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RESUMO

Problemas ambientais causados por embalagens sintéticas ocasionaram um crescente interesse
no desenvolvimento de filmes biodegradaveis que sdo geralmente obtidos a partir de
polimeros como polissacarideos, proteinas e lipideos, utilizados para auxiliar na manutencao
da qualidade e vida util dos alimentos. Os subprodutos gerados na cadeia produtiva do
pescado possuem alto teor de proteinas miofibrilares que apresentam excelente propriedade
filmogénica, formando filmes com boa resisténcia e elasticidade, no entanto, sua barreira ao
vapor de &gua € baixa. A associacdo de biopolimeros tem sido vista como uma boa
possibilidade de melhorar as propriedades dos biofilmes, e a quitosana tem sido muito
utilizada com essa finalidade por ser um biopolimero natural, possuir biocompatibilidade,
biodegradabilidade e nenhuma toxidade. O objetivo desse trabalho foi estudar as
caracteristicas reoldgicas e as propriedades fisicas e mecanicas de filmes biodegradaveis
produzidos a partir das proteinas miofibrilares de subprodutos de dourada (Brachyplatystoma
roussauxii) com adicdo de quitosana. Foi realizada a caracterizacdo do subproduto e das
proteinas liofilizadas indicando que a matéria prima apresentou elevada concentracdo de
proteinas miofibrilares (94,92%), importante para a formacdo da matriz biopolimérica.
Realizou-se um planejamento fatorial completo para definir a regido de melhores
propriedades mecanicas, fisica e de barreira dos filmes. O biofilme otimizado foi elaborado
com 1,3 % de PML, 30% Q e 40% de plastificante. O estudo reol6gico demostrou que a
adicdo da quitosana aumentou a viscosidade da solugéo deixando a estrutura interna do fluido
mais resistente ao escoamento, caracterizando-se como fluido ndo Newtoniano com
particularidades de pseudoplastico. A adi¢do de quitosana também provocou um aumento
significativo nas propriedades mecanicas do biofilme, apresentando 322,280 % de elongacéo
e 6,575 MPa de resisténcia a tracdo, produzindo filmes mais fortes e flexiveis, quando
comparado ao filme somente de proteinas miofibrilares. A adicdo do polissacarideo ndo
melhorou a permeabilidade ao vapor de 4gua, mas reduziu consideravelmente a solubilidade e
intumescimento dos biofilmes. Os valores de transparéncia foram elevados, indicando
tendéncia ao opaco, no entanto, com excelentes propriedades de barreira UV podendo ser
utilizado em alimentos sensiveis a luz. O biofilme também apresentou boa estabilidade
térmica e a microestrutura revelou estrutura pouco homogénea, porém coesa e densa,

produzindo um novo material com melhores propriedades.

Palavras-chave: Biofilme, Proteinas miofibrilares, Quitosana.



ABSTRACT

Environmental problems caused by packaging synthetic caused an increasing interest in
developing biodegradable films are generally obtained from polymers such as
polysaccharides, proteins and lipids and used to assist in maintaining the quality and shelf life
of foods. The by-products generated in the fish production chain have high content of
myofibrillar proteins that exhibit excellent filmogenic property, forming films with good
strength and elasticity, however, a barrier to water vapor is low. The biopolymers association
has been seen as a good opportunity to improve the properties of biofilms, and chitosan has
been widely used for this purpose because it is a natural biopolymer, have biocompatibility,
biodegradability and no toxicity. The objective of this work was to study the rheological
characteristics and the physical and mechanical properties of biodegradable films produced
from the myofibrillar protein Golden products (Brachyplatystoma roussauxii) with the
addition of chitosan. characterization by product and lyophilized proteins indicating that the
raw material had a high concentration of myofibrillar proteins was performed (94.92%),
important for the formation of the biopolymer matrix. This was a complete factorial design to
set the region for better mechanical properties, physical and movies barrier. The optimized
biofilm was prepared with 1.3% of PML, Q 30% and 40% plasticizer. The rheological study
demonstrated that the addition of chitosan increased the viscosity of the solution leaving the
internal structure more resistant to fluid flow, and characterized as non-Newtonian fluid with
pseudoplastic particularities. The addition of chitosan also caused a significant increase in the
mechanical properties of the biofilm, with 322.280% elongation and 6,575 MPa tensile
strength, producing stronger and flexible films when compared to the movie myofibrillar
proteins only. The addition of the polysaccharide not improved permeability to water vapor,
but greatly reduced the solubility and swelling of biofilms. The transparency values were
high, indicating a tendency to dull, however, with excellent UV barrier properties can be used
in food sensitive to light. The biofilm also showed good thermal stability and microstructure
revealed a heterogenous structure, but dense and cohesive producing a new material with

improved properties.

Keywords: Biofilm, myofibrillar proteins, Chitosan,
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1. INTRODUCAO

De acordo com a RDC n° 91/2001, embalagem de alimentos é definida como artigo
que estd em contato direto com os alimentos, com a finalidade de protege-los de agentes
externos, alteracdes, contaminacdes e adulteracdes desde a sua fabricagdo até sua entrega ao
consumidor.

Devido aos problemas ambientais causados pelas embalagens ndo biodegradaveis, ha
um crescente interesse em filmes elaborados com polimeros obtidos a partir de fontes
renovaveis, que geralmente tem como base polissacarideos, proteinas e lipideos (DUTTA et
al., 2009).

De forma geral, filmes sdo estruturas utilizadas para envolver produtos e quando séo
completamente degradados por micro-organismos sdo considerados biodegradaveis, sendo
denominados biofilmes ou filmes biodegradaveis (KROCHTA; MULDER-JOHNSTON,
1997).

