variado somente a forma de conservagéo
das amostras, sendo que uma das amostras foi mantida com banho de gelo, a fim de eliminar
possiveis influéncias de temperatura ao retirar a amostra do equipamento e uma das amostras
foi mantida sem banho de gelo durante a verificagdo do pH. Os testes com banho de gelo se d&o
através de um recipiente contendo gelo, sendo que o sistema reacional, o qual esta dentro de
um erlenmeyer, é disposto sobre o0 gelo durante a verificacdo do pH, apds o retorno da amostra
para 0 ambiente com temperatura controlada, o gelo é descartado. Para estes ensaios realizou-
se 0 acompanhamento do pH, pelo método eletrométrico, sendo o pH medido diretamente na
solucdo com pHmetro, a cor foi analisada através de registros fotograficos, 0 acompanhamento

do pH e cor foi realizado num periodo de 18 dias.

Comportamento cinético do indicador em diferentes temperaturas:

Esta etapa do desenvolvimento do trabalho consistiu em analisar o comportamento da
vida Gtil do sistema enzimatico colorimétrico, mantendo uma mesma concentracdo de enzima
de 0,01 pL/L, expondo o sistema reacional em diferentes condi¢des de temperaturas (5, 10, 15,
20 e 25 °C). A mistura reacional foi mantida sem agitacdo no equipamento shaker (modelo 4.0
A da NOVA TECNICA). O acompanhamento do pH foi realizado pelo método eletrométrico,
sendo medido com pHmetro diretamente na solucédo, a determinacdo da cor foi realizada com
colorimetro, com posicao do filtro UV nominal, com area de visao de uma polegada quadrada,
no modo de transmiténcia total, que incide um feixe de luz normal a superficie da amostra e por
registros fotograficos. Para cada temperatura testada, o tempo final de acompanhamento da
amostra foi diferente, sendo o mesmo determinado pelas alteracfes de pH e aspecto visual de

cada uma das amostras.

Avaliacdo da estabilidade do sistema reacional a abusos sequenciais de temperatura:

A fim de avaliar a estabilidade do sistema reacional a exposi¢do de abusos sequenciais
de temperatura, simulando a manipulagédo do consumidor em uma gondola de supermercado,
este foi submetido a refrigeracdo (< 5,0 °C) por 2 horas e depois exposto a temperatura ambiente
(20 °C) por 1 ou 5 minutos e posterior devolugdo a refrigeracdo por mais 2 horas. Este
procedimento foi repetido até a alteragdo do sistema reacional, com manutencdo sob

refrigeracdo durante os periodos noturnos (simulando a auséncia de manipulacao).
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Durante o periodo de exposicdo a temperatura ambiente, o sistema reacional foi mantido
em contato com uma base gelada, para simular um produto refrigerado, o qual ndo sofre
mudanca total de temperatura quando em contato com o ambiente por 1 ou 5 minutos.

O acompanhamento da estabilidade do sistema reacional foi feito por determinacdo do

pH e alteracdo visual da cor mediante registros fotogréficos.

Avaliacdo da estabilidade reacional das solucdes que formam o indicador:

Objetivando a aplicabilidade préatica do sistema reacional desenvolvido, estudou-se a
conservacao do sistema em solucdes distintas, visto que, quando todos os componentes do
sistema reacional estdo misturados, o processo de alteracdo de cor e pH ja pode ser iniciado.
Para tanto, foi estudada a conservacdo em temperaturas diferentes (5 e 25°C), de duas solugcbes
distintas, formando assim quatro sistemas reacionais:

Sistema |: (tamp&o/enzima/agua) + (substrato/indicador) — 5°C

Sistema Il: (tamp&o/enzima/indicador/agua) + (substrato) — 5°C

Sistema IlI: (tamp&o/enzima/agua) + (substrato/indicador) — 25°C

Sistema IV: (tampdao/enzima/indicador/agua) + (substrato) — 25°C

Os testes realizados com temperatura de 5 °C tem por objetivo avaliar a necessidade
de conservacgédo dos componentes da reacdo em condi¢Oes de temperatura controlada, para tanto
0s testes com os sistemas reacionais | (tampdo/enzima/agua) + (substrato/indicador) e Il
(tampéo/enzima/indicador/agua) + (substrato) foram realizados mantendo os compostos ainda
separados, conservados por 24 horas em temperatura controlada a 5 °C, transcorrido esse
periodo foi realizada a mistura entre todos os componentes da reacdo. Para avaliar o
comportamento de ambos sistemas reacionais foi realizado cinética reacional, com abuso de
temperatura a 25 °C.

Os testes com os sistemas Ill (tampdo/enzima/adgua) + (substrato/indicador) e 1V
(tampéo/enzima/indicador/agua) + (substrato) foram realizados mantendo os compostos ainda
separados conservados por 24 horas em temperatura controlada a 25 °C, a qual simula uma
condicdo de temperatura ambiente, 0 objetivo de expor 0s compostos a essa temperatura é
avaliar a possibilidade de conservacdo dos componentes sem a necessidade de manter os
mesmos sob refrigeracdo. Apos transcorridas as 24 horas foi realizada a mistura entre os
componentes, onde foi realizado cinética reacional, com abuso de temperatura a 25 °C, da

mesma forma, para acompanhar as mudancas reacionais.
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Para os quatro ensaios realizados, o tempo final de acompanhamento das amostras, foi
determinado pelas mudancas de pH e aspecto visual de cada uma das amostras, sendo distintos
entre si. O pH foi determinado pelo método eletrométrico, sendo medido com pHmetro
diretamente nas solucdes, a determinacéo da cor foi realizada com colorimetro, com posicao do
filtro UV nominal, com &rea de visdo de uma polegada quadrada, no modo de transmitancia
total, que incide um feixe de luz normal a superficie da amostra e por registros fotograficos para

todos o0s ensaios.

4.2 Avaliacdo do crescimento microbiol6gico

Buscando associar o abuso de temperatura correlacionando com o crescimento
microbioldgico, realizou-se um estudo para acompanhar o crescimento microbiologico de
Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538) inoculados em
filé de peito de frango, em diferentes condicdes de temperatura (5, 20 e 25 °C).

As amostras de filé de peito sdo provenientes de uma empresa frigorifica de grande
porte, situada na regido norte do Rio Grande do Sul. As amostras foram coletadas sob condi¢6es
adequadas de temperatura, respeitando a legislacdo vigente bem como fazendo uso das boas
praticas de fabricacdo, sendo a coleta e analise realizadas no primeiro dia de abate.

S. aureus e Salmonella foram inoculados, separadamente, em filé de peito na
concentracdo de 102 UFC/mL e incubados nas diferentes temperaturas. Foi realizado um
experimento controle, onde amostras de filé de peito sem contaminacdo foram incubadas nas
temperaturas estudadas. Foram coletadas amostras em intervalos de 2 horas para realizar a
contagem total de bactérias.

Para o desenvolvimento dos testes foram utilizados pedacos de peitos de frango
previamente acondicionados em embalagens herméticas. Os micro-organismos foram
previamente crescidos em caldo Luria Bertani - LB (10 g/L triptona; 5 g/L extrato de levedura;
5 g/L NacCl). Para crescimento foi feito o repique em caldo LB e incubado por 24 horas a 37
°C.

