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RESUMO

Os problemas ambientais causados pelo descarte de polimeros sintéticos no
meio ambiente, embalagens de alimentos entre outros, despertam interesse no
estudo do desenvolvimento de filmes biodegradaveis que possam atuar como
embalagens ou como componente das mesmas. Entre os biopolimeros naturais
mais utilizados para obtencdo do filme, estdo o0s polissacarideos e as
proteinas, sdo provenientes de fontes renovaveis e sado capazes de formar uma
matriz continua e coesa. Dentre as diversas fontes renovaveis, destaca-se o
pescado. O objetivo foi utilizar subprodutos do processamento de pescada
amarela para extrair proteinas miofibrilares a partir da carne mecanicamente
separada (CMS) para posterior obtencdo do filme biodegradavel. A proteina
miofibrilar foi extraida da pescada amarela e posteriormente liofilizada.
Executou-se um planejamento fracionario Plackett Burman, um Planejamento
Composto Central Rotacional (PCCR) e a funcdo desejabilidade para a
otimizacdo da obtencdo do filme, em que as variaveis dependentes foram
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), resisténcia a tracdo (RT) e elongacédo
(E) e as variaveis independentes foram concentragBes de proteinas (Cp), de
plastificantes (Cyj), tempo (tp) e temperatura do banho-maria (Tp), tempo (ts) e
temperatura (Ts) de secagem do filme, quantidade de solucéo filmogénica (Qsy).
O planejamento fracionario mostrou que as variaveis independentes
significativas foram: Cp, C e Ts. Onde estas variaveis foram analisadas através
do planejamento completo (PCCR), obtendo assim, os graficos de superficie de
repostas e posteriormente a otimizacdo, através da funcdo desejabilidade,
obteve-se valor global igual 0,995, utilizando os fatores C,, Cp e Ts em 1,13%,
35,96% e 25,96°C, respectivamente. Nessas condic¢des, os valores preditos de
PVA, RT e E foram encontrados, sendo os valores experimentalmente
encontrados superiores aos valores desejaveis pela funcdo desejabilidade,
ratificando que os modelos representaram de forma adequada as respostas

estudadas no processo de obtenc¢éo do filme.

Palavras-chave: permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e

porcentagem de elongacao.



ABSTRACT

The environmental problems caused by disposal of synthetic polymers in the
environment, food packaging and the others, arouse interest in the study of the
development of biodegradable films which may serve as packaging or as a
component thereof. Among the most commonly used natural biopolymers for
obtaining the film, are polysaccharides and proteins, they are derived from
renewable sources and are capable of forming a continuous and cohesive
matrix. Among the various renewable sources, it highlights the fish. The goal
was to use the byproducts of processed pescada amarela to extract myofibrillar
proteins from the mechanically recovered meat (MRM) to be retrieved later the
biodegradable film. The myofibrillar protein was extracted from the pescada
amarela and subsequently lyophilized. Performed a fractional plan Plackett
Burman, a rotational central composite design and the desirability function for
obtaining optimization of the film, in which the dependent variables were
permeability to water vapor (PVA), tensile strength (RT) and elongation (E) and
the independent variables were protein concentrations (C,), plasticizers (Cp),
time (t,) and temperature of the water bath (Ty), time (Ts) and temperature (Ts)
of drying film, amount of filmogenic solution (Qs). Fractional planning showed
that significant independent variables were: C,, C, and Ts. Where these
variables were analyzed through the full planning (PCCR), so obtaining the
responses of surface charts and then the optimization through the desirability
function, it obtained overall value of 0,995, using C,, C, and Ts factors in
1,13%, 35,96% and 25,96 °C respectively. Under these conditions, the
predicted values of PVA, RT and E were found, and the values found
experimentally higher than the values desired by the desirability function,
confirming that the models represented adequately studied the responses of

obtaining the film process.

Keywords: permeability to water vapor, tensile strength and elongation

percentage.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Pescada amarela (Cyn0oSCION aCOUPA) .......uevvvureiiiiiieeieeeeeeeeaeennnn
Figura 2 - Estrutura quimica do SOrbitol...............coeeiiiiiiiiiiieeiiee,
Figura 3 - Molécula de gliCerol............c.oooiiiiiiiiiiicece e,
Figura 4 - Microfotografia da proteina miofibrilar liofilizada de pescada
amarela. Ampliacdo de 100X(A) € 882X(B)...ccceeveeieiiiiiiiieeiieiiiiiieeeeee e
Figura 5 - Filme biodegradavel obtido de proteina miofibrilar de pescada
amarela (CYNOSCION ACOUPA)........uuuuururriirrrrrieeeaeaaeaaaeassasaansnniresenreeeeeeaeeaeaens
Figura 6 - Efeito da concentracdo de proteina e plastificante na formacéao
do filme sobre a permeabilidade ao vapor de agua............ccceveeeeeiniiieeeeeenns
Figura 7 - Efeito da concentracdo de plastificante e temperatura de
secagem na formacao do filme sobre a permeabilidade ao vapor de agua..
Figura 8 - Efeito da concentracdo de plastificante e temperatura na
formacdo do filme sobre a resisténcia a tragao.............ccceevvvvvevvvnviiiiciieeeennn.
Figura 9 - Efeito da concentracdo de proteina e plastificante na formacéao
do filme Sobre a eloNQgAaGEAOD. .......ccuiiiiii i
Figura 10 - Perfis de valores preditos e desejabilidade para as respostas
PVA, RT € E, reSPeCtVAMENTE.......uuiiiiiiiii i
Figura 11 - Foto mostrando a transparéncia do filme otimizado...................
Figura 12 - Micrografias de superficie (A e B) e a sec¢do transversal (C e
D) do filme otimizado. Ampliacdo: 750 e 5000X para superficie e corte

TTANSVEISAL. .. oo e e,

41

51

52

53

55

56
62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Valores reais das variaveis independentes do planejamento
experimental fracionario Plackett-Burman e seus respectivos niveis
(oo o1 1To%=To [0 1S3 T PSPPI 30
Tabela 2 - Definicdo dos niveis das trés variaveis estudadas no processo
de obtencéo do filme a partir de pescada amarela (Cynoscion acoupa) no
DCCR 2.t 33
Tabela 3 - Condicbes de desejabilidade (dj) das varidveis respostas
durante a otimizacdo da producao dos filmes............coovviiiiiiiiiii e 34
Tabela 4 — Composigéo centesimal da PML............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeen 37
Tabela 5 - Perfil de aminoacidos totais presentes na proteina miofibrilar
liofilizada (PML) da pescada amarela (g/100g de proteina)...........c..cccceuuueee 39
Tabela 6 - Delineamento Plackett Burman das variaveis independentes
(com niveis codificados) e as respectivas respostas como PVA, RT e E...... 42
Tabela 7 - Efeitos estimados das variaveis, coeficiente t e a significancia
estatistica, no delineamento PB para Permeabilidade ao Vapor de Agua.... 42
Tabela 8 - Efeitos estimados das variaveis, coeficiente t e a significancia
estatistica, no delineamento PB para Resisténcia a Tragao............cccccceen... 43
Tabela 9 - Efeitos estimados das variaveis, coeficiente t e a significancia
estatistica, no delineamento PB para Elongacao................cccevvvvvvvevvvnvnnnnnnnn. 43
Tabela 10 - Matriz codificada do planejamento experimental 23 para a
otimizacao da obtencao do filme da pele da pescada amarela..................... 45
Tabela 11 - Estimativa dos coeficientes das variaveis de polindmios de
segunda ordem (eq. 5) associada a significancia para cada resposta
(<3S (0 [0 F= Lo = F PSPPI 47
Tabela 12 - Analise de Variancia (ANOVA) para a PVA, RT e E dos filmes. 48
Tabela 13 - Modelo reduzido para PVA, RT e E em fungéo das variaveis
INAdEPENAENtES, tESIE F € RZ. ....eeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e 50
Tabela 14 — Respostas previstas obtidas para cada variavel dependente
referente a desejabilidade.............cceiiiiiiiiie i 58
Tabela 15 — Cor do filme otimizado............oooeiiiiiiiiiiiiiee e 59

Tabela 16 — A transmissao de luz e a transparéncia do filme otimizado...... 60



LISTA DE EQUACOES

EqQuacao 1 - ProduG&o PML (90) .......uuuvuriiiiiiiiieieiee e
Equacdo 2 - Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes do
planejamento Plackett BUMMaN..............uuiiiiiiiiiee e

Equacédo 3 - Resisténcia a tracado dos filmes do planejamento Plackett

Equacao 4 - Elongagéo na ruptura dos filmes do planejamento Plackett
BUIMAN ... e e e
Equacdo 5 — Modelo polinomial do delineamento composto central
0] €= Tox [0 - | S UPUURPRRPR
Equacao 6 - Cor do filme otimizado..............ueeeiiiiiiiiiiiiiieii e
Equacéo 7 — valor de transparéncia do filme otimizado..................ccceeeeeee

31

31

32



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ..ottt en e, 11
2 OBJIETIVOS. ... e e e e e ae 13
2.1 OBIETIVO GERAL......uitiiiiie ettt 13
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oceeteeeeieeeee e 13
3 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 14
3.1 PESCADA AMARELA (CynoSCiON aCOUPA)........cceeeeeeeerrrreereerrrnnnnnnnnnnns 14
3.2 SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DO PESCADO..........ccoevevereerennne. 15
3.3 EMBALAGENS PARA ALIMENTOS.......coiiiiie et 17
3.4 PLASTIFICANTES. ... e e e e e 20
3.5 PROTEINAS DO PESCADO ......oouiuiiieieieinieiee s 22
3.5.1 Proteinas Miofibrilares........cccooooiiiiiiiiiiiiiie e 23
3.5.2 Proteinas SarcoplasmatiCas...........cccceeeeiviiiiiiiiiiii e 25
3.5.3 Proteinas do EStrOmMa.......ccevvieieiieiiiiiiceeee e 26
4 MATERIAL E METODOS ...ttt 27
4.1 PREPARO DA MATERIA-PRIMA.......ocoveeieeeeeeeeeeee e, 27
4.2. OBTENCAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS

(PIVIL) e ettt 27
4.3 DETERMINAQAO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO DAS

PROTEINAS MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS (PML).......covovieveiecveeeeanee. 28
4.4 CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES

LIOFILIZADAS (PML)....iiiiiiiie ettt e e eea s 28
4.4.1 Composicao Centesimal da PML.........ccccoriiiiniiiiiii i 28
4.4.2 Caracterizagao da microestrutura das PML (MEV)...........cccevvneee. 28
4.4.3 Determinacdo da composi¢cdo de aminoacidos da PML............... 28
4.5 PREPARACAQO DOS FILMES.......cooivieieeeeeeeeee e ee e 29
4.6 PLANEJAMENTO FRACIONARIO PLACKETT BURMAN (PB)........... 29
4.6.1 variaveis independentes ..o 30
4.6.2 variaveis dependentes.....ccccoeeiii i 31
4.6.2.1 Propriedade de barreira dos filmes..........ccccoovvviiiiiiiiiiiiii e, 31

4.6.2.2 Propriedades mecanicas dos filmes (resisténcia a tracado e

(=[] o F= To¥= 1o ) PP PUUURSPRRS 31



10

4.7 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR).... 32
4.8 DEFINICAO DAS CONDICOES OTIMAS DE PROCESSO: FUNCAO

DESEJABILIDADE. ... .o e e 33
4.9 CARACTERIZACAO DO FILME OTIMIZADO........coeoeeeeeereeeeeenanea. 34
4.9.1 Espessura e solubilidade do filme otimizado.............cccceeeeeeeeennn. 34
4.9.2 Cor do filme otimizadO.........cuuuuuiiiiiiiiii e e 35

4.9.3 A transmissdo da luz e valor de transparéncia do filme

(o1 {11174 To o TP PP PP PP P RSTRPPPR 35
4.9.4 Caracterizacdo da microestrutura do filme otimizado (MEV)....... 35
4.10 ANALISE ESTATISTICA.....ociiieiiee et 36
5 RESULTADOS E DISCUSSAO......cccoiiiiiriirieieieieiee e 36

5.1 RENDIMENTO DA PROTEINA MIOFIBRILAR LIOFILIZADA (PML).... 36
5.2 CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES

LIOFILIZADAS (PML)....ciiiiiieieeeeeetee s e e e e e e et n e e e e e aaeeee e 37
5.2.1 Composigao Centesimal da PML..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiee s 37
5.2.2 Caracterizacdo da microestrutura da PML (MEV)...........cccceeeinnnnn. 38
5.2.3 Perfil de aminNO&ACIUOS. ......ccuviiiiiiieiiii e 39
5.3 PLANEJAMENTO FRACIONARIO PLACKETT BURMAN (PB) ........... 41
5.4 PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (PCCR).... 45
5.4.1 CondicBes para a otimizacao dos filmes............cccceeviiiiiiieiiinnnnnn. 45
5.4.2 Estimativa dos efeitos dos modelos.........cccccvveeieeiiiiiviiinnnn, 46
5.4.3 Graficos de superficie de resposta......ccccceeeeeeeeviiiiiiiieeeeeenn, 50
5.5 OTIMIZACAO DA OBTENCAO DOS FILMES PELA FUNCAO

DESEJABILIDADE ...ttt e e 56
5.6 CARACTERIZAQAO DO FILME OTIMIZADO........cccveieieeieeeeiieeeeeii 58
5.6.1 Espessura e solubilidade do filme otimizado...........c.cccoevvvvvrnnnnn. 58
5.6.2 Cor do filme otimizado..........cooiiiiiiiiiiiiii 59

5.6.3 A transmissdo da luz e valor de transparéncia do filme

(01 810 1] 72 To Lo TP 60
5.6.4 Caracterizagdo da microestrutura do filme otimizado (MEV)....... 62
B CONCLUSAO.......oouiiiiiiiieirieieeeiete ettt 65

REFERENCIAS. ..o ettt ettt et e e ariaa e 66



11

1 INTRODUCAO

Os problemas ambientais causados pelo descarte de polimeros
sintéticos no meio ambiente, embalagens de alimentos entre outros, despertam
interesse no estudo do desenvolvimento de filmes biodegradaveis que possam
atuar como embalagens ou como componente das mesmas (FERREIRA et al.,
2009). A poluicdo ambiental causada pela deposicdo de materiais de
embalagem ndo renovaveis no meio ambiente demanda alternativas para seu
controle e ou eliminacdo. Assim, surgiu o interesse em desenvolver biofilmes
com caracteristicas de embalagens biodegradaveis, que ndo causem danos ao
meio ambiente e que adicionalmente possam melhorar a qualidade dos
produtos alimenticios (DAVANCO et al., 2007).

