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RESUMO

Biofilmes sdo caracterizados como materiais de fina espessura, preparados a partir de
macromoléculas bioldgicas, que age como barreira a elementos externos (umidade,
gases e 6leos) e consequentemente, protege o produto e aumenta sua vida comercial.
As proteinas miofibrilares de peixe tém excelentes propriedades de formacdo de
biofilme. O objetivo deste trabalho foi a obtencdo e caracterizacdo de biofilme
desenvolvido a partir de proteinas miofibrilares de subprodutos de dourada
(Brachyplatystoma roussauxii). Foi estudada a caracterizacdo do subproduto e das
proteinas liofilizadas indicando que a matéria prima apresentou elevada concentracéo
de proteina miofibrilar (96,58%) importante para a formacdo da matriz biopolimérica.
Realizou-se dois planejamentos estatisticos, a priori estudou-se simultaneamente cinco
variaveis envolvidas no processo, através de um planejamento fracionario 2°7,
demonstrando que apenas a concentracao de proteinas e plastificante apresentaram
influencia significativa e que, por tanto, estas foram submetidas ao segundo
planejamento Composto Centra Rotacional para definir a regido de melhores
propriedades mecanica, fisica e de barreira. O biofilme otimizado foi elaborados com
0,79 % de PML e 40% de plastificante. A temperatura do banho-maria utilizado na
formagdo da solugdo filmogénica foi fixada a 50 °C, a temperatura e tempo de
secagem do biofilme a 25°C por 16 horas respectivamente. Quanto as propriedades do
biofilme desenvolvido apresentou-se com 178,08% de elongacdo, 4,91 MPa de
resisténcia a tracdo, 0,033 mm de espessura, 6,42x10™ g.m. m? s* Pal de
permeabilidade ao vapor de agua e 19,46% de solubilidade. A microestrutura do
biofilme revelou uma estrutura pouco homogénea, porém coesa e densa. O biofilme
exibiu caracteristicas promissoras apresentando aspectos homogéneos, transparentes,
resistentes e flexiveis, além de baixa solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua
podendo ser um meio para promover o uso de residuos em grande parte descartados

pela industria processadora de pescado.

Palavras-chave: Biofilme; Proteinas miofibrilares; Subproduto de peixe.
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ABSTRACT

Biofilms are characterized as thin materials prepared from biological macromolecules,
which acts as a barrier to external elements (moisture, gases and oils) and thus protects
the product and enhances its commercial life. The fish myofibrillar proteins have
excellent properties of biofilm formation. The objective of this study was to obtain and
characterize biofilm developed from myofibrillar protein Golden products
(Brachyplatystoma roussauxii). Characterization by product and lyophilized proteins
indicating that the raw material had a high concentration of myofibrillar protein
(96.58%) important to the formation of the biopolymer matrix was studied. It carried
out two statistical planning a priori studied simultaneously five variables involved in
the process through a fractional plan 2°*, demonstrating that only the concentration of
protein and plasticizer showed significant influences and that, therefore, they were
subjected to the second planning Compound Rotational Centra to define the region of
better mechanical properties and physical barrier. The optimized biofilm was made
with 0.79% of PML and 40% plasticizer. The temperature of the bath used in the
formation of the filmogenic solution was set at 50 ° C, the biofilm temperature and the
drying time at 25 ° C for 16 hours respectively. The properties of the biofilm had
developed up to 178.08% elongation 4.91 MPa of tensile strength, 0.033 mm thick,
6,42x10™ g.m. m2. s™. Pa™ permeability to water vapor and 19.46% solubility. The
microstructure of the biofilm showed a poorly homogeneous structure, though dense
and cohesive. The biofilm characteristics exhibited promising aspects presenting
homogeneous, transparent, flexible and resistant, in addition to low solubility and
permeability to water vapor may be a means to promote the use of waste largely
discarded by the fish processing industry.

Keywords: Biofilm; Myofibrillar proteins; Fish-product.
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1 INTRODUCAO

A embalagem é usada para proteger e manter a qualidade do produto
alimenticio e para isso sdo empregados materiais para a sua preparagdo, porém a maior
parte ¢ feita de plasticos por apresentar boas propriedades mecanicas, eficacia como
barreira ao oxigénio e a agua, no entanto, a utilizacdo desses materiais sintéticos
representa um sério problema ecoldgico, devido a sua ndo biodegradabilidade (PIRES
etal., 2011).

Neste contexto, surgiu o interesse em desenvolvimento de biofilmes com
caracteristicas de embalagens biodegradaveis, que ndo causam danos ao meio
ambiente, contribuem para reducdo dos problemas ambientais causados pelo uso
indiscriminado de residuos plasticos a base de petroleo (DAVANCO et al., 2007,
ARRIETA et al., 2014).

Os filmes biodegradaveis podem ser elaborados a partir de polimeros naturais
como proteinas, polissacarideos e lipideos ou da combinacdo destes compostos
(RHIM; NG, 2007). Esforcos tém sido feito para desenvolver filme de biopolimeros
para a producdo alternativa de embalagem ecoldgica, formados a partir de
macromoléculas bioldgicas, como as proteinas, que sdo heteropolimeros constituidos
por uma diversidade de aminodacidos, os quais podem ser submetidos a uma grande
variedade de interacOes e de reacfes quimicas (LIMPAN et al., 2010).

Apesar das proteinas de origem vegetal serem amplamente estudadas (MATTA
et al., 2011; JIPA, et al., 2012; GARRIDO et al., 2014) provavelmente devido a sua
abundancia e baixo custo nos paises desenvolvidos, estudos recentes demonstraram
que as proteinas animais possuem excelente capacidade de formacdo de biofilmes,
especificamente as proteinas de carne bovina (SOBRAL, 2000; SOUZA; SOBRAL,
MENEGALLI, 2012) e de peixes (LIMPAN et al., 2012; ZAVAREZE et al., 2012;
ARFAT et al., 2014).

Os biofilmes formados com proteinas de peixe apresentam propriedades
funcionais interessantes como a habilidade para formar redes, plasticidade e
elasticidade, além de apresentar uma boa barreira ao oxigénio. No entanto, sua barreira
ao vapor de agua € baixa em razdo da sua natureza hidrofilica, esta caracteristica pode
ser modificada pela adicéo de plastificantes e/ou aditivos (ZAVAREZE et al., 2012).

Inimeros estudos tém sido publicados sobre caracterizacdo das propriedades
funcionais de biofilmes a base de proteinas de peixe (CHINABAHARK et al., 2007;
RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008; HOQUE et al., 2011; PRODPRAN et al.,
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2012). Cuq et al. (1995) estudaram a influéncia do pH, da concentracdo de proteina, e
da temperatura no preparo da solucdo de biofilmes produzidos a partir de proteinas
miofibrilares de sardinha (Sardina pilchardus) e demonstraram que estas tém
excelentes propriedades filmogénicas, isto é, sob certas condi¢Ges de tratamento
térmico, e sobretudo de pH, as proteinas miofibrilares sdo capazes de formar uma
matriz continua, sendo possivel assim, a producéo de material fino e flexivel, ou seja,
biofilme.

Entre as varias proteinas de pescado, as miofibrilares podem ser usadas para
preparar solugdo formadora de filme. Estas proteinas sao encontradas em subprodutos
da industria de filetagem de pescados (residuos). Sabendo que a indUstria pesqueira
gera um volume de residuo superior a 50%, em média, e ciente do alto teor de
proteinas destes residuos, faz-se necessario um melhor aproveitamento deste material
(GONGALVES, 2011).

Assim, este trabalho teve como objetivo geral obter e avaliar o biofilme
elaborado a partir de proteinas miofibrilares de residuo da dourada (Brachyplatystoma
roussauxii).

Os obijetivos especificos sdo:

— Caracterizar o residuo da dourada, através de andlises fisicas e quimicas;

— Extrair proteinas miofibrilares do residuo da dourada;

— Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e rendimento das proteinas
miofibrilares extraidas do residuo da dourada;

— Elaborar biofilme utilizando as proteinas miofibrilares da dourada;

— Selecionar as varidveis que influenciam na obtencdo do biofilme através do
planejamento fracionario;

— Otimizar o processo de obtencdo de biofilme utilizando a Metodologia de
Superficie de Resposta;

— Avaliar as caracteristicas fisicas, mecénicas e de barreira do biofilme

otimizado.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. GENERALIDADES DO PESCADO

2.1.1. Producéo pesqueira

Segundo o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura, a produ¢do mundial de
pescado (pesca extrativa e aquicultura) atingiu aproximadamente 168 milhdes de
toneladas em 2010. Os maiores produtores foram a China, a Indonésia e o Peru. Neste
cenario, o Brasil contribuiu com 1.264.765 toneladas da producdo em 2010, ocupando
a posicdo 19° no ranking geral dos maiores produtores de pescado do mundo. A
atividade de pesca extrativa aumentou 2,3%, com uma producdo de mais de 800 mil
toneladas. Ao todo, a producdo pesqueira nacional alcancou 1,43 milhdo de toneladas
em 2011, ou seja, 13,2% a mais do que no ano 2010. Considerando-se apenas 0s
paises da América do Sul, o Brasil aparece em terceiro lugar, logo a frente da
Argentina que produziu cerca de 814 mil toneladas de pescado (BRASIL, 2015a).

O Brasil é banhado por uma costa maritima de 8,5 mil quilémetros e possui
12% de toda a agua doce do planeta, e ainda 8,2 bilhdes de metros cubicos de agua
distribuidos em rios, lagos, acudes e represas. Com condi¢des ambientais e climaticas
favoraveis a tanta riqueza natural, tem potencial para se tornar um dos maiores
produtores de pescado no mundo (BRASIL, 2015b).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), o pescado é a proteina
animal mais saudavel e consumida no mundo. Os brasileiros ultrapassaram o0 consumo
minimo de pescado recomendado de 12 quilos por habitante ao ano. No Brasil, o
consumo chega a 14,50 quilos por habitante/ano de acordo com o levantamento feito
em 2013 (BRASIL, 2015b).

De acordo com o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura, a producéo de
pesca extrativa continental em 2011 foi de 249.600,2 toneladas e a regido Norte
novamente se manteve como o maior produtor desta modalidade, com 137.144,5
toneladas, sendo responsavel por 55% da captura total (BRASIL, 2015b).

O estado do Para se destaca como o maior produtor de pescado do
Brasil, que segundo a Secretaria de Pesca e Aquicultura do Pard, no ano de 2013 o
Pard totalizou uma producdo de 728.393,80 toneladas de pescado, sendo 670.961 da
pesca artesanal (92,1%); 41.250 da pesca industrial (5,7%) e 16.182 da piscicultura
(2,2%). O Estado ultrapassou Santa Catarina, que até 2012 estava no primeiro lugar do
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ranking da producao de pescado no pais (SEPAQ, 2015). Além de se destacar como o

segundo maior estado, contribuindo com 15,8% da produgéo nacional.

2.1.2. Residuos da industria de filetagem de pescado

Os residuos do processamento da industria de pesca sdo considerados matérias-
primas de qualidade e de baixo valor comercial, que ndo sdo utilizados na maioria dos
casos, tornando-se dejetos que causam prejuizos ecoldgicos, sanitarios e econdmicos.
Desta forma, o emprego do subproduto do processamento de pescado na elaboracgéo de
novos produtos deve ser realizado na efetivacdo de uma empresa limpa, o que
aumentaria a receita e contribuiria para a preservacdo ambiental (MINOZZO, 2010).

As cabecas, escamas, peles, visceras, carcacas e aparas da filetagem sdo 0s
principais residuos do processamento de pescado. Dependendo da espécie de peixe
processada e do produto final obtido pelo frigorifico, estes residuos podem representar
algo entre 8 a 16% (no caso do pescado eviscerado), e entre 60 e 72%, na producéo de
filés sem pele (KUBITZA, 2006).

No Brasil, o aproveitamento dos residuos de pescado é restrito e milhares de
toneladas desse subproduto sdo produzidos e descartados pelas unidades
beneficiadoras de pescado em razdo, principalmente, da falta de reconhecimento deste
recurso como matéria-prima, fonte para outros produtos e também pela falta de um
destino adequado, levando a um descarte no meio ambiente gerando sérios problemas
de poluicdo ambiental (BORGHESI, 2004).

Os tipos e a quantidade de residuos gerados na industrializacdo de pescado
dependem da espécie de processamento empregado: peixe inteiro eviscerado,
eviscerado e descabecado, filé, dentre outras. As quantidades relacionam-se ao
rendimento de carcacga dos peixes, que varia em funcdo do tipo de processamento, da
espécie e tamanho do peixe, entre outros fatores. Neste contexto, cabe destacar que as
operacdes de abate e filetagem de peixe podem levar as grandes montantes de
residuos, que consiste de visceras, cabecas, pele, 0ssos e aparas da filetagem (FALCH
et al., 2006).

Nas diversas etapas da cadeia produtiva da industria de alimentos, desde a
producdo até a comercializacdo no varejo, € gerada uma quantidade significativa de
residuos. Diante disso, as industrias alimenticias sejam de origem animal ou vegetal

vém sofrendo uma tendéncia mundial que € a crescente pressao para se tornarem mais
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responsaveis com meio ambiente, sendo assim obrigadas a viabilizarem formas
diferentes de utilizacdo destes residuos (AGUIAR; GOULART, 2013).

2.2. PROTEINAS

A maioria dos componentes nitrogenados do pescado faz parte das proteinas;
no entanto, o tecido muscular contém igualmente compostos nitrogenados néo
proteicos. O conhecimento da composicdo e das propriedades dos diversos
componentes nitrogenados € de grande relevancia pratica, uma vez que as
caracteristicas préprias do masculo dependem, em grande parte, da concentracdo e da
proporcédo desses componentes (GONCALVES, 2011).

De acordo com Ogawa e Maia (1999), as proteinas musculares do pescado sdo
classificadas de acordo com a solubilidade em: proteinas sarcoplasmaticas,
miofibrilares e do estroma (Figura 1).

SARCOPLASMATICAS

.