Para o preparo do in6culo, apos crescimento foi feita a diluicdo da concentracdo de
células em &gua peptonada 0,1%, mergulhou-se por um minuto 12 pedagos com
aproximadamente 10g de frango em 90 mL da mesma &gua e depois transferido para
embalagens hermeéticas. Diariamente, as embalagens passaram pelo homogeneizador

Stomacher. Por fim, para a contagem de células foi realizado plagueamento em meio Plate
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Count Agar — PCA (5 g/L Digestdo enzimatica da Caseina; 2,5 g/L Extrato de levedura; 1 g/L
Glicose (Dextrose); 15 g/L Agar). As dilui¢des procederam-se em agua peptonada 0,1%.

A simulacdo da negligéncia em relacdo a refrigeracao foi feita mantendo-se o indculo
sob refrigeracéo por 2 horas para aclimatacdo ao frio e posterior desligamento do refrigerador
e manutencdo da porta aberta. Ap6s 2 horas, cada in6culo foi submetido a uma diferente
temperatura (5, 20 e 25°C) simulando diferentes condi¢cbes ambientais. A cinética de
crescimento em cada condicéo foi feita por plaqueamento e contagem de amostras retiradas do

indculo de hora em hora, por 12 horas.

4.3 Analise Estatistica
Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como

gréficos e a correlacdo de Pearson foram obtidos com o programa Excel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Desenvolvimento do Indicador Enzimatico Colorimétrico de Tempo Temperatura

De acordo com Taoukis (2008), o sinal da resposta é o parametro que determina a
facilidade de leitura de um indicador de tempo temperatura. Este deve apresentar uma mudanca
compreensivel e perceptivel pelo publico alvo. Assim, a configuracdo deve ser de facil leitura
visual, com consequente tradu¢do da mensagem correta para todos.

Com base no exposto por Taoukis, foi estudado um sistema reacional de facil
visualizacdo, onde apds a mistura do sistema reacional, a amostra apresenta coloragdo verde e
pH na faixa entre 7 e 8, o indicador enzimatico provoca uma mudanca de cor, de verde para
vermelho, causada por um decréscimo do pH resultante de uma reacédo de hidrélise enzimatica
de um substrato lipidico, a cor da amostra é alterada com a reducdo de pH, conforme mostra a
Figura 11. A atividade enzimaética da lipase CALB, utilizada em todos os experimentos foi
determinada em 30,5 U/g.

Figura 11 - Variacdo da coloracdo do indicador enzimatico de tempo e temperatura em

relacdo a reducédo de pH.

pH8-7 pH7-6 pH6-5 pHS5-4

Fonte: O autor (2017).

Foi realizado o acompanhamento do pH das amostras, determinado pelo método
eletrométrico, onde o pH das amostras foram medidos diretamente na solucdo com pHmetro, e
por registros fotograficos para o observar o aspecto visual do sistema reacional. A Tabela 1
apresenta os valores de pH e aspecto visual do sistema reacional, onde foi avaliado diferentes
concentragdes de enzima, acondicionadas em diferentes temperaturas (5 e 25 °C) determinando

0s tempos de reacdo para alteracdo do aspecto visual das amostras testadas.
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Tabela 1 — pH e aspecto visual das reacOes com diferentes concentragcbes de enzima
acondicionadas 5 e 25 °C e diferentes tempos de reagéo.

Aspecto Aspecto Tempo
HL/L Temperatura Visual Inicial pH Visual Final P Final
5°C . 6,43 . 5,57 3 horas
20000
25°C ‘ 5,94 . 5,27 3 horas
5°C - 6,43 . 5,84 3 horas
15000 ——
25°C . 6,20 5,28 3 horas
5°C S 6,43 . 5,84 3 horas
10000
25°C . 6,46 . 5,69 3 horas
5°C 6,15 . 6,87 3 horas
5000
25°C . 6,43 I 599  3horas
5°C . 6,76 A 5,89 3 horas
1000
25°C . 6,76 O 4,73 3 horas
50C W 680 6,01  3horas
500 —
fs 9)
25°C 6,80 4,43 3 horas
0
100 5°C I 6,89 5,99 24 horas
25°C . 6,89 6,33 24 horas
5°C . 6,69 5,73 24 horas
250
25°C . 6,88 471 24 horas
1 5°C ' 7,41 4,49 6 dias
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01 5°C . 7,34 6,57 6 dias
5°C . 7,41 6,68 6 dias
0,05 4
25°C 7,43 5,54 6 dias
-
0,01 5°C 7,68 7,17  20dias

Os resultados apresentados na Tabela 1 deixam claro que as alteracGes de cor do sistema
reacional mostram uma dependéncia proporcional a quantidade de enzima, onde inicialmente
foi utilizado 20000 pL/L de enzima, a reacdo apresentou alteracdo de pH e aspecto visual em 3
horas, ja& com 0,01 pL/L a reacdo permaneceu por 20 dias sem alteracdo de cor e reducédo
significativa de pH, quando a amostra foi conservada em temperatura controlada (5 °C).

A partir da analise dos resultados obtidos, ficou evidente a influéncia da enzima bem
como da temperatura nas alteragcbes do pH bem como nas alteragcdes do aspecto visual. Os
resultados demostram que, quando uma amostra com o0 mesmo percentual de enzima, submetida
a diferentes condi¢des de temperaturas, ocorrem tempos reacionais distintos, onde quanto maior
a temperatura a qual a amostra foi submetida, mais rapido ocorre a reducéo do pH e alteragéo
do aspecto visual. Fendmeno este também apresentado no trabalho de Wu (2015), que
desenvolveu um indicador de tempo temperatura enzimatico baseado na lipase Aspergillus
niger, sendo que os autores apresentam a simulacdo do modelo matematico para o indicador de
tempo temperatura, o qual expressa a relagcdo das mudancas de cor com 0 tempo e a temperatura.

O percentual de enzima, o qual apresentou melhor comportamento em relagcdo ao maior
tempo para alteracdo do aspecto visual foi de 0,01 puL/L, quando mantida em geladeira (5 °C),
A partir disso, decidiu-se fazer novas amostras reacionais, mantendo as amostras em banho de
gelo, objetivando avaliar a influéncia da alteragdo da temperatura, ao retirar a amostra da
geladeira para verificar o pH e mantendo as amostras sem o banho de gelo, comparativamente.
A amostra sem banho de gelo foi exposta a diferentes condi¢des de temperaturas ambientes, as
quais variaram de 20 °C até 29 °C, sendo que o tempo de exposi¢do da amostra nessas condi¢des
de temperatura, era somente 0 tempo necessario para estabilizacdo do pH no momento da sua
verificagdo (tempo maximo de 5 minutos), tempo esse semelhante entre os diferentes horarios

de coleta do pH. Os resultados séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — pH e aspecto visual da reacdo com 0,01 pL/L de enzima acondicionadas em

geladeira (5 °C), com banho e sem banho de gelo.

