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RESUMO

Os biofilmes sdo peliculas flexiveis formadas a partir de macromoléculas
biolégicas, como as proteinas, os polissacarideos e lipideos capazes de formar
uma matriz coesa e continua além de fornecer resisténcia mecanica para a
estrutura. Filmes biopoliméricos elaborados a base de proteinas possuem boas
propriedades mecanicas e de barreira a gases. No entanto, filmes elaborados a
partir desses materiais apresentam alta permeabilidade ao vapor de agua e a
incorporacdo de substancias hidrofobicas na sua composicdo surge como
alternativa para diminuir esta propriedade de barreira, porém a incorporacao
dessas substancias néo ocorre de maneira homogénea, necessitando da adicao
de surfactante. O objetivo da pesquisa foi elaborar filmes biodegradaveis com
proteinas miofibrilares de peixe, acidos graxos (estearico (AE), palmitico (AP) e
caproico (AC) e surfactante (SDS) com a finalidade de produzir filmes com
melhores propriedades funcionais. Para isso, foi adicionado o surfactante, que
contém moléculas anfifilicas permitindo a substancia interagir nas proteinas e
nos acidos graxos, tornando a matriz flmogénica menos heterogénea. Analises
de propriedade de barreira ao vapor de agua e propriedades mecanicas,
solubilidade em agua, cor, transparéncia e microscopia foram feitas para
caracterizar os filmes. Observou-se que as adicbes dos &cidos graxos
melhoraram a barreira ao vapor de agua dos filmes, com 10% de SDS
adicionados nestas formulacbes também melhoraram essa propriedade de
barreira em relacdo ao filme elaborado somente com proteinas miofibrilares
liofilizada (PML). A adicao dos acidos graxos e SDS proporcionaram filmes mais
flexiveis, apresentando melhores valores de %E comparado ao filme PML.
Filmes mais resistentes comparados ao filme PML foram produzidos quando
utilizou-se 5% de &cido estearico com 10% de SDS e 10% AP com 20% de
SDS. A solubilidade em agua dos filmes diminuiu com a utilizagdo do SDS nas
menores concentracdes. Ao aumentar a concentracdo dos acidos graxos e SDS
obtiveram-se filmes menos transparentes, e com 10% de acidos graxos e 20%
de SDS os filmes apresentaram melhores propriedades de barreira na faixa do
visivel. Alta luminosidade dos filmes foi observada com adicdo somente dos
acidos graxos. Menor coloracdo amarelada comparado ao filme PML foi com a
adicao dos acidos e SDS. Na analise das caracteristicas morfologicas, através
da microscopia eletrbnica de varredura, foram observadas modificacbes na
estrutura morfologica dos filmes pela adicdo dos &cidos graxos e do SDS.
Concluiu-se que o surfactante melhorou a incorporacdo dos acidos graxos
tornando filmes mais homogéneos, porém proporcionando filmes
esbranquicados quando utilizado na maior concentracao.

Palavras-chaves: Filme composto, proteina miofibrilar, acido estearico, acido
palmitico, acido capraico, surfactante SDS (Lauril sulfato de sadio).



ABSTRACT

Biofilms are flexible films formed from biological macromolecules, such as
proteins, polysaccharides and lipids capable of forming a cohesive and
continuous matrix and provide mechanical strength to the structure. Protein
based biopolymers produced films have good mechanical and gas barrier
properties. However, films made from those materials have high permeability to
water vapor and the incorporation of hydrophobic substances in its composition
is an alternative to reduce this barrier property, but the incorporation of these
substances does not occur evenly, requiring the addition of surfactant. The
objective of the research was developed biodegradable films with myofibrillar
protein fish, fatty acids (stearic (AE), palmitic acid (PA) and caproic (AC)) and
surfactant (SDS) in order to produce films with improved functional properties.
To this, was added the surfactant, which contains amphiphilic molecules
allowing the substance in the interacting protein and the fatty acid, a less
heterogeneous filmogenic matrix. Analysis barrier property to water vapor and
mechanical properties, water solubility, color, transparency and microscopy were
performed to characterize the filmsthe barrier film to the water vapor with 10%
SDS added in these formulations that have improved barrier property compared
to the film prepared only with lyophilized myofibrillar protein (LMP). The addition
of fatty acids and SDS provided more flexible films, with better values of% and
compared to the film PML. Films more resistant compared to PML film were
produced when we used 5% stearic acid 10% SDS and 10% AP of 20%
SDS.The water solubility of the films decreased with the use of SDS in lower
concentrations. By increasing the concentration of fatty acids and SDS were
obtained less transparent films, and 10% fatty acids and 20% SDS films showed
improved barrier properties in the visible range. High brightness of the films was
observed only with the addition of fatty acids. Less yellowing compared to PML
film was with the addition of acid and SDS.In the analysis of morphology by
scanning electron microscopy, changes were observed in the morphological
structure of the films by the addition of fatty acids and SDS. It was concluded
that the surfactant improved incorporation of fatty acids becoming more
homogeneous films, but providing whitened films when used in higher
concentrations.

Keywords: Composite Film, myofibrillar protein, stearic acid, palmitic acid,
caproic acid, SDS surfactant (sodium lauryl sulfate).
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INTRODUCAO

Os residuos e os subprodutos do processamento da industria de pesca
podem alcancar até 70% do peso inicial dos peixes, e sdo considerados como
matérias-primas de alta qualidade e baixo valor comercial, que ndo sao
utilizados na maioria dos casos, tornando-se dejetos que causam prejuizos
ecoldgicos, sanitarios e econdmicos. Por outro lado, a industria de alimentos
busca constantemente novas estratégias para aumentar a vida comercial dos
alimentos. Os filmes e revestimentos ediveis tém sido considerados uma das
tecnologias com potencial para alcancar tais objetivos, a seguranca
microbiologica e a protecdo dos alimentos da influéncia de fatores externos
(PINHEIRO et al. 2010; PIRES et al. 2011).

A utilizacdo dos subprodutos e a elaboracéo de biofilme semipermeavel,
biodigestivel, biocompativel, biodegradavel, com caracteristicas protetoras e/ou
acdo fungicida e bactericida pode ser utilizado como uma alternativa rentavel e
promissora em sistemas de conservacao, de grande importancia na industria
de alimentos (DAMIAN et al. 2005), além de contribuir para diminuir os
impactos ambientais por utilizar os subprodutos da indUstria da pesca.

Desta forma, as pesquisas sobre embalagens tém sido direcionadas
para a elaboracdo de filmes e revestimentos comestiveis a base de
biopolimeros, como proteinas, polissacarideos e lipideos, que séo totalmente
biodegradados, em um periodo curto de tempo, contribuindo sobremaneira
para diminuicdo da poluicdo ambiental (PINHEIRO et al, 2010). Os
biopolimeros naturais como 0s polissacarideos e as proteinas, se apresentam
mais promissores, em razdo de serem abundantes, renovaveis, econémicos, e
capazes de formar uma matriz continua (MALI et al. 2006).

Dentre as proteinas utilizadas como agente formador de filmes
biodegradaveis, destacam-se as de origem animal, como gelatina, proteinas
miofibrilares de peixes (IWATA et al, 2000; MONTERREY-QUINTERO e
SOBRAL, 2000; RAGHAVAN e KRISTINSSON, 2008; LIMPAN et al, 2010;
ZAVAREZE et al. 2012), proteinas miofibrilares de carne bovina (SOUZA et al.
2004). As proteinas de pescado apresentam algumas propriedades vantajosas
na elaboracdo de filmes, como habilidade formar redes, plasticidade e

elasticidade e uma boa barreira ao oxigénio. Apresenta baixa barreira ao vapor
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de agua que pode ser modificada pela adicdo de plastificantes e/ou aditivos
(ZAVAREZE et al. 2012).

As formulacdes a base de proteinas geralmente produzem peliculas com
boa resisténcia mecanica, no entanto elas sdo higroscopicas. A inclusdo de
compostos hidrofébicos melhora a barreira de vapor de 4gua a mesma e as
caracteristicas mecéanicas necessérias a um bom filme, indicando que a
combinacdo de lipidios e proteinas pode gerar sinergia no que diz respeito a
funcionalidade dos filmes resultantes desta combinagdo (CAROLINE et al.
2010).

No desenvolvimento de filmes e revestimentos o uso de materiais
provenientes de fontes renovaveis, tais como hidrocoloides de origem
bioldgica, e a incorporacédo de ingredientes funcionais podem ser usados, por
exemplo, como agentes antioxidantes e antimicrobianos. A funcionalidade e o
comportamento dos filmes dependem principalmente das suas propriedades
mecanicas e de transporte, que por sua vez dependem da composicdo do
filme, do seu processo de formacdo e do método de aplicacdo no produto.
Filmes a base de proteinas podem formar ligacbes em posicles diferentes e
oferecem grande potencial para estabelecer numerosas ligacbes (OU et al.
2005).

No entanto, quando os materiais com diferente hidrofobicidade sé&o
misturados, a adicdo de um emulsionante (surfactante) é necesséaria para
permitir uma dispersdo homogénea do material hidrofébico na matriz de
proteina hidrofila (CAROLINE et al. 2010). Os emulsionantes sdo amplamente
utilizados na industria de alimentos, alguns dos quais foram usados para
desenvolver macromolécula com base em filmes, incluindo os Tweens
(BRAVIN et al. 2004 e RODRIGUEZ et al. 2006 ) e Lauril Sulfato de Sédio
SDS (DAVANCO et al. 2007) .


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996910001675#bib7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996910001675#bib32
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar filmes biodegradaveis com proteinas miofibrilares de peixe,
acidos graxos como o estearico, palmitico e capréico e surfactante com a

finalidade de produzir filmes com melhores propriedades funcionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Extrair as proteinas miofibrilares de subproduto de pescado;

— Elaborar os filmes biodegradaveis com o isolado protéico;

— Verificar a influéncia do tamanho da cadeia dos acidos graxos (esteérico,
palmitico e caproico) nas propriedades funcionais dos filmes;

— Verificar a influéncia da adicdo do surfactante Lauril Sulfato de Sodio
(SDS) nas propriedades funcionais dos filmes;

— Caracterizar os filmes quanto sua funcionalidade: propriedade de
barreira (permeabilidade ao vapor de agua), propriedades mecanicas
(resisténcia a tracdo - RT e percentual de elongacao - %E), solubilidade
em agua e caracteristica morfolégica (microscopia eletrbnica de
varredura - MEV).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SUBPRODUTOS GERADOS NA INDUSTRIA PESQUEIRA

Na medida em que gera uma grande quantidade de subproduto (ricos
em proteina e lipideos), onde séo perdidos e deste modo ndo sdo recuperados
para 0 uso humano, o processamento industrial de pescado também fornece
muito mais do que alimentos nutritivos, como por exemplo, matéria-prima para
elaborar filmes biodegradaveis, porém o uso de tecnologias convencionais para
processar o pescado e criar valor acrescentado aos produtos deste, geralmente
leva a uma utilizagéo limitada do animal (KRISTINSSON e RASCO, 2002). Os
subprodutos sdlidos do beneficiamento do pescado sao 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 alto teor protéico encontrado em peixes faz com que o principal
destino dos subprodutos do beneficiamento seja para a producao de farinha de
peixe, para alimentagdo animal (ARRUDA et al. 2006). O aproveitamento
sustentavel dos subprodutos de peixe foi discutido por Feltes (2010), visando
desta forma um novo direcionamento, como a obtencdo de produtos de valor
agregado, por exemplo, filmes biodegradavéis e a reducdo destes gerados na

indUstria de pescado.

3.2 PROTEINA DE PEIXE

Os peixes sao fonte de proteina rica em aminoacidos essenciais (lisina,
metionina cistina, treonina e triptofano). As proteinas do muasculo de peixe sao
constituidas por varios grupos de proteinas: as proteinas sarcoplasmaticas que
desempenham funcdes bioquimicas nas células; as proteinas miofibrilares que
fazem parte do sistema contratil; e as proteinas do tecido conjuntivo (estroma),

principal responsavel pela integridade dos musculos (ZAVAREZE et al. 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643814003016
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As propriedades funcionais tipicas das proteinas de sistemas
alimentares sdo as seguintes: solubilidade, capacidade de retencdo de &agua,
viscosidade, capacidade de gelificacdo, propriedades emulsionantes,
capacidade de formacdo de espuma, retencdo de aromas, absorcdo de
gordura, coesdo-adesdo e a elasticidade (DAMODARAN, 1997). As proteinas
de fontes vegetais e animais também sdo importantes biopolimeros que podem
ser utilizadas como agentes de formacao de pelicula (BENJAKUL et al. 2008).

As proteinas de pescado tém sido utilizadas para elaboracdo de filmes
biodegradaveis, no entanto, apresenta barreira ao vapor de agua baixa em
razdo da sua natureza hidrofilica, sendo que esta caracteristica pode ser
modificada pela adicéo de plastificantes hidrofobicos e/ou aditivos (ZAVAREZE,
2012). Esta propriedade pode ser melhorada aplicando-se tecnologia, incluindo
materiais, como 0s acidos graxos e surfactantes, assim, estes compostos
dispersos na matriz polimérica, podem melhorar as propriedades de barreira a
umidade, atuando diretamente também nas propriedades mecanicas. Proteinas
de diferentes fontes foram utilizadas para o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis devido a sua abundancia relativa e uma boa capacidade de
formacéao de pelicula (PRODPRAN et al. 2007).

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 fracdes das proteinas miofibrilares. A
miosina € responsavel por uma série de propriedades, como a gelificacado, a
retencdo de agua e a emulsificacdo (RAGHAVAN e KRISTINSSON, 2008).

As proteinas miofibrilares (PM) tém uma funcdo importante no
processamento dos produtos, pois influenciam a retencdo de agua, o
rendimento, a textura e a coesdo do produto final, em funcdo do tipo do gel
formado (FOEGEDING et al. 2006). Proteinas miofibrilares, contribuem para
55-65% da proteina total do musculo, ou 12% do peso do musculo esquelético,

sdo excelentes agentes gelificantes e sdo em grande parte responsaveis pelas


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X14001635#bib32
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caracteristicas texturais e estruturais de produtos a base de carne (ACTON et
al. 1982).