Contrateis

{ PROTEINAS MIOFIBRILARES Reguladoras

Citoesqueleto

ESTROMATICAS

L

Figura 1: Classificacdo das proteinas do musculo do pescado

2.2.1. Proteinas sarcoplasmaticas

As proteinas sarcoplasmaticas ou fracdo miogeno do musculo tém a
propriedade de ser soltveis em agua e em solugdes salinas diluidas. Compreendem as
proteinas do sarcoplasma, as integrantes do liquido extracelular e as proteinas
presentes nas pequenas particulas do sarcoplasma. As proteinas sarcoplasmaticas
compreendem 30% do total das proteinas do musculo do pescado. O grupo das
albuminas é composto por mais de 100 proteinas diversas, com ampla variedade de
pesos musculares e pontos isoelétricos, sendo que a maioria tem atividade enzimatica.
Aqui estdo incluidas as proteinas ligadas a acidos nucleicos, os componentes das

lipoproteinas e as cromo proteinas do musculo e do sangue (OETTERER, 1999).
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2.2.2. Proteinas miofibrilares

As proteinas miofibrilares sdo proteinas contidas nas células musculares,
formadoras dos tecidos esqueléticos e em grande parte, responsaveis pelo fenémeno de
contracdo muscular. Do ponto de vista alimentar, as proteinas miofibrilares sdo as
principais proteinas do musculo do peixe, medindo cada fibra de 0,01 a 0,1 mm de
comprimento por 1 a 2 um de didmetro. As proteinas sdo soltveis em solugdes salinas
de alta forga i6nica (i>0,5) (OGAWA; MAIA, 1999).

As proteinas miofibrilares compreendem 40 a 60% do total proteico. S&o
basicamente a miosina e a actina. Estas proteinas é que se complexam, formando a
actomiosina, no momento do “rigor mortis”, sdo também responsaveis pela capacidade do
pescado em reter dgua, pelas propriedades sensoriais e pela capacidade de formacdo de
gel. A miosina constitui de 50 a 60% da fracdo miofibrilar e a actina, 15 a 20%
(OETTERER, 1999).

As proteinas miofibrilares sdo normalmente insolGveis em &gua, mas podem ser
solubilizadas controlando-se o pH da solucdo. Essas proteinas, que sdo completamente
estendidas, apresentam cadeias de polipeptidios fortemente associadas entre si, em
estruturas paralelas (IWATA et al., 2000).

As proteinas miofibrilares podem ser divididas em trés subgrupos: contréteis,
reguladoras e do citoesqueleto (SIKORSKI, 1990; XIONG, 1997).

As proteinas contrateis incluem a miosina e actina que sdo diretamente
responsaveis pela contragdo muscular. A miosina é constituida por seis subunidades de
polipeptidios, duas cadeias pesadas e quatro leves. As duas cabecas globulares com
atividade ATPase sdo relativamente hidrofobica e sdo capazes de se ligarem & actina
(McCORMICK, 1994; XIONG, 1997).

Quando miosina é digerida por tripsina ou quimotripsina durante um curto
periodo, ela é dividida em dois monémeros de cadeias pesadas, com um tamanho de
220.000 Daltons, dependendo das espécies e do tipo de fibras (XIONG, 1997). A
miosina é responsavel por uma série de propriedades como a gelificacdo, retengéo de
agua e emulsificacdo (RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008).

Cada molécula de actina contém cinco grupos sulfidrila e um local de ligagéo,

0 que permite formar complexos de miosina temporarios que podem ser divididos por
compostos de alta energia tais como ATP em forcas ionicas elevadas (XIONG;
BREKKE, 1989).
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As principais proteinas reguladoras séo as tropomiosina e troponina, localizada
sobre os filamentos finos, a primeira representa cerca de 8-10% do total das proteinas
miofibrilares. A molécula de tropo miosina consiste em aminas &cidas e basicas com
ponto isoelétrico de 5,1 (SUZUKI, 1981; XIONG; BREKKE, 1989). A troponina é
uma proteina globular encontrada em filamento fino com um peso molecular de
37.000 Daltons.

As proteinas do citoesqueleto incluem a titina, nebulina, desmina e outras
proteinas. Proteinas do citoesqueleto funcionam para apoiar e estabilizar as proteinas

contrateis do musculo.

2.2.3. Proteinas Estromaticas

O estroma € o residuo remanescente apOs a extracdo das proteinas
sarcoplasmaéticas e miofibrilares, € composto pelas principais proteinas do tecido
conjuntivo (colageno e elastina), reticulina e agregados desnaturados de proteinas
miofibrilares e, possivelmente, por proteinas sarcoplasmaticas que perderam a sua
solubilidade caracteristica. O estroma € insolivel em solucdes diluidas de acido
cloridrico ou hidréxido de sodio, ou seja, ndo podem ser extraidas com agua e nem
com solucgdes alcalinas ou &cidas (MESQUITA, 1998).

Entre os constituintes minoritarios dos pescados encontram-se 0s sais minerais,
cujo teor varia de 1,0% a 2,0%, os carboidratos, que, no caso dos peixes, representam
cerca de 1,0% da sua composicdo, e substancias nitrogenadas ndo proteicas, sem
relevancia nutricional, que correspondem a cerca de 0,5% no masculo dos peixes in
natura (BADOLATO et al., 1994).

2.3. BIOFILME

Filmes sdo estruturas utilizadas para envolver produtos. Ao serem
completamente degradados por micro-organismos consideram-se biodegradaveis,
sendo chamados de biofilmes, caracterizados como materiais de fina espessura,
preparados a partir de macromoléculas bioldgicas, que age como barreira a elementos
externos (umidade, gases e 6leos) e consequentemente, protege o produto e aumenta
sua vida comercial. Eles podem tambem carregar compostos antimicrobianos e
antioxidantes (KROCHTA; MULDER-JOHNSTON, 1997).

Essas propriedades dependem do biopolimero usado (conformacdo, peso
molecular, distribuicdo de cargas, polaridade), das condigdes da fabricacdo (pH,

concentracdo de proteinas na solugédo filmogénica, tratamento térmico da solucdo, tipo

20



e teor de plastificante) e das condi¢cbes ambientais (temperatura e umidade relativa),
importantes por causa da natureza higroscépica dos biopolimeros e do plastificante.
(MONTERREY- QUINTERO; SOBRAL, 2000).

Os biopolimeros derivados de matérias-primas naturais como polissacarideos,
proteinas e lipideos s@o considerados como potenciais substitutos para filmes plasticos
ndo biodegradaveis tradicionais por apresentarem baixo custo, facil disponibilidade de
recursos reprodutiveis e biodegradabilidade (JANJARASSKU; KROCHTA, 2010).

2.3.1. Mecanismos de formacéo de biofilme

Para a formacdo de biofilmes, varios componentes sdo necessarios, cada um
com sua finalidade. Guilbert e Gontard (2005) explicam que, na formulacdo de
bioplasticos, deve haver um componente capaz de representar uma matriz, ou seja, um
polimero que tenha coesédo e continuidade, formando estruturas continuas, amorfas ou
cristalinas. Além da matriz (geralmente uma macromolécula), sdo necessarios o
solvente (agua, etanol ou outros) e o plastificante (glicerol ou sorbitol) e ajustadores de
pH (acido acético ou hidrdéxido de sédio).

Um dos processos amplamente utilizados na elaboracdo de biofilmes é a
técnica denominada “casting”, que compreende o preparo de uma solugdo coloidal da
macromolécula adicionada ou ndo de aditivos, aplicacdo dessa solu¢do num suporte
adequado, seguida de secagem em condi¢cBes controladas (MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAL, 2000).

A formacao de biofilmes inicia-se com a formacéo do gel, envolvendo ligac6es
inter e intra-moleculares cruzadas entre as cadeias de polimeros, formando uma matriz
tridimensional semi-rigida que envolve e imobiliza o solvente utilizado (KESTER;
FENNEMA, 1986). O grau de coesdo depende da estrutura do polimero, do solvente
usado, da temperatura, e a presenca de outras moléculas, como os plastificantes
(THARANATTHAN, 2003).

Apds a secagem, entdo, se obtém filmes, estruturas independentes disponiveis
para serem adicionadas ao alimento desejado, ou seja, podem ser colocadas na
periferia do alimento ou na forma de camadas continuas entre compartimentos de um
mesmo alimento (GUILBERT; BIQUET, 1995; GUILBERT et al., 1996).

Ainda segundo Marquié e Guilbert (2002), biofilmes a base de proteinas

podem ser formados em trés etapas:
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. Intervalos intra e intermolecular (ndo covalente e covalente) que estabilizam
polimeros em suas formas nativas usando agentes quimicos ou fisicos (por
solubilizacdo ou tratamento térmico). Como resultado, as cadeias polimeéricas tornam-
se moveis.

1. Dispor e orientar as cadeias poliméricas celulares na forma desejada.

Il. Permitir a formagdo de novas ligacGes intermoleculares e interagfes para
estabilizar a rede tridimensional. A forma obtida no passo Il € mantida pelos agentes
utilizados no passo I (por exemplo, remogéo do solvente).

Com base nestes trés passos, 0 processo baseia-se em solvente dispersante e
solubilizacdo das proteinas em varios solventes e, em sequencia o espalhamento,
seguida por secagem. Este processo tem sido extensivamente estudado e aplicado para
produzir biofilmes de varias proteinas, particularmente de proteinas miofibrilares
(CUQ et al., 1995).

2.3.2. PROPRIEDADES DE BIOFILMES A BASE DE PROTEINAS
Biofilmes de proteina possuem diferentes propriedades, de acordo com as

fontes de proteina, concentracéo, fatores extrinsecos, etc.

2.3.2.1. Propriedades de barreira

Segundo Sarantépoulos (2002) as propriedades de barreira sdo definidas como
a capacidade de resistir a absorcdo ou a evaporacdo de gases e vapores, resistir a
permeacao de lipideos e a passagem de luz.

Biofilmes a base de proteina tém muitas vantagens por ser de excelente barreira
ao oxigénio e ao de diéxido de carbono (GENNADIOS et al., 1994), mas a sua
natureza hidrofilica faz deles bastantes ineficazes a barreira a umidade (ROY et al,
2000; McHUGH; KROCHTA, 1994). Sobral et al., (2000) investigaram a eficiéncia
da espessura do biofilme sobre as propriedades dos mesmos a base de proteinas
miofibrilares, verificando que as propriedades de barreira dos filmes obtidos
diminuem com o0 aumento da espessura, entretanto, a propriedade de barreira pode ser

variada de acordo com a fonte de proteina.

2.3.2.2. Permeabilidade ao vapor da dgua
As embalagens tém como funcéo proteger o produto da acdo de gases, luzes,
odores e vapor da agua, além dos danos fisicos que possam ser causados ao produto.

Devem, também, constituir uma barreira que impeca ou dificulte o contato entre o
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ambiente externo e o produto em seu interior (SARANTOPOULOS et al., 2002).
Para os biofilmes hidrofilicos, a permeabilidade ao vapor da &gua é uma das
propriedades mais discutidas, pois é influenciada pelas caracteristicas intrinsecas do
material, pelo teor do plastificante e pelas condi¢cGes ambientais de umidade relativa e
temperatura as quais se encontram expostos (MULLER et al., 2008).

A propriedade de permeabilidade ao vapor da &gua deve ser levada em
consideracdo quando se determina as possiveis aplicacbes dos filmes como
embalagens (MORAES, 2009). Biofilmes muito permeaveis ao vapor da agua nao
podem ser usados para embalar produtos que ndo possam absorver dgua como, por
exemplo, os produtos desidratados. As propriedades de barreira dependem de varios
aspectos, tais como: area, espessura, tempo de permeacdo, temperatura, densidade,
coeficiente de solubilidade do polimero com a agua, morfologia e concentracdo das
macromoléculas. A presenca de plastificantes nos polimeros faz com que aumente a
taxa de difusdo (MORAES, 2009).

2.3.2.3. Propriedades mecénicas

As propriedades mecénicas dos biofilmes de proteinas sdo geralmente menos
eficiente do que filmes sintéticos (GENNADIOS et al., 1994; CUQ, 2002). Varios
fatores, incluindo encargos de superficie, hidrofobicidade, comprimento da cadeia de
polimero, etc. podem afetar significativamente as propriedades mecanicas de peliculas
a base de proteinas (KESTER; FENNEMA, 1986). As ligacbes de hidrogénio sdo
consideradas importantes, pois contribuem para a resisténcia a tracdo de filmes de
proteinas (KROCHTA, 2002). O nivel e o tipo de agente plastificante tem um efeito
significativo sobre a as propriedades dos biofilmes (SHELLHAMMER; KROCHTA,
1997; CUQ, 2002). Lim et al. (1998) relataram que os biofilmes obtidos a base de ovo
branco com conteudos mais elevados de glicerol tiveram maior alongamento na
ruptura. A distribuicdo e a concentracdo das interacOes inter e intramoleculares
permitidos pela estrutura primaria e espacial sdo mais susceptiveis de afetar as

propriedades mecanicas dos filmes a base de proteinas miofibrilares.

2.3.2.4. Propriedades térmicas

A andlise térmica é definida como grupo de técnicas por meio das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus de seus produtos de reacdo € medida
em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto essa substancia € submetida a um

programa controlado de temperatura. Os resultados séo fornecidos na forma de curvas,
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as quais contém as informacgdes a respeito da variacdo do pardmetro medido
(WENDLANDT, 1986; LUCAS et al., 2001).

As mudancas termodindmicas podem ser medidas com tecnicas calorimétricas,
como a calorimetria diferencial de varredura (DSC). A analise de DSC mede a
diferenca de energia necessaria a substancia e a um material de referéncia que seja
inerte termicamente, enquanto ambos s&o submetidos a uma variagdo controlada de
temperatura, de forma que a amostra e a referéncia sejam mantidas em condig0es
isotérmicas, uma em relacdo a outra, independente do evento térmico que esteja
ocorrendo na amostra (MOTHE; AZEVEDO, 2009).

Esta analise mede as temperaturas e o fluxo de calor associados com as
transicfes dos materiais em funcdo da temperatura e do tempo. Estas medidas
fornecem informacGes qualitativas e quantitativas sobre mudancas fisicas e quimicas
gue envolvem processos endotérmicos (transferéncia de calor da referéncia para a
amostra) como transicfes de fase, desidratacfes, reducOes e algumas reacOes de
decomposicdo, e exotérmicos (fluxo de calor da amostra para a referéncia) como
cristalizacdo, oxidacdo, reacbes de decomposicdo, ou mudancas na capacidade
calorifica (MOTHE; AZEVEDO, 2009).

2.3.2.5. Propriedade de solubilidade

A solubilidade em &gua é uma importante propriedade dos biofilmes no que se
refere as suas aplicacdes. Biofilmes com alta solubilidade podem ser interessantes para
embalagens de alimentos desidratados que devam sofrer uma hidratacdo prévia ao
consumo. Por outro lado muitas aplicacdes demandam embalagens resistentes a agua,
como no caso de alimentos com alta atividade de d4gua, ou mesmo para se evitar a
transpiragdo de produtos frescos (MONTERREY-QUINTERO, 1998).

De acordo com Muller, Yamashita e Laurindo (2008), a solubilidade é
influenciada pelo tipo e pela concentracdo do plastificante. Constataram ainda, que o
glicerol e os grupamentos (-OH) do sorbitol aumentaram os valores de solubilidade do
filme. Para 0 armazenamento € requerida uma baixa solubilidade do filme, porém para
alimentos que sofrerdo cocgdo com os filmes, uma solubilidade alta € desejada.