Tempo
. Sem banho de gelo Com banho de gelo
(dias)
Aspecto Aspecto
Visual pH Visual pH
1 . 8,367+0,083 . 7.677+0,001
2 . 8,337+0,076 . 7.6060,011
3 8,20740,207 . 7.54240,030
4 . 8,250+0,144 . 7.467+0,016
5 . 8,070+0,353 - 7.423+0,053
6 . 8,007+0,161 7.453+0,005
7 . 7.4300 411 7.353+0,030
8 . 7.547+0,383 7.416+0,017
9 . 7.213+0,494 - 7.38140,042
10 . 7.0030.715 - 7.353+0,018
p—
11 . 7.023+0,556 . 7.323+0,026
12 . 6,6870,780 - 7.302:0,023
13 . 6,523+0,582 - 7.278+0,039
14 . 6,357+0.766 - 7.255+0 039
15 . 6,183+0,690 7.227+0,052
/
16 ' 6,113+ 0,779 7.214+0,070
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7,193+0,084

17 ' 6,057+0,698 .
18 ' 5,900+0,879 7.174+0,080

Os resultados obtidos na Tabela 2 mostram que ap6s 18 dias de reacdo, para as amostras
mantidas em banho de gelo, foi possivel manter a cor da amostra verde e o pH na faixa 7,
conforme objetivo do estudo, efeito esse que ndo apresentou 0 mesmo comportamento quando
a amostra ndo foi conservada em banho de gelo, o que demonstrou que a exposigdo do sistema
reacional a pequenas variagOes de temperatura, provoca um efeito cumulativo e irreversivel no
resultado da reacdo. Com este resultado definiu-se que as amostras reacionais do indicador de
tempo e temperatura seriam mantidas em banho de gelo, quando expostas a temperatura
controlada (5 °C), bem como os reagentes durante a preparacdo do sistema reacional, e que
novos experimentos seriam realizados com diferentes temperaturas.

Fez-se novamente o acompanhamento do pH das amostras, determinado pelo método
eletrométrico, onde o mesmo foi medido diretamente na solu¢do com pHmetro, o
acompanhamento da cor foi realizado por registros fotograficos para observar o aspecto visual
do sistema reacional, obteve-se também os pardmetros de cor L*, a*, b*, sendo que da escala
Cielab, tem-se o calculo do parametro AE*, associado a intensidade da cor, sendo 0o mesmo
dado pelo modulo da diferenca de valores da amostra e do padrdo branco, a partir dos
parametros medidos pelo equipamento.

Os novos testes foram realizados utilizando uma concentragéo de 0,01 puL/L de enzima,
onde a variavel estudada foi a temperatura, com as seguintes variagdes: 5, 10, 15, 20 e 25 °C,
durante a composicdo do experimentos o sistema reacional foi mantido em banho de gelo para
a temperatura de 5 °C. As condi¢Bes de temperaturas estudadas caracterizam os perfis de
temperatura que representam as condic¢des da cadeia de distribui¢do de produtos frescos, desde
o produtor até o consumidor final (ZHANG et al., 2012; LIMBO et al., 2010; CARDENAS et
al., 2008). A Tabela 3 mostra os valores de pH, AE, parametros de cor L*, a*, b* e aspecto
visual do sistema reacional, sob a condigéo de 5 °C de temperatura, no decorrer do tempo
reacional.

O parémetro L* representa a luminosidade da amostra, a qual ndo apresentou grandes

variacgoes no decorrer do tempo de armazenamento, conforme demonstrado na Tabela 3, sendo
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que o mesmo demonstrou ser pouco influenciado na condicdo de temperatura a que 0 sensor

colorimétrico foi exposto, mesmo transcorrido 18 dias de reacéo.

Para o parametro a*, os dados mostram valores negativos, 0s quais indicam a

predominancia da cor verde pela escala Cielab, e sem grandes alteragdes no decorrer do tempo

de armazenamento do indicador colorimétrico. Esta baixa varia¢do indica uma boa capacidade

de manutencdo da cor verde durante o armazenamento a 5 °C e, portanto, boa funcionalidade

do indicador colorimétrico, capaz de manter a cor por pelo menos 18 dias, tempo de reacdo esse

suficiente, visto que superou o tempo de shelf life do produto, o qual € de 12 dias.

Tabela 3 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, valores de pH e aspecto visual dos indicadores

acondicionados na temperatura de 5 °C.

Média Aspecto
Tempo AE pH )
L a b Visual
0 53,543 +0,002 -10,296 £0,001 8,164 +0,004 0,000 7,671
5 dias 48,522 + 0,002 -8,420 £ 0,002 11,304 +0,003 6,212 7,422
10dias 50,603 + 0,002 -7,123+0,003 14,375+0,002 7,569 7,351
15dias 54,327 + 0,002 -6,694 + 0,002 18,330+0,001 10,746 7,225
18 dias 53,839 + 0,001 -6,897 £ 0,002 19,433+0,001 11,774 7,182
18 dias
53,123 + 0,001 -6,870 £ 0,002 19,725+0,001 12,065 7,176
15 horas
18 dias
51,467 + 0,001 -6,512 + 0,001 20,432 +0,002 13,005 7,156
17 horas
18 dias
50,273 + 0,001 -6,419 £ 0,003 21,488 +0,002 14,257 7,143
19 horas
18 dias
49,868 + 0,002 -6,170 £ 0,026 21,783 + 0,002 14,697 7,001
21 horas
18 dias
49,426 + 0,001 -5,960 + 0,010 22,234+0,003 15,288 6,839

23 horas
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Os valores obtidos para o pardmetro b* sdo positivos, o que indica a predominancia da
cor amarela em relacédo a azul, pode ser observado que no decorrer do tempo reacional, os
valores vao aumentando cumulativamente, fenbmeno esse também apresentado pelo parametro
AE*, onde apds transcorrido 18 dias + 17 horas (18,7 dias) ocorreu alteracdo visual da cor, estes
resultados demonstram que o sensor pode ser utilizado com seguranca por até 18 dias quando
conservado a uma temperatura de 5 °C.

A Tabela 4 mostra os valores de pH, AE, parametros de cor L*, a*, b* e aspecto visual

do sistema reacional, sob a condicdo de 10 °C de temperatura, no decorrer do tempo reacional.

Tabela 4 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, valores de pH e aspecto visual do sistema reacional

acondicionadas na temperatura de 10 °C.

Média Aspecto
Tempo AE pH )
L a b Visual
Va
0 53,324 + 0,003 -10,177 +£0,002 8,214 +0,002 0,000 7,669 .
5dias  51,002+0,001 -8438+0,001 11,313+0002 4245  7.435 .
10 dias 50,422 +0,001 -7,043+0,002 14,582+0,002 7,669 7,372 '
15dias 54,124 +0,001 -6,877 £0,003 18,227 +0,003 10,574 7,259 Q
15 dias
52,840 +0,001 -6,636+0,002 18,683+0,001 11,063 7,217 6
6 horas N\ 4
15 dias
51,004 + 0,001 -6,624 +0,001 20,157+0,001 12,675 7,208
8 horas
15 dias
50,193 +0,001 -6,514+0,001 21,496+ 0,002 14,130 7,153
10 horas
15 dias
49,147 + 0,002 -6,419+ 0,002 21,843+0,002 14,743 6,995
12 horas |
15 dias 5
48,926 + 0,001 -6,126 +0,002 22,185+0,001 15,198 6,983
14 horas

O resultado dos testes para temperatura de 10 °C para os parametros L* e a*

apresentaram comportamento semelhante quando comparados com a temperatura de 5 °C. Os
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valores obtidos para o parametro b* séo positivos, apresentando comportamento semelhante ao

longo do tempo de reacdo, onde é possivel observar que existe ligagdo entre os valores obtidos

e 0 tempo reacional, pois apos transcorrido o tempo reacional de 15 dias + 10 horas (15,4 dias)

ocorreu alteracdo da cor. Estes resultados demonstram que um pequeno aumento da

temperatura, reduziu cerca de 3 dias 0 tempo necessario para o sistema reacional alterar a cor.