As proteinas miofibrilares sdo normalmente insoliveis em agua, mas
podem ser solubilizadas controlando-se o pH da solucdo (ZAVAREZE et al.
2012). Sao proteinas soluveis em solucdes salinas e podem ser extraidas com
solucéo de cloreto de potassio (KCI) ou sodio (NaCL) a uma concentracao igual
ou superior a 0,5 M. Quando a miofibrila é dissolvida pela solu¢cdo salina,
forma-se uma solugéo pastosa de actomiosina, condicao para que possa haver
formacdo de elasticidade. Assim, neste caso, a funcdo do sal € a de agente
peptizante da miofibrila.

O aumento da concentragdo das proteinas miofibrilares que
desempenham um papel essencial na formacdo de filmes biodegradaveis
ocorre no processo de lavagem, que pode remover as proteinas de baixo peso
molecular tal como as proteinas sarcoplasmaticas (HAMAGUCHI et al. 2007)
que sdo solluveis em agua ou em solucao de baixa forca i6bnica (HEMUNG e
CHIN 2013). Se nao for executada de forma eficiente o processo de lavagem a
proteina sarcoplasmatica poderia ser inserida entre as cadeias de proteinas
miofibrilares durante a formacéo do filme, levando a diminui¢cdo da interacéo
entre as miofibrilas. A formacéo do filme ocorre geralmente através do
desenvolvimento de uma rede tridimensional de moléculas de proteinas por
ligacdo ibnica, ponte de hidrogénio, ligacdo hidrofébica, e pontes dissulfeto
(HAMAGUCHI et al.2007).

As proteinas de pescado, incluindo as proteinas miofibrilares de
muasculos de peixe e sarcoplasmaticas, tém sido utilizadas como material
formador de filmes biodegradaveis por varios pesquisadores (IWATA et al.
2000; PASCHOALICK et al. 2003; SHIKU et al. 2004; ARTHARN et al.
2007;PRODPRAN et al. 2007; CHINABHARK et al. 2007). Trabalhos
realizados com proteinas miofibrilares de pescado, demonstram que possuem
a capacidade de formar filmes transparentes e resistentes (MONTERREY-
QUINTERO e SOBRAL, 2000; CORTEZ-VEJA et al. 2013).

3.3 OBTENCAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS
A utilizagcdo de peliculas comestiveis e revestimentos biodegradaveis

tém sido constantemente crescentes na industria alimentar (PRODPRAN et al.
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2007). Filmes biodegradaveis de proteinas isoladas de peixe (PIP) apresentam
barreira ao vapor de agua baixa, devido a hidrofilicidade de aminoacidos em
moléculas de proteinas e as quantidades significativas de plastificantes
hidrofilas adicionados, tais como glicerol e sorbitol, necessarios para conferir a
flexibilidade do filme adequada (PRODPRAN et al. 2007). Para preparar uma
pelicula com PIP suficientemente flexivel, a adicdo de quantidade elevada (40-
60%) de plastificante, especialmente glicerol, € geralmente necessario
(CHINABHARK et al. 2007; PRODPRAN et al. 2007).

Proteina isolada de peixe (PIP), elaborada por lavagem seguida de
solubilizag&o alcalina foi mostrado como o material de partida promissor com
teores de proteina e lipidios para obtencdo de filmes com as melhores
propriedades mecanicas e fisicas (TONGNUANCHAN et al. 2011). No entanto,
o filme baseado PIP é rigido, devido a presenca de forte ligacdo covalente,
especialmente a de dissulfeto (ROCHA et al. 2013).

A proteinas miofibrilares de peixes devem ser extraidas antes da
elaboracdo dos biofilmes, com a utilizacdo de solugdes salinas no musculo,
ocasionando a dissolucdo das proteinas que devem ser centrifugadas para a
separacao das fracdes solubilizadas (HUF-LONERGAN et al. 1994).

Para preparar os filmes de proteinas miofibrilares, o pH da solugéo
formadora de filme (FFS) necessita ser ajustado para mais alto ou mais baixo,
(valores de pH extremos), do ponto isoeléctrico (pi) da proteina para completar
a solubilizacdo e ndo ocorrer a precipitacdo das mesmas (IWATA et al.
2000). Estas proteinas sdo totalmente estiradas e intimamente associadas
umas as outras em estruturas paralelas e capazes de formar uma matriz
continua durante a secagem da solucéo (SHIKU et al. 2003).

Um dos processos mais amplamente utilizados na elaboracdo de
biofiimes € o método de casting, que compreende o preparo de uma solucdo
coloidal da macromolécula e aditivos, aplicacdo dessa solu¢gdo em um suporte
adequado, seguida de secagem em condic¢des estritamente controladas. Dessa
forma, para a elaboracdo de biofilmes a partir de novas matérias-primas
biologicas, € necessario, inicialmente, a obtencdo do biopolimero e o
conhecimento de suas propriedades, principalmente da sua solubilidade em
agua e sua capacidade de interacéo intermolecular (MONTERREY-QUINTERO
e SOBRAL, 2000).
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A preparacdo de biofilmes envolve agentes de formacédo de pelicula,
solventes e plastificantes, entre outros reagentes. Além disso, alguns
compostos podem ser adicionados durante a producdo de biofilmes para
fornecer, por exemplo, melhores propriedades de barreira a agua e
mecanica. O uso de peliculas de polimeros naturais no setor da embalagem de
alimentos tem sido estudado, devido a biodegradabilidade destes filmes e a
sua capacidade para retardar o transporte de umidade, de gas, sabor e lipidios
(MACIEL et al. 2012).

Filmes de proteinas miofibrilares tém relativamente melhores
propriedades mecanicas quando comparados com filmes sintéticos (LIMPAN,
et al. 2010). Véarias tentativas tém sido realizadas na obtencdo de filmes
biodegradaveis para melhorar as propriedades destes, tais como, adicdo de
outros componentes como acidos graxos e surfarctantes (OLIVEIRA et al. 2012
e DAVANCO et al. 2007).

3.4 FILMES BIODEGRADAVEIS

O impacto ambiental a partir de residuos de materiais plasticos nao
biodegradaveis constitui crescente preocupacdo global. Com a intencédo de
substituir parcialmente esse tipo de material, vém sendo realizadas pesquisas
em busca de encontrar materiais poliméricos renovaveis e ecoldgicos
(KHWALDIA et al. 2010). Assim, surgiu o interesse em desenvolver filmes com
caracteristicas de embalagens biodegradaveis, que ndo causem danos ao meio
ambiente (DAVANCO et al. 2007).

Tecnologias baseadas em materiais renovaveis e biodegradaveis séo
necessarias em todos os setores produtivos. (CARVALHO et al. 2008; KRISTO
e BILIADERIS 2006 e THOMAZINE et al. 2005). Materiais poliméricos
naturais, tais como polissacarideos e proteinas, sdo biodegradaveis e podem,
portanto, desempenhar um papel significativo para resolver os problemas
ambientais provocados pelo uso de materiais poliméricos sintéticos (CORTEZ-
VEJA, 2013). Esses materiais sao utilizados para obtencdo de filmes
biodegradaveis e atuam como barreira a elementos externos, pois podem

proteger os produtos embalados de danos fisicos e biologicos, assim como
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impedem a volatilizacdo de compostos e a perda de umidade, aumentando a
vida atil do produto (RHIM e NG, 2007).

A funcionalidade e o desempenho dos biofilmes e revestimentos
dependem de suas propriedades mecanicas e de barreiras, que por sua vez
dependem da composicdo do filme, do processo de formacédo e o método de
aplicacao no produto (AHMAD et al. 2012). Os materiais mais utilizados para a
elaboracdo de biofilmes s&o misturas de lipideos, proteinas, carboidratos,
plastificantes, surfactantes, aditivos e solventes (AHMAD et al. 2012;
ANDREUCCETTI et al. 2011), sendo necessario, pelo menos, um biopolimero
que tenha a capacidade de formar uma matriz continua, homogénea e coesa
(FAKHOURI et al. 2009).

Em geral, ha trés tipos de pelicula que podem ser elaboradas a partir
destes materiais, composta, camada dupla ou simples. O primeiro tipo (que
sera estudado no presente trabalho) tem a vantagem de mostrar as
caracteristicas positivas de cada componente, como no caso de filmes com
adicdo de componentes hidrofébicos, como os lipideos e acidos graxos que
serdo utilizados para atuar e exibir boas propriedades de barreira ao vapor de
agua, enquanto os componentes hidrofilicos como as proteinas exibirdo boas
barreiras ao gas e fornecerdo boas propriedades mecéanicas (FAKHOURIA et
al. 2009). Alternativas tais como a adi¢édo de lipidios, quer sob a forma de uma
emulsdo ou em camada, ja esta sendo usada (FABRA et al. 2009; POMMET et
al. 2003).

A absor¢do de vapor de agua de um filme envolve a solubilizagéo e a
difusdo de moléculas através da matriz deste. Devido a natureza hidrofila a
partir de polissacarideos e proteinas que sdo plastificados por agua
modificando a sua estrutura macromoleculares e assim, ambos os coeficientes
de difusdo e solubilidade se tornam altamente dependente das condi¢cdes de
umidade relativa durante o teste. Esta absor¢céo por estes materiais depende
tanto da estrutura quimica dos filmes e da sua morfologia (VILLALOBOS et al.
2006).

Davanco et al. (2007), estudou sobre a propriedade de barreira a agua a
qual fornece informacdes sobre a capacidade de ligagdo dos constituintes

presentes nos filmes a uma umidade relativa ambiental determinada de agua, e
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€ uma ferramenta util para a analise do efeito sobre a permeabilidade ao vapor

de agua.

3.4.1 Filmes emulsionados

Os lipidios podem ser incorporados na matriz proteica pela formacéo de
filmes emulsionados ou multicamadas. Nos filmes emulsionados, o material
lipidico € disperso uniformemente na matriz hidrofilica, com auxilio de
surfactantes (ANDREUCCETTI et al. 2011; KOWALCZYK e BARANIAK, 2014).

A temperatura da emulsédo deve ser superior a temperatura de fusdo do
lipidio, mas inferior a temperatura de volatilizacdo do solvente da rede
estrutural na producao deste tipo de filme (ANKER et al. 2001).

O uso de compostos hidrofébicos adicionados como uma camada ou
sob a forma de uma emulséo para plastificar as proteinas tem demonstrado ser
eficaz na reducdo da permeabilidade ao vapor de agua de filmes compostos
(POMMET et al. 2003). Uma revisdo sobre a utilizacdo dos lipidios como
plastificantes em filmes comestiveis j& foi publicado (MORILLON et al. 2002;
FAKHOURI et al. 2009).

Os filmes emulsionados tém recebido atencdo da industria de alimentos,
uma vez que requerem apenas uma etapa de fabricacdo, ao contrario dos
filmes laminados que necessitam de duas etapas ou mais (BRAVINet al. 2004).
As propriedades de barreira dos filmes emulsionados sé&o influenciadas pela
natureza do surfactante, tamanho e dispersédo das gotas de lipidio formadas na
matriz hidrofilica (PENG et al. 2013; TONGNUANCHAN et al. 2014).

O efeito dos lipidios e dos emulsificantes nas propriedades de barreira
ao vapor de agua dos filmes emulsionados depende inicialmente da natureza e
da concentracdo dos emulsificantes, como verificado por Bravin et al. (2004).
Os autores verificaram maior homogeneidade dos globulos lipidicos e maior
eficiéncia a barreira ao vapor de agua com a maior solubilidade do surfactante
no solvente aquoso. Segundo eles, a natureza do lipidio adicionado também
pode afetar as estrutura dos filmes emulsionados formados.

O tamanho das gotas de lipidios influencia diretamente na estabilidade
das emulsGes e consequentemente nas propriedades dos filmes. Isso porque,

a formagdo de gotas grandes pode levar a coalescéncia e floculacdo das
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micelas lipidicas formadas, no qual o uso do surfactante € muito importante
para ocorrer maior homogeneidade das gotas de lipideos. Tongnuanchan et al.
(2014) concluiram que dependendo do tipo de surfactante utilizado, este pode
exercer grande influéncia na estrutura morfolégica e molecular dos filmes
compostos elaborados.

Bravinet al. (2004), verificaram que a solubilidade dos surfactantes em
meio aquoso é um fator determinante na elaboracdo dos filmes, uma vez que a
solucéo formadora é predominantemente polar. Com a melhor solubilizacdo do
surfactante € possivel obter emulsdes mais estaveis, com uma dispersao mais
homogénea de lipidios na estrutura dos filmes, explicando a melhor barreira ao
vapor de agua dos filmes com YS (surfactante natural). Por outro lado, os
acidos graxos presentes na estrutura da lecitina podem atuar como
lubrificantes da cadeia e aumentar sua flexibilidade.

Dependendo das caracteristicas do sistema, o surfactante pode ainda
exercer impacto negativo na estrutura dos filmes emulsionados. A presenca de
grupos hidrofilicos nos surfactantes pode promover a sor¢cdo de agua na
estrutura dos filmes, o que pode facilitar a permeacédo de agua pelo filme. A
organizagdo do lipidio na matriz polimérica a interagdo entre esses
componentes sao considerados fatores criticos nas propriedades finais de
filmes compostos ou emulsionados (GONTARD et al. 1994).

3.5 COMPOSTOS HIDROFOBICOS NA ELABORACAO DE FILME
BIODEGRADAVEIS

Coberturas e biofilmes a base de lipidios produzidos com ceras, 6leos ou
acidos graxos sédo efetivos como barreira a umidade, devido ao seu carater
hidrofébico. A adicdo desse componente provoca uma diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de biopolimeros que é dependente
da relacdo hidrofébico/hidrofilico fornecidas pelos seus componentes, além da
polaridade, nimero e grau de insaturacdo ramificacdo apresentado pelas
cadeias poliméricas da matriz utilizada (FAKHOURIA et al. 2009). Os filmes
preparados com componente hidrofobico também podem reduzir a abraséo da
superficie do alimento durante 0 manuseamento e transporte. A incorporacao

de componente hidrofébico surge como alternativa interessante e tem sido
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estudada por Vvéarios pesquisadores como (DAVANCO et al. 2007;
ANDREUCCETTI et al. 2011; OLIVEIRA et al. 2012).