A solubilidade em agua interfere na propriedade de barreira ao vapor de agua
dos filmes comestiveis. A obtencdo de filmes com boas propriedades de barreiras ao

vapor de &gua, isto &, com baixa permeabilidade dentro de uma grande faixa de
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umidade relativa, implica na utilizacdo do material insolGvel ou de pouca solubilidade
em agua (CARVALHO et al., 2000).

2.4. FATORES QUE AFETAM AS PROPRIEDADES DE BIOFILMES

Vérios fatores afetam a formacdo do filme, tais como: as propriedades da
pelicula, concentracdo de proteina, pH, temperatura e tempo de armazenamento do
biofilme (CUQ et al., 1995).

2.4.1. pH

A carga liquida da molécula de proteina em qualquer valor de pH é uma
consequéncia do estado de ionizacdo de todos os acidos. No ponto isoelétrico (Pi), as
moléculas de proteina com grandes dipolos se atraem e tendem a precipitar. O ponto
isoelétrico da proteina miofibrilar varia de 5,5 a 6,5 aumentando ou diminuindo o pH
resultard em carga negativa ou positiva das proteinas miofibrilares (BERTRAM et al.,
2004).

Hamagchi et al. (2007) trabalharam com o efeito do pH sobre a solubilidade de
proteinas de biofilmes constatando com sucesso a formacdo de filmes flexiveis e semi-
transparentes a partir de proteinas de peixe sob condi¢cdes de varacdo de pH de 1-4 e
de 10-12.

Os biofilmes ndo sédo formados em pH de 5 a 7, esta regido esta proxima do
ponto isoelétrico das proteinas as quais sdo coaguladas e impedidas de se associarem e
formarem biofilmes. Em pHs extremos é possivel a formacdo das solucdes
filmogenicas (SHIKU et al.,, 2003). Estas observagbes sdo consistentes com as
descobertas anteriores de Cuq et al. (1996) que explicaram esse comportamento pela
desnaturacdo das proteinas em funcgéo do pH.

Condic6es que favorecam o aumento de cargas positivas ou negativas, como a
alteracdo do pH, aumentam a solubilidade, e a maior solubilidade das proteinas na
solucéo favorece a interagdo intermolecular incrementando as propriedades mecanicas
dos biofilmes (CUQ et al., 1995; MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 1999).

As proteinas miofibrilares sdo normalmente insolGveis em agua, mas podem
ser solubilizadas controlando-se o0 pH da solugdo. Essas proteinas apresentam cadeias
de polipeptidios fortemente associadas entre si, em estruturas paralelas (IWATA et al.,
2000). Em razéo disso, sdo compostos capazes de formar uma matriz continua durante
a secagem da solucdo (CUQ et al., 1995; MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL,
2000).
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2.4.2. Concentracao de proteinas

A concentracdo de proteinas na solucdo filmogénica também pode influir na
formacéo da matriz proteica. A elaboragédo de biofilmes com isolado proteico de soro
do leite, por exemplo, exige uma concentracdo relativamente elevada de proteinas na
solucdo para que ocorra a formacdo de pontes S-S (PEREZ; GAGO; KROCHTA,
2001). Entretanto, as proteinas do musculo de peixe, quando solubilizadas pela
variacdo do pH, proporcionam solugdes coloidais extremamente viscosas (CUQ et al.,
1995).

Quando se trabalha com alta concentracdo de proteinas na solucdo filmogénica,
essa se torna muito viscosa, comportando-se como fluido de Bingham, isto é, que ndo
flui sobre a forca do préprio peso, assim, € necesséario trabalhar com menores
concentracdes de proteinas na solucdo formadora do filme.

As caracteristicas estruturais e a composi¢do quimica do biopolimero utilizado
na elaboracdo dos biofilmes sdo muito importantes. Neste sentido as proteinas sao
mais interessantes que os polissacarideos (homopolimeros), por possuirem em sua
estrutura até 20 mondmeros diferentes (aminoacidos), com alto potencial de interacfes
intermoleculares (GONTARD; GUILBERT, 1996). Segundo Cuqg (1996), as
propriedades funcionais (forca, deformacéo, barreira aos gases, etc.) dos biofilmes
dependem, sobretudo, do tipo de ligagdes intermoleculares.

2.4.3. Plastificantes

Os plastificantes sdo definidos como substancias com alto ponto de fusdo e
baixa volatilidade que, quando adicionados a outro material, provocam mudancas nas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas (McCHUGH; KHOCHTA, 1994).

Caracterizam-se por um componente muito importante na composicdo dos
biofilmes, pois € exigido para superar a fragilidade, melhorar a flexibilidade e
extensibilidade dos biofilmes (FAMA et al., 2005). Ou seja, eles permitem a obtencao
de biofilmes menos frageis, mais flexiveis, mais suaves, e eventualmente mais duros e
resistentes. A reducdo das forcas intermoleculares entre as cadeias do polimero e em
consequéncia da coesdo do conjunto facilita a elongagéo e diminui sua temperatura de
transicdo vitrea, porém, pelo contrario, faz com que diminuam as propriedades de
barreira frente aos gases, vapores e solutos (GUILBERT; BIQUET, 1995; SANTOS;
SANTOS et al., 2005).
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Na realidade, os plastificantes influenciam todas as propriedades funcionais
dos biofilmes, ndo sé as propriedades mecénicas. A permeabilidade ao vapor de agua
tende a aumentar com o incremento do teor de plastificantes hidrofilicos, como é o
caso dos polidis, em especial o glicerol. De acordo com McHugh; Krochta (1994), o
aumento do teor de glicerol leva ao aumento, também, da permeabilidade aos gases de
filmes hidrofilicos, ou seja, o glicerol se liga as moléculas do biopolimero,
aumentando a mobilidade e diminuindo a densidade entre as suas moléculas,
facilitando a transmissdo dos gases através do material.

Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero e, geralmente, séo
adicionados na proporcao de 10 a 60 g/ g matéria seca, dependo do grau de rigidez do
material (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1996).

Vaérios plastificantes vém sendo utilizados na elaboracdo de biofilmes. Entre
eles, podem ser encontrados mono, di e oligossacarideos (glicose, sacarose), poliois
(glicerol, sorbitol, derivados da glicerina e glicerdis), lipidios (&cidos graxos saturados,
monoglicerideos e derivados de éster, fosfolipidios e surfactantes) (GUILBERT et al.,
1996).

Em se tratando de biofilmes a base de proteinas miofibrilares de peixe, 0s
plastificantes mais comumente utilizados sdo os do tipo poliois como o sorbitol e 0
glicerol, capazes de garantir boa qualidade do filme biodegradavel a ser produzido.

2.4.4. Tratamento térmico

A temperatura € um forte fator de desnaturacdo das proteinas, embora a
estabilidade térmica e a conformacdo de cada proteina dependerdo da composicdo do
aminoéacido. Proteina miofibrilar e proteina de soro de leite tem que ser termicamente
desnaturada, a fim de formar uma matriz continua (IWATA et al., 2000). Além disso,
durante o periodo de secagem, quando a gua é progressivamente eliminada, alteracdo
de conformagdo da proteina e do grau de desdobramento da proteina determina o tipo
e a proporcao de ligacBes covalentes ou interacdo ndo covalente (hidrofdbico, ligacGes
ibnicas e hidrogénio) interacdes que podem ser estabelecidas entre as cadeias de
proteinas. Sabe-se que as cadeias de proteina podem interagir mais fortemente e com
facilidade, especialmente pelas pontes de dissulfeto, quando as proteinas sdo
desnaturadas pelo calor. Assim, a coesédo do produto final seria uma funcdo destas

ligacOes e determinara as propriedades dos filmes obtidos (DENAVI et al., 2009).
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Paschoalick et al. (2003) relataram o efeito do teor de glicerol e o tratamento
térmico sobre as propriedades funcionais dos biofilmes a base de proteinas de Tilapia
do Nilo, verificando que o aumento da temperatura causou um aumento na
permeabilidade ao vapor de &gua dos biofilmes, o tratamento térmico também
provocou um ligeiro aumento na cor, possivelmente pela ocorréncia de reacdo entre as
moléculas de glicerol e o grupo reativo da lisina. Além disso, as propriedades
mecanicas foram aumentadas com a elevacao da temperatura.

O aquecimento modifica a estrutura tridimensional das proteinas globulares,
causando exposic¢do dos grupos SH dos residuos da cistina, provocando a producéo de
pontes de enxofre (S-S) entre cadeias de proteinas adjacentes, e também promovendo a
exposicdo de grupos funcionais que proporcionardo intera¢des hidrofdbicas durante a
secagem (PEREZ; GAGO; KROCHTA, 2001).

2.5. DOURADA (Brachyplatystoma roussauxii)

Peixe da ordem Siluriforme, familia Pimelodidae, a dourada é um grande bagre
(> 50 cm) que habita os canais dos principais rios da bacia amazonica e tem ampla
distribuicdo na Amazonia. Sua estratégia de vida a coloca no grupo de estratégia de
equilibrio por apresentar (i) altos valores de tamanho e idade (ii) taxa de crescimento
baixa (iii) alta sobrevivéncia de adultos (iv) mortalidade natural baixa (v) sua época de
reproducdo é ciclica, dura de dois a trés meses durante a cheia de cada ano (vi) 0s
ambientes utilizados pela espécie variam sazonalmente e (vii) seu mecanismo de
dispersdo e migracgao sdo amplos (ALONSO, 2002).

A dourada (Figura 2) possui grande porte, sendo o maior tamanho conhecido
192 cm. Suas principais caracteristicas morfoldgicas sdo: a cabeca prateada e achatada,
corpo dourado e presenca de barbilhdes maxilares curtos. Diferencia-se das demais
espécies do género Brachyplatystoma ndo s6 pela cor, mas também pelo tamanho dos
barbilhGes e pela mandibula e maxilar do mesmo tamanho (FERREIRA et al., 1998).

Descrita em 1855 por Castelnau, e revisada taxonomicamente por Lundberg e
Littman (2003), a dourada teve o seu nome especifico mudado de Brachyplatystoma

flavicans para Brachyplatystoma rousseauxi.
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Figura 2: Dourada (Brachyplatystoma rousseauxi)
Fonte: Batista, 2010

A dourada é uma das espécies mais importantes para a pesca comercial e
artesanal na Amazonia, sendo capturada em seis paises: Brasil, Bolivia, Coldmbia,
Peru, Venezuela e Equador (BARTHEM; GULDING, 2007).

Segundo ao Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2012) Com
relacdo a producdo continental por espécie, mostrou que no Brasil a dourada

apresentou-se com volumes de desembarque em 2010 de 14.379 toneladas.

2.6. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
2.6.1. Planejamento fatorial fracionario

Segundo Dejaegher et al. (2009), os delineamentos fatoriais fracionados sao
frequentemente utilizados para identificar os fatores mais importantes durante a
primeira fase do método de otimizacéo.

Ao realizar experimentos industriais, € comum verificar a necessidade de
estudar o efeito de um ou mais fatores de controle ao mesmo tempo (ABRAHAM et
al., 1999). A aplicacdo das técnicas de planejamentos de experimentos fatoriais
fracionados 2P, mostra-se como uma das solucdes para esse tipo de problema.
Montgomery (2009) ressalta que, com essa técnica, é possivel analisar os efeitos sobre
uma resposta de interesse, de k fatores com dois niveis cada um, em 2P combinacdes
de testes, realizando-se apenas uma parte do experimento (metade do experimento)
sem comprometer significativamente a precisdo das conclusdes decorrentes da analise
de resultados. Simultaneamente, 0s custos e 0 tempo de duragdo dos ensaios Sdo
significativamente reduzidos.

Os planejamentos fatoriais 2%, conforme Box, Hunter e Hunter (2005), possuem
algumas vantagens, entre elas a capacidade de proporcionar uma analise simplificada

e, também, serem a base de muitos outros planejamentos Uteis, como os fatoriais

29



fracionados 2P. Os experimentos fatoriais fracionados sdo Uteis quando o objetivo é
examinar um grande nuimero de fatores para determinar quais podem ser 0s mais

importantes, ou quando tempo ou recurso disponivel para o experimento s&o0 escassos.

2.6.2. Planejamento fatorial completo

Os planejamentos fatoriais completos avaliam quantitativamente a influéncia
das variaveis sobre a resposta de interesse, bem com suas possiveis interacées. Quando
0 objetivo principal do pesquisador é otimizar o seu sistema, isto &, maximizar ou
minimizar algum tipo de resposta, utiliza-se a metodologia da superficie de resposta
(BARROS NETO et al., 2001).

A metodologia de superficie de resposta foi amplamente e efetivamente
utilizada em investigages industriais e outros processos para melhoria e/ou
desenvolvimento nutricional de produtos devido a sua utilidade pratica na otimizagéo
dos mesmos (DRAPER; LIN, 1990; FICHTATI et al.,1990; FLOROS; CHINNAN,
1988). Esta metodologia pressupde 0 uso de planejamentos experimentais com o
objetivo de investigar e estudar sobre a forma funcional dos processos ou sistemas que
envolvem uma ou mais respostas que sao influenciadas por varios fatores ou variaveis
independentes (CORZO; GOMEZ, 2004). Um apropriado planejamento experimental
¢ fundamental para habilitar um investigador a explorar o processo em estudo e
encontrar através da otimizacdo, 0 maximo ou 0 minimo, se estes existirem, ou
determinar a regido, dentro do espaco total dos fatores, que seja a condicdo
operacional desejavel (MYERS, 1971).

A metodologia de superficie de resposta, do inglés Response Surface
Methodology (RSM) é uma técnica de analise de processos baseada no emprego de
planejamentos fatoriais, cujo principal atrativo é a redu¢do do numero de ensaios
necessarios para se avaliar a influéncia de determinadas varidveis na resposta em
estudo, além de fornecer resultados melhores dos que os obtidos pela analise de uma
variavel tradicional, que além de necessitar uma maior quantidade de experimentos,

néo fornece as interagcdes que podem existir entre as variaveis (BOX et al., 1978).

30



3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL
3.1.1. Matéria-Prima

Os residuos (aparas da filetagem) do processamento da dourada (Figura 3)
foram provenientes do processo de filetagem, da inddstria de pesca Free Mar
localizada no municipio de Vigia-Pa. As aparas foram embaladas em sacos de
polietileno, armazenadas em caixa isotérmica com gelo escama e transportadas para o
Laboratorio de Produtos de Origem Animal (LAPOA) da Universidade Federal do
Pard. No laboratorio as aparas foram higienizadas com imersdo em agua clorada a 5
ppm (mg/L) por 5 minutos e lavadas com agua destilada, em seguida o material foi
prensado manualmente para retirada do excesso de agua. As aparas foram trituradas
em processador domeéstico (Walita, RI7625), por 60 segundos e em seguida
acondicionadas em sacos de polietileno, embaladas a vacuo e submetidas a

congelamento a -26°C até as proximas etapas.