A Tabela 5 mostra os valores de pH, AE, parametros de cor L*, a*, b* e aspecto visual

do sistema reacional, sob a condicdo de 15 °C de temperatura, no decorrer do tempo reacional.

Tabela 5 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, valores de pH e aspecto visual da reagédo
acondicionadas na temperatura de 15 °C.

Média Aspecto
Tempo AE pH )
L a b Visual
0 53,626 + 0,001 -10,421 + 0,002 8,319 + 0,002 0,000 7,783 q
5 dias 48,975 + 2,308 -9,003 + 0,002 10,128 + 0,002 5,187 7,561 '
7 dias 52,684 + 0,002 -8,285 + 0,003 12,374 + 0,002 4,679 7,412 .
9 dias 51,874 + 0,002 -7,573 £ 0,002 13,136 + 0,002 5,864 7,373 .
B
9 dias
51,750 + 0,001 -7,324 £ 0,002 13,577 + 0,003 6,384 7,342
8 horas
9 dias /
51,248 + 0,001 -7,117 £ 0,001 15,89 + 0,002 8,598 7,325 ’
12 horas
9 dias :
51,003 + 0,001 -6,932 + 0,003 17,267 = 0,003 9,956 7,283
16 horas
9 dias
50,984 + 0,002 -6,778 £ 0,003 19,573+ 0,002 12,120 7,231
18 horas
9 dias
50,475 + 0,003 -6,591 + 0,002 21,163+ 0,003 13,768 7,179
19 horas
9 dias
49,287 + 0,002 -6,327 £ 0,002 21,922 + 0,003 14,854 7,072
20 horas
9 dias -
49,017 + 0,001 -6,208 + 0,002 22,014 + 0,002 15,051 6,814
21 horas -’
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Para a temperatura de 15 °C os resultados dos testes para os pardmetros L* e a*
apresentaram comportamento semelhante quando comparados com as temperaturas de 10 e 5
°C. Para o parametro b* os valores obtidos também sdo positivos, porém o tempo necessario
para alterar o aspecto visual, reduziu para 9 dias + 18 horas (9,8 dias) evidenciando o quanto a
temperatura influéncia nas alteragdes de tempo reacional.

A Tabela 6 mostra os valores de pH, AE, parametros de cor L*, a*, b* e aspecto visual

do sistema reacional, sob a condicdo de 20 °C de temperatura, no decorrer do tempo reacional.

Tabela 6 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, valores de pH e aspecto visual da reagdo

acondicionadas na temperatura de 20 °C.

Média Aspecto
Tempo AE .
L a b Visual
0 53,475+ 0,001 -10,215+0,001 8,171+0,001 0,000 7,679 .
BN
4 horas 52,593+0,003 -9,271+0,083 10,322+0,576 2,511 7,581 ‘
8 horas 52,220+0,001 -7,248+0,001 15,896 +0,001 8,370 7,353 .
12 horas 52,004 +0,001 -7,113+0,001 17,311+0,002 9,764 7,318 '
14 horas 51,431+0,002 -6,994+0,001 19,428 +0,001 11,886 7,247 @
15 horas 50,334 +0,001 -6,724+0,001 21,618+0,002 14,239 7,124 ‘ :
16 horas 49,221 +0,001 -6,313+0,002 21,816+0,002 14816 7,017 O
17 horas 48,862+ 0,002 -6,127 +0,002 22,219+0,002 15,341 6,882 f j )
18 horas 48,524 +0,001 -5,981+0,001 22,104 +£0,003 15,381 6,265 ]
-

Para a amostra submetida a temperatura de 20 °C, a alteracdo do aspecto visual se deu

em menos de 1 dia de reacdo, com apenas 14 horas (0,6 dias), demonstrando a grande influéncia
do abuso da temperatura no sistema reacional. Os resultados do parametro L*, assim como para
as demais temperaturas testadas, ndo apresentou grandes alteracdes (Tabela 6). Os dados do

parametro a* mostram valores negativos, ja os resultados obtidos para o parametro b* sao
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positivos, tais resultados apresentam ligagdo com o tempo de armazenamento do indicador
colorimétrico, bem como os resultados obtidos para 0 AE*, evidenciando assim a relagcdo da
alteracdo do aspecto visual com o aumento da temperatura ao longo do tempo reacional.

A Tabela 7 mostra os valores de pH, AE, parametros de cor L*, a*, b* e aspecto visual

do sistema reacional, sob a condicdo de 25 °C de temperatura, no decorrer do tempo reacional.

Tabela 7 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, valores de pH e aspecto visual da reagédo

acondicionadas na temperatura de 25 °C.

Média Aspecto
Tempo AE pH )
L a b Visual
0 53,496 + 0,002 -10,309 + 0,002 8,207 +0,002 0000 7,682 ‘
2horas  52,986+2001  -9.249+0,002 9631+0002 1847 7,597 .
\
Ahoras 52.659+0003 -9,187+0,002 10436+0,002 2632  7.482 .
6horas 52514+0001 -8536+0,003 11628+0,002 3976  7.391 .
Shoras 52,105+0,002 -7.450+0,002 15663+0,004 8106 7,346 ,
Ohoras 51,318+0,002 -7.286+0,002 19,046+0,003 11461 7,289 O
10horas 50,282+ 0,003  -6834+0002 21522+0002 14131 7112 Q
11horas 49,167 +0,004  -6.294+0004 21.778+0001 14800 7,021 6
12 horas 48,959+ 0,003  -6115+0001 22,003+0002 15116 6,739 '
13horas 48438+0,002  -5994+0002 22113+0001 15414 6,182

Os testes realizados para o sistema reacional com temperatura de 25 °C ratificaram a
grande influéncia da temperatura na alteracéo do aspecto visual, onde com apenas 9 horas (0,4

dias) de reacdo ocorre alteracdo do aspecto visual. O parametro L* o qual representa a
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luminosidade da amostra apresentou baixa relacdo com o tempo de armazenamento do
indicador colorimétrico, assim como para todas as demais temperaturas testadas.

Os dados do parametro a*, mostram valores negativos, 0s quais indicam a
predominancia da cor verde pela escala Cielab, tal resultado apresenta ligagdo com o tempo de
armazenamento do indicador colorimétrico, comportamento esse que evidencia a alteracdo do
aspecto visual.

Ja, os valores obtidos para o parametro b* séo positivos, o que indica a predominancia
da cor amarela em relacdo a azul. Ao longo do tempo de reacéo, é possivel observar que existe
relacdo entre os valores obtidos e o tempo, relacdo esta, também observada para o parametro
AE* 0 qual aumentou com o tempo transcorrido na reacao. Estes resultados podem indicar que
temperatuas maiores de armazenamento podem levar a um amarelecimento do indicador
colorimétrico, o qual poderia ser interpretado como abuso de temperatura pelo consumidor.

Os resultados dos testes realizados para sistema reacional com diferentes condigdes de
temperaturas, demonstram a influéncia que a mesma exerce nas alteracdes do aspecto visual, a
Figura 12 evidencia a relacdo entre a temperatura e tempo do sistema reacional para alteracéo
do aspecto visual.