Os componentes dos filmes biodegradaveis estdo divididos em trés
categorias: hidrocoléides, lipideos e compdésitos. Os hidrocolbides incluem
proteinas (da soja, do soro do leite, do milho, do amendoim, gluten do trigo e
colageno, entre outras) e polissacarideos (amido, alginatos, celulose e
derivados, quitosana e agar, entre outros). Os lipideos englobam ceras,
acilgliceréis e acidos graxos e os compdsitos contém tanto hidrocoléides como
lipideos (CHA e CHINNAM, 2004).

Os filmes biodegradaveis destinam-se a auxiliar a manutencdo da
qualidade e a vida util dos alimentos, controlando a transferéncia de umidade,
oxigénio, diéxido de carbono, entre outros (SHAW et al., 2002). Contribuem
para prolongar a vida de prateleira e para melhorar a qualidade de alimentos,
proporcionando uma barreira a transferéncia de massa, levando ingredientes
alimentares e/ou melhorar a integridade mecéanica ou as caracteristicas de
manuseio do produto (PEREZ-GAGO E KROCHTA, 2000; BOURTOOM,
2008). Ja as embalagens de plasticos sintéticos apresentam dois sérios
problemas. Primeiro, por estas embalagens possuirem tempo de uso curto e vir
a perder rapidamente. E segundo, a quantidade de residuos de embalagens de
plastico, que ndo sdo biodegradaveis e persistem no ambiente por um longo
periodo de tempo (IMAM et al., 2005; MATHEW E ABRAHAM, 2008).

Entre os biopolimeros naturais mais utilizados para obtencéo do filme,
estdo os polissacarideos e as proteinas, 0s quais apresentam algumas

vantagens, pois sao provenientes de fontes renovaveis e sdo capazes de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X10002778#bib19
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X10002778#bib3
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X10002778#bib3
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877410001068#bib9
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877410001068#bib14
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formar uma matriz continua e coesa (RHIM e NG, 2007). Dentre as diversas
fontes renovaveis, destaca-se o pescado (SOBRAL, 2000).

As proteinas possuem uma estrutura com 20 monémeros diferentes, o
gue confere uma ampla gama de propriedades funcionais, especialmente um
potencial para ligacdes intermoleculares. Filmes a base de proteinas podem
formar ligagbes em posi¢coes diferentes e oferecem grande potencial para a
formacao de numerosas ligactes (Ou et al., 2005).

Os filmes a base de proteinas de pescado formam redes, apresentando
boas propriedades mecéanicas, como plasticidade e elasticidade, e boa barreira
ao oxigénio, porém, absorvem muita &gua, devido a hidrofilicidade dos
aminoacidos das moléculas de proteina (PAIVA et al, 2006). Esta
caracteristica pode ser modificada pela adicdo de plastificantes hidrofobicos
e/ou aditivos (ZAVAREZE et. al, 2012). Estas afirmacfes s&o, também,
reportadas por Limpan, et al. (2010), onde afirmam que as proteinas
miofibrilares e sarcoplasmaticas de peixes vém sendo pesquisadas para a
formacéao de filmes.

Pesquisas realizadas com proteinas miofibrilares de pescado foram
reportadas por: Cortez-Veja et al. (2013), que utilizaram proteinas miofibrilares
de sardinha (Sardina pilchardus), e demonstraram sua capacidade de formar
filmes transparentes e bastante resistentes; Monterrey-Quintero e Sobral
(2000), trabalhando com proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) de tilapia-do-
nilo (Oreochromis niloticus), demonstraram que a amostra de PML, apresentou
uma regido de maxima solubilidade (96,9%) e os biofiimes a base das PML de
tilapia-do-nilo sdo pouco sollveis (abaixo de 20 g/100 g matéria seca);
Zavareze et al. (2012), elaboraram filmes utilizando pescado de baixo valor
comercial, a corvina (Micropogonias furnieri) e demonstraram que filmes
elaborados com maior concentracdo de proteinas miofribrilares sdo mais
espessos e opacos. Apresentando, ainda, mais resisténcia a tracdo e menor
flexibilidade.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar subprodutos do processamento de pescada amarela para extrair
proteinas miofibrilares a partir da carne mecanicamente separada (CMS) para

posterior obten¢do do filme biodegradavel.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar as proteinas miofibrilares extraidas;

— Verificar a influéncia das diferentes concentracdes de proteinas miofibrilares
liofilizadas, de plastificantes, tempo e temperatura do banho, temperatura e
tempo de secagem do filme, quantidade de solucdo filmogénica na
obtencéo dos filmes biodegradaveis;

— Determinar a propriedade de barreira (permeabilidade ao vapor de agua)
dos filmes;

— Verificar a resisténcia mecéanica através da resisténcia a tracdo e elongacao
na ruptura dos filmes;

— Caracterizar as propriedades fisicas como espessura, solubilidade, cor,

transparéncia e a microestrutura do filme otimizado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PESCADA AMARELA (Cynoscion acoupa)

A pescada amarela (Figura 1), Cynoscion acoupa, € uma espécie
demersal, pertencente a familia Sciaenidae, que ocorre em &guas rasas
tropicais e subtropicais da costa atlantica da América do Sul, apresentando
tolerancia para as aguas salobras (MOURAO, et al., 2009) e no Brasil ocorre
em todo o litoral. Esta espécie € nectbnica, demersal e costeira de aguas
rasas; comum nas daguas salobras dos estuarios, lagoas estuarinas,
desembocaduras dos rios e podem penetrar na agua doce. Os espécimes
juvenis sao restritos as aguas salobras e doces, e encontradas em pequenos e
grandes cardumes nadando préximo ao fundo (MATOS e LUCENA, 2006).

Figura 1 - Pescada amarela (Cynoscion acoupa).

Fonte: MOURAO (2007).

Segundo Matos e Lucena (2006) a pescada amarela se aproxima de
aguas mais rasas a noite para se alimentar de peixes e crustaceos, e durante o
dia é pouco ativa. Reproduz-se na primavera e verdo e as larvas se
desenvolvem em aguas rasas e de baixa salinidade (MATOS e LUCENA,
2006).

A pescada amarela € um dos principais recursos explorados na costa
norte do Brasil e representa 19% dos desembarques do Estado do Para. A
captura da pescada amarela ocorre 0 ano todo, entretanto séo intensificadas
no més de maio estendendo-se até dezembro, periodo de transicdo chuvoso-
seco (maio a junho) e seco propriamente dito (julho a dezembro) (MVOURAO,
2007).
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O sistema da pescada amarela € considerado como artesanal de média
escala (ISAAC et al., 2009), ndo possuindo medidas especificas de
ordenamento para limitar ou controlar o esforco pesqueiro. Os estudos
realizados por Souza et al. (2003) demonstraram que, considerando o0s
Estados do Para e Maranhao conjuntamente, o estoque estaria no seu limite
maximo de exploragdo. Neste sentido, considerando a importancia soécio-
econdmica da espécie, seu estado de exploracdo e a auséncia de medidas de
ordenamento, sugere-se que esta pescaria deva ser imediatamente
regulamentada.

A espécie Cynoscion acoupa possui grande valor comercial na regido
Norte do Brasil e é o principal pescado consumido nas cidades do litoral
maranhense com elevado valor comercial. As bexigas natatorias sdo obtidas
como subproduto, e atingem altos valores. No entanto, poucas informacdes
estdo disponiveis sobre a espécie e funcionamento do sistema na regido
(ALMEIDA et. al., 2009).

3.2 SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DO PESCADO

Os subprodutos e sobras do processamento de alimentos apresentam
valor relativamente baixo. No caso do pescado, o material residual pode ser
constituido de carne escura, peixes fora do tamanho ideal para consumo,
residuos obtidos na filetagem ou outros processamentos como cabeca,
carcacgas, figado, pele e visceras (VISENTAINER et al., 2003).

Em virtude do grande volume de captura e dos métodos de
processamento utilizados, uma quantidade consideravel da producdo pesqueira
acaba como subproduto, uma vez que grande parte das industrias aproveita
apenas o filé do peixe e/ou o que chamam de “corpo limpo”; que é
caracterizado como um exemplar sem a cabeca, visceras, nadadeiras e
escamas (SOUZA; INHAMUNS, 2011).

Os subprodutos da industria de pescado apresentam uma composi¢ao
rica em compostos organicos e inorganicos, o que gera preocupacao relativa
aos potenciais impactos ambientais negativos decorrentes da disposicdo deste
material diretamente no ambiente ou oferecido in natura aos peixes cultivados
(HENRY-SILVA e CAMARGO, 2002; SEIBEL e SOARES, 2003).
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Na etapa de filetagem, o aproveitamento do peixe capturado é de
apenas 30% de rendimento, os outros 70% da matéria-prima sao subprodutos
(BUENO et al.,, 2011). Esse grande volume de material que ndo é utilizado
pode ser utilizado como fonte de proteinas ou lipideos, uma vez que podem ser
aproveitados como fonte de proteinas. O aproveitamento desses subprodutos
diminui o impacto ambiental, aliado ao valor agregado que pode ser conferido
ao material, até entdo, subutilizado ou desperdicado (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2007).

Os subprodutos soélidos do beneficiamento do pescado sdo destinados
principalmente a alimentacdo animal, mas também podem ser aproveitados
para a producdo de alimentos para consumo humano. O valor nutricional
desses subprodutos, ricos em proteinas e em acidos graxos da série 6mega-3,
incentiva o desenvolvimento de produtos para a alimentacdo humana
(MIRANDA et al., 2003).

O uso de tecnologias para o aproveitamento dos subprodutos do
beneficiamento do pescado, no desenvolvimento de produtos para a
alimentacdo humana, aumenta a capacidade da induUstria da pesca de
responder ndo s6 a demanda por produtos diferenciados, mas também a
tendéncia da busca por alimentos saudaveis e com alto valor nutritivo, suprindo
as necessidades nutricionais — em especial, de proteinas animais, pelos
setores mais carentes da populacdo, por um preco acessivel (MIRANDA et al.,
2003).

Segundo a Instrugdo Normativa n® 4 de 31 de margo de 2000 (BRASIL,
2000), do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, entende-se por
Carne Mecanicamente Separada (CMS), a carne obtida por processo mecanico
de moagem e separacdo de ossos de animais de acougue, destinada a
elaboracdo de produtos carneos especificos. O produto sera designado carne
mecanicamente separada, seguido do nome da espécie animal que o
caracterize. Onde serdo utilizados unicamente 0ssos, carcagas ou partes de
carcacas ou partes de carcagcas de animais de acougue, que tenham sido
aprovados para consumo humano pelo Servico de Inspecdo Federal, ndo
podendo ser utilizadas cabecas, pés e patas. Sendo obrigatério em sua

composic¢ao carne.
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De acordo com o Codex Alimentarius, a carne mecanicamente separada
(CMS) de pescado € um produto obtido a partir de uma Unica espécie, ou
mistura de espécies de peixe com caracteristicas sensoriais similares, atraves
do processo de separacdo mecanizada da parte comestivel, gerando particulas
de muasculo esquelético isentas de visceras, escamas, 0ssos e pele (FAO,
1994).

Segundo Kotaki (2005), a remogao da carne residual na carcaca de
peixe (entende-se por carcaca, a coluna vertebral contendo espinhas, costelas
e barriga) através de separadores mecanicos € uma alternativa ao
reaproveitamento de residuos de pescado, que permitiia minimizar o0s
problemas de poluicdo ambiental e reduzir o custo unitario das matérias-
primas.

A producdo de CMS em larga escala permite a elaboracdo de produtos
de alto valor agregado, que possam atingir determinados segmentos do
mercado, ou, mesmo quando transformados em produtos mais simples,
atender a necessidade social de demanda por proteina de origem animal de
primeira qualidade (KUHN e SOARES, 2002).

A utilizacdo da CMS para obtencdo do concentrado proteico do pescado
apresenta-se como uma boa alternativa de aproveitamento deste subproduto
do beneficiamento do pescado, originando um produto rico em proteina que
poderd ser utilizado para enriquecimento de uma infinidade de alimentos
(REBOUCAS, et al, 2012). Como por exemplo, a obtencdo de filmes
biodegradaveis a partir das proteinas miofibrilares obtidas do residuo do

pescado.

3.3 EMBALAGENS PARA ALIMENTOS: BIOFILMES

Ha constante desafio visando atender as exigéncias dos consumidores,
fornecendo embalagens praticas que preservem os alimentos e seja viavel
ambiental e economicamente (SOARES, 2009).

Sao fungbes das embalagens, melhorar a apresentacdo de um produto,
através das caracteristicas expostas nas mesmas; facilitar o transporte e o
acesso ao produto; trazer informacdes ao consumidor; aléem de aumentar o

valor agregado ao produto. Essencialmente, sabe-se que a principal finalidade
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das embalagens € proteger os alimentos contra qualquer tipo de acdo de
deterioracdo, sejam elas de natureza quimica, fisica ou microbiolégica, desde o
acondicionamento até o consumo final, assegurando a manutencdo de suas
préprias caracteristicas, por um periodo de tempo mais longo, apos seu
processamento (SOUSA et al., 2012).

Embora as embalagens tradicionais tenham contribuido grandemente
com os primeiros desenvolvimentos do sistema de distribuicdo de alimentos,
elas ndo sado suficientes para atender as novas exigéncias dos consumidores
por produtos mais préximos ao natural, contendo menos conservantes e que
sejam seguros (YAM et al.,, 2005). Neste sentido, novas tecnologias de
embalagens vém sendo desenvolvidas em resposta a essa demanda
(DAINELLI te al., 2008).

A maioria dos biofilmes é constituida de plasticos biodegradaveis obtidos
a partir de materiais de fonte renovavel, que agem como barreira a elementos
externos e podem proteger os produtos embalados de danos fisicos e
bioldgicos, assim como impedir a volatilizacdo de compostos e a perda de
umidade, aumentando a vida Gtil do produto. (BAE et al., 2009; PAIVA et al.,
2006; RHIM e NG, 2007).