Os filmes biodegradaveis bem como os sintéticos, destinam-se a auxiliar na
manutencdo da qualidade e vida atil dos alimentos, controlando a transferéncia de umidade,
oxigénio, didxido de carbono, entre outros. Porém, a maior parte das embalagens sintéticas
sdo feitas de plasticos que apresentam boas propriedades mecénicas e eficacia como barreira
ao oxigénio e a agua, no entanto, sua utilizacdo representa sérios problemas ao meio
ambiente. Neste contexto, filmes de origem bioldgica estdo sendo vistos como uma boa
alternativa, podendo ser utilizado como revestimento para manter a qualidade dos alimentos, e
ao mesmo tempo, reduzir o impacto ambiental causado pelos residuos de embalagens de
derivados de petroleo (SHAW et al., 2002; THARANATHAN, 2003; DUTTA et al., 2009;
HOQUE et al., 2010; PIRES et al., 2011).

A cadeia produtiva do pescado gera quantidade significativa de subprodutos, desde a
producdo até a comercializacdo, e o setor ainda é carente de técnicas de processamento que
visem o0 aproveitamento para a obtencdo de co-produtos de qualidade, minimizando o impacto
ambiental (SUCASAS, 2011; AGUIAR; GOULART, 2013). Esses subprodutos possuem alto
teor de proteinas de elevado valor bioldgico e composicéo rica em aminoacidos. As proteinas
miofibrilares, apresentam excelente propriedade filmogénica, pois sob certas condi¢bes de
temperatura e pH sdo capazes de formar uma matriz continua, sendo possivel a producéo de
material fino e flexivel, ou seja, de filmes flexiveis (CUQ et al., 1995; GONCALVES, 2011,
NEVES et al., 2004; FAO, 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X14004548#bib100
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X14004548#bib41
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O biofilme formado com essa base bioldgica apresenta propriedades funcionais
interessantes como a habilidade para formar redes com boa plasticidade e elasticidade, além
de apresentar barreira ao oxigénio. No entanto, sua barreira ao vapor de dgua € baixa em razédo
da sua natureza hidrofilica (ZAVAREZE et al., 2012).

Inimeras pesquisas (BERTAN et al., 2005; WANG et al., 2009; PORTA et al., 2011;
HOSSEINI et al., 2012; ARFAT et al., 2014) tém sido realizadas visando melhorar as
caracteristicas dos biofilmes, como o aumento na resisténcia a tensdo e diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de 4gua (LEE et al., 2004).

Uma das estratégias eficazes para melhorar tais caracteristicas mantendo sua
biodegrabilidade, é a elaboracdo de filmes com associacdo de biopolimeros que exibem
propriedades filmogénicas e que sejam de fontes renovaveis. A quitosana tem sido muito
utilizada para essa finalidade por ser um biopolimero natural, obtido por desacetilacdo da
quitina e quando comparado com outros polissacarideos se destaca por possuir
biocompatilibidade, biodegradabilidade e nenhuma toxidade, além de apresentar propriedades
funcionais como antibacteriana e antifangica (SHAHID et al., 1999; DUTTA et al., 2009).

Segundo Wu et al. (2002), a mistura de proteina de peixe com outros biopolimeros
misciveis, melhorou a resisténcia e flexibilidade do filme e demandou menor quantidade de
plastificante, apresentando-se como uma alternativa mais barata e eficaz, sendo uma boa
possibilidade de melhorar as propriedades dos filmes elaborados com proteinas pela

combinacéo das caracteristicas mais desejaveis de cada componente.
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1. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Estudar as caracteristicas reoldgicas e as propriedades fisicas e mecénicas de filmes
biodegradaveis produzidos a partir das proteinas miofibrilares de subprodutos da dourada

(Brachyplatystoma roussauxii) com adi¢do de quitosana.

2.2. ESPECIFICOS

— Avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas dos subprodutos da Dourada
(Brachyplatystoma roussauxii);

— Extrair a proteinas miofibrilares do subproduto da Dourada (Brachyplatystoma
roussauxii);

— Auvaliar as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas miofibrilares liofilizada;

— Otimizar a obtencdo do filme biodegradavel de proteinas miofibrilares extraidas do
peixe adicionado de quitosana;

— Analisar as caracteristicas reoldgicas da solucdo filmogénica do filme otimizado;

— Analisar as caracteristicas, fisicas, mecanicas e de barreira do filme otimizado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA PESQUEIRA

A norma Brasileira NBR 10.004 (ABNT, 2004), refere-se a residuo como todos os
compostos de caracteristicas solidas ou semissélidas resultantes de varios segmentos da
indUstria, do comércio e dos sistemas de produgdo agricola e animal. Nesse contexto, é
considerado subproduto do beneficiamento do pescado, toda a fragdo que ndo € utilizada
como produto principal, mas contém caracteristicas quimicas semelhantes as da fracédo
comercializada (SOUZA, 2011).

Aproximadamente 60% do pescado processado é responsavel pela geragdo de
subproduto, enquanto apenas 40% é designado para a alimentacdo humana (CHALAMAIAH
et al., 2012). Em nivel mundial, 17% da proteina animal consumida € proveniente da pesca e
0 seu beneficiamento constitui uma das principais atividades econémicas de diversos paises
(TAHERGOABI et al., 2013; FAO, 2014).

O crescimento do nimero de consumidores cada vez mais seletivos quanto a qualidade
e praticidade dos produtos comercializados tem causado um consequente aperfeicoamento das
industrias, que vem desenvolvendo processamentos mais complexos sobre a matéria-prima
para dispd-la no mercado com maior atratividade. Isso as torna, tambeém, responsaveis pela
geracdo de subprodutos industriais considerados poluentes para 0 meio ambiente caso néo
sejam tratados adequadamente (LIMA, 2013).

Os subprodutos sélidos da industria pesqueira sdo classificados em dois grupos,
considerados adequados e ndo adequados para a producdo de co-produtos utilizados na
alimentacdo humana. As visceras, escamas, pele e esqueleto, incluindo a cabe¢a sdo matérias-
primas utilizadas na fabricacdo de farinhas, Gleos, silagens e compostagens de peixes,
constituem o primeiro grupo que é comumente usada na alimentacdo animal. O segundo
grupo, é constituido principalmente pela carcaca com carne aderida apés a retirada do filé e
pelas aparas obtidas durante o toalete dos filés, estes, sdo submetidos a processos para
obtengéo da polpa de peixe, principal ingrediente na fabricacdo de empanados e embutidos,
para uso na alimentac¢do humana (KUBITZA; CAMPOS, 2006; VIDOTTI, 2011).

