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RESUMO GERAL  

 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um ITT enzimático líquido que 
tem como princípio ativo a enzima α-amilase e o complexo amido-iodo, atendendo aos 
requisitos necessários para utilização comercial quando aplicado em produtos frescos. O 
protótipo de ITT foi elaborado a partir de uma embalagem composta por dois compartimentos 
onde se encontram separados, um com a solução enzimática e o outro com o substrato indicador 
(amido-iodo). Foram definidas as condições de maior estabilidade da enzima (pH 8,0; sem 
conservantes) e da solução de amido-iodo (pH 7,0; sem conservantes), que apresentaram uma 
vida útil de 6 meses em temperaturas extremas de estocagem (4 e 35 °C). O estudo cinético do 
ITT enzimático demonstrou que a variação colorimétrica é dependente da quantidade de 
enzima, com a mudança de cor do azul escuro para o incolor e o modelo de Arrhenius permitiu 
estimar a dependência de ativação da temperatura na taxa de resposta da cor do ITT, em termos 
de energia tanto para os protótipos de ITT sem uso de conservantes (123,11 a 134,77 kJ mol-1) 
quanto com uso de sorbato de potássio em 7 concentrações enzimáticas (1 a 7 %) (108,98 a 
121,83 kJ mol- 1). O protótipo de ITT com 4 % de enzima com conservante prevê o tempo de 
vida útil (8 dias) semelhante ao tempo previsto na análise de Pseudomonas, sendo o melhor 
indicador para monitorar o frescor do pescado espadarte armazenado com gelo a 4 °C e o 
protótipo de ITT contendo 5 % de amilase se adequou melhor para aplicação em cenouras 
minimamente processada em cubos à vácuo e armazenadas a 4 °C. A mudança do índice de 
qualidade entre ITT e os indicadores de qualidade (firmeza, bactérias psicotróficas e BAL) 
apresentaram menor diferença na Ea e o mesmo tempo de vida útil (7 dias). Desta forma, o ITT 
enzimático desenvolvido apresentou mecanismo de reação simples e estável em temperatura, 
conferindo flexibilidade de aplicação em pescado e cenoura minimamente processadas, com 
viabilidade para aplicação comercial, contribuindo efetivamente no controle da cadeia do frio. 

 
Palavras-chave: Enzima α-amilase. Amido-iodo. ITT enzimático. Pescado. Cenoura em cubos. 
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ABSTRACT 
 

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF AN ENZYMATIC 
TIME AND TEMPERATURE INDICATOR FOR QUALITY MONITORING IN 

PERISHABLE PRODUCTS 
 

The present study aims to develop and validate a liquid enzymatic TTI that the enzyme 
α-amylase as its active principle and the starch-iodine complex, meeting the requirements for 
commercial performance when applied to fresh products. The TTI prototype was made from a 
package composed of two compartments where the enzyme solution and the indicator substrate 
(starch-iodine) are separated. The conditions of greater stability of the enzyme (pH 8.0; no 
preservatives) and the starch-iodine solution (pH 7.0; no preservatives) were defined, which 
had a shelf life of 6 months at extreme storage temperatures (4 and 35°C). After obtaining the 
initial results, the enzymatic TTI was determined by a kinetic study that showed that the 
colorimetric variation is dependent on the amount of enzyme, observing the color change from 
dark blue to colorless. The kinetic study of the enzymatic TTI showed that the colorimetric 
variation is dependent on the amount of enzyme, with the color change from dark blue to 
colorless and the Arrhenius model allowed estimating the dependence of temperature activation 
on the color response rate of the TTI, in terms of energy both for TTI prototypes without the 
use of preservatives (123.11 to 134.77 kJ mol-1) and with the use of potassium sorbate (108.98 
to 121.83 kJ mol-1) in 7 enzyme concentrations (1 to 7%). The TTI prototype with 4% enzyme 
with preservative predicts the shelf life (8 days) similar to the time predicted in the 
Pseudomonas analysis, being the best indicator to monitor the freshness of swordfish fish stored 
with ice at 4 °C and the TTI prototype containing 5% amylase was better suited for application 
in minimally diced carrots under vacuum and stored at 4°C. The change in the quality index 
between TTI and the quality indicators (firmness, psychotrophic bacteria and BAL) showed a 
smaller difference in Ea and the same shelf life (7 days). In this way, the enzymatic TTI 
developed presented a simple and temperature stable reaction mechanism, providing flexibility 
of application in minimally processed fish and carrots, with feasibility for commercial 
application, effectively contributing to the control of the cold chain. 

 
Key word: α amylase - enzyme. Starch-iodine. Enzymatic TTI. Fish. Carrot cubes. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O controle e o gerenciamento efetivo da cadeia de frio em produtos alimentícios 

frescos são determinantes para seu consumo, uma vez que os desvios de temperatura prejudicam 

sua qualidade. Por seguinte, é necessário um meio eficiente de monitorar e informar a qualidade 

do produto na variação de tempo e temperatura a que for submetido (DERMESONLUOGLU 

et al., 2015; MACIEL; YOSHIDA; FRANCO, 2012; MERCIER et al., 2017; SCALIA et al., 

2015; SOON; SAGUY, 2017; TAOUKIS et al., 2016; TSIRONI et al., 2017; 

WANIHSUKSOMBAT; HONGTRAKUL; SUPPAKUL, 2010). 

As embalagens inteligentes vêm sendo estudadas para atender às necessidades de 

controle da cadeia de suprimento. Dentre estas tem os indicadores de tempo-temperatura (ITT) 

(BARSKA; WYRWA, 2017; BRIZIO; PRENTICE, 2015; POYATOS-RACIONERO; ROS-

LIS, 2018; SOHAIL; SUN; ZHU, 2018; SUPPAKUL et al., 2017; WAN; KNOLL, 2016; 

WYRWA; BARSKA, 2017) que quando anexados a embalagem podem constituir uma 

alternativa promissora na venda de alimentos que necessitam de rígido controle de temperatura, 

pois informam quando o produto é submetido a temperaturas abusivas de uma forma rápida e 

fácil (PAVELKOVÁ, 2013). A sua ação baseia-se em mudança irreversível física, química, 

enzimática ou microbiológica, expressa como uma resposta visível uma mudança de cor 

(GIANNOGLOU et al., 2014; TAOUKIS; LABUZA, 1989).  

O ITT com princípio ativo da α-amilase em solução líquida apresenta facilidade de 

preparação e baixo custo de produção, porém apresenta limitações em função da 

termoestabilidade natural da enzima que deve estar em condições de refrigeração, uma vez que, 

a contaminação microbiana é um dos problemas durante o armazenamento. Para estabilizar 

termicamente as α-amilases na forma líquida tem sido utilizado conservantes que desempenham 

um papel significativo na sua estabilidade estrutural (ASOODEH et al., 2014; 

CHAKRABORTY et al., 2011; JADHAV; SINGHAL, 2012; SAMBORSKA et al., 2006).  

Entretanto, o desenvolvimento de um ITT enzimático ainda apresenta obstáculo 

para a comercialização referente a aplicabilidade e confiabilidade (TAOUKIS, 2010). Neste 

sentido, este estudo visa superar estas deficiências, avaliando a estabilidade da enzima α-

amilase e do complexo amido-iodo, antes de sua ativação. E a partir de então, desenvolver um 

protótipo ITT com sistema de compartimentalização, que se apresente estável em temperatura 

ambiente sob estado inativo, e que possibilite através de diferentes concentrações de enzima, 

flexibilidade para aplicação em pescado espadarte exportação e cenoura em cubo embalada 
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vácuo. (AVIYAN; ANG; ASCO, 2003; CHOI et al., 2014; GUIAVARC’H et al., 2004; 

HAENTJENS et al., 1998; ILLANES, 2008). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e validar um ITT enzimático, utilizando como princípio ativo a reação 

de uma α-amilase e o complexo amido-iodo, que se apresenta estável em temperatura ambiente 

sob estado inativo. E que possibilite através de diferentes concentrações de enzima, 

flexibilidade para aplicação em produtos frescos de diferentes vidas útil.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar a estabilidade da enzima α-amilase e do complexo amido-iodo, utilizando 

diferentes estabilizantes;  

• Desenvolver protótipos de ITT enzimático a partir da enzima α-amilase e do substrato 

amido-iodo que apresentarem melhor estabilidade térmica;  

• Caracterizar o sistema de embalagem inteligente através de estudo cinético;  

• Validar o ITT enzimático em escala laboratorial para pescado espadarte, através do 

estudo cinético da vida útil do pescado espadarte refrigerado através das análises físico-química 

e microbiológica e realizar teste de vida útil do pescado através da análise sensorial (método 

MIQ); 

• Avaliar o procedimento de desinfecção das cenouras minimamente processadas através 

do uso de cloro e ozônio; 

• Realizar teste de vida útil sensorial através do uso da metodologia de Perfil flash in 

home; 

• Validar o ITT enzimático em escala laboratorial para cenouras minimamente processada 

em cubos a partir de análises físico-químicas e microbiológicas, a fim de selecionar os ITTs 

apropriados para monitorar e gerenciar a distribuição da cadeia de frio. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 VIDA ÚTIL DE ALIMENTOS PERECÍVEIS NA CADEIA DO FRIO 

 

A vida útil de um produto alimentício pode ser definida como o período de tempo 

em que o alimento permanece seguro e apto para consumo, quando submetido a determinadas 

condições de armazenamento, processamento e embalagem (IFST, 1993). Durante esse 

período, o produto alimentar deve manter as características sensoriais, químicas, físicas, 

microbiológicas e cumprir com qualquer declaração nutricional do rótulo, quando armazenado 

nas condições recomendadas (FSAI, 2005). De acordo com o Regulamento da CE nº 1169/2011 

da União Europeia (EC, 2011) é recomendável que ao período de vida útil determinado se 

acrescente uma margem de segurança, ou seja, o prazo de validade precisa incluir possíveis 

características intrínsecas e extrínsecas, assim como eventuais variações de produção 

(NEWSOME et al., 2014). 

O estudo de vida útil consiste em armazenar amostras do alimento, em condições 

semelhantes às reais, e submetê-las a uma série de análises em intervalos de tempo pré-

determinados, até ao limite de aceitação (FU; LABUZA, 1997). Durante esse período de tempo, 

são observadas as alterações sofridas pelo alimento, determinando o tempo limite que o 

alimento torna-se impróprio para o consumo (CORRADINI; PELEG, 2007). Contudo, a vida 

útil nunca é um valor absoluto, que termina em um tempo e data exata. Sempre será mais correto 

considerá-la uma distribuição de tempos e datas em torno de uma vida útil média (LABUZA, 

2000). 

O fim da vida útil de um produto perecível é geralmente determinado com base na 

suposição comum de que o produto foi mantido na temperatura correta durante toda a produção 

e distribuição (CHEN et al., 2021). Sendo assim, o controle da temperatura sem interrupção na 

cadeia de alimentos perecíveis durante o transporte, o armazenamento e a distribuição é 

essencial para manter a vida útil dos produtos e fornecer aos consumidores alimento seguro 

(DURET et al., 2019).  

Uma opção empregada para o controle da temperatura é o uso de equipamentos 

portáteis e de sensores sem fio. No entanto, os sensores são de uso limitado porque os dados de 

temperatura geralmente não são coletados em toda cadeia de frio. Uma das razões é que o 

produto passa por diferentes operações unitárias na cadeia de suprimentos, vários operadores 

lidam com a carga, e os sensores geralmente não são transferidos de uma operação unitária para 

outra (SHOJI et al., 2022).  



32 
 

Assim, a gestão de qualidade eficiente nos estágios iniciais na área produtiva, não 

garante a qualidade do produto final. Isso por que, durante a cadeia de suprimentos, são muitas 

vezes, são evidenciadas negligências no controle de temperatura (CHAOMUANG et al., 2022; 

JEDERMANN et al., 2014; NDRAHA et al., 2018). Embora o abuso ou mau uso da manutenção 

da cadeia de frio possa acontecer ao longo de toda a cadeia alimentar, a parte mais crítica da 

manutenção da cadeia de frio está no seu final (expositores, transporte após a compra e 

refrigerador doméstico) (OVCA; ŠKUFCA; JEVŠNIK, 2021). 

O uso da refrigeração reduz as taxas em que ocorrem alterações em alimentos 

perecíveis, como crescimento de micro-organismos, taxas de amadurecimento, reações 

enzimáticas e perdas de água (CHEN et al., 2021). A não manutenção da  temperatura, mesmo 

que por algumas horas, pode ter um impacto significativo na evolução da qualidade do produto 

(LOISEL et al., 2021). A preservação da qualidade dos alimentos está intimamente relacionada 

à saúde pública (SANDULESCU et al., 2011) e com o aumento dos níveis de desperdício de 

alimentos (CHAOMUANG et al., 2022; NDRAHA et al., 2018).  

De acordo com os dados da vigilância epidemiológica (BRASIL, 2019), a 

ocorrência de doenças transmitidas por alimentos no Brasil, provém de bactérias patogênicas, 

sendo as principais Salmonella, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Evidenciando que 

as principais causas são a matéria prima imprópria para consumo (4.960 casos) e conservação 

inadequada destes alimentos (5.032 casos) (BRASIL, 2019). 

 

1.2 VIDA ÚTIL EM PESCADO 

 

O consumo global de pescado aumentou a uma taxa média anual de 3,1 % entre 

1961 e 2017, representando, neste último ano, 17 % da ingestão de proteínas animais e 7 % de 

todas as proteínas consumidas. E comparando com o aumento da taxa de consumo média anual 

das demais proteínas animais foi superior (2,1 %). Globalmente, o pescado fornece, a mais de 

3,3 bilhões de pessoas, 20 % da ingestão média per capita de proteína animal (FAO, 2020).  

A produção da pesca e da aquicultura é altamente diversificada em termos de espécies, 

processamento e formas de produtos destinados a usos alimentares ou não alimentares. De modo 

que o peixe vivo, fresco ou refrigerado ainda representa o maior consumo humano direto (44%). 

Seguindo do pescado congelado (35 %), preparado e conservado (11 %) e curado (10 %) (FAO, 

2020). Dentre os peixes frescos, podemos destacar o peixe espadarte (Xiphias gladius), sendo 

esta uma das espécies mais importantes entre populações de peixes comerciais brasileiro. Esta 

espécie pode ser encontrada em vários ambientes marinhos (Atlântico, Pacífico e Índico), e com 

https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/xiphias-gladius
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evidências de um forte potencial de captura na região Sudeste-Sul do Brasil (MAGRO, 2006). 

O espadarte, também conhecido como Meca (terminologia japonesa) é um 

importante recurso, sustentando grandes pescarias de espinhel-de superfície em todos os 

oceanos do mundo (KINAS, 2013). Em 2000, o volume total de espadarte capturado no 

Atlântico ultrapassou 42.749 ton/ano. Posteriormente, as capturas diminuíram 

progressivamente, e em 2009 a captura anual foi de 28.427 ton (redução de 33,50 %). Os países 

que apresentam as maiores capturas de espadarte foram os países da União Europeia (54,31 %), 

seguido do Brasil (10,05 %), Marrocos (6,80 %) e Estados Unidos (6,14 %) (ICCAT, 2019). 

O pescado espadarte exportação é vendido inteiro fresco e refrigerado. O 

processamento industrial é baseado nas etapas de evisceração, lavagem e armazenamento a frio, 

utilizando gelo (BOZIARIS, 2014; ICCAT, 2019). O abuso de temperatura durante qualquer 

etapa da cadeia de distribuição geralmente resulta em perda de qualidade, diminuindo 

significativamente a vida útil do pescado (GIANNAKOUROU et al., 2005). 

Segundo a FAO (2020) estima-se que 35% do total da produção seja perdida ou 

desperdiçada todos os anos. Os pescados são produtos perecíveis devido à complexidade 

microbiológica e vida útil curta (GIANNOGLOU et al., 2019). A vida útil do pescado pode ser 

definida como o período aceitável em que seja mantido a segurança alimentar, nutricional e 

sensorial. Durante esse período, o pescado deve proporcionar aos consumidores sua experiência 

sensorial pretendida, desempenho e benefícios (GIMÉNEZ; ARES, 2019). Por isso, é importante 

que seja realizado monitoramento contínuo das condições de armazenamento, desde a produção 

até o consumo (TAOUKIS; TSIRONI, 2018).  

No caso de pescados, , a fração da microflora total do peixe, ou seja, dos 

Organismos de Deterioração Específico (SSO) é o que contribuem para a sua deterioração, pois 

produzem os metabolitos de deterioração que causam a rejeição sensorial (VIEIRA; 

BALBINOT-ALFARO; MARTINS, 2021).  

No Brasil, os controles oficiais do pescados para avaliação da qualidade do pescado 

sugerem métodos combinados, de análises sensoriais, físico-químicas e microbiológica  

(BRASIL, 2017a). Independentemente do método escolhido, as avaliações sensoriais 

continuarão sendo fator-chave, uma vez que estes atributos são os principais parâmetros que o 

consumidor pode seguir na compra de peixes frescos. Portanto, qualquer análise realizada deve 

estar de acordo com os resultados sensoriais (FREITAS; VAZ-PIRES; CÂMARA, 2021). 

Métodos específicos para análise sensorial em pescados, que faça correção à aceitação 

do consumidor, foram desenvolvidos para aplicação na indústria. O método de índice de 

qualidade (MIQ) avalia o frescor dos pescados que através da quantificação dos atributos 
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sensoriais considerados relevantes. Essas características são pontuadas utilizando uma escala 

de 0 a 3 pontos demérito, é designado índice de qualidade (IQ), que quantifica a falta de frescor. 

A relação linear entre IQ e tempo de armazenamento permite a estimativa da vida útil restante 

(ESTEVES; ANÍBAL, 2021). O MIQ é uma ferramenta prática, objetiva, não destrutiva, rápida 

e barata que além das vantagens atribuídas a toda a análise sensorial, leva em conta aspectos 

específicos de cada espécie, permitindo estimar o tempo de vida útil (BERNARDI; MÁRSICO; 

FREITAS, 2013). 

Nos casos em que a avaliação sensorial revele dúvidas acerca do frescor do pescado, 

existem métodos para avaliar o frescor ou o grau de degradação de diferentes espécies durante 

o armazenamento, que incluem a quantificação das bases nitrogenadas voláteis de baixo peso 

molecular (NBV-T), das substâncias reativas de ácido tiobarbitúrico (TBARS), do pH, da cor 

e as análises microbiológicas (AGÜERIA et al., 2016).  

No Brasil, os métodos analíticos oficiais são estabelecidos pela Instrução 

Normativa 20, de 26 de junho de 2018, compilados no “Manual de Métodos Oficiais para 

Análise de Alimentos de Origem Animal” (BRASIL, 2018). Assim como, a Instrução 

Normativa 60, de 23 de dezembro, complementa a RDC 331/2019, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa) (BRASIL, 2019a), estabelecendo as listas de padrões 

microbiológicos para os alimentos e sua aplicação. Na categoria específica de pescado e 

miúdos, crus, temperados ou não, frescos, refrigerados ou congelados, os indicadores 

microbiológicos exigidos são Salmonella, Estafilococos coagulase positivo e Escherichia coli, 

assim como limite máximo de 100 mg/kg de histamina para pescados com elevado teor de 

histidina (BRASIL, 2019b).  

Nos últimos anos, a pesquisa se concentrou no desenvolvimento de métodos 

instrumentais rápidos para detectar o frescor dos pescados. Várias técnicas promissoras estão 

sendo desenvolvidas, e algumas delas têm mostrado boa correlação com os métodos 

tradicionais de avaliação de qualidade ou frescor. Portanto, os estudos realizados com 

embalagem inteligente vinculam as tecnologias inovadoras comparados com os métodos 

convencionais precisam ser cada vez mais realizados (VIEIRA; BALBINOT-ALFARO; 

MARTINS, 2021). 

As pesquisas vêm se concentrando no desenvolvimento de métodos instrumentais 

rápidos para detectar o frescor dos pescados. Dentre eles, se encontram os indicadores de tempo 

e temperatura (ITT), que são etiquetas de baixo custo que apresentam um sistema de embalagem 

inteligente capazes de transferir informações sobre a qualidade dos alimentos durante as 

condições de armazenamento. Um número crescente de ITTs tem sido elaborado e validado, 
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com o intuito de avaliar o potencial das etiquetas para monitoramento de qualidade aplicadas 

em produtos de pescado (AMIRI, 2020; GIANNOGLOU et al., 2019; PRABHAKAR et al., 

2020; TSIRONI et al., 2017). 

  

1.3 VIDA ÚTIL DOS VEGETAIS 

 

No Brasil, os vegetais minimamente processados (VMP) tornaram-se 

comercialmente disponível em 1990 (CENCI, 2011). Os VMP são frutas, legumes ou 

hortaliças, ou a combinação destes, que tenham sido submetidos a processamento, o qual pode 

incluir seleção, corte, fatiamento, branqueamento, lavagem, desinfecção, enxágue, 

centrifugação, acondicionamento em embalagens dotadas de dizeres de rotulagem, 

armazenamento resfriado ou congelado, podendo ser comercializados prontos para o consumo 

ou não, com qualidade sensorial característica, seguros ao consumo e produzidos por indústria 

ou agroindústria de alimentos (BRASIL, 2017b). 

A tendência crescente do mercado de VMP depende principalmente da demanda 

dos consumidores por alimentos frescos e saudáveis (CONDURSO et al., 2020). Atualmente, 

as hortaliças com maior representatividade na comercialização efetuada nas centrais de 

abastecimento do país são a alface, batata, cebola, cenoura e tomate (CONAB, 2020). Sendo 

que, a cenoura (Daucus carota L.) é um dos vegetais mais consumidos na forma de VMP  

(fatiado, picado, ralado) devido à versatilidade e composição nutricional (CONDURSO et al., 

2020). 

O processamento mínimo deve fornecer ao mercado produtos frescos com 

alto valor nutricional e vida útil prolongada, satisfazendo as necessidades do consumidor por 

produtos frescos e seguros (ALEGRIA et al., 2010). 

Na lavagem de produtos frescos, o cloro é o agente mais comum usado pela 

indústria alimentícia aplicado em concentrações de 50 a 200 ppm como ácido hipocloroso ou 

dióxido de cloro (CI2) por 1 a 5 min. O cloro também pode ser aplicado como hipoclorito 

(NaOCl), mas tem sido observado que na presença de matrizes orgânicas, é provável que forme 

subprodutos halogenados (tricloroometano) e outros subprodutos que são potencialmente 

perigosos para o meio ambiente e para saúde humana (BOTONDI; BARONE; GRASSO, 2021)  

Por essa razão, tratamentos alternativos de lavagem têm sido investigados com o 

objetivo de testar processos mais eficazes e evitar os riscos associados. O ozônio (O3) é um dos 

tratamentos mais promissores para a descontaminação de produtos frescos com diversas áreas 

de aplicação na indústria alimentícia (BRODOWSKA et al., 2017; PAULIKIENĖ et al., 2020; 

https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/nutritive-value
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RENUMARN et al., 2014; SOUZA et al., 2018). O O3 é geralmente gerado pelo método de 

descarga corona, quando a alta tensão de corrente alternada é aplicada através de uma abertura 

em presença de oxigênio, e os elétrons do oxigênio são induzidos à divisão de moléculas de 

oxigênio, então átomos de oxigênio combinados com outras moléculas de oxigênio  formam o 

O3 (KIM; YOUSEF; CHISM, 1999). 

A adição de um terceiro átomo de oxigênio faz a molécula de ozônio ser instável e 

reativa, fornecendo capacidade para o ozônio oxidar facilmente as paredes das células de micro-

organismos (bactérias, vírus, fungos) (PAULIKIENĖ et al., 2020). A eficácia de O3 como 

desinfetante depende do método de aplicação, concentração, exposição ou tempo de contato, 

tipos de microrganismos e níveis iniciais de contaminação. Além do mais, pode ter ação 

dificultada quando a superfície dos alimentos apresenta excesso de carga orgânica 

(RENUMARN et al., 2014). 