Entre os biopolimeros naturais mais utilizados, estdo os polissacarideos
e as proteinas, 0s quais apresentam algumas vantagens, pois Sao provenientes
de fontes renovaveis e sdo capazes de formar uma matriz continua e coesa
(RHIM e NG, 2007). Portanto, desempenham um papel significativo para
resolver os problemas ambientais provocados pelo uso de materiais
poliméricos sintéticos (CORTEZ-VEGA, et al., 2013).

Para se proceder a formulacdo dos filmes, € necessario usar pelo menos
um componente que seja capaz de formar uma matriz estrutural
suficientemente coesa. Apenas polimeros com elevada massa molecular,
devido a sua capacidade de coesdo, podem dar origem a filmes com uma
estrutura deste tipo. O grau de coesdo da matriz polimérica afeta as
propriedades dos filmes, tais como, densidade e compatibilidade, porosidade e
permeabilidade, flexibilidade e rigidez. A maior parte dos biopolimeros naturais
podem ser usados para a preparacéo de filmes (RHIM e NG, 2007).

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis para o envolvimento de

alimentos exige o conhecimento das propriedades de barreira dos mesmos.
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Deste modo, é necessario considerar a permeabilidade dos filmes ao vapor de
agua, aromas, solutos e lipideos. E ainda de salientar que a adi¢do de agentes
plastificantes aos polimeros provoca alteragdes nas propriedades mecénicas e
de barreira dos filmes (ROBERTSON, 2006).

Os biofilmes podem ser utilizados como revestimentos que sao
aplicados sobre a superficie do alimento ou entre os componentes que Sdo
aplicados sobre a superficie do alimento ou entre os componentes, visando a
reducdo na perda de vapor de agua, oxigénio, migracao de lipidios e aroma ou
para estabilizar os gradientes de atividade de &gua e assim manter as
diferentes propriedades de textura (GIANCONE, et al., 2008).

A seguir, encontram-se referidas algumas propriedades funcionais dos
filmes em questdo (THARANATHAN, 2003):

— Promovem a reducdo da taxa de absor¢cdo de oxigénio do alimento
(respiracao lenta, mas controlada);

— Constituem uma barreira seletiva para os gases (p.ex., oxigénio, diéxido de
carbono e vapor de agua);

— Criam uma atmosfera modificada relativamente a composi¢ao interna de
gases podendo, p.ex. regular o processo de amadurecimento e,
consequentemente, aumentar o tempo de vida de determinado alimento;

— Atenuam a migracéo de lipideos (usados na industria alimentar);

— Servem como veiculo de incorporacdo de aditivos alimentares (aromas,
corantes, antioxidantes, agentes antimicrobianos);

— Previnem ou reduzem o desenvolvimento de microrganismos durante o
armazenamento.

A formacédo de filmes necessita de, um biopolimero, para promover a
matriz estrutural e de um plastificante, de baixa massa molecular para
aumentar a flexibilidade do mesmo (SHAW et al., 2002).
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3.4 PLASTIFICANTES

Plastificantes geralmente sédo moléculas de baixa massa molar e sdo
compostos que podem ser adicionados em filmes poliméricos cuja intencéo é
melhorar a processabilidade e aumentar a flexibilidade. Estas moléculas
interagem com as cadeias poliméricas através de forcas intra e
intermoleculares (ligacdes de hidrogénio), diminuem a rigidez do filme e
reduzem a viscosidade do sistema. Mesmo alterando as propriedades fisico-
quimicas dos polimeros, os plastificantes ndo alteram a estrutura do material,
no entanto, eles possibilitam o aumento do volume livre das cadeias
poliméricas, e em consequéncia, a mobilidade de macromoléculas (OLIVAS e
BARBOSA-CANOVAS, 2007; SOTHORNVIT e KROCHTA, 2001).

O sorbitol (Figura 2) é um polidlcool extraido de frutas como ameixa e
macd. E um composto de baixa massa molar, muito utilizado como
plastificante. A presenca de seis grupos hidroxilas possibilita a sua interacéo
através de ligacdes de hidrogénio (LIMA, et al., 2007).

Figura 2 - Estrutura quimica do sorbitol.

OH UH
Fonte: Lima et al., (2007).

Plastificantes como glicerol e sorbitol sdo substancias nédo volateis, que
guando adicionados ao material do filme alteram suas propriedades mecéanicas
e fisicas. A estrutura, composicdo, massa molecular e grupos funcionais dos
plastificantes podem afetar o grau de plasticidade dos filmes biopoliméricos
(CAO et al, 2009). A Figura 3 mostra a molécula de glicerol (1,2,3-
propanotriol), um alcool simples, sendo este um dos plastificantes mais
utilizados em filmes comestiveis (LAOHAKUNJIT e NOOMHORM, 2004).
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Figura 3 - Molécula de glicerol.

HO/\I/\OH

OH
Fonte: Chaplin (2009).

Plastificantes alteram a flexibilidade dos filmes devido a habilidade em
reduzir as pontes de hidrogénio entre as cadeias dos polimeros e interferir no
espaco molecular (MALI e GROSSMANN, 2003).

Os filmes biodegradaveis séo barreiras fracas para o vapor de agua,
comparativamente aos polimeros sintéticos. E ainda de notar que quanto maior
for a quantidade de plastificante adicionada ao polimero, menor sera a
permeabilidade ao vapor de agua, conferindo melhor protecao relativamente ao
vapor de agua. Por outro lado, a presenca do plastificante provoca a diminuicao
da capacidade dos filmes para atuarem como barreiras eficazes para o
oxigénio, aromas e lipideos (GENNADIOS, 2002).

As propriedades mecanicas s&do altamente influenciadas pelos
plastificantes, pois a fragilidade € uma caracteristica inerente atribuida ao
complexo: estruturas ramificadas e forcas intermoleculares fracas. Os
plastificantes, ao reduzirem as forcas intermoleculares, reduzem a rigidez da
estrutura da pelicula e aumentam a mobilidade das cadeias poliméricas,
melhorando assim as propriedades mecanicas (SRINIVASA et al., 2007).

Os plastificantes, para que possam ser utilizados em composi¢cdo com
um dado polimero, devem possuir boas caracteristicas de desempenho, tais
como: baixa volatilidade; estabilidade a luz e ao calor; manutencdo das
propriedades, mesmo a baixas temperaturas; baixa toxidez; resisténcia quimica
a acdo de solventes; resisténcia a exsudagdo e a migragdo para outros
materiais. Destas, a caracteristica de permanéncia na matriz € a mais
importante, principalmente quando a mistura € empregada para o
acondicionamento de alimentos, para a confec¢do de bolsas de sangue e para
a fabricacdo de brinquedos, dentre outras (FERRUTI et al., 2003; LAKSHMI e
JAYAKRISHNAN, 2002).
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3.5 PROTEINAS DO PESCADO

Os peixes sdo uma fonte de proteina rica em aminoacidos essenciais
(lisina, metionina cistina, treonina e triptofano). As proteinas do musculo de
peixe sdo constituidas por varios grupos de proteinas: a fracdo que forma a
sarcoplasmatica, que desempenha as func¢des bioquimicas nas células;
proteinas miofibrilares do sistema contratil; e proteinas do tecido conjuntivo
(proteinas do estroma), o principal responsavel pela integridade dos musculos.
Para além das suas propriedades funcionais, tecnolégicas e nutricionais,
algumas proteinas de peixe podem apresentar atividade antioxidante, a qual
esta associada com certos peptideos bioativos presentes nas sequéncias
proteicas (ZAVAREZE et al., 2012).

As proteinas musculares do peixe possuem elevado valor biolégico, com
uma composicdo balanceada em aminoacidos, particularmente aqueles
limitantes em proteinas de origem vegetal, como a metionina e a cisteina
(Neves et al., 2004). Os peixes e os produtos obtidos por meio da atividade da
pesca destacam-se nutricionalmente de outros alimentos de origem animal,
pois as proteinas contém todos 0os aminoacidos essenciais para o ser humano.
Adicionalmente, sdo excelentes fontes de aminoacidos lisina, metionina e
cisteina, encontrados em baixa quantidade em dietas a base de grdos de
cereais (ABABOUCH, 2005).

De maneira geral, as caracteristicas das carnes de pescado sao
similares as da carne dos animais de abate. Comparando-se com as proteinas
musculares dos mamiferos terrestres como a carne bovina (39 a 68% proteina
miofibrilar, 16 a 28% proteina sarcoplasmatica e 16 a 28% proteinas
estromaticas (PARK e LIN, 2005).

Os subprodutos gerados no processamento do pescado, ricos em
proteinas e lipideos sdo frequentemente subaproveitados. O uso de
tecnologias convencionais para processar o pescado e criar valor acrescentado
aos produtos de pescado geralmente leva a uma utilizagao limitada do animal.
Muitos subprodutos ricos em proteina e lipideos sdo perdidos e deste modo
nao sao recuperados para o uso humano (KRISTINSSON e RASCO, 2002).

As propriedades funcionais tipicas das proteinas de sistemas
alimentares sao as seguintes (DAMODARAN, 1997): solubilidade, capacidade
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de retencdo de agua, viscosidade, capacidade de gelificacdo, propriedades
emulsionantes, capacidade de formacdo de espuma, retencdo de aromas,
absorcao de gordura, coesao-adesao e a elasticidade.

De acordo com Dangaran et al. (2009), existem trés tipos de proteinas
de pescado: sarcoplasmatica, estroma e miofibrilar. As enzimas, a mioglobina e
as proteinas citoplasmaticas sdo exemplos de proteinas sarcoplasmaticas.
Proteinas do estroma incluem colageno e elastina, enquanto proteinas
miofibrilares incluem miosina, actina, tropomiosina e troponina. Proteinas do
estroma e miofibrilar sdo usadas para fazer filmes comestiveis e revestimentos,
actina e miosina formam as principais fragbes das proteinas miofibrilares. A
miosina € responsavel por uma série de propriedades, como a gelificacdo, a
retencdo de agua e a emulsificacdo (RAGHAVAN e KRISTINSSON, 2008).

3.5.1 Proteinas Miofibrilares

Proteinas miofibrilares (PM) tém wuma fungdo importante no
processamento dos produtos em gel. PM influenciam o lipideo/retencédo de
agua, o rendimento, a textura e a coesdo do produto final de gel (FOEGEDING
et al., 2006). A PM contém a miosina, a actina, a actomiosina, tropomiosina e
troponina e pode formar uma rede tridimensional através de desdobramento
(exposicéo de partes hidrofobicos), a agregacao e a ligacdo cruzada durante o
processo de inducdo de calor (XU et al., 2011). Além disso, as PM afetam as
propriedades de emulsificacdo e os comportamentos reoldgicos de produtos a
base de carne triturados (SUN et al., 2012).

Formacao de géis de proteinas musculares em alimentos processados é
muito importante, influencia a textura e caracteristicas sensoriais dos produtos
finais. Proteinas miofibrilares, contribuindo para 55-65% da proteina total do
musculo, ou 12% do peso do musculo esquelético, sdo excelentes agentes
gelificantes que sdo em grande parte responsaveis pelas caracteristicas
texturais e estruturais de produtos a base de carne (ACTON et al., 1982).

O foco maior é sobre a forma como a miosina e actina em diferentes
espécies de animais reagem, e como as propriedades fisico-quimicas, as
interagcOes das proteinas miofibrilares com outros aditivos, influencia na textura

do gel e propriedades reoldgicas da proteina em si (SUN e HOLLEY, 2011).
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As proteinas miofibrilares sdo normalmente insolliveis em agua, mas
podem ser solubilizadas controlando-se o pH da solu¢do (ZAVAREZE et al.,
2012). Essas proteinas, que sdo completamente estendidas, apresentam
cadeias de polipeptideos fortemente associadas entre si, em estruturas
paralelas (IWATA et al., 2000). Em razado disso, essas proteinas sdo capazes
de formar uma matriz continua durante a secagem da solugdo (MONTERREY-
QUINTERO e SOBRAL, 2000).

As proteinas miofibrilares sdo proteinas solugdes salinas e podem ser
extraidas com solucéo de Cloreto de Potassio (KCl) a uma concentracéo igual
ou superior a 0,5 M. A miosina e a actina, que constituem % do total de
proteinas miofiblilares, sdo as proteinas contrateis, responsaveis pela
contracdo e relaxamento. Essas proteinas tém a capacidade de formar géis
sob determinadas condi¢cdes, em um processo que envolve desnaturacéo
parcial seguida de agregacao, devida a associagdes moleculares (VAZ, 2005).

A estrutura das proteinas miofibrilares varia com a forca ionica (OFFER
e TRINICK, 1983). Além disso, entre todos os fatores que afetam propriedades
de gelificacdo de proteinas miofibrilares, a forca idnica tem sido considerada
altamente importante (Xiong et al., 2000). Além disso, h& evidéncias de que o
sal promove a oxidagdo de proteinas miofibrilares, bem como o tecido muscular
(Liu et al., 2011). A oxidacdo em altas concentracfes de sal também pode
melhorar significativamente a transglutaminase microbiana (MTGase) mediada
por gelificacdo de proteinas miofibrilares (Li et al., 2013).

Segundo Vaz (2005), quando a miofibrila é dissolvida pela solucdo
salina, forma-se uma solugdo pastosa de actomiosina, condigcdo para que
possa haver formacédo de elasticidade. Assim, neste caso, a funcdo do sal € a
de agente peptizante da miofibrila. A concentracdo minima de sal que comeca
a dissolver a miofibrila € de 0,3M (1,4% de sal para uma carne contendo 80%
de umidade) a 0,4 M (1,9% de sal para 80% de umidade) para dissolvé-la
totalmente. Abaixo desse nivel (2%) ndo se forma um solucdo de actomiosina.
Por outro lado, uma quantidade de NaCl acima de 3% torna-se limitante por
comprometer o paladar do produto, definindo-se assim a concentragao ideal de
sal entre 2 a 3%.

O processo de lavagem pode remover as proteinas de baixo peso

molecular tal como as proteinas sarcoplasmaticas, levando ao aumento da
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concentracdo de proteinas miofibrilares que desempenham um papel essencial
na formacdo de uma forte rede de pelicula. Proteina Sarcoplasmética poderia
inserir entre cadeias de proteinas miofibrilares durante a formacédo do filme,
levando a diminuicao da interacdo entre miofibrilas. A formacéo do filme ocorre
geralmente através do desenvolvimento de uma rede tridimensional de
moléculas de proteina por idnica, hidrogénio, hidrofébico, e pontes dissulfeto
(HAMAGUCHI, WENG, & TANAKA, 2007).