Filmes e coberturas compostos ou de duas camadas estdo sendo
investigados, a fim de melhorar as caracteristicas de permeabilidade, forca,
flexibilidade e valor nutricional (ANKER et al. 2001). A incorporacdo de
substancias ndo-polares ou hidrofébicas, tais como 6leos, gorduras e acidos
gordos, sdao comumente utilizadas para melhorar a propriedade de barreira ao
vapor de &gua dos filmes de biopolimeros hidrofilicos (PRODPRAN et al.
2007; LIMPISOPHON et al. 2010). Gordura e lipidios de diferentes tipos tém
sido incorporados com sucesso em filmes a base de proteina por diferentes
meios, incluindo o revestimento, laminacdo ou de mudltiplas camadas e a
dispersdo ou emulsdo para formar peliculas compositas (ATARES et al.
2010b; GUERRERO et al. 2011; BAHRAM et al. 2014).

3.5.1 Acidos graxos

Os lipidios tém diferentes propriedades fisicas e quimicas dependendo
do tamanho da cadeia carbbnica, do niUmero e da posi¢do das duplas ligacdes
e linearidade (esteroespecificidade, cis e trans). Os acidos graxos apresentam
diferentes tamanhos de cadeia de 3 a 24 atomos de carbono, podem ser
saturados ou insaturados. Por possuirem duplas ligacbes os acidos graxos
insaturados sdo considerados quimicamente instaveis. Sao denominados
monoinsaturados quando possuem apenas uma dupla ligacdo, com duas ou
mais duplas ligacfes, sdo chamados de polinsaturados (BELL, 1989).

Os beneficios da adicdo de acidos graxos em filmes comestiveis foram
pesquisados por varios autores. A permeabilidade ao vapor de dgua depende
da relacao hidrofobica/hidrofilica proporcionada pelos componentes do filme e
da polaridade, grau de insaturacdo e do grau de ramificacdo dos lipidios
presentes no filme (GONTARD et al. 1994).

Acido estearico e os seus derivados tém sido estudados para a
preparacdo das formulacbes farmacéuticas, cosméticas e alimentares. E
quimicamente acido octadecanoico, um &cido graxo de cadeia de 18 carbonos
(KARNNET et al. 2005). Os segmentos de hidrocarbonetos de cadeia longa de

acido estearico podem atuar como plastificante para o sistema por ser um
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produto natural. Os filmes preparados a partir de proteinas de peixe e acido
estearico ndo causam impacto ambiental drastico quando comparados o0s
filmes preparados a partir de substancias quimicas sintetizadas (KARNNET et
al. 2005).

Os acidos esteérico, palmitico, miristico e caproico, entre outros, cera de
abelhas e Oleos sdo atualmente utilizados como aditivos hidrofébicos em
formulacBes de filmes comestiveis devido as suas caracteristicas altamente
consideradas proprias para elaboracdo de filmes (ROJAS-ARGUDO et al.
2009). Segundo Caba et al. (2012) a adicdo de misturas de acido palmitico-
estearico pode diminuir a permeabilidade a vapor de agua (PVA) dos filmes.
Também foi observado que ocorre uma menor absor¢cdo de agua em filmes
com a incorporacdo de 4cido estearico, ndo afetando a sua biodegradabilidade
(LODHA e NETRAVAL, 2005).

A natureza quimica dos lipidios modifica as propriedades dos biofilmes,
como o comprimento da cadeia carboOnica, a polaridade afeta a inclusao dos
componentes hidrofébicos na solugdo filmogénica, onde quanto maior o
namero de carbonos na estrutura lipidica, mais dificil € a incorporacdo dos
compostos lipidicos na solucdo protéica, por tanto necessitando de adicdo de
surfactantes na solugdo. Por exemplo, o &cido araquidico (22C) possui maior
permeabilidade ao vapor de agua que os acidos palmitico (16C) e esteérico
(18C), o que pode ser explicado pelo fato de que a cadeia longa do lipidio
sugere uma estrutura mais heterogénea (DAVANCO et al. 2007).

Os acidos graxos estudados neste trabalho estdo representados na
Figura 1.

Figura 1. Férmula quimica dos acidos estearico, palmitico e capréico.

Acido estearico i
H3C-(CH2)16-COOH = oy

Acido palmitico PO
H3C-(CH2)14-COOH OH

Acido capréico Py
H3C-(CH2) 4-COOH oH

Fonte: BOBBIO e BOBBIO, 2003.
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Acidos graxos saturados s&o mais efetivos no controle de migracéo de
umidade que os acidos graxos insaturados. Fernandez et al. (2007) verificaram
que &cidos graxos saturados (esteérico, C18:0) foram mais eficientes na
reducao da migragdao ao vapor d’agua em filmes de proteina de soro de leite
que acidos graxos insaturados (acido oléico e linoleico, C18:1 e C18:2). Isso
porque, os acidos graxos insaturados apresentam um maior grau de mobilidade
devido as duplas ligagdes do que os &cidos graxos saturados, o que favorece a

difusividade molecular da agua na estrutura.

3.6 SURFACTANTES

Os surfactantes sdo moléculas anfifiicas que contém uma parte
hidrofilica e uma hidrofébica (MIGUEL et al. 2009). Tém a capacidade de
melhorar as propriedades funcionais dos filmes devido serem substancias
anfifilicas que interagem com sitios simultaneamente polares e apolares na
proteina.

Ao adicionar um agente tensoativo (como sao conhecidos também os
surfactantes) na formulacdo dos filmes, os valores de permeabilidade a agua
devem diminuir devido a incorporacdo de componentes com algumas
caracteristicas hidrofébicas (ZIANI et al. 2008). Ambos o0s tensoativos iénicos e
nao idnicos com ou sem adicéo de plastificantes foram estudados na producédo
de filmes (MORILLON et al. 2002; BRAVIN et al. 2004; RODRIGUEZ et
al.2006; VILLALOBOS et al. 2006) .

Os surfactantes sdo compostos que apresentam atividade na superficie
da interface entre duas fases, tais como ar-agua, 6leo-agua, e na superficie de
sélidos (DAVANCO et al. 2007). A parte apolar da molécula (cauda) dos
compostos anfifilicos é composta por grupos hidrofébicos. Esta parte da
molécula tem uma baixa solubilidade em agua devido ao “efeito hidrofébico”.
Os grupos polares nédo i6nicos sdo hidréfilos (chamados de cabega) mais
fracos do que os grupos carregados, a sua energia de interagdo com a agua é
também inferior. No caso dos compostos anfifilicos ndo i6nicos, os grupos
polares ndo carregados sdo em geral maiores do que as caudas hidrofébicas

(ROCHA, 1999). A Figura 2 representa uma molécula de um surfactante.
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Figura 2. Representacdo esquematica de um surfactante.
Fonte: (DAVANCO, 2006).

Agentes emulsionantes ou surfactantes sédo freqientemente necessarios
para melhorar a estabilidade das particulas de lipidios na matriz protéica
(DAVANCO et al. 2007). No entanto, existe pouca informacéo sobre o efeito de
surfactantes em filmes emulsionados com acidos graxos e proteina de peixe.

As moléculas ou os ions de surfactantes tendem a se aglomerar em
micelas, grupos de molécula de tamanho coloidal. As caudas hidrofobicas
tendem a se reunir umas as outras enquanto as cabecas hidrofilicas
proporcionam pelicula externa protetora (ATKINS, 1997), conforme pode ser

observado na Figura 3.

Parte Gota de
hidrofilica k\ oleo

Pane

et -{7‘3\;‘?

Figura 3. Representagdo grafica de uma micela de surfactante resultando uma gota
de oleo.
Fonte: (DAVANCO, 2006).

O nome oficial € mono dodecil sulfato, mas comumente chamado de
dodecil sulfato de sodio (SDS), lauril sulfato de sodio (LSS) (Figura 4),
apresenta acdo emulsificante, de formula: CH3(CH2)10-CH2-O-(S0O3)1-
Nal+,soluvel em dez partes de agua, formando uma solucdo ligeiramente
opaca, tem forma de pequenos cristais brancos ou amarelados com leve odor

caracteristico. O SDS possui uma cadeia alquilica longa, praticamente insoltvel
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em agua, ligada covalentemente a um grupo i6nico, o sulfato de sédio. Usado

como tensoativo nos produtos de limpeza doméstica (DAVANCO, 2006).

o
D/\< Nt

]

-’

Figura 4. Estrutura do SDS
Fonte: (DAVANCO, 2006).

A concentracdo onde inicia o processo de formacdo das micelas
(micelizagdo) é chamada de concentracdo critica micelar, CMC €& uma
propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante. Na Figura 5 pode-se

observar um esquema do processo de micelizacdo do SDS:

AMA
S

Figura 5. llustracdo do processo de micelizacdo do SDS em solu¢do aquosa. Na CMC
os monbémeros livres encontram-se em equilibrio com o SDS micelizado (MINATTI,
2005).

Alguns estudos revelaram que o0s tensoativos podem melhorar a
molhabilidade e a estabilidade das dispersbes (GHEBREMESKEL et al. 2007;
CHEN et al. 2009) e melhorar as propriedades de barreira de vapor de agua
( VILLALOBOS et al. 2006 ).

Vieira et al. (2011) verificaram que o surfactante adicionado sem glicerol,
teve um efeito significativo sobre as propriedades mecéanicas, mas néo alterou
significativamente as propriedades de barreira de vapor de agua. No entanto,
guando o agente tensoativo foi adicionado com glicerol, provocou uma reducéo
na resisténcia a tracdo e um aumento na elongacdo e na permeabilidade a

vapor de agua. Davanco et al. (2007), observou um efeito sinérgico do


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X1300372X#bib12
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X1300372X#bib6
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X1300372X#bib32
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X1300372X#bib30
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surfactante com os &cidos graxos assim como Oliveira et al. (2012) com
surfactante e glicerol na permeabilidade ao vapor de agua.

Portanto, a preparacdo de peliculas de emulsdo requer geralmente
tensoativo adequado, de modo a provocar o estado estavel do sistema de
emulsdo de duas fases com a homogeneidade da distribuicdo de goticulas de
Oleo. Diferentes surfactantes incorporados contribuiriam para estrutura ou
morfologia dos filmes (distribuicdo de goticulas de éleo) e propriedades do filme
de forma diferente (TONGNUANCHAN et al. 2014). Prodpram et al. (2007)
elaborou filme biodegradavel a base de proteinas do muasculo de peixe
contendo 6leo de palma, em que Tween-20 foi utilizado como tensoativo. J&
Davanco et al. (2007) preparou filmes compostos a base de gelatina utilizando

como surfactante lauril sulfato de sédio (SDS) e o Tween 80.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X14000885#bib42
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foi utilizado subprodutodo processamento de filetagem da pescada
amarela (Cynoscionacoupa) como matéria-prima proveniente da industria
Pesqueira ECOMAR S/A localizada em Vigia-PA. Também foi utilizado
hidréxido de sédio P.A (NaOH -Isofar) para ajustar o pH, cloreto de sédio P.A
(NaCl - Isofar) para extracdo das proteinas miofibrilares, acido meta-fosforico
P.A/ACS (HPO3; - Neon) para desodorizacdo da matéria-prima, glicerol P.A
(C3Hs (OH)3) - Isofar como plastificante, Lauril Sulfato de Sédio P.A (SDS,
C12H25SO4Na) - Dindmica) como surfactante e os é&cidos graxos: &cido
esteérico (Cy1gH360, - Isofar), palmitico PS (C.6H3.0, - Vetec) e capréico P.S

(CeH120,— Vetec), adquiridos em empresas nacionais.

4.2 METODOS

4.2.10btencao do subproduto de pescada amarela

O subproduto (residuos) de pescada amarela (Cynoscion acoupa) foram
embalados, acondicionadosem caixa térmica com gelo e transportados para o
Laboratério de Produtos de Origem Animal (LAPOA) da Universidade Federal
do Para. No laboratério o musculo aderido a pele foi separado de ovas,
ventrechas, espinhas. O musculo obtido foi lavado em agua clorada (5 ppm) a
4°C por 5 minutos, acondicionados em embalagens plasticas e armazenados
em freezer a -18 °C.

4.2.2 Obtencao das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML)

Para a obtenc&o das PML, foi utilizada a metodologia de Zavareze et al.
(2012) com modifica¢des. O musculo triturado e o acido metafosférico (HPO3) a
0,05% (4-5 °C) foram misturados na propor¢cdo de 1:3 (musculo:acido), para
desodorizar a matéria-prima. Esta mistura foi filtrada através de uma camada

de tecido failet, adicionado trés volumes de agua destilada (4°C) para retirar


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
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excesso do HPO3;, em homogeneizador (modelo TE-102, Tecnal) a 10.000 rpm
por 2 min/4°C. Em seguida filtrado novamente para retirar as fragbes das
proteinas sollveis em agua (sarcoplasmaticas).

O filtrado foi homogeneizado manualmente com 5 volumes de NaCl (50
mM) por 5 minutos para separacdo das proteinas miofibrilares seguida de
filtrac&o (tecido failet), sendo repetido por duas vezes. Nas etapas de filtracao
foram retiradas as proteinas do estroma retidas com o auxilio de uma espéatula.
ApOs essa etapa, o material obtido foi submetido ao processo de congelamento
(-22°C) por 24h para ser liofilizado por 48h (marca Liotop — modelo L101),
triturado, peneirado (22 mesh), embalado a vacuo e armazenado a temperatura

19-23 °C para posterior uso, Figura 6.