Figura 12 - Relagdo Tempo e Temperatura para alteragdo da cor do sistema reacional.
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Fonte: Os autores (2018).

As variacOes apresentadas nos resultados da Figura 12 indicam uma boa capacidade
de manutencdo da cor verde durante 0 armazenamento na temperatura de 5 °C, portanto, boa
funcionalidade do indicador colorimétrico, capaz de manter a cor por pelo menos 18 dias, ao
mesmo tempo evidencia que quando exposto ao abuso de temperatura (20 e 25 °C) a prevaléncia

da cor verde se mantém apenas por algumas horas, podendo assim ser facilmente utilizado para
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identificar possiveis negligéncias de alguns estabelecimentos quanto a falta de controle das
temperaturas de expositores de alimentos refrigerados, sendo esta uma ferramenta que pode ser
facilmente utilizada visando a seguranca alimentar quando se trata de abuso de temperatura ao
longo da cadeia de distribuicdo e armazenagem de produtos resfriados.

Limbo et al. (2010), destaca que as interrupg¢des da cadeia de frio, que frequentemente
aparecem nas Ultimas etapas, como no ponto de venda, no caminho do varejista para o
consumidor e durante armazenamento domeéstico, ainda ndo estdo integradas neste conceito de
monitoramento. Neste sentido, destaca-se a importancia de criar sistemas, 0s quais deixam claro
para os consumidores, as condi¢des de temperaturas as quais 0s produtos ficam armazenados,
visto que apds a etapa de transporte e distribuicdo, ndo se tem meios para 0 monitoramento,
alertando os consumidores para possiveis alteracbes de qualidade ligadas a variacdes de
temperaturas as quais os produtos foram expostos.

O valor obtido de AE*, calculado através do L*, a*, b* mensurados, evidenciou que
houve uma mudanca de cor significativa nos sistemas reacionais com o aumento gradativo da
temperatura. Resultado este que deve corroborar com as alteracfes microbioldgicas ao expor
as amostras carneas na condicdo de abuso de temperatura, conforme ressaltado por Taoukis
(2008), o qual relata que na visdo do consumidor, como ndo ha uma correlagdo algoritmica
usada, mas sim um ponto final visual Gnico, este devera indicar de perto o fim de vida util a
qualquer temperatura. Para atingir isto, o ponto final do ITT devera coincidir com o fim de vida
atil do produto a uma temperatura de referéncia.

As Tabelas 8 e 9 apresentam os resultados de pH e aspecto visual da avaliacdo da
exposicdo do sistema reacional a abusos sequenciais de temperatura pela retirada deste da
refrigeracdo (< 5,0 °C) permanecendo em temperatura ambiente (20 °C) por 1 e 5 minutos,

respectivamente, e posterior devolucao a refrigeracdo por duas horas.

Tabela 8 — Valores de pH e aspecto visual do sistema reacional exposto a abusos sequenciais
de temperatura (20 °C) por 5 minutos e posterior devolugéo a refrigeracdo por 2 horas.

Tempo H Aspecto Tempo H Aspecto  Tempo H Aspecto

(horas) P Visual (horas) P Visual (horas) P Visual

0 7,762 4 7,707

2 7,758

6 7,681 Q 8 7,629 ‘ 10 7,612
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12 7,601 Q 14 7,578 Q 26 7,425 ‘
28 7,404 ‘ 30 7,393 . 32 7367 Q
34 7325 ‘ 36 7,279 Q 38 72 ‘
40 7,162 Q

Tabela 9 — Valores de pH e aspecto visual do sistema reacional exposto a abusos sequenciais

de temperatura (20 °C) por 1 minuto e posterior devolucéo a refrigeracdo por 2 horas.

Tempo Aspecto Tempo Aspecto Tempo Aspecto
(horas) Visual (horas) Visual (horas) Visual

0 7,709 Q 2 7,693 O 4 7,689

6 7,671 Q 8 7653 Q 10 7,642

N
12 7,625 14 7,613 26 7,591
-

28 7585 30 7,571 ‘ 32 7,568

34 7,549 @ 36 7,541 ‘ 38 7,535

50 7,517 Q 52 7,509 ’ 54 7,502

56 7,494 58 7,488 60 7,475

S




56

62 7,468 74 7,445 ‘ 76 7,432 O
78 7,418 80 7,405 ‘ 82 7,387 ‘
84 7,362 86 7,348 Q 88 7,305 Q
90 7,217 92 7,152 ' 94 6,876 . |

O sistema reacional manteve suas caracteristicas de aspecto visual (verde) e pH acima
de 7,2, por 90 e 38 horas, quando exposto sequencialmente a temperatura ambiente por 1 e 5
minutos, respectivamente.

Apesar da severa condicdo de abuso ao que o sistema reacional foi submetido, com
exposicado a temperatura ambiente por 1 e 5 minutos a cada 2 horas, 0 mesmo manteve-se estavel
por 3,7 e 1,6 dias, com 14 e 31 manipulacdes do sistema reacional, expondo & temperatura
ambiente, respectivamente (Tabelas 8 e 9).

Considerando que o sistema reacional, quando mantido sob refrigeracdo, permaneceu
estavel por 18 dias e 17h (449h) (Tabela 3, e que ha uma correlacdo inversa entre 0 nimero de
manipulacdes e o tempo de estabilidade do sistema reacional, pode-se realizar até
aproximadamente 3 manipulaces sem observar-se alteracdes de pH e aspecto visual do mesmo
pelo mesmo tempo (449h).

Segundo Taoukis e Labuza (1989), ITT sdo dispositivos que contém uma substéncia
termicamente 1abil como mecanismo de funcionamento. Estes podem ser anexados a superficie
de uma embalagem, demonstrando o histérico de tempo-temperatura cumulativa de um
alimento (BRIZIO; PRENTICE, 2014; MAI et al., 2011; ELLOUZE & AUGUSTIN, 2010;
VAIKOUSI et al., 2009; TSIRONI et al., 2009). Neste contexto, fez-se 0 acompanhamento de
diferentes combinagdes do sistema reacional a fim de aplicacdo dos mesmos nas superficies das
embalagens.

Os testes com o Sistema | (tampédo/enzima/agua) + (substrato/indicador) e o Sistema Il
(tampé&o/enzima/indicador/agua) + (substrato) foram realizados mantendo 0os compostos ainda
separados, conservados por 24 horas em temperatura controlada a 5 °C, transcorrido esse

periodo foi realizada a mistura entre os componentes, onde foi realizado cinética reacional, com
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abuso de temperatura a 25 °C, realizando avalia¢do visual da colora¢do e acompanhamento do

tempo necessario para ocorrer a alteracdo do aspecto visual, sendo os resultados expostos nas
Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 — Pardmetros de cor L*, a*, b*, AE, pH e aspecto visual do Sistema I

(tampéo/enzima/agua) + (substrato/indicador) a 5 °C antes da mistura e 25 °C apds mistura.

Tempo Média Aspecto
AE pH )

(horas) L a b Visual
0  53417+0,032 -10660+0,015 10,680+0015 0000 7,842 0

1 53140+0035 -10,370+0,010 10,780+0030 0413 7,752 ‘
2 52793+0015 -9750+0015 11250+0012 1242  7.713 .