3.5.2 Proteinas Sarcoplasmaticas

As proteinas sarcoplasméticas sédo proteinas sollveis do sarcoplasma,
ao qual pertencem a maioria das enzimas da via glicolitica, creatina quinase e
mioglobina. Uma mistura de varias centenas de proteinas globulares de peso
molecular relativamente baixo € conhecida por estar presente na fracao
sarcoplasmatica (BENDIXEN, 2005; TORNBERG, 2005).

Proteinas sarcoplasmaticas sao solUveis em agua ou solucédo de baixa
forca ionica. Estes componentes sdo normalmente lavados para fora do
processamento. No processo de lavagem, uma grande quantidade de agua é
usada e grandes quantidades de 4gua lavada sao geradas como residuo, que
contém as proteinas sarcoplasmaticas (HEMUNG e CHIN, 2013). Representam
25-30% das proteinas musculares dos peixes. Eles séo facilmente acessiveis,
e compreendem o0s péptidos e proteinas de até aproximadamente 200 kDa de
peso molecular. Hidrolisados de proteinas de peixe tém sido mostrados para
compreender as propriedades bioativas (HIMAYA et al., 2012; PILON et al.,
2011; EWART et al., 2009).

Apesar de responsavel por cerca de 30% da proteina total do masculo, o
papel das proteinas sarcoplasmaticas sobre as propriedades funcionais da
carne tem recebido menos atencdo em relacdo as proteinas miofibrilares
(MIYAGUCHI, NAGAYAMA e TSUTSUMI, 2000).

As proteinas sarcoplasmaticas sdo proteinas globulares que,
geralmente, tém que ser desnaturadas termicamente para formar uma matriz
continua (IWATA et al, 2000). O aquecimento modifica a estrutura
tridimensional das proteinas globulares, causando exposicdo dos grupos SH

dos residuos da cistina, provocando a producdo de pontes de enxofre (S-S)
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entre cadeias de proteinas adjacentes, e também promovendo a exposicéo de
grupos funcionais que proporcionardo interacdes hidrofébicas durante a
secagem (PEREZ-GAGO e KROCHTA, 2001).

Ohlendieck (2010) relata que a alterac&o da fracado sarcoplasmatica néo
estd diretamente envolvida na sensibilidade muscular, porque as proteinas
sarcoplasmaticas tém funcdes estruturais, apesar de estudos em porco
relatado que a desnaturacdo de proteinas sarcoplasmaticas tem um impacto
sobre os parametros de qualidade da carne, como cor e capacidade de
retencdo de agua (JOO et al., 1999; SAYD et al., 2006).

Kotaki (2005) destacou algumas propriedades tecnoldgicas e nutricionais
das proteinas sarcoplasmaticas, tais como: a capacidade dessas provocarem
alteracdes nas proteinas miofibrilares e estromaticas; quanto ao valor nutritivo
nao sdo consideradas inferiores as proteinas miofibrilares; a diversificacdo da
sua composicao qualitativa e quantitativa pode servir para a identificacédo de
diferentes espécies de peixes, usando o método eletroforético.

3.5.3 Proteinas do Estroma

As proteinas do estroma (tecido conectivo) — o colageno e a elastina —
sdo o residuo da extracdo das proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares
(ZAVAREZE et al., 2012). Sua composicdo a de aproximadamente 2 a 5 % em
musculo de pescado (SILVA, 2006).

Elas sd@o proteinas fibrosas e insoluveis. A elastina possui uma
poliestrutura estavel e mesmo com forte aquecimento mantém sua estrutura
estavel e insoltvel. O colageno possui forte estabilidade a baixas temperaturas,
mas acima de determinadas temperaturas de aquecimento ocorrem grandes
mudanc¢as na sua estrutura, tornando-se sollvel em agua. A temperatura de
contracao térmica T para o coldgeno de pescado varia de 30 a 60 °C. ATs é a
temperatura na qual ocorre um brusco desdobramento das trés cadeias das
hélices do colageno, tornando-se a fibra contraida na forma de espiral irregular
(SILVA, 2006).

Kotaki (2005) enumerou as seguintes funcbes e propriedades
nutricionais e tecnoldgicas das proteinas do estroma: servem de sustentagdo

das fibras musculares; devido ao baixo teor dessas proteinas, o pescado, em
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geral, é considerado tenro e de facil digestdo; por serem pobres em
aminoacidos essenciais essas proteinas podem ser consideradas de baixo
valor nutricional; quantidades variaveis e diferentes tipos de coldgenos em

diferentes peixes podem ter influéncia nas propriedades relacionadas a textura.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

Para a elaboracao dos filmes biodegradaveis foi utilizado como matéria-
prima residuos de pescada amarela (Cynoscion acoupa), oriundos da empresa
Costa Norte Comércio de Pescados Ltda-Icoaraci/PA. Os subprodutos foram
embalados, acondicionados em caixas térmica com gelo e transportados para o
Laboratério de Tecnologia de Pescados e Carnes (LAPOA) da Universidade
Federal do Pard. No laboratério foram lavados em agua clorada (5 ppm) a
4°C/5 min., em seguida foram lavados com agua destilada para retirada do
excesso de cloro, acondicionados em embalagens plasticas e armazenados em

freezer a —18 °C.

4.2. OBTENCAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS (PML)

Para a obtencdo das proteinas miofibrilares liofilizadas, foi utilizada a
metodologia de Zavareze et al. (2012) com modificacdes, onde os autores
trabalharam com a proteina nao liofilizada. Os subprodutos obtidos a partir da
pescada amarela (Cynoscion acoupa) foram triturados, de modo a facilitar a
homogeneizagdo. Em seguida foram misturados com trés volumes de agua
destilada fria (4 °C) e homogeneizado em uma centrifuga (Heraeus/multifuge
X1R centrifuge) a 10.000 rpm durante 2 minutos/4°C, seguido por filtragéo
através de uma camada de tecido failet. A polpa filtrada foi misturada com 5
volumes de solucédo de NaCl (50 mM) por 5 minutos e seguida de uma filtracao.
Esse processo repetiu-se por mais duas vezes e, apds essa etapa, o material
obtido foi submetido ao processo de congelamento (-22°C) por 24h para
posteriormente ser liofilizado (liofilizador de bancada da marca Liotop — modelo
L101).


http://www.cnpescados.com/
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4.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO DAS PROTEINAS
MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS (PML)

O rendimento da extracdo da PML foi calculado através da equacédo 1 e
expresso em g de proteina/100g de subproduto (ARNESEN e GILDBERG,
2007; BENJAKUL et al., 2010; BINSI et al.,, 2009; BORAN e REGENSTEIN,

2009).

Peso da proteina liofilizada (g)
Producio de PML (%) = — x 100 Equacio 1
Peso imido do subproduto (g)

4.4 CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS
(PML)

4.4.1 Composicédo Centesimal da PML

As andlises de umidade, cinzas, proteina bruta e lipidios foram
realizadas nas proteinas miofibrilares liofilizadas, segundo os metodologia da
Association of Official Analytical Chemists, AOAC (2000). Os valores obtidos

pelas andlises foram expressos em base seca.

4.4.2 Caracterizacdo da microestrutura das PML (MEV)

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletrénica
de Varredura — LABMEYV do Instituto de Geociéncias da UFPA. O equipamento
utilizado foi um MEV modelo LEO-1430. As amostras foram metalizadas com
ouro e o tempo de recobrimento foi de 1,5 minutos. As condi¢cdes de analises
para as imagens de elétrons secundarios foram: corrente do feixe de elétrons =
90 MA, voltagem de aceleracédo constante = 10 kv, distéancia de trabalho = 15

mm.

4.4.3 Determinacao da composicéo de aminoacidos da PML

O perfil de aminoéacidos foi determinado utilizando cromatégrafo liquido
de alta performace Waters-PICO Tag™, Waters Model 712 WISP (Waters,
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Watford, Herts, UK), segundo o método proposto por White, Hart, and Kry
(1986).

4.5 PREPARACAO DOS FILMES

Os filmes foram preparados de acordo com a metodologia de Zavareze
et al. (2012) com modificacdes. A proteina miofibrilar liofilizada foi triturada, de
modo a facilitar na homogeneizacdo, posteriormente foram passadas em
peneiras de abertura cujo “mesh” utilizado sera de 0,42mm. Os filmes com PML
foram preparados por suspensao (p/v) (método de casting), sendo ajustado o
pH (pHmetro de bancada modelo HI 221) da solug&o para 11 com NaOH 2M,
utilizando glicerol como plastificante. A soluc¢édo foi homogeneizada (modelo TE
— 102 turratec da Tecnal) com uma velocidade de 10.000 rpm durante 5
minutos. Em seguida a solucdo foi tratada termicamente com ajuda de um
banho-maria (modelo TE — 057 banho-maria da Tecnal) a uma determinada
temperatura e tempo para permitir a formacéo da pelicula.

As solucdes filmogénicas (SF) foram filtradas em tecido tipo failet, de
modo a reter proteinas que ndo se dissolveram, em seguida foram despejadas
em recipiente de silicone com diametro 22 cm/2,5 cm de espessuras,
posteriormente levadas para secagem em D.B.O. com circulacdo de ar sob
determinada temperatura e tempo. A concentracdo de proteina e de
plastificante, temperatura e tempo do banho, temperatura e tempo de secagem
do filme, quantidade de SF foram ajustados conforme o0 ensaio correspondente
ao planejamento fracionario Plackett Burman (Tabela 1). A espessura do filme
foi controlada pelo volume de solucéo filmogénica colocado na forma. Apés a

secagem, os filmes foram embalados a vacuo e acondicionados a 25 °C.

4.6 PLANEJAMENTO FRACIONARIO PLACKETT BURMAN (PB)

Foram selecionadas variaveis e suas faixas de trabalho baseadas em
dados obtidos da literatura (ZAVARESE et al.,, 2012; LIMPAN et al., 2012;
ARFAT, et al., 2014; MONTERREY-QUINTERO & SOBRAL, 2000). Apés essa
definicdo, foi realizado um delineamento experimental fracionario do tipo

Plackett Burman (PB), utilizado para selecdo prévia das varidveis. O objetivo
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dos experimentos foi selecionar entre sete variaveis independentes testadas,
as mais importantes em relacdo as variaveis dependentes, permeabilidade ao
vapor de agua (PVA), resisténcia a tracdo (RT) e elongacdo (E). Foram
escolhidos PB-8 (oito ensaios), com 3 repeticdes no ponto central, que permite
a determinacdo do erro puro e repetibilidade do processo, totalizando 11

ensaios. Os ensaios foram medidos trés vezes para cada resposta.

4.6.1 variaveis independentes

Dentre as variaveis independentes que podem influenciar na obtencéo
do filme, temos: Concentracdo de proteinas (Cp); Concentracdo de
plastificantes (Cpl); Temperatura do banho-maria (Tbh); Tempo do banho-maria
(Tbm); Temperatura de secagem do filme (Ts); Tempo de secagem do filme
(Tsf) e Quantidade de solucéo filmogénica (Qsf) (Tabela 1).

O pH é considerado uma das mais importantes. No entanto, fixou-se
esta variavel no planejamento pelo fato do filme néo se formar em intervalos de
pH de 5 a 6,5. Filmes ndo podem ser formados a pH 5 e 6, porque € proximo
do ponto isoelétrico das proteinas (HAMAGUCHI, et al., 2007).

Tabela 1- Valores reais das variaveis independentes do planejamento
experimental fracionario Plackett-Burman e seus respectivos niveis codificados.

Variaveis Unidade Nivel baixo Central Nivel alto
@) ) *)

Cp, Concentragdo da % 1,0 1,5 2,0
proteina

Cy  Concentragao do % 30 40 50
plastificante

T, Temperatura do °C 40 65 90
banho

t, Tempo do banho Min. 30 35 40

Ts Temperatura de °C 25 30 35
secagem

ts  Tempo de Horas 16 20 24
secagem

Qst Quantidade SF ml 120 130 140
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4.6.2 Variaveis dependentes

4.6.2.1 Propriedade de barreira dos filmes

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi medido utilizando um
método modificado ASTM (American Society for Testing and Materials, 1989),
como descrito por Shiku, et al., (2004). O filme sera selado em becker de
permeacdo de vidro contendo silica gel seco (0% UR; O Pa de pressao de
vapor de agua a 30 °C) com cola de silicone (Adesivo de silicone, alta
temperatura — Siloc). Os beckers serdo colocados em dessecador contendo
agua destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de pressao de vapor a 30 °C) e
0s beckers serdo pesados em intervalos de 1 h ao longo de um periodo de 10

h. PVA do filme foi calculada de acordo com a equacéo 2:

PV = ——— Equacdo 2

Em que: w representa o ganho de peso do becker (g); | € a espessura da
pelicula (m); A é a area exposta da pelicula (m?); t é o tempo de ganho (s); (P»-
P1) é a diferenca de pressao de vapor através da pelicula (4244,9 Pa, a 30 ° C).

4.6.2.2 Propriedades mecanicas dos filmes (resisténcia a tracao e elongacao)

Para verificar a resisténcia a tracdo e elongacao na ruptura dos filmes
utilizou um texturdmetro, empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM,
1996). As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25 °C). As
amostras serdo cortadas em tiras de 100 mm de comprimento e 25 mm de
largura. A distdncia maximo que o texturdmetro foi programado foi de 100mm.
A resisténcia a tracéo (RT) e a porcentagem de elongacéo (E) foram calculadas

pelas Equacdes 3 e 4, respectivamente.

RT = — Fgquacao 3

Em que: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da
ruptura do filme (N); A: area da seccao transversal do filme (m?).
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d,. .
E(%) = L2 ¥ 100 Equacio 4

inicial

Em que: E: elongacao (%); dr. distancia final no momento da ruptura (cm);
diniciai: distancia inicial de separacéo (5 cm).

4.7 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

As variaveis independentes a serem estudadas no DCCR, foram
concentracdo de proteina (Cp), concentracdo de plastificante (Cpl) e
temperatura de secagem do filme (Ts). As variaveis que ndo mostraram efeito
significativo sobre a resposta no PB foram fixadas em funcdo do menor tempo
e custo para o processo. Dentre elas foram: o tempo e temperatura do banho; o
tempo de secagem do filme e a quantidade de solucéo filmogénica.