$
HPO; a 0,05% Misturados 1:3 Sol.
(4-5°C) HPO,
¥
10.000 rpm 2min/4°C

4

Filtrado (tecido

misturou-se com 3 failet)
volumes de agua 3
destilada (4-5 °C)

e 5 Vol. de Sol. de NaCl (50
i mmmmp | mM) por 5 min. Filtrado,
misturada Repetido 2 vesez
¥
Congelamento
(-22°C) 24h
9
Liofilizado : PML, Trituradae
48h peneirada

¥
Embaladoavacuoe
amazenado

Figura 6. Fluxograma de obtencado das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML).

4.2.3 Determinacdo do rendimento do musculo de peixe (MP) e da

extracdo da Proteina Miofibrilar Liofilizadas (PML)

Os rendimentos do MP do subproduto (musculo aderido a pele de peixe)
e da extracdo da PML foram calculados através das Equacdes 1 e 2 e

expressos em kg de musculo/kg de subproduto e g de proteina liofilizada/g de
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muasculo de peixe (apOs extracdo da proteina miofibrilar), respectivamente
(ARNESEN e GILDBERG, 2007; BINSI et al. 2009; BORAN e REGENSTEIN,
2009; BENJAKUL et al. 2010).

Produsio de Mp (o) = Lo o misculo depetxe (k) oy o
roducae ae o} = Peso do subprodute (kg) * !

Peso da proteina liofilizada (g)
Producido de PML (%) = - : x 100 Eg.2
Peso do misculo de peixe (g)

4.2 4Caracterizacdo das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML)

4.2.4.1 Composicao Centesimal das PML

As andlises de umidade, cinzas, proteina bruta e lipidios foram
realizadas nas proteinas miofibrilares liofilizadas, segundo metodologia da

AOAC (2000). As analises foram feitas em triplicata e expressos em base seca.

4.2.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura das PML (MEV)

A andlise foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrdnica de
Varredura — LABMEV do Instituto de Geociéncias da UFPA. O equipamento
utilizado foi um MEV modelo LEO-1430. A amostra foi metalizada com ouro e o
tempo de recobrimento foi de 1,5 minutos. As condicdes de analises para as
imagens de elétrons secundarios foram: corrente do feixe de elétrons = 90 UA,

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

4.2.5 Ensaios preliminares para elaboragéo dos filmes

Para estabelecer a melhor incorporacdo dos &acidos graxos e o
surfactante a solucdo de proteina durante a elaboracdo dos filmes (topico
4.2.6) e para obter filmes com os melhores aspectos visuais foram realizados
ensaios preliminares, sendo testadas as solugdes filmogénicas sob agitacédo

mecanica (modelo TE-102, Tecnal) nas velocidades de 7.000, 10.000 e 14.000
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rom, e avaliados no microscopio Optico o aspecto e tamanho das gotas de
emulséo formadas e a homogeneidade da solugé&o.

A concentragéo de glicerol utilizada inicialmente foi de 50% de acordo
com Zavareze et al. (2012), também foram feitos outros ensaios nas
concentracbes de 35% e 40%. Os acidos graxos e o surfactante foram
definidos segundo Davanco et al. (2007), com concentracdes dos &cidos de 5 e
10% e do surfactante de 5, 10, 20, 40, 50 e 60%.

Apos essas etapas foram realizados testes com variacdo de temperatura
do banho termostético de 50, 60 e 70°C e temperatura de secagem de 26 — 30
°C em D.B.O com circulagéo de ar.

Cada formulagao utilizou-se 120 ml de solucéo filmogénica de acordo
com Zavareze et al. (2012) para padronizar a espessura final dos filmes secos.
Apos definir as condicbes das solucdes filmogénicas para a formacéao
adequada dos filmes, os mesmos foram caracterizados quanto a cor,
transparéncia, propriedades de barreira e mecénicas, solubilidade em agua e

microscopia.

4.2.6 Elaboracgéo dos filmes biodegradaveis

Os filmes foram preparados de acordo com a metodologia de Zavareze
et al. (2012) e Davanco et al. (2007) com modificacbes, onde os filmes com
proteinas miofibrilares liofilizadas foram preparados por suspenséo da proteina
(p/v) (método de casting), sendo ajustado o pH (modelo HI 221) da solucdo
para 11,0 com NaOH 2 M. Foram adicionados as solucdes de proteinas, os
acidos graxos (estearico, palmitico e caproico) e o surfactante Lauril Sulfato de
Sodio - SDS, utilizando glicerol como plastificante, no qual foram elaborados
(Figura 7) filmes com diferentes concentra¢des Tabela 1, Figura 8.

As solugbes foram homogeneizadas (TE-102, Tecnal) com uma
velocidade de 10.000 rpm durante 5 minutos. Em seguida as mesmas foram
tratadas termicamente com o auxilio de banho termostético (TE-057, Tecnal)
durante 30 minutos a 70 °C para permitir a formacéo dos filmes.

As solugdes filmogénicas (120 ml) foram espalhadas em recipientes de

silicone (22 cm de diametro/2,5 cm de altura), sendo secas em incubadora
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D.B.O com circulacdo de ar a 26°C por 17 horas. Apds a secagem, os filmes

foram embalados a vacuo e acondicionados a 25 °C.

Suspensao da PML
1,0% (piv)

L 2
Ajustedo pH 11,0
NaOH1M Adc. Os acidos
¥ [

graxos. surfactante
Homogeneizagao SDS e glicerol
10.000rpm 5 min.
¥

Banho-maria 30 min.

a70°C
R et:|p| es de
120 ml N silicone(22cm x 2,5
solucao cm

9

Secagem DBO 26°C
por 17 horas

¥
Embalagem avacuo
L 2
ArmMmazenamento
(25°C)

Figura 7. Fluxograma de elaboracéo dos filmes biodegradaveis

Tabela 1. Percentual das composi¢cbes utilizadas na elaboracdo dos filmes
biodegradaveis.

Proteina Acido Acido Acido

Amostras ?(i(f)i:‘ii;);i(ljaar GIE;S)M estearico palmitico capraico S((E/Z‘)S
o) %) 0 (%)
PML 1 50 - - - -
PML /5%AE 1 50 5 - - -
PML /5%AP 1 50 - 5 - -
PML /5%AC 1 50 - - 5 -
PML /10%AE 1 50 10 - - -
PML/10%AP 1 50 - 10 -
PML/10%AC 1 50 - - 10 -
PML/5%AE/5%SDS 1 50 5 - - 5
PML/5%AP/5%SDS 1 50 - 5 - 5
PML/5%AC/5%SDS 1 50 - - 5 5
PML/5%AE/10%SDS 1 50 5 - - 10
PML/5%AP/10%SDS 1 50 - 5 - 10
PML/5%AC/10%SDS 1 50 - - 5 10
PML/10%AE/20%SDS 1 50 10 - - 20
PML/10%AP/20%SDS 1 50 - 10 - 20
PML/10%AC/20%SDS 1 50 - - 10 20

PML: Proteina miofibrilar liofilizada; AE: Acido esteérico; AP: Acido palmitico; AC: Acido
caproico; SDS: Lauril sulfato de sédio.
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Filme Padrdo
Proteina
Miofibrilar

Liofilizada (PML)

Filme com PML,
Acido estearico (5,
10%) e Surfactante

SDS (5,10 e 20%)

(PML/AE/SDS)

Filme com PML,
Acido palmitico (5 e
10%) e Surfactante

SDS (5,10 e 20%)

(PML/AP/SDS)

Filme com PML,
Acido caprdico (5 e
10%) e Surfactante

SDS (5, 10 e 20%)

(PML/AC/SDS)

Figura 8. Concentracdes utilizadas na elaboragédo dos filmes & base de proteina
miofibrilar liofiizada (PML), &cidos graxos (estearico, palmitico e caprdico) e
surfactante (laurilsulfato de sddio — SDS).

4.2.7 Caracterizacdo dos filmes biodegradaveis

4.2.7.1 Aspecto Visual

Os filmes selecionados através de analises visuais ap0s a secagem
foram os que apresentaram coloracdo homogénea, menor presenca de
particulas, rupturas ou zonas quebradi¢cas e oleosidade, com facil retirada do
filme do suporte, possibilitando bom manuseio. Foram descartados os filmes e

formulacGes que ndo apresentaram essas caracteristicas.

4.2.7.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada por meio da média de oito
medidas aleatorias sobre a area do filme, obedecendo a um afastamento da
borda do filmes de 10 mm utilizando micrémetro digital com resolucao de 0,001
mm (Insize, IP54, Sao Paulo, Brasil) (ZAVAREZE et al. 2012). Esta medida foi
obtida apdés a secagem a 25°C e acondicionamento dos filmes antes da

realizagdo das andlises.
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4.2.7.3 Cor

A cor dos filmes foi determinada com 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 (+). Os filmes foram aplicados na
superficie de uma placa branca padréo e os padrdes L*, a* e b* foram medidos.
A diferenca de cor (AE*) foi calculada de acordo com a Equacdo 3
(GENNADIOS et al. 1996).

AE = [(AL)*+ (Aa®)* + (Ab*)?]%® Eq.3

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

4.2.7.4 Transmissao da luz e valor de transparéncia

A transmitancia de luz dos filmes foi medida na gama do visivel e
ultravioleta (200-800nm) usando um espectrofotbmetro (Shimadzu UV-1800,
Quioto, Japao), de acordo com o método do Shiku et al. (2004). A analise foi
realizada em triplicata e o valor de transparéncia do filme foi calculado usando-
se a Equacao 4 (HAN e FLOROS, 2010).

—logT,
Valor de transparéncia = % Eq.4

Onde: Tgo € a transmiténcia a 600 nm; x representa a espessura filme (mm). O maior
valor de transmitancia representa a menor transparéncia do filme.

4.2.7.5 Propriedade de barreira

Utilizando um método modificado ASTM (American Society for
Testingand Materials, 1989), como descrito por Shiku et al. (2004) foi medido a
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes. Os mesmos foram selados

em Becker de permeacao de vidro contendo silica gel seco (0% UR; O Pa de
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pressédo de vapor de agua a 30 °C) com cola de silicone (adesivo de silicone,
alta temperatura — Siloc). Os beckers foram colocados em dessecadores
contendo &gua destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de pressao de vapor
a 30 °C) e foram pesados em intervalos de 1 h ao longo de um periodo de 10 h.

O PVA dos filmes foi calculado de acordo com a Equacéo 5.

PVA = ——— Eq.5

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de agua (g.mm. KPa.d™*.m™); w representa o
ganho de peso do becker (g); | é a espessura do filme (mm); t € o tempo de ganho (d);
A é a area da superficie do filme exposto (m?); AP é a diferenca de pressdo de vapor
através da pelicula (4,2449 KPa, a 30 ° C).

4.2.7.6 Solubilidade em agua

A analise de solubilidade em agua (SOL%) dos filmes foi realizada em
triplicata seguindo o método proposto por Gontardet al. (1994). Inicialmente,
trés discos de cada amostra de filme com 2 cm de diametro, foram imersos em
50ml de 4gua destilada, mantidos sob agitacdo a uma velocidade de 150 rpm
por 24 hem Incubadora Shaker (Lucadema, Luca-223) a temperatura ambiente
(25°C). Apoés este periodo, as amostras foram removidas da incubadora e
secas em estufa (105°C por 24 horas) para determinacdo da massa seca que
nao se dissolveu em agua. O calculo da solubilidade foi realizado de acordo

com Equacéo 6.

Mi— M
SOL (%) = %. 100 Eq.6
d

Onde:SOL (%): porcentagem de material solubilizado;Mi: massa inicial da amostra
(9);Mf: massa final da amostra (g).

4.2.7.7 Propriedades mecanicas

Foi empregada a metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) para
verificar a resisténcia a tracédo e elongacao na ruptura dos filmes utilizando um

texturémetro. As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25 °C).
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As amostras foram cortadas em tiras de 100 mm de comprimento e 25 mm de
largura. A distdncia maxima que o texturdmetro foi programado foi de 100 mm.
A resisténcia a tracdo (RT) e a porcentagem de elongacdo (%E) foram

calculadas pelas Equacdes 7 e 8, respectivamente.

RT =2 Eq.7

Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do
filme (N); A: &rea da seccéo transversal do filme (m?).

d.. .
E(%) =—-L"L ¥ 100 Eq.8

inicial

Onde: E: elongacdo (%); dr distancia final no momento da ruptura (cm); diia:
distancia inicial de separagéo (5 cm).

4.2.7.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletrénica
de Varredura — LABMEYV do Instituto de Geociéncias da UFPA no equipamento
MEV modelo LAO- 1430. As amostras foram metalizadas com ouro e o tempo
de recobrimento foi de 1,5 minutos. Condi¢cBes de analises para as imagens
elétrons secundarios: corrente do feixe de elétrons = 90 pA, voltagem de

aceleracdo constante = 10 kv, distancia de trabalho = 15mm.
4.2.8 Analise Estatistica

Os dados da caracterizacdo dos filmes obtidos foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de comparacdo das médias de Tukey,
ao nivel de 5% (p<0,05) de significancia. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software STATISTICA 7 for Windows.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO MUSCULO DE PEIXE (MP) E DA PROTEINA
MIOFIBRILAR LIOFILIZADA (PML)

O valor do rendimento do processo de obtencdo do musculo de peixe
(MP) obtido do subproduto foi 40% e o rendimento do processo de obtencgao da
proteina miofibrilar liofilizada foi de 15,21%. O aumento da concentracdo da
proteina miofibrilar essencial na formacao de filmes biodegradaveis ocorre no
processo de lavagem. Segundo Zavareze et al. (2012), a importancia da
lavagem consiste na remocdo das proteinas soliveis em 4gua
(sarcoplasmaticas), resultando no aumento da concentracdo da proteina
miofibrilar (actomiosina), o que pode melhorar forca de gel e a elasticidade.
Pessatti (2001) obteve-se um rendimento menor que 14% ao elaborar um
concentrado protéico de peixe, através de lavagens sucessivas com etanol,
podendo ser considerado satisfatorio o rendimento da PML obtido neste

trabalho.