Figura 3: Residuo da dourada
Fonte: Autora, 2013

3.2. METODOS
3.2.1. Composicdo centesimal e cor instrumental da matéria-prima
A composicdo centesimal do residuo da dourada foi determinada através das
analises:
- Umidade: realizada pelo método gravimétrico de acordo com o método
932.12 da AOAC (1997), por secagem em estufa a 105°C até peso
constante;
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- Proteina bruta: determinada através da determinacdo do nitrogénio total,
pelo método de Kjeldahl e conversdo em proteina, multiplicando o valor
obtido pelo fator 6,25, de acordo com o0 método 940.25 da AOAC (1997);

- Lipideos: determinados pelo método Soxlet, usando éter de petréleo como
extrator, de acordo com o método 922.06 da AOAC (1997);

- Cinzas: determinadas pelo método gravimétrico, por calcinacéo, de acordo
com o0 método 938.08 da AOAC (1997), em forno mufla a 550°C;

- Cor instrumental: determinada utilizando colorimetro MINOLTA modelo
CR 310, obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do
vermelho), b* (intensidade do amarelo), C* (valor do croma) e h” (angulo
de tonalidade).

3.2.2. Extracao das proteinas miofibrilares

Para a obtencdo das proteinas miofibrilares de peixe (PMP), foi utilizada a
metodologia proposta por Zavareze et al. (2012). As aparas da dourada foram
descongeladas sob refrigeracdo (7°C) e misturadas com trés volumes de &gua destilada
fria (5°C) utilizando homogeneizador (Tecnal, TE-102) por 2 minutos, em seguida o
material foi centrifugado a 10.000 rpm durante 2 minutos a 4°C em centrifuga
refrigerada (Thermo Fisher, Multifuge X1R) seguido por filtracdo, através de uma
camada de tecido de faillet. O material retido foi misturado com 5 volumes de solucéo
de Cloreto de Sodio 50 Mm (Synth PA-ACS) a 5°C por 5 minutos e submetido a
filtracdo novamente, este processo foi repetido mais duas vezes e, apds essa etapa, a
pasta de proteinas miofibrilares assim obtida, foi distribuida em bandejas de aco
inoxidavel, congelada a -22°C e submetida a liofilizacdo a -60°C por 48 horas
(Liotop, L101), posteriormente a proteina liofilizada foi peneirada em peneira redonda
de inox de Tyler 35 com abertura de 0,42 mm, obtendo-se as proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML), o material obtido foi mantido sob congelamento a -26°C até sua
utilizacdo na producéo do biofilme.

ApoOs a etapa de extracdo, realizou-se o célculo do rendimento das proteinas
miofibrilares, calculado atraveés da relagdo entre a proteina final liofilizada e a
quantidade inicial de matéria-prima, segundo a Equacéo 1.

nal Equacéo (1
massa fina X100 quacao (1)

massa inicial
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3.2.3. Caracterizacao das proteinas miofibrilares liofilizadas
Os procedimentos para determinar composi¢do centesimal e cor instrumental das

proteinas miofibrilares liofilizadas foram realizados conforme descrito no item 3.2.1.

3.2.3.1. Composicgao de amino&cidos

Para a determinacdo do perfil de aminoacidos totais da PML foi utilizado
cromatografo liquido de alta performace Waters-PICO Tag™, Waters Model 712
WISP (Waters, Watford, Herts, UK), segundo o método proposto por White; Hart; Fry
(1986).

3.2.3.2. Microestrutura

A microestrutura da superficie da amostra da proteina miofibrilar liofilizada foi
determinada utilizando microscopio eletrdnico de varredura - MEV (Leo-Zeiss,
modelo 1430) utilizando as condicBes de analise: Tensdo de aceleragdo de 10 kV,
corrente do feixe de elétrons de 90 pA e distancia de trabalho de 15 mm para as
imagens de elétrons secundarios durante a obtencdo das micrografias. Antes da
visualizacgdo, a amostra foi fixada em suporte com fita adesiva dupla face, metalizada
com ouro e o tempo de recobrimento foi de 1,5 minutos. A analise foi realizada no
Laboratorio de Microscopia Eletrénica de Varredura — LABMEV do Instituto de
Geociéncias da UFPA.

3.2.4. Obtencao do biofilme

Os biofilmes foram obtidos de acordo com Zavareze et al.(2012) onde a
producdo consistiu primeiramente no preparo da solucdo formadora do biofilme (SFB)
onde as proteinas miofibrilares em diferentes concentracdes foram misturada com
agua destilada (p/v). O pH foi ajustado para 11 com hidréxido de sédio 2M (Cinética,
NaOH-PA). Foi adicionado a esta mistura diferentes concentracdes de plastificante
(Isofar, Glicerina PA com 99,5% de pureza) de acordo com planejamento fracionario
apresentado na Tabela 2.

A solucéo final foi homogeneizada a 10.000 rpm durante 5 minutos utilizando
homogeneizador Turratec (Tecnal, TE-102) em seguida a solugédo foi a banho-maria
(TECNAL, TE-057) durante 30 minutos nas temperaturas de 50, 70 e 90°C, obtendo-
se SFB.

Através do método casting, 120mL da solucdo formadora de biofilme foram

colocadas em suporte de silicone no formato circular de 22cm de didmetro por 3cm de

33



altura, sendo direcionados para secagem em estufa incubadora (Quimis, Q315M) nos
tempos e temperaturas baseados no planejamento. Apds a secagem, os biofilmes foram
acondicionados em sacos de polietileno a temperatura ambiente (22°C), até serem

analisados.

3.2.5. Determinacéo das variaveis no processo de obtencéo do biofilme através do
planejamento fracionario

Com base na literatura consultada (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL,
2000; HAMAGUCHI et al, 2007; LIMPAN et al, 2012; ZAVARE, et al., 2012;
ARFAT et al, 2014) verificou-se que inumeros fatores influenciam na obtencdo do
biofilme, porém jamais estudados simultaneamente. Desta forma foram realizados
testes preliminares para definir as faixas desses fatores e as variaveis envolvidas no
processo foram definidas.

As influéncias das seguintes variaveis independentes foram estudadas:
concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada, concentracdo de plastificante,
temperatura do banho-maria, tempo e temperatura de secagem na obtencdo do
biofilme, tendo em vista, as varidveis dependentes analisadas: resisténcia a tracéo,
porcentagem de elongacédo e permeabilidade ao vapor de agua.

Neste estudo utilizou-se um planejamento fatorial fracionario 2°*, com dois
niveis (+1 e -1) e repetices no ponto central. O projeto fatorial completo 2° envolve
32 ensaios, os quais foram fracionados em dois, obtendo-se apenas 16 ensaios fatoriais
e 3 pontos centrais, totalizando nesta etapa 19 ensaios. As Tabelas 1 e 2 mostram a
definicdo dos niveis das cinco variaveis envolvidas no processo e a matriz do

delineamento fracionario com seus valores codificados e reais respectivamente.

Tabela 1: Definicdo dos niveis das cinco varidveis estudadas na obtencdo do biofilme

FATORES -1 0 +1
PML (%) — X1 1 1,5 2
Plastificante (%) — X2 30 40 50
T banho-maria (°C) — X3 50 70 90
T secagem (°C) — X4 25 30 35
Tempo de secagem (h) — X5 16 20 24
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Tabela 2: Planejamento fatorial fracionério (2°*) com valores codificados e reais

CODIFICADO REAL
Ensaios XL X2 X3 X4 X5 [ X1 X2 X3 X4 X5
W @ (6 6 Mf & O (O (O O

1 1 1 1 11 1 30 50 25 24
2 1 1 a1 1 2 30 50 25 16
3 -1 1 1 1 1 50 50 25 16
4 1 1 1 11 2 50 50 25 24
5 1 - 1 1 - 1 30 90 25 16
6 1 -1 1 11 2 30 90 25 24
7 -1 1 1 11 1 50 90 25 24
8 1 1 1 1 - 2 50 90 25 16
9 1 a1 1 1 1 30 50 35 16
10 1 11 11 2 30 50 35 24
11 -1 1 -1 11 1 50 50 35 24
12 1 -1 1 41 2 50 50 35 16
13 1 A 1 11 1 30 90 35 24
14 1 -1 1 1 4 2 30 90 35 16
15 -1 1 1 1 1 1 50 90 35 16
16 1 1 1 11 2 50 90 35 24
17 0 0 0 0 0| 15 40 70 30 20
18 0 0 0 0 0| 15 40 70 30 20
19 0 0 0 0 0| 15 40 70 30 20

Os resultados foram compilados em tabelas do programa Microsoft Office
Excel (2007) e foram submetidos a tratamentos estatisticos utilizando-se o Programa
Statistic for Windows versdo 7.0 (2004) para determinar quais variaveis apresentaram
influéncias significativas sobre as respostas.

Foram verificados através do erro puro quais variaveis apresentavam contraste
estatisticamente significativo para cada resposta avaliada e apds a exclusdo dos
contrastes ndo significativos, foram utilizados apenas os fatores significativos para a

otimizacdo do biofilme através do delineamento composto central rotacional.

3.2.6. Delineamento Composto Central Rotacional
Para estabelecer a melhor combinacdo proteina-plastificante (definida no
planejamento anterior) no processo de obtencdo do biofilme, foi utilizado um
planejamento fatorial completo 2°, constituido por ensaios lineares nos niveis —1 e +1,
ensaios com pontos axiais o e —o, definidos em 1,41 e -1,41, respectivamente e
repetices no ponto central. A definicdo dos niveis das varidveis estudadas esta

descrita na Tabela 3.
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Foram realizados 12 experimentos (Tabela 4), sendo 4 ensaios fatoriais
(combinagdo entre os niveis £1), 4 ensaios no ponto central (quatro variaveis no nivel
0) e 4 ensaios nos niveis axiais =+ a. Tendo como variaveis de entrada (independentes):
a concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (X1) e concentracéo de plastificante
(X2).

As varidveis dependentes estudadas foram: permeabilidade ao vapor de &gua e
porcentagem de elongacéo, avaliadas conforme o item 3.2.7.

Tabela 3: Definicdo dos niveis das duas variaveis estudadas na obtencdo do biofilme

-a -1 0 +1 +a
FATORES (-1.41) (1.41)
PML (%) — X1 0,79 1 15 2 2,21

Plastificante (%) — X2 25,86 30 40 50 54,14

Tabela 4: Planejamento fatorial completo composto central rotacional (22) com

valores codificados e reais

Codificado Real
Ensaios X1 X2 X1 X2
(%) (%) (%) (%)
1 -1 -1 1 30
2 1 -1 2 30
3 -1 1 1 50
4 1 1 2 50
5 0 -1,41 1,5 25,86
6 0 1,41 15 54,14
7 -1,41 0 0,79 40
8 1,41 0 2,21 40
9 0 0 1,5 40
10 0 0 1,5 40
11 0 0 1,5 40
12 0 0 1,5 40

* X1= Concentragdo de proteinas; X2 = Concentracao de plastificante

Para a andlise dos resultados experimentais, foi utilizada a Metodologia de
Superficie de Resposta para verificar o comportamento do sistema no qual estdo
combinadas as variaveis independentes e as variaveis dependentes (respostas). Assim,
apos a exclusdo dos efeitos nédo significativos, se obteve as equacdes e graficos de
influéncia dos fatores (Proteina / Plastificante) sobre as variagdes de PVA e

porcentagem de elongacdo. Com os dados, foi estabelecida a concentracéo de proteina
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miofibrilar e a concentragdo de plastificante 6tima do processo de obtencdo do

biofilme.

3.2.7. Caracterizacdo do biofilme
3.2.7.1. Espessura do biofilme

A espessura do biofilme foi medida utilizando-se um micrémetro digital com
resolucdo de 0,001 mm (Insize, modelo IP54). Foram selecionados oito locais
aleatérios em torno de cada biofilme obedecendo a um afastamento da borda de 60

mm para a determinacao da espessura.

3.2.7.2. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (E) dos
biofilmes foram determinadas empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM,
1996) utilizando texturometro (QTS, Brookfield).

As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (23°C). A separacdo
inicial das garras e a velocidade da probe foram de 50 mm e 1 mm.s™
respectivamente de acordo com metodologia descrita por Zavareze 2012. As amostras
foram cortadas em tiras de 100 mm de comprimento e 25 mm de largura. A resisténcia
a tracdo (RT) e a porcentagem de elongacédo (E) foram calculadas pelas Equaces 2 e
3, respectivamente.

Fm Equacio (2)

RT = —
A

Onde: RT: resisténcia a tragdo (MPa); Fm: for¢ca maxima no momento da ruptura do filme (N); A: area
da secgdo transversal do filme (m?).

dr «
E= X100 Equacéo (3)

dinicial

Onde: E: elongacdo (%); d+: distancia total no momento da ruptura (mm); dinicia: distancia inicial de
separacdo das garras (50 mm).

3.2.7.3. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada utilizando-se o
método modificado ASTM D882-95 descrito por Arfat et al.(2014).

A amostra do biofilme foi selada com adesivo de silicone na abertura circular
de um recipiente de vidro de 4,5 cm de didmetro e 7,0 cm de altura contendo 10 g de

silica gel a 0% UR; 0 Pa de pressdo de vapor de agua a 30°C. Estes recipientes de
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permeacdo foram colocados em dessecadores contendo agua destilada a 30°C a 99%
UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor de agua a 30°C. Foram pesados em intervalos de
1h por um periodo de 10 horas. A PVA foi calculada através da Equagédo 4.

PVA = Equacdo (4)

A.t.AP

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de 4gua (g.m. m2. s. Pa™.); W: ganho de peso pelo dessecante
(9); X: espessura do filme (m); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t: tempo de incubagéo
(segundos); AP: diferenga de pressdo parcial (Pa). Trés corpos de provas foram usados para testes de
PVA.

3.2.7.4. Solubilidade do biofilme

Para determinagéo da solubilidade, os filmes foram recortados em discos de 2
cm de didmetro e determinou-se a matéria seca inicial em estufa a 105°C por 24 horas.
Apdbs a primeira pesagem, as amostras foram imersas em recipientes contendo 50 mL
de agua. O sistema foi agitado em Incubadora Shaker refrigerada (Cielanb, modelo
CE-725B) com velocidade de 150 rpm por um periodo de 24 horas, a 25°C. Apos este
periodo, as amostras foram removidas e secas (105°C por 24 horas), para determinar a
matéria seca ndo dissolvida em dgua (GONTARD et al., 1994).