O DCCR foi utilizado para definicdo da melhor condicdo de propriedades
de barreiras dos filmes, aliado as condicdes de melhor resisténcia a tracao e
elongacdo na ruptura dos mesmos. A definicdo dos niveis das variaveis
estudadas esta descrita na Tabela 2. Os ensaios foram medidos trés vezes
para cada resposta.

Foram realizados 18 ensaios, sendo 8 ensaios fatoriais (combinacéo
entre os niveis +1), 4 ensaios no ponto central (quatro variaveis no nivel 0) e 6
ensaios nos niveis axiais (a e —a, definidos em -1,68 e +1,68). Para cada
resposta foi verificada a significancia das variaveis ou interacdes na equacao
polinomial descrita ha Equacédo 5. Os modelos foram desenvolvidos ignorando
os efeitos que ndo apresentaram significancia e a equacao resultante foi
encontrada quando os niveis de significancia (p) para concentracao de proteina
(Cp), concentracdo de plastificante (Cpl) e temperatura de secagem (Ts)

observados foram iguais ou menores que 5% (p <0,05).

y=flX1) =8+ ﬁl'[cp} + J"f"n'['!:}:}2 + ﬁ:{c}::}"‘ 1‘5’:2'['5}::}2 + Ba(T.) + Baa(T.)?
+ B2 {C'p C‘p!} + Si3 '[‘:.u T.)+ 1‘5':3'[5;::5'}}

Equacdo 5

Onde B, sdo os parametros (efeitos) do modelo, y a variavel dependente

e as variaveis independentes ja estdo codificadas. Este modelo foi ajustado aos
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pontos experimentais e o nivel de significancia do modelo foi analisado por

meio dos coeficientes de correlacdo (R?) e do teste F.

Tabela 2 - Definicdo dos niveis das trés variaveis estudadas no processo de
obtencao do filme a partir de pescada amarela (Cynoscion acoupa) no DCCR
23,

Variaveis Unidade Simbolo -1,68 -1 0 1 +1,68
Independentes

Concentracéo de % Cp 0,66 1 15 2 2,34
proteina

Concentracéo de % Coi 23,18 30 40 50 56,82
plastificante

Temperatura de secagem °C Ts 21,59 25 30 35 38,41

4.8 DEFINICAO DAS CONDICOES OTIMAS DE PROCESSO: FUNCAO
DESEJABILIDADE

Na otimizacdo do processo de producédo dos filmes foram consideradas
as seguintes propriedades: permeabilidade ao vapor de &gua, resisténcia
mecanica e elongagao. A baixa PVA, a alta resisténcia mecénica e elongagéo
foram as caracteristicas consideradas desejaveis para a obtencdo de um bom
filme. Desta forma, o objetivo foi encontrar os valores (Tabela 3) operacionais
otimos das variaveis independentes (Cp,, Cp e Ts) que satisfizessem
simultaneamente 0s requisitos necessarios as variaveis respostas (funcéo

desejabilidade).
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Tabela 3 - Condi¢Bes de desejabilidade (d;) das variaveis respostas durante a
otimizacao da producéo dos filmes.

Variavel Minimo Médio Maximo S t
resposta
PVA Valor 2,18 1,030 1,840

de 1,00 0,50 0,00 5,00 5,00
RT Valor 2,64 5,16 7,67

d, 0,000 1,00 1,00 5,00 5,00
E Valor 51,62 101,00 150,38

d, 0,00 1,00 1,00 5,00 5,00

? = Condicbes de desejabilidade; Expoentes s e t; PVA = permeabilidade ao vapor de agua; RT
= resisténcia a tragcéo e E = elongacéo.

4.9 CARACTERIZACAO DO FILME OTIMIZADO

Nas condi¢cdes o6timas foi reproduzido o filme correspondente e
determinadas a espessura, solubilidade, cor, transparéncia e caracterizacao da
microestrutura dos filmes (MEV) para melhor compreenséao das propriedades

fisicas do biofilme.

4.9.1 Espessura e solubilidade dos filmes

A espessura dos filmes foi determinada por meio da média de oito
medidas aleatorias em torno do filme, obedecendo a um afastamento da borda
de 10 mm, utilizando-se um micrometro digital com resolugcdo de 0,001 mm
(Insize, IP54, Sao Paulo, Brasil) (ZAVAREZE et al., 2012).

Para determinacdo da solubilidade, os filmes foram recortados em
discos de 2 cm de didmetro e foi determinada a matéria seca inicial em estufa a
105 °C por 24 horas. ApOs a primeira pesagem, as amostras foram imersas em
recipientes contendo 50 mL de agua destilada. O sistema sera agitado em
Incubadora Shaker refrigerada (Cientec, CT-712RNT, Sao Paulo, Brasil) com
velocidade de 150 rpm por um periodo de 24 horas, a 25 °C. ApoOs este
periodo, as amostras foram removidas e secas (105 °C por 24 horas), para
determinar a matéria seca que ndo se dissolveu em agua (GONTARD et al.,
1994).



35

4.9.2 Cor dos filmes

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro controlado pelo
programa Universal Software 3.2, trabalhando com Dgs (luz do dia) e usando-se
os padrbes CIE Lab: L*, variando de O (preto) a 100 (branco); a*, do verde (-)
ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao amarelo (+) (GENNADIOS et al., 1996). Os
filmes foram aplicados na superficie de uma placa branca padrao e os padrdes
L*, a* e b* serdo medidos. A diferenca de cor (AE*) foi calculada de acordo com

a seguinte equacéo 6:

AE = [(AL*)* + (Aa®)? + (Ab%)?]% Equacio 6

Em que: AL*, Aa* e Ab* s&o os diferenciais entre os cromas das amostras e do
padrao branco: L* = 92,24; a* = -5,15; b* = 6,11.

4.9.3 A transmissao da luz e valor de transparéncia

A transmitancia de luz de filmes foi medida na gama do visivel e
ultravioleta (200-800nm) usando um espectrofotometro (Shimadzu UV-1800,
Quioto, Japéao), de acordo com o método do Shiku et al. (2004). O valor de
transparéncia do filme foi calculado em triplicata e usou-se a seguinte equacao
7 (HAN e FLOROS, 1997):

. —logTsp -
Valor de transparéncia = — Equacio 7

Em que: Tgoo € a transmitancia a 600 nm; x representa a espessura filme (mm).
O maior valor de transparéncia representa a menor transparéncia do filme.

4.9.4 Caracterizagdo da microestrutura dos filmes (MEV)

As analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletrénica
de Varredura — LABMEYV do Instituto de Geociéncias da UFPA no equipamento
MEV modelo LEO-1430. As amostras foram metalizadas com ouro e o tempo

de recobrimento serd de 1,5 minutos. As condi¢cdes de analises para as
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imagens de elétrons secundarios: foram corrente do feixe de elétrons = 90 UA,

voltagem de aceleracdo constante = 10 kv, distancia de trabalho = 15 mm.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada por meio do software
STATISTICA 7 for Windows através da hierarquizacdo dos efeitos, analise de

variancia e analise de superficie de resposta do modelo proposto (p<0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DA PROTEINA MIOFIBRILAR LIOFILIZADA (PML)

O valor de rendimento do processo de obtencdo da proteina miofibrilar
liofilizada foi de 16,8%. A etapa de lavagem do residuo do processo de
obtancdo das proteinas miofibrilares retirou gordura, sangue, mineral e
proteinas sarcoplasmaticas, permanecendo uma concentracdo consideravel
das proteinas miofibrilares, pois segundo Hemung e Chin (2013) proteinas
sarcoplasmaticas séo sollveis em agua ou em solucédo de baixa forca idnica.
Segundo Hamaguchi, et al. (2007) o processo de lavagem pode remover as
proteinas de baixo peso molecular tal como as proteinas sarcoplasmaticas,
levando ao aumento da concentracdo de proteinas miofibrilares que
desempenham um papel essencial na formacao de uma forte rede de pelicula.

De acordo com Zavareze et al. (2012) as proteinas miofibrilares séo
normalmente insolUveis em agua, mas podem ser solubilizadas controlando-se
o pH da solugcdo. A maior importancia da lavagem consiste na remocao das
proteinas solUveis em agua, resultando no aumento da concentracdo de
proteina miofibrilar (actomiosina), o que melhora a forca de gel e a elasticidade
(BELIBAGLI et al., 2003).

Vidal et al. (2011) obtiveram rendimento de residuo de 18,34% ao
trabalhar com concentrado proteico de tilapia submetidos a varios ciclos de
lavagens de agua e H3PO, (0,05%) para alcancar o ponto isoelétrico da
proteina miofibrilar (pH + 5). Pessatti (2001), ao elaborar um concentrado

proteico de peixe, através de lavagens sucessivas com etanol, obteve um


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643807001958#bib20
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rendimento inferior de 14%. Desta forma, pode-se considerar o rendimento da
PML satisfatorio, tendo se situado entre os valores médios observados na

literatura.

5.2 CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS
(PML)

5.2.1 Composicao Centesimal da PML

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados referentes a composicéo
centesimal das proteinas miofibrilares liofilizadas da pescada amarela

(Cynoscion acoupa).

Tabela 4 — Composicéo centesimal da PML.

Andlises Resultados
Proteinas (%) 90,38+0,18
Lipideos (%) 1,37+0,06
Umidade (%) 4,72+0,10
Cinzas (%) 2,57+0,03

O elevado teor de proteinas observado nesse trabalho reflete a
eficiéncia da metodologia empregada (Item 4.2) para obtencdo das PML, no
qual péde reter fracbes de proteinas miofibrilares que seriam eventualmente
lixiviadas pelas sucessivas lavagens com solugdes salinas. Pois de acordo com
Cuqg et al (1995) podem ser dispersas, ndo apenas em solucdo salina, mas
também solugcbes de baixa forca ibnica neutra. Desta forma, como se utilizou
uma baixa concentracédo de cloreto de sédio, em torno de 0,05M, pdde-se obter
uma quantidade bastante significativa de proteina miofibrilar. Teve-se o
cuidado, também, da retirada totalmente da pele presente no subproduto,
descartando a presenca das proteinas estromaticas. As proteinas do estroma
(tecido conectivo) sdo o colageno e a elastina (ZAVAREZE et al., 2012). Sendo
consideradas proteinas fibrosas e insolaveis (SILVA, 2006).

O baixo teor de gordura esta relacionado, provavelmente, a espécie

estudada. Estudos reportados por Figueiredo et al. (2010) verificaram que as
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carnes das espécies pescada amarela e carad-acu apresentaram 0S menores
teores de lipideos e das espécies uritinga e pescada amarela os menores
teores de colesterol, portanto sdo mais recomendaveis para pessoas com
problemas de controle de colesterol. Com relacdo a umidade, observou-se uma
reducao significativa no seu valor, onde para a obtencédo das PML foi realizada
a etapa de liofilizacdo ap0s obter o extrato proteico miofibrilar.

Os valores reportados por Monterrey-Quintro & Sobral (2000) referem-se
ao preparo e caracterizacdo de proteinas miofibrilares liofilizadas de tilapia-do-
nilo para elaboracéo de biofilmes, encontrando valores para proteinas, lipideos
e cinzas de 93,22%, 2,4%0 e 1,69, respectivamente. Garcia e Sobral (2005)
encontraram uma quantidade de proteina igual a 80% para proteinas

miofibrilares liofilizadas de tilapia-do-nilo.

5.2.2 Caracterizag&o da microestrutura das PML (MEV)

Os resultados do MEV para as proteinas miofibrilares liofilizadas de
pescada amarela evidenciaram um conjunto desordenado de particulas de
tamanhos heterogéneos (Figura 4A). Foi observada uma estrutura com
fissuras, ndo lisa, com particulas quebradicas, provavelmente, devido a etapa
de trituracdo, pois a agitacdo e trituracdo rompem o equilibrio de forcas que
mantém a estrutura proteica. Segundo Haque et al. (2015) a desnaturacao de
proteinas durante o processamento, geralmente, reduz a sua eficacia funcional
e nutricional. No entanto, um certo grau de processamento é essencial para
alargar o prazo de validade e para utilizar estas proteinas como ingredientes. A
Figura 4B mostra com mais detalhes o formato nao circular destas particulas,
com superficie heterogénea, rachaduras nas mesmas e apresentando lacunas
em sua superficie, provavelmente, devido a etapa de liofilizacdo e/ou a

utilizacdo do vacuo para embalar a mesma.
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Figura 4 - Microfotografia da proteina miofibrilar liofilizada de pescada
amarela. Ampliacdo de 100X(A) e 882X(B).

5.2.3 Perfil de aminoacidos da PML

Os resultados para a determinacdo do perfil de aminoécidos totais

na Tabela 5.

presentes na proteina miofibrilar liofilizada da pescada amarela estdo descritos

Tabela 5 - Perfil de aminodacidos totais presentes na proteina miofibrilar
liofilizada (PML) da pescada amarela (g/100g de proteina).

Aminoacido PML
Aspartato ASP 9,53
Glutamato ou acido glutamico GLU 15,29
Hidroxiprolina HPRO 0,47
Serina SER 3,55
Glicina GLY 3,78
Histidina** HYS 1,53
Taurina TAU 0,07
Arginina** ARG 6,57
Treonina** TRE 4,51
Alanina ALA 5,39
Prolina PRO 3,37
Tirosina TYR 3,43
Valina** VAL 4,67
Metionina** MET 2,94
Cisteina* CYS 0,49
Isoleucina** ILE 4,49
Leucina** LEU 7,63
Felilalanina** PHE 3,61
Lisina** LIS 9,02
TOTAL 90,36

* 5 Cistina equivale a 1 cisteina; ** Aminoacidos essenciais
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A composicdo de aminoacidos dos alimentos tem um papel importante
em Vvarias atividades fisioldgicas do corpo humano e afeta, direta ou
indiretamente na manutencdo da boa saude. Os amino4cidos sdo essenciais
para a sintese de uma grande variedade de proteinas com funcdes
importantes, incluindo transportadores de oxigénio, vitaminas, CO,, enzimas e
proteinas estruturais (CHALAMAIAH, et al., 2012).