A transformacdo de materiais poluentes em co-produtos com valor agregado é o
alicerce para o desenvolvimento sustentdvel moderno, promover a reciclagem destes
subprodutos ¢é condi¢do importante para garantia de processos mais econémicos e de menores
danos ambientais (LIMA, 2013). Diante dessa necessidade, a comunidade cientifica

especializada esta utilizando estes subprodutos e buscando alternativas para o seu
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reaproveitamento com o objetivo de gerar novos produtos com diferentes aplicagdes
(BEZERRA et al., 2001).

3.2.  DOURADA (Brachyplatystoma roussauxii)

E um peixe de ordem Siluriformes e familia Pimelodidae, a dourada como é mais
conhecida, é um bagre (>50 cm) que habita os canais dos principais rios da bacia amazonica,
ocorrendo inclusive na bacia do rio Orinoco. E uma das espécies mais importantes para a
pesca comercial e artesanal da regido, sendo capturada em seis paises: Brasil, Bolivia,
Coldmbia, Peru, Venezuela e Equador (BARTHEM; GOULDING, 1997).

Dentre as variedades de peixes que existem na Amazobnia, esta é um dos alvos
preferenciais da pesca em quase toda a area de distribuicdo. Essa espécie realiza longas
viagens (mais de 300 km), no eixo Solimdes-Amazonas para completar o seu ciclo de vida.
Nascem e se reproduzem no alto das cabeceiras de varios bracos (afluentes) dos rios
Solim@es- Amazonas, como 0s rios Jurua, Purus, Madeira, I¢4, Japura e outros. Alimentam-se
no estuario em Belém, e crescem na Amazonia Central (de Almeirim/Santarém, até Manaus).
Para a reproducdo, migram numa viagem de volta aos afluentes onde provavelmente nasceram
(PROVARZEA, 2005).

A dourada (Figura 1) é um peixe de grande porte, sendo que o maior tamanho
conhecido é 192 cm. Possui como principais caracteristicas morfoldgicas a cabeca prateada e
achatada, corpo dourado e presenca de barbilhGes maxilares curtos. Diferencia-se das demais
espécies do Género Brachyplatystoma ndo sé pela cor, mas também pelos tamanhos dos

barbilhdes e pela mandibula e maxilar do mesmo tamanho (FERREIRA et al., 1988).

bo R R b ' Y : Jo!
Figura 1 - Dourada (Brachyplatystoma rousseauxi)
Fonte: Batista, 2003

Tem como caracteristicas, tamanho grande, longos periodos de vida, baixa taxa de
crescimento, alta sobrevivéncia de adultos, baixa mortalidade natural, época de reproducéo

ciclica, dura de dois a trés meses durante a cheia de cada ano, os ambientes utilizados pela



19

espécie variam sazonalmente e seu mecanismo de dispersdo e migracdo sdo amplos
(ALONSO, 2002).

A pesca de bagres (incluindo a dourada) em toda a calha dos rios Solimdes-Amazonas
é uma atividade ligada principalmente a industria pesqueira, representada pelos frigorificos e
essa atividade oferece mercado de trabalho para cerca de 16.000 pescadores na regido
Amazonica (BARTHEM; GOULDING, 1997).

3.3. PROTEINAS MIOFIBRILARES

Segundo Fennema (2010), as proteinas tém como propriedades funcionais
proporcionar viscosidade, gelatinizagdo e texturizagdo aos alimentos. O musculo do pescado
pode conter em média 20% de proteinas, 60 a 85% de umidade, 1 a 2 % de cinzas, 0,3a 1 %
de carboidratos e 0 a 36 % de lipidios. A variacdo desses componentes se dad em funcédo da
espécie e em individuos da mesma espécie, pelo tipo de musculo corporal, sexo, idade, época
do ano, habitat, dieta e outros fatores.

As proteinas no pescado podem ser divididas em trés grupos, baseado na solubilidade.
Cerca de 10 a 20% das proteinas do musculo de peixe séo proteinas sarcoplasmaticas solveis
em &gua, encontradas principalmente no plasma celular. Ao redor de 70 a 80% sdo proteinas
estruturais formadas pelas proteinas miofibrilares que sdo sollveis em solucBes salinas e
formadoras das miofibrilas, responsaveis pela atividade muscular, e sdo compostas
principalmente pela actina e miosima e cerca de 2 a 3% das proteinas estruturais sao
insoltveis em solucdes salinas e formam o tecido conectivo, sendo compostas principalmente
pelo colageno (SUZUKI, 1987; OGAWA; MAIA, 1999; KUHN; SOARES, 2002).

As proteinas do pescado apresentam maior digestibilidade que as proteinas do
musculo de mamiferos e melhor balanceamento de aminoacidos que as proteinas de origem
vegetal. Apresentam elevado valor biologico decorrente da alta sensibilidade a hidrélise e da
composic¢do balanceada em aminoéacidos essenciais, principalmente lisina e metionina. A alta
sensibilidade a hidrolise se da pelo fato das proteinas musculares do pescado serem
principalmente representadas pelas proteinas miofibrilares, tais como, miosina e actina
(NEVES et al., 2004; PIRESTANI et al., 2009; JABEEN; CHAUNDHRY, 2011; HEMUNG;
CHIN, 2013).

A miosina constitui de 50 a 60% da fracdo miofibrilar e a actina de 15 a 20%, juntas
formam a actomiosina e estdo contidas nas células musculares formadora dos tecidos
esqueléticos, responsaveis pelo fendbmeno de contragéo e relaxamento muscular durante a vida

e apds a morte do pescado, também sdo responsaveis pelas propriedades emulsificantes e de
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maciez da carne, pela capacidade do pescado em reter &gua, pelas propriedades sensoriais e
também pela capacidade de formacdo de gel. S8 normalmente insolGveis em agua, mas
podem ser solubilizadas controlando-se o pH da solucéo. Essas proteinas apresentam cadeias
de polipeptideos fortemente associadas entre si, em estruturas paralelas. Sdo capazes de
formar filmes biodegradaveis e tem sido motivo de inimeras pesquisas (OGAWA, 1999;
IWATA et al., 2000; KUHN; SOARES, 2002; PAULO et al., 2004).