3 5247340015 -8750+0021 12390+0015 2732  7.652 é

4 52157+0015 -8140+0006 14570+0,006 4803  7.617 .

5 5189740021 -7.040+0015 16230+0015 6,365  7.551 ;Q

6  51547+0025 -7480+0021 1792040012 8126 7,429 Q

7 51333+0006 -7030+0010 19140+0015 9439 7,347 e
A4

8  50650+0026 -6690+0015 19960+0010 10466 7,251 e
-

9  50203+0012 -6230+0015 20,670+0006 11,391 7,199 O

\ - 4

10 49317+0023 -5900+0,010 21,090+0017 12159 7,032 O
-

Os resultados dos testes realizados para o Sistema | demonstraram reprodutibilidade

com os testes realizados para sistema reacional com exposicao ao abuso da temperatura (25 °C),

ambos tiveram um tempo de reacdo de 9 horas (0,4 dias), tempo esse onde ocorre alteracdo do

aspecto visual, apresentando baixos desvios entre os valores das triplicatas. Ao longo do tempo

de reacdo, é possivel observar que existe relacdo entre os valores obtidos para os parametros
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a*/b* e o tempo reacional, relacdo esta, também observada para o pardmetro AE* o qual

aumentou com o tempo transcorrido na reagdo para as amostras analisadas.

Tabela 11 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, pH e aspecto visual do Sistema Il

(tampdo/enzima/indicador/agua) + (substrato) a 5 °C antes da mistura e 25 °C apds mistura.

Tempo Média Aspecto
horas L a b AE — Visual
0 53,450 £ 0,010 -9,900 + 0,010 14,990 + 0,020 0,000 7,717 .

1 53,170+ 0,017 -9,160 + 0,015 15,320+0,015 0,857 7,672 .

2 52,757+ 0,021 -8,840+£0,006 15,780+0,010 1,493 7,604 Q

3 52,120 + 0,564 -8,410+0,006 16,290+ 0,020 2,383 7,572 Q

4 52,273 £ 0,006 -8,330+0,012 16,530+0,012 2,494 7,554 .

5 52,043 £0,015 -8,160 £ 0,021 16,790 +0,006 2,872 7,504 ‘

6 51,883 £ 0,015 -8,040 +£0,006 17,550+ 0,021 3,531 7,493 ‘

7 51,523 + 0,006 -7,940+0,010 17,940+0,006 4,032 7,418 ‘

8 51,367 £ 0,012 -7,670+0,006 18,870+0,026 4,936 7,367 ’

9 51,197+ 0,015 -7,520+£0,010 19,540+0,015 5,608 7,348 ’
10 51,023 £ 0,006 -7,370+0,000 19,350 +0,006 5,595 7,309 ‘
48 49,360 + 0,020 -6,647 +0,015 21,030+0,006 7,987 7,113 @

Os testes realizados para o Sistema Il demonstraram resultados diferentes do sistema

reacional testado com exposi¢do do mesmo ao abuso da temperatura (25 °C), onde no tempo de

reacao de 10 horas, os testes do Sistema Il, ndo apresentaram alteracdes expressivas de pH em

consequéncia tambeém ndo alterou o aspecto visual, comprovando a ineficiéncia do sistema

testado, tal fato explicado pois como o substrato ficou armazenado em um recipiente
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independente, 0 mesmo ndo conseguiu reagir com 0s demais componentes apds a mistura,
devido ao seu baixo volume. Somente ap0s transcorrido 48 horas de reacdo, é possivel
evidenciar alteracdes de pH e aspecto visual, comprovando assim a sua nao aplicacao pratica.
Os testes com o Sistema 11 (tampao/enzima/agua) + (substrato/indicador) e o Sistema
IV (tampdo/enzima/indicador/agua) + (substrato) foram realizados mantendo os compostos
ainda separados conservados por 24 horas em temperatura controlada a 25 °C, a qual simula
uma condicdo ambiente, a fim de avaliar se a reacdo sofreria alguma interferéncia da
temperatura, antes da mistura. Transcorrido esse periodo foi realizada a mistura entre os
componentes, onde foi realizada cinética reacional, com abuso de temperatura a 25 °C, da
mesma forma foi realizada avaliacdo visual da coloracdo bem como acompanhado o tempo

necessario para ocorrer as alteracfes do aspecto visual, conforme Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, pH e aspecto visual do Sistema IlI
(tampéo/enzima/agua) + (substrato/indicador) a 25 °C antes da mistura e 25 °C apG6s mistura.

Tempo Média Aspecto
AE pH )

horas L a b Visual
0  54373+0015 -0720+0015 8880+0029 0000 7,714 ‘

1 53493+0015 -9,690+0015 9.130+0006 0915 7,688 Q

2 5297040005 -9220+0025 1012040021 1939  7.632 .

3 52643+0025 -8.930+0025 1124040021 3031 7,604 Q

4 52273+0015 -8360+0021 14760+0026 6390  7.565 .
-

5  52103+0023 -8,030+0010 16550+0,025 8175 7521 Q

6  51867+0015 -7.910+0015 1813040012 0753 7438 ‘

7 5143740025 -7.370+0015 19470 +0,006 11238 7,393 ‘

8 503670015 -6,960+0031 20,150+0,015 12275 7,316 .




9

49,497 £ 0,021 -6,580 + 0,006 20,850 + 0,023 13,301

7,263

10

48,527 + 0,021

-5,820+ 0,021 21,120+0,021 14,114

7,156
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Os testes realizados para o Sistema |11, apresentaram resultados semelhantes dos testes

realizados para o Sistema |. Demonstrando reprodutibilidade com os resultados do sistema

reacional testado com exposi¢éo ao abuso da temperatura (25 °C), onde todos apresentaram um

tempo de reacdo de 9 horas (0,4 dias), tempo esse onde ocorre alteracdo do aspecto visual.

Os resultados apresentados nas Tabelas 10 e 12 demostram que as amostras, antes da

mistura reacional, podem ser conservadas tanto em temperatura controlada (5 °C), bem como

em temperatura ambiente (25 °C) por até 24 horas, pois ambos resultados apresentaram o

mesmo comportamento ao longo do tempo de reagéo.

Tabela 13 — Parametros de cor L*, a*, b*, AE, pH e aspecto visual do Sistema IV

(tampéo/enzima/indicador/agua) + (substrato) a 25 °C antes da mistura e 25 °C apG6s mistura.

Tempo Meédia Aspecto
AE pH )

horas L a b Visual
0  53767+0055 -10740+0,031 14,760+0,025 0000 7,721 .

1 53010+0017 -10,060+0063 14860 +0015 1022 7,678 ’

2 52817+0021 -10.150+0021 15330+0,006 1255 7,629 ).;1

3 52597+0,012 -10020+0,012 16110+0006 1926 7,601 ‘

4 52360+0010 -9,870+0006 16270+0,021 2240 7583 Q
5  52237+0012 -9550+0015 16,690+0006 2735 7,527 Q

6  51997+0015 -9.100+0020 17.450+0030 3614 7,512 .