5.2 CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES LIOFILIZADAS
(PML)

5.2.1 Composicado Centesimal do musculo de peixe e das PML
Na Tabela 2 estdo apresentados o0s resultados da composicao
centesimal do musculo obtido do subproduto da pescada amarela e das

proteinas miofibrilares liofilizadas (PML).

Tabela 2. Composicdo centesimal do musculo de peixe e da proteina
miofibrilar liofilizada (PML).

Analises Musculo de peixe (PML)
Proteinas (%) 16,04+0,87 82,89+1,68
Lipideos (%) 0,400,004 2,19+0,15
Umidade (%) 82,67+0,40 7,79+0,12

Cinzas (%) 0,53+0,001 3,81+0,02
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Foi obtida quantidade bastante elevada de proteinas miofibrilares devido
ter sido utilizada uma baixa concentracdo de cloreto de sodio, em torno de
0,05M. Garcia e Sobral (2005) encontraram 80% de proteinas miofibrilares
liofilizadas em tilapia-do-nilo. Devido a aplicacdo do processo de liofilizacdo
houve um aumento de 80,65% da concentracdo da proteina miofibrilar e
reducdo em 90,58% do conteudo de umidade em relagdo aos valores do

musculo de peixe.

5.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura das PML (MEV)

Foram observados nas proteinas miofibrilares liofilizadas de pescada
amarela, através da MEV, um conjunto desordenado de particulas de
tamanhos heterogéneos (Figura 9A) e uma estrutura protéica que apresentou
superficie heterogénea, com rachaduras e lacunas (Figura 9B),

A proteina apresentou estrutura com fissuras, ndo lisa, com particulas
guebradicas, provavelmente, devido a etapa de trituracdo (estresse mecanico),
gue pode ter modificado a estrutura nativa da mesma.Ha uma desorganizacéo
na conformacao, alterando as propriedades das proteinas,pois a agitacdo e
trituragdo rompem o equilibrio de forcas que mantém a estrutura protéica, ndo
interferindo na formacdo dos filmes. Segundo Haque et al. (2015) a
desnaturacdo de proteinas durante o processamento geralmente reduz a sua
eficacia funcional e nutricional. No entanto, um certo grau de processamento é
essencial para prolongar o prazo de validade e para utilizar estas proteinas
como ingredientes. A desnaturacdo ou a incorporacdo de aditivos que
promovem a formacdo de ligacdes cruzadas resultam em maior ordenacao
molecular, e conseqientemente, maior coeséo e rigidez dos filmes (GUILBERT
et al. 1997).
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Figura 9. Microfotografia da proteina miofibrilar liofilizada de pescada amarela.
Ampliacdo de 100X(A) e 882X(B).

5.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

5.3.1 Ensaios preliminares para elaboracao dos filmes

Os filmes obtidos a partir das solucbes filmogénicas submetidas a
agitacdo mecanica com as rotacdes de 7.000 e 14.000 rpm foram excluidos do
trabalho, devido ndo apresentar homogeneidade das particulas e formacao
intensa de espuma (formada devido a desnaturacdo da proteina em pH11l e
trituracdo das proteinas nas solucbes filmogénicas adicionadas de &cidos
graxos e surfactante SDS), permanecendo 0s ensaios com a agitacdo
mecanica de 10.000 rpm que apresentaram aspecto e tamanho das gotas de
emulséo uniformes e homogeneidade da solugéo.

Em relacdo ao percentual de glicerol quando utilizado as menores
concentracfes de 35% e 40% nos filmes contendo os acidos graxos (estearico,
palmitico e capréico) e surfactante SDS, os filmes apresentaram pouca
elasticidade, sendo selecionada a concentracdo de 50% para dar continuidade
aos experimentos.

As melhores formulagbes foram selecionadas avaliando os sistemas
visualmente através da identificacdo da solubilizacdo mais efetiva dos
compostos hidrofobicos (acidos estearico, palmitico e caproico) e do
surfactante SDS, isto é, nas situacées em que as solugdes filmogénicas apos
tratamento térmico e os filmes secos encontravam-se transparentes.Observou-

se que nos filmes elaborados com as maiores concentracao de surfactante (40,
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50 e 60%) formaram-se filmes visivelmente mais opacos e esbranquicados,
sendo assim, as concentragfes definidas foram com 5% e 10% dos &cidos
graxos e 5%, 10% e 20% do surfactante, para todas as formulacdes.

Nas etapas de tratamento térmico e secagem dos filmes, ndo ocorreu
formacdo adequada quando foram utilizados os acidos de maior cadeia
(esteérico e palmitico) nas solucdes filmogénicas, submetidas as temperaturas
mais baixas do banho termostatico (50% e 60%), devido a temperatura ser
menor que a do ponto de fusdo dos acidos, desta forma, fixou-se a temperatura
de70 °C, padronizada para todos os ensaios. Em relacdo a secagem, os filmes
demoravam menor tempo para secarem, em torno de 15h, quando secos em
maior temperatura, apresentavam-se ressecados e quebradicos, fixando-se
entdo 26 °C por 17h.

5.3.2 Aspecto visual

Os filmes foram caracterizados quanto ao aspecto visual onde foi
verificada a presenca de pequenas particulas na menor concentracdo dos
acidos graxos (5%) com 5 e 10% de SDS, porém, ndo apresentaram presenca
de rupturas e fragilidade. Os ensaios com as maiores concentragbes dos
acidos graxos (10%) com (20%) de SDS, apresentara-se esbranquicados. Os
filmes com adicdo de acido caprdico apresentaram maiores dificuldades de
manuseio e de retirada do suporte utilizado na secagem.

Os filmes selecionados elaborados com os acidos graxos (esteérico,
palmitico e caprdico) e surfactante (lauril sultafo de sédio — SDS), de um modo
geral, apresentaram aspecto uniforme, brilhante, certa maleabilidade e

visivelmente homogéneos.

5.3.3 Cor

Os parametros de cor (L*, b* e AE) dos filmes produzidos com proteina,
acidos graxos (estearico, palmitico e caproéico) e surfactantes (SDS) estdo
apresentados na Tabela 3. Todos os filmes apresentaram alta luminosidade, no

entanto, os filmes contendo somente &cidos graxos em todas as concentracdes
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foram os que apresentaram maiores valores de luminosidade (L*) quando
comparados ao filme elaborado apenas com proteina miofibrilar (PML) e aos
filmes acrescentados de surfactante SDS, apresentando dessa forma diferenca
significativa (p<0,05), demonstrando a contribuicdo positiva da adicado dos
acidos graxos nos filmes elaborados.

Os filmes com o surfactante SDS, nao apresentaram diferenca (p<0,05),
quando comparados aos que continham apenas proteina miofibrilar (PML) para
o parametro L*, indicando que as adi¢cdes dos acidos graxos com o surfactante
nessas concentracdes nao interferiram de forma negativa na luminosidade dos
filmes elaborados.

Os filmes contendo somente &cidos graxos apresentaram coloracdo
amarelada (b*) com diferenga (p<0,05) quando comparados aos demais
ensaios. Ao adicionar os acidos e o SDS nas solu¢des filmogénicas, pode-se
evitar a ocorréncia da reacdo de Maillard, devido & reagdo com 0 grupo amino
(Limpan et al. 2012), indicando que o SDS contribuiu de forma positiva na
coloracao dos filmes.

A tendéncia amarelada do filme também pode estar associada a
quantidade de lipideos presentes, ainda que em pequena quantidade na
proteina miofibrilar liofilizada. De acordo com Tongnuanchan et al. (2011a) no
processo de lavagem pode-se remover lipideos e alguns pro-oxidantes
(hemoglobina e mioglobina), mas alguns lipideos ainda permanecem no
musculo depois de lavado e triturado. A sua remocao pode reduzir a oxidacao,
retardando desse modo a formacdo do composto carbonilo na reacdo de
Maillard.

Assim como, também poderia ser devido a condicdo alcalina que pode
induzir a formacao de pigmento amarelado, especialmente por via da reagéo de
Maillard, o pH alcalino favorece a formacdo redutonas sobre a producéo de
furfural a partir dos produtos de Amadori, que conduz ao desenvolvimento de
cor em filmes (TONGNUANCHAN et al. 2011b). O mesmo comportamento para
o atributo b* (coloracdo amarelada) foi encontrado por Hananig (2013)

utilizando gelatina obtida de peixe com adicdo de componente lipidico.
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Tabela 3. Cor dos filmes de proteina, &cidos graxos (esteérico, palmitico e caproico) e

surfactante SDS

Tipos de Filmes L* b* AE

PML 89,64+0,02°°  6,18+0,39"¢ 2,62+0,04°
PML/5%AE 92,81+0,23°°  10,90+0,112°  4,83+0,10°
PML/5%AP 92,09+0,07°  12,35+0,05% 6,24+0,052
PML/5%AC 93,42+0,41% 11,18+0,28*  5,22+0,18%
PML/10%AE 93,86+0,382 11,80+0,65°°  5,94+0,542"
PML/10%AP 93,59+0,493% 12,23+0,47%°  6,28+0,372
PML/10%AC 94,18+0,54*  10,68+0,59° 4,99+0,37°
PML/5%AE/5%SDS 89,79+0,36"  5,85+0,16"% 2,47+0,35"
PML/5%AP/5%SDS 89,50+0,03"  6,13+0,36" 2,76+0,03°
PML/5%AC/5%SDS 89,51+0,08"  6,11+0,20 2,73+0,08°
PML/5%AE/10%SDS 89,43+0,51°  5,64+0,74™ 2,91+0,56"
PML/5%AP/10%SDS 89,61+0,18"  4,62+0,34™ 3,03+0,21°
PML/5%AC/10%SDS 90,34+0,90°  4,49+0,82¢ 2,67+0,30°
PML/10%AE/20%SDS 89,64+0,20°  7,03+0,89' 2,85+0,21°
PML/10%AP/20%SDS 89,19+0,18°  7,26+0,32¢ 3,27+0,23"
PML/10%AC/20%SDS 89,49+0,23"  6,32+0,82" 2,83+0,32°

PML: Proteina miofibrilar liofilizada; AE: Acido esteéarico; AP: Acido palmitico; AC:
Acido caproico; SDS: Lauril sulfato de sédio. Letras em comum na mesma coluna
nao apresentam diferenga significativa a p < 0,05, entre as médias obtidas através
do teste de TUKEY.

Os dados obtidos neste estudo indicam que os filmes de proteina com
adicdo de acidos graxos (estearico, palmitico e caproico) e surfactante SDS
apresentam apresentaram alta luminosidade e coloracdo adequada para sua
utilizagdo como embalagem. Filmes elaborados por Blanco-Pascual et al.
(2014) apresentaram baixa luminosidade (L* = 34,73), quando comparado a
este estudo,em filmes obtidos sob condicdo béasica ao trabalharem com
proteina miofibrilar de pescado (Dosidicus gigas), e tendéncia para cor
amarelada quando em condi¢cdes acidas depois de quatro meses de
armazenamento. Segundo Rhim et al. (2002), filmes de isolado protéico de
soja contendo diferentes quantidades de SDS (10, 20 e 40%) apresentaram
aparéncia mais amarelada que os filmes sintéticos, o autor atribuiu a cor do

SDS, mas que néao foi considerada prejudicial visualmente.
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A Tabela 3 mostra o resultado do AE que indica a magnitude da
diferenca total de cor entre os parametros analisados (L* e a*), onde os filmes
contendo Acidos graxos e surfactante SDS n&o apresentaram diferenca
significancia quando comparado com a amostra padrao (PML), ndo obstante
houve diferenca (p < 0,05) para os filmes elaborados apenas com os acidos

graxos quando comparados aos filmes com SDS e ao filme PML.

5.3.4 A transmissdao da luz e valor de transparéncia

A transmisséo de luz em intervalos de UV (200 — 280) e visivel (350 —
800) no comprimento de onda selecionado, bem como a transparéncia
(T600/nm) estao apresentadas na Tabela 4.

A transparéncia dos filmes é influenciada pela estrutura da emulséao,
volume de lipidios dispersos e com a estrutura interna desenvolvida durante a
secagem dos filmes (VILLALOBOS et al. 2005). Observa-se que filmes
contendo apenas acidos graxos quando utilizados em concentracfes mais altas
(10%) apresentaram filmes menos transparentes (0 bloqueio da passagem de
luz caracteriza a baixa transparéncia de um material) apresentando diferenca
(p < 0,05) quando comparados ao filme PML. Este efeito pode ser explicado
pela dispersdo da luz devido a presenca de gotas de emulsdo do componente
lipidico na matriz protéica. A incorporacdo de componentes lipidicos tem
impacto direto na aparéncia do filme, tornando-os menos transparentes (mais
opacos) (CERQUEIRA et al. 2012; TONGNUANCHAN et al. 2014).

Zahedi et al. (2010) atribuiu menor transparéncia em filmes compostos
de proteina de pistache e lipidios (4cido palmitico e estearico) ao estado sélido
do &cido graxo em temperatura ambiente. Wang et al. (2014) observaram que 0
aumento da concentracdo de acidos graxos (oléico e estearico) na matriz
proporcionaram filmes de proteina isolada de soja significativamente menos
transparentes, e atribuiu esse efeito a dispersédo da luz pelas gotas de emulséo
e a sua distribuicdo continua na rede do polimero. Bertan et al. (2005)
observou que o aumento das concentracdes hidrofébicas adicionadas (acidos
esteéarico, palmitico, laurico e blenda de componentes hidrofébicos) a
formulacdo de filmes composto de gelatina proporcionou filmes menos

transparentes.
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Segundo Tagi (2011), a transparéncia pode ser fortemente relacionada
com a migracdo do componente hidrofébico durante a preparacéo do filme, o
gue pode ser visualizado como um aspecto turvo dos filmes com reducao ou
perda de sua transparéncia.