Durante o processamento, o dano mecânico causado às células limita a vida útil dos 

VMP. Eles são mais suscetíveis à contaminação porque o corte danifica as barreiras naturais de 

proteção dos vegetais intactos e liberam nutrientes exudativos que contribuem para o 

crescimento de micro-organismos (O’BEIRNE et al., 2014). Por isso, devido ao processamento 

estes produtos perecíveis apresentam uma vida útil curta em torno de 4 a 10 dias (FAI et al., 

2016). Sua vida útil depende de vários fatores como qualidade de frutas e vegetais, a tecnologia 

de produção, as interações entre grupos microbianos e o atendimento da temperatura de 

resfriamento (SIROLI et al., 2015). 

Quando ocorre o abuso na cadeia do frio, o crescimento microbiano e a deterioração 

dos produtos ocorrem de forma mais rápida. A variação da temperatura pode levar à duplicação 

da taxa de crescimento de quaisquer patógenos alimentares que contaminam esses produtos 

(CENCI, 2011; PAULA et al., 2009). E portanto, tornam-se cada vez mais reconhecidos como 

problemas potenciais na segurança alimentar, que geralmente são consumidos crus, sem 

lavagem e outros procedimentos de desinfecção (CRUZ et al., 2019; HERMAN; HALL; 

GOULD, 2015; LITTLE; GILLESPIE, 2008). 

Estudos têm demonstrado que os parâmetros mais críticos para determinar a 

qualidade dos VMP são aqueles relacionados às características microbiológicas. Muitos 

microrganismos patogênicos e deteriorantes são isolados de VMP e estão associados a doenças 

transmitidas por alimentos e à redução da vida útil do produto. Entre os quais estão os 

coliformes totais e termotolerantes, bactérias ácido lácticas Staphylococcus aureus, Salmonella, 

Listeria monocytogenes, microrganismos aeróbicos mesófilos e psicotróficos, e em menor 

https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/perishable-products
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quantidade os fungos e as leveduras (GURLER et al., 2015; HERMAN; HALL; GOULD, 2015; 

ICMSF, 1978; LITTLE; GILLESPIE, 2008; SCHUH et al., 2020). 

Cenouras minimamente processadas podem ter suas características de 

qualidade alteradas durante o armazenamento devido ao crescimento microbiológico, resposta 

fisiológica a fatores de “stress” e desidratação superficial. Essas alterações físicas e químicas 

afetam a qualidade sensorial e limitam a aceitação do produto pelo consumidor (LAVELLI et 

al., 2006). De acordo com Condurso et al. (2020) a vida útil das cenouras minimamente 

processadas depende fortemente da qualidade sensorial, como consequência da estimativa de 

vida útil baseada na percepção do consumidor, para um resultado mais confiável do que quando 

o estimado com base na carga microbiana do produto. Lavelli et al. (2006) ao comparar dados 

de crescimento microbiano com análise sensorial observou que a aparência visual do 

clareamento e a perda de aroma frutado ocorreu antes da contaminação microbiana (8 log 

UFC/g), enquanto que a percepção de odor foi concomitante. 

Com a dificuldade da avaliação sensorial de alimentos durante o cenário atual da 

pandemia, devido aos critérios de contingenciamento. O perfil flash foi anteriormente 

executado para descrever perfil sensorial de diferentes alimentos como geleias de frutas 

vermelhas (DAIROU; SIEFFERMANN, 2002), laticínios (DELARUE; SIEFFERMANN, 

2004), purês de fruta (TAREA; CUVELIER; SIEFFERMANN, 2007), geleias (BLANCHER 

et al., 2007), pão (ALBERT et al., 2011; LASSOUED et al., 2008), vinho (PERRIN et al., 

2008), bebidas (MAMEDE; BENASSI, 2016) e queijo (RAMÍREZ-RIVERA et al., 2017).  

 O Perfil Flash (PF) in home é uma metodologia que pode ser utilizada para avaliar 

a vida útil de cenouras minimamente processadas e é aplicada na casa dos julgadores.  

O perfil flash desvia-se dos métodos convencionais e foi desenvolvido para ser um 

método flexível que fornece um acesso rápido ao posicionamento sensorial relativo a um 

conjunto de produtos. Para economizar tempo, as fases de familiarização com o espaço do 

produto, a geração e a classificação do atributo são integradas em uma única sessão, permitindo 

que cada julgador utilize sua própria lista de atributos (DELARUE; SIEFFERMANN, 2004). 

As restrições demoradas relacionadas à busca do consenso e do alinhamento conceitual não são 

utilizadas. Desta forma, este método se torna mais atraente porque não exige uma etapa de 

treinamento e pode ser realizado em sessões individuais (DAIROU; SIEFFERMANN, 2002; 

LIU et al., 2018).  
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1.4 EMBALAGEM INTELIGENTE 

 

As tecnologias inteligentes podem ajudar a minimizar riscos de qualidade, 

segurança alimentar e desperdício em cadeias de fornecimento de produtos frescos. 

Comumente, o uso de embalagens inteligentes, podendo ser conhecidas por meio de indicadores 

que monitoram a qualidade e segurança dos alimentos as condições indesejável durante as 

etapas de distribuição e armazenamento do produto (KUSWANDI, 2020). 

As embalagens inteligentes visam fornecer aos consumidores, informações 

confiáveis sobre qualidade e segurança alimentar, através do monitoramento do ambiente 

interno e externo da embalagem, permitindo a comunicação com o consumidor (BARSKA; 

WYRWA, 2017). Assim como, informar sobre a integridade da embalagem durante as etapas 

de transporte e armazenamento (VANDERROOST et al., 2014).  Em um sentido mais amplo, 

as embalagens inteligentes são definidas como a ciência e tecnologia que utilizam a função de 

comunicação do sistema para facilitar a tomada de decisão (CHEN et al., 2020).  

Nos últimos anos, vêm aumentando o número de pesquisas sobre embalagens 

inteligente aplicada em alimentos (ALAM; RATHI; BESHAI, 2021; CHEN et al., 2020; 

HALONEN et al., 2020; KUSWANDI, 2020). Embalagens mais atraentes e funcionais para o 

consumidor agregam valor ao produto, porém a decisão de optar por este tipo de embalagem 

dependerá do benefício econômico (MOHAMMADIAN; ALIZADEH-SANI; JAFARIA, 

2020). 

O desempenho da embalagem inteligente precisa garantir a baixa possibilidade de 

descartar alimentos, oferecendo ao consumidor uma avaliação dinâmica da vida útil, 

informando condições reais nas quais o produto apresenta durante a cadeia de suprimentos.  De 

acordo com uma pesquisa de mercado, as embalagens inteligentes contribuem para melhorar a 

comunicação da marca, gerando diferencial entre outras marcas e maior credibilidade do 

produto em todas as etapas do processo, assim o produtor tem vantagem competitiva o que pode 

levar ao aumento das vendas e a imagem de marca aprimorada (SOON; SAGUY, 2017).  

Um sistema de embalagem inteligente pode ser realizado por três tecnologias 

principais: os indicadores, que determinam a presença ou ausência de uma substância, a 

extensão de uma reação entre diferentes substâncias e a concentração de uma substância 

específica. Também podemos citar, os portadores de dados, que são especificamente destinados 

para fins de armazenamento, distribuição e rastreabilidade, e os sensores, que permitem uma 

quantificação rápida e definitiva dos analitos em alimentos (MÜLLER; SCHMID, 2019). 
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Os indicadores são usados para fornecer informações sobre qualquer mudança que 

ocorra em um produto perecível, observando mudanças visuais diretas (MILLS; 

HAWTHORNE, 2017).  Uma característica distinta dos indicadores é o tipo de informação 

envolvida, de natureza qualitativa ou semi-quantitativa. Apesar das grandes variedades de 

indicadores, todos podem ser razoavelmente incluídos em quatro categorias: indicadores de 

temperatura, indicadores de tempo e temperatura, indicadores de frescura e indicadores de 

integridade (KUSWANDI, 2020). Todos eles se enquadram na categoria principal de 

"qualidade dos produtos e sistemas de melhoria de valor", que são, os dispositivos mais 

utilizados em embalagens de alimentos (ROBERTSON, 2013). 

 

1.5 INDICADORES DE TEMPO E TEMPERATURA 

 

Os indicadores de tempo e temperatura são ferramentas de registro de qualidade de 

alimentos que refletem o histórico de temperatura total ou parcial ao qual estão monitorados 

(GIANNOGLOU et al., 2014; TAOUKIS; LABUZA, 1989). Estes sistemas inteligentes 

indicam mudanças na qualidade dos alimentos e informações sobre sua vida útil (TSIRONI, et 

al., 2017).  

Os indicadores de tempo e temperatura são categorizados em três grupos com base 

em suas funções: indicadores críticos de temperatura (ICTs), que exibem exposição acima (ou 

abaixo) de uma temperatura de referência; os indicadores de temperatura/tempo crítico (CTTI), 

que exibem uma resposta que reflete o limite acumulativo de temperatura-tempo acima de uma 

temperatura crítica de referência; e os indicadores/ou integradores de temperatura/tempo (ITT), 

que tornam uma resposta visível contínua e dependente da temperatura ao longo do histórico 

do produto (TAOUKIS; LABUZA, 2003). 

O desenvolvimento de um ITT baseia-se em mudanças de deformação mecânica 

(LEE et al., 2019; SUPPAKUL et al., 2017; ZABALA; CASTA´N; MARTI´NEZ, 2015), 

químicas (GALLIANI et al., 2015; ROKUGAWA; FUJIKAWA, 2015), eletroquímicas 

(RAHMAN et al., 2018; WAN; KNOLL, 2016), enzimáticas (BRIZIO; PRENTICE, 2015; 

JHUANG et al., 2020a; MENG; QIAN; TANG, 2018; UDDIN; BOONSUPTHIP, 2019; 

YANG; KIM; LEE, 2019) ou microbiológicas (FENGJUAN et al., 2017; HSIAO; CHANG, 

2017; MATARAGAS et al., 2018). Geralmente, expressas como resposta visível sob a forma 

de mudança ou movimento de cor (TAOUKIS; LABUZA, 2003).  

O período de tempo entre a ativação e o término dos ITTs é normalmente refletido 

por alterações de cor, que correspondem à vida útil dos alimentos (KIM; SHIN; LEE, 2016). O 
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requisito básico para a eficiência de um ITT é apresentar uma reação clara, contínua e 

irreversível às mudanças de temperatura (TSIRONI et al., 2008). Além disso, são necessários 

um estudo cinético da resposta do ITT, com base em modelos confiáveis do prazo de validade 

e da cinética do produto (KOUTSOUMANIS; TAOUKIS; DROSINOS, 2000).  

Como o tempo e a temperatura desempenham um papel essencial na dinâmica que 

afeta a deterioração dos alimentos, a implementação de um sistema baseado em ITT pode obter 

um controle realista da cadeia de frio, reduzindo assim o desperdício de alimentos e oferecendo 

aos consumidores informações autênticas sobre a vida útil dos mesmos (TSIRONI et al., 2011).  

O ITT tem atraído cada vez mais atenção devido às suas vantagens de baixo custo, 

alta eficiência, visualização e fácil operação (LEE; KAWAMURA; KOSEKI, 2018). Sendo 

que, a maioria dos estudos e metodologias desenvolvidas referem-se a produtos perecíveis 

refrigerados e congelados, como: pescados (BRIZIO; PRENTICE, 2014; FENGJUAN et al., 

2017; GARCÍA et al., 2017; TSIRONI et al., 2017; YE et al., 2022),  produtos lácteos 

(CLAEYS; VAN LOEY; HENDRICKX, 2002; HAN et al., 2012; SCHMIDT; MAYER, 2018), 

produtos cárneos (KUSWANDI; NURFAWAIDI, 2017; MATARAGAS et al., 2018) frutas e 

vegetais congelados (BOBELYN; HERTOG; NICOLAÏ, 2006; DERMESONLUOGLU et al., 

2015; ESFAHANI; EMTIAZI; RABBANI, 2017). 

 

1.5.1 Estudo cinético do ITT 

 

Uma abordagem de modelagem cinética permite que o usuário potencial 

desenvolva um esquema de aplicação específico para um produto e selecione o ITT mais 

apropriado sem a necessidade de testes extensivos do produto e do indicador (TAOUKIS, 

2010). Vários estudos experimentais têm procurado estabelecer correlações entre a resposta do 

ITT em função do tempo e valores dos parâmetros de qualidade selecionados dos alimentos, 

testando a significância estatística desta correlação (CHOI et al., 2014; HEISING et al., 2014; 

SUPPAKUL et al., 2018; TAOUKIS; LABUZA, 1989; TSIRONI et al., 2017; ZABALA; 

CASTA´N; MARTI´NEZ, 2015). 

A modelagem matemática é uma forma eficaz de prever as mudanças de qualidade 

dos alimentos devido as reações cinéticas, seguindo ordem zero, primeira ordem ou segunda 

ordem (HSIAO; CHANG, 2017; KIM et al., 2013). A energia de ativação pode ser usada para 

fins de previsão do prazo de validade através da medição de um ou mais parâmetros de 

qualidade, como cor, acidez, contagem microbiana, atributos sensoriais e conteúdo de 

componentes de riscos (MOHAMMADIAN; ALIZADEH-SANI; JAFARIA, 2020). 
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Os princípios básicos da modelagem e aplicação de ITT para monitoramento da 

qualidade são detalhados por Taoukis e Labuza (1989) e Taoukis (2001). Matematicamente, as 

mudanças de resposta dos ITTs podem ser modeladas em função do tempo (t) e da taxa de 

reação constante (k). Após a confirmação k, a energia de ativação (Ea) pode ser calculada 

usando a equação de Arrhenius. 

A constante k é definida como a quantidade física que é recíproca do tempo 

necessário para um determinado sistema em evolução dinâmica completar um processo 

predefinido a uma temperatura constante. Os parâmetros de qualidade dos alimentos (A) sob 

investigação e as respostas mensuráveis dos ITTs (x) são definidos como uma função cinética 

de t que é o tempo de reação, caracterizada por k e k' que são as constantes de taxa de resposta 

em relação a A e R, expressos como: 

 𝐹(𝐴) = 𝑘𝑡                                                                   (1) 

   𝐹(𝑥) = 𝑘′𝑡                                                                   (2)                                     

 

Depois de determinar k, Ea pode ser calculado através da equação de Arrhenius, 

que tem sido amplamente utilizada para simular o efeito da temperatura em k de várias reações 

em alimentos e o efeito da temperatura em k' de reações de ITTs. A equação de Arrhenius pode 

ser expressa como: 

 𝑘 = 𝐴 exp(− 𝐸𝑎𝑅𝑇 )                                                           (3) 

 

Onde R é a constante universal do gás (8,314 J/mol·K), T representa a temperatura 

absoluta (K), A é uma constante. 

A vida útil de um produto alimentício avaliada pela medição de um índice de 

qualidade característico, A, assim como as reações dos ITTs, seguem o comportamento de 

Arrhenius dentro de uma determinada faixa de temperatura, as equações reparametrizadas 

podem ser incorporadas em f(A) e f(R): 

 

 𝑓(𝐴) = 𝑘𝑡 = k𝑟𝑒𝑓 exp ⌈−𝐸𝐴 𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑅  (1𝑇 −  1𝑇𝑟𝑒𝑓)⌉ 𝑡                              (4) 
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𝑓(𝑅) = 𝑘′𝑡 = k′𝑟𝑒𝑓  exp ⌈−𝐸𝐴 𝐼𝑇𝑇 𝑅  (1𝑇 −  1𝑇𝑟𝑒𝑓)⌉ 𝑡                                 (5) 

 

Onde kref e k’ref são as constantes de velocidade de A e R na temperatura de 

referência (Tref), respectivamente, Ea alimento e Ea ITT são a Ea da mudança na qualidade do 

alimento e a mudança de resposta dos ITTs, respectivamente. 

Para a maioria dos ITTs, a informação das reações induzidas pela temperatura é 

convertida na mudança de cores, o que reflete a qualidade dos produtos alimentícios em tempo 

real. Como a resposta ITTs é facilmente mensurável e se relaciona com o desenvolvimento de 

reações, ΔE tem sido amplamente utilizada e sua eficácia foi confirmada em muitos estudos 

(BRIZIO; PRENTICE, 2015; FENGJUAN et al., 2017; HSIAO; HUANG, 2016). As mudanças 

de cor dos ITTs (ΔE) é realizada usando colorímetro, para leitura dos valores de L 

(luminosidade), a (verde a vermelho) e b (azul a amarelo), onde L0, a0 e b0 são os valores iniciais 

de L, a e b, na fórmula para cálculo de ΔE: 

 ΔE = √(𝐿 − 𝐿0)2 + (𝑎 − 𝑎0)2  + (𝑏 − 𝑏0)22  

 

Para poder utilizar um ITT como indicador de qualidade para um produto 

alimentício específico é necessário que a energia de ativação (Ea) do ITT, corresponda a Ea do 

produto alimentício e o tempo de resposta do ITT (tempo em que o ponto final é atingido) deve 

ser igual ao prazo de validade do produto). Assim, para a escolha do ITT é essencial escolher 

os parâmetros de qualidade adequados dos alimentos e que a respostas dos ITTs sejam 

facilmente reconhecidos. Quanto mais perto a Ea do alimento e Ea do ITT estão, mais preciso 

é o monitoramento da qualidade do alimento. A vida útil significativa do ITT, mais longa ou 

mais curta comparada com a vida útil dos alimentos pode causar previsões incorretas, tornando 

o ITT inválido (GAO et al., 2020). 

 

1.6  INDICADORES DE TEMPO E TEMPERATURA ENZIMÁTICOS  

 

O ITT enzimático tem como princípio de funcionamento a mudança de atividade 

enzimática ou a entalpia residual da desnaturação da proteína após o aquecimento ou o 

resfriamento (GUIAVARC’H et al., 2004). Os ITTs enzimáticos apresentam um desempenho 

estável, baixo custo de produção e fácil controle (LU et al., 2013), além de serem mais robustos 

e de fácil implementação (ANBUKARASU; SAUVAGEAU; ELIAS, 2017).  
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Variedades de ITT enzimáticos foram desenvolvidos, incluindo o ITT de lipase 

(GIANNOGLOU et al., 2019; KIM, et al., 2012; LU et al., 2013; WU et al., 2015), ITT de 

lacase (JHUANG et al., 2020b; KIM; KIM; LEE, 2012; KIM; SHIN; LEE, 2016; PARK et al., 

2013), ITT de urease (WU et al., 2013), ITT de xilanase (VERVOORT et al., 2011), ITT de 

tirosinase (FENGJUAN et al., 2017; KOÇAK; SOYSAL, 2014) e ITT de amilase (BRIZIO; 

PRENTICE, 2015; GUIAVARC’H et al., 2004; YAN et al., 2008; YANG; KIM; LEE, 2019). 

Entre os ITT enzimáticos, os que utilizam a enzima amilase provara ser de grande 

valor na indústria de alimentos. As principais vantagens são o baixo custo e amplo espectro de 

atuação (SUGANUMA et al., 2007). Tem sido desenvolvido estudos de ITTs enzimáticos de 

α-amilase com atuação em processos de pasteurização e esterilização com as enzimas do gênero 

Bacillus amyloliquefaciens (MEHAUDEN et al., 2007; TOMAZIC; KLIBANOV, 1988, 

TUCKER et al., 2009, VAN LOEY et al., 1997) e Bacillus licheniformis (GUIAVARC'H et al., 

2002, 2004; HAENTJENS et al., 1998; MEHAUDEN et al., 2008; TUCKER et al., 2002). Do 

mesmo modo que, tem sido estudado os ITTs em processos de refrigeração, utilizando enzimas 

α-amilase do gênero Aspergillus oryzae (BRIZIO; PRENTICE, 2015; YAN et al., 2008) . 

A variação do conteúdo de α-amilase encontrando Ea entre 102 a 114 kJ mol-1 (YAN et 

al., 2008) e Ea entre 62,59 a 101,88 kJ mol-1 (BRIZIO; PRENTICE, 2015), e como esses valores 

estão nas proximidades das Ea dos processos de degradação de produtos perecíveis (LABUZA, 

1982), essa enzima é uma  boa opção  para monitorar a perda de qualidade. 

O ITT enzimático com o princípio ativo de origem fúngica (Aspergilus orizae) atua 

sobre um polímero de alta massa molar (amido) associada a molécula de iodo. A cor azul inicial 

do ITT se altera para incolor, a uma velocidade dependente do tempo e da temperatura de 

armazenamento (BRIZIO; PRENTICE, 2015). A Figura 1 mostra um esquema da degradação 

enzimática do complexo amido-iodo que resulta na coloração azul da solução enzimática com 

o tempo de progresso.  

A enzima  α-amilase é uma endoamilase que catalisa hidrólise aleatória no interior 

de um polímero de alta massa molar (amido) associada a molécula de iodo (HOLLO; SZEJTLI, 

1957). A coloração é desenvolvida devido ao aprisionamento de íons iodeto (I-3) formando 

cadeias de I6 no interior da cadeia de amilose (CALABRESE; KHAN, 1999). A formação desse 

complexo amilose-iodo é responsável pela cor azul intensa, engendrada, por sua vez, a partir 

da absorção de luz na região do visível das cadeias de iodo presentes dentro da hélice da amilose 

(MCGRANCE; CORNELL; RIX, 1998).  
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temperatura. Na patente CN101055255 (2005) foi determinada para ITT enzimático sólido a 

Ea de 112,98 kJ/mol (4 °C, 8 °C, 12 °C, 18 °C, 25 °C, 37 °C) e seu prazo de validade foi de 

aproximadamente 400 h na temperatura de armazenamento de 8 °C, sendo a principal causa de 

deterioração o crescimento microbiano. 

A patente CN102495052 (2011) é um indicador de tempo e temperatura com a 

presença de uma enzima líquida, contemplando o uso de uma solução mista de dextrina e iodo 

com uma solução enzimática de protease glicosada, na qual são embaladas individualmente, e 

misturadas apenas no momento da ativação. A reação de hidrólise da enzima acontece sob uma 

solução de dextrina e iodo, que apresenta leitura direta sobre variação de cor avermelhada com 

a mudança do tempo e da temperatura. 

O estudo realizado por Brizio e Prentice (2015) desenvolveu um protótipo de ITT 

enzimático líquido elaborados a partir de uma solução de amido-iodo, e α-amilase envasados 

em uma única embalagem plástica, armazenados sob congelamento. O estudo apresentou 

resultados precisos e de fácil aplicação em escala laboratorial e industrial.  

O ITT com princípio ativo da α-amilase em solução líquida apresenta facilidade de 

preparação, amplo espectro de codificação de cores e custo baixo de produção.  No entanto, 

algumas limitações permanecem nos ITTs enzimáticos, incluindo a instabilidade enzimática 

que pode ocorrer devido à alteração de temperatura durante a produção ou o armazenamento e 

o curto tempo de vida útil (CHEN et al., 2021; KIM; KIM; LEE, 2012).  

 
1.7 ESTABILIDADE DA AMILASE  

 

A enzima α-amilase de Aspergillus oryzae (EC 3.2.1.1) é mais aplicada em solução 

líquida, devido à facilidade de preparo e baixo custo de produção. Uma vez que, as enzimas 

líquidas perdem de 10 a 20 % de sua atividade em poucos meses de armazenamento, a 

estabilização é uma preocupação. A recomendação geral para o armazenamento da enzima é 

estar em condições de refrigeração para evitar a contaminação microbiana (CHOI et al., 2014; 

GUIAVARC’H et al., 2004; ILLANES, 2008).  

Alguns aspectos desempenham papel significativo na estabilidade estrutural das α-

amilases, como os fatores intrínsecos (por exemplo, sequência de aminoácidos) que confere 

resistência às temperaturas mais elevadas e os fatores extrínsecos, tais como pH e presença de 

íons de cálcio (YADAV, 2012).  