7 51667+0015 -9010+0020 17,870+0015 4132  7.508 ,

8  51480+0044 -8810+0015 18140+0021 4514 7471 ‘
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9 51,317 +£0,006 -8,670+ 0,006 18,370+0,012 4,829 7,455

10 51,257+ 0,021 -8,460+ 0,010 18,410+0,021 4,982 7,436

48 49,930 +0,010 -7,130+0,015 19,550+0,030 7,120 7,194

oee®

Da mesma forma que o resultado dos testes realizados para o Sistema Il, os testes
realizados para o Sistema IV demonstraram resultado diferentes do sistema reacional testado
com exposic¢ao do mesmo ao abuso da temperatura (25 °C), onde no tempo de reacdo de 9 horas
os resultados ndo apresentaram grandes alterac6es, sendo que apds 10 horas de reagdo o aspecto
visual e o pH continuaram ndo apresentando alteracdes, comprovando a ineficiéncia do sistema
testado.

De acordo com Taoukis (2008), o sinal da resposta € o pardmetro que determina a
facilidade de leitura de um ITT. Este deve apresentar uma mudanca compreensivel e perceptivel
pelo publico alvo. Assim, a configuracdo deve ser de facil leitura visual, com consequente
traducdo da mensagem correta para todos. Neste sentido, foi avaliada a estabilidade do sistema
reacional, para fins de aplicabilidade pratica, os resultados dos testes evidenciam a ineficiéncia
dos testes realizados para as amostras onde ndo ocorreu a homogeneizagédo do substrato com os
demais componentes da reacdo (sistemas Il e V), ao contrario dos resultados obtidos para 0s
sistemas | e 111, os quais demostraram eficiéncia tanto tem temperatura ambiente (25 °C) quanto
em temperatura controlada (5 °C), antes da mistura reacional, das duas solucdes
(tampdo/enzima/agua) + (substrato/indicador), podendo assim ambos 0s sistemas serem
utilizados como ferramenta no combate a condi¢cdes de abusos de temperaturas, sofridas por
alimentos.

As respostas de cor dos Sistemas | e Ill obtiveram boa reprodutibilidade durante o
armazenamento nas temperaturas avaliadas, apresentando baixos desvios entre os valores das
triplicatas para todos os parametros L*, a*, b* e AE. Segundo Mai et al. (2011) e Mehauden et
al. (2007), a precisao de um sistema de indicador inteligente é uma caracteristica imprescindivel

para a sua adequada implementacéo.
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5.2 Avaliacao Microbiol6gica de Abuso de Temperatura em Produtos

De acordo com Taoukis e Labuza (1989), indicadores inteligentes devem apresentar
uma taxa de resposta com uma dependéncia térmica semelhante a dependéncia térmica da
deterioracdo do produto ao qual sera anexado, ou seja, alimento e indicador devem apresentar
Energias de Ativacdo (Ea) semelhantes. Assim, a aplicabilidade de um ITT como indicador de
qualidade requer o estudo da cinética do alimento e do sensor inteligente (TAOUKIS &
LABUZA, 2003). Partindo desse principio foram acompanhadas alteracdes microbioldgicas do
filé de peito resfriado, exposto a diferentes condi¢cdes de abusos de temperaturas, a fim de
correlacionar a alteracdo de coloracdo do indicador enziméatico colorimétrico de tempo e

temperatura com as altera¢fes microbioldgicas do produto.

5.2.1 Comportamento de Salmonella choleraesuis e S. aureus em filé de peito de

frango

FlutuacGes de temperatura podem causar uma reducdo da validade de produtos pereciveis
(JAY, 2005), acarretando numa discrepancia entre a data final de consumo constante no rotulo
e as legitimas condicdes de qualidade do alimento. A confirmacéo desta situacdo € apresentada
nas Figuras 13 e 14, onde sdo mostrados os resultados microbiolégicos de enumeracéo de S.
choleraesuis e S. aureus das amostras em filé de peito de frango analisadas.

As Figuras 13 e 14 apresentam o comportamento e crescimento de S.choleraesuis e S.
aureus inoculados em filé de peito na concentracdo de 102 UFC/mL e incubados a 5, 20 e 25
°C. Observa-se a diferenca de comportamento no crescimento de S.choleraesuis nas diferentes
condigdes de temperatura, sendo que o crescimento ficou praticamente constante até duas horas
de incubacdo, caracterizando a fase de adaptacdo (Lag) do micro-organismo ao meio e as
condicdes de temperatura. A elevacdo da temperatura para 25 °C acarretou no aumento de
aproximadamente 4,78 Log de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) apds 12 horas de
exposicdo e na temperatura de 20 °C apresentando crescimento semelhante, 4,44 Log UFC.
Enquanto que para as amostras conservadas a 5 °C observa-se uma contagem de 1,90 Log UFC

durante as 12 horas de avaliagéo.
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Figura 13 - Cinética de crescimento de S. choleraesuis em 5, 20 e 25 °C em filé de peito.
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Fonte: Os autores (2017).

Ao analisar a Figura 14, observa-se a diferenca de comportamento no crescimento de S.
Aureus nas diferentes condicdes de temperatura, sendo que o crescimento ficou praticamente
constante até duas horas de incubacdo, caracterizando a fase de adaptacdo (Lag) do micro-
organismo ao meio e as condi¢Bes de temperatura. Na temperatura de 25 °C verifica-se uma
contagem de 4,66 Log de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) ap6s 12 horas de exposi¢do
e 4,43 Log UFC a 20 °C. Para as amostras armazenadas a 5 °C verifica-se uma contagem de
1,84 Log UFC durante 12 horas de incubacéo, crescimento esse bem inferior quando comparado
com as demais temperaturas.

Figura 14 - Cinética de crescimento de S. aureus em 5, 20 e 25 °C em filé de peito.
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Ao analisar o comportamento das bactérias S. choleraesuis e S. aureus incubadas em
caldo LB ou em filé de peito (Figuras 13 a 14), verifica-se que o aquecimento causado pelo
desligamento por longos periodos, como noturnos ou finais de semana, de equipamentos de frio
é um problema, pois torna favoraveis as condicGes para o desenvolvimento e reproducéo de
micro-organismos muitas vezes patogénicos, principalmente em dias quentes, com temperatura
ambiente mais elevada.

Segundo Pereira et al. (2010), a cadeia do frio compreende todo processo de
armazenamento, conservacao, distribuicdo, transporte e manipulacdo dos produtos, tendo em
vista 0 controle e manutencdo adequada das baixas temperaturas necessarias para garantir a
mesma. Qualquer falha pode comprometer a qualidade dos produtos, pois as velocidades das
reacOes quimicas, bioquimicas e microbiologicas estdo diretamente relacionadas com a
temperatura, ocasionando impacto nos produtos. Segundo Guedes (2008), o controle da
temperatura € um parametro muito importante a ter em conta a plena manutencdo e eficicia da
cadeia de frio para a seguranca alimentar, no entanto o pardmetro ou fator tempo também é
muito importante para que um produto alimentar se mantenha seguro. O periodo de tempo a
gue um alimento podera estar sujeito a temperaturas andmalas € de igual forma decisiva para a
seguranca dos produtos alimentares ou géneros alimenticios refrigerados e/ou congelados.

Os Staphylococcus séo micro-organismos que fazem parte da microflora da carne crua
de aves (RUSSELL, 2008). Segundo Franco e Landgraf (2008) e Barbut (2002) sdo necessarias
entre 10° (5 log10) e 10° (6 log10) UFC de S. aureus por grama de alimento para que a toxina
seja formada em niveis capazes de provocar intoxicacdo. Considerando esta faixa, as amostras
mantidas a temperaturas acima 20 e 25 °C, por mais de 12 horas ja poderiam representar risco
a saude do consumidor, caso a cepa fosse enterotoxigénica.