Nos filmes contendo SDS, observou-se que com o0 aumento da
concentracdo (5, 10 e 20%) e dos acidos graxos de 5 para 10% ocorreu um
aumento no valor de transparéncia de forma significativa (p < 0,05),
proporcionando filmes menos transparentes, exceto para o filme com acido
estearico. Ndo obstante, a presenca do surfactante SDS proporcionou melhor
interacdo com a matriz protéica e os acidos palmitico e caprdico nas menores
concentracbes (%5 para os &acidos e SDS) obtendo filmes significativamente
mais transparentes comparados aos filmes com SDS. A transparéncia e a
opacidade do polimero estdo relacionadas com a composicdo da matriz, bem
COmo a organizacgéo e ao rearranjo dos componentes na matriz (VILLALOBOS
et al. 2005).

Davango et al. (2007), encontrou comportamento semelhante a este
estudo, onde a transparéncia dos filmes composto de gelatina foi afetada pela
adicdo de surfactante SDS nas matrizes protéica (gelatina) contendo &cidos
estearico e caproéico. Outros autores também verificaram que o surfactante
contribui para melhorar a transparéncia de filmes compostos dependendo da
concentracdo do mesmo e homogeneidade dos componentes (CARNEIRO-DA-
CUNHA et al. 2009; CHEN et al. 2009).

Os filmes exibiram a menor transmissao na gama dos UV (200-280 nm),
0 que segundo Blanco-Pascual et al. (2014) filmes exibem menor transmisséo
de luz no espectro ultravioleta, o que pode ser levado em consideracdo para
evitar a oxidagéo dos alimentos. Desta forma, todos os filmes elaborados neste
trabalho tém excelentes propriedades de barreira contra a luz UV na gama de
200-280 nm.

Os filmes contendo apenas 10% de acido estearico e palmitico, bem
como os filmes com 10% dos acidos esteérico, palmitico e caproéico, com 20%
de surfactante SDS, foram os que apresentaram melhores propriedades de
barreira na faixa do visivel (350 — 800nm). Segundo Limpan et al. (2012), filmes
gue apresentam menor propriedade de barreira contra a luz visivel sdo os que

apresentam maior transmitancia (%T).
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Tabela 4. A transmissao de luz e a transparéncia dos filmes de proteina, acido estearico, palmitico e caproéico e surfactante SDS.

T% Valor de Transmitancia (nm) Valor de
Tipos de Filmes
200 280 350 400 500 600 700 800 Transparéncia
PML 0,1 0,2 658 70,3 745 749 776 76,1 2,0+0,28"
PML/S%AE 01 10 737 770 807 810 833 822 21+0,04™
PML/5%AP 0,1 0,4 71,1 75,1 79,7 80,0 82,4 81,4 1,7+0,06
PML/5%AC 0,1 0,5 722 76,0 796 796 795 80,7 1,6+0,09
PML/10%AE 0,1 2,5 61,4 647 691 691 732 716 4,5+0,00%
PML/10%AP 0,1 0,3 543 586 640 643 689 67,8 4,5+0,49%
PML/10%AC 0,1 0,5 67,0 71,3 76,7 77,8 813 804 3,6+0,07%°
PML/5%AE/5%SDS 0,1 0,2 65,7 693 730 730 76,0 74,6 2,7+0,38°
PML/5%AP/5%SDS 0,1 0,2 71,3 76,2 808 81,3 84,2 832 1,4+0,04°
PML/5%AC/5%SDS 0,1 0,1 69,2 742 787 788 81,7 80,2 1,4+0,12°
PML/5%AE/10%SDS 0,1 0,3 60,3 660 728 739 775 76,3 2,6+0,12%
PML/5%AP/10%SDS 0,1 0,5 649 70,4 771 789 822 815  24+0,50°%
PML/5%AC/10%SDS 0,1 0,2 615 66,2 715 716 751 734 2,1+0,18"™
PML/10%AE/20%SDS 0,1 0,4 51,1 570 646 66,1 71,1 70,1  25+0,11°%
PML/10%AP/20%SDS 0,1 0,2 40,6 46,7 546 559 624 61,7 3,5+0,02°
PML/10%AC/20%SDS 0,1 2,4 519 575 644 660 710 704 3,1+0,08°"

PML: Proteina miofibrilar liofilizada; AE: Acido estearico; AP: Acido palmitico; AC: Acido caproico; SDS: Lauril sulfato de sddio. Letras em
comum na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa a p < 0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.
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Maior valor de transparéncia representa menor transparéncia do filme
(ARFAT et al. 2014), assim, a escolha da formulacdo mais adequada

dependera do produto para o qual a embalagem ser& destinada Figura 10.

Figura 10. Fotografias mostrando a transparéncia dos filmes:
A) filme somente com proteina miofibrilar liofilizada (PML);
filmes com PML, SDS e &cidos graxos: B) estearico; C)
palmitico e C) capraico.

5.3.5 Espessura

Na Tabela 5 encontram-se os valores das medidas de espessuras dos
filmes elaborados de proteina, acidos graxos (estearico, palmitico e caproico) e
surfactante SDS. Os filmes foram elaborados fixando o volume da solugéo
filmogénica dispersa no recipiente de silicone para manter a uniformidade,
repetibilidade das medidas de suas propriedades funcionais e assegurar as
comparacdes realizadas entre as propriedades. Com o0 aumento das
concentragdes de 4cidos e surfactante ocorreu um acréscimo nas espessuras
dos mesmos. Este comportamento também foi observado por Oliveira et al.
(2012), quando aumentou a concentracao de acido graxo e surfactante na
solucéo de gelatina.

A ndo uniformidade na espessura do filme produzido pode acarretar
problemas mecanicos e de conservacdo, a espessura deve ser fixada de
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acordo com a utilizagéo e tipo de alimento a ser embalado (JIMENEZ et al.
2012). A adic&o do glicerol nos filmes compostos de proteina, &cidos graxos e
SDS proporcionaram filmes com uma rede ordenada, pois segundo Arfat et al.
(2014) devido a distribuicdo uniforme do glicerol na rede do filme em pH
alcalino, a cadeia estendida facilita o alinhamento molecular.

Uma ampla faixa de valores de espessura para filmes biodegradaveis
tem sido reportada na literatura e, de acordo com Garcia et al. (2009), a
espessura é dependente da composicdo e dos parametros de processamento

do filme.

5.3.6 Propriedade de barreira

Os resultados de permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes
compostos de proteina, acidos graxos (estearico, palmitico e capréico) e
surfactante (SDS) produzidos nas diferentes formulagbes estédo apresentados
na Tabela 5.

Os filmes contendo apenas acidos graxos (Tabela 5) em sua
composicao apresentaram os menores valores para permeabilidade ao vapor
de agua quando comparados ao filme apenas de proteina (PML), sendo o filme
com acido capréico (10%) de menor cadeia apresentou diferenca (p < 0,05), o
gue pode ter ocorrido uma melhor interacdo deste componente hidrofébico com
0s biopolimeros presentes na matriz, evitando a ocorréncia de espagos pelos
quais a agua pode permear. Segundo Limpisophon et al. (2010) a incorporacéo
de substancias ndo-polares ou hidrofébicas, tais como 6leos, gorduras e acidos
graxos, sdo comumente utilizadas para melhorar a propriedade de barreira ao
vapor de agua dos filmes de biopolimeros hidrofilicos. Danvanco et al. (2007),
quando utilizou apenas os acidos estearico e caproico em filmes compostos de
gelatina encontrou valores de permeabilidade maiores quando comparado a
este estudo.

Oliveira et al. (2012), verificaram uma reducéo na permeabilidade ao vapor de
agua quando aumentou a concentracdo dos acidos graxos no filmes contendo
gelatina, ndo obstante, nas formulagdes contendo somente o surfactante

apresentaram aumento da permeabilidade ao vapor de agua.
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Era esperado que a porcao hidrofébica do surfactante auxiliasse na reducéo
da difusdo das moléculas de agua pela estrutura dos filmes emulsionados. Observa-
se que os filmes contendo o surfactante SDS nas concentragbes de 5%
apresentaram maiores valores de PVA com diferenca (p < 0,05) quando comparados
ao filme de proteina miofibrilar (PML). Isto pode estar relacionado a solubilizacdo do
SDS, possivelmente porque este é um surfactante com a maior parte lipofilica
(cauda), pouco soluvel em meio aquoso. Assim, a baixa solubilidade do SDS em
agua e a natureza lipofilica deste surfactante pode ter provocado uma distribuicdo
ndo homogénea do surfactante nesta concentracdo e, consequentemente, do
componente hidrofébico. Comportamento verificado por outros autores, que
relacionaram a PVA com o aumento da solubilidade do surfactante no meio (CHEN
et al.2009; ANDREUCCETTI et al. 2011).

Davanco et al. 2007, utilizando 70% de surfactante SDS com 10% de acido
estearico e gelatina verificaram uma menor PVA, indicando aumento da
hidrofobicidade, visto que foi utilizado apenas 5% nesta formulagdo para ambos os
componentes, o que pode ndo ter sido o suficiente para uma distribuicdo
homogénea devido sua baixa disperséo e fraca estabilidade do sistema de emulséo
e/ou interacdo dos componentes hidrofébicos como o surfactante SDS na matriz
protéica. Nao obstante os filmes contendo 10% de surfactante SDS néao
apresentaram diferenca significativa em nivel de 5% ao comparar ao filme PML.

Segundo Gontard et al. (1994), dependendo das caracteristicas do sistema, o
surfactante pode ainda exercer impacto negativo na estrutura dos filmes
emulsionados. A presenca de grupos hidrofilicos nos surfactantes pode promover a
sorcdo de agua na estrutura dos filmes, o que pode facilitar a permeacéo de agua
pelo filme. A organizacao dos lipideos na matriz polimérica e a interacdo entre esses
componentes sao considerados fatores criticos nas propriedades finais de filmes
compostos ou emulsionados.

Gontard et al. (1994) observaram que as moléculas de substancias
hidrofébicas que possuem dimensdo esférica substancialmente grande, quando
utilizadas em formulacdes de filmes compostos, se esses componentes nao forem
capazes de se associar com a cadeia de proteina, podem provocar quebra na
estrutura da matriz protéica resultando em perda global das propriedades de barreira
a agua. Porém, se a substancia hidrofobica for capaz de se ligar de maneira

adequada a matriz protéica, esta propriedade de barreira se torna resistente.
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Tabela 5. Caracterizacdo da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes

Tipos de Filmes

Espessura (mm)

PVA (g.mm/m?d.KPa)

PML 0,052+0,004 8,24+0,98""
PML/5%AE 0,054+0,001 6,95+0,35"°

PML/5%AP 0,057+0,001 7,26+0,09"
PML/5%AC 0,058+0,002 7,48+0,75°
PML/10%AE 0,059+0,001 7,890,290
PML/10%AP 0,054+0,006 6,94+0,76"°

PML/10%AC 0,055+0,007 5,89+0,85°

PML/5%AE/5%SDS 0,075+0,008 13,40+0,30?
PML/5%AP/5%SDS 0,063+0,004 11,20+0,86%¢
PML/5%AC/5%SDS 0,058+0,002 10,01+0,78%9
PML/5%AE/10%SDS 0,057+0,007 7,20+0,57°"
PML/5%AP/10%SDS 0,061+0,004 7,41+0,15°"
PML/5%AC/10%SDS 0,058+0,001 6,88+0,23"°

PML/10%AE/20%SDS 0,079+0,001 11,03+0,23%
PML/10%AP/20%SDS 0,077+0,002 10,57+0,30°
PML/10%AC/20%SDS 0,070+0,001 9,51+0,58"

PML: Proteina miofibrilar liofilizada; AE: Acido esteérico; AP: Acido palmitico; AC: Acido
capréico; SDS: Lauril sulfato de sodio. Letras em comum na mesma coluna nao
apresentam diferenca significativa a p < 0,05, entre as médias obtidas através do teste
de TUKEY.

Os filmes com as maiores concentracdes de acidos graxos (10%) e
surfactante SDS (20%), apresentaram 0s maiores valores para permeabilidade de
agua com diferenga (p < 0,05) quando comparados ao filme PML. Isto pode ter
ocorrido pela presenca de grande quantidade de espuma na solucao filmogénica
guando eram adicionados 0s componentes em maiores concentracées, aumentando
dessa forma a PVA dos filmes. Deve-se levar em consideracdo também a insercéo
de moléculas de grandes volumes, na qual a adicdo destes componentes
possivelmente levou a desestabilizacdo da estrutura (GONTARD et al. 1994).
Podendo ocorrer a formacdo de espacos pelos quais a agua pode permear pela
estrutura com mais facilidade, os mesmos podem se posicionar na estrutura e nao
se ligar aos demais constituintes, principalmente com as cadeias proteicas.

Segundo Davanco (2006) quando se produzem filmes biodegradaveis
emulsionados, atengédo especial deve ser dada a etapa de emulsdo, em relacdo a
velocidade de agitacdo, devido a possibilidade de formacéo de espuma, o que pode
levar a formacgéao de estruturas heterogéneas afetando as propriedades mecanicas e

de barreira dos hiofilmes.
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Outro fator que merece destaque em relacao a diferenca significativa da PVA
para os filmes com maiores concentragfes de acidos graxos e surfactante SDS, é a
espessura dos filmes, pois a maior concentracdo dos 4cidos graxos e surfactante
SDS ocorreram aumento na espessura dos filmes e nos valores de PVA. Esta
variacdo pode ser explicada pelo inchamento da matriz durante a elaboracdo e
secagem dos filmes causando mudancas estruturais e formando rearranjos
diferentes para cada formulacédo, influenciando na espessura dos filmes. Segundo
Park e Chinnam (1995) e Bertan (2003) a permeabilidade ao vapor de agua pode
variar com a espessura dos filmes devido a mudancas estruturais causadas pelo
inchamento da matriz filmogénica, que irdo afetar a estrutura e provocar tensdes
internas que influenciam na permeacao.

Sobral (2000) estudando a influéncia da espessura em filmes de proteinas
miofibrilares sobre as propriedades funcionais, concluiu que o controle da espessura
dos filmes é muito dificil. Nos processos de produgado do tipo “casting” ocorrem
muitas varia¢des principalmente por dificuldade no controle da relagdo massa/area
no suporte, problemas no controle da umidade relativa do ar de secagem e
variacfes na viscosidade da solucao filmogénica.