3.4.  QUITOSANA

A quitosana é um polimero natural, abundante e de ampla aplicacéo e € considerado o
segundo polissacarideo mais abundante da natureza. Derivada do processo de desacetilagdo da
quitina, sua estrutura é formada pela repeticdo de unidades beta (1-4) 2-amino- 2-deoxi-D-
glucose (ou D-glucosamina). A quitosana ha décadas tem sido considerada como um
composto de grande interesse industrial devido suas caracteristicas atdxicas e de facil
formagdo de géis (ASSIS; ALVES, 2002; ARANAZ et al., 2009).

HO NH-

Figura 2. Formula geral da quitosana
Fonte: Cordeiro, 2010

Por possuir propriedade Unica de aumentar sua viscosidade ap6s hidratagdo, além de
sua habilidade em formar filmes resistentes, materiais & base de quitosana podem ser
utilizados como peliculas ou revestimentos em alimentos (JEON et al., 2002). Esse
polissacarideo policatidnico possui também outras propriedades apreciaveis pela industria de
alimentos, ndo é téxico e tem atividade antimicrobiana, alem de ser biocompativel,
biodegradavel e anti-oxidante (DI PIERO; GARDA, 2008).

Estas caracteristicas da quitosana tem atraido muito a atencdo como um aditivo

alimentar natural, aléem de seu potencial na producdo de peliculas e revestimentos
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biodegradaveis atuando como barreira contra agentes externos (TUAL et al.,, 2000;
SATHIVEL et al., 2007).

A producdo de quitosana tradicional envolve desproteinizacdo, desmineralizacao,
desodorizacdo, e desacetilizacdo. O processo de desacetilacdo consiste na remoc¢do da
maioria dos radicais acetilas da estrutura e substituicdo dos mesmos por um atomo de
hidrogénio, resultando em um radical amino. Portanto, os polimeros desacetilados, com grau
de desacetilacdo acima de 50% podem ser considerados quitosana (LIMA, 2010).

A quitosana ndo é soltvel em agua, mas se dissolve em solucdes aquosas de acidos
organicos, como os 4cidos acético, formico e citrico e também em acidos inorganicos, como
0 &cido cloridrico diluido (SANTOS et al., 2003).

O filme obtido a partir da quitosana é flexivel, duravel, forte, resistente e dificil de
rasgar, tem valores moderados de permeabilidade ao oxigénio, diminui a taxa respiratéria do

alimento e inibe o crescimento microbiano (AGULLO et al., 2003).

3.5. PLASTIFICANTE

Plastificante é definido como uma substancia que é incorporada a um material com
intuito de melhorar a sua flexibilidade e funcionalidade, reduzindo a tensdo de deformacéo,
dureza e viscosidade, ao mesmo tempo em que aumenta a flexibilidade da cadeia do
polimero e a sua resisténcia a fratura (HORN, 2012).

Filmes biodegradaveis elaborados somente com a matriz formadora de filme sem
qualquer aditivo tendem a ser gquebradicos e dificeis de manusear. Como alternativa sao
adicionados plastificantes para aumentar sua flexibilidade. (BANKER, 1966;
SCHROOYEN et al., 2001). E importante que o plastificante seja compativel com o
polimero e o solvente utilizado, ou seja, que seja miscivel para que ndo ocorra uma
separacdo prematura durante o processo de secagem do filme (GUILBERT, 1986). Diversos
materiais plastificantes podem ser adicionados aos filmes, como 0os mono e oligossacarideos
(glicose, sacarose), lipidios (&cidos graxos saturados, monoglicerideos e surfactantes) e os
polidis (glicerol, sorbitol, eritritol). Dentre eles, os polidis Glicerol e Sorbitol sdo os mais
utilizados em filmes de proteina. (HORN, 2012).

O glicerol é um composto organico, liquido a temperatura ambiente, higroscépico,
inodoro, viscoso e de sabor adocicado. Esta presente em todos os 6leos e gorduras de origem
animal e vegetal na sua forma combinada, ou seja, ligado a acidos graxos tais como o acido
estedrico, oleico, palmitico e laurico formando a molécula de triacilglicerol. E um dos

agentes plastificantes mais utilizados na composicéo de solucdes filmogénicas, devido a sua


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608014088#bib29
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608014088#bib26
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estabilidade e compatibilidade com as cadeias biopoliméricas dos biofilmes (BOBBIO e
BOBBIO, 2003; CHILLO et al., 2008).

Para explicar o efeito dos plastificantes na formacao dos filmes biodegradaveis, duas
teorias sdo principalmente utilizadas, a teoria do gel e a do volume livre. A primeira diz
respeito a estrutura tridimensional dos polimeros, onde as moléculas do plastificante ligam-
se ao longo da estrutura do polimero, reduzindo a rigidez da estrutura por enfraquecer ou
impedir ligacBes de tipo Van der Walls, pontes de hidrogénio, ligacGes covalentes dentre
outras, e também facilitam o movimento das moléculas do polimero, o que resulta no
aumento da flexibilidade do gel, a segunda teoria trata da capacidade do plastificante em
ocupar os espacos intermoleculares livres do polimero, o que também resulta em uma maior
flexibilidade do filme formado (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005). Com isso, ocorre uma
melhora nas caracteristicas mecanicas do filme e diminuicdo de possiveis descontinuidades e
zonas quebradicas (KROCHTA et al., 1994).

3.6. FILMES BIODEGRADAVEIS

Na conservacdo de alimentos, além dos tratamentos fisicos ou quimicos para estender
seu tempo de prateleira, também é importante a utilizacdo de embalagens adequadas, rigidas
elou flexiveis, no entanto, muitas embalagens flexiveis sdo feitas com plasticos, ou seja,
materiais sintéticos, que apesar de possuirem excelentes propriedades funcionais, sdo
considerados ndo biodegradaveis e constantemente estdo envolvidos em problemas com
gerenciamento de residuo solidos, causando prejuizo ao meio ambiente. O polietileno, por
exemplo, tem seu tempo de biodegradacao estimado em 200 anos (TORRES, 1994).