Existem diferentes abordagens para estabilizar a enzima, imobilização que é um 

dos métodos mais utilizados (IYER; ANANTHANARAYAN, 2008), o electrospinning 

https://www33.orbit.com/renderStatic?xpn=CN102495052&base=FAMPAT
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(FATARELLA et al., 2014), nanofibras (XU et al., 2013), biopolímeros (ASGHER; NOREEN; 

BILAL, 2016) e o uso de conservantes, como: açúcares, polióis, álcoois poli-hídricos, 

surfactantes e íons na forma de sais (DEY et al., 2016; JADHAV; SINGHAL, 2013).  

Estudos demonstram que o uso de conservantes auxiliam na proteção da enzima 

contra a desnaturação, podendo agir como uma camada protetora ao redor das moléculas da 

enzima (ASOODEH et al., 2014; CHAKRABORTY et al., 2011; DEY et al., 2016; JADHAV; 

SINGHAL, 2012; SAMBORSKA et al., 2006). A adição de açúcares e polióis nas soluções 

líquidas enzimáticas fortalecem as interações hidrofóbicas entre os resíduos de aminoácidos 

não-polares. Essas interações, juntamente com ligações de hidrogênio e interações iônicas e 

Van der Waals, são essenciais para manter a estrutura catalítica ativa da enzima. Com as 

interações hidrofóbicas fortalecidas as enzimas se tornam macromoléculas de proteínas mais 

rígidas e mais resistentes ao desdobramento térmico (FITTER, 2005).  

 

1.8 ESTABILIDADE DO AMIDO-IODO 

 

O complexo amido-iodo consiste de uma matriz linear de átomos de iodo que 

ocupam a cavidade de uma molécula de polissacarídeo helicoidal (STEIN; RUNDLE, 1948). 

Estruturalmente, o amido é constituído de amilose com uma estrutura linear e helicoidal e de 

amilopectina com estrutura ramificada (RUNDLE; FOSTER; BALDWIN, 1944). O iodo 

(forma I3
-) é capaz de formar complexos com as moléculas de amilose e de amilopectina. A 

afinidade do iodo com amilose é de aproximadamente 20% formando uma cor azul absorvendo 

em comprimento de onda de 650 nm. A coloração vermelho-púrpura apresentada pelo iodo-

amilopectina, representam menos de 1 % de afinidade e se refere a absorção em 540 nm 

(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). 

A formação de cor resultante e o comprimento de onda da absorção máxima 

dependem do comprimento do polímero de glucano e das várias espécies de poliodeto ligadas 

(RENDLEMAN, 2003). O complexo é facilmente solúvel em água para produzir uma solução 

azul-escura. No entanto, a instabilidade do complexo sólido também é paralela em solução 

aquosa, dando origem ao iodo livre e aos produtos de hidrólise (MURDOCH, 1992). 

Assim, quando uma solução é preparada a partir do complexo sólido, o iodo 

molecular dentro da hélice é lentamente convertido em íons, de modo que a hélice contém uma 

mistura de espécies I2 e I3
-. Se o iodo for suficientemente disponível, a mudança é rápida e o 

seu conteúdo se estabiliza (MURDOCH, 1992).  
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A instabilidade na solução do complexo ocorre porque os cristais de iodo não são 

altamente solúveis em água pura. O método convencional de preparação do complexo de AI 

envolve a adição de iodeto de potássio (KI) para aumentar a solubilidade dos cristais de iodo 

na água (CALABRESE; KHAN, 1999). Na ausência de KI, a dissolução de I2 ocorre de forma 

bastante lenta apresentando influência direta do tempo de dissolução e do pH da solução 

(CHRASTIL, 1987; KUGE; ONO, 1960; ONO; TSUCHIHASHI; KUGE, 1953). Portanto, o 

uso de moléculas de surfactante iônico vem sendo estudas para estabilizar o complexo amilose-

iodo (KARLBERG; PICULELL; HUANG, 2007; YANG; KIM; LEE, 2019).    

 

1.9 ITTS COMERCIAIS 

 
Sistemas de ITT estão disponíveis comercialmente em diversos países e o Quadro 

1 mostra a classificação de acordo com o princípio ativo de ação e as condições de atuação e 

conservação (KUSWANDI et al., 2011). Uma descrição mais detalhada de alguns ITTs está 

descrita a seguir. O ITT OnVu™ (Bizerba, Alemanha) é em estado sólido e apresenta 

compostos fotosensitivos, como os espiropiranos, que são coloridos na exposição à luz em 

baixo comprimento de onda. Este estado colorido (azul escuro) inverte-se ao estado incolor 

inicial a uma taxa dependente da temperatura. O fator determinante para este ITT é o tempo de 

ativação; ou seja, quanto maior o tempo de carregamento, maior a vida útil do ITT (TAOUKIS; 

TSIRONI, 2018). 

O ITT Fresh-Check® é utilizado em vacinas infantis nas campanhas da UNICEF, 

e aplicado em produtos alimentícios, incluindo a cadeia de varejo Monoprix (França), Carrefour 

em frutas e saladas embaladas, produtos lácteos e sucos Milco (GALAGAN; SU, 2008). O eO 

ITT (CRYOLOG, França) são aplicados pela empresa Monoprix (Clichy, França) em produtos 

de carne suína e pela empresa Leclerc (Braga, França) em sanduíches embalados frescos (CHOI 

et al., 2014). 

O laboratório VITSAB Internacional desenvolveu um ITT com o nome comercial 

Checkpoint (VITSAB A.B., Malmo, Suécia) que funciona com base em reação enzimática. É 

constituído por dois compartimentos separados, um compartimento constituído por 

triglicerídeos como substrato e um indicador de pH, e o outro composto por uma solução de 

enzimas lipolíticas. Esses dois compartimentos são separados por um selo. É ativado quebrando 

o selo entre os dois compartimentos. Em seguida, ocorre uma mudança de cor devido à 

diminuição do pH causada pela hidrólise enzimática do substrato que produz ácido, causando 

uma queda de pH que passa de verde para amarelo brilhante. Estes ITTs são indicados para 
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Traceo, Traceo restauration e eO, disponível na internet: http://cryolog.com/topcryo/; Check Point, 
disponível na internet: www.vitsab.com ; MonitorMarK, disponível na internet: http://www.tiptemp.com/; 
Freeze Watch, disponível na internet: https://www.3m.com/3M/en_US/food-safety-us/; TT Sensor Plus, 

disponível na internet: https://label.averydennison.com/en/home/products/intelligent-labels/time-temperature-
tracking.html;  

CoolVu, disponível na internet: http://insigniatechnologies.co.uk/products.asp. 

 

A TRACEO é uma empresa que desenvolveu um ITT comercial chamado 

CRYOLOG (França). Este ITT microbiano é composto por 3 camadas, onde contém bactérias 

lácticas, um indicador de cor (fucsina ácida) e um meio nutritivo para o crescimento de 

microrganismos. Quando exposto a uma temperatura superior à temperatura crítica, as camadas 

são quebradas, resultando em reação enzimática pela bactéria que faz com que a cor mude de 

verde para vermelho (KUSWANDI, 2020). 

Para o desenvolvimento de um novo indicador inteligente, a Sociedade Americana 

de Testes e Materiais - ASTM F1416 desenvolveu um guia padrão com informações sobre a 

seleção de indicadores de tempo-temperatura disponíveis comercialmente para uso de 

embalagens externas não invasivos, utilizada em produtos perecíveis, como alimentos e 

produtos farmacêuticos (ASTM, 2003). Os principais requisitos para aceitação de uma etiqueta 

comercial na escala industrial é que o ITT seja confiável, reprodutível, flexível, adaptável a 

várias gamas de temperatura (por exemplo, congelada, refrigerada, temperatura ambiente) e que 

apresente respostas para períodos de alguns dias até vários meses (PARISI; BARONE; 

CARUSO, 2015). Isso quer dizer, que o ITT precisa ser integrado de maneira econômica, 

causando mudanças mínimas na área de produção, devem ter uma vida útil longa antes da 

ativação para uso e ser facilmente ativável. É necessário também, que o ITT resista a abusos 

mecânicos normais e que não represente risco de contaminação ao produto (BALDWIN, 2011; 

SOON; SAGUY, 2017). 

 

  

http://cryolog.com/topcryo/
http://www.vitsab.com/
http://www.tiptemp.com/
https://www.3m.com/3M/en_US/food-safety-us/
https://label.averydennison.com/en/home/products/intelligent-labels/time-temperature-tracking.html
https://label.averydennison.com/en/home/products/intelligent-labels/time-temperature-tracking.html
http://insigniatechnologies.co.uk/products.asp


50 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III  

 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO 
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ARTIGO I - AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DO PRINCÍPIO ATIVO 

PARA O DESENVOLVIMENTO DE UM INDICADOR DE TEMPO E 

TEMPERATURA ENZIMÁTICO  

 

RESUMO 
 

Os indicadores de tempo e temperatura enzimático (ITT) estão disponíveis 
comercialmente com o escopo de monitorar a qualidade dos alimentos.  Podem ser anexados 
individualmente a uma embalagem para informar a inocuidade do produto, através de variação 
colorimétrica irreversível. Porém, a principal limitação para aceitação de um ITT comercial 
enzimático aplicado em escala industrial, está no modo de conservação antes do uso 
(refrigeração/congelamento). O presente estudo descreve o procedimento utilizado no 
desenvolvimento do princípio ativo de um ITT enzimático líquido, avaliando a estabilidade da 
enzima α-amilase e do substrato amido-iodo. Após a realização de análises para a verificação 
dos efeitos do pH, da temperatura e do uso de estabilizantes na estabilidade do princípio ativo 
enzimático verificou-se que os mesmos apresentaram no mínimo 6 meses de estabilidade em 
temperaturas que variaram de 4 e 35°C, quando a enzima estava em solução tampão TRIS (pH 
8,0) e o amido diluído em solução aquosa, sem uso de conservantes. Desta forma, o ITT 
enzimático desenvolvido apresentou viabilidade para aplicação comercial por ser estável a 
temperatura ambiente sem a necessidade de grandes na área de produção industrial. 

 

Palavras chaves: α-amilase. Amido-iodo. Estabilizantes. ITT. 

 

2 INTRODUÇÃO 

 

O controle e o gerenciamento efetivo da cadeia do frio de produtos alimentícios 

resfriados são importantes para sua viabilidade comercial, uma vez que desvios das 

especificações em relação às condições de temperatura, frequentemente ocorrem, podem ser 

prejudiciais à qualidade e segurança do alimento (ADIANI; GUPTA; VARIYAR, 2021; 

ALBRECHT et al., 2020; PANDIAN; CHATURVEDI; CHAKRABORTY, 2021). Assim, para 

atender as necessidades de controle de temperatura na cadeia de suprimentos, vem sendo 

estudado novas gerações de embalagens inteligentes, incluindo indicadores de tempo-

temperatura (ITT) (GHORBANI; RABBANI, 2021; JHUANG et al., 2020c; LEE et al., 2021; 

OH; JO; LEE, 2021). 

Os ITT são considerados uma alternativa promissora na atuação de alimentos 

refrigerados, isso porque informam quando o produto é submetido a temperaturas abusivas de 

uma forma rápida e fácil (PAVELKOVÁ, 2013). A sua ação baseia-se em mudança irreversível 

física (JAFRY et al., 2017; SUPPAKUL et al., 2018), química (GAO et al., 2021; LEE et al., 
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2021; LEE et al., 2019), enzimática (JAISWAL et al., 2020; JHUANG et al., 2020b; OH; JO; 

LEE, 2021; PANDIAN; CHATURVEDI; CHAKRABORTY, 2021) ou microbiológica 

(GHORBANI; RABBANI, 2021; MATARAGAS et al., 2018), expressa como uma resposta 

visível na forma de deformação mecânica e desenvolvimento de cor (GIANNAKOUROU et 

al., 2005; TAOUKIS; LABUZA, 1989).  

Um ITT desenvolvido com enzima α-amilase oriunda de Aspergillus oryzae líquida 

fornece uma série de vantagens, incluindo facilidade de preparação, um ensaio rápido, simples 

e barato (BRIZIO; PRENTICE, 2015; YAN et al., 2008). É baseado na reação entre o amido e 

o iodo (azul), com posterior atuação enzimática sobre esse complexo, cuja cor muda com os 

resultados da variação do tempo e da temperatura de armazenamento. Isso porque estas enzimas 

são termosensíveis, podendo ser facilmente adaptadas para controlar as condições de 

temperatura na cadeia de frio, além de apresentarem amplo espectro de especificidade 

(PANDIAN; CHATURVEDI; CHAKABORTY, 2021). Entretanto, as principais limitações 

são quanto ao modo de conservação antes do uso (refrigeração) e ao curto tempo de vida útil. 

Além, de a maioria dos estudos não revelarem as etapas de validação e avaliação da vida útil 

do princípio ativo na qual é composto o indicador inteligente.  

O objetivo do presente estudo foi avaliar a estabilidade da enzima α-amilase 

Aspergilus orizae e do complexo amido-iodo em temperatura extremas de conservação e 

elaborar um protótipo de ITT.  

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Um esquema sequencial das principais etapas propostas para a validação dos 

princípios ativos do ITT desenvolvido é apresentado na Figura 1. 

 

2.1 MATERIAL 

 

A Tabela 1 contém a composição e as principais características da enzima α-amilase 

de Aspergillus oryzae (Fungamyl® 800L, Novozymes S/A, Bagsvaerd, Dinamarca) utilizada 

neste estudo.  
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2.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA Α-AMILASE 

 

A atividade enzimática foi determinada pelo método iodométrico a partir da 

metodologia descrita por Garda-Buffon, Baraj e Badiale-Furlong (2010) com adaptação.  0,1 

mL da enzima α-amilase (0,1 %) e 0,8 mL de tampão acetato de sódio (pH 5,0) foram 

adicionados em 4 mL de solução de amido (0,6%) e esta solução foi submetida à agitação em 

Shaker (Cientec, CT-712RNT, Piracicaba, Brasil) a 20 °C por 5 min. Em seguida, a reação foi 

inibida com a adição de 0,5 mL de HCl (1 M) e 0,32 mL de solução de iodo (0,3 % I2 para 3,0 

% KI). Após 20 min, determinou-se a atividade enzimática por espectrofotômetro (Bioespectro, 

SPP2, São Paulo, Brasil) a 620 nm. Uma curva padrão de amido-iodo foi utilizada para a 

obtenção da equação da reta com concentrações variando de 0,06 a 0,16 mgamido/mL. A unidade 

da atividade enzimática foi definida como a capacidade da enzima em hidrolisar 1 μg de amido 

em 1 min a 20°C.  

 

2.3 CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA α-AMILASE SOB EFEITO DO PH E 

TEMPERATURA 

 

Para caracterizar a enzima α-amilase sua atividade foi avaliada sob efeito do tempo, 

da temperatura e do pH conforme a metodologia descrita por Dey e Banerjee (2015), com 

adaptação. O tempo de foi avaliada através dos intervalos de tempo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 15, 30 

e 60 min, com temperaturas de 10, 20 e 30 °C e pH variando de 3 a 8. Para avaliação a 

determinação da temperatura ótima, a enzima foi mantida no pH de 5,0 (Tabela 1) e foram 

testadas diferentes temperaturas na faixa de 10 a 55 °C com intervalos de 5 °C. Para a 

determinação do pH ótimo, a enzima foi mantida na temperatura de 30 °C (Tabela 1) variando 

pH de 3,0 a 11,0, sendo utilizado o tampão acetato de sódio para os pH entre 3 e 7 e o tampão 

tris-HCl para os pH 8,0 a 11,0. 

 

2.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO USO DE ESTABILIZANTES NA ATIVIDADE DA 

ENZIMA α-AMILASE  

 
O preparo da solução enzimática foi realizado segundo o método descrito por Dey; 

Banerjee (2015), com adaptação. A enzima em solução líquida (0,1 % v/v - pH 8,0) foi 

submetida às diferentes concentrações de estabilizantes a 20 °C por 30 min a 180 rpm em 

Shaker. 
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A atividade enzimática foi determinada pelo método iodométrico de acordo com a 

metodologia descrita por Garda-Buffon, Baraj e Badiale-Furlong (2010) descrita no item 2.2. 

Para expressar os resultados, foi utilizada a atividade enzimática residual percentual (AR) 

conforme Equação 1. Onde, a atividade enzimática residual é a relação da atividade enzimática 

do tratamento com o estabilizante (Ae) dividido pela atividade enzimática do tratamento sem 

estabilizantes (Ase). 

 

AR (%)= Ae
Ase

 x 100                                                               (1) 

 

No experimento controle não foram colocados estabilizantes. A escolha dos 

estabilizantes e as concentrações testadas foram determinadas a partir das referências descritas 

na Tabela 2.  

 

Tabela 2 - Concentrações de estabilizante (%) em três categorias principais (sais metálicos, 

aditivos e solventes orgânicos) 

Categorias Estabilizantes C1 C2 C3 Referências 

Sais 
metálicos 

Cloreto de bário 0,02 0,1 0,21 Assodeh et al., 2014 

Cloreto de cálcio 0,01 0,06 0,11 
Assodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011; Roy; Mukherjee, 2013 

Sulfato de cobre 0,02 0,08 0,16 
Asoodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011 

Cloreto de ferro 0,01 0,08 0,16 
Asoodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011 

Sulfato de zinco 0,01 0,02 0,08 Assodeh et al., 2014 
Sorbato de potássio 0,3 0,75 1,5 Autor 

Óxido de magnésio 0,01 0,01 0,02 
Asoodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011 

Cloreto de sódio 7 11 14 Chakraborty et al., 2011 
Digliconato Clorexidina 2,8 8,3 13,9 Autor 

Aditivos 

Glicerol 20 30 40 
Asoodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011; Jadhav; Singhal, 2012; 
Samborska et al., 2005 

Peróxido de hidrogênio 0,2 0,4 0,6 
Chakraborty et al., 2011; Roy; 
Mukherjee, 2013 

Triton x 0,1 1 10 
Asoodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011; Roy; Mukherjee, 
2013; Roy; Rai; Mukherjee, 2012 
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Continuação Tabela 2 - Concentrações de estabilizante (%) em três categorias principais 

(sais metálicos, aditivos e solventes orgânicos) 

Categorias Estabilizantes C1 C2 C3 Referências 

Aditivos 

Tween 80 0,1 1 10 
Chakraborty et al., 2011; Roy; Rai; 
Mukherjee, 2012 

Persulfato de amônia 0,1 0,2 1 Assodeh et al., 2014 

EDTA 0,02 0,06 1 
Asoodeh et al., 2014; Roy; Rai; 
Mukherjee, 2012 

Sorbitol 30 40 50 
Khajeh; Nemat-Gorgani, 2001; 
Samborska et al., 2005 

Uréia 6 12 30 
Asoodeh et al., 2014; Chakraborty 
et al., 2011; Roy; Rai; Mukherjee, 
2012 

Mercaptoetanol 0 0,01 0,04 Assodeh et al., 2014 

Solventes 
Orgânicos 

Clorofórmio 5 10 20 Assodeh et al., 2014 
Dimetil sulfóxido  5 10 20 Brum; Teague, 1989 

Etanol 5 10 20 
Asoodeh et al., 2014; Roy; 
Mukherjee, 2013 

Hexano 5 10 20 
Asoodeh et al., 2014; Kapfo et 
al.et al., 2013 

Tolueno 5 10 20 Assodeh et al., 2014 
Isobutil álcool 5 10 20 Assodeh et al., 2014 

Acetona 10 20 30 
Asoodeh et al., 2014; Roy; 
Mukherjee, 2013 

Metanol 10 20 30 
Asoodeh et al., 2014; Roy; 
Mukherjee, 2013 

Éter de petróleo 10 20 30 autor 
C1: concentração 1; C2: concentração 2; C3: limite superior de concentração 

 

2.4.1  Atividade inibitória dos estabilizantes sobre a enzima α-amilase 

 

A partir dos tratamentos (enzimas+estabilizantes) que apresentaram os melhores 

resultados foi realizado o estudo cinético da atividade inibidora da α-amilase. O método foi 

realizado a partir da adição de 0,1 mL da enzima (0,1 %), contendo duas diferentes 

concentrações de estabilizantes para cada tratamento: óxido de magnésio (0,12 e 0,16 %), 

sorbato de potássio (0,75 e 1,50 %), peróxido de hidrogênio (0,4 e 0,6 %), triton x (0,1 e 1 %) 

e digliconato de clorexidina (8,30 e 13,89 %).  
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A atividade enzimática foi determinada pelo método iodométrico de acordo com 

metodologia descrita por Garda-Buffon, Baraj e Badiale-Furlong (2010), com adaptação. 

Foram adicionados 0,8 mL da solução enzima+estabilizante em tampão acetato de sódio (pH 

5,0) em 4 mL de 6 diferentes soluções de amido (0,10; 0,16; 0,20; 0,25; 0,33; 0,5 mg/mL) por 

5 min a 20°C. Em seguida, a reação foi inibida com a adição de 0,5 mL de HCl (1 M) e 0,32 

mL de solução de iodo (0,3 % I2 para 3,0 % KI). Após 20 min foi determinada a atividade 

enzimática em espectrofotômetro a 620 nm. 

A constante de Michaelis (Km) e a velocidade máxima (vmáx) foram determinadas 

utilizando o gráfico de Lineweaver-Burk (Lineweaver & Burk, 1934), também sendo avaliado 

o tipo de inibição causado pelos estabilizantes: reversível (competitiva, incompetitiva, não-

competitiva) ou irreversível. 

 

2.4.2 Estabilidade da enzima α-amilase frente a diferentes pHs e temperaturas 

 

A partir dos resultados obtidos na atividade inibitória dos estabilizantes na α-

amilase. A estabilidade enzimática foi avaliada em pH variando de 3,0 a 8,0, utilizando a 

metodologia descrita por Dey e Banerjee (2015) com adaptação. A enzima α-amilase foi pré-

incubada com as diferentes soluções tampão, por 30 min a 20 °C e 180 rpm em Shaker. Após, 

a enzima foi armazenada em frasco âmbar nas condições de 4 e 35ºC por um período de 6 

meses. A solução enzimática foi deixada em temperatura ambiente para posterior análise. A 

atividade enzimática foi determinada pelo método iodométrico de acordo com metodologia 

descrita por Garda-Buffon; Baraj; Badiale-Furlong (2010) descrita no item 2.2.  

 

2.5 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DO COMPLEXO AMIDO E IODO  

 

Para a elaboração da solução de amido-iodo, o amido de batata (0,6 % m/v) foi 

gelatinizado em chapa aquecedora a 85 °C por 10 ± 3 min. Após o arrefecimento da solução, 

foi adicionado uma solução de iodo (0,3 % I2 para 3,0 % KI) na proporção 1:12 iodo/amido 

(m/v) (BRIZIO; PRENTICE, 2015).  

 O efeito do KI na estabilidade do complexo AI foi avaliado utilizando 3 soluções de 

amido-iodo em diferentes concentrações de KI (3, 5 e 8 %), nas temperaturas de 4 e 35 °C por 

5 meses (1°, 4°, 8°, 17, 38°, 97° e 150° dia). A concentração do amido-iodo foi determinada em 

espectrofotômetro a 620 nm, utilizando como base de cálculo a curva padrão de amido-iodo nas 

concentrações de 0,06 a 0,16 mg/mL 
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A estabilidade do complexo AI foi avaliada em diferentes pH (4,0 a 8,0) e quanto 

ao efeito dos estabilizantes sorbato de potássio (0,015; 0,075; 0,150 %) e digliconato de 

clorexidina (2,800; 8,300; 13,89 %), sendo que as concentrações testadas foram escolhidas 

através de testes preliminares e foi considerado estável quando não havia precipitação das fases. 