Fakhouri et al. (2003) adicionando diferentes concentracfes de triacetina e
acidos graxos variou a espessura dos filmes e os valores de PVA. Segundo Wolf
(2007), deve-se levar em consideracdo a quantidade de massa seca de cada
solucéo filmogénica para controlar a espessura dos filmes.

Davanco et al. (2007) verificaram que com adicdo de surfactante tween 80
(surfactante suave e que nao afeta a atividade da proteina) em biofilme de gelatina
com glicerol e &cido estearico ndo ocorreu diferenca da permeabilidade ao vapor de
agua.

Na Tabela 5 observa-se que os filmes contendo o &cido estearico de maior
cadeia nas concentracdes de 10%AE, 5%AE e 5%SDS, 10%AE e 20%SDS
apresentaram maiores valores de PVA com diferenga (p<0,05) quando comparado
ao filme de menor cadeia nestas mesmas concentracdes (acido capréico). A
polaridade do acido estearico pode ter afetado a sua inclusdo de forma néao
homogénea na solucédo da matriz protéica devido sua cadeia longa (estrutura mais
heterogénea). Segundo os autores Morillon et al. 2002 e Davango et al. 2007 a
polaridade pode afetar a inclusdo do &cido na solugéo, quanto maior o numero de

carbonos na estrutura lipidica, mais dificil € a incorporacéo dos compostos lipidicos
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na solucdo protéica. Nao obstante, este filme apresentou os maiores valores de
espessura nessas concentracgoes.

Segundo alguns autores, a permeacdo de agua em filmes compostos
depende de varios outros fatores, a estrutura quimica dos componentes lipidicos
adicionados (rearranjo e tamanho das cadeias de acidos graxos), o grau de
organizacdo destes componentes, o espaco livre por qual a molécula de dgua pode
permear (BRAVIN et al. 2004; BERTAN et al. 2005b) e a natureza do surfactante
utilizado (ANDREUCCETTI et al. 2011; PENG et al. 2013).

5.3.7 Solubilidade em agua

Na Tabela 6 encontram-se os valores de solubilidade obtido para os
filmes compostos produzidos com proteina, acidos graxos (esteérico, palmitico
e caproico) e surfactante (SDS). A solubilidade dos filmes em &gua esta
diretamente relacionada aos seus componentes, ou Seja, com a
hidrofilicidade/hidrofobicidade e estrutura.

Em relacdo aos filmes com adicdo somente dos acidos graxos,
observou-se que o aumento da adicdo da concentracdo hidrofébica de 5% para
10% (&cidos estearico, palmitico e capréico) causou um aumento significativo
(p < 0,05) da solubilidade dos filmes em agua nas faixas das concentragcdes
estudadas quando comparados aos filmes nas menores concentracdes destes
e ao filme PML, isto pode estar relacionado ao aumento da concentragédo do
componente hidrofébico reduzindo as interacbes protéicas e dificultando a
interacdo proteina-lipideo. Esta dificuldade de interacdes entre o lipidio-
proteina confere ao filme uma estrutura fragil e heterogénea, propiciando maior
solubilidade em relagéo aos filmes.

Segundo os autores Zahedi et al. (2010) e Bahram et al. (2014) a
incorporacdo do componente lipidico pode reduzir a solubilidade dos filmes em
dgua devido a sua natureza hidrofobica. Entretanto, a presenca dos
componentes lipidicos pode ter reduzido as interacdes moleculares entre as
cadeias protéicas (diminuicdo das forcas intermoleculares entre as cadeias de
proteina) provavelmente a partir desta quantidade (5% &acido graxo), pois a
adicdo de &acidos graxos acima de determinada concentracdo pode levar a

desestabilizacdo da estrutura, aumentando assim a solubilizacdo dos
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componentes em agua (GONTARD et al. 1994; BERTAN et al. 2005). Filmes
biodegradaveis com alta solubilidade podem ser utilizados para armazenar
por¢cBes individuais de alimentos que serdo dissolvidos em agua quente ou
durante o seu preparo (GONTARD et al. 1992).

Este mesmo comportamento foi observado por Bertan (2003) e Bertan et
al. (2005) quando utilizaram acido estearico, palmitico, laurico e breu branco e
somente acidos graxos, respectivamente em filmes compostos de gelatina.

Fakhouri et al. (2009) quando estudou &cidos graxos de cadeia longa e
curta (palmitico, miristico, caprdico e caprico) observou que nao houve
diferenga significativa na solubilidade em agua dos filmes a base de gelatina
quando variou suas concentracdes. Nao obstante, para o acido capréico o valor

de solubilidade foi maior do que o encontrado neste trabalho.

Tabela 6. Solubilidade dos filmes composto de proteina, glicerol, acido estearico,
palmitico e caproico e surfactante (SDS)

Tipos de Filmes Solubilidade (%)
PML 38,44+2,40°
PML/5%AE 92,48+0,28°
PML/5%AP 65,330,664
PML/5%AC 59,76+0,06°
PML/10%AE 100,00+0,00?
PML/10%AP 100,00+0,002
PML/10%AC 100,00+0,002
PML/5%AE/5%SDS 34,14+2,13°
PML/5%AP/5%SDS 37,40+1,08°
PML/5%AC/5%SDS 37,87+1,68"
PML/5%AE/10%SDS 47,10+0,05
PML/5%AP/10%SDS 36,92+0,97"
PML/5%AC/10%SDS 50,42+0,91'
PML/10%AE/20%SDS 100,00+0,002
PML/10%AP/20%SDS 100,00+0,002
PML/10%AC/20%SDS 100,00+0,00?

PML: Proteina miofibrilar liofilizada; AE: Acido estearico; AP: Acido palmitico; AC:
Acido caproéico; SDS: Lauril sulfato de sodio. Letras em comum na mesma coluna
nao apresentam diferenga significativa a p < 0,05, entre as médias obtidas através
do teste de Tukey.

Os filmes contendo 5% acidos graxos com o surfactante SDS, nao
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados ao filme de

proteina miofibrilar (PML), exceto os filmes com os acidos estearico e caproéico
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com a maior concentracdo do surfactante. De acordo com Rocha (1999), a
parte apolar do surfactante tem baixa solubilidade em &agua devido ao efeito
hidrofébico, provocada principalmente pela dificuldade em romper as fortes
interacdes entre as moléculas de agua.

Nos filmes com o surfactante SDS verificou-se que o aumento da
quantidade deste surfactante (5, 10 e 20%), provoca aumento da solubilidade
dos filmes em agua de forma significativa (p < 0,05) comparado aos filmes com
SDS e ao filme PML, exceto para o filme com acido palmitico, isso pode estar
relacionado com a formacdo de micela do surfactante SDS, onde esta
formacdo acima de uma determinada concentracdo micelar critica (CMC)
diminui a tenséo superficial do surfactante na solucdo protéica. A presenca de
grande quantidade de micelas com a parte hidrofilica voltada para a superficie
do filme terdo mais afinidade de ligacdo (ou interacdes) com as moléculas de
H,O presentes no filme e no meio, aumentando a solubilidade dos mesmos.

Segundo De Gusméo et al. (2010) e Rufino et al. (2011) a tensao
superficial diminui quando a concentracdo de surfactante no meio aquoso
aumenta, ocorrendo a formacdo de micelas, que sdo moléculas anfipaticas
agregadas com as porc¢des hidrofilicas posicionadas para a parte externa da
molécula e as por¢des hidrofébicas para a parte interna.

De acordo com Hiemenz (1986), acima da CMC o numero de micelas
tende a aumentar e também o tamanho e a forma individual das mesmas. Ha
uma mudanca abrupta nas propriedades fisico-quimicas da solucao de
surfactante quando a CMC ¢é excedida incluindo a tensdo superficial,
condutividade elétrica, turbidez e pressdo osmatica. Minatti (2005) afirma que
forcas eletrostaticas concentram compostos hidrofilicos junto a superficie de
micelas enquanto compostos lipofilicos podem ser solubilizados em seu
interior.

Outro fator que merece destaque pode estar relacionado a desnaturacéo
das proteinas provocada pelo SDS aumentando a solubilidade. Estes
resultados mostram que a adicdo de surfactante aumentou a solubilidade em
agua dos filmes compostos provavelmente devido ao enfraquecimento das
forcas intermoleculares entre as cadeias poliméricas, desestabilizando assim
sua estrutura. Segundo Giacomelli (2005) a presenca deste na solugéo

formadora do filme, tem um duplo efeito, pois além de promover a solubilizagéo
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do plastificante, contribui para a desnaturacdo da proteina aumentando
também a solubilidade e estabilidade da mesma no meio.

Davanco (2006) observou que a solubilidade em agua dos filmes de
gelatina, triacetina, acido estearico e surfactantes, aumentou com a adi¢cao dos
surfactantes. Nos filmes com o surfactante SDS verificou-se que o aumento da
guantidade deste surfactante, provoca aumento da solubilidade dos filmes e
atribuiu isto a propriedade desnaturante que o SDS apresenta. Encontrou
valores maiores de solubilidade para o acido estearico de maior cadeia com
diferenca significativa (p<0,05) comparado ao acido caproico de menor cadeia.

A adicdo dos surfactantes nos filmes emulsionados deveria agir
promovendo melhor incorporacdo dos compostos hidrofébicos na matriz
protéica, modificando a estrutura dos filmes que esta relacionada diretamente
com a solubilidade destes filmes em agua e com a possibilidade de que as
micelas de surfactante poderiam provocar maior afinidade lipidio-proteina.
(Ferreira, 2006).

5.3.8 Propriedades mecanicas

Os resultados de tensédo na ruptura (RT) e elongagéo (E%) dos filmes
compostos de proteina, acidos graxos (estearico, palmitico e capréico) e
surfactante SDS produzidos nas diferentes formulacbes testadas sé&o
apresentados na Tabela 7.

Em relacdo aos filmes contendo em sua formulagdo somente os &acidos
graxos, a adicdo do &cido palmitico e caproéico (5%), e acido estearico 10%
provocou um aumento da resisténcia mecanica comparados aos filmes
contendo apenas proteina (PML) com um aumento de 29, 13,33 e 10,5%
respectivamente. Ndo obstante, a adicdo dos acidos graxos (palmitico e
caproico) em maiores concentracdes (10%) enfraqueceram os filmes de
proteina de forma significativa (p < 0,05) quando comparados aos de menores
concentracdes (5%) e ao filme PML, apresentando assim menores resisténcias
a tracao.

Esses resultados confirmaram que a fase protéica apresenta maior
resisténcia a tracdo que a fase lipidica, e que o aumento da concentracdo da

pY

fase lipidica provocou a reducdo da resisténcia a tracdo da fase protéica.
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Segundo Callegarin (1997) as propriedades mecanicas dos filmes dependem
das interacOes entre 0os componentes, ou seja, da formacdo de ligagbes
moleculares fortes ou numerosas entre as cadeias. Para manter a integridade e
a propriedade de barreira, filmes devem ser habeis em resistir as tensdes
normais encontradas durante sua aplicacao.

A reducdo na RT era esperada com o0 aumento da adicdo de
componentes hidrofébicos na matriz, uma vez que os lipideos podem interferir
nas interacdes do tipo proteina-proteina ou levar a segregacéo da fase lipidica
(TAPIA-BLACIDO et al. 2007). Segundo Yang e Paulson (2000) tal resultado
teria ocorrido pela substituicdo parcial dos polimeros pelos lipidios na matriz
filmogénica, onde a interacao lipidio-lipidio (moléculas apolares) e lipidios e as
moléculas dos polimeros apresentam menor energia que a ligacdo proteina-
proteina influenciando, portanto, nas propriedades mecéanicas. Uma diminuicdo
da RT pode ser atribuida quando se adiciona componentes de carater
hidrofébico na matriz por meio de uma emulsdo, podendo proporcionar o
desenvolvimento de descontinuidade na rede dos polimeros, como pontos de
quebra (BRAVIN et al. 2004).

O decréscimo na RT devido a adi¢éo de lipideos na matriz foi observado
por Atarés et al. (2010) e Valenzuela et al. (2013). Bertan (2003), quando
adicionou somente &cidos graxos (estearico, palmitico e blenda estearico-
palmitico),observou uma diminui¢do significativa nos valores de resisténcia a
tracdo comparado ao filme elaborado somente com gelatina. Davanco et al.
(2007) encontrou valor menor para RT para filme composto de gelatina
contendo acido estearico comparado ao filme com &cido capraoico.

Todas as formulacbes contendo acidos graxos e surfactante SDS
apresentaram valores de elongacdo (%E) maiores quando comparados ao
filme contendo apenas proteina miofibrilar (PML) com diferenca significativa (p
< 0,05), aumentando a flexibilidade dos filmes, exceto o filme com 5% de
acidos graxos. Acredita-se que os componentes de carater hidrofébico tenham
atuado como plastificante ou lubrificante na matriz, diminuindo a forga
intermolecular entre as cadeias de proteinas adjacentes e aumentando a
flexibilidade dos filmes (CALLEGARIN et al. 1997). As mudancas nesta
propriedade caracterizam modificagbes na organizagdao tridimensional,

decrescendo a densidade e reversibilidade das interagGes intermoleculares
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ocorridas na rede protéica formadora do filme e aumentando o volume vazio e
a mobilidade da cadeia (GALLIETTA et al. 1998).

Tabela 7. Resisténcia a tragdo (RT) e percentual de elongacdo (%E) dos filmes
composto deproteina,acidos graxos (estearico, palmitico e caproico) e surfactante

SDS.