Os resultados das andlises microbioldgicas referente a contagem total de bactérias
mostraram que o crescimento da microflora bacteriana em filé de peito de frango foi

significativamente retardada nas amostras controle, incubadas a 5 °C, conforme Figura 15.



65

Figura 15 - Cinética de crescimento de contagem total de bactérias em 5 °C em filé de peito

de frango.
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Fonte: Os autores (2018).

O peito de frango desossado obteve uma vida Util de doze dias sob condi¢des ideias de
armazenamento, com temperatura controlada a 5 °C, onde para produtos resfriados a
temperatura de controle € de 0 a 4 °C com tolerancia de + 1 °C, conforme legislacdo vigente
(Brasil, 1998), enquanto as amostras que sofreram abusos de temperatura deveriam ser
consumidas nas primeiras 12 horas, depois disso, ja representariam risco a saude dos
consumidos caso fossem consumidas, considerando que o limite maximo permitido para uma
“contaminacdo segura” ¢ 10* NMP/g para coliformes termotolerantes (ANVISA, 2001). Sendo
assim, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de estratégias que visem o controle efetivo
da temperatura durante a cadeia de abastecimento de produtos avicolas frescos, ou, ainda, o
desenvolvimento de instrumentos que possibilitem conhecer o historico real de temperatura ao
qual o alimento foi exposto e, com isso, prever sua verdadeira vida util.

Cabe salientar, que a baixa prevaléncia de todas as bactérias analisadas no tempo zero
indicou um bom controle de processo durante as etapas de obtencdo dos produtos, com
aplicago de forma eficaz das Boas Praticas de Fabricacao (BPF’s) pelo abatedouro avaliado.

A Tabela 14 apresenta a correlacdo de Pearson entre o crescimento bacteriano em peito
de frango refrigerado e o AE e pH do sistema colorimétrico reacional, ambos submetidos a 20
e 25°C.
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Tabela 14 — Correlacéo de Pearson entre o crescimento de S. aureus e S. choleraesuis em peito
de frango refrigerado e o AE e pH do sistema colorimétrico reacional, submetidos a 20 e 25 °C.

20°C 25°C
AE pH AE pH
S. aureus 0,95 -0,92 0,98 -0,90
S. choleraesuis 0,94 -0,92 0,97 -0,88

Observou-se alta correlacdo positiva entre a variagdo da cor (AE) e o crescimento de S.
aureus e S. choleraesuis em peito de frango refrigerado, quando submetido ao abuso de
temperatura de 20 e 25 °C e alta correlacdo negativa em relacéo a variacdo de pH nas mesmas
condicdes. Este resultado corrobora a eficacia do sistema reacional em indicar aumento no
crescimento microbiano em situacOes de abuso de temperatura de produtos refrigerados.

Indicadores inteligentes podem ser ferramentas valiosas na avaliacdo da eficiéncia de
processos (PACQUIT et al., 2007; MEHAUDEN et al., 2007). De acordo com UBABEF
(2014), hd um grande interesse do setor industrial no uso de técnicas ndo destrutivas e confiaveis
para validar processos térmicos. Assim, uma alternativa tecnoldgica, simples e de baixo custo
para garantir a validade dindmica de alimentos pereciveis pode ser o uso de embalagens
inteligentes contendo um indicador enzimatico colorimétrico aqui desenvolvido, a utilizacdo do
novo ITT pode favorecer os produtores de alimentos e entregar ao consumidor produtos com
seguranga garantida, ja que, atualmente ha uma constante pressdo dos consumidores por
seguranca alimentar e os regulamentos de seguranca e qualidade dos alimentos encontram-se

cada vez mais rigorosos.
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6. CONCLUSAO

Os testes realizados para obtengdo de um indicador de tempo e temperatura enzimético
colorimétrico mostraram-se eficazes, visto que depois de avaliadas diferentes concentracdes de
enzima, foi obtido resultados satisfatorios para as amostras com 0,01 pL/L de enzima, sendo
identificado também, que para o sucesso dos resultados, é de fundamental importancia a
conservacao em banho de gelo no momento da verificagdo do pH para as amostras conservadas
em temperatura controlada (5 °C).

A temperatura exerce total influéncia na alteracdo do pH e aspecto visual das amostras,
quando testadas diferentes condi¢des de temperaturas, identificou-se que ocorrem alteragoes
significativas quando a amostra é conservada a 5 °C, onde o tempo para a amostra alterar o
aspecto visual e pH é cerca de 18 dias, ja quando a amostra € exposta a temperatura de 25 °C a
mesma teve as alteracdes visuais de cor e pH com um tempo de 9 horas.

A fim de aplicacdo préatica, foi obtido reprodutibilidade nos testes realizados para
obtencdo do sistema enzimatico colorimétrico, onde quando conservadas as solugdes que
compdem o sensor (tampdo/enzima /agua) + (substrato/indicador), tanto em temperatura
controlada (5 °C) ou temperatura ambiente (25 °C) antes da mistura, obtém-se 0s mesmos
resultados do sistema reacional testado, quando ap6s misturado obteve alteracbes do pH e
aspecto visual com 9 horas, ao expor as amostras ao abuso de temperatura 25 °C, comprovando
a aplicabilidade do sistema quando conservado em recipientes distintos.

As alteracdes microbioldgicas para S. choleraesuis e S. aureus em peito de frango
refrigerado foram diretamente proporcionais as alteracdes visuais de cor e inversamente
proporcionais aos valores de pH do sistema reacional quando as amostras foram submetidas ao
abuso da temperatura (20 e 25 °C).

Contrario aos resultados das amostras que sofreram abusos de temperaturas, para a
amostra de controle, onde, quando conservada em condicGes favoraveis de temperatura (5 °C),
atendendo a legislacdo vigente, o crescimento microbiolégico mostrou-se estavel, mesmo
passando 12 dias de analise, para contagem total de bactérias.

Corroborando com as alteragdes microbioldgicas, visuais do aspecto de cor e pH, pode
se direcionar a aplicabilidade do sensor, onde 0 mesmo pode ser utilizado para expor abusos de
temperaturas, as quais os produtos (cortes de frangos resfriados) sdo expostos ao longo da
cadeia de distribuicdo e armazenamento, antes de chegar ao consumidor final, com isso, espera-
se conferir beneficios efetivos a conservacédo de alimentos pereciveis, o que favorecera a pratica

de venda e distribuicdo de produtos seguros.
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7. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS
Como sugestdes para trabalhos futuros:

v

Avaliar a vida datil do sistema reacional (tampdo/enzima /agua) +
(substrato/indicador), expondo o mesmo a diferentes shelf lifes, antes da mistura
dos componentes (1 més, 3 meses, 6 meses e 1 ano).

Desenvolver uma embalagem para aplicagdo pratica do sistema reacional
enzimatico colorimétrico.

Avaliar a cinética reacional de cor e pH do sistema enzimatico colorimétrico,
quando exposto a condigdes reais de abusos de temperaturas.

Avaliar diferentes concentragcbes de enzima, objetivando a aplicabilidade do
sistema reacional para outros tipos de produtos.

Desenvolver um sensor removivel da embalagem do produto no caixa do mercado,

para evitar reclamagdes de mau acondicionamento domestico do produto.
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