Para isso a solução de amido-iodo foi pré-incubada nas diferentes soluções tampão, por 30 min 

a 20 °C e 180 rpm em Shaker. As soluções foram armazenadas em frascos âmbar, nas 

temperaturas de 4 e 35 °C por 6 meses para posterior análise. O experimento controle foi 

solubilizado em solução aquosa e a concentração do amido-iodo foi determinada em 

espectrofotômetro a 620 nm. 

 

2.6 ELABORAÇÃO DOS PROTÓTIPOS DE ITT ENZIMÁTICOS 

 

Os protótipos de ITT enzimáticos foram elaborados a partir das melhores condições 

encontradas na avaliação da estabilidade dos princípios ativos (enzima e amido-iodo). O 

protótipo de ITT foi produzido baseando-se no método empregado por Brizio e Prentice (2015), 

com adaptação. O novo protótipo de indicador de tempo e temperatura enzimático foi elaborado 

com conceito de etiqueta compartimentalizada, separando a solução de amido-iodo da solução 

enzimática.  

A preparação dos protótipos de ITT foi realizada em temperatura ambiente, 

adicionando a enzima α–amilase em seis diferentes concentrações (1, 2, 3, 4, 5 e 6 % v/v de 

enzima diluída em tampão TRIS (pH 8,0)). Na elaboração da solução de amido-iodo, o amido 

de batata (0,6 % m/v) foi gelatinizado com água em chapa aquecedora a 85 °C por 10 ± 3 min. 

Após o arrefecimento da solução, foi adicionado uma solução de iodo (0,3 % I2 para 3,0 % KI) 

na proporção 1:12 iodo/amido (m/v) (BRIZIO; PRENTICE, 2015).  

Para a elaboração dos protótipos foram adquiridas embalagens plásticas (4x6 cm) 

de filme polietileno.  O protótipo foi selado no meio com o auxílio de uma seladora (Modelo 

200 S, SELOVAC Indústria e Comércio Ltda., São Paulo, Brasil), dividindo o protótipo em 

dois compartimentos, apresentando uma selagem interna de fácil ruptura. Cada solução foi 

homogeneizada em agitador magnético e envasada com 2 mL da solução amido-iodo e 2 mL 

solução enzimática em cada compartimento. A selagem externa foi realizada com o auxílio de 

uma seladora, com vácuo e tempo de soldagem de 15 s. O esquema de funcionamento do ITT 

enzimático líquido compartimentalizado está demonstrado na Figura 2. 
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∆E = √∆𝐿2 ∗  ∆𝑎2 ∗ ∆𝑏22
                                                               (1) 

 

Onde: ΔL*= L – Ltempo zero; Δa*= a – atempo zero; Δb*= b – btempo zero. 

 

As análises foram interrompidas quando nenhuma mudança de cor azul adicional 

poderia ser medida na etiqueta. O fim da vida-útil dos protótipos foi definido como o tempo 

que a cor azul escura do ITT leva, para chegar a uma condição incolor (ΔE* = 78,0). 

 

2.8 CÁLCULO DOS CUSTOS DO PROTÓTIPO DE ITT 

 

O cálculo dos custos foi avaliado através do somatório dos custos individuais das 

matérias-primas (enzima, tampão TRIS, amido, iodo, iodeto de potássio) e da embalagem, 

considerando-se três orçamentos de fornecedores diferentes. 

 

2.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos à 

Análise de Variância (ANOVA) com posterior Teste de Tukey, com nível de significância de 

5 % (p< 0,05), utilizando o programa Statistic 5.0.  

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA ENZIMA α-AMILASE  

 

A enzima α-amilase apresentou atividade residual maior que 60 % entre 25 e 45°C 

e mais de 70 % da atividade amilolítica foi em pH ácido (3,0 a 5,0), cerca de 67 % em pH 7,0 

e 40 % em pH 8,0 (Apêndice 1).    

Com relação ao tempo de reação da enzima α-amilase sobre o complexo amido-

iodo (Apêndice 2) pode-se observar que na região ácida e neutra a atividade enzimática foi de 

400 a 800 μg amido/mL.min em 5 min de reação. E quando submetida em tampão alcalino (pH 

8,0) a atividade foi de 125,79 μg amido/mL min, atingindo tempo reacional de 60 min. Em 

geral, α-amilases expressam maior atividade sob ambiente ácido (ASOODEH et al., 2014). Um 

dos fatores mais importantes que influenciam a atividade catalítica da amilase é o pH em que a 

α-amilase está dissolvida, isso porque a carga superficial da enzima muda em função do mesmo 
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parcialmente como resultado de um rompimento das interações não covalentes (CREIGHTON, 

1983). De acordo com Illanes (2008) se este aquecimento persistir, a enzima perde a maior parte 

de sua estrutura secundária e terciária, ocorrendo a desnaturação.  

A enzima na faixa de pH 3,0 a 4,0 apresentou baixa atividade enzimática ao longo 

do tempo (184 dias). Observou-se perda irreversível da atividade da enzima α-amilase quando 

submetida ao pH alcalino (9,0 a 11,0), que ocorreu devido a proliferação de bactérias nas 

amostras experimentais observada nos primeiros dias de análise através da turbidez da solução 

e presença de colônias de mofo. 

O resultado obtido por Bayramoglu et al. (2004) com α-amilase em tampão fosfato 

50 mM, pH 6,5, a 35°C, apresentou vida útil de 35 dias. No estudo realizado por He et al. (2014) 

a α-amilase armazenada em solução tampão fosfato (20 mM, pH 6,9) a 4°C, perdeu 80 % de 

sua atividade em até 30 dias. Outros estudos com α-amilase em tampão de acetato de sódio 0.1 

M, pH 5,0 teve vida útil de 15 dias (NADAR .et al., 2016) e de 40 dias (YANG; SONG, 2016).  

Os resultados do nosso trabalho, com a enzima α-amilase em tampão TRIS, pH 8,0 

apresentou estabilidade por 184 dias, em temperatura extremas de conservação (4 e 35 °C). Ao 

comparar com os dados encontrados da literatura, estes resultados sem o uso de conservantes 

apresenta elevado tempo de vida útil (6 meses). Sendo esta, a condição recomendada para 

aplicação em protótipos de ITTe.  

 

4.2 EFEITO DO USO DE ESTABILIZANTES NA ATIVIDADE DA ENZIMA α-

AMILASE  

 

A fim de encontrar novos estabilizantes que atuem na estabilidade da enzima em 

diferentes temperaturas a Tabela 3 apresenta os resultados da atividade residual da enzima α-

amilase. O tratamento controle (sem estabilizante) foi realizado com a α-amilase em tampão 

TRIS, pH 8,0, considerando sua atividade residual de 100%.  

A partir dos resultados da Tabela 3, percebe-se que na classe dos sais metálicos 

houve aumento na atividade da enzima α-amilase com o aumento das concentrações dos 

estabilizantes sorbato de potássio, óxido de magnésio e digliconato de clorexidina. Enquanto, 

os demais sais adicionados (Ba+; Ca+, Cu+, Zn+2, Na+2) diminuíram a atividade de forma 

dependente. Houve inibição da atividade enzimática quando a enzima foi exposta a presença de 

cloreto de ferro na concentração de 5 e 10 mM (0,081e 0,162 % m/v).   De acordo com Carvalho 

et al. (2008), a inibição da atividade enzimática pode ser compreendida pela competição entre 

o cátion ligado à proteína e o cátion exógeno.  
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Tabela 3 - Atividade residual (%) da enzima α-amilase sob efeito dos estabilizantes 

Estabilizantes 
Atividade Residual (%) 

C1 C2 C3 

Sais 
metálicos 

Cloreto de bário 100,44± 0,05bA 99,88±0,06bB 99,49±0,06bC 
Cloreto de cálcio 99,46±0,07bA 98,74±0,07bcdB 86,49±0,26iC 
Sulfato de cobre 99,93±0,13bA 98,78±0,2bcdB 91,04±,74hC 
Cloreto de ferro  92,13±0,76hgA 39,62±,68kB 6,34±1,23lC 
Sulfato de zinco 97,12±0,16cdeA 94,14±0,2fgB 72,35±1,81jC 
Sorbato de potássio 96,71±0,39deC 99,70±,15bB 105,34±0,21aA 
Óxido de Magnésio 92,19±0,09ghA 98,72±0,01bcdB 99,32±0,01bC 
Cloreto de sódio 99,23±0,59bcA 96,72±2,00deAB 95,16±0,32efB 
Digliconato de clorexidina 108,38±2,02aA 109,51±01,87aA 112,52±0,59aA 

Aditivos 

Glicerol 99,71±0,03cA 98,82±0,04cdB 97,11±0,19fgC 
Peróxido de hidrogênio 96,87±0,30fghB 97,02±0,04fghB 112,44±0,17aA 
Triton X 93,01±0,04kC 96,18±0,20ghB 101,99±0,56bA 
Tween 80 98,72±0,17cdeA 71,84±0,18oB 72,30 ±0,58oB 
Persulfato de amônio 97,61±0,03efA 95,97±0,06hB 94,38±0,19ijC 
EDTA 96,83±0,13fghA 96,98±0,06 fghA 94,78±0,22iB 
Sorbitol 96,05±0,11hA 93,65±0,04jkB 87,57±0,23nC 
Ureia 96,12±0,08ghA 97,96±0,21defA 51,71±1,40pB 
Mercaeptanol 91,27±0,07lA 89,41±0,25mB 87,64±0,45nC 

Solventes 
orgânicos 

Clorofórmio 98,30±0,80defghA 98,06±0,78defghAB 96,28±0,80hijB 
Dimetilsulfóxido 99,45±0,12defA 94,56±0,18ijkB 88,47±0,19nC 
Etanol 99,86±0,05cdeA 96,94±0,12fghiB 83,55±0,09oC 
Hexano 99,42±0,03defA 98,85±0,13defgB 93,39±0,09klC 
Tolueno 99,34±0,25defA 91,59±0,67lmB 87,37±0,08nC 
Álcool isobutil 100,55±0,07cdA 76,61±0,09pB 70,62±0,21qC 
Acetona 96,31±0,02ghijA 95,71±0,04hijkB 93,86±0,13ikC 
Metanol 97,91±0,07efghA 81,24±0,87oB 77,17±0,05pC 
Éter de petróleo 102,12±0,11cA 89,30±0,09mnB 78,14±0,02pC 

C1: concentração 1; C2: concentração 2; C3: concentração 3 (concentrações definidas na Tabela 2 para cada estabilizante) 
Letras minúsculas iguais para a mesma classe (sais metálicos/aditivos/solventes orgânicos) nas três concentrações, indicam que não há 
diferença significativa entre os tratamentos (p > 0,05); (Média ± desvio-padrão). 
Letras maiúsculas iguais para cada estabilizante nas três concentrações, indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p > 
0,05); (Média ± desvio-padrão 

 

Na classe dos aditivos, a enzima α-amilase mostrou-se estável na presença do 

surfactante Triton X-100, pois a enzima reteve 101,99 % de sua atividade, quando incubada 

com 10 % do aditivo por 24 h. A -amilase foi considerada estável na presença do agente 

oxidante H2O2, na concentração de 0,6%, pois a atividade residual foi de 112,44 %. Roy, Rai e 

Mukherjee (2012) demonstraram significativa estabilidade da α-amilase na presença de agentes 

oxidantes e surfactantes como EDTA (2 mM, 101,0 %), Triton X-100 (1 %, 103,4 %) e Tween-



65 
 

80 (1 %, 106,0 %). De acordo com Yoon e Robyt (2005), o triton X-100 liga-se na estrutura 

terciária da enzima α-amilase, conferindo maior resistência e estabilização. 

O glicerol, o sorbitol (até 40 %), o persulfato de amônio, EDTA, a ureia (até 12 %) 

e o mercaptanol (20 %) contribuíram para que a enzima se mantivesse estável em 90 %. A 

atividade da α-amilase foi moderadamente inibida em Tween 80 (acima de 30 %) e ureia (acima 

de 30 %). Resultado semelhante foi encontrado por  Khajeh, Nemat eGorgani (2001) ao estudar 

a enzima α-amilase incubada em diferentes concentrações de ureia (1, 2, 4, 6 e 8 M) à 

temperatura ambiente e vários intervalos de tempo. Em todos os casos, a perda de atividade 

enzimática foi maior para a enzima mesofílica em comparação com a termofílica. 

Os solventes orgânicos em baixas concentrações não apresentaram nenhum efeito 

deletério na conformação ativa da enzima, ao invés disso, apresentam características 

estabilizantes. A -amilase reteve mais de 80 % de atividade original na presença dos solventes 

orgânicos, com exceção do álcool isobutil (acima de 20 %), do metanol (20 %) e do éter de 

petróleo (20 %).  Dey e Banerjee (2015) constataram atividade residual acima de 100 % quando 

a α-amilase de A. oryzae foi submetida à presença de metanol (30 e 100 %), etanol (30 e 106,8 

%) e álcool isoamílico (30 %, e 104,2 %). 

A avaliação do efeito dos estabilizantes mostrou que o aumento da atividade 

enzimática foi dependente do aumento da concentração dos estabilizantes: sorbato de potássio, 

digliconato de clorexidina, óxido de magnésio, peróxido de hidrogênio e triton X. A partir de 

então, os 5 estabilizantes selecionados foram avaliados através do seu efeito inibitório 

(irreversível ou reversível) e os mecanismos de inibição (competitivo, não competitivo ou 

incompetitivo).  

A Figura 4 mostra o gráfico de duplo-recíproco Lineweaver-Burk que determina o 

tipo de mecanismo de inibição quando a enzima α-amilase sem estabilizante (controle) é 

comparada com a enzima adicionada dos estabilizantes em duas concentrações (sorbato de 

potássio, digliconato de clorexidina, óxido de magnésio, peróxido de hidrogênio e triton X). De 

acordo com Lehninger (1993) quando a linha (Km/Vmax) intercepta pelo eixo “y” obtém-se o 

valor de 1/Vmax, e quando intercepta o eixo “x” obtém-se o valor de -1/KM. Assim, é possível 

encontrar os dados da concentração do substrato (Km) requerida para que a reação alcance a 

metade da velocidade máxima (Vmáx) (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Constantes cinéticas calculadas para a α-amilase em relação aos diferentes 

estabilizantes e seus mecanismos de inibição 

Estabilizantes Vmáx  
(mg amido/mL min) 

Km (mg/mL) R2 Mecanismo de 
inibição 

Controle 1,54 5,22 0,9998   
Sorbato (0,75%) 1,50 5,06 0,9991 incompetivo 
Sorbato (1,50%) 1,55 5,16 0,9991 incompetivo 
Clorexidina (8,30%) 1,42 4,75 0,9996 incompetivo 
Clorexidina (13,90%) 1,30 4,06 0,9785 incompetivo 
H2O2 (0,40%) 1,60 7,53 0,978 competitivo  
H2O2 (0,60%) 2,14 26,31 0,7636 competitivo 
MgO2 (0,12%) 3,12 27,33 0,8343 competitivo 
MgO2 (0,16%) 4,67 49,50 0,9711 competitivo 
Triton X (0,10%) 2,24 29,29 0,9659 competitivo 
Triton X (1,00%) 2,69 30,76 0,9714 competitivo 

 

A partir dos gráficos de Lineweaver-Burk (Figura 4) e da Tabela 4, percebe-se 

aumento de Km e Vmáx maior que o controle para os tratamentos da enzima com peróxido de 

hidrogênio, óxido de magnésio e Triton X, evidenciando efeito inibidor competitivo nos 

tratamentos.  

Desta forma, estes estabilizantes não são recomendados para aplicação na enzima 

α-amilase, pois irão competir diretamente com o substrato pelo sítio de ligação. Em geral, este 

tipo de inibição reduz a concentração da enzima livre disponível para ligação com o substrato. 

Desta forma, a competição entre o inibidor e substrato pela enzima livre tem o efeito de exigir 

o aumento da concentração do substrato (Km) para que a reação alcance a metade da sua 

velocidade máxima (Vmáx), não sendo vantajoso o uso como estabilizante. 

Os tratamentos da enzima com sorbato de potássio e digliconato de clorexidina 

revelaram efeito inibidor incompetitivo. Isso significa que o estabilizante se liga 

exclusivamente ao complexo enzima substrato, porém não influencia diretamente no 

comportamento da enzima frente ao substrato.  

Com a intenção de avaliar a vida útil da enzima em relação aos estabilizantes com 

caráter incompetitivo, a Figura 5 mostra as atividades enzimáticas sob o efeito dos estabilizantes 

(sorbato de potássio e digliconato de clorexidina) nas temperaturas de 4 °C e 35 °C. Os 

resultados foram comparados com o tratamento controle (enzima em pH 8,0).  

Durante os 106 dias nas temperaturas 4 e 35°C, o tratamento controle (enzima em 

pH 8,0) apresentou maior estabilidade do que as enzimas adicionadas de conservantes.  Entre 

os estabilizantes avaliados, o sorbato de potássio mostrou maior estabilidade, se mantendo a 
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Nas três condições testadas houve aumento na concentração de amido-iodo nos 17o 

e 38° dias. Após, o 97° dia a concentração do AI gradualmente diminuiu devido à decomposição 

do complexo.  

Alguns pesquisadores trouxeram interpretações diferentes em relação a função do 

KI na reação do complexo AI (CALABRESE; KHAN, 1999; KLIMAVICIUTE et al., 2012; 

MURDOCH, 1992; THOMA; FRENCH, 1961). A adição de iodeto de potássio (KI) é  utilizado 

junto ao complexo para aumentar a solubilidade dos cristais de iodo na água (CALABRESE; 

KHAN, 1999) e o aumento da concentração de iodeto, pode influenciar na mudança de absorção 

para comprimentos de onda mais curtos (IMMEL; LICHTENTHALER, 2000). Ou seja, a 

formação de cor azul e o comprimento de onda da absorção máxima (650 nm) dependem do 

comprimento do polímero e das várias espécies de poliodeto ligadas (RENDLEMAN, 2003).  

De acordo com a análise calorimétrica da reação AI, Minick, Fotta e Khan (1991) 

encontraram que para cada hélice de amilose é liberado 110 KJ/mol de I2. Sabendo-se que, a 

energia de dissociação da ligação é de 149 KJ/mol de I2, a dissociação do iodo molecular não 

poderá ocorrer durante a formação do complexo. Sendo assim, os íons não estão envolvidos na 

formação do complexo, e sim, em uma unidade neutra de poli-iodina, (I2)n que deve estar 

envolvida na formação do complexo. 

A partir dos resultados obtidos e baseados nos autores acima citados, acredita-se 

que o uso de KI auxilia na solubilização do I2 no complexo AI, porém o aumento da 

concentração de iodeto não influencia na estabilidade do complexo. Assim, determinou-se o 

uso da menor concentração de KI (3%) para aplicação nos protótipos de ITTe. 

A fim de avaliar o efeito do pH (4,0 a 8,0) sob a estabilidade do complexo AI, a 

Figura 7 mostra a concentração amido-iodo nas temperaturas 4 e 35 °C. 

O complexo AI avaliado na temperatura de 4 °C (Figura 7 a) apresentou maior 

estabilidade nos diferentes pH testados. A temperatura de 35 °C (Figura 7 b) a estabilidade do 

complexo ocorreu em meio ácido (pH 4,0 e 5,0) e para o tratamento controle, resultado 

semelhante foi encontrado por Yang, Kim e Lee (2019). Resultados encontrados por 

Bendoraitiene et al., (2013) demostraram que o complexo AI quando submetido a pH ácidos 

interagem com grupos catiônicos do amido, contribuindo para a estabilidade da solução. Em 

contrapartida, para o complexo amido-iodo submetido aos pH 6,0; 7,0 e 8,0, houve a redução 

na concentração de amido-iodo formado, inibindo a reação colorimétrica nos dias 186°, 136° e 

105°, respectivamente. E de acordo  com Murdoch (1992), o pH neutro e básico, contribuem 

para acelerar a degradação do complexo amido-iodo.  
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visual incolor. Portanto, o ponto final da cor do ITTe foi definido como ΔE de 78. A cor do 

ITTe atingiu a descoloração mais rápida com a concentração de enzima 6% do que para os 

ITTes com menores quantidades de enzima, conforme o esperado. As concentrações de enzimas 

testadas nos protótipos mostraram que o tempo total de resposta foi de 5 a 13 dias (sem 

estabilizantes) e de 7 a 20 dias (com o uso de estabilizantes).  

Outro mecanismo subjacente para a perda de cor é a desestabilização da estrutura 

helicoidal da amilose. Entretanto, a estabilidade da amilose pode ser aumentada pela adição de 

sais (HATCH, 1982), como o sorbato de potássio. Através da representação gráfica (Figura 10), 

pode ser observado que a taxa de variação de cor do ITTe apresentou uma reação mais rápida 

com a enzima sem o uso do conservante do que para os ITTe com o uso do conservante.  

O resultado dos seis protótipos de ITTes desenvolvidos seguiram padrão 

colorimétrico semelhante, indicando que a enzima α-amilase pode ser aplicada como potencial 

indicador dependente do tempo-temperatura. Esta ferramenta pode ser usada para decidir qual 

concentração de enzima no ITT deve ser utilizada para determinado tipo de produto alimentício, 

através da integração da validade do alimento com o ITT (BRIZIO; PRENTICE, 2015). Para 

isso, o ponto final do ITT deve coincidir com o fim da vida útil do produto em uma temperatura 

de referência (TAOUKIS, 2010). Portanto, os ITT enzimáticos desenvolvidos podem ser 

ajustados para uso em diversos alimentos perecíveis, quando validados através da cinética. 

 
4.5 ANÁLISE DE CUSTO DO ITT 

 
A Tabela 5 apresenta o cálculo do custo do protótipo de ITT. 
 

Tabela 5 - Custo final do produto 

Princípio ativo Custo (R$/Kg) Quantidade (g) R$/UNI 
Enzima 65,91 0,1400* 0,0092* 
Tampão TRIS pH 8,0 385,00 0,0440 0,0169 
Amido 91,06 0,0120 0,0011 
Iodo 1550,00 0,0002 0,0004 
Iodeto de potássio 694,00 0,0024 0,0017 
Embalagem Custo (R$/un) Quantidade (un) R$/UNI 
Embalagem plástica  0,014 1,0000 0,0140 
CUSTO TOTAL     0,0433 

*a quantidade de enzima empregada será variável para cada ITTe desenvolvido, simulando a maior 
concentração utilizada nos protótipos testados 

 

A relutância dos produtores de alimentos em aceitar os benefícios do ITT são 

questões de custo, confiabilidade e aplicabilidade (TAOUKIS; LABUZA, 2003). A escolha dos 
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insumos de baixo custo para conservação da enzima e do amido-iodo na elaboração do protótipo 

de ITTe foi o objetivo principal deste trabalho, resultando em um custo final de R$ 0,0433 por 

unidade. Portanto, a análise de custo-benefício deste protótipo de ITTe favorece a aceitação 

comercial. 

Comprando com os dados de literatura existente, o custo depende do volume, e 

pode variar de US$ 0,02 a 0,20 por unidade (R$ 0,102 a 1,020). (TAOUKIS, 2010). 

 

5 CONCLUSÃO 

 

O protótipo de ITT foi elaborado a partir de uma embalagem composta por dois 

compartimentos separando a solução enzimática e o substrato indicador (amido-iodo). As 

condições de maior estabilidade da enzima (pH 8,0; sem conservantes) e da solução de amido-

iodo (pH 7,0; sem conservantes) proporcionaram vida útil de 6 meses em temperaturas extremas 

de estocagem (4 e 35 °C). 

Os protótipos de ITTs enzimáticos desenvolvidos apresentam uma embalagem 

composta por dois compartimentos, que pode ser utilizada em formato de etiqueta adesiva e 

aplicado individualmente em cada produto. Além disso, os resultados mostram que com a 

variação da concentração da enzima nos protótipos de ITT, estes oferecem a possibilidade de 

serem aplicados como indicador de qualidade em produtos refrigerados, através da integração 

das suas validades (ITT e produto). 