3.2.7.5. Transmisséo de luz e Transparéncia

A transmitdncia de luz dos biofilmes foi medida na faixa do ultravioleta e do
visivel (200 e 800 nm). Os corpos de prova foram cortados em retangulos e colocados
no lado interno da cubeta. A transparéncia dos biofilmes foi determinada em triplicata,
os dois pardmetros foram quantificados usando um espectrofotometro (Biospectro,
modelo SP-22). A transparéncia foi determinada a 600 nm por meio da Equacéo 5, de
acordo com o método ASTM D1746 descrito por Arfat et al., 2014.

log %T Equacéo (5)
e

Transparéncia =

Onde: T = transmitancia a 600 nm; e = espessura do biofilme (mm).

3.2.7.6. Cor

A cor do biofilme foi determinada utilizando colorimetro MINOLTA
modelo CR 310, obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade
do vermelho), b* (intensidade do amarelo), C* (valor do croma), h™ (angulo de
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tonalidade) e a diferenga total de cor (AE*) calculado de acordo com a equacao
6.

AE*=\/(AL*)? + (4a*)? + (4b*)? Equacio (6)

Onde: A ¢ a diferenca dos parametros de cor da amostra do biofilme em relagdo ao padrdo
branco (L: 95,59; a: -5,56; b: 8,16)

3.2.7.7. Caracteriza¢do microscopica da superficie e seccao transversal do biofilme
A microestrutura da superficie superior e da seccéo transversal do biofilme foi
determinada utilizando microscépio eletrdnico de varredura (MEV) (Leo-Zeiss,

modelo 1430), conforme descrito no item 3.2.3.4.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises fisicas, mecénicas, barreira e centesimais foram
avaliados com o auxilio do software Microsoft Office Excel 2007. A analise estatistica
dos resultados foi realizada por meio do programa Statistica® versao 7.0 (STATSOFT
Inc., 2004) através da avaliacdo dos contrastes para o planejamento fracionario e da
hierarquizacéo dos efeitos, analise de variancia e analise de superficie de resposta para

o0 delineamento composto central rotacional.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DO RESIDUO E DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES
LIOFILIZADAS
4.1.1. Caracterizagdo fisica e centesimal do residuo e das proteinas miofibrilares
liofilizadas

Os resultados da composicdo fisica e fisico-quimica do residuo e das proteinas

miofibrilares estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Composicéo fisica e fisico-quimica do residuo e das proteinas miofibrilares

Determinacdes Residuo’ PML®
Proteinas 81,72 £ 0,484 96,58 + 0,319
Cinzas 10,07 + 0,070 2,86+0,054
Lipideos 8,61 + 0,253 0,74+0,018
Umidade 3,32+ 0,041 0,06 + 0,0002
Rendimento - 24,44%

Parametros de cor
L* 45,82+ 0,197 87,81 +0,131
a* -2,14£0,173 -2,247 +0,059
b* 2,8167 + 0,068 15,587 £ 0,120
h* 43,39 £ 0,122 98,207 + 0,199
Cc* 3,542 £ 0,102 15,747 £ 0,119

12 Representam a média das triplicatas + desvio-padrdo do residuo da dourada e Proteina Miofibrilar
Liofilizada (PML) em base seca; L* = Luminosidade; a* = verde-vermelho; b* = azul-amarelo; c* =
croma; h* = angulo de tonalidade.

O resultado das PML (Tabela 5) pode ser comparado com os resultados
encontrados por Arthan et al. (2007) de 81,84 %, Cortez-Vega et al. (2013) de 92,37% e
Zavareze et al. (2013) de 90,36 %, para proteinas miofibrilares das espécies corvina
(Micropogonias furnieri), carapau rodada (Decapterus maruadsi) e corvina,
respectivamente. Apesar de serem espécies diferentes a comparagdo pode ser realizada
levando em consideracdo a formacdo de biofilmes a base de proteinas miofibrilares.
Sabe-se que a composicdo centesimal de peixes pode apresentar ampla variagdo em
funcdo da alimentagdo, sexo, condi¢do nutricional, parte do musculo analisada, época e
local de pesca. O resultado encontrado indica que a dourada apresenta elevada
concentracdo de proteina miofibrilar (96,58%) importante para a formacdo da matriz
biopolimérica.

Ao comparar o contetdo de lipideos do residuo e da proteina extraida (PML) é
possivel verificar que ha uma reducdo drastica neste valor apds a extracdo. Esta

quantidade esta relacionada com a eficiéncia da extracdo, uma vez que na retirada das
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proteinas sollUveis uma grande quantidade de gorduras também € eliminada,
principalmente na etapa de centrifugagdo. Segundo Faustman et al. (2010), a remogéo
dos lipideos favorece a interacdo entre moléculas de proteina, resultando no aumento da
rigidez do filme. Além de contribuir significativamente para a reducdo da oxidacao
lipidica, aumentando assim a estabilidade do produto.

A cor ndo interfere nas propriedades funcionais das proteinas, no entanto
dependendo da cor da matéria-prima, pode influenciar a tonalidade do biofilme
produzido. A analise de cor das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) foi de 87,82
para 0 parametro L* apresentando uma coloracdo clara, pois valores de L* abaixo de
50 representam cores escuras. Os pardmetros a* e b* apresentaram-se proximos de
zero, demonstrando que esses eixos tém pouca influéncia na formacdo da cor da
proteina estudada.

Ao comparar os parametros de cor do residuo de dourada com a PML observa-
se que o processo de extracdo melhorou a coloracdo desta Ultima de acordo com 0s
valores encontrados para L*,a’, b", h* e C* (Tabela 5).

O valor de croma (C*) esta relacionado diretamente a concentracdo de cor, onde
valores proximos de zero significam coloragéo cinzenta, neste estudo o C* foi de 15,75.
O angulo de tonalidade (h*) define tonalidade em si, e, no caso de ser negativo,
apresenta uma tendéncia a coloracdo escura (CHEOW et al., 2007; HUNTERLAB,
2012). Na presente pesquisa a tonalidade encontrada foi de 98,20 para a PML. A
combinacdo dos eixos L*, a*, b* correspondeu de forma adequada a cor perceptivel da
proteina miofibrilar liofilizada de dourada com aparéncia esbranquicada e sem tendéncia
a coloracdo cinza. Estes resultados sdo importantes para o desenvolvimento da presente
pesquisa, pois biofilmes aceitaveis sdo 0s mais transparentes possiveis.

Comparando os parametros de cor entre a amostra analisada de residuo de
dourada e a proteina miofibrilar liofilizada é possivel observar que extracdo
proporcionou melhor coloragdo conforme os valores encontrados para L*, a", b", h* e C*
mostrando que o processo de lavagem influenciou em PML mais clara pela eliminagéo
de sangue e outros pigmentos.

O rendimento ap6s o processo de extracdo foi influenciado pela eficiéncia da
retirada de proteinas solliveis como as sarcoplasmaticas, neste estudo, o rendimento
médio apds o processo de extracdo das proteinas miofibrilares liofilizadas foi de
24,44%.
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4.1.2. Perfil de aminoé&cidos das proteinas miofibrilares

O perfil de amino&cidos da proteina miofibrilar liofilizada estdo mostrados na
Tabela 6.

Tabela 6: Perfil de aminoacidos da proteina miofibrilar liofilizada da dourada

(9/100g de proteina)

Aminoéacido Simbolo Resultado (%)
Aspartato ASP 9,81
Acido glutamico GLU 15,79
Hidroxiprolina HPRO 0,00
Serina SER 3,49
Glicina GLY 3,35
Histidina HYS 1,58
Taurina TAU 0,12
Arginina ARG 6,36
Treonina THR 4,62
Alanina ALA 5,29
Prolina PRO 3,17
Tirosina TYR 3,44
Valina VAL 4,85
Metionina MET 3,09
Cisteina CYS 0,55
Isoleucina ILE 4,56
Leucina LEU 7,95
Felilalanina PHE 3,77
Lisina LIS 9,34
Total - 91,13

Os aminoéacidos encontrados em maior quantidade foram os acidos glutamico e
aspartico, arginina, lisina e leucina. A baixa concentracdo de cisteina e de taurina
encontrada nesta pesquisa € devida a baixa concentracdo de pontes dissulfetos (-S-S)
segundo Monterrey-Quintero; Sobral (2000). A cisteina, apesar de classificada como
polar ndo ionizavel, pode interagir com outras moléculas de cisteina, via pontes
dissulfeto (-SS-), formadas a partir do grupo tiol (-SH), se transformando em cistina.
Nessa situacdo, a interacdo que ocorre € a ligacdo covalente (SUZUKI; SOBRAL;
MENEGALLLI, 2004).

A auséncia de hidroxiprolina deve-se a sua degradacdo durante a hidrélise
acida a que foi submetida & amostra para a analise. A quantificacdo do triptofano ndo
foi realizada é devida devido a metodologia empregada.

Os resultados mostram que a PML apresenta conteddo dos aminoacidos

sulfurados, cisteina e metionina. Também foram encontrados aminoacidos ionizaveis:
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acido aspartico, acido glutamico e arginina; os aminoacidos nao ionizaveis serina e
treonina, representando 40% do total do conteddo de aminoéacidos. Assim, a
possibilidade de interacbes do glicerol na matriz da proteina, tal como ponte de
hidrogénio pode ser considerada alta.

O perfil de aminoacido assume grande destaque, pois as caracteristicas
estruturais e a composi¢do quimica da proteina utilizada na elaboracdo dos biofilmes
s80 muito importantes. As proteinas possuem em sua estrutura até 20 mondmeros
diferentes (aminoacidos), com alto potencial de interacdes intermoleculares
(GONTARD; GUILBERT, 1996). Segundo Cuqg (1996), as propriedades funcionais
(forca, deformacéo, barreira aos gases, etc.) dos biofilmes dependem, sobretudo, do
tipo de ligagdes intermoleculares.

Segundo CUQ 1996, a composicdo de aminoacidos das proteinas, determina os
tipos e quantidades de interacGes entre as cadeias laterais e, entre essas e a agua.
Algumas dessas interacdes sdo produzidas pelos aminoacidos com grupos polares
ionizéaveis (Lys, His, Arg, Trp, Pro) e polares ndo ionizaveis (Ser, Thr, Tyr, Asp, Glu,
Asn, GIn, Cys), que se ligam a agua, via pontes de hidrogénio. Outras interacdes, as
hidrofobicas, podem ser formadas pela aproximacao de cadeias laterais constituidas de
aminoacidos com grupos hidrofébicos (Ala, Val, Leu, lle, Met, Pro).

Foi possivel observar que dos 19 aminoécidos quantificados 13% sdo
hidrofilicos e 65% hidrofobicos, estes resultados assumem importancia nas
propriedades de biofilmes, principalmente na solubilidade e na permeabilidade ao
vapor de agua. O grau de hidrofilicidade do residuo de aminoacido da proteina
controla a influéncia da umidade na propriedade de transporte de massa do filme,
tornando filmes de proteina em excelente barreira para substancias ndo polares, tal
como o oxigénio (KROCHTA, 1997). As moléculas de proteinas sdo interessantes,
uma vez que podem formar filmes resistentes a dgua, que dependera da composicao de
aminoacidos presentes na estrutura.

Segundo Dangaran et al. (2009) as propriedades inerentes as proteinas as tornam
excelentes materiais para producdo de biofilmes biodegradaveis, uma vez que, a
distribuicdo de aminoacidos polares e ndo polares ao longo da cadeia de proteina cria
potencial quimico resultando em forcas capazes de produzir uma matriz coesa no

biofilme.
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4.1.3. Caracterizacdo da microestrutura matéria prima

As micrografias das proteinas miofibrilares do residuo da dourada podem ser

visualizadas na Figura 4.

Mag= 50X  EHT=1000kV WD= 15mm g 204 Mag= MK EHT= 0K WDe femm  0HM

A B C

Figura 4: Microfotografias das proteinas miofibrilares liofilizadas: A (50 X), B (240 X) e C
(2500 X).

Dun 2T hug 2014 LABMEVAUFPA | | Mag= 250KX ExT=1000kv WD= témm 2MT___ Aug 2014

Segundo os resultados da microscopia eletronica de varredura (MEV), as
proteinas miofibrilares liofilizadas aparecem como um conjunto desordenado de
particulas de tamanhos diferentes. Na estrutura morfoldgica de 2400 X, pode observar-
se a presenca de particulas sistematicamente distribuidas, caracteristica de moléculas
de proteinas mostrado na Figura B.

Alvarez-Parrilla; Lluch (1997) verificaram, através da microscopia, que
proteinas extraidas pelo método de surimi apresentaram estrutura tipica do musculo de
pescado caracterizando como uma estrutura reticular proteica com alvéolos maiores,
podendo-se distinguir regides de alta e baixa densidade proteica e esporadicamente
com algum fragmento de fibra muscular. Resultados estes semelhantes aos obtidos
neste estudo, verificado na imagem B onde a parte clara representa proteinas de alta
densidade como actina e miosina e a parte escura em menor propor¢do como proteinas
de baixa densidade como a troponina T ou fragmentos de cadeias leves, confirmando
que a extracdo das proteinas miofibrilares da dourada foi eficiente para demonstrar o
comportamento visual microscopico da matriz polimerica.

Contudo, as microfotografias da superficie revelaram uma estrutura externa
pouco homogénea, apesar de coesa e densa. Essa heterogeneidade se deve
provavelmente, aos canais formados no interior da estrutura quando houve saida da

agua durante a liofilizag&o.
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4.2. DETERMINACAO DAS VARIAVEIS NO PROCESSO DE OBTENCAO DO
BIOFILME

A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento experimental fracionério com os
respectivos niveis e as respostas, onde Xi: proteina miofibrilar liofilizada; Xj:
plastificante; X3: temperatura do banho-maria; X,: temperatura de secagem; Xs: tempo
de secagem; PVA: permeabilidade de vapor de agua em triplicata; RA: resisténcia a
tracdo em sextuplicatas; E: porcentagem de elongacdo em sextuplicatas.