Uma crescente conscientizagdo ambiental dos consumidores tem gerado a necessidade
de desenvolvimento de tecnologias especificas que atendam a exigéncia por produtos que
utilizam materiais renovaveis e ecologicamente amigaveis. Os revestimentos de frutas e
legumes com filmes biodegradaveis tem chamado a atengdo do seguimento de embalagem e
se apresentado como uma boa oportunidade para a criagdo de novos mercados no setor
(ASSIS; ALVES, 2002).

Os filmes biodegradaveis podem ser de dois tipos: coberturas, quando séo aplicados
diretamente na superficie dos alimentos, e filmes, que possuem a capacidade de formar
estruturas proprias independentes. Ambos sdo definidos como uma fina camada continua
formada ou depositada no alimento, preparada a partir de materiais bioldgicos, que age como
barreira a elementos externos, protegendo o alimento e aumentando sua vida comercial
(KROCHTA; MULDER — JOHNSTON, 1997).
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Os materiais mais utilizados para a elaboracdo de filmes sdo misturas de lipideos,
proteinas, carboidratos, plasticizantes, surfactantes, aditivos e solventes, sendo necessério,
pelo menos, um biopolimero que tenha a capacidade de formar uma matriz continua,
homogénea e coesa (GONTARD; GUILBERT, 1996; AMARANTE; BANKS, 2001). Devido
a sua boa habilidade de formacgdo de pelicula, proteinas de diferentes fontes estdo sendo
amplamente utilizada para o desenvolvimento desses biofilmes (OU et al., 2005;
PRODPRAN et al., 2007).

As propriedades dos filmes irdo depender de varios fatores, tais como, o tipo e a
concentracdo de proteina que € o agente formador do filme, o solvente, o plastificante, o
agente ajustador de pH da solucdo de proteina, e as condigdes de preparo (CUQ et al., 1995;
GERRARD, 2002; PRODPRAN et al., 2007).

Quando se utiliza alta concentracdo de proteinas na solucdo filmogénica, essa se torna
muito viscosa, comportando-se como fluido de Bingham, isto €, que ndo flui sobre a forga do
proprio peso, assim, € necessario trabalhar com menores concentragdes de proteinas na
solucdo formadora do filme (SOBRAL, 2000).

As proteinas miofibrilares sozinhas formam peliculas quebradicas, devido a presenca
de fortes ligacGes covalentes, principalmente dissulfeto, e nessas condi¢des, ndo tem
aplicacdo préatica. Para aumentar a flexibilidade dessas peliculas € adicionado um plastificante
hidrofilico, com baixo peso molecular e ndo volatil, objetivando que o filme reduza as
interacdes proteina-proteina, ocorrendo um aumento da resisténcia mecanica do filme e a
diminuicdo de possiveis descontinuidades e zonas quebradicas. No entanto, o plastificante
adicionado também diminui a forca e a propriedade de barreira ao vapor de agua dos filmes.
Nesse contexto, as misturas de proteinas com outros polimeros misciveis ou polimeros
sintéticos, esta sendo vista como uma alternativa para melhorar as propriedades de filmes
(GOUNGA et al., 2007; CUQ et al., 1995).

O pH ¢é um fator importante e necessita ser ajustado para mais alto ou mais baixo do
que o ponto isoelétrico (Pl) da proteina para completar a solubilizacdo permitindo sua
geleificacdo (IWATA et al., 2000).

O tratamento térmico também € importante, visto que praticamente todos os estudos
mostram a necessidade de uma desnaturacdo e desdobramento da proteina como passos
prévios para interacGes ordenadas proteina-proteina e formacdo de agregados proteicos. Na
maioria dos casos é indispensavel um tratamento térmico para se conseguir a geleificacéo,
podendo necessitar um resfriamento posterior (WOLF, 2007). Esse tratamento pode favorecer

as interacGes intermoleculares via formacdo de pontes dissulfidicas, beneficiando as
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propriedades fisicas que dependem disso, como as propriedades mecénicas (SOUZA et al.,
2012).

Os biofilmes formados a partir de proteinas possuem baixa barreira ao vapor de agua
baixa em razdo da sua natureza hidrofilica, desta forma, as propriedades funcionais dos filmes
biodegradaveis, ainda sdo inferiores aquelas de plasticos sintéticos, gerando a necessidade de
mais investigacdo a fim de melhorar suas caracteristicas (GONTARD; GUILBERT, 1996;
DUTTA et al., 2009; ZAVAREZE et al., 2012).

3.6.1. Filmes compostos

Segundo Avérous et al. (2001), quando uma matéria-prima ndo preenche alguns
requisitos para determinadas aplicagcdes do filme que ela forma, ha duas alternativas a serem
tomadas: modificar sua cadeia estrutural ou adicionar outras matérias-primas capazes de
suprir as deficiéncias necessarias, neste ultimo caso, em que o elemento adicionado tem como
objetivo melhorar as propriedades fisicas e mecénicas, os filmes formados sdo denominados
de filmes compostos.

Nesse contexto se inclui os filmes obtidos a partir das proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaéticas do musculo do pescado que requerem mais estudos para melhorar o seu
desempenho, a fim de aumentar sua resisténcia a tracdo e diminuir a sua taxa de
permeabilidade ao vapor de &gua. Segundo pesquisas, estes desempenhos podem ser
melhorados através da producao de misturas de compostos em que o sistema de hidrocoldides
(misturas de proteinas / polissacarideos) forma uma rede continua e mais consistente (PORTA
et al., 2011; ZAVAREZE, et al., 2012). Essas misturas objetivam melhorar caracteristicas
como a resisténcia e flexibilidade, adicionar menor quantidade de plastificante e produzir
materiais com propriedades Unicas que combinam os atributos mais desejaveis de cada
componente (WU et al., 2002).