Desta forma, o protótipo apresenta uma concepção diferenciada, por ser indicador 

enzimático líquido de tempo e temperatura, que possibilita o uso de baixas concentrações de 

solução enzimática (1 a 6,0 %), solução de amido (0,6 %) e iodo (0,3 % I2 para 3,0 % KI) para 

alcançar o efeito termodinâmico e colorimétrico. De modo que o ITT apresenta baixo custo, 

mecanismo de reação simples e estável em temperatura extremas de estocagem. 
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APÊNDICE 1 

Efeito do pH na temperatura de 30 °C (a) e temperatura em pH 5,0 (b) sobre a 
atividade da enzima α-amilase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





85 
 

 Atividade enzimática (μg amido/ mL.min) da α-amilase através dos parâmetros de pH, 
temperatura e tempo. 

tempo 
(min) 

T 
(°C) 

5 10 15 30 60 
R2 

pH 3 

10 364,20±6,88b 
295,00±8,72

b 
212,67±7,37

a 
114,70±3,4

6a 
55,17±2,0

2a 
0,90

6 

20 
610,61±11,2

6b 
353,97±17,6

8ab 
250,68±10,0

7a 
124,53±3,5

0a 
62,64±1,5

2a 
0,82

6 

30 690,24±7,01a 
348,04±10,1

6bc 
254,35±5,51

a 
126,81±5,5

3a 
65,07±3,0

0a 
0,78

7 

pH 4 

10 
461,57±10,0

5a 
334,80±10,5

1ª 
206,73±12,0

7ª 
108,03±7,0

0a 
56,17±3,0

1ª 
0,85

8 

20 682,23±9,58a 
378,55±39,8

2a 
150,58±15,0

3bc 
125,69±5,0

3a 
62,49±1,5

0a 
0,73

3 

30 
700,09±414,

54a 
358,7±9,51b 

231,02±4,00
b 

112,96±5,0
0b 

56,13±2,0
1b 

0,77
8 

pH 5 

10 330,23±8,59c 
234,90±8,65

cd 
178,23±7,01

b 
87,40±3,50

b 
43,57±2,5

0b 
0,89

1 

20 
502,67±12,5

0c 
253,42±12,0

2cd 
162,14±15,4

5b 
81,38±3,07

c 
41,18±2,0

2c 
0,77

5 

30 
701,92±18,9

5a 
408,22±7,52

a 
252,68±5,51

a 
124,09±3,0

0a 
65,13±2,0

1a 
0,79

6 

pH 6 

10 360,06±5,00b 
244,19±4,01

cd 
182,99±4,58

b 
91,23±4,02

b 
43,22±2,0

4b 
0,88

0 

20 
455,63±10,0

6d 
203,13±18,0

0d 
126,32±7,36

c 
61,78±1,15

d 
32,41±1,5

1d 
0,73

9 

30 
671,57±11,0

3ab 
389,34±5,86

a 
255,25±5,02

a 
128,41±5,1

0a 
64,08±2,0

1a 
0,81

2 

pH 7 

10 
314,22±10,0

1c 
218,22±10,0

1d 
195,31±5,03

ª 
105,18±5,0

1ª 
53,23±2,0

4a 
0,91

2 

20 
323,25±10,2

7e 
306,97±11,5

3bc 
231,17±15,1

3a 
108,98±6,2

3b 
56,00±2,0

0b 
0,93

2 

30 
642,34±11,5

0bc 
342,39±9,06

bc 
243,04±4,00

ab 
130,08±2,0

1a 
67,24±4,0

2a 
0,79

6 

pH 8 

10 92,13±3,01d 99,14±3,01e 30,53±1,00c 
18,15±1,88

c 
12,53±1,0

6c 
0,76

9 

20 125,79±5,52f 
136,40±13,8

9e 
40,51±2,80d 

27,04±2,00
e 

27,47±,67
e 

0,72
7 

30 
634,13±12,8

1c 
335,12±7,87

c 
62,18±2,02c 

33,42±0,95
c 

22,61±0,2
1c 

0,68
7 

*Letras minúsculas iguais para a mesmo tempo e pH, indicam que não há diferença significativa entre os 
tratamentos (p > 0,05); (Média ± desvio-padrão). 
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ARTIGO II – VALIDAÇÃO DE ITT ENZIMÁTICO NO GERENCIAMENTO DA CADEIA 

DE RESFRIAMENTO DO PESCADO ESPADARTE (XIPHIAS GLADIUS)   

 

RESUMO 
 

Os protótipos de ITTs enzimáticos compartimentalizados, que apresentam como princípio ativo 
a reação enzimática entre a enzima α-amilase e o complexo amido-iodo, foram validados na 
cadeia de resfriamento do pescado Espadarte. As reações enzimáticas foram mais rápidas nos 
protótipos sem o uso de conservantes e na avaliação da vida útil do pescado o abate em 
instalações terrestres resultou em um menor prazo de validade em contagem microbiológica 
quando comparados com os abatidos a bordo de navio. Sugerindo que este é o método mais 
eficaz e sustentável. Os microrganismos específicos de deterioração predominantes do pescado 
espadarte foram as bactérias psicotróficas e as Pseudomonas. Os indicadores N-BVT, pH e cor 
não obtiveram relação direta com o fim da vida útil do pescado refrigerado. O protótipo de ITT 
com 4% de enzima e uso de conservante comprovou o tempo de vida útil (8 dias) semelhante 
ao previsto na análise de Pseudomonas, sendo este o melhor indicador de qualidade para 
monitorar o frescor do pescado espadarte armazenado com gelo a 4°C. O esquema MIQ 
proposto possibilitou a confirmação do fim da vida útil no oitavo dia de armazenamento, sendo 
que os parâmetros que determinaram o ponto de rejeição foram a consistência e a cor do 
abdômen (interno).  

 

Palavras-chaves: Controle de qualidade. ITT enzimático. Pescado espadarte. Método MIQ. 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

O peixe espadarte, Xiphias gladius, também conhecido como Meca, é um 

importante recurso pesqueiro encontrado em vários ambientes marinhos (Atlântico, Pacífico e 

Índico) (KINAS, 2013b). De acordo com o ICCAT (2019), o Brasil é o segundo país com maior 

volume de captura desta espécie (28.427 ton). O volume do Meca refrigerado para exportação 

em 2019 foi de 1.236 ton, gerando uma receita anual de US$ 6.500.671,00.  

O pescado espadarte exportação é vendido como fresco refrigerado (ICCAT, 2019). 

No caso do pescado fresco vendido como um produto inteiro, há um processamento industrial 

mínimo baseado em evisceração, lavagem e armazenamento a frio, utilizando-se gelo 

(BOZIARIS, 2014). Torna-se evidente que o monitoramento e controle de temperatura dentro 

da cadeia de frio é um pré-requisito para determinar o tempo de vida útil deste pescado 

(TSIRONI; TAOUKIS, 2018). Uma opção empregada atualmente na indústria para o controle 

da temperatura é o uso de equipamentos portáteis e sensores sem fio. No entanto, estes 

equipamentos são de uso limitado, devido ao pouco tempo de funcionamento, há alterações na 
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transmissão de dados em produtos de alta umidade e também apresenta um alto custo 

(SPAGNOL et al., 2018). 

Para atender estas necessidades, estão sendo estudadas soluções de embalagem 

inteligente, como os indicadores de tempo-temperatura (ITT) (GAO et al., 2021; TAOUKIS; 

TSIRONI, 2018; TSIRONI; TAOUKIS, 2018). Os ITTs são ferramentas de registro de 

qualidade de alimentos que refletem o histórico de temperatura total ou parcial, expressando 

resposta visível sob a forma de mudança colorimétrica (GIANNOGLOU et al., 2014; 

TAOUKIS; LABUZA, 1989; TSIRONI et al., 2017). O período de tempo entre a ativação e o 

término dos ITTs é normalmente por alterações de cor, que correspondem o tempo da vida útil 

dos alimentos (KIM; SHIN; LEE, 2016).  

 Um número crescente de protótipos de ITT tem sido elaborado e validado, com o 

intuito de avaliar o potencial das etiquetas para monitoramento de qualidade aplicadas em 

produtos de pescado, como: salmão refrigerado (AHVENAINEN, 2003), peixe boga (Boops 

Boops) (TAOUKIS; KOUTSOUMANIS, 1999), peixe dourada (GIANNAKOUROU et al., 

2005), frutos do mar frescos (MENDOZA et al., 2004), peixe leite (Chanos chanos) 

(KUSWANDI et al., 2012a), filés de tubarão azul (GIANNOGLOU et al., 2014), peixe cobia 

(BRIZIO; PRENTICE, 2014), filés de garoupa embalada a vácuo (HSIAO; HUANG, 2016), 

bacalhau fresco (GARCÍA et al., 2017), ostra (TSIRONI et al., 2017) e turbot sashimi (LIU et 

al., 2017), contudo, não existem estudos para o peixe espadarte.  

O requisito básico para eficiência de um ITT é apresentar reação clara, contínua e 

irreversível às mudanças de temperatura (TSIRONI et al., 2008). Além disso, são necessários 

estudos cinéticos da resposta do ITT; com base em modelos confiáveis do tempo de vida útil 

do pescado (KOUTSOUMANIS; TAOUKIS; DROSINOS, 2000).  

Para determinar o tempo de vida útil do pescado refrigerado são aplicados 

procedimentos sensoriais previamente validados por métodos físicos, químicos e 

microbiológicos (BRASIL, 2020; VÁZQUEZ-SÁNCHEZ et al., 2020).  O método de índice de 

qualidade (MIQ) é um dos procedimentos mais comuns utilizados para avaliar o frescor durante 

o armazenamento de pescados in natura (NOLLET; TOLDRÁ, 2009) e têm mostrado 

resultados satisfatórios na indústria pesqueira (BONILAURI et al., 2019; CAMPUS et al., 

2011; ESTEVES; ANÍBAL, 2021; FREITAS; DO AMARAL, 2011; GHANI KUVEI; 

KHODANAZARY; ZAMANI, 2019; VÁZQUEZ-SÁNCHEZ et al., 2020). No entanto, não se 

encontra na literatura científica estudo específico para peixe espadarte (Xiphias gladius) 

(FREITAS; VAZ-PIRES; CÂMARA, 2021; SANT’ANA; SOARES; VAZ-PIRES, 2011). 
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A primeira etapa deste estudo, teve o objetivo desenvolver um protótipo de ITT 

enzimático compartimentalizado, estabelecendo um modelo matemático para aplicar em 

pescado. A segunda etapa, foi realizar o estudo cinético da vida útil do pescado espadarte 

refrigerado através de análises físico-química e microbiológica. E na terceira etapa foi realizado 

o estudo da vida útil do pescado através de análise sensorial, utilizando método MIQ para 

selecionar o ITT apropriado que monitore e gerencie distribuição do pescado Espadarte 

refrigerado na cadeia do frio. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 MATERIAL 

 

O material utilizado neste estudo inclui enzima α-amilase Fungamyl 800 L (EC 

3.2.1.1) produzida a partir de Aspergillus oryzae, pela Novozymes S/A (Bagsvaerd, 

Dinamarca), cuja atividade enzimática é de 800 UAF/g3 (Unidade de amilase fúngica), pH 

ótimo de 5,0, temperatura ótima de 30 a 40°C. Também foi utilizado amido de batata, e os 

reagentes iodo (I2) e iodeto de potássio (KI) que foram adquiridos da empresa Labynth Produtos 

para Laboratório LTDA (São Paulo, Brasil). Os demais produtos químicos utilizados foram de 

grau analítico.  

 

2.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO PROTÓTIPO DE ITT ENZIMÁTICO 

 

O desenvolvimento do protótipo de ITT enzimático foi baseado no método 

empregado por Brizio & Prentice (2015), com adaptação. O conceito do novo protótipo 

indicador de tempo e temperatura foi elaborar um indicador compartimentalizado separando a 

solução de amido-iodo da solução enzimática, possibilitando ativação do indicador no momento 

do uso.  

Para a preparação dos protótipos de ITT foi adicionado a enzima α–amilase em 

diferentes concentrações e a solução de amido-iodo (0,6%), produzindo seis diferentes 

protótipos de ITT. A solução enzimática líquida foi realizada nas concentrações de 1; 2; 3; 4; 5 

e 6% (v/v) de enzima diluída em tampão TRIS (pH 8,0) e para os tratamentos com conservante 

foi adicionado 3% (m/v) de sorbato de potássio. A solução de amido solúvel foi previamente 

gelatinizada 0,6% (m/v) em solução aquosa nas condições de 80ºC por 5 min e, após 







92 
 

intensidade da cor amarela a azul. A partir destes parâmetros foi calculada a diferença de cor 

(ΔE*) através da Equação 1. 

 

ΔE = √∆𝐿2 ∗  ∆𝑎2 ∗ ∆𝑏22
                                                               (1) 

 

Onde: ΔL*= L – L tempo zero; Δa*= a – a tempo zero; Δb*= b – b tempo zero. 

 

As análises foram interrompidas quando nenhuma mudança de cor azul adicional 

poderia ser medida no protótipo de ITT. O fim da vida-útil dos protótipos foi definido como o 

tempo que leva a sua cor azul escura para chegar a uma condição incolor (ΔE* = 58,0). As 

características da resposta do ITT enzimático foram analisadas com base na equação de 

Arrhenius. De acordo com o método de Taoukis e Labuza (1989), as variáveis de resposta de 

cor dos ITT foram modeladas através da cinética de ordem zero conforme a Equação 2. Onde 

f(x) representa a mudança de cor (ΔE), K é a constante cinética de velocidade da reação, e t 

expressa o tempo de armazenamento (h). A dependência da temperatura da taxa de resposta do 

ITT foi modelada com a equação de Arrhenius. A Equação 3 determina o valor de Energia de 

ativação (Ea) através da correlação entre ln K versus 1/T, sob diferentes temperaturas de 

armazenamento, 4, 10, 15, 25, 35°C. 

 

    f (x) = K . t                                                               (2) 

 

Onde: T é a temperatura absoluta (K), Ea é a energia de ativação (kJ mol-1.K), R é 

a constante universal de gás (0,0083 kJ mol-1.K), e A é fator pré-exponencial (TAOUKIS ; 

LABUZA, 1989). 

 

                                                   ln 𝐾 = 𝐸𝑎𝑅.𝑇 + ln 𝐴                                                              (3) 

 

2.3 PREPARAÇÃO DA AMOSTRA DE PESCADO ESPARTE E CONDIÇÕES DE 
ARMAZENAMENTO  

 

Espécimes de peixe espadarte (Xiphias gladius) foram pescados nos períodos de 

setembro de 2019, fevereiro e dezembro de 2020, e janeiro e março de 2021 no sul do Oceano 

Atlântico (localização da pesca: latitude 33°49; 34°15; 34°30 e longitude 50°45; 50°55; 51°06), 

por uma indústria pesqueira localizada na cidade do Rio Grande, RS, Brasil. O procedimento 
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utilizado após a captura foi o abate por desnuca, evisceração e higienização com auxílio de faca. 

Posteriormente, o pescado foi embalado em sacos de polietileno com macrofuros com operação 

de gotejamento durante 12 - 15 h sob condições de refrigeração (0 ºC). Após este período, os 

pescados foram armazenados sob manta de gelo (20 cm), e empilhados em 6 camadas. Ao 

chegar à indústria pesqueira foi realizada lavagem com água potável e um refile final. Após, o 

pescado foi classificado pelo grau de qualidade determinado por análise sensorial visual por 

especialista treinado. O pescado espadarte padrão foi embalado em caixas isotérmicas e após a 

pesagem média final (150 kg/caixa), sacos de gelo foram colocados por cima e dentro do 

abdômen do pescado (Figura 3). As caixas foram lacradas e armazenadas a temperatura de 4 

°C. 

Para manter as mesmas condições do produto final, as amostras foram coletadas na 

empresa nos dias das análises. Portanto, o pescado foi mantido em câmara fria a 4 °C em caixa 

isotérmica com gelo embalado, sendo então filetadas nas porções de aproximadamente 150 ± 

20 g, obtidos da região dorsal média dos pescados e embalados com selagem simples e 

encaminhados em caixas isotérmicas ao Laboratório de Tecnologia de Alimentos (LTA- 

FURG) para as avaliações de qualidade.  

 

Figura 3 - Embalagem exportação do pescado  
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2.4 ESTUDO CINÉTICO DA QUALIDADE DO PESCADO ESPARTE  

 

A identificação dos organismos específicos de deterioração do pescado espadarte 

foi determinada pelo estudo do crescimento de diferentes micro-organismos realizados em dois 

momentos diferentes de evisceração: pescado eviscerado no barco e pescado eviscerado na 

indústria.  Pescados com peso de 23,00 kg (eviscerado no barco) e 19,50 kg (eviscerado na 

fábrica).  Parte destes foram analisados no dia do descarregamento na planta fabril (tempo zero) 

e, o restante das amostras foram armazenadas sob condições de temperatura de 4, 10 e 15 ºC 

onde foram avaliados nos tempos 1, 3, 5 e 7 dias. As análises de contagem total de micro-

organismos aeróbios psicrotróficos, Staphyloccoccus aureus, Enterobacteriaceae e 

Pseudomonas, conforme metodologia oficial do Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003) e American Public Health Association (APHA, 

2001).  

O estudo cinético para avaliar a qualidade do pescado foi realizado a partir do 

método de Taoukis; Labuza (1989). As variáveis de resposta para a qualidade do pescado foram 

os dois micro-organismos predominantes supracitados e as análises físico-químicas de NBV-T, 

pH e cor. Estes indicadores de qualidade determinados para o pescado foram modelados 

conforme as Equações 2 e 3, sob diferentes temperaturas de armazenamento (4, 10 e 15°C) 

durante o 1, 3, 5, 7 e 9° dia de vida útil. Para esta avaliação, foi reservado dois pescados, com 

peso de 37,50 e 42,00 kg.  

A análise de nitrogênio de bases voláteis total (N-BVT) foi determinado pela 

precipitação da proteína com ácido tricloroacético (TCA 7,5%) utilizando o método de extração 

de micro Kjeldhal, de acordo com as Normas Analíticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). 

O pH foi determinado utilizando o músculo homogeneizado em água destilada numa proporção 

de 1:10 (p/v) (AOAC, 1995). A medição da cor dos filés foi realizada com um colorímetro (CR 

- 400 Chroma Meter, Konica Minolta Instrument Systems) que tem uma área circular de 

medição de 8 mm, e foram determinados os parâmetros de L *, a * e b *.  

 

2.5 ANÁLISE SENSORIAL  

 

A análise sensorial foi realizada na indústria pesqueira, após a aprovação do Comitê 

de Ética em Pesquisa da FURG (CEP/FURG) CAAE 31233820.1.0000.5324. O 
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desenvolvimento do esquema MIQ e treinamento do painel sensorial foi baseada em métodos 

descritos por Freitas e Amaral (2011), com adaptação. Foram selecionados 6 julgadores de 

ambos os sexos, habituados a análise diária da qualidade do pescado. Todos os membros 

tiveram treinamento prévio com o uso do esquema MIQ. As observações dos pescados foram 

realizadas em condições padronizadas à temperatura refrigeração e com o mínimo de distração 

possível. Para o treinamento dos julgadores, um primeiro lote contendo dois peixes inteiros sem 

cabeça foram armazenados na caixa isotérmica em temperatura de refrigeração (4 °C), pesando 

87,50 e 92,00 kg, avaliadas no 1, 3, 5, 6, 8, 10° dia de vida útil. 

Os parâmetros observados foram aspecto geral, abdômen (interno) e pele durante o 

armazenamento, segundo a classificação apresentada na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Método de Índice de Qualidade (MIQ) para peixe espadarte (Xiphias gladius) 
 

Parâmetro Descrição Pontuação 

Aspecto geral Consistência 
muito firme/rígida 0 
firme/elástica 1 
ligeiramente mole 2 

abdômen 
 

(internamente) 

cor 
branca prateada 0 
esbranquiçada ou ligeiramente amarelada 1 
Amarelada esverdeada 2 

peritônio 
intacto e aderente  0 
pouco aderente 1 
desprendido 2 

odor 

característico de peixe fresco 0 
maresia 1 
amoniacal 2 
pútrido 3 

textura 
firme, intacta 0 
pouco firme, mas ainda intacta 1 
mole, enrugada, ruptura 2 

Pele 

Cor/Aparência 
Pigmentação viva, cores vivas 0 
Perda de brilho, cores mais opacas 1 
Sem brilho, cores desvanecidas 2 

Muco 
Claro e fluido 0 
Leitoso e espesso 1 
Amarelo e espesso 2 

Odor 

Frescor 0 
Neutro a metal, grama seca, grãos 1 
Acre 2 
Rançoso 3 
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As pontuações foram dadas para cada atributo de qualidade de acordo com 

descrições, variando de 0 a 3. As pontuações dadas para todos os atributos de qualidade foram 

resumidas pelo Índice de Qualidade, que aumenta com o tempo de armazenamento. Cada 

amostra foi codificada com um número aleatório de três dígitos não relacionado ao tempo de 

armazenamento. Os pescados armazenados nas caixas foram colocados sobre a mesa durante 

30 min para avaliação.   

Para o estudo de vida útil do pescado foram selecionados dois peixes, pesando 46,50 

e 42,00 kg, ambos foram avaliados no 1, 3, 5, 6, 8 e 10° dia de vida útil, com duração de 30 

minutos para cada sessão. 

 O cálculo do escore geral de cada amostra foi determinado pelo índice de qualidade 

(IQ) em cada tempo de armazenamento avaliado. A relação linear entre o Índice de Qualidade 

e o tempo de armazenamento foi estimada através da determinação da equação da reta 

(SVEINSDOTTIR et al., 2003). A partir da equação, calculou-se o tempo de armazenamento 

correspondente a cada unidade de IQ até sua deterioração completa. 

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através da análise de 

variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 5 % de significância, utilizando o programa 

Statistic 5.0 (Statsoft, USA). Os parâmetros cinéticos de Arrhenius das equações (3) e (4) foram 

avaliados por regressão linear e desvio padrão utilizando o Excel 2016. 

Na análise sensorial foi calculado a equação de melhor ajuste e o coeficiente de 

correlação (r) entre o IQ e o tempo de armazenamento. A análise das pontuações para diferentes 

atributos avaliados com MIQ foi realizada com o programa estatístico utilizando o programa 

Statistic 5.0 (Statsoft, USA).  

  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO PROTÓTIPO DE ITT  

 
O ITT tem como propósito informar o final da vida útil de um produto refrigerado 

quando submetido a alterações na temperatura originalmente definida. Seu princípio de 

funcionamento está ilustrado na Figura 4.  
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envolvidos nas funções de transporte, metabolismo celular, crescimento, replicação, 

diminuindo o número de sítios ativos da enzima e consequentemente, a atividade enzimática. 

 

Figura 5 - Descoloração dos protótipos de ITT submetidas a  4 °C (A), 10 °C (B), 15 °C (C), 
25 °C (D), 35 °C (E) sem uso de conservante 

  

(A)                                                                       (B) 

   

(C)                                                                      (D) 

  

 (E) 
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Figura 6  - Descoloração dos protótipos de ITT submetidas em 4 °C (A), 10 °C (B), 15 °C 
(C), 25 °C (D), 35 °C (E) com uso de conservante (sorbato de potássio) 

 

(A)                                                                      (B) 

 

                                    (C)                                                                   (D) 

 

(E) 

*ΔE* = 58,0 representa a diferença de cor definida como fim da vida-útil do ITT. 