Tabela 7: Delineamento fracionario das variaveis independentes com suas respectivas

respostas
CODIFICADO RESPOSTAS
Ensaios X1 Xo X3 X4 X5 PVA* RT* E*
1 -1 -1 -1 -1 +1 7,34 4,375 167,617
2 +1 -1 -1 -1 13,5 6,345 113,820
3 -1 +1 -1 -1 -1 7,6 2,643 147,897
4 +1 +1 -1 -1 +1 12,7 5,079 105,010
5 -1 -1 +1 -1 -1 5,96 4,806 156,010
6 +1 -1 +1 -1 +1 12,4 9,044 99,247
7 -1 +1 +1 -1 +1 6,23 3,619 159,050
8 +1 +1 +1 -1 -1 15,3 5,367 110,240
9 -1 -1 -1 +1 -1 6,91 5,839 195,420
10 +1 -1 -1 +1 +1 11,6 9,051 92,487
11 -1 +1 -1 +1 +1 10,7 4,340 189,853
12 +1 +1 -1 +1 -1 14,3 6,312 97,487
13 -1 -1 +1 +1 +1 5,66 5,229 160,480
14 +1 -1 +1 +1 +1 15,3 9,475 95,907
15 -1 +1 +1 +1 -1 9,14 4,409 166,480
16 +1 +1 +1 +1 +1 11,5 6,025 90,913
17 0 0 0 0 0 8,56 6,194 139,553
18 0 0 0 0 0 7,01 7,305 134,050
19 0 0 0 0 0 7,51 6,112 130,033
.s*. Pa")]; RT: MPa; E: %.

*PVA: [x10™(g.m. m*

O contraste estimado, coeficiente t e significancia estatistica (p) para cada fator
do biofilme em relacdo as respostas permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a
tracdo e porcentagem de elongacdo, obtido apds o processo de producdo podem ser
visualizados nas Tabelas 8, 9 e 10. Esses valores foram determinados através Erro
puro e optou-se em definir como variaveis significativas apenas aquelas que
apresentaram significancia a p<0,05. Os fatores em negrito indicam que a variavel
apresentou contraste significativo sobre as respostas PVA, RT e E com 95% de

confianca (p=<0,05).
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Tabela 8: Contrastes estimados das variaveis, coeficiente t e significancia estatistica,

no delineamento fracionario para permeabilidade ao vapor de &gua

VARIAVEIS Contrastes Erro Puro* T
PML 5,88x10™! 0,004446 14,94649
Plastificante 1,09x10™* 0,109396 2,76948
T banho-maria -3,97x10™ 0,419707 -1,00767
T secagem 5,14x10™" 0,322020 1,30436
Tempo de secagem -1,23x10™ 0,089441 -3,11512

*Valor de pSOjOS

Na Tabela 8 é possivel observar que a Unica variavel que apresentou contraste
significativo através do Erro Puro para a permeabilidade ao vapor de agua foi a
concentracdo de proteinas (X1), exercendo maior influencia, confirmando o
comportamento dos dados, uma vez que, ao passar do nivel mais baixo (-1) para o
maior nivel (+1) ocorre um aumento em PVA.

Na Tabela 7 os ensaios que apresentaram melhores resultados foram 5 e 13
(5,96 e 5,66x10™! g.m. m2. s™. Pa™), respectivamente que correspondem as menores
concentracOes de proteinas (1%). Resultados semelhantes foram encontrados por Arfat
et al. (2014) trabalhando com proteinas miofibrilares misturadas com gelatina onde
obtiveram valores que variaram de 2,64 a 5,34x10™* g.m. m=2. s*. Pa™,

O aumento da concentracdo de PML implica no acréscimo de teor de sélidos
formados nos biofilmes tornando-os mais permeaveis, 0 que esta de acordo com
Limpan et al. (2010), pois relataram que os filmes de proteinas de peixe tém alta
absorcdo de agua por causa da hidrofilicidade dos aminoacidos nas moléculas de
proteina e significativa quantidades de plastificantes hidrofilicos, tais como glicerol,
contribui para o aumento da permeabilidade ao vapor de 4gua em biofilme a base de
proteinas de peixe.

Para se obter melhores resultados de PVA é interessante trabalhar com

concentragOes baixas de proteinas miofibrilares de dourada.
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Tabela 9: Efeitos estimados das varidveis, coeficiente t e significancia estatistica, no

delineamento fracionario para resisténcia & tracéo

VARIAVEIS Contrates Erro Puro* t
PML 2,67988 0,015126 8,03846
Plastificante -2,04612 0,025535 -6,13745
T banho-maria 0,49866 0,273361 1,49577
T secagem 1,17504 0,071921 3,52460
Tempo de secagem 0,19591 0,616283 0,58764
*Valor de p<0,05

Na Tabela 9 verifica-se que a variavel concentracdo de proteina miofibrilar
(X1) apresentou contrate significativo levando em consideracdo o0 erro puro.
Relacionando essa significancia com o comportamento dos dados apresentados na
Tabela 7 é possivel observar que ao aumentar a concentracdo de PML ocorre aumento
da resisténcia & tracdo, demonstrando-se a resisténcia do biofilme, o que pode garantir
a integridade ao serem utilizados como embalagem. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zavareze et al., (2012) em que a resisténcia a tracdo dos filmes
aumentou a medida que a concentracdo de proteinas miofibrilar foi elevada. O ensaio
14 foi o que obteve maior valor de resisténcia & tracao (9,47 MPa), onde X; encontra-
se no nivel mais alto (+1) com 2% de proteina miofibrilar liofilizada

No entanto para a mesma variavel dependente (RT), a concentracdo de
plastificante (X2) também apresentou contraste significativo (Tabela 9), porém ao
relacionar com o0s resultados mostrados na Tabela 7 é possivel analisar o
comportamento dos dados onde o aumento da concentracdo de plastificante, implica
na diminuicdo da RT do biofilme, tornando-o menos resistente. A reducdo da
resisténcia a tracdo com o aumento da concentracdo de glicerol é comportamento
tipico dos filmes a base de biopolimeros (GONTARD et al., 1994; SOBRAL et al.,
1998; MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000).

Hamaguchi et al. (2007) ao utilizar 50% de plastificante (glicerol) encontraram
2,98 MPa para resisténcia a tragdo em filmes de proteinas miofibrilares de peixe Blue
marlin (Makaira mazara), resultados menores que 0s encontrados neste estudo. A
presenca de plastificantes diminui a densidade das interacdes proteina-proteina
aumentando a mobilidade das cadeias polipeptidicas e tornando os filmes menos

resistentes e mais deformaveis (Cug, 1996).
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Os fatores temperatura do banho-maria, temperatura e tempo de secagem (X3,
X4 e X5) ndo apresentaram contrastes significativos (p<0,05) para a resposta
resisténcia & tracéo.
Tabela 10: Contrastes estimados das variaveis, coeficiente t e significancia estatistica,

no delineamento fracionario para % Elongacéo

VARIAVEIS Contrastes Erro Puro* t
PML -67,2121 0,001262 -28,1263
Plastificante -1,7571 0,538698 -0,7353
T banho-maria -8,9079 0,065024 -3,7277
T secagem 3,7671 0,255636 1,5764
Tempo de secagem -2,3254 0,433136 -0,9731
*Valor de p<0,05

Na Tabela 10 apenas a varidvel concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada
(X1) apresenta contraste significativo (p<0,05) em relacdo a porcentagem de elongacéo
para 0 Erro Puro, pode se afirmar através dos resultados obtidos na Tabela 7, que um
aumento de X1 promove uma reducdo na porcentagem de elongacdo apresentando
biofilmes menos elasticos. Neste estudo foi visto que o ensaio 9 apresentou maior
percentual de elongacao de 195,42% exibido no nivel baixo de X1 (1%), portanto, o
ideal é trabalhar com menores concentracfes de proteinas para se obter biofilmes com
melhores elongagdes.

Os biofilmes produzidos com maiores concentragdes de PML, apresentaram-se
um visual ligeiramente grosseiro, que pode ser explicado em virtude das proteinas do
musculo de peixe, quando solubilizadas pelo aumento do pH (11), produzirem
solucBes coloidais extremamente viscosas. Assim, é necessario trabalhar com menores
concentracdes de proteinas na solucdo formadora do biofilme.

Verifica-se também que a concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada
(PML) em relacdo ao valor de t é a que apresenta maior efeito numericamente (28,13),
guando comparada com as demais varidveis sobre a resposta porcentagem de
elongacéo.

As varidveis que ndo mostraram contraste significativo sobre as respostas
foram fixadas em funcdo do menor tempo e custo para O processo, ou seja, Nnos
menores niveis, por tanto, a temperatura do banho-maria foi ajustada para 50°C, o
tempo de secagem definido em 16 horas e a temperatura em 25°C.

Apesar do planejamento fatorial fracionario de dois niveis confundir os efeitos

principais com efeitos de interacdo entre quatro varidveis, a triagem mostrou que 0s
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resultados obtidos tiveram uma boa aproximacao, uma vez que foi possivel identificar
as varidveis que exerceram maior influéncia sobre as respostas. Ressaltando que o
planejamento utilizado neste trabalho é de resolucdo maxima 2.

As Tabelas 8, 9 e 10 mostraram que as variaveis independentes significativas
foram: a concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (X1) e concentracdo de

plastificante (X2) para as respostas em estudo.

4.3. DEFINICAO DAS CONDICOES OTIMAS DE PROCESSO

Apb6s a eliminagdo dos pardmetros com efeitos ndo significativos do
planejamento fracionario, verificou-se que as variaveis que realmente influenciam ao
nivel de significancia de 95% ao relacionar com as respostas PVA, RT e E sdo: a
concentracdo de proteina miofibrilar e concentracdo de plastificante.

Entdo foi realizado um planejamento fatorial completo com esses dois fatores,
onde se estudou a influéncia das variaveis independentes significativas (X1 e X2)
sobre as respostas permeabilidade ao vapor de dgua e porcentagem de elongagdo. A
definicdo das condicbes 6timas do processo de obtencdo do biofilme foi realizada
através da metodologia de superficie de resposta.

O efeito estimado indica o quanto cada fator influéncia nas respostas estudadas,
guanto maior é o seu valor, maior é a sua influéncia, e um efeito positivo indica que ao
passar de um valor minimo a um maximo da variavel, a resposta aumenta. Ja um efeito
negativo indica o contréario, ou seja, ao passar de um valor minimo para o valor
maximo, a resposta diminui.

O valor t indica o qudo grande € a variavel em relacdo ao seu desvio. Assim
guanto maior o valor de t, maior é a probabilidade da variavel ser estatisticamente
significativa.

O valor do coeficiente p estd ao nivel de significancia da variavel
independente sobre a resposta em estudo. Normalmente € escolhido como intervalo de
confianca, o valor de 95%. Sendo assim, pode-se afirmar que, para valores de p
inferiores 0,05, a variavel é considerada estatisticamente significativa.

Na tabela 11 estdo apresentados os resultados de permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) e porcentagem de elongacédo (E), obtidos experimentalmente do processo

de obtencéo de biofilme de peixe através do planejamento fatorial completo.
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Tabela 11: Resultados experimentais para otimizacao de biofilme

Valores codificados Variaveis Dependentes
Ensaios X1 X2 PVA | E
01 -1 -1 6,338 136,023
02 1 -1 13,03 125,359
03 -1 1 6,703 165,432
04 1 1 12,42 158,178
05 0 -1,41 9,876 103,876
06 0 141 9,477 147,274
07 -1,41 0 6,5009 172,123
08 141 0 14,54 153,912
09 (C) 0 0 8,222 134,837
10 (C) 0 0 7,824 130,600
11 (C) 0 0 8,117 133,000
12 (C) 0 0 8,029 135,780

X1: Concentracdo de proteinas miofibrilares (%); X2: Concentrag&o de plastificante (%);
PVA: Permeabilidade ao vapor de 4gua ( g.m. m 2. s™. Pa™); E: Elongacéo (%).

4.3.1. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Quando se avalia a PVA, os resultados obtidos para os diferentes ensaios
realizados (Tabela 11) apresentaram valores méaximo e minimo de 14,54x10™*! e
6,34x10 g.m. m2 s pa™.

Os resultados da andlise estatistica, aplicada aos dados experimentais de PVA,
foram determinados através do erro puro e pela soma quadratica residual e sdo
representados nas Tabelas 12 e 13 (Apéndice A) respectivamente. Os efeitos dos
fatores lineares, quadraticos e de interacdao, em negrito, sdo significativos com 95% de
confianga (p<0,05).

Como podem ser observados nas Tabelas 12 e 13, os fatores significativos
foram os mesmos, tanto levando em consideracdo tanto o erro puro como o SS
residual.

Na Tabela 11 os ensaios que apresentaram melhores resultados foram 1 e 7
(6,34x10™ e 6,50x10™), respectivamente que correspondem as menores
concentragdes de proteinas nos nivel -1 e -a (1% e 0,8%), por tanto dependendo do
objetivo da aplicacdo do biofilme o ideal é trabalhar com menores concentracdes de
proteinas e plastificante. Resultados semelhantes foram encontrados por Limpam et al.
(2012) trabalhando com proteinas miofibrilares de peixe na obtencdo de biofilmes

onde obtiveram valores que variaram de 6,83x10™ a 11,88x10™** g.s*.m?Pa™.
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Verifica-se também que a concentracdo de proteinas (PML) Linear e
Quadréatica € o fator que apresenta maior efeito sobre a permeabilidade ao vapor de
agua.

De acordo com Matta et al., (2011), as propriedades de barreira dos filmes
dependem da temperatura e da umidade relativa do ambiente, das caracteristicas do
biopolimero e da interacdo entre o polimero e o permeante, associada a polaridade.
Dentre as caracteristicas mais importantes do filme relacionadas & permeacéo, estdo a
espessura, a estrutura quimica do biopolimero e sua morfologia, a energia de coesao e
0 espaco livre entre as macromoléculas. Os biofilmes elaborados com maior
concentracdo de proteinas (2%) apresentaram maior permeabilidade ao vapor de agua
em comparagédo aos biofilmes com menores concentracdes de PML (Tabela 11). Este
aumento pode estar relacionado com a maior concentracdo de proteinas nos filmes,
pois, segundo Di Pierro et al. (2006), a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
aumenta com quantidades crescentes de proteinas, estando diretamente relacionada
com o nimero de grupos polares (grupos laterais dos aminoacidos polares) disponiveis
nas cadeias proteicas (—-OH, -COOH e —NH,).

Apds a eliminacdo dos parametros com efeitos ndo significativos, verificou-se
através da analise de variancia (ANOVA) a significancia da regresséo e da falta de
ajuste com 95% de confianca (p<0,05), utilizando o teste F, para o planejamento

estudado, conforme a Tabela 14.