Mistura de polimeros € uma técnica bastante usada sempre que a modificacdo das
propriedades é necessaria, porque ele tem facil e simples procedimento além de baixo custo
(WANG et al., 2009). Porta et al. (2011) mostraram que os filmes compostos de quitosana e
proteinas da farinha de soja ou do soro de leite, apresentaram resultados promissores para
melhorar a sua resisténcia mecanica. Hosseini et al. (2012) também utilizou quitosana com o
objetivo de melhorar o desempenho fisico-quimico dos filmes de gelatina de peixe e
observaram resultados positivos nos filmes mistos (gelatina de peixe e quitosana), como 0

aumento da resisténcia a tracéo e a redugdo da permeabilidade ao vapor de agua.
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As misturas de quitosana com outros polimeros hidrofilicos tem sido sugerida como
uma alternativa promissora para a producdo de peliculas feitas sobre medida. Desta forma,
especula-se que a combinacdo de compostos poderia permitir obter melhores filmes do que
aqueles formados por cada material individual (BLAIR et al., 1987; QUARASHI et al.,
1992; ANDRADY, 1992; YAO et al., 1996; SUTO; Ul, 1996; ZAVAREZE, et al., 2012).

3.6.2. Mecanismo de formacao do biofilme

A formacéo do biofilme inicia-se com a formacédo do gel, envolvendo ligacdes inter e
intramoleculares cruzadas entre cadeias de polimeros, formando uma matriz tridimensional
semi-rigida que envolve e imobiliza o solvente utilizado (KESTER; FENNEMA, 1986).

A formulacdo desses filmes implica no emprego de ao menos um constituinte capaz de
formar uma matriz com a suficiente coesdo. Em geral, trata-se de polimeros ou de compostos
que nas condicOes de preparo utilizadas, tém a propriedade de formar estruturas continuas,
cristalinas ou amorfas. O grau de coesdo dependera da estrutura do polimero, do solvente
usado, da temperatura, e a presenca de outras moléculas como os plastificantes. Esse
parametro (grau de coesdo) influencia nas propriedades de barreira e mecanicas das peliculas,
de forma que uma coeséo estrutural elevada se traduz em uma redugéo da flexibilidade, da
porosidade e da permeabilidade aos gases e outros solutos (GONTARD; GUILBERT, 1996;
THARANATHAN, 2003).

A transformacdo da solucdo filmogeénica é resultado de interacdes intermoleculares,
que se traduz em forgas estruturais (CARVALHO, 1997). Um processo amplamente utilizado
na preparagdo de filmes biodegradaveis ¢ o método “casting”, onde a solucdo aquosa €
depositada numa superficie apropriada e secada posteriormente: a primeira etapa é
solubilizacdo da macromolécula em um solvente (agua, etanol, solucdo de &cido acético e
outros), ao qual podem ser incorporados diversos aditivos (plastificante, agentes reticulantes,
etc), na segunda etapa, a solucdo formadora de filme é espalhada sobre um suporte e,
usualmente, submetida a secagem (CUQ et al., 1997).

Apbs a secagem, entdo, obtém-se filmes, estruturas independentes disponiveis para
serem adicionadas ao alimento desejado, ou seja, podem ser colocadas na periferia do
alimento ou na forma de camadas continuas entre compartimentos de um mesmo alimento
(GONTARD; GUILBERT, 1996).
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4. MATERIAIS E METODOS
41. MATERIAL
4.1.1. Matéria-prima

Foram utilizados subprodutos (aparas da filetagem sem pele) do processamento da
dourada (Brachyplatystoma roussauxii) adquiridos da industria de pesca Ecomar localizada
no municipio de Vigia-Pa. As aparas foram embaladas em sacos de polietileno, armazenadas
em caixa isotérmica com gelo em escama e transportadas para o Laboratério de Produtos de
Origem Animal (LAPOA) da Universidade Federal do Para. A quitosana utilizada foi da
marca SIGMA-ALDRICH extraida da carcaga do camardo, de peso molecular médio e grau
de desacetilacdo de 75-85%.

42.  METODOS
4.2.1. Pré tratamento da matéria-prima

No laboratorio as aparas foram higienizadas com imersdo em &gua clorada a 5 ppm
(mg/L) por 5 minutos e lavadas com agua destilada, em seguida prensada manualmente com o
objetivo de retirar 0 excesso de agua. Posteriormente, as aparas higienizadas foram trituradas
em processador domeéstico (Walita, RI17625), por 60 segundos, e entdo, acondicionadas em
sacos de polietileno embaladas a vacuo e submetidos a congelamento a -26°C até as proximas

etapas.

4.2.2. Extracdo das proteinas miofibrilares

Para a obtencdo das proteinas miofibrilares de peixe, foi utilizada metodologia
proposta por Zavareze et al. (2012) adaptada, onde as aparas da dourada foram descongeladas
sob refrigeracdo, misturadas com 5 volumes de solucdo de cloreto de sédio 50 Mm (Synth
PA-ACS) a 5°C por 5 minutos seguida de filtracdo em camada de tecido (faillet), sendo este
processo repetido por mais duas vezes. O material retido foi desodorizado com solugdo de
Acido fosférico a 0,05% (3:1) por 5 minutos, submetido a filtracdo e em seguida a lavagem
com 3 volumes de agua. Posteriormente, o material foi centrifugado a 10.000 rpm durante 3
minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Thermo Fisher, Multifuge X1R). Apds as etapas de
extracdo, a pasta com proteinas miofibrilares foi distribuida em bandejas de aco inoxidavel,
congelada a -22°C e liofilizada a - 60°C por 48 horas (Liotop, L101). As proteinas
miofibrilares liofilizadas foram peneiradas (peneira Tyler 35, 0,42 mm), obtendo-se o0 p6 que
foi armazenado em temperatura ambiente até ser utilizado na produgdo do filme

biodegradavel.



27

Concluida estas etapas, foi realizado o célculo do rendimento das proteinas
miofibrilares liofilizadas (PML) através da relacdo entre a proteina e a quantidade inicial de
residuo utilizado, segundo a Equacéo 1.