Os aminoacidos polares i6nicos estdo em alta concentragdo, como o
acido glutamico, acido aspartico, lisina, arginina, e leucina (Tabela 4). Com
excecdo da leucina que ndo é considerada um aminodcido iénico, no entanto
encontra-se em alta concentracdo. Os aminoacidos predominantes entre 0s
aminoacidos ndo essenciais foram o &cido aspéartico e acido glutamico, e
agueles entre os aminoacidos essenciais lisina e leucina, valores proximos
também reportados por Usydus et al., 2009. Segundo Rosa e Nunes (2003), os
principais aminoacidos essenciais encontrados em organismos aquaticos séo a
arginina, leucina e lisina. Neste estudo, também foram observados, além
destes, todos os aminoacidos essenciais. Nao foi realizada a quantificacdo do
aminodcido triptofano devido a metodologia empregada.

De acordo com Zuraini et al. (2006) os aminoacidos aspartato,
glutamato, lisina e leucina sdo conhecidos por desempenharem um papel-
chave no processo de cicatrizagdo de feridas. Os principais aminoacidos séo
acido glutamico, acido aspartico e lisina por serem considerados componentes
importantes em processos de cura, pois qualquer deficiéncia nesses
componentes essenciais vai dificultar o processo de recuperacao.

Em individuos adultos, aminoacidos de cadeias ramificadas (ACR) séo
relevantes para a manutencdo da proteina corporal além de ser fonte de
nitrogénio para a sintese de alanina e glutamina. O papel fundamental dos
ACR - especialmente a leucina — € na regulacdo de processos anabdlicos,
apresentam potenciais efeitos terapéuticos; favorece o0 processo de
cicatrizagdo; melhorar o balanco protéico muscular em individuos idosos; e
propiciar efeitos benéficos no tratamento de patologias hepaticas e renais
(SHIMOMURA et al., 2006a; TOM e NAIR, 2006).

A arginina, considerada precursora da prolina, logo, entende-se que a
presenca dela € um desmembramento da prolina e hidroxiprolina. Pois a

prolina + hidroxiprolina sdo considerados imino4cidos, j& que sua estrutura
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resulta da ligacdo terminal alfta-amina (NH,;) a cadeia variavel alifatica
(ALFARO et al., 2013). A arginina pode ser utilizada como fonte de 6xido nitrico
para 0 organismo e é necessdria para a sintese da creatina no organismo,
importante fonte de energia para a contragcdo muscular (UDENIGWE et al.,
2012).

As PML apresentaram boa fluidez, ou seja, sem nenhuma caracteristica
de aglomeracao, podendo ser manipuladas de forma fécil, apresentando uma
coloracdo branca. Os filmes elaborados com as proteinas de pescada amarela
mostraram-se flexiveis e facilmente manipulaveis, com bom aspecto visual
(Figura 5).

Figura 5 — Filme biodegradavel obtido de proteina miofibrilar de pescada

amarela (Cynoscion acoupa).

5.3 PLANEJAMENTO FRACIONARIO PLACKETT BURMAN (PB)

Os resultados do delineamento PB da obtencéo dos filmes juntamente
com a matriz codificada e seus respectivos niveis estdo apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6 - Delineamento Plackett Burman das variaveis independentes (com niveis
codificados) e as respectivas respostas como PVA, RT e E.

Ensaios C, Cy Ty ty Qg Ts PVA RT E
(gm’s*Pa™) (MPa) (%)
1 1 1 1 1 1 -1 567E+6,62E  3,94+0,12 159,40 6,33
2 1 1 01 1 A 1 1 1,09E™+164E™ 853+0,14 190,52 +8,21
3 -1 1 | 1 -1 1 853E™M+454E" 2,10+0,07 26,80 +2,98
4 1 1 -1 1 1 -1 -1 1,49E04537E 247 +0,14 32,24 +4,08
5 10 1 1 -1 -1 1 540EY+1,76E" 7,11+057 11,00 0,81
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1,40E+1,49E™ 16,60+0,07 42,20 +3,83
7 -1 1 1 | 1 -1 8,03E™+1,90E™ 1,48+0,17 175,60+17,24
8 1 1 1 1 1 1 1 1,70E+625E* 2,05+0,06 199,60 +0,16
9 0 0 0 0 0 0 0 1,09E™+6,04E™ 4,37 +0,26 155,31 +3,81
10 0 0 0 0 0 0 0 998E™+202E™ 4,34+0,40 151,00 +6,84
11 0 0 0 0 0 0 0 983E™+821E" 6,61+0,07 149,48 +1,32

PVA: permeabilidade ao vapor de agua; RT: resisténcia a tracéo; E: elongagéo.

Nas Tabelas 7, 8 e 9 estdo apresentados os efeitos estimados, 0s

coeficientes t e as significAncias estatisticas (p) para cada fator no

delineamento PB para permeabilidade ao vapor de 4gua, resisténcia a tracéo e

elongacdo, obtida apos o processo de obtencédo do filme. Esses valores foram

determinados através do Erro puro. Os fatores em negrito indicam que a

variavel apresentou efeito significativo sobre a PVA, RT e E (p < 0,05).

Tabela 7 - Efeitos estimados das variaveis,

coeficiente t e a

significancia estatistica, no delineamento PB para Permeabilidade ao

Vapor de Agua.

Variaveis

Efeitos p-valor
Erro Puro

t

C, Conc. de proteina

Cpi  Conc. de plastificante

Tp  Temperatura do banho

to Tempo do banho

Qs Quant. solucao filmogénica
Ts Temperatura de secagem
ts Tempo de secagem

7,29 0,002995
3,11E*  0,016112
1,09 0,112470
3,67E1? 0,455416
1,476 0,066444
-2,96E? 0,536416
-1,75E™*?  0,704309

18,23245
7,78265
2,72417
0,91827
3,68341
-0,73992
-0,43774
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Tabela 8 - Efeitos estimados das variaveis, coeficiente t e a
significancia estatistica, no delineamento PB para Resisténcia a

Tracao.
Variaveis Efeitos p-valor t
Erro Puro
Cp, Conc. de proteina 3,75555  0,055138 4,08049
Cpi  Conc. de plastificante -7,02011 0,016758 -7,62751
Ty  Temperatura do banho 2,55110 0,109240 2,77183
t,  Tempo do banho -3,28303 0,070393 -3,56709

Qs Quant. solucao filmogénica  1,27707  0,299649 1,38757
Ts Temperatura de secagem -3,06870 0,079388 -3,33421
ts Tempo de secagem -1,17250 0,330699 -1,27395

Tabela 9 - Efeitos estimados das variaveis, coeficiente t e a
significancia estatistica, no delineamento PB para Elongacéo.

Variaveis Efeitos p-valor t
Erro Puro
Cp, Conc. de proteina 22,9400 0,008578 10,7274
Cp  Conc. de plastificante 7,7800 0,067941 3,6382
T,  Temperatura do banho 4,8600 0,150961 2,2727
tp Tempo do banho -8,2200 0,061501 -3,8439

Qs Quant. solucao filmogénica 4,6600 0,161163 2,1792
Ts Temperatura de secagem 153,2200 0,000195 71,6502
ts Tempo de secagem 4,6200 0,163317 2,1604

Definiram-se como variaveis independentes significativas apenas
aquelas que apresentaram significancia (p<0,05) pelo Erro Puro, pois 0 mesmo
avalia as repeticbes nos experimentos, ou seja, 0s erros aleatorios das
replicatas. As Tabelas 7, 8 e 9 mostram que as variaveis independentes
significativas para o Erro Puro foram: concentracdo de proteinas, concentracéo
de plastificante e temperatura de secagem.

De acordo com a Tabela 7 a variavel concentragéo de proteina (C,) e
Concentragdo de plastificante (Cp) apresentaram contrastes positivo em
relacdo a resposta permeabilidade ao vapor de agua (PVA). As maiores PVA
verificou-se nos ensaios 2, 4, 6 e 8 com 2% de proteina. Filmes de proteina sao
freqientemente associados com alta PVA, provavelmente causada pelo grande
namero de grupos hidrofilicos (HAMAGUCHI et al., 2007). Filmes obtidos de
proteinas miofibrilares possuem alta absortividade de agua e permeabilidade
ao vapor de 4gua, devido a hidrofilicidade de aminoacidos em moléculas de

proteinas e as quantidades significativas de plastificantes hidrofilicos, tais como


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643813003800#bib17
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glicerol e sorbitol, incorporados nas peliculas para conferir flexibilidade
adequada do filme (PRODPRAN, BENJAKUL, e ARTHAN, 2007).

Valores de PVA foram reportados nos filmes elaborados com 1 g de
proteina miofibrilar liofilizada (PML), 50 a 75 g de glicerol, apresentando uma
alta higroscopicidade (SOUZA et al., 2012). A PVA reportado por Blanco-
Pascual et al. (2014) que trabalharam com proteina miofibrilar elaborando o
filme com 25g de proteina e 400g de glicerol e sorbitol foi considerada com
higroscopicidade alta.

A concentragdo de plastificante (Cy) (Tabela 8) apresenta um contraste
negativo em relacdo a resposta RT. Os ensaios 3, 4, 7 e 8 foram os que
apresentaram 0s menores valores para RT, por apresentarem maiores
concentracbes de plastificantes (50%). A utilizacdo de plastificante é
necessaria para reduzir a fragilidade e/ou para melhorar a capacidade de
trabalho do filme ao reduzir as interagcdes intermoleculares entre cadeias
adjacentes do biopolimero, o que resulta em um aumento da mobilidade destas
cadeias e conseguentemente, em peliculas flexiveis. Como consequéncia, a
um nivel macroscépico, os filmes apresentam uma reducdo na resisténcia
mecanica e um aumento na permeabilidade ao vapor de agua e na elasticidade
(SOBRAL et al., 2005).

Filmes elaborados com proteinas miofibrilares (3-5%) e glicerol (30%)
apresentaram RT maior para os filmes com maiores concentracbes de
proteinas (ZAVAREZE et al.,, 2012). Filmes elaborados com proteinas
miofibrilares na propor¢cdo 25g de proteina e 400g de glicerol e sorbitol
apresentaram uma baixa RT (BLANCO-PASCUAL et al., 2014).

De acordo com a Tabela 9 as variaveis C, (concentragdo de proteina) e
Ts (temperatura de secagem) apresentaram contrastes positivo em relacdo a
resposta elongacdo (E). Os ensaios 1, 2, 7, 8, 9, 10 e 11 foram os que
apresentaram valores maiores para elongagcao, por apresentarem maiores
valores de concentracao de proteinas e temperatura de secagem do filme. De
acordo com Denavi et al (2009), no caso de filmes de proteina, as condi¢bes de
secagem deve interferir nas propriedades finais do material. Isso ocorre porque
as estruturas de proteinas podem ser modificadas em funcdo dos parametros

de processamento, como consequéncia da desnaturacao de proteinas.
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A presenca de pequenos peptideos provoca uma reducdo na interacéo
de macromoléculas, que conduz ao aumento da elongagdo do filme
(BENJAKUL et al., 2008). Com o processo de lavagem para a obtencao das
PML (item 4.2), parte de pequenos peptideos foram lixiviados, proteinas
sarcoplasmaticas, obtendo macromoléculas como as proteinas miofibrilares.
No entanto, as proteinas miofibrilares restantes podem ter alguma clivagem
das cadeias, provavelmente, devido ao processo de desnaturacédo durante a
obtencéo do filme (BENJAKUL et al., 2008).

Pode-se concluir, portanto, que € desejavel o uso de temperatura em
torno de 35 °C para nao haver perda das propriedades mecanicas do filme.
Provavelmente, de acordo com este estudo, mantendo-se a temperatura numa
variacdo de 30 a 35 °C durante a secagem, ndo afeta fortemente a
estruturacdo e formacao das zonas de juncdo de forma que as propriedades
mecanicas dos mesmos ndo foram influenciadas.

Observou-se uma baixa elongacéo reportada por Blanco-Pascual et al
(2014) ao obterem filmes a base de proteinas miofibrilar com 25g de proteina,
400g de plastificante glicerol e sorbitol. Zavarese et al. (2012) obtiveram
elongacéo alta ao trabalharem com 3, 4 e 5% de proteinas miofibrilares de
pescado e 30%.

5.4 PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (PCCR)

5.4.1 Condi¢Oes para a otimizacao do filme

As variaveis independentes estudadas no DCCR, como concentragdo de
proteina (Cp), concentracéo de plastificante (Cpl) e temperatura de secagem
do filme (Ts) foram definidas preliminarmente através do delineamento Plackett
Burman, como aquelas que exerceram efeito significativo sobre a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, resisténcia a tragédo e elongacao.

Dentre as variaveis que ndo apresentaram significancia, o tempo e
temperatura do banho foram fixados em 50°C por 30 minutos para permitir a
formacdo da pelicula. O tempo de secagem do filme foi fixado por 16h e a
quantidade de solucao filmogénica foi de 120ml, para padronizar a espessura
do filme. Os resultados do PCCR 2° estéo exibidos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Matriz codificada do planejamento experimental 2° para a
otimizacdo da obtencao do filme da pescada amarela.

Ensaios  Niveis das variaveis Respostas
Cp Cyl Ts PVA RT E
(gm’s*Pa™) (MP) (%)

1 -1 -1 -1 6,75 +2,16E™  7,67+0,17 51,62 8,36
2 -1 -1 1 8,38E™ +4,85E" 588+0,14 69,02 +16,64
3 -1 1 -1 536E™+3,10E™ 3,98+0,26 98,20 +25,26
4 -1 1 1 5,76E™ +3,33E" 2,94 +0,10 125,32 +27,67
5 1 -1 -1 1,10E*°+6,34E™  7,41+0,76 88,10 +22,47
6 1 -1 1 1,23e°+7,12E™  6,10+0,36 100,18 +23,35
7 1 1 -1 1,58E"°+9,10E™ 3,24+0,66 101,78 +33,16
8 1 1 1 1,84E° +1 06E™® 2,93 +0,37 123,22 +20,20
9 -168 0 0 2,18EM +2 42E™ 2,86 +0,13 88,92 +29,29
10 1,68 0 0 1,23E° +7,13E™  3,53+0,23 112,74 +27,31
11 0 -168 0 1,00E*° +6,01E™° 6,65+0,34 78,94 +24,88
12 0 1,68 0 1,06E° +6,13E™" 2,64 +0,33 114,98 +14,09
13 0 0 -1,68 7,80E' 549 556+0,63 79,54 +32,77
14 0 0 1,68 9,52E™ +1,77E*  4,35+0,25 103,36 +13,13
15 0 0 0  8,05E™+478E™ 3,32+0,40 150,384 +8,04
16 0 0 0  845EM +465E™ 3,55+0,22 145,48 45,83
17 0 0 0 8,69E™ +4,79E™" 3,60 +0,26 146,66 +3,79
18 0 0 0 9,42E +4 65E™ 3,97 #0,12 145,54 +7,32

C, = concentracéo de proteinas; C, = concentracéo de plastificantes; Ts = temperatura de secagem
do filme; PVA = permeabilidade ao vapor de agua; RT = resisténcia a tracdo e E = elongacéo.