Tabela 14: Anélise de variancia (ANOVA) do modelo ajustado para PVA, referente a

otimizacdo de biofilme

Ftabelado
Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado  (p<0,05) R?
Regressao 80,1362 3 26,7121 210,04 9,27 0,9875
Residuo 1,0174 8 0,1272
Falta de ajuste 0,9318 5 0,1864 6,53 9,01
Erro puro 0,0856 3 0,0285
Total 81,1536 11

SQ: soma quadratica GL: grau de liberdade MQ: média quadratica

O modelo codificado proposto para representar 0 comportamento da PVA na

obtencéo de biofilme é:

PVA (g.m. m2 s pa?) = 8,05 + 2,98X1 + 1,12X1% + 0,69x2° (Equacéo 7)
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Onde:
X1: Concentragéo de proteina miofibrilar liofilizada (%)
X2: Concentragdo de plastificante Glicerol (%)

A analise de variancia (Tabela 14) mostrou que 0 modelo ajustado para a PVA
(Equacéo 7) foi significativo com 95% de confianga e também preditivo, satisfazendo
o0 critério sugerido por Box e Wetz (1973) visto que o F calculado foi 22,66 vezes
maior que o F tabelado. A falta de ajuste ndo foi significativa no mesmo nivel de
confianca. O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,99, indicando que o modelo
explicou 99% da variacao dos dados observados.

Na figura 5 séo apresentadas a superficie de resposta e a curva de niveis gerada
através do modelo proposto, considerando-se os pontos médios das concentragdes de
proteina miofibrilar (PML) e plastificante. Estas superficies confirmam a andlise dos

efeitos realizada anteriormente e permitem visualizar a variacdo da resposta para cada

ensaio estudado.
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Figura 5: Superficie de resposta e curvas de nivel para PVA, relacionando
concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (%) e concentracdo de plastificante (%) na
obtencdo de biofilme.

E possivel observar através da Figura 5 um aumento da permeabilidade ao
vapor de agua com a elevacdo da concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada
(PML) que pode ser evidenciada por meio das curvas de nivel confirmando efeito
possitivo para este fator.

Verifica-se também, a concentracdo de plastificante favorece o aumento de
PVA, este fendbmeno pode ser explicado pelos autores MONTERREY- QUINTERO;
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SOBRAL, 1999 e CHIRITA, (2008) em que o glicerol utilizado como plastificante é
um componente hidrofilico que quando incorporado a essa rede de proteina, coloca-
se entre os peptideos, reduzindo a proximidade entre as cadeias de proteinas e,
conseqiientemente, facilitando a mobilidade molecular, intensificando a afinidade pela
agua e aumentando a permeabilidade ao vapor de agua.

Na Figura 6 (Apéndice A) é apresentado o grafico de barras dos valores dos
efeitos significativos sobre PVA. Verifica-se também que para todos os parametros
significativos apresentam efeito positivo, ou seja, um aumento na concentracdo desses
fatores acarreta um aumento na permeabilidade ao vapor de agua, tornando o biofilme
mais permeéavel.

Na regido do nivel mais baixo (-1) apresenta menor permeabilidade ao vapor
de agua ao contrario do nivel mais alto (+1). Dentro do que foi obtido
experimentalmente, a menor permeabilidade encontrada neste trabalho foi de 6,33x10°
1 g.m. m? st Pal, por tanto, as regides com melhores resultados de PVA sdo as de
combinagdes 1% PML/30% Plastificante e 0,8% PML,; 40% plastificante.

4.3.2. Elongacéo (E)

Os resultados de porcentagem de elongacdo, encontrados neste estudo,
variaram entre 126, 35% a 170,67% (Tabela 12).

Os efeitos dos fatores lineares, quadraticos e das interacfes na elongacédo, no
processo de obtencdo de biofilme, o coeficiente t e a significancia estatistica podem
ser observados nas Tabelas 15 e 16 (Apéndice A), calculados pelo erro puro e SS
residual, respectivamente. Os valores em negrito sdo significativos com 95% de
confianca.

Verifica-se, através das Tabelas 15 e 16, que para a resposta porcentagem de
elongacdo (E%) os fatores significativos com 95% de confianga, tanto pelo erro puro
quanto pelo SS residual, sdo: plastificante (L e Q) e a PML (L e Q). Ja a interagédo
PML x plastificante ndo é significativa pelo erro puro e nem pelo ss residual com 95%
de confianca por esta razéo € conveniente descarta-la.

Verificou-se, através da Figura 7 (Apéndice A), que o fator que mostrou maior
efeito sobre a resposta em estudo foi plastificante (L), tendo efeito positivo sobre a
resposta, ou seja, ao passar no nivel -1 para o nivel +1 h4 um aumento na porcentagem
de elongacdo, tornando o biofilme mais elastico, entre tanto ao passar para o nivel -a

(25,86%) ou para o nivel +a (54,14% plastificante) a resposta tem uma reducao,
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apresentando resultados de 103,88% e 147,3% respectivamente. Isso pode ser
explicado pelo efeito antiplastificante, que segundo Galdin et al., (2000) dependendo
da concentracdo em que os plastificante sdo empregados na obtencdo de biofilmes,
podem causar um efeito contrario do que se deseja, isto é, ao invés de aumentar a
flexibilidade e hidrofilicidade, acarreta na diminui¢do do alongamento.

Apos a eliminagdo dos pardmetros com efeitos ndo significativos, verificou-se
através da analise de variancia (ANOVA) a significancia da regressao e da falta de
ajuste com 95% de confianga (p<0,05), utilizando o teste F, para o planejamento
estudado, conforme a Tabela 17.

Tabela 17: Anélise de variancia (ANOVA) do modelo ajustado para elongacao,
referente a otimizag&o de biofilme

Ftabelado
Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalculado  (p<0,05) R?
Regressao 3837,2744 4 959,3186 59,51 9,12 0,9714
Residuo 112,8407 7 16,1201
Falta de ajuste 97,2065 4 24,3016 4,66 9,12
Erro puro 15,6342 3 5,2114
Total 3950,1151 11

SQ: soma quadratica GL: grau de liberdade MQ: média quadrética

O modelo codificado proposto para representar 0 comportamento da

porcentagem de elongacdo na obtencédo de biofilme é:

E (%) = 133,55 - 5,46X1 + 15,29X1% + 15,47X2 - 3,54X2° (Equacéo 8)
Onde:
X1: Concentragéo de proteina miofibrilar liofilizada (%)

X2: Concentracdo de plastificante Glicerol (%)

Uma regressao, embora significativa do ponto de vista do teste F, pode néo ser
atil para realizar previsdes por cobrir uma faixa de variacdo pequena dos fatores
estudados. Para uma regressdo ser significativa ndo apenas estatisticamente, mas
também ser til para fins preditivos, o valor do teste F para a regressao deve ser no
minimo de quatro a cinco vezes maior que o valor de F tabelado (BOX; WETZ, 1973).
Analisando os dados da Tabela 17, verifica-se que o modelo (Equacéo 8), apresentou
regressdo significativa ao nivel de 95% de confianca. O valor da razéo

Fcalculado/Ftabelado da regressdo € 6,52 satisfazendo o critério sugerido, por tanto, o
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modelo também ¢é Util para fins preditivos atraves da analise de variancia (ANOVA), o
valor de R? para a porcentagem de elongagdo, estava proximo a unidade, indicando
que o modelo descreveu adequadamente o comportamento do processo, explicando
mais de 97% da variacdo dos dados experimentais.

Na Figura 8 sdo mostradas as superficies de resposta e curvas de niveis gerados
através do modelo proposto, considerando-se os pontos médios da proteina miofibrilar
liofilizada e plastificante. Estas superficies confirmam a andlise dos efeitos realizados

e permitem visualizar a varia¢do da resposta.
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Figura 8: Superficie de resposta e curvas de nivel para porcentagem de elongacao,
relacionando concentragdo de proteina miofibrilar liofilizada (%) e concentracdo de
plastificante (%) na obtencédo de biofilme.

E possivel observar na Figura 8 que entre 0,8 a 1% de proteina miofibrilar
liofilizada e a partir de 30% de plastificante apresenta uma regido onde estdo 0s
maiores valores de elongacdo. Com o aumento da concentracdo de PML ha uma
diminuig&o na resposta em estudo.

A regido que apresenta as maiores elasticidade estd na faixa de 30 a 50% de
plastificante com 0,8 a 1% de proteina miofibrilar liofilizada.

Dentro da faixa de trabalho escolhida, que varia 0,79% a 1 % para a
concentracdo de proteinas miofibrilar (X1) e 30 a 50% de plastificante, optou-se por
trabalhar com 0,79% de PML e 40% de plastificante por apresentar melhores
comportamentos mecéanico e de barreira. Confirmando com os graficos de valores
preditos e desejabilidade mostrados na Figura 9.

A Tabela 18 mostra os valores experimentais e os valores preditos pelos

modelos para as respostas: permeabilidade ao vapor de agua e elongagéo.
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Tabela 18: Valores otimizados obtidos com metodologia de superficie de resposta e

verificagdo experimental

Condicdes otimizadas Valor Valor Desvio Relativo
X1 X2 Experimental Predito (%)
1% 40%
PVA 6,50 6,07 6,488
E 172,12 171,67 0,264

X1: proteina miofibrilar liofilizada; X2: plastificante; PVA: (x10™ g.m. m . s™*. Pa™); E (%).

Os valores preditos pelos modelos e os valores experimentais apresentaram- se
bem proximos, para cada resposta estudada, com valores de erros médios bastante
reduzidos, ratificando que os modelos representaram de forma adequada as respostas
estudaddas no processo de obtencdo de biofilme de peixe. Apesar do erro médio
apresentar valor de 6,49% ainda estad dentro do aceitavel segundo Lomauro et al.,
(1985) que consideram valores com erro relativo médio abaixo de 10% indicam ajuste

cabivel para as préaticas propostas.

4.4. DESEJABILIDADE

A estimativa das condicbes 6timas para a obtencdo de biofilme foi realizada
com base nos modelos estatisticos propostos e também com o auxilio da técnica de
otimizacdo simultanea denominada “Fung¢do Desejabilidade”.

Os perfis de desejabilidade sdo apresentados (Figura 9) descrevendo as
condigdes otimizadas na obtencdo do biofilme a base de proteinas miofibrilares de
residuo de dourada, dentro das faixas de valores estabelecidas nos ensaios

experimentais.
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Perfis dos valores preditos e Desejabilidade
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Figura 9: Perfis dos valores preditos e Desejabilidade para concentracGes de PML e
plastificante na obtencédo de biofilme

Dois grupos de graficos podem observados. Nos localizados acima (0s quatro
primeiros) apresentam-se a desejabilidade individual com os valores preditos
desejaveis para as duas respostas: permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e
porcentagem de elongagdo (E).

Apresentam-se as tendéncias reveladas pelas variaveis onde a linha azul
tracejada representa o valor 6timo. Os graficos correspondentes indicam que no caso
da concentracdo de PML e concentracdo de plastificante, o intercepto da linha
pespontada com o maximo do grafico demonstra claramente seus valores 6timos, a
qual corresponde aos valores de 6,08 x10™ g.m. m™. s™. Pa™ para permeabilidade ao
vapor de agua, proximo ao encontrado experimentalmente de 6,5x10™* g.m. m™. s™.
Pa') e para a resposta porcentagem de elongacdo o valor 6timo mostrado pela
Desejabilidade foi de 171,8%, equivalente a 172,1% encontrado experimentalmente

nesse estudo.

57



No segundo grupo, mostram os perfis das desejabilidade das duas respostas,
definidas de acordo com os valores escolhidos para os limites e niveis de acordo com a
Tabela 3. As linhas tracejadas verticais (em vermelho) sinalizam as condigdes de
méaxima desejabilidade global, por tanto, o ponto 6timo encontrado pela avaliagdo dos
resultados foi de 0,997 o que correponde a mais 99% de confianca, mostrando que as
concentragfes Otimas dos dois fatores em estudo sdo as seguintes: 0,79% de proteina
miofibrilar liofilizada (nivel — 1,41) e 40% de plastificante (nivel 0), tendo em vista, 0
ensaio 7 como o melhor biofilme formado.

De acordo com esta discussdo é possivel afirmar, que os resultados obtidos
com a fun¢do “Desejabilidade” foram compativeis com o0s experimentais analisados

através da superficie de resposta.

4.5. CARACTERIZACAO DO BIOFILME OTIMIZADO
Os resultados da caracterizacdo mecanica, fisica, quimica e de barreira do

biofilme final estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19: Caracterizacdo mecanica, fisica, quimica e barreira do biofilme otimizado

Determinacdes Resultados
Elongacéo (%) 178,08 + 1,484
Resisténcia a Tracdo (MPa) 4,915+ 1,010
Espessura (mm) 0,033 +0,516
PVA (x10* g.m. m?. s Pa®) 6,42 + 0,041
Solubilidade (%) 19,46 + 0,028

Parametros de cor

L* 92,31+ 0,291
ax* -5,81 + 0,008
b* 9,87 £ 0,009
h* 120,36 + 0,042
C* 11,44 + 0,014
AE* 3,71+ 0,029

4.5.1. Elongacéo

O alongamento é uma medida de flexibilidade do biofilme e pode ser
considerada como uma caracteristica que define a capacidade do mesmo para se
deformar até a ruptura. De acordo com a Tabela 19 o biofilme apresentou elongagéo
de 178,08% e esta deformacdo foi superior aos resultados encontrado por
Tongnuanchan; Benjakul; Prodpran (2011) de 50,38% a 63,02% trabalhando com
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biofilme de proteinas de peixe. Segundo Zavareze et al., (2014) o aumento da
porcentagem de elongacdo estd diretamente ligada a concentracdo de plastificante
adicionada na solugdo filmogénica. Este comportamento € devido & capacidade do
glicerol em reduzir as interagdes entre as cadeias dos polimeros, diminuindo assim a
resisténcia do biofilme e aumentando a sua flexibilidade (Sothornvit; Krochta, 2000).
E possivel fazer uma relacdo do alongamento na ruptura com pH da solugéo,
neste trabalho o pH foi ajustado para 11 e pH alcalino favorece a solubilizagcdo das
moléculas de proteinas, o que resultou em maior extensdo ou alongamento do biofilme

tornando os mais flexiveis.

4.5.2. Resistencia a tracdo

A resisténcia a tracdo encontrada neste trabalho foi de 4,91 MPa semelhante
aos resultados encontrados por Zavareze et al. (2012) de 4,09 a 5,76 MPa. Os
biofilmes devem ter uma resisténcia mecanica suficiente para garantir a integridade
dos mesmos quando utilizados como embalagem. De acordo com Perez-Gago e
Krochta (2001), as proteinas miofibrilares fornece maior quantidade de grupos
sulfidrilicos na superficie da proteina, promovendo maior nimero de pontes

covalentes S-S na matriz do filme, formando, assim, filmes mais resistentes.