Equacéo (1)

PML
R = — X100
massa inicial

4.2.3. Caracterizacgdo fisico-quimica e cor instrumental da matéria-prima in natura e
das proteinas miofibrilares liofilizadas
A composicdo centesimal e cor instrumental da matéria prima in natura e do material

proteico liofilizado foi determinada através das analises:

— Umidade: foi realizada pelo método gravimétrico de acordo com a metodologia
932.12 da AOAC (1997), por secagem em estufa a 105°C até peso constante;

— Proteina bruta: foi determinada através da determinacdo do nitrogénio total, pelo
método de Kjeldahl e conversdo em proteina, multiplicando o valor obtido pelo fator
6,25, de acordo com a metodologia 940.25 da AOAC (1997);

— Lipideos: foi determinado pelo método Soxlet, usando éter de petréleo como extrator,
de acordo com a metodologia 922.06 da AOAC (1997);

— Cinzas: foi determinada pelo método gravimétrico, por calcinacdo em mufla a 550°C;
de acordo com a metodologia 938.08 da AOAC (1997);

— Cor instrumental: foi determinada utilizando colorimetro MINOLTA modelo CR
310, obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b*

(intensidade do amarelo), C* (valor do croma) e h™ (angulo de tonalidade).

4.2.4. Obtencéo do biofilme composto

Os filmes foram obtidos utilizando a metodologia adaptada de Zavareze et al. (2012) e
Hosseiniet al. (2012). As solucBes filmogénicas foram preparadas com diferentes
concentracdes de proteina, quitosana e plastificante de acordo com o planejamento fatorial
completo (Tabela 1). A producgéo consistiu primeiramente na solubilizagcdo da quitosana e do
plastificante em acido acetico a 1% por 30 min em rotacdo constante, utilizando agitador
magnético digital (DiagTeach, modelo ST3120H), depois fez-se a adigdo da proteina e
ajustou-se o pH para 3,0 com Acido Cloridrico 2 M. A mistura foi homogeneizada a 10.000
rpm durante 5 minutos utilizando homogeneizador Turratec (Tecnal, TE-102) e em seguida
colocada em banho-maria (TECNAL, TE-057) durante 30 minutos a 70°C. A solucéo final foi
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filtrada através de camada de tecido (faillet) para remover os materiais ndo solubilizados,
obtendo-se a solugéo filmogénica.

Em seguida, através do método casting, 120mL da solucdo filmogénica foi colocada
em suporte de silicone de 22cm de didmetro por 3cm de altura, e secas em estufa incubadora
(Quimis, Q315M) a 30 °C durante 16hs. Apos a secagem, os biofilmes foram acondicionados

em sacos de polietileno a temperatura ambiente, até serem analisados.

4.2.5. Delineamento Composto Central Rotacional

Para estabelecer a melhor combinacdo de proteina, quitosana e plastificante no
processo de obtencéo do biofilme, foi utilizado um planejamento fatorial completo 2° onde
foram realizados 17 experimentos (Tabela 2), sendo 8 ensaios fatoriais (combinacgéo entre 0s
niveis 1), 3 ensaios no ponto central (trés variaveis no nivel 0) e 6 ensaios nos niveis axiais +
a. Tendo como variaveis de entrada (independentes): a concentracdo de proteinas
miofibrilares liofilizada, a concentracdo de quitosana e a concentracdo de plastificante. As
variaveis dependentes estudadas foram: permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo
e porcentagem de elongacgéo. Os resultados esperados s&o: baixos valores de permeabilidade
ao vapor de agua e altos valores de resisténcia a tracdo e de elongacdo. A Tabela 1 apresenta
0s niveis das variaveis que foram estudadas no processo de obtencdo do filme composto,

definidas de acordo com testes preliminares realizados.

Tabela 1- Definicdo dos niveis das varidveis estudadas na obtencdo do biofilme
composto.

VARIAVEIS -a 1 0 1 +a
INDEPENDENTES (1,68) (1,68)
PROTEINA MIOFIBRILAR
LIOFILIZADA — PML * 045 08 13 18 2,14
QUITOSANA — Q*? 13,18 20 30 40 46,81
PLASTIFICANTE —P?3 23,18 30 40 50 56,81

1- Porcentagem calculada em relacdo ao volume total de solugdo; 2- Porcentagem calculada em relacdo a
proteina (PML); 3- Porcentagem calculada em relacdo a soma do peso de proteina e quitosana.
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Tabela 2- Planejamento fatorial completo composto central rotacional (2°) com valores

codificados e reais.

Codificado Real

Ensaios ") o o) o) o o
1 -1 -1 -1 0,8 20 30
2 -1 -1 1 0,8 20 50
3 -1 1 -1 0,8 40 30
4 -1 1 1 0,8 40 50
5 1 -1 -1 1,8 20 30
6 1 -1 1 1,8 20 50
7 1 1 -1 1,8 40 30
8 1 1 1 1,8 40 50
9 -1,68 0 0 0,45 30 40
10 1,68 0 0 2,14 30 40
11 0 -1,68 0 1,3 13,18 40
12 0 1,68 0 1,3 46,81 40
13 0 0 -1,68 1,3 30 23,18
14 0 0 1,68 1,3 30 56,81
15 0 0 0 1,3 30 40
16 0 0 0 1,3 30 40
17 0 0 0 1,3 30 40

* PML= Concentracdo de proteinas; *Q = Concentracdo de quitosana; P*= Concentracao de plastificante

Para a anélise dos resultados experimentais, foi utilizada a Metodologia de Superficie
de Resposta, onde verificou-se o comportamento das combina¢Bes das variaveis
independentes e as respostas das variaveis dependentes. Foi realizada a exclusdo dos efeitos
ndo significativos para obtencdo das equacdes e graficos que demonstram a influéncia dos
fatores (Proteina/ Quitosana/ Plastificante) sobre as variacGes de PVA, resisténcia a tragédo
(RT) e elongacdo (E). Com os resultados, foram definidas as melhores concentragdes das

variaveis independentes para o processo de obtengdo do biofilme composto.
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4.2.6. Caracterizacao reologica da solucdo filmogénica