 

Os princípios básicos da modelagem e aplicação de ITT para monitoramento da 

qualidade foram detalhados por Taoukis e Labuza (1989) e Taoukis (2001). Este cálculo foi 
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realizado a partir da dependência da temperatura e da velocidade de reação, onde a energia de 

ativação (Ea) de Arrhenius foram obtidas por regressão linear, de acordo com a inclinação 

(Ea/R) e o intercepto (ln A) no gráfico da Figura 7. Os valores da Ea e os dados dos coeficientes 

de determinação (R2) dos protótipos de ITTs da enzima α-amilase com e sem o uso de 

conservantes estão apresentados na Tabela 2.  

 

Figura 7 - Ln da constante de velocidade de resposta da descoloração dos ITT com 1 a 6 % 
de amilase sem conservantes (A) e com conservantes (B) plotados versus 1/T (K) 

 

                                     (A)                                                                  (B) 

Tabela 2 - Parâmetros cinéticos dos protótipos de ITT enzimáticos (1 a 6 %) nas temperaturas 
4, 10, 15, 25, 35 °C 

  Sem sorbato de potássio Com sorbato de potássio 

Cinética 
Arrhenius 

Ea  
(kJ mol-1) R2* 

Tempo** 
(dias) 

Ea  
(kJ mol-1) R2* 

Tempo** 
(dias) 

ITT enzima 1% 134,77 0,9856 12 121,83 0,9550 19 

ITT enzima 2% 129,60 0,9814 8 121,54 0,8685 11 

ITT enzima 3% 127,28 0,9809 5 117,38 0,8538 10 

ITT enzima 4% 127,57 0,9734 5 116,40 0,8533 8 

ITT enzima 5% 122,00 0,9847 4 110,39 0,8621 7 

ITT enzima 6% 123,11 0,9764 4 108,98 0,8616 6 

*correlação do coeficiente de determinação 
** tempo de vida útil a 4°C 
 
 

O modelo de Arrhenius permitiu estimar a dependência da temperatura na taxa de 

resposta de cor dos indicadores, em termos de energia de ativação. O valor Ea para os protótipos 

de ITTs enzimáticos sem o uso de conservantes foram maiores, apresentando correlações 

lineares acima de 0,97, indicando que o modelo proposto representou uma forte precisão.   



101 
 

Estudos que também elaboraram ITTs enzimáticos variando o conteúdo de α-

amilase encontraram Ea entre 102 e 114 kJ mol-1 (YAN et al., 2008) e 62,59 a 101,88 kJ mol-1 

(BRIZIO; PRENTICE, 2015).Observou-se também que a Ea dos protótipos dos ITTs 

enzimáticos deste estudo foram consistentes com o ITT enzimático disponível comercialmente 

pela empresa Vitsab AB (Malmö, Suécia), que relataram Ea para os ITTs do tipo S (102,16 kJ 

mol-1) aplicados ao pescado (boops boops) (TAOUKIS; KOUTSOUMANIS, 1999).  

 

3.2 ESTUDO CINÉTICO DA QUALIDADE DO PESCADO ESPARTE   

 

A avaliação da microbiota presente no pescado espadarte eviscerado no barco 

(PEB) e pescado eviscerado na indústria (PEI), está apresentada na Figura 8A e 8B, 

respectivamente. 

 

Figura 8  - Contagem de S. aureus (■), Enterobacteriaceae (●), psicotróficas (▲) e 
Pseudomonas (▼) em pescado eviscerado no barco(A) e pescado eviscerado na indústria 

(B) 

 

                                     (A)                                                                  (B) 

 

A população microbiana de S. aureus foi de 1,50 para 2,17 log UFC/g para PEB e 

2,08 para 2,70 UFC/g para PEI em 7 dias, apresentando contagens mais baixas (P<0,05) do que 

para outras espécies microbianas em amostras de espadarte. Os resultados obtidos nas análises 

do pescado cru refrigerado indicaram conformidade com os padrões da legislação que exige 

limite máximo de 2 a 3 log UFC/g (BRASIL, 2019b).   

O crescimento inicial das Enterobacteriaceae foi no 5° dia e a contagem final foi 

de 2,25 log UFC/g para PEB e 2,99 UFC/g para PEI. Enquanto, Pantazi et al., (2008), ao avaliar 
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o pescado espadarte refrigerado (4°C) alcançou valores 5,6 log UFC/g em 16 dias nas mesmas 

condições de armazenamento avaliados neste estudo. 

As bactérias psicotróficas e Pseudomonas foram predominantes no pescado. A 

contagem inicial de psicotróficas foi de 4,2 para 5,87 log UFC/g para PEB e de 4,09 para 

6,07 log UFC/g para PEI no 7° dia de análise. A população de Pseudomonas, micro-organismo 

gram-negativo da flora natural do espadarte, foi de 3,58 para 5,44 log UFC/g para PEB e de 

4,28 para 6,17 UFC/g para PEI em 7 dias. 

Após 7 dias de armazenamento, os pescados eviscerados da fábrica apresentaram 

um valor significativamente maior (p<0,05) do que nos pescados eviscerados no barco, para 

todos os micro-organismos avaliados. De acordo com Skare et al. (2021) o abate em instalações 

terrestres resulta em um menor prazo de validade com base em um maior escore de MIQ e 

contagem microbiológica em comparação com aqueles abatidos a bordo do navio. Sugerindo o 

abate abordo de um navio o método mais eficaz e sustentável.  

Uma vez que a contagem de bactérias psicotróficas e Pseudomonas foram as 

espécies dominantes na deterioração do pescado nos dois tratamentos, optou-se por analisar a 

cinética do frescor do pescado e calcular a energia de ativação da diminuição do frescor através 

destes dois indicadores microbianos a partir do pescado eviscerado no barco. E, com o intuito 

de avaliar a vida útil deste pescado, foram analisados os indicadores N-BVT, cor e pH em 

diferentes temperaturas, conforme mostrado na Figura 9. 

Os valores de pH de todas as amostras de pescado apresentaram-se dentro dos 

parâmetros permitidos pela legislação brasileira que é de 7,0 (BRASIL, 2020) nos 9 dias 

analisados. Os valores iniciais de N-BVT (2,6 mg N/100 g de músculo de pescado) e a contagem 

de psicotróficas foi relativamente baixa (3,96 log UFC/g), o que indica que o pescado 

apresentou baixa contaminação microbiana antes de ser embalado.  

Os valores de N-BVT no final dos 9 dias foi de 13,5 mg N/100 g. Ao comparar com 

Pantazi et al. (2008), os valores de N-BVT em 100 g músculo de pescado foi de 42,0 mg N, 

excedendo o exigido no oitavo dia quando armazenado em embalagem na  presença de ar. Os 

resultados encontrados para N-BVT se encontraram dentro dos limites permitidos (30 mg 

N/100g) pelo RIISPOA (BRASIL, 2020) durante os 9 dias de vida útil (13,5 mg N/100 g). 

Comparando com Pantazi et al.(2008), que obteve valores de N-BVT em 100 g músculo de 

pescado de 42,0 mg N, excedendo o exigido no oitavo dia quando armazenado em embalagem 

na presença de ar. Zhang et al. (2015) relata que as condições aeróbicas na produção de filé de 

carpa durante o armazenamento, favoreceram o aumento dos valores de N-BVT de 12,43 

mg/100 g para 26,41 mg/100 g no 8º dia.  
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Figura 9 - Avaliação da vida útil do pescado espadarte através das mudanças de pH (A), N-
BVT (B), Pseudomonas (C), psicotrófica (D), variação de cor (ΔE) submetida as 

temperaturas de 4, 10 e 15°C 

 

                                   (A)                                                           (B) 

  

                                   (C)                                                          (D) 

 

(E) 

 
A contagem de Pseudomonas e psicotróficas aumentaram com o tempo de 

armazenamento (Figuras 9C e 9D). Sendo que, a contagem total de Pseudomonas excedeu 7 

log de UFC/g no oitavo dia de armazenamento a 4°C. Apesar da legislação brasileira não 

estabelecer limites para Pseudomonas e as psicotróficas em alimentos, foi demonstrado que, 

independentemente da temperatura de armazenamento, a vida útil dos pescados pode ser 
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prevista como o tempo necessário para que a contagem final de 7 log UFC/g 

(KOUTSOUMANIS et al., 2002; KOUTSOUMANIS; TAOUKIS; DROSINOS, 2000; 

TAOUKIS; KOUTSOUMANIS; NYCHAS, 1999). 

As bactérias do gênero Pseudomonas são importantes na deterioração de alimentos 

e predominantes em pescados estocados a temperatura de refrigeração (4°C). Assim como, as 

bactérias psicotróficas são capazes de metabolizar a maioria dos aminoácidos presentes no 

pescado e produzir compostos sulfurados que atribuem ao pescado sabor, cor e odor 

indesejáveis (ALCANTARA; MORAIS; SOUZA, 2012).   

A cor é um dos mais importantes atributos de qualidade do pescado devido à sua 

relação com o frescor dos produtos, além disso, tem efeito direto na percepção do consumidor 

(LAWLESS; HEYMANN, 2010). Baseado nisso, foi avaliado a cor dos filés de pescado durante 

a vida útil, na qual foi possível observar que não houve diferença dos valores de ΔE a 4 °C nos 

7 primeiros dias. No entanto, no oitavo dia houve um aumento significativo no ΔE, onde L* 

aumentou de 47,81 para 52,15 e tornou-se mais pálido durante o armazenamento em gelo. O 

sistema CIELAB mostrou uma leve diminuição nos valores de croma a* (0,30 para 0,11) e um 

ligeiro aumento no croma b* (-0,10 para 0,56) no músculo do pescado. De acordo com Chan et 

al. (2020); Erikson e Misimi (2008); Ozbay, Spencer eGill (2006) a perda de vermelhidão do 

filé de peixe e a cor mais amarelada no armazenamento contínuo em gelo por 7 dias, pode estar 

correlacionada com a desnaturação da proteína e maior perda de líquido.  

O modelo de Arrhenius nos permitiu estimar a taxa de resposta dos indicadores de 

qualidade (Pseudomonas, psicotróficas, N-BVT, pH e cor) dependente da temperatura em 

termos de energia de ativação, conforme mostra a Tabela 3.  Para selecionar a concentração de 

enzima mais apropriada com base nos estudos cinéticos de qualidade para o pescado espardate, 

é necessário que a resposta da Ea do protótipo de ITT corresponda à Ea de um dos indicadores 

de qualidade avaliados na Tabela 3. 

De acordo com os resultados do estudo, as Ea dos indicadores de qualidade 

apresentaram valores entre 33,87 e 89,12 kJ mol-1 para monitoramento da vida útil do pescado 

espadarte.  

Ao avaliar o potencial dos ITTs para monitoramento de qualidade aplicadas em 

produtos de pescado alguns estudos avaliaram a Ea sob o acompanhamento do crescimento de 

Pseudomonas em peixe boga (Boops Boops) (Ea = 81,66 kJ mol-1) (TAOUKIS; 

KOUTSOUMANIS, 1999), em peixe dourada (Ea = 65,38 kJ mol-1) (GIANNAKOUROU et 

al., 2005), em peixe-leite (chanos chanos) (KUSWANDI et al., 2012b) e em filé de peixe com 

CO2 (Ea = 65,4 kJ mol-1) (KOUTSOUMANIS; TAOUKIS; DROSINOS, 2000). Estes 
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resultados encontraram valores de Ea mais baixo do que o avaliado neste estudo (89,12 kJ mol-

1).  

 
Tabela 3 - Efeito dos parâmetros cinéticos de Arrhenius do pescado nas temperaturas de 4, 10 

e 15 °C 

Análises de qualidade Ea (kJ mol-1) R2 Tempo* 
(dias) 

Pseudomonas 89,12 0,99 8 

Psicotróficas 82,98 0,92 7 

N-BVT 44,86 0,99 ** 

pH 33,87 0,99 ** 

Cor 56,94 0,38 Não há 
padrão 

*tempo de vida útil a 4 °C  
** manteve-se dentro do padrão durante os 9 dias de análises 
 

As análises de N-BVT têm sido tradicionalmente utilizadas como indicadores de 

qualidade em produtos de pescados armazenados sob refrigeração. Giannoglou et al. (2014) ao 

avaliarem do índice de N-BVT encontrou Ea de 117 kJ mol-1 para filés de tubarão azul e 80,5 

kJ mol-1 para lula e 117,7 kJ mol-1 para filés de garoupa embalada a vácuo (HSIAO; HUANG, 

2016). O presente estudo mostra que a Ea (44,86 kJ mol-1) calculada com o índice de N-BVT 

apresenta valores menores do que aos encontrados na literatura.  

 Portanto, a escolha do protótipo de ITT e o indicador de qualidade para pescado 

espadarte refrigerado foi baseado no valor da Ea e no tempo de vida útil. Considerando que a 

diferença permitida na Ea dos indicadores de qualidade do pescado e os protótipos de ITT 

analisados devem ser menor que 25 kJ mol-1  (TAOUKIS, 2001) para prever a qualidade de vida 

útil com menor erro.  

Conforme Tabela 2, a Ea dos protótipos de ITT nas concentrações de enzima 4 %, 

5 % e 6 % com o uso de conservantes foi de 166,40; 110,39 e 108,98 kJ mol-1 respectivamente, 

apresentando as menores diferenças quando comparado com o indicador de Pseudomonas 

(89,12 kJ mol-1). No entanto, o protótipo de ITTe com 4% de enzima e uso de conservante prevê 

o tempo de vida útil (8 dias) semelhante ao tempo de vida útil previsto na análise de 

Pseudomonas, sendo este o protótipo de ITT mais indicado para aplicação em pescado 

espadarte armazenado a 4°C. 
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3.2.1 Avaliação da vida útil através do MIQ  

 

Para estabelecer de forma confiável a vida útil do pescado espadarte, os resultados 

anteriores foram analisados juntamente com dados sensoriais. Os parâmetros que foram 

selecionados e incluídos no método de índice de qualidade (MIQ) para pescado espadarte 

(Xiphias gladius) foram baseados em características externas (consistência, cor, odor e muco) 

e internas do abdômen (textura, cor, odor e peritônio). No esquema final do MIQ, o índice de 

qualidade atingiu 19 pontos deméritos, descrevendo 8 atributos sensoriais (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Valores médios dos escores sensoriais das amostras do pescado espadarte 
armazenadas durante 8 dias 

Atributos sensoriais 1 dia 3 dias 5 dias 6 dias 8 dias 

Consistências externa 0,60±0,55a 1,00±0,00a 1,00±0,00a 1,60±0,55a 2,00±0,00a 

Cor interna 0,00±0,00a 0,40±0,55ab 1,00±0,00a 1,00±0,00a 2,00±0,00a 

Peritônio 0,00±0,00a 0,40±0,55ab 0,60±0,55a 1,00±1,00a 1,60±0,55a 

Odor interno 0,00±0,00a 0,60±0,55ab 0,80±0,45a 1,40±0,55a 1,80±0,45a 

Textura interna 0,40±0,55a 1,00±0,00a 1,00±0,00a 1,20±0,45a 1,80±0,45a 

Cor externa 0,60±0,55a 1,00±0,00a 1,20±0,45a 1,40±0,55a 1,80±0,45a 

Muco 0,00±0,00a 0,00±0,00b 0,80±0,45a 1,00±0,00a 1,60±0,55a 

Odor externa 0,00±0,00a 0,60±0,55ab 0,80±0,45a 1,20±0,45a 1,60±0,55a 

Índice Qualidade 1,30±0,20 4,40±0,24 6,80±0,25 10,60±0,13 13,9±0,10 

* Letras minúsculas iguais para o mesmo tempo (dia), indicam que não há diferença significativa entre os 
parâmetros sensoriais (p > 0,05); (Média ± desvio padrão). 
 

Durante o armazenamento, todos os parâmetros incluídos no esquema MIQ 

apresentaram mudanças com o tempo. O índice de qualidade aumentou linearmente com o 

período de armazenamento do pescado, com taxa de mudança de 1,3 a 13,9, mostrando a perda 

da qualidade nas características sensoriais dos filés testados. Sua evolução pode ser expressa 

pela equação IQ = 1,818x – 0,965 (R² = 0,9748). O parâmetro mais importante para a definição 

do ponto de rejeição foi a consistência e a cor do abdômen (interno) seguidos de odor interno, 

textura e cor externa, apesar de os valores não diferiram entre si. 

O pescado espadarte exportação é armazenado sem cabeça, eviscerado e com gelo, 

o abdômen é parte do pescado de maior exposição com o meio, contribuindo para proliferação 

microbiana. Apesar da proteção do peritônio visceral, este pode sofrer alterações dependendo 
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da manipulação que é realizada durante o processo de evisceração e lavagem. De acordo com 

o relato dos julgadores, no oitavo dia o peritônio já estava desprendido do abdômen e a cor 

cinza inicial sofreu alterações para a cor amarelo esverdeado, acompanhada de odor pútrido. 

De acordo com Sant’ana; Soares; Vaz-Pires (2011) a cor é considerada a parte do 

pescado mais suscetível à decomposição microbiana e portanto, o grau de deterioração pode ser 

facilmente visto com a mudança de cor. A formação de compostos voláteis, durante a 

deterioração do pescado, pode promover alterações nas características sensoriais. Dentre os 

principais compostos encontrados em pescados, pode-se citar o grupo dos aldeídos, álcoois, 

hidrocarbonetos, cetonas e aminas (IGLESIAS et al., 2009). Os álcoois têm, tipicamente, menor 

limiar de odor que os aldeídos e cetonas e não contribuem muito para os odores de deterioração. 

Altas concentrações de cetonas têm sido encontradas em amostras com maiores índices de 

deterioração e correlacionadas com odores doce/azedo e atributos de “off flavor” e sabor 

(JONSDOTTIR et al., 2008).   

Portanto, o ponto de rejeição sensorial, baseado na avaliação dos atributos ocorreu 

no oitavo dia de armazenamento, confirmando o tempo de vida útil do pescado cru refrigerado, 

semelhante aos parâmetros testados anteriormente.  

O presente estudo permitiu uma modelagem cinética para o fim da vida útil do 

pescado espadarte refrigerado e a seleção de um protótipo de ITT, como parte de um sinal de 

validade ativa para aplicação específica neste produto, que pode ser aplicado sem a necessidade 

de testes extensos lado a lado do produto e do indicador. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

As reações enzimáticas foram mais rápidas nos protótipos de ITT sem o uso de 

conservantes, consequentemente, o valor da Ea foi maior ao comparar com os protótipos de 

ITTe com conservante.  

O abate em instalações terrestres resultou em um menor prazo de validade em 

contagem microbiológica em comparação com aqueles abatidos a bordo do navio. Sugerindo o 

abate abordo de um navio o método mais eficaz e sustentável.  Os organismos específicos de 

deterioração predominantes do pescado espadarte foram as bactérias psicotróficas e as 

Pseudomonas. No entanto, os indicadores N-BVT, pH e cor não obtiveram relação direta com 

o fim da vida útil do pescado refrigerado. O esquema MIQ proposto possibilitou a confirmação 

do fim da vida útil no oitavo dia de armazenamento e os parâmetros que determinaram o ponto 

de rejeição foram a consistência e a cor do abdômen (interno). 
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O protótipo de ITT com 4% de enzima e uso de conservante prevê o tempo de vida 

útil (8 dias) semelhante ao tempo de vida útil previsto na análise de Pseudomonas, sendo este 

o melhor indicador de qualidade para monitorar o frescor do pescado espadarte armazenado 

com gelo a 4°C.  
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ARTIGO III – AVALIAÇÃO DA VIDA ÚTIL DE CENOURAS MINIMAMENTE 

PROCESSADAS APLICANDO O MÉTODO PERFIL FLASH IN HOME E VALIDAÇÃO 

DO ITT ENZIMÁTICO 

 

RESUMO 

 

O objetivo do estudo foi selecionar o ITT enzimático adequado para o monitoramento da 
qualidade e vida útil da cenoura minimamente processada armazenada á vácuo e 4 °C. A 
resposta dos protótipos de ITT descrevem o efeito da concentração enzimática (0,2 a 6%), do 
tempo de armazenamento e da temperatura (4, 10, 15, 25 e 35 °C) ), o modelo de Arrhenius 
permitiu estimar a energia de ativação do ITT (108,98 a 126,46 kJ mol-1 e  das cenouras em 
cubos (45,004 a 112,896 kJ mol-1 ). Aplicando os modelos desenvolvidos foi determinado o 
protótipo de ITT contendo 5% de amilase que prevê o tempo de vida útil de 7 dias, semelhante 
ao tempo quando avaliado os indicadores de qualidade (firmeza, bactérias psicotróficas e BAL) 
e a análise sensorial de perfil flash in home. De acordo com a análise sensorial, os atributos 
presença de água, ar, cor amarronzada, odores ácido, amoniacal, maciez e textura pastosa foram 
determinantes para indicar o fim da vida útil deste produto. 

 
Palavras chaves: Cenoura minimamente processada. ITT enzimático. Vida útil. Perfil flash in 
home. 
 

1 INTRODUÇÃO  

 

Cenouras minimamente processadas representam um dos principais 

produtos vegetais utilizados como alimentos prontos para comer (CONAB, 2020; FAI et 

al., 2016; MAO et al., 2021). O processamento pode incluir seleção, corte, fatiamento, lavagem, 

desinfecção, enxágue, centrifugação, embalagem e armazenamento (BRASIL, 2017b). Na 

lavagem dos produtos frescos, o cloro é o agente mais comum usado na indústria alimentícia 

para sanitização, mas na presença de matrizes orgânicas são potencialmente perigosos para o 

meio ambiente e para saúde humana (BOTONDI; BARONE; GRASSO, 2021). Por esta razão, 

tratamentos alternativos com o uso de ozônio têm sido investigados com o objetivo de testar 

processos mais eficazes e evitar os riscos associados (BRODOWSKA et al., 2017; 

PAULIKIENĖ et al., 2020; RENUMARN et al., 2014; SOUZA et al., 2018). 

De acordo com Ruiz-Garcia (2010) durante a logística de distribuição de vegetais 

ocorre a perda de até 35% da carga, sendo a principal causa, condições insuficientes de controle 

de temperatura. O uso da refrigeração reduz as taxas em que ocorrem alterações em alimentos 

perecíveis, como crescimento de micro-organismos, taxas de amadurecimento, reações 
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enzimáticas e perdas de água (CHEN et al., 2021). A não manutenção da  temperatura, mesmo 

que por algumas horas, podem ter impacto significativo na evolução da qualidade do produto 

(LOISEL et al., 2021). Uma maneira de controlar o histórico de temperatura de um produto, é 

a implementação de indicadores de tempo e temperatura (ITTs) (ALBRECHT et al., 2020).  

Os ITTs  são ferramentas de registro de qualidade de alimentos que refletem o 

histórico de temperatura total ou parcial durante o monitoramento (GIANNOGLOU et al., 

2014; TAOUKIS; LABUZA, 1989). Deste modo, os ITTs indicam mudanças na qualidade dos 

alimentos e informações restantes sobre o prazo de validade (TSIRONI et al., 2017). Com base 

em modelos cinéticos confiáveis, tanto da deterioração dos alimentos quanto da resposta ITT, 

o efeito da temperatura pode ser monitorado da produção até o ponto de consumo (TAOUKIS; 

LABUZA, 1989; TAOUKIS; 2001). Portanto, até o momento, esses modelos cinéticos que 

podem monitorar a vida útil de cenouras minimamente processadas não estão disponíveis no 

mercado. 

A estimativa da vida útil das cenouras minimamente processadas depende 

fortemente da qualidade sensorial, assim como da avaliação do crescimento microbiológico e 

das alterações físicas e químicas ocorridas durante a sua decomposição (CONDURSO et al., 

2020; LAVELLI et al., 2006). Enquanto o fim da vida útil sensorial depende do escore médio 

das propriedades individuais que aceitará ou rejeitará a amostra de alimentos para consumo, um 

limite microbiano máximo permitido define o fim da vida útil microbiana de um produto 

alimentício (JACXSENS; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2002).  