Tipos de Filmes RT (MPa) E(%)
PML 2,10+0,12" 49,05+3,20"
PML/5%AE 1,52+0,20°9" 72,006,204
PML/5%AP 2,71+0,22°%¢® 69,15+6,74"
PML/5%AC 2,38+0,20%% 58,80+5,98°
PML/10%AE 2,32+0,16%% 191,40+12,552
PML/10%AP 1,40+0,07%" 120,15+8,04"
PML/10%AC 1,17+0,20" 129,35+10,30"
PML/5%AE/5%SDS 2,04+0,16"9" 116,75+9,91°"
PML/5%AP/5%SDS 1,85+0,40°% 86,75+7,69%
PML/5%AC/5%SDS 1,79+0,31°ddn 93,95+8,70°"
PML/5%AE/10%SDS 3,09+0,472 179,50+12,413"
PML/5%AP/10%SDS 2,37+0,37%% 163,95+10,97"
PML/5%AC/10%SDS 1,78+0,05°49" 133,04+9,86"
PML/10%AE/20%SDS 2,11+0,13"" 172,60+8,99%"
PML/10%AP/20%SDS 2,82+0,45% 134,95+8,24"
PML/10%AC/20%SDS 2,56+0,19° 142,60+8,15"

PML: Proteina miofibrilar liofilizada; AE: Acido esteéarico; AP: Acido palmitico; AC:
Acido caproico; SDS: Lauril sulfato de sddio. Letras em comum na mesma coluna nao
apresentam diferenga significativa a p < 0,05, entre as médias obtidas através do teste
de Tukey.

A capacidade de alongar um filme corresponde a maxima variacao no
comprimento da amostra antes da quebra ou ruptura, ou seja, mede o
percentual de elongacao (%E). Nos filmes elaborados somente com acidos
graxos, o aumento da concentracdo das substancias hidrofobicas (10%)
proporcionou 0s maiores valores de elongacédo de forma significativa (p < 0,05)
quando comparados aos filmes com menores concentragbes dessas
substancias (5%). Este efeito pode estar relacionado ao efeito plastificante dos
lipideos, pois alguns lipidios (acetoglicerideos, acidos graxos, monoglicerideos,
fosfolipidios) sdo usados para aumentar a flexibilidade dos filmes poliméricos
(CALLEGARIN et al.1997).

O mesmo comportamento foi observado por Bertan (2003), quando

adicionou acidos estearico e palmitico e blenda (mistura dos acidos) em filmes
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compostos de gelatina. Péroval et al. (2002) observaram uma diminuicdo da
elongacdo ao incorporar acidos graxos aos filmes de arabinoxilana e
argumentaram que alguns lipidios sdo incapazes de formar uma matriz coesa e
continua, causando desta forma menor elongacéao.

Em relacdo aos filmes contendo o surfactante SDS, os filmes contendo
acidos esteérico e palmitico na concentracdo de 10% do SDS e os filmes
acidos palmitico e capréico contendo 20% do mesmo obtiveram 0s maiores
valores de resisténcia a tragcdo comparado ao filme apenas de proteina (PML),
porém apresentando diferenca significativa em nivel de 5% o acido estearico
(10% SDS) e acido palmitico (20% SDS). Conforme aumentou-se a
concentracéo do surfactante SDS (5, 10 e 20%) nas formulagbes contendo os
trés tipos de acidos graxos, foi observado um aumento de forma significativa (p
< 0,05) nos valores de RT para os acidos palmitico e caproico, exceto para o
estearico. Isso possivelmente pode ter ocorrido devido a maior solubilidade e
homogeneidade da incorporacdo dos compostos hidrofébicos e interacdo dos
mesmos na matriz polimérica com o aumento da concentracdo do surfactante
produzindo melhor estruturagao.

Na presente pesquisa, observou-se que com 0 aumento da
concentracdo do SDS (em algumas combinagdes) ocorreu formacédo de
estruturas mais fortes, favorecendo interacdes hidrofébicas SDS-lipideos. A
presenca do surfactante melhorou a incorporacao lipidica na matriz protéica,
fazendo com que ocorresse uma homogeneizacdo das gotas de lipideos na
solucdo filmogénica estando diretamente relacionada a tensdo na ruptura,
obtendo melhores valores de resisténcia mecanica.

Segundo Rhim et al. (2002), a reducdo na resisténcia mecanica nos
filmes com SDS parece estar relacionada com a formagéao de estruturas mais
fracas devido a falta de intera¢Bes hidrofébicas nas proximidades das cadeias
moleculares de proteina, favorecendo interagbes hidrofilicas SDS-proteina.
Davanco et al. (2007) observou uma reducgdo significativa na resisténcia a
tracdo quando o surfactante SDS foi adicionado em filmes composto de
gelatina contendo acidos estearico e caproico.

Houve um aumento com diferenga (p < 0,05) no percentual de elongacéo
(%E) quando a concentracdo do surfactante SDS passou de 5% para 10% nos

filmes contendo os acidos graxos, ndo obstante este efeito ndo ocorreu quando
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aumentou para 20%. A concentracdo de surfactante com aumento da
concentracdo dos &cidos graxos (10%) proporcionaram um efeito negativo na
elongacdo dos filmes. Davanco et al. (2007) observaram uma reducéo
significativa na elongacéo dos filmes quando o surfactante SDS foi adicionado
em determinadas concentracfes em filmes composto de gelatina contendo
acidos estearico e caproico.

Segundo Yoshida (2002), o tamanho, o nimero de carbonos na cadeia e
o0 numero de grupos hidroxila funcionais nas moléculas de plastificante
influenciam as propriedades mecanicas, favorecendo a ligacdo com moléculas
de agua, que atuam como plastificante na matriz filmogénica, aumentando a

porcentagem de elongagéo.

5.3.9 Microscopia Eletronica de Varredura dos filmes (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura de um filme busca correlacionar
as propriedades fisico-quimicas com sua estrutura morfolégica (MAUER et al.
2000). Pode ser utilizada para avaliar a homogeneidade da superficie dos
filmes, sua estrutura, presenca de particulas, poros e rachaduras.

As micrografias da superficie dos filmes compostos de proteina, acidos
graxos (estearico, palmitico e caproico) e surfactante SDS estéo representados
nas Figuras 11,12, 13 e 14. No filme com proteina miofibrilar liofilizada (PML)
(Figura 11), observa-se uma estrutura homogénea, onde segundo Limpan et al.
(2010) proteinas miofibrilares agregam-se para formar uma rede densa e
continua. Porém, pode ser observada a presenca de pequenas bolhas de ar,
que podem ter surgido devido a etapa de homogeneizacdo da solucéo, onde
ocorreu a formacgao de espuma. Nao obstante, isto ndo afetou a propriedade de
barreira do filme, mas, a propriedade mecanica (%E) foi afetada pela presenca
de rachaduras (fissuras) na superficie do mesmo, provavelmente devido ao

processo de secagem nao adequado, obtendo filmes mais frageis.
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Figura 11. Microscopia eletrbnica de varredura do filme apenas com proteina miofibrilar
liofilizada (PML).

Para os filmes com adicdo somente dos acidos graxos foi observado que
apresentaram estruturas sem a presenca das goticulas desses materiais nas
matrizes filmogénicas quando utilizados em menores concentracdes (5%)
indicando a incorporacdo homogénea destes a matriz protéica (Figura 12A, C e
E), o filme com &cido estearico de maior cadeia apresentou em sua superficie
estrutura mais homogénea, conferindo desta maneira melhor propriedade de
barreira (Tabela 5). O filme com acido capréico (Figura 12E) apresentou
fissuras em sua superficie, proporcionando filme menos flexivel (%E) (Tabela
7) e com maior permeacado de agua (PVA) na estrutura (Tabela 5).

O aumento da concentracdo dos acidos graxos (10%) para estas
mesmas formulac¢des (Figuras 12B, D e F) indicou mudanca morfologica na
superficie dos filmes com a presenca de glébulos de emulsédo, devido ndo ter
ocorrido incorporacdo dos acidos graxos nas matrizes protéicas, causando
irregularidades nas mesmas. O filme com o acido estearico (Figura 12B) que
apresentou maior irregularidade, afetando a propriedade de barreira, e valor
mais elevado da permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 5). Pode ser
atribuida a incorporacédo de componentes hidrofébicos em altas proporcdes a
modificacdo na estrutura dos filmes compostos (BINSI et al. 2013). Estas
modificacdes foram também reportadas por Wong et al. (1992), ao adicionar
acidos graxos em solugdes filmogénicas de quitosana e Davanco et al. (2007),
quando utilizou os &cidos estearico e capréico em filmes compostos de

gelatina.
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Apoés a adicdo do surfactante SDS nos filmes com os acidos graxos
(Figura 13), as matrizes poliméricas apresentam-se sem gotas de gordura,
indicando que o surfactante foi eficiente na incorporacdo dos &cidos graxos nas
matrizes filmogénicas quando comparadas com as formulagcbes com maior
concentracdo de acidos graxos (10%) sem a adicdo deste tensoativo (Figura
12B, D e F). No entanto, nos filmes com 5% de SDS foi observada a presenca
mais acentuada de particulas na superficie, devido as particulas de surfactante
nao solubilizadas, afetando a permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 5). A
modificacdo na estrutura dos filmes compostos pode ser atribuida a falta de
miscibilidade dos componentes (FABRA et al. 2009).

Segundo Tongnuanchan et al. (2014) diferentes surfactantes
incorporados contribuiram para estrutura ou morfologia dos filmes (distribuicdo
de goticulas de 6leo) e propriedades de forma diferente.

O filme com o acido capréico e o surfactante SDS (ambos com 5%)
(Figura 13E) apresentou maior irregularidade na superficie, com a presenca de
pequenas gotas de emulsdo. Um mecanismo sugerido € que a emulsdo
formada no filme com SDS ndo tenha sido estavel suficiente para evitar o
colapso das goticulas do acido quando estes filmes foram expostos a elevada
umidade relativa, como, por exemplo, na andalise de permeabilidade ao vapor
de agua, no entanto, este comportamento ndo afetou de forma significativa a
propriedade de barreira comparado aos acidos na mesma concentracao
(Tabela 5). A evaporacdo do solvente durante a secagem da solucao
formadora do filme pode induzir modificagdes na estrutura da emulséo, devido
a fenbmenos de desestabilizacdo, como floculacdo, coalescéncia e separacéo
da fase lipidica (FABRA et al. 2009).
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Figura 12. Microscopia eletronica de varredura dos filmes contendo proteina miofibrilar
liofilizada (PML): A) PML e 5% &cido estearico e B) PML e 10% &cido estearico; C) PML e
5% acido palmitico e D) PML e 10% acido palmitico; E) PML e 5% acido caprdico e F)
PML e 10% acido caproico.

Observa-se de forma clara que o filme contendo o acido estearico (5%)

de maior cadeia com a maior concentragcédo do surfactante SDS (10%) (Figura
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13B) apresentou a superficie mais homogénea, conferindo melhores
propriedades mecanicas para este filme (Tabela 7). Ndo obstante, o filme com
acido capréico (5%) em maior concentracdo do SDS (10%) (Figura 13F) foi o
que apresentou melhor propriedade de barreira comparado aos filmes nas
mesmas concentracdes (Tabela 5), com presenca de particulas na superficie
do filme, proporcionando maior solubilidade (Tabela 6). A propriedade
mecanica (Tabela 7) foi afetada devido & maior irregularidade apresentada pela
superficie deste filme comparado aos filmes com os acidos e SDS na mesma
concentracao.

Todos os filmes onde se utilizou a menor concentragdo dos acidos
graxos (Figura 13) com maior concentracdo de SDS (Figura 13B, D e F)
comparado aos filmes em menor concentracdo deste tensoativo (13A, C e E)
foram os que apresentaram melhor propriedade de barreira (Tabelas 6).

Os filmes com as maiores concentracdes dos acidos graxos (10%) e do
surfactante SDS (20%) (Figura 14) apresentaram uma mudanca na morfologia,
proporcionando filmes esbranquicados. O filme com o acido palmitico (Figura
14B) apresentou estrutura mais heterogénea, mas as propriedades de barreira
e mecanica nado foram afetadas, e apresentou a menor permeabilidade (Tabela
5) e maior resisténcia a tracdo (Tabela 7) comparado aos filmes com as
mesmas concentracdes (Figura 13A e C). Davanco et al. (2007), quando
utilizaram o &cido estearico e o surfactante SDS em filmes composto de

gelatina observaram filmes com coloracao esbranquicadas.
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Figura 13. Microscopia eletrdnica de varredura dos filmes contendo Proteina Mifibrilar
Liofilizada (PML) e Lauril Sulfato de Sédio (SDS): A) PML, 5% acido esteérico e 5%
SDS e B) PML e 5% &cido estearico e 10%SDS; C) PML, 5% &cido palmitico e 5%

SDS e D) PML, 5% acido palmitico e 10% SDS; E) PML, 5% acido capréico e 5% SDS
e F) PML, 5% &cido capréico e 10% SDS.
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acido caproico e 20% SDS.
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6 CONCLUSAO

Os filmes apresentaram baixa solubilidade em meio aguoso, quando o
SDS foi adicionado nas menores concentracdes. A permeabilidade ao vapor de
agua foi fortemente influenciada pelos acidos graxos empregados e pela
espessura dos filmes. A adicdo combinada de 5% dos &cidos e 10% de SDS
também levaram a reducdo do valor da PVA comparado ao filme PML. Os
acidos e o SDS promoveram a flexibilidade dos filmes, proporcionando filmes
com maior %E comparados ao filme apenas de proteina (PML).

Os filmes compostos somente com acidos graxos apresentaram glébulos
de emulsdo dispersos com o0 aumento da hidrofobicidade na matriz. A
incorporacao do surfactante SDS modificou a estrutura superficial e interna dos
flmes e a adicdo de maior concentracdo de SDS proporcionou filmes
esbranquigados.

Os filmes compostos com os trés acidos graxos (estearico, palmitico e
caprdico) e o SDS, mostraram-se apropriados para 0s sistemas avaliados,
entretanto, a formulacdo mais apropriada deve ser ajustada de acordo com as
caracteristicas dos alimentos e tipo de utilizacao.

As metodologias desenvolvidas neste trabalho permitram a
caracterizacdo quanto a funcionalidade de filmes compostos de proteina
miofibrilar liofilizada, e conhecer seu potencial como embalagem para

alimentos.
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