5.4.2 Estimativa dos efeitos dos modelos

As estimativas dos efeitos das variaveis para cada modelo matemético

de cada resposta avaliada estdo apresentados na Tabela 11. Os efeitos

destacados em negrito indicam que a variavel apresentou efeito significativo (p

<0,05).
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Tabela 11 - Estimativa dos efeitos das variaveis de polinbmios de segunda
ordem (eq. 5) associada a significancia para cada resposta estudada.

Variaveis PVA RT E
independentes

Estimado  p-valor Estimado  p-valor Estimado  p-valor

Constante 8,57E* 0,000082 3,57679 0,000115 146,9513 0,000001
Ce (%) (L) 7,07E*  0,000186 0,05009 0,752930 15,9891 0,001031
Cp (%) (Q) -2,42E* 0,507424 0,01653 0,919705 -32,0798 0,000146
Cp (%) (L) 1,55E  0,033863 -3,03323 0,000240 29,3203 0,000170
Co (%) (Q) 1,91E  0,009630 1,04079 0,006246 -34,8163 0,000114
Ts (°C) (L) 1,30E™ 0,024667 -0,95107 0,007240 17,2954 0,000817
T, (%) (Q) 7,43E?  0,104790 1,25784 0,003620 -38,7125 0,000083
1x2(L) 3,72E*  0,002742 -0,17498 0,424481 -16,5400 0,002052
1x3(L) 4,82E* 0,320468 0,30722 0,203881 -2,7500 0,190848
2x3(L) 2, 71E®  0,950869 0,43560 0,105423 4,7700 0,061482

A Tabela 12 mostra os resultados da analise de variancia, os
coeficientes de regressdo e os valores de F calculado e tabelado para as
variaveis dependentes, permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracao
e elongacgéo.
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Tabela 12 - Analise de Variancia (ANOVA) para a PVA, RT e E dos filmes.

Fonte de SQ GL MQ Feal. Fiab. R®
variacao
Permeabilidade ao vapor de dgua
Regressdo 2,23E™%° 5 4,46E 34,62 9,01 0,94
Residuo 1,556t 12 1,23E 2
F.A. 2,40E% 9 717E% 2,18 8,81
Erro 9,88E % 3 3,293
Total 2,38E%° 17 1,40
Resisténcia a tragao
Regressdo 42,64 4 10,66 42,07 9,12 0,93
Residuo 3,29 13 0,25
F. A. 0,64 10 0,06 0,89 8,79
Erro 0,22 3 0,07
Total 45,93 17 2,70
Elongacao
Regressdo  13811,86 7 1973,12 96,83 8,89 0,99
Residuo 203,77 10 20,38
F.A. 60,63 7 8,66 1,62 8,89
Erro 16,01 3 5,34
Total 14015,63 17 824,45

Observando a Tabela 11, para a resposta permeabilidade ao vapor de
agua (PVA), verifica-se que os efeitos significativos foram: concentracdo de
proteina (C,) linear, concentragdo de plastificante (Cy) linear e quadratica,
temperatura de secagem (Ts) linear e a interacdo C, e Cp. Onde estes efeitos
apresentaram significancia positiva para a PVA.

Uma regressao, embora significativa do ponto de vista do teste F, pode
nao ser Util 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, a relagdo de
Fcalculado/ Ftabelado d€Ve ser superior a trés (BOX et al. 1978), e o F da falta de
ajuste em relacdo ao erro puro deve apresentar o menor valor possivel, pois
um alto F indica que ha uma grande falta de ajuste dos dados ao modelo obtido
(BOX; WETZ, 1973).

Desta forma, a analise de variancia (ANOVA) (Tabela 12) mostrou que o
modelo apresentou regressao significativa (Fca>Fiwap) € preditiva, pois o F da
regressao foi, aproximadamente, 4 vezes maior que o F tabelado e o F

calculado da falta de ajuste nao foi significativo, visto que foi menor que o F
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tabelado. Através da ANOVA, o valor de R? para a permeabilidade, indicou
que o modelo (Tabela 13) descreveu adequadamente o comportamento do
processo, explicando mais de 94% da variagdo dos dados experimentais.
Segundo Barros Neto, Scarminio, Bruns (2001), quanto mais proximo de 1 o
valor de R menor o erro e melhor o ajuste do modelo. Segundo estes autores,
modelos com R*< 0,60 devem ser usados somente como indicadores de
tendéncia, nunca para fins preditivos.

Com relacao a resisténcia a tracao (Tabela 11) verifica-se que os efeitos
significativos foram: concentragédo de plastificante (C,) linear e quadratico,
temperatura de secagem (Ts) linear e quadratica. Como os efeitos Cy e Ts
lineares apresentaram significancia negativa em relagédo a esta resposta, um
aumento dessas variaveis provocara uma reducao na resisténcia a tracao.

Analisando os dados da Tabela 12, observa-se que o modelo obtido
para a resisténcia apresentou regressao significativa (Fca>Fwp) € preditiva,
pois o F da regressao foi 4 vezes maior comparado ao F tabelado e o F
calculado da falta de ajuste nao foi significativo, visto que foi menor que o F
tabelado. Através da ANOVA, o valor de R? para a resisténcia a tracdo, indica
que o modelo (Tabela 13) descreveu adequadamente o comportamento do
processo, explicando mais de 93% da variagdo dos dados experimentais.

Para o parametro elongacao (Tabela 11), os efeitos que apresentaram
significancia foram: concentragdo de proteina (C,) linear e quadratica,
concentragéo de plastificante (Cy)) linear e quadratica, temperatura de secagem
(Ts) linear e quadratica e a interagéo Cp e Cyl. A maioria dos efeitos apresentou
efeito negativo sobre a resposta, com excecdo, da concentracdo de proteina,
plastificante e temperatura de secagem linear.

Analisando os dados da ANOVA na Tabela 12, observa-se que o modelo
obtido para a elongacdo apresentou regressao significativa (Fca>Fwap) €
preditiva, pois o F da regresséo foi 11 vezes maior que o F tabelado e o F
calculado da falta de ajuste nao foi significativo, visto que foi menor que o F
tabelado. Através da andlise de variancia, o valor de R? estava préximo a
unidade, determinado em 0,99, indicando que o modelo (Tabela 13) definiu o
comportamento do processo de forma adequada, explicando mais de 99% da

variacdo dos dados experimentais.
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Os modelos gerados a partir das variaveis que apresentaram efeitos
significativos para as respostas PVA, RT e E nos testes F estdo apresentados
na Tabela 13.

Tgbela 13 - Modelo reduzido para PVA, RT e E em funcdo das varidveis independentes, teste F e
R”.

Respostas Modelo R?

PVA 85771 +3,54E71 (C,) + 577672 (C,;)) + 9,55E72 (C,1)" + 6,52E72 (T.) 0,94
+1,86E7 (C,C,;)

RT 3,56 — 1,52 (C,1) +0,52(C,;) — 0,48 (T.) +0,63 (T,)? 0,93
E 146,95 + 7,99 (€, ) — 16,04 {LC?,}2 + 14,66 (C,y) — 17,41 {f?,:}2 +8,65(T,) —19,36(T,)2 0,99
—-827(C,Cp)

5.4.3 Graficos de superficie de resposta

Observa-se nas Figuras 6, 7, 8 e 9 os graficos em trés dimensfes e em
duas dimens6es da superficie de resposta e curva de nivel para PVA, RT e E,

respectivamente.
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068 1 15 2 234
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Figura 6 - Efeito da concentracéo de proteina (C,) e plastificante (Cp) na

formacéo do filme em relagdo a permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

Analisando-se a superficie de resposta da interagdo entre C, e Cy
(Figura 6), observa-se que existe um valor minimo em torno de 2E™*. Na regido
de nivel baixo (-1) para Cp, ocorre menor permeabilidade, assim como na
regiéo de nivel alto (+1) para Cp. Quando ambos os efeitos estédo no nivel alto,
ocorre alta permeabilidade, o que nao é recomendavel para os filmes, o ideal é
uma baixa higroscopicidade, conferindo melhor protecao ao vapor de agua. Os
maiores valores da permeabilidade ao vapor de agua provavelmente estao
relacionados com a abertura da macromolécula e a entrada facilitada das
moléculas de glicerol na rede protéica, que, posteriormente, provoca uma facil
difusdo das moléculas de agua através dos filmes (SOUZA et al., 2012).
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Figura 7 - Efeito da concentragédo de plastificante (C) e

temperatura de secagem (T;) na formacédo do filme em relacdo a

permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

Quando se observa a interagdo C, e Ts (Figura 7), a menor
higroscopicidade encontra-se na regido de nivel médio (0) e nivel baixo (-1)
para ambos os efeitos. J4 os maiores valores de PVA estao situados nos niveis
alto (+1) para ambos os efeitos. De acordo com Souza et al. (2012) ao elevar a
temperatura da solucdo formadora de filme, se favorece uma maior
incorporacdo de plastificante devido a abertura da cadeia de proteina, cuja
estrutura e organizacdo molecular modifica, com aumento do volume livre que
diminui a densidade de interacdes. Adicionalmente, diminui-se a densidade de
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interacbes tornando a rede mais frouxa, e, portanto, mais soluvel devido o
aumento de grupos hidrofilicos expostos, que irdo interagir com a molécula de
glicerol, intensificando a afinidade pela dgua, e aumentando a permeabilidade

ao vapor de agua.

12

2318 ¥ 50 56,82

40
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Figura 8 - Efeito da concentragéo de plastificante (Cp) e temperatura de

secagem (Ts) na formacéo do filme sobre a resisténcia a tracéo.

Na Figura 8, a resisténcia a tracdo, propriedade que exprime a
resisténcia do material a perfuracdo (SOUZA et al., 2012), atingiu um maximo

de aproximadamente 10N. Visualizando no nivel baixo (-1) para Cy e para
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qualquer nivel de Ts observa-se uma resisténcia alta, no entanto mais
pronunciada no nivel baixo (-1) para ambos os efeitos. Pode-se observar que a
resisténcia diminuiu para 3N quando elevou-se a concentracdo Cy para 56,82,
como consequéncia do forte efeito dessa variavel, ou seja, no nivel alto (+1)
para Cp e no nivel medio (0) para Ts tem-se baixa resisténcia dos filmes.

O efeito da temperatura, tratamento térmico da solucdo filmogénica
(fixada em 50°C), contribuiu para o aumento da resisténcia. Segundo Ziegler e
Acton (1984), o mecanismo de gelatinizacdo das fracbes de miosina e
actomiosina ocorrem em duas fases: em temperaturas abaixo de 50°C ocorre
desnaturacdo protéica, enquanto que acima desta parece ocorrer agregacao
rapida, seguida da gelatinizacéo.

Esse comportamento em relacdo a temperatura de tratamento térmico
tem sido observado por outros autores que trabalharam com proteinas
similares (IWATA et al.,, 2000; PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2001; GARCIA;
SOBRAL, 2005). Esses autores alegaram que o tratamento térmico, até um
determinado ponto, pode favorecer a formacdo de pontes dissulfeto entre
cadeias peptidicas adjacentes, aumentando, conseqientemente, a resisténcia

do material.
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15

Cp

Figura 9 - Efeito da concentragéo de proteina (C;) e plastificante (Cy)) na

formacédo do filme sobre a elongacéao.

Analisando a Figura 9, a elongacéo foi influenciada pela concentracéo
de C, e de Cy, onde no nivel médio (0) para ambos os efeitos observa-se uma
elongacgdo alta e nos niveis baixo (-1) para ambos os efeitos obteve-se uma
baixa elongacdo. O classico comportamento em relacdo ao plastificante, ou
seja, aumento da elongacdo na ruptura como consequéncia do aumento da
concentracdo do plastificante (PASCHOALICK et al., 2003; CHIRITA, 2008) foi
observado na regido em concentragbes de 40-50% de plastificante. Estes
autores afirmam que o glicerol, plastificante hidrofilico, quando incorporado a

essa rede de proteina, coloca-se entre os peptideos, reduzindo a proximidade
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entre as cadeias de proteinas e, consequentemente, facilitando a mobilidade
molecular.

A presenca de plastificantes e moléculas de agua, considerando que o
aumento do teor de glicerol aumentou a umidade final dos filmes, diminui as
interacbes proteina-proteina, aumentando a mobilidade de cadeias
polipeptidicas, permitindo os filmes menos resistentes e mais elasticos
(SOBRAL et al., 2005).

55 OTIMIZACAO DA OBTENCAO DOS FILMES PELA FUNCAO
DESEJABILIDADE

Ao realizar um processo biotecnoldgico para aplicacdo industrial o ideal
€ a obtencao de um filme que seja eficiente para ser utilizada como embalagem
protetora contra alteragcdo provocada por umidade, luz, ataque microbiano e
insetos, assim como, ser biodegradavel. Neste sentido, foi realizado o teste de
desejabilidade para encontrar os valores das variaveis experimentais que
maximizam ambas as respostas.

Na Figura 10 estdo os perfis dos valores otimizados, a funcdo de
desejabilidade e os valores otimizados dos trés parametros experimentais

selecionados.
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Figura 10 — Perfis de valores preditos e desejabilidade para as respostas
PVA, RT e E.