4.5.3. Espessura

Ainda na Tabela 19 é apresentado o valor da espessura do biofilme otimizado
de 0,033 mm. Uma ampla faixa de valores de espessura para filmes biodegradaveis
tem sido reportada na literatura e, de acordo com Garcia e Sobral (2009), a espessura
do filme é dependente da sua composicdo e dos parametros de processamento do
biofilme. A maior concentracdo de proteinas utilizada na formulacdo dos biofilmes
induz ao aumento de solidos na matriz polimérica formada apds a secagem da solu¢édo
formadora, aumentando a espessura dos biofilmes. A espessura encontrada nesse
trabalho é considerada baixa e esta relacionada com a concentracdo de PML, haja a
vista que, o melhor ensaio corresponde a menor concentragdo de proteinas (0,78%).

Segundo Sobral (2000), nem sempre o efeito de possiveis variagdes das
propriedades dos filmes é consequéncia da variagdo da espessura, porém é
fundamental considera-la. O mesmo autor afirma que o controle da espessura dos

biofilmes é dificil, sobretudo nos processos de producgéo do tipo casting.
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4.5.4. Permeabilidade ao vapor de agua

A Tabela 19 mostra o resultado de permeabilidade ao vapor de 4gua encontrada
no biofilme final de 6,42x10™"* g.m. m2. s, Pa™* préximo aos encontrados por Arfat et
al. (2014). Normalmente, a proteina de musculo de peixe € hidrofilica, devido aos seus
aminoacidos polares e grande nimero de grupos hidroxilo (OH), como consequencia,
0 biofilme de proteina muscular tem baixa propriedade de barreira a umidade
(PASCHOALICK et al., 2003).

A PVA esta relacionada com a incorporacdo de plastificante devido a abertura
da cadeia de proteina, cuja estrutura e organizacdo molecular modifica, com
conseqiiente aumento do volume livre que diminui a densidade de interacdes.
Adicionalmente, diminui-se a densidade de interagdes tornando a rede mais frouxa, e,
portanto, mais sollivel devido o aumento de grupos hidrofilicos expostos, que irdo
interagir com a molécula de glicerol, intensificando a afinidade pela agua, e
aumentando a permeabilidade ao vapor de &gua (McHUGH; KROCHTA, 1994;
CHERIAN et al., 1995; CUQ et al., 1997; OCUNO; SOBRAL, 1998).

Segundo Zavareze et al. (2012), os biofilmes elaborados com maior
concentracdo de proteinas apresentaram maior permeabilidade ao vapor de agua, este
aumento esté diretamente relacionada com o nimero de grupos polares (grupos laterais
dos aminoé&cidos polares) disponiveis nas cadeias proteicas, desta forma é possivel
afirmar que o biofilme otimizado apresentou baixa permeabilidade devido a adi¢édo de

menor concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (0,79%).

4.5.5. Solubilidade

A solubilidade do biofilme é consequéncia da perda da integridade estrutural
dos mesmos, bem como da hidrofilicidade do plastificante, e do grau de desnaturacao
da proteina. A solubilidade dos filmes produzidos neste trabalho, de modo geral,
apresentou valor baixo de 19,46% (Tabela 19) para o biofilme otimizado, comparados
a outros filmes. Cuq et al. (1995) e Monterrey- Quintero; Sobral (1999) observaram,
em filmes a base de proteinas miofibrilares de sardinha do Atlantico e tilapia- do-Nilo,
valores entre 33-47% e 12,3-19,5%, respectivamente. O biofilme apresentou-se inteiro
e intacto quanto a forma, bem flexivel e dobravel ao manuseio, ap6s permanecerem

imersos em &gua por 24 horas sob agitacéo.
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Segundo Moraes et al. (2011) do ponto de vista préatico, a baixa solubilidade
dos biofilmes, a base de proteinas miofibrilares, permiti visualizar um grande

potencial de aplicagdo em alimentos com alto teor de umidade.

4.5.6. Cor instrumental

Na Tabela 19 sdo apresentados os parametros de cor para o biofilme final,
mostrando alto valor de luminosidade (92,31), superior aos encontrados por Limpan et
al. (2010) numa faixa que variou de 89,89 a 90,61.

O valor de -a" (intensidade de verde) encontrado neste trabalho foi maior que
os encontrados por Arfat et al. (2014) e mostrando também que o biofilme tem uma
tendéncia a coloracdo amarela (+b: 9,87).

O maior valor de croma representa a mais pura e intensa cor e segundo Ferreira
(1991) croma ¢ a “forga da cor”, que pode ser utilizada na distingao de uma cor fraca e
uma cor forte, ou seja, a intensidade de um tom distinto ou a intensidade da cor. Foi
observado que o valor de C” foi de 11,44 como o croma é dependente de a” e b™ na
mesma intensidade, verificou-se que esta combinagcdo apresenta uma tendéncia a
coloracdo clara, o que ja era esperado, visto que, o residuo da dourada utilizado como
matéria-prima na obtenc¢do do biofilme em estudo exibiu coloracdo também clara.

Este resultado também esta relacionado com o pH (11) ajustado na solucédo
formadora do biofilme, pois segundo Tongnuanchan; Benjakul; Prodpran (2011)
sugerem que uma condicdo alcalina podem induzir a formacdo de pigmento
amarelado, especialmente através da reacdo de Maillard, tendo em vista, que pH
alcalino favorece a formacdo de reductona sobre a producdo de furfural a partir dos
produtos de Amadori, levando ao desenvolvimento da cor em biofilmes.

Em relacdo a diferenga total de cor (AE), pode se afirmar que o biofilme
otimizado apresentou um resultado satisfatorio de 3,71 em comparacao ao encontrado
por Arfat et al. (2014) com valor de 7,67.

4.5.7. Transmissdo de luz e transparéncia
Os resultados das andlises transmissdo de luz e transparéncia no biofilme

otimizado sdo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20: Transmissdo de luz e transparéncia do biofilme otimizado

Transmissao de luz (%) Valor de Transparéncia

200 280 350 400 500 600 700 800

5356 05 78,73 803 867 86,10 98,06 87,97 1,97 + 0,007

*Valores em negrito representam comprimento de onda (nm)

A Tabela 20 apresenta a transmissdo de luz em diferentes comprimentos de
onda (200-800 nm) e transparéncia a (T600 /mm), onde foi possivel observar a
transmissao de luz foi mais baixa nos comprimentos de onda na faixa do visivel de
200 a 280 nm e nos comprimentos superiores a estes a propriedade de barreira a luz
tornou-se reduzida na faixa do UV. Este mesmo comportamento foi apresentado no
trabalho de Arfat et al., (2014).

O biofilme apresentou transparéncia de 1,79 préximo ao encontrado por Shiku;
Hamaguchi; Tanaka (2003), os quais compararam a transparéncia dos biofilmes de
proteinas miofibrilares de peixe com filmes sintéticos. O resultado encontrado neste
trabalho ficou préximo ao filme de polipropileno e poliéster (1,67 e 1,51)
respectivamente, e bem abaixo do valor encontrado para biofilme de peixe em pH 11
(8,34). Quanto menor o valor maior é a transparéncia, por tanto, estes resultados
sugerem que o biofilme de proteinas miofibrilares de dourada é transparente e claro o
suficiente para visualizar o produto atraves da embalagem. Esta afirmacdo pode ser

confirmada através da Figura 10.

Figura 10: Biofilme obtido com proteinas miofibrilares de dourada com
0,79% de PML e 40% de plastificante.
Fonte: Autora, 2015
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4.5.8. Morfologia da superficie e seccédo transversal do biofilme otimizado
Os resultados da microscopia eletronica dos biofilmes contendo 0,79% de
proteina miofibrilar liofilizada e 40% de glicerol (biofilme otimizado) da superficie e

do corte transversal estdo apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente.

2Um - Date:14Apr2015  LABMEV-UFPA

Mag= 50X  EHT=1000kv WD= 15mm Jo0um Date 114 Apr2015  LABMEV-UFPA || Mag= 500KX EHWT=1000kv WD= 15mm

Figura 11: Microfotografias da superficie do biofilme (0,79% PML e 40%
Plastificante); 50X e 5000X respectivamente

2ZEM | Date:17Mar2015  LABMEV-UFPA

Mag= 50X  EHT=1000kv WD= 15mm 2006m - Date:17Mar2015 LABMEV-UFPA | | Mag= 500KX EHT=1000kv WD= 16mm

Figura 12: Microfotografias do corte transversal do biofilme (0,79% PML e 40%
Plastificante); 50X e 5000X respectivamente

As imagens da superficie do biofilme revelaram uma estrutura relativamente
homogénea, onde as proteinas miofibrilares agregaram-se para formar a rede densa e
continua. Esta rede pode associada com a baixa solubilidade (19,46%) e a
permeabilidade ao vapor de agua (6,46 x10™ g.m. m2. s, Pa™).

A matriz de proteina mostrou alguns pontos brancos, que podem ser algum
tipo de materiais insoliveis em solugdo salina de baixa concentracdo (0,05M).
Observou-se também, embora em pequeno numero, descontinuidade na rede protéica,
identificada como fenda, visivel no detalhe da imagem com resolucdao de 5000X. Essa
fenda deve ter sido ocasionada pelo tratamento de véacuo aplicado a amostra, no

preparo para microscopia, que pode ter eliminado a glicerina livre, isto é, ndo
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totalmente miscivel com as proteinas miofibrilares. Essa mesma observacdo foi
realizada com biofilmes de proteinas miofibrilares de Tildpia do Nilo, por
MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, (2000).

De acordo com Souza; Sobral; Menegalli, (2004), a presenca de fendas e
irregularidades nas estruturas dos biofilmes podem comprometer a integridade
estrutural do biofilme e, consequentemente provocar modificagdes nas suas
propriedades funcionais. Contudo, apesar das de algumas falhas encontradas no
biofilme em estudo, o mesmo apresentou excelentes caracteristicas fisicas e
mecanicas.

Na Figura 12 é apresentada as imagens do corte transversal do biofilme
otimizado, onde é possivel observar desuniformidades ao longo da se¢do do biofilme.
Essa heterogeneidade se deve provavelmente, aos canais formados no interior da
estrutura do biofilme, quando ha saida da adgua durante a secagem, com consequente
formagdo de poros. Na imagem de 5000X aparece um grande nimero de cavidades
que podem ser espagos vazios ocupados por fracGes de glicerol retiradas da matriz do
biofilme durante a aplicacdo do vacuo.

A microestrutura dos biofilmes de proteinas miofibrilares de dourada,
observada tanto na superficie quanto na secao transversal, foi tipica de uma rede de

proteina ndo homogénea, com raras falhas, porém densa e coesa.

5. CONCLUSAO

As proteinas miofibrilares extraidas e liofilizadas das aparas da dourada
mostraram-se excelentes matérias-primas para a elaboracdo de biofilmes com teor
proteico de 96,58%.

O biofilme elaborado exibiu caracteristicas promissoras, pois foi capaz de
apresentar-se com aspectos homogéneos, transparentes, resistentes e flexiveis, além de
baixa solubilidade e permeabilidade ao vapor de &gua, os quais podem ser utilizados
para fins especificos de embalagem de alimentos.

Dentre as variaveis independentes estudadas, a concentracdo de proteina foi a
gue exerceu maior efeito significativo sobre as propriedades mecanicas, fisica e de
barreira dos biofilmes obtidos a partir de residuo de peixe.

O biofilme otimizado exibiu melhores resultados nas concentragdes de 0,79%
de proteinas miofibrilares liofilizadas e 40% de plastificante.
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Conclui-se que é viavel elaborar filmes biodegradaveis (biofilme) utilizando-se
proteinas miofibrilares de dourada, pela técnica casting, podendo ser um meio para
promover o uso de residuos em grande parte descartados pela industria processadora

de pescado.
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APENDICE A

Tabela 12: Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e grau de significancia estatistica,
para cada fator de PVA, referente a otimizagdo do processo

Fatores Efeito estimado  Erro puro T(3) Significancia
estatistica (p)
Efeitos principais Para PVA
PML (L) 5,953745 0,119603 49,77921  0,000018
PML (Q) 2,240338 0,134079 16,70908  0,000467
PLASTIFICANTE (L) -0,202500 0,119603 -1,69310  0,189012
PLASTIFICANTE (Q) 1,391336 0,134079 10,37699  0,001910
Interacdo dos fatores -0,487500 0,168892 -2,88645  0,063195

(L): linear (Q): quadrético

Tabela 13: Efeito estimado, SS residual, coeficiente t e grau de significancia
estatistica, para cada fator de PVA, referente a otimizacao do processo

Fatores Efeito estimado  SS Residual T(4) Significancia
estatistica (p)
Efeitos principais Para PVA
PML (L) 5,953745 0,241534 24,64977  0,000000
PML (Q) 2,240338 0,270767 8,27404  0,000169
PLASTIFICANTE (L)  -0,202500 0,241534 -0,83839  0,433933
PLASTIFICANTE (Q)  1,391336 0,270767 5,13850  0,002139
Interacao dos fatores -0,487500 0,341072 -1,42932  0,202846

(L): linear (Q): quadratico
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PVA
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,0285247

PLASTIFICANTE(Q) /

. D‘Iu': F'VAI
(1)PML(L) / 49,774
PML(Q) / 16,70908
10,37699

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 6: Grafico de Pareto dos efeitos significativos para o parametro PVA na

obtenc&o de biofilme

Tabela 15: Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e grau de significancia estatistica,

para cada fator de elongacdo, referente a otimizacéo do processo

Fatores Efeito estimado  Erro puro T(4) Significancia
estatistica (p)
Efeitos principais Para % ELONGACAO
PML (L) -10,9314 1,616624 -6,7619 0,006608
PML (Q) 30,5946 1,812290 16,8817 0,000453
PLASTIFICANTE (L) 30,9469 1,616624 19,1429 0,000311
PLASTIFICANTE (Q) -7,0720 1,812290 -3,9023 0,029876
Interacao dos fatores 1,7050 2,282849 0,7469 0,509346

(L): linear (Q): quadratico
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Tabela 16: Efeito estimado, SS residual, coeficiente t e grau de significancia
estatistica, para cada fator de elongacéo, referente a otimizacéo do processo

Fatores Efeito estimado  SS Residual T(5) Significancia
estatistica (p)
Efeitos principais Para ELONGACAO
PML (L) -10,9314 1,616624 -6,7619 0,006608
PML (Q) 30,5946 1,812290 16,8817 0,000453
PLASTIFICANTE (L) 30,9469 1,616624 19,1429 0,000311
PLASTIFICANTE (Q) -7,0720 1,812290 -3,9023 0,029876
Interacao dos fatores 1,7050 2,282849 0,7469 0,509346
(L): linear (Q): quadrético
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % E
2 factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=5,211399
DV:-%E
(Z)PLASTIFICANTE(L) /// 19,1428
PML(Q) 16,88173

.

(1)PML(L)

PLASTIFICANTE(Q)

/ -3.90226

6.76187

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 7: Grafico de Pareto dos efeitos significativos para o parametro Elongacéo na

obtenc&o de biofilme
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