Neste estudo, devido os critérios de contingenciamento pelo cenário de pandemia 

do Coronavirus, a avaliação sensorial foi realizada através de uma nova metodologia 

desenvolvida para minimizar os riscos de contaminação entre os julgadores, o Perfil Flash (PF) 

in home. Este método é flexível e fornece um acesso rápido ao posicionamento sensorial de um 

conjunto de produtos. Para economizar tempo, as fases de familiarização com o produto, a 

criação e a classificação dos atributos são integradas em uma única sessão, que permite que 

cada julgador utilize sua própria lista de atributo (DELARUE; SIEFFERMANN, 2004). As 

restrições demoradas relacionadas à busca do consenso e do alinhamento conceitual não são 

utilizadas, tornando o método mais atraente porque não exige etapa de treinamento e pode ser 

realizado em sessões individuais (DAIROU; SIEFFERMANN, 2002; LIU et al., 2018).  

Esta pesquisa teve por objetivo avaliar a melhoria do procedimento de desinfecção 

das cenouras minimamente processadas através do uso de cloro e ozônio. E partir de então, 

realizar um teste de vida útil sensorial através do uso da metodologia de Perfil flash in home. 

Por fim, este estudo teve a proposta validar o uso de um ITT enzimático, através do estudo 
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2.3 DESINFECÇÃO DE CENOURAS EM CUBOS COM CLORO E OZÔNIO 

 

Na desinfecção das cenouras em cubos foram realizados os experimentos para 

avaliar o potencial do uso de cloro e de ozônio. O cloro foi aplicado nas concentrações de 50, 

100 e 200 ppm aplicados por 30 min por imersão. No tratamento com o ozônio, foi utilizado 

um gerador de ozônio (Ozonar, RS, Brasil). A determinação do tempo e as concentrações de 

ozônio para os testes foi baseada na metodologia de Patil et al. (2010), variando as 

concentrações de 0,9, 1,8 e 5,4 mg/mL/min e  nos tempos de 5, 10 e 30 min. Também foi 

realizado o tratamento controle sem uso de cloro ou ozônio. 

Para avaliar a eficiência da desinfecção foram realizadas análises microbiológicas 

de psicotróficas e coliformes totais conforme metodologia descrita pela American Public Health 

Association (APHA, 2001), avaliando as amostras no 1° e 5° dia de vida útil das cenouras em 

cubos embaladas a vácuo na temperatura de 4 °C. Todas as análises foram realizadas em 

duplicata e os resultados foram expressos como unidade formadora de colônias por g (log UFC 

g−1). 

 

2.4 ESTIMATIVA DA VIDA ÚTIL DE CENOURAS MINIMAMENTE PROCESSADAS 
EM CUBOS ATRAVÉS DA METODOLOGIA SENSORIAL DE PERFIL FLASH IN 
HOME 

 

Devido ao cenário mundial atual da pandemia e aos critérios de contingenciamento 

da FURG – EQA, não foi possível a utilização do laboratório de análise sensorial para 

realização da pesquisa. A partir disso, optou-se por utilizar uma nova metodologia de análise 

sensorial que dispõe de medidas de segurança específicas para combate aos riscos de 

contaminação do coronavírus (COVID-19). A análise sensorial do Perfil Flash (PF) in home 

para avaliar a vida útil de cenouras em cubos foi baseada na metodologia de Dairou e 

Sieffermann (2002); Delarue e Sieffermann (2004), com adaptações.  

Primeiramente, foi realizada entrevista de recrutamento (Apêndice I), sendo 

selecionados 7 julgadores (GACULA; RUTENBECK, 2006; KING; ARENTS; MOREAU, 

1995), com idades entre 18 e 60 anos, de ambos os sexos, com experiência em análise sensorial 

e habilidade para gerar atributos discriminativos e descritivos.  

A análise sensorial foi aplicada em casa (in home). Cada avaliador recebeu um kit 

contendo: as Instruções Gerais (Apêndice II), o Protocolo de Segurança (Apêndice III), os 
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Protocolos para a Análise Sensorial (Apêndice IV e V), o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido - TCLE (Apêndice VI) e as amostras.  

A análise sensorial ocorreu em duas sessões, realizadas com data e horário marcado, 

utilizando vídeo chamada com câmeras abertas para observação e orientação das análises. 

Ressaltando que, não foi realizada gravação de voz e imagem. 

Na sessão 1, os participantes foram orientados a ler com atenção o protocolo para a 

Análise Sensorial – sessão 1 (Apêndice IV). Os participantes receberam 4 amostras de cenoura 

em cubos embaladas a vácuo com diferentes dias de vida útil (1, 5, 7 e 9 dias) de um mesmo 

lote. A partir de então, eles foram solicitados a observar e manipular as amostras por um tempo 

livre, e após, descrever todas as diferenças que perceberam em relação aos atributos não-

hedônicos para aparência, odor e textura. Também, foi entregue aos participantes uma lista pré-

existentes de atributos, que teve o intuito de auxiliar os julgadores a encontrar palavras que 

correspondam às suas sensações a partir de cada atributo (ver exemplo na Tabela 1- Apêndice 

IV). 

No final da sessão, os participantes foram solicitados a compartilhar os termos 

descritivos gerados na avaliação do produto. O pesquisador responsável coletou todos os termos 

gerados pelos painelistas e os reuniu em uma lista comum. Os termos nessa lista foram 

organizados de acordo com sua modalidade sensorial correspondente (aparência, odor e textura) 

e classificados em ordem alfabética. A lista compilada foi então fornecida aos participantes 

antes da sessão 2, junto com sua própria lista inicial, a fim de ajudá-los a encontrar atributos 

que possam ter sido negligenciados ou nomeados com dificuldade.  

Para início da sessão 2, os participantes foram orientados a ler com atenção os 

protocolos para a Análise Sensorial - sessão 2 (Apêndice V). Os participantes receberam 

novamente, 4 amostras de cenoura em cubos embaladas a vácuo com diferentes dias de vida 

útil (1, 5, 7 e 9 dias) de um mesmo lote. Os julgadores avaliaram as amostras individualmente 

para todos os atributos descritos na lista, de acordo com sua modalidade sensorial 

correspondente (aparência, odor e textura), classificando em escala ordinal, da sensação menos 

intensa à mais intensa. Por exemplo, o produto com menor intensidade recebe uma pontuação 

de 1, e então a pontuação é aumentada de acordo com a ordem de classificação de cada produto. 

Para melhor compreensão dos julgadores, foi fornecido um exemplo impresso, junto ao 

formulário para descrever as classificações de cada descritivo dos respectivos atributos (Figura 

2 - Apêndice 4).  

A análise de dados foi baseada na metodologia de Delarue (2015). Como a 

avaliação foi realizada como ordem de classificação, a primeira etapa no tratamento de dados 
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foi transferir o ranking de posições para as pontuações. Exemplo, o produto com menor 

intensidade recebeu pontuação 1, e foi é aumentada de acordo com a ordem de classificação de 

cada produto. Desta forma, os números de classificação irão subindo de acordo com o aumento 

do sensorial (posição de classificação) para cada atributo. Uma vez que os valores de 

classificação mais elevados corresponderam às maiores intensidades sensoriais percebidas. Em 

caso de empate, a classificação média é dada a todas as amostras empatadas. Os dados de 

classificação foram de interpretação na análise univariada. As pontuações foram então 

preenchidas em uma tabela com a análise de dados através da ANOVA, com nível de 

significância de 5 %. 

 

2.5 VALIDAÇÃO O USO DO PROTÓTIPO DE ITT ENZIMÁTICO EM CENOURAS 
MINIMAMENTE PROCESSADAS EM CUBOS 

2.5.1 Estudo cinético da qualidade de cenouras minimamente processadas em cubos 

 

 O estudo cinético foi realizado a partir do método de Taoukis e Labuza (1989). Os 

parâmetros de qualidade microbiológicos investigados foram a contagem de bactérias 

psicotróficas, bactérias láticas, coliformes totais e bolores e leveduras, além de análises de pH 

e firmeza. 

As análises microbiológicas foram realizadas conforme metodologia oficial do 

Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003) e American 

Public Health Association (APHA, 2001). Todas as análises foram realizadas em duplicata e os 

resultados foram expressos como unidade formadora de colônias por g (log UFC g−1).  

As determinação dos valores de pH foram realizadas utilizando o pHmetro de 

bancada (QUIMIS Q400AS, São Paulo, Brasil), segundo a metodologia oficial AOAC (1995). 

A análise de firmeza foi realizada utilizando analisador de textura TA- XT2 Modelo Plus 

(Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido) e probe HBS-5S em temperatura ambiente. 

Durante o teste, o probe foi programada para se movimentar em altura de 10 mm e velocidade 

de 10 mm/s. Todas as análises foram realizadas em quintuplicata e os resultados foram 

expressos como unidade de pressão kgf/cm2. Estes indicadores de qualidade foram modelados 

conforme Equação 1, sob as temperaturas de armazenamento (4, 10 e 15°C) durante o 1, 3, 5, 

7 e 9° dia de vida útil. A análise foi realizada apenas em 3 temperaturas devido ao número de 

incubadoras disponíveis no laboratório.   
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 𝑓(𝐴) = 𝑘𝑡 = k𝑟𝑒𝑓 exp ⌈−𝐸𝐴 𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑅  (1𝑇 − 1𝑇𝑟𝑒𝑓)⌉ 𝑡                                (1) 

 

2.5.2 Estudo cinético do Protótipo ITT enzimático 

 

O ITT ativado (mistura dos reagentes, iniciando a reação colorimétrica) foi 

armazenado em uma incubadora de alta precisão (Marconi, MA 415/S, São Paulo, Brasil). 

Diariamente a descoloração dos diferentes protótipos de ITT (0,2; 0,6; 1; 2; 3; 4; 5; 6% de 

amilase) armazenados nas temperaturas de 4 (situação ideal), 10, 15, 25, 35 (situações de abuso) 

± 0,5 °C foi avaliada visualmente e mensurada através da utilização de colorímetro (Modelo 

Chroma Meter CR-400/410, Konica Minolta, Osaka, Japão), mediante o sistema CIELab – 

Comission Internacionale de L’Eclairege (iluminante D65).  

As mudanças de cor dos ITTs (ΔE) são realizadas a partir da leitura dos valores de 

L (luminosidade), a (verde a vermelho) e b (azul a amarelo) podem ser obtidos, onde L0, a0 e 

b0 são os valores iniciais de L, a e b, na fórmula para cálculo de ΔE, descrita na equação 2. 

 ΔE = √(𝐿 − 𝐿0)2 + (𝑎 − 𝑎0)2  + (𝑏 − 𝑏0)22                                       (2) 

 

As análises foram interrompidas quando nenhuma mudança de cor azul adicional 

poderia ser medida na etiqueta. O fim da vida-útil dos protótipos foi definido como o tempo 

que leva a cor azul escura do ITT chegar a uma condição incolor (ΔE* = 58,0). 

As características da resposta do ITT enzimático foram analisadas com base na 

expressão de Arrhenius. De acordo com método de Taoukis; Labuza (1989), as variáveis de 

resposta de cor dos ITT foram modeladas através da cinética de ordem zero conforme a Equação 

3.  

    F (x) = K . t                                                                   (3) 

 
Onde: F(x) representa a mudança de cor (ΔE), K é a constante cinética de 

velocidade da reação, e t expressa o tempo de armazenamento (horas).  

 
A Equação 4 determina o valor de Energia de ativação (Ea) através da correlação 

entre ln K versus 1/T, sob diferentes temperaturas de armazenamento. 

  

        ln 𝐾 = 𝐸𝑎𝑅.𝑇 + ln 𝐴                                                              (4) 
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Onde: T é a temperatura absoluta (K), Ea é a energia de ativação (kJ mol-1.K), R é 

a constante universal de gás (0,0083 kJ mol-1.K), e A é fator pré-exponencial (Taoukis & 

Labuza, 1989).  

 

2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Na análise microbiológica utilizou-se amostras em duplicata para cada tratamento.  

Para as análises de firmeza as amostras foram avaliadas em quintuplicata. Para demais análises 

foram utilizadas amostras em triplicatas para cada temperatura e em cada tempo de amostragem. 

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através da análise de 

variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 5% de significância, utilizando o programa 

Statistica 5.0 (Statsoft, USA). Os parâmetros cinéticos de Arrhenius foram avaliados por 

regressão linear e desvio padrão utilizando o programa Microsoft Excel 2019. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 DESINFECÇÃO DE CENOURAS MINIMAMENTE PROCESSADAS EM CUBOS 
UTILIZANDO CLORO E OZÔNIO 

 

Para avaliar o método mais eficiente de sanitização foram realizadas as análises de 

bactérias psicotróficas e coliformes no 1° e 5° dia de vida útil nas cenouras em cubos, conforme 

Figura 3. 

 
Figura 3 - Alterações (log UFC/g) na contagem de psicotróficas (A), coliformes (B) para os 

tratamentos com cloro e ozônio 

  

                                   (A)                                                                    (B) 
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A: cloro 200 ppm, B:cloro 100 ppm, C: cloro 50 ppm, D: ozônio (18 ppm) - 30 min, E: ozônio (18 ppm) - 15 min, 
F: ozônio (18 ppm) - 5 min e G: controle  
 

As amostras sem o tratamento de desinfecção (amostra G) apresentaram o maior 

crescimento microbiano, tanto para as bactérias psicotróficas (3,97 log UFC g-1) quanto para 

coliformes (4,95 log UFC g-1). À medida em que as cenouras em cubos recebem tratamento 

com sanitizante, o crescimento microbiano é reduzido, sendo que as amostras tratadas com 

cloro apresentaram maior eficiência do que com ozônio.  

No produto sanitizado com cloro (A, B e C) houve a redução as bactérias 

psicotróficas com 100% de eficiência no primeiro dia de análise, para todas as concentrações 

estudadas. No entanto, somente o tratamento com 200 ppm de cloro foi capaz de eliminar 100% 

de coliformes fecais. Nos demais tratamentos foram encontradas contaminação por coliformes 

com valores superiores a 2 log UFC g-1, ou seja, acima dos preconizados na legislação brasileira 

para hortaliças processadas (BRASIL, 2001).  

Coliformes podem indicar falhas no processo de higienização, pois estão associados 

à contaminação fecal e potencial crescimento de patógenos entéricos (AKOACHERE; 

TATSINKOU; NKENGFACK, 2018; PAULA et al., 2009). A contaminação da matéria prima, 

assim como ao excesso de manipulação, pode aumentar da possibilidade de contaminação por 

micro-organismos patogênicos (AGUILA et al., 2006).  

Com relação ao tratamento com ozônio, observou-se que quanto maior o tempo de 

exposição do ozônio nas cenouras (30 min) maior foi a redução da carga microbiana para os 

dois micro-organismos testados. No 5° dia de avaliação o crescimento de bactérias psicotróficas 

e coliformes em todos os tratamentos com ozônio foi elevado. Segundo Oliveira et al. (2011) 

altas contagens  de bactérias psicotróficas sugerem curto prazo de validade para o produto e má 

qualidade higiênica, provavelmente devido ao uso de matéria-prima altamente contaminada, 

falta de boas práticas higiênicas durante o processamento e temperatura inadequada durante 

armazenamento. 

De acordo com os resultados de Renumarn et al. (2014), a decomposição de ozônio 

e a inativação de micro-organismos em vegetais frescos ocorre acima de 15 min em 

concentrações superiores a 1,5 ppm. Segundo  Brodowska et al. (2017)  a eficácia do tratamento 

de ozônio na inativação microbiana depende de vários fatores, como tipo de produto e micro-

organismo, estado fisiológico de base de células bacterianas e concentrações de ozônio 

utilizados. Para este estudo, como a carga microbiana inicial foi alta, o tratamento do ozônio 

não foi o método mais eficaz para descontaminação, provavelmente sendo necessário o uso de 

maior concentração de ozônio inicial para inativação dos micro-organismos. Desta forma, foi 
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escolhido como método mais eficiente para descontaminação das cenouras em cubos, o 

tratamento com cloro 200 ppm. 

 

3.2 ESTIMATIVA DA VIDA ÚTIL DA CENOURA MINIMAMENTE PROCESSADA 
ATRAVÉS DO USO DA METODOLOGIA SENSORIAL DE PERFIL FLASH IN 
HOME 

 

Os termos abordados foram resumidos, e na segunda sessão, e a partir dos 

resultados da ANOVA, ao nível de significância de p<0,05 entre as amostras, foram 

selecionados 7 atributos sensoriais (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Escore médio para os atributos sensoriais utilizados na avaliação da 
cenoura minimamente processada em cubos 

Atributos sensoriais 1° dia 5° dia 7° dia 9° dia 
Presença de água na 

embalagem 
2,22±0,74aA 2,56±1,15aA 2,86±0,91aA 9,00±3,12bA 

Presença de ar na 
embalagem 

2,08±0,42aA 3,86±1,3aA 6,46±2,26aAB 11,28±2,11bA 

Cor amarronzada 1,52±1,07aA 2,74±0,83aA 3,4±0,60aAB 8,28±3,38bA 
Cor esbranquiçada 2,96±1,61aA 7,24±4,79aB 6,98±4,74aAB 6,92±3,62aB 

Odor ácido 1,40±0,80aA 4,98±1,82aA 7,54±1,70abC 11,76±1,82bA 
Odor amoniacal 1,42±0,94aA 3,46±1,95aA 7,20±1,80abAB 11,54±2,21bA 

Maciez 1,92±1,71aA 4,32±1,22aA 4,42±1,59aAB 10,32±2,46bA 
Textura pastosa 1,26±1,22aA 2,96±1,95aA 4,62±3,34aAB 10,48±1,99bA 

Letras minúsculas iguais para o mesmo atributo indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p 
> 0,05); (Média ± desvio-padrão). 
Letras maiúsculas iguais para o mesmo dia indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos (p > 
0,05); (Média ± desvio-padrão 

 

A partir da avaliação de cada julgador foi possível verificar um aumento dos escores 

com o passar dos dias. Na avaliação da aparência das cenouras em cubos os atributos, “presença 

de água, ar e cor amarronzada” apresentaram diferença significativa do 7° para o 9° dia. 

Entretanto, o atributo “cor esbranquiçada” foi o único atributo sensorial que não apresentou 

diferença significativa durante a avaliação da vida útil. Acredita-se que o sistema de vácuo 

utilizado como forma de acondicionamento das cenouras em cubos mostrou um efeito benéfico 

neste sentido. Sendo este, o mesmo resultado encontrado por Rocha, Mota e Morais (2007).  

Junto com a aparência, a textura é um atributo importante na qualidade de cenouras 

recém-cortadas para aceitação dos consumidores (MARTÍNEZ-HERNÁNDEZ; AMODIO; 

COLELLI, 2016). Na análise sensorial, houve percepção da perda de maciez, textura pastosa, 
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odor ácido e amoniacal no 9° dia de vida útil. A cenoura embalada a vácuo desenvolve odores 

característicos e perde sua firmeza devido ao catabolismo anaeróbico, à alta taxa de respiração 

e a deterioração microbiológica (BARRY-RYAN; PACUSSI; O’BEIRNE, 2000). 

A partir da avaliação sensorial realizada, o tempo estimado de vida útil das cenouras 

minimamente processadas em cubos foi de 7 dias. De acordo com a análise sensorial, os 

atributos presença de água, ar, cor amarronzada, odores ácido, amoniacal, maciez e textura 

pastosa foram determinantes para indicar o fim da vida útil das amostras 

 

3.3 ESTUDO CINÉTICO DA QUALIDADE DA CENOURA MINIMAMENTE 
PROCESSADAS EM CUBOS 

 

A avaliação cinética da vida útil da cenoura minimamente processada em cubos foi 

acompanhada dos indicadores de qualidade: pH, firmeza, psicotróficas, coliformes, bactérias 

lácticas (BAL) e bolores e leveduras por 9 dias, conforme Figura 4.  

Na Figura 4 A, mostra que os valores de pH diminuíram 6,62 para 5,14 com uma 

queda significativa no 9° dia de armazenamento sob a temperatura de 4°C. Houve queda do pH 

(abaixo de 5,0) sob as temperaturas de 10 e 15°C, no 5° e 3° dia, respectivamente. De acordo 

com Barry-Ryan, Pacussi e O’Beirne (2000), ao avaliar cenouras minimamente processadas 

verificaram que os valores baixos de pH no final da vida útil está relacionado com os menores 

níveis de O2 nas embalagens. Além do mais, o baixo valor do pH pode ser proveniente da 

produção dos ácidos orgânicos produzidos pelas BAL, representando um dos principais 

mecanismos para a biopreservação dessa bactéria  (GÁLVEZ et al., 2010).  

E como mostra a Figura 4 E, as BAL foram as espécies bacterianas predominantes 

na cenoura em cubos embalada a vácuo, a contagem inicial foi de 3,39 para 6,06 log UFC/g no 

9° dia de análise a 4 °C, para 9,36 log UFC/g no 7° dia de análise a 10 °C e para 10,39 log UFC/g 

no 5° dia de análise a 15 °C. A partir dos estudos de Lavelli et al. (2006), ao avaliar cenouras 

palitos embaladas em filme de PVC armazenadas por 10 dias, as BAL atingiram 6 log UFC/g 

tanto na temperatura de 4 quanto de 10 °C. Bem como, Barry-Ryan, Pacussi e O’Beirne (2000) 

ao avaliar cenouras raladas embaladas em baixos níveis de oxigênio, a contagem de BAL 

aumentaram substancialmente de 3,7 para 9,7 log UFC/g em 10 dias (8 °C). Neste estudo, 

acredita-se que a embalagem a vácuo contribuiu para o crescimento das BAL. 
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Figura 4 - Avaliação da vida útil da cenoura minimamente processada em cubos através das 
mudanças de pH (A), firmeza (B), psicotróficas (C), coliformes (D), BAL (E), bolores e 

leveduras (F) submetida as temperaturas de 4, 10 e 15°C 

 

 

                                    (A)                                                                      (B) 

  

                                   (C)                                                                 (D) 

 

                                    (E)                                                                       (F) 
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Ao longo do período de armazenamento, a firmeza da cenoura minimamente 

processada em cubos diminuiu de 2.872,19 para 2.327,68 Kgf/cm2 (4 °C); para 1.714,32 

Kgf/cm2 (10 °C) e para 1.019,78 Kgf/cm2 (15 °C). Descobertas semelhantes foram relatadas 

por Rocha, Mota e Morais (2007) que ao avaliar cenouras armazenadas sob vácuo observaram 

perdas de 13% de firmeza após 7 dias de armazenamento, assim como Barry-Ryan, Pacussi 

eO’Beirne (2000) observaram que a firmeza das cenouras raladas diminuíam mais rápido 

conforme o aumento de temperatura. A redução da textura pode ser justificada pelo início as 

reações enzimáticas, fermentação ácido-lática e alterações fisiológicas como aumento da taxa 

de respiração e produção de etileno, assim como o crescimento microbiano (CISNEROS‐
ZEVALLOS; SALTVEIT; KROCHTA, 1995). 

A população microbiana das psicotróficas aumentou de 4,45 para 5,91 log UFC/g 

a 4 °C, para 7,84 log UFC/g a 10 °C e para 8,11 log UFC/g a 15 °C. Rosa (2002) ao analisar as 

bactérias psicotróficas em cenoura minimamente processada vendida em supermercados, 

encontrou uma variação de 6 a 9 log UFC/mL. Pilon et al. (2006) relatou que a temperatura de 

refrigeração abaixo de 7 ºC, usada no armazenamento de vegetais minimamente processados, 

estende à vida útil destes produtos, diminuindo a taxa de crescimento das bactérias 

psicotróficas. 

Os bolores e a leveduras estavam presentes em menor concentração nas cenouras 

em cubos, apresentando contagem inicial de 1,81 log UFC/g, aumentando para 4,90 log UFC/g 

no 9° dia (4 °C), 3,87 log UFC/g no 7° dia (10 °C) e 4,48 log UFC/g no 5° dia (15 °C). É 

possível observar que, a temperatura de refrigeração prolongou a vida útil, diminuindo a 

velocidade de crescimento da microbiota presente nas cenouras minimamente processadas em 

cubos. 