Nas Figuras 10a, 10b e 10c encontram-se os valores desejaveis para 0s
trés fatores de interesse considerando o limite de confianca referente ao valor
otimo para PVA, RT e E, respectivamente. Os graficos do quarto grupo (Figura
10d) apresentam as tendéncias ou projecBes matematicas reveladas pelos
fatores, onde a linha horizontal azul representa o valor 6timo de resposta e a
linha vertical vermelha indica em quais concentracdes de proteina, plastificante
e temperatura se obtém a melhor resposta. Por fim, os graficos da ultima
coluna mostram o perfil de desejabilidade das trés respostas, PVA, RT e E,
definidas de acordo com os valores escolhidos para os limites e expoentes na
Tabela 3.

A analise dos resultados da funcéo de desejabilidade evidenciou que a
PVA, RT e E foram maximizadas, funcdo global igual a 0,995, utilizando os
fatores C,, Cp e Ts em 1,13%, 35,96% e 25,96°C, respectivamente. Nessas
condicdes, os valores preditos de PVA, RT e E foram encontrados, sendo 0s

valores experimentalmente encontrados superiores aos valores desejaveis pela
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funcdo desejabilidade (Tabela 14), ratificando que os modelos representaram
de forma adequada as respostas estudadas no processo de obtenc¢éo do filme,
levando em consideragcao os custos com producéo e a viabilidade do processo.

Na Tabela 14 observamos os valores preditos e experimentais para as
respostas PVA, RT e E, dentro das faixas de valores estabelecidos nos ensaios

experimentais.

Tabela 14 — Respostas previstas obtidas para cada varidvel dependente
referente a desejabilidade.

PVA RT E

Preditos* 6,23 5,19 101,39
(gm’s*Pa™) (MPa) (%)

Valor otimizado**  5,80E™! +5,02E™! 6,31 +0,26 160,38 +11,55
(gm?stPa™) (MPa) (%)

* = Valor desejado; ** = Valor experimental

Por fim, os resultados apresentados evidenciaram que o filme
biodegradavel pode ser utilizado como embalagem, pois 0 mesmo apresentou
uma baixa permeabilidade ao vapor de agua e propriedades mecéanicas que
permitem a manutencédo da integridade durante a manipulacdo, embalagem e

transporte, aliado a uma boa transparéncia.

5.6 CARACTERIZACAO DO FILME OTIMIZADO

5.61 Espessura e solubilidade do filme otimizado

O filme apresentou espessura de 0,035 £0,001 em pH 11 com 35,96%
do plastificante glicerol apresentando baixo desvio padrédo indicando um bom
controle da espessura (SOBRAL, 2000). Em pH alcalino, a cadeia estendida
facilitou o alinhamento molecular para formar uma rede ordenada devido a
distribuicdo uniforme do glicerol na rede do filme. Devido a sua pequena
molécula, glicerol ndo provocou a saliéncia da matriz do filme (ARFAT, et al.,
2014). O filme formado com as proteinas miofibrilares de pescada amarela
apresentou aspecto continuo, sem fraturas, boa aparéncia, translucidos, de

facil manuseio e bom aspecto tatil.



59

Uma ampla faixa de valores de espessuras para filmes biodegradaveis
tem sido reportada na literatura e, de acordo com Garcia et al. (2009), a
espessura do filme é dependente da sua composicdo e dos parametros de
processamento do filme. De acordo com Benjakul et al. (2008) encontraram
valores de espessura em torno de 0,032-0,034 ao trabalharem na obtencao de
filmes com proteinas miofibrilares de carapau round (Decapterus maruadsi).
Filmes reportados por Zavareze et al. (2012) apresentaram espessuras de
0,137-0,223 ao trabalharem com proteinas miofibrilares de corvina
(Micropogonias furnieri).

Quanto a solubilidade, o filme apresentou um valor de 27,74% +1,73,
comprovando sua resisténcia em &gua, apresentando-se inteiro e intacto
guanto a forma, flexivel e dobravel ao manuseio, apds permanecer imerso em
agua por 24h sob agitacdo constante, o que indica a manutencdo da rede
proteica. Segundo Zavareze et al. (2012) a solubilidade dos filmes depende dos
componentes de sua estrutura. Proteinas com alta massa molecular sdo
geralmente insolUveis ou pouco solluveis em agua.

Filmes de proteina muscular de peixe sdo, em maioria, estabilizados por
varias razdes, umas delas é a ligacdo dissulfeto covalente (CHINABHARK et
al., 2007), resultando na diminuicdo da solubilidade dos filmes. Arfat et al.
(2014) afirma em seus estudos que filmes preparados na condic&o alcalina tem
a solubilidade do filme reduzido, em comparacdo com as preparadas a pH 3.
As fortes interacdes proteina-proteina a um pH alcalino, principalmente por
intermédio de ligacBes dissulfeto levam a solubilidade reduzida do filme
(SHIKU, HAMAGUCHI e TANAKA, 2003).

Solubilidade de filmes reportados por Zavareze et al. (2012) o valor de
solubilidade foi em torno de 27-28% ao trabalharem com proteina miofibrilar de
corvina (Micropogonias furnieri). Monterrey-Quintero e Sobral (2000)
encontraram valores de 12,30-19,50% quando trabalharam com proteina

miofibrilar de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

5.6.2 Cor do filme otimizado

A Tabela 15 mostra a cor do filme otimizado com alto valor de L*
indicando alta luminosidade. O filme apresentou também uma falta de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X13004128#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X13004128#bib10
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X13004128#bib37
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tendéncia avermelhado e uma coloracdo amarelada. L* variando de O (preto) a
100 (branco); a* do verde (-) ao vermelho (+); e b* do azul (-) ao amarelo (+)
(GENNADIOS et al., 1996).

Tabela 15 — Cor do filme otimizado.

Parametro de cor Filme otimizado
L* 93,11 +0,05
ax -5,18 +0,01
b* 8,05 +0,06
AE 2,13 +0,04

A tendéncia amarelada do filme, poderia ser devido a condi¢do alcalina
qgue pode induzir a formacédo de pigmento amarelado, especialmente por via da
reagdo de Maillard, o pH alcalino favorece a formagédo redutonas sobre a
producdo de furfural a partir dos produtos de Amadori, que conduz ao
desenvolvimento de cor em filmes (BATES et al., 1998 e TONGNUANCHAN
et al., 2011b ). Assim como, pode estar associado a quantidade presente de
lipideos, ainda que pequena na proteina miofibrilar liofilizada. De acordo com
Tongnuanchan et al. (2011a) lipidios, principalmente lipidios de membrana,
foram notificados por induzir a formacao de coloracdo amarela, especialmente
via reacdo de Maillard, em filmes.

Os dados obtidos neste estudo parecem indicar que os filmes de
proteina tem a cor adequada para a sua utilizacdo, como verificada através de
embalagens de revestimento. Filmes reportados por Blanco-Pascual et al.
(2014) apresentaram uma baixa luminosidade (33,35-34,96), falta de cor
avermelhada e tendéncia para cor amarelada, ao trabalharem com concentrado

de proteina miofibrilar de lula jumbo (gigas de Dosidicus).
5.6.3 A transmissédo da luz e valor de transparéncia do filme otimizado
A transmisséo de luz em intervalos de UV e visivel no comprimento de

onda selecionado de 200-800nm, bem como a transparéncia (Teg/nM) estao

apresentadas na Tabela 16.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X13004128#bib5
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X13004128#bib39
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643813003800
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Tabela 16 — A transmisséo de luz e a transparéncia
do filme otimizado.

Transmitancia UV-Visivel (nm) Filme otimizado

200 0,002 +0,00
280 0,002 +0,00
350 0,773 £0,02
400 0,822 +0,02
500 0,857 +0,02
600 0,861 +0,01
700 0,878 £0,01
800 0,870 £0,02
Transparéncia (Teoo) 1,864 +0,18

O filme exibiu a menor transmissdo na gama dos UV (200-280 nm), o
que segundo Blanco-Pascual et al. (2014) filmes dificilmente exibem
transmissdo de luz no espectro ultravioleta, que poderiam ser levada em
consideracdo para evitar a oxidacdo dos alimentos. Desta forma, tém
excelentes propriedades de barreira contra a luz UV na gama de 200-280 nm.
De acordo com Hamaguchi et al. (2007) os filmes proteicos sdo considerados
boas propriedades de barreira aos UV, devido ao seu elevado teor de
aminoacidos arométicos que absorvem luz UV. Isto é interessante, porque as
maiorias das peliculas de polimeros sintéticos ndo impedem a passagem da luz
UV acima de 280 nm (SHIKU et al., 2004; SHIKU, HAMAGUCHI e TANAKA,
2003).

O residuo da pescada amarela por apresentar uma coloracao branca,
sem pigmentos, principalmente observado na proteina miofibrilar liofilizada,
pode ter contribuido para a transparéncia dos filmes. Artharn et
al. (2008) observaram que a maior propor¢cdo de proteina miofibrilar
solubilizado deu lugar a uma maior transparéncia, o que esta de acordo com o
presente estudo. Shiku et al. (2003) afirmou que filmes de proteina muscular
preparadas em pH &cido (2-3) ou alcalino (11-12) levou a redes das proteinas
mais estaveis, com transparéncia superiores perto de filmes sintéticos.

Transparéncia do filme alta pode ter sido favorecida pela alta solubilidade da


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643813003800
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605009556
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proteina e desnaturacdo de proteinas causadas por condi¢cbes acidas e
alcalinas (Blanco-Pascual et al 2014).

O maior valor de transparéncia representa a menor transparéncia do
filme (ARFAT et al., 2014) e a transparéncia do filme relatada neste estudo foi
bastante satisfatoria (Figura 11). Assim, valores reportados por SHIKU et al.,
(2003) indicam baixa transparéncia em filmes a base de proteina miofibrilar de
peixe e filmes a base de proteinas miofibrilares da espécie Lula jumbo (gigas
de Dosidicus) relatado por Blanco-Pascual et al. (2014; 2013) apresentaram
alta transparéncia. Estes resultados indicam que os filmes de proteina
miofibrilar sdo transparentes e claros o suficiente para ser usado como

embalagem.

Figura 11 — Foto mostrando a transparéncia do filme otimizado.

5.6.4 Caracterizagédo da microestrutura do filme otimizado (MEV)

As micrografias da superficie e da secao transversal do filme otimizado
estdo representados na Figura 12. Na Figura 12 (A e B) observa-se uma
superficie lisa, indicando que tem a estrutura homogénea na superficie e isto
foi associado com as melhores propriedades mecanicas e fisicas do filme. Ha
também, a presenca de pequenos pontos brancos distribuidos de forma
homogénea, que podem ser a presenca de micro bolhas, mais detalhadas na
secdo C e D, mas que ndo comprometeu as propriedades tecnoldgicas do

filme. Esta caracteristica de superficie lisa pode estar associada segundo Arfat
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et al. (2014) que os arranjos de moléculas de proteinas durante a formacao do

filme pode ter se apresentado de uma Unica maneira.
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Figura 12 - Micrografias de superficie (A e B) e a secao transversal (C e
D) do filme otimizado. Ampliac@o: 750 e 5000X para superficie e corte

transversal.

Na Figura 12 (C e D) referente ao corte transversal do filme, observa-se
uma estrutura descontinua e com a presenca de fissuras. No entanto, a
estrutura do filme apresenta-se de forma densa e compacta, indicando uma
estrutura forte e resistente. Esse carater compacto pode ser responsavel pelos
baixos valores de solubilidade em agua apresentados pelos biofiimes de
proteinas miofibrilares de pescada amarela. Gontard (1991), trabalhando com
biofilmes, observou, através de micrografias, que os filmes com microestrutura
mais densa e compacta apresentavam menores valores de solubilidade e

permeabilidade e maior forga na ruptura.
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As micrografias revelam a presenca de orificios (de aproximadamente
0,1 um) de forma eliptica que podem ser resultante de dois fatores: a
permanéncia de micro bolhas na solucdo filmogénica comprimidas durante o
processo de secagem ou a espacos ocupados por fracdes de glicerol retiradas
da matriz do biofilme durante a aplicacdo do vacuo. O efeito do glicerol pode
ser observado na micrografia da secao transversal dos biofilmes, onde se
observa uma superficie mais &spera, o que indica a caracteristica quebradica
desse filme. Essa mesma observacado foi divulgada por Monterrey-Quintero e
Sobral (2000) e Blanco-Pascual et al. (2014) com filmes de proteinas

miofibrilares de tilapia do Nilo e de lula jumbo, respectivamente.
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6 CONCLUSAO

O processo de obtencdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML) de
pescada amarela apresentou rendimento satisfatorio, no valor de 16,8%, o que
a torna uma possivel fonte de matéria-prima para a industria de biofilmes.

O perfil de aminoacidos presentes na PML apresentou todos os
aminoacidos essenciais, 0s quais sao histidina, arginina, treonina, valina,
metionina, isoleucina, leucina, felilalanina e lisina com valores de 1,53, 6,57,
4,51, 4,67, 2,94, 4,49, 7.63, 3,61 e 9,02, respectivamente. Os aminoacidos que
se destacaram em maiores concentracdes foram o aspartato com 9,53, o
glutamato com 15,29, a lisina com 9,02 e a leucina com 7, 63.

A metodologia de superficie de resposta se mostrou uma ferramenta
poderosa para otimizar os parametros do processo de obtenc&o do filme, aliada
a funcéo desejabilidade, uma vez que as respostas obtidas, 5,80E™! gm™s?*Pa’
! para permeabilidade, 6,31 MPa para resisténcia e 160,38% para elongacéo,
referente ao ensaio realizado de acordo com esta funcdo para verificar as
propriedades de barreiras e mecanicas dos filmes, foram superiores aos
valores preditos pela desejabilidade. Em que as condi¢bes experimentais dos
fatores como concentracdo de proteina, concentracdo de plastificante e
temperatura de secagem foram 1,13%, 35,96% e 25,96°C, respectivamente.
Evidenciando a maximizacdo para a permeabilidade ao vapor de agua,
resisténcia a tracdo e elongacdo com funcédo global préximo a 1. Assim, 0s
resultados desta otimizacdo podem ser adaptados para a obtencéo do biofilme
em escala industrial.

O filme biodegradavel, obtido do subproduto da pescada amarela
(Cynoscion acoupal), pode ser utilizado como embalagem e colocado no
mercado, visto que 0 mesmo trata-se de um produto biodegradavel e por ter
apresentado baixa permeabilidade ao vapor de agua e propriedades mecanicas
que permitem a manutencdo da integridade do filme durante a manipulagéo,

embalagem e transporte, aliado a uma boa transparéncia.
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