A avaliação de coliformes fecais foi o indicador de qualidade escolhido para 

controle higiênico sanitário do processo, apresentando limite máximo de 2 log UFC/g em 

cenouras processadas (BRASIL, 2001). De acordo com os resultados, as amostras submetidas 

a 4 °C apresentaram-se dentro do padrão até o 7° dia (1,53 log UFC/g), a 10 °C até o 5° dia 

(1,68 log UFC/g) e 15 °C somente no 1° dia (1,12 log UFC/g). 

O modelo de Arrhenius permitiu estimar a taxa de resposta para cada indicador de 

qualidade (pH, firmeza, bactérias psicotróficas, coliformes, BAL, bolores e leveduras), a fim 

de avaliar a vida útil das cenouras em termos de energia de ativação (Ea), conforme Tabela 2.   
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Tabela 2 - Efeito dos parâmetros cinéticos de Arrhenius da cenoura minimamente processada  

Análises de qualidade Ea (kJ mol-1) R2* 

pH 73,184 0,972 

Firmeza (kgf/cm2) 112,896 0,997 

Psicotróficas (log UFC/g) 104,654 0,949 

Coliformes (log UFC/g) 75,519 0,828 

BAL (log UFC/g) 100,353 0,987 

Bolores e leveduras (log UFC/g) 45,004 0,620 

*correlação do coeficiente de determinação 
 

De acordo com os resultados, a Ea dos indicadores de qualidade exibiu valores 

dentro desta faixa (45,004 a 112,896 kJ mol-1) para monitoramento da vida útil das cenouras 

em cubos. Quando comparado com os valores típicos de Ea para perdas de qualidade alimentar 

(TAOUKIS; LABUZA, 1989), pode cobrir as perdas ocorridas por oxidação lipídica (41,84 a 

104,6 kJ mol-1), perda de nutrientes (83,68 a 125,52 kJ mol-1) e crescimento microbiano (83,68 

a 251,04 kJ mol-1).  

Apesar dos indicadores de qualidade microbiológicos (bactérias psicotróficas, BAL 

e bolores e leveduras) não apresentarem limite máximo de rejeição definido por lei, observa-se 

que na temperatura de 4°C, houve aumento significativo no 9° dia de vida útil. Portanto, as 

análises microbiológicas da cenoura minimamente processada em cubos embalada a vácuo, 

estimaram tempo de vida útil de 7 dias. 

  

3.4 VALIDAÇÃO DO PROTÓTIPO DE ITT ENZIMÁTICO PARA CENOURAS 
MINIMAMENTE PROCESSADAS EM CUBOS 

 

A modelagem cinética do protótipo de ITT foi realizado conforme as Equações 2 e 

3, baseando-se na medição da mudança de cor (ΔE) dos 8 protótipos de ITT em diferentes 

concentrações de enzima (0,2 a 6 %) armazenadas em temperaturas de 4 a 35 °C (Figura 5).  
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Figura 5  - Mudança de cor dos protótipos de ITT submetidas em 4 °C (A), 10 °C (B), 15 °C 
(C), 25 °C (D), 35 °C (E)  

 

*ΔE* = 58,0 representa a diferença de cor definida como fim da vida-útil do ITT. 

Figura 1  

 

(A)                                                                     (B) 

 

                                    (C)                                                                   (D) 

 

(E) 
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A partir da Equação 4 foi obtido o valor de resposta de cor F(X) para os ITT 

incubados em diferentes temperaturas (Figura 6). O valor da energia de ativação, os coeficientes 

de correlação de determinação (R2) e o tempo de vida útil estão listados na Tabela 4. 

 
Figura 6 - Ln da constante de velocidade de resposta da variação de cor dos ITT com 0,2 a 

6% de amilase  

 

                  

 As curvas de vida útil do ITT e das amostras de cenoura podem ser combinadas 

para obter uma correspondência adequada entre a vida útil dos alimentos e o tempo de resposta 

do rótulo ITT. Isso requer que a cinética de resposta ITT seja semelhante à cinética da perda de 

qualidade da cenoura em cubos, o que significa valores similares de Ea. O valor Ea para os 

protótipos de ITTs enzimáticos variou de 108,98 a 126,46 kJ mol-1, apresentando correlações 

lineares acima de 0,85, indicando precisão no modelo proposto. Todos os protótipos de ITT 

testados apresentaram maior energia de ativação e o tempo de vida útil quanto menor foi a 

concentração da enzima utilizada na sua composição.  
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Tabela 3 - Parâmetros cinéticos dos protótipos de ITT enzimáticos (0,2 a 6%) nas 
temperaturas 4, 10, 15, 25, 35°C 

Protótipos ITTs Ea  
(kJ mol-1) 

R2* Tempo** 
(dias) 

ITT enzima 0,2% 126,46 0,9461 27 

ITT enzima 0,6% 125,61 0,9594 21 

ITT enzima 1% 121,83 0,9550 19 

ITT enzima 2% 121,54 0,8685 11 

ITT enzima 3% 117,38 0,8538 10 

ITT enzima 4% 116,40 0,8533 8 

ITT enzima 5% 110,39 0,8621 7 

ITT enzima 6% 108,98 0,8616 6 

*correções de linearidade (correlação do coeficiente de determinação) 
** tempo de vida útil a 4°C 
 

 

Para selecionar a combinação ideal do ITT enzimático, o seu tempo de vida útil 

deve ser aproximado com o tempo de vida útil do produto. Além do que, a Ea do ITT deve ser 

aproximadamente igual à Ea do indicador de qualidade responsável pela deterioração cenoura 

em cubos (MATARAGAS et al., 2018). Se as energias de ativação não forem aproximadamente 

iguais, a diferença na energia de ativação entre o ITT e o indicador de qualidade deve ser menor 

ou igual a 10% (TAOUKIS; LABUZA, 1989). 

Desta forma, os protótipos de ITT nas concentrações de enzima 4 %, 5 % e 6 % 

(116,40; 110,39 e 108,98 kJ mol-1) apresentaram menor diferença, quando comparado com a 

Ea dos indicadores de qualidade: firmeza (112,896 kJ mol-1, R2 = 0,997), bactérias psicotróficas 

(104,654 kJ mol-1, R2 = 0,949) e BAL (100,353 kJ mol-1, R2 = 0,987). Portanto, este estudo 

comprova que o protótipo de ITT mais indicado para aplicar nas cenouras minimamente 

processadas em cubos á vácuo é o que contém 5 % de enzima., tempo de vida útil de 7 dias, 

semelhante o tempo de vida útil estimados pelo método de análise sensorial de perfil flash. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

O método mais eficiente para descontaminação das cenouras minimamente 

processadas em cubos foi o tratamento com cloro 200 ppm por 30 min, reduzindo as bactérias 

psicotróficas e coliformes com 100% de eficiência.  
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O teste de vida útil sensorial Perfil flash in home estimou o tempo de vida útil das 

cenouras em cubos em 7 dias, sendo que os atributos determinantes foram presença de água, ar, 

cor amarronzada, odores ácido, amoniacal, maciez e textura pastosa. 

Os indicadores de qualidade microbiológicos (bactérias psicotróficas, BAL e 

bolores e leveduras) mostraram que na temperatura de 4°C, as cenouras em cubos embaladas a 

vácuo, tiveram tempo de vida útil das cenouras em cubos de 7 dias. 

O modelo de Arrhenius permitiu estimar a taxa de resposta para cada indicador de 

qualidade analisado, exibindo valores na faixa de 45,004 a 112,896 kJ mol-1 para 

monitoramento da vida útil das cenouras em cubos. Sendo que, o protótipo de ITT contendo 

5% de amilase foi o melhor para aplicação nas amostras armazenadas a 4°C, apresentando 

menor diferença na Ea e mesmo tempo de vida útil (7 dias). 
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APENDICE I - ENTREVISTA PARA RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES PARA A 
ANÁLISE SENSORIAL 

 

IDENTIFICAÇÃO 

Nome: _______________________________________ Sexo: (   ) M  (   ) F 

E-mail:_________________________________________________Telefone: ____________ 

Data de nascimento:___________________________________________________________ 

 

SAÚDE 

Doenças cardíacas graves  

(   )SIM   (   )NÃO 

Hipertensão arterial  

(   )SIM   (   )NÃO 

Tuberculose ativa  

(   )SIM   (   )NÃO 

Doenças pulmonares crônicas  

(   )SIM   (   )NÃO 

Imunodepressão (primária ou adquirida)  

(   )SIM   (   )NÃO 

Doença renal crônica (graus 3, 4 e 5)  

(   )SIM   (   )NÃO 

Doença hepática crônica  

(   )SIM   (   )NÃO 

Diabetes melito (tipo 1, tipo 2 ou gestacional) 

(   )SIM   (   )NÃO 

Gestantes ou lactantes de crianças até 1 (um) ano de idade 

 (   )SIM   (   )NÃO 

Obesidade grave (IMC ≥ 40)  

(   )SIM   (   )NÃO 

Hemoglobinopatias (Anemia falciforme e talassemia)  

(   )SIM   (   )NÃO 

Alergias 

 (   )SIM   (   )NÃO  

Quais? ____________________________________ 
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Você possui alguma doença que comprometa sua percepção visual, olfativa ou tátil? 

(   )SIM   (   )NÃO 

Quais? ________________________________________________________ 

 

HÁBITOS 

Fumante  

(   )SIM   (   )NÃO 

Consumo de café 

(   ) acima de 5 xic. (   ) 3 a 5 xic. (   ) 1 a 3 xic. (   ) esporadicamente  (   ) não consumo 

 

EXPERIÊNCIA SENSORIAL  

Você tem EXPERIÊNCIA COM análise sensorial?  

(   )SIM   (   )NÃO 

 

Qual sua experiência com análise sensorial? 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

 

PERCEPÇÃO SENSORIAL 

Marque o alimento que melhor caracteriza o atributo sensorial: 

Alimento doce 

(   ) pão de forma (   ) geleia de frutas  (   ) limão   (   ) agrião 

Alimento salgado 

(   ) maça   (   )bacalhau   (   ) gelatina   (   ) iogurte 

Alimento ácido 

(   ) laranja    (   ) batata (   ) carne bovina   (   ) brócolis 

Alimento amargo 

(   ) salsicha   (   ) tomate   (   ) sorvete   (   ) café 

Alimento adstringente 

(   ) melancia   (   ) banana verde   (   ) refrigerante   (   ) presunto 

 

 

 

AFINIDADE COM O PRODUTO ALVO 
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Sua dieta alimentar inclui CENOURA CRUA?  

(   )SIM   (   )NÃO 

Você prepara CENOURA CRUA? 

(   )SIM   (   )NÃO 

Você consome CENOURA CRUA? 

(   )SIM   (   )NÃO 

Frequência de consumo de CENOURA CRUA: 

(   ) diariamente  (   ) 3-4 vez por semana  (   ) 1-2 vez por semana  (   ) raramente  (   ) 

nunca 

Você gostaria de participar de uma equipe de avaliadores CENOURA CRUA?  

(   ) SIM   (   ) NÃO 

 

DISPONIBILIDADE 

 

TURNO     SEG     TER     QUA     QUI    SEX SAB 

Manhã       

Tarde        

Noite       

      * Colocar horários disponíveis no quadro acima 

 

Qual plataforma digital que você conhece e já teve acesso? 

 

_________________________________________________________________________ 
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APÊNDICE II - INSTRUÇÕES GERAIS 
 

1) Confira se você recebeu o kit contendo: o protocolo de segurança, o protocolo para a 
análise sensorial e o termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE e as 4 amostras. 

2) O material disponibilizado foi higienizado através a aplicação de sanitizante na superfície. 
Portanto, sugere-se que antes de colocar na geladeira, aplique álcool 70% sobre a 
superfície da embalagem novamente.  

3) Ao receber os produtos em sua casa colocá-los e mantê-los à temperatura de geladeira 
(4°C) até o momento de realizar a análise sensorial. 

 

*Caso tenha observado alguma não conformidade ou dúvidas, favor entrar em 

contato com Débora Vieira (53 984556178). 
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APÊNDICE III - PROTOCOLO DE SEGURANÇA  
 

O protocolo de segurança foi elaborado considerando as recomendações do Plano de 

contingência da Escola de Química e Alimentos para o enfrentamento da pandemia do covid-

19. Este protocolo tem como objetivo orientar sobre cuidados necessários para análise sensorial 

(método Perfil Flash) in home.  

Serão avaliadas a vida útil de cenouras minimamente processadas, produzidas de acordo 

com as normas de Boas Práticas de Fabricação segundo a Resolução RDC nº 275, de 21 de 

outubro de 2002 (BRASIL, 2002), com Licença Sanitária para Indústria de Alimentos emitida 

pela Secretaria Estadual de Saúde do RS/ Terceira Coordenadoria Regional de Vigilância 

Sanitária, Pelotas, Brasil, com validade anual. Estes produtos serão armazenados sob 

refrigeração (4°C) até o momento da entrega. O transporte até a casa dos avaliadores será 

realizado em caixas isotérmicas higienizadas previamente. 

 

ORIENTAÇÕES PARA ANÁLISE SENSORIAL EM TEMPOS DE COVID-19 NA EQA  

 

4) No recebimento do kit da análise sensorial, favor utilizar a máscara de proteção facial. 
5) Ao receber as amostras em sua casa, aplique álcool 70% sobre a superfície da embalagem 

novamente. 
6) Após sanitização, colocar as amostras na geladeira em sua embalagem original até o 

momento de realizar a análise.  
7) Antes do início da avaliação sensorial, deve-se realizar a higienização e sanitização de 

mãos, superfícies e utensílios, com água e sabão ou higienizar com álcool 70% quando 
não houver sujidade visível. 

8) Retire as amostras da geladeira, somente no momento da realização da análise. 
 

*Caso tenha observado alguma não conformidade ou dúvidas, favor entrar em 

contato com Débora Vieira (53 984556178). 

 
 
 
 
 
 
 
 

APÊNDICE IV - PROTOCOLO PARA ANÁLISE SENSORIAL – SESSÃO 1  
 

- LER ATENTAMENTE TODAS AS INSTRUÇÕES ANTES DE INICIAR A ANÁLISE 
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Você avaliará somente a APARÊNCIA, ODOR E TEXTURA (amostra não será colocada na 

boca). 

 

1) LER E ASSINAR O TCLE 
2) AO RECEBER OS PRODUTOS EM SUA CASA COLOCA-LOS E MANTE-LOS À 

TEMPERATURA DE GELADEIRA (4°C) ATÉ O MOMENTO DE REALIZAR A 
ANÁLISE SENSORIAL. 

 

SESSÃO 1 

 

3) Escolher um ambiente ISOLADO para a realização das análises sensoriais. Esse local deve 

ser ISOLADO, COM BOA ILUMINAÇÃO, SILENCIOSO E LONGE DE ODORES (evitar 

locais próximos a cozinhas, banheiros, hortas, jardins, churrasqueiras,...). A escolha desse 

ambiente é extremamente importante para a qualidade dos resultados obtidos.  

4) CONFIRA SE RECEBEU QUATRO amostras, cada uma dessas amostra está codificada 

com três dígitos aleatórios.  

5) Ao abrir o saco plástico contendo as 4 amostras, coloque cada uma das amostras 

separadamente em uma superfície horizontal branca (pode ser um prato de vidro branco, prato 

descartável branco ou uma tábua branca). 

6) Avaliar as amostras individualmente.  

7) Você deve manipular as amostras com a ajuda de utensílios (talheres ou espátulas). 

8) Após familiarizar-se com a amostra, FAÇA UMA LISTA DOS DESCRITORES não 

hedônicos** para APARÊNCIA, ODOR e TEXTURA, a fim de DISCRIMINAR AS 

AMOSTRAS. Liste o máximo de atributos que conseguir. O tempo de realização desta 

atividade é livre.  

** Definição de “atributo não hedônico”: É um atributo que usa de termos descritivos para 

avaliar sensorialmente com poder discriminativo uma amostra (ver exemplos na Tabela 1). 

Salvo que, não é necessário o uso destes atributos descritos na Tabela 1, poderão ser 

encontrados demais atributos não-hedônicos que considerem apropriados para descrever as 

amostras. Ressaltando que, os atributos devem ser utilizados para discriminar e classificar as 

amostras de diferentes dias úteis.  
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Tabela 1. Exemplo de atributos hedônicos e não hedônicos 

Atributos hedônicos Atributos não hedônicos 

Aparência agradável Aparência geral 

Cor forte Cor alaranjado 

Cor fraca Cor amarronzado 

Mole Textura na mão 

Odor agradável Odor de cenoura 

Odor ruim Odor terroso 

 

9) Após a realização da lista de descritores, você deverá compartilhar os atributos levantados 

em uma planilha eletrônica. Essa planilha foi enviada para seu por e-mail, compartilhada no 

google drive (nome do documento: planilha com os atributos avaliação individual).  

 

10) Os termos gerados pelos painelistas serão reunidos em uma lista comum, a fim de ajudá-

los a encontrar atributos que possam ter sido negligenciados ou nomeados com dificuldade. 

Esta planilha estará disponível pelo google drive em seu endereço de e-mail (nome do 

documento: planilha com os atributos avaliação coletiva). A lista com todos os termos, será 

organizada de acordo com classificação sensorial correspondente (aparência odor e textura) e 

em ordem alfabética.  
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APÊNDICE VI - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Os consumidores procuram datas de validade nos rótulos dos alimentos motivadas pelo seu 

interesse por produtos alimentícios frescos, naturais, seguros e de qualidade superior. Além 

disso, o período de validade pode influenciar a aceitabilidade, a percepção do paladar e a 

qualidade percebida dos produtos alimentícios. No entanto, mudanças sensoriais são as que 

limitam o prazo de validade da maioria destes produtos. 

Neste momento estamos formando uma equipe de avaliadores, e gostaríamos de convidá-lo (a) 

para ser um de nossos colaboradores oficiais, com intuito de auxiliar na avaliação sensorial da 

vida útil da cenoura minimamente processada, através da metodologia do Perfil Flash. 

Compreendemos que o nosso cotidiano é corrido, mas sua participação é muito importante para 

nós. Participar do grupo de avaliadores de vida útil de produtos refrigerados não é uma tarefa 

difícil e não irá tomar muito seu tempo. Você irá utilizar sentidos do olfato e da visão para 

descrever suas opiniões. 

Serão em torno de 2 encontros de 30 a 60 minutos e os testes serão feitos em etapas específicas, 

descritas como sessão 1 (levantamento de atributos) e sessão 2 (avaliação da vida útil através 

da classificação dos atributos).   

Sua participação é livre de despesas pessoais e compensação financeira; se existir qualquer 

despesa adicional, ela será́ absorvida pelo orçamento da pesquisa. O pesquisador garante ao 

pesquisado a assistência integral e gratuita. 

Você̂ tem o direito de se manter informado sobre os resultados parciais e finais, os quais serão 

publicados em eventos e periódicos científicos, mantendo-se o anonimato de sua identidade.  

É garantida a liberdade de retirada do consentimento em qualquer etapa da pesquisa, sem 

nenhum prejuízo para você̂, para tanto entre em contato comigo, pesquisadora responsável no 

endereço: Rua Castro Alves, 453, Rio Grande, ou por e-mail: debora.craveiro@yahoo.com.br ou 

por  telefone: (53) 984556178,  ou com o CEP-FURG (endereço: segundo andar do prédio das 

pró-reitorias, Av. Itália, Km 8, bairro Carreiros, Rio Grande, RS, e-mail: cep@furg.br, telefone: 

3237.3013). O CEP/FURG é um comitê̂ responsável pela análise e aprovação ética de todas as 

pesquisas desenvolvidas com seres humanos, assegurando o respeito pela identidade, 

integridade, dignidade, prática da solidariedade e justiça social.  

 

Você receberá uma via deste termo e a outra ficará com o(a) pesquisador(a). 

Você aceita participar? Eu aceito participar desta pesquisa.  

Nome Completo: _______________________________________________________ 

mailto:debora.craveiro@yahoo.com.br
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E-mail: _______________________________________________________________ 

Telefone/WhatsApp: _____________________________________________________ 

 

 

___________________________________________________ 

Assinatura do(a) participante  

Data ___/____/____ 

Qualquer dúvida, ou se precisar de informações adicionais, entre em contato com os 

pesquisadores responsáveis:  

Discente Débora Craveiro Vieira/ 984556178/ debora.craveiro@yahoo.com.br 

Orientador Profa. Dr.ª Vilásia Martins/99983724/vilasiamartins@gmail.com 

Docente: Profa. Dra. Márcia de Mello Luvielmo/981116074/mmluvielmo@gmail.com 

 

___________________________________________________ 

Assinatura do(a) pesquisadora responsável 

Data ___/____/____  
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CAPÍTULO IV 

CONCLUSÃO GERAL 
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CONCLUSÃO GERAL 
 

A integração de tecnologias na área de embalagem se faz necessário para encontrar 

resultados mais eficientes para controle de qualidade dos alimentos na cadeia produtiva dos 

alimentos refrigerados. A interação destas tecnologias, proporcionam aos pesquisadores, uma 

linha de pesquisa enriquecedora no âmbito global. Desenvolvendo tecnologia com novo 

conceito de qualidade, ainda não atingida no Brasil. E desta forma, garantir para vida das 

pessoas maior segurança alimentar e credibilidade dos produtos no mercado. Sendo que, para 

realização destes projetos são necessárias as parcerias entre as instituições de pesquisa e a 

indústria. 

A invenção proposta nesta tese apresenta uma concepção diferenciada, 

primeiramente por ser um indicador enzimático líquido de tempo e temperatura, que possibilita 

o uso de baixas concentrações de solução enzimática e solução de amido e iodo para alcançar 

o efeito termodinâmico e colorimétrico necessário, de modo que o ITT apresente baixo custo, 

mecanismo de reação simples, além de possuir versatilidade em sua atuação em função do tipo 

e quantidade de enzima utilizada. Assim, podem ser utilizados para acompanhamento de cadeia 

de frio e aplicados a uma ampla gama de produtos refrigerados. 

A utilização do novo protótipo de ITT, combinado com sistemas de gestão da 

produção efetivos pode significar, para o cliente um alimento seguro, com vida-útil nominal 

assegurada; para o fabricante, a possibilidade de identificar ineficiências, reduzindo índices de 

reclamação, melhorar a imagem da empresa e, consequentemente, aumentar o lucro; ou para os 

estabelecimentos comerciais, a obrigatoriedade de cumprir com os regimes de temperatura 

obrigatórios e que constam nos rótulos dos produtos perecíveis. 
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CAPÍTULO V  
RESÍDUOS GERADOS E DESTINO 

SUGESTÃO PARA TRABALHOS FUTUROS 
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RESÍDUOS GERADOS E DESTINO 
 

Todos os resíduos de substâncias químicas gerados durante o desenvolvimento da 

pesquisa foram conduzidos de acordo com o manual de gerenciamento de resíduos da unidade 

acadêmica Escola de Química e Alimentos – EQA, visando a identificação, estocagem e 

direcionado para o tratamento adequado. 

 

SUGESTÃO DE TRABALHOS FUTUROS 
 

• Desenvolver e otimizar o ITT enzimático de acordo com os requisitos especificados de 
produtos característicos da indústria brasileira de carne. 
• Verificar a aplicabilidade do protótipo de ITT enzimático, avaliando o desempenho do 
sob condições reais de produção industrial, transporte, armazenamento comercial e casa do 
consumidor.  
• Promover a implementação do novo protótipo de ITT por meio da investigação das 
expectativas do consumidor, varejista e indústria. 
• Informar consumidores, varejistas e indústria sobre as vantagens do ITT enzimático, 
realizando parceria para desenvolvimento e aplicação comercial. 
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