Foram determinadas as propriedades reoldgicas da solugdo filmogénica com 1,3% de
proteinas miofibrilares, 40% de plastificante e a solugdo do filme otimizado (proteina,
quitosana e plastificante), para estabelecer a influencia da adicdo de quitosana nas
propriedades reoldgicas da solucdo. As determinacdes das caracteristicas reologicas foram
realizadas segundo metodologia descrita por Bof et al. (2015), utilizando viscosimetro
(Haake, VT 550, Alemanha) acoplado ao sistema de configuracdo de cilindros coxiais copo
SV e cilindros SV1. A viscosidade aparente da solucdo filmogénica foi determinada a 28 °C,
com taxa de cisalhamento variando entre 0 e 500 s™ e as curvas foram satisfatoriamente

modeladas matematicamente como fluido de Ostwald de Waele pela equacéo:
T=K.y" Equacéo (2)

Onde: 1 = tensdo de corte; K= coeficiente de consisténcia; y = velocidade de cisalhamento; n=

indice de comportamento do fluxo.

4.2.7. Caracterizagéo do biofilme composto
Foi realizado a caracterizacdo do biofilme composto otimizado e do biofilme controle
a 1,3 % de PML e 40% de plastificante.

4.2.7.1. Espessura

A espessura dos biofilmes foram medidas utilizando um micrémetro digital com
resolucdo de 0,001 mm (Insize, modelo IP54). Foram selecionados oito locais aleatorios em
torno de cada biofilme obedecendo a um afastamento da borda de 60 mm para a determinacgéo
da espessura (ZAVAREZE et al. 2012).

4.2.7.2. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (E) dos
biofilmes foram determinadas empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996)
utilizando texturémetro (Stable Micro Systems, modelo TA. XT- plus).

As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (23°C). A separacdo inicial
das garras e a velocidade foram de 50 mm e 1 mm.s™, respectivamente de acordo com

metodologia descrita por Zavareze et al. (2012). As amostras foram cortadas em tiras de 100
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mm de comprimento e 25 mm de largura. A resisténcia a tracdo (RT) e a porcentagem de

elongacdo (E) foram calculadas pelas Equacdes 3 e 4.

F ~
RT = 7m Equagéo (3)

Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme (N); A: area da sec¢édo
transversal do filme (m?).

dr

E = X100 Equacéo (4)

dinicial

Onde: E: elongacdo (%); dt: distancia total no momento da ruptura (mm); dincia: distancia inicial de separacgao
das garras (50 mm).

4.2.7.3. Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

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

As amostras dos biofilmes foram seladas com adesivo de silicone na abertura circular
de um recipiente de vidro de 4,5 cm de diametro e 7,0 cm de altura contendo 10 g de silica gel
a 0% 0 % UR; 0 Pa de pressdo de vapor de agua a 30°C. Estes recipientes de permeacao
foram colocados em dessecadores contendo agua destilada a 30°C a 99% UR; 4244,9 Pa de
pressdo de vapor de agua a 30°C. Foram pesados em intervalos de 1h por um periodo de 10

horas. A PVA foi calculada através da Equacéo 5.

w.X Equach
_ quagio (5)
Pva A.t.AP

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de 4gua (g.m. m2 s™. Pa™.); W: ganho de peso pelo dessecante (g); X:
espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t: tempo de incubagio (horas); AP:
diferenca de pressao parcial (Pa). Trés corpos de provas serdo usados para testes de PVA.

4.2.7.4. Solubilidade e intumescimento

Para determinacdo da solubilidade, foi estabelecida a matéria seca inicial em estufa a
105 °C/24h em filmes recortados com 2 cm de diametro. ApGs a primeira pesagem, as
amostras foram imersas em recipientes contendo 50 mL de agua. O sistema foi agitado em

incubadora Shaker refrigerada (Cielanb, modelo CE-725B) com velocidade de 150 rpm por
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24 horas a 25°C. Apos este periodo, as amostras foram removidas e secas (105°C por 24
horas), para determinar a matéria seca nao dissolvida em dgua (GONTARD et al., 1994).

A determinacdo do intumescimento do biofilme utilizou metodologia de Lee et al.
(2004), onde uma amostra de 2cm de diametro foi pesada e imersa em 75 mL de agua
destilada, e em seguida colocada em estufa incubadora (Quimis, Q315M) a 25 °C por 6 h.
Apos este procedimento, o excesso de agua dos filmes foi removida com papel filtro,
o filme foi pesado novamente para calcular a quantidade de agua que foi absorvida durante as
6 h de analise. Desta forma, o intumescimento foi determinado como o ganho de peso da

amostra inchada dividido pelo peso inicial de sélidos secos.

4.2.7.5. Transmissao de luz e transparéncia

A transmiténcia de luz dos biofilmes foi medida na faixa do ultravioleta e do visivel
(200 e 800 nm). Os corpos de prova foram cortados em retangulos (3 x 1 cm) e colocados no
lado interno da cubeta. A transparéncia dos biofilmes foi determinada em triplicata e os dois
parametros foram quantificados usando um espectrofotometro (Biospectro, modelo SP-22). A
transparéncia foi determinada a 600 nm por meio da Equacdo 6, de acordo com o método
ASTM D1746 descrito por Arfat et al. (2014).

— log %T Equacéo (6)

Transparéncia =
e

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

4.2.7.6. Cor

A cor dos biofilmes foi determinada utilizando colorimetro MINOLTA modelo CR
310, obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b*
(intensidade do amarelo), C* (valor do croma), h* (angulo de tonalidade) e a diferenca total de

cor (AE*) calculado de acordo com a equagéo 7.

AE*=/(AL)? + (4a*)® + (4b*)? Equacéo (7)

Onde: A ¢ a diferencga dos parametros de cor da amostra do biofilme em relagdo ao padrio branco

(L: 95,59; a: -5,56; b: 8,16)

4.2.7.7. Andlises térmicas

Termogravimetria (TG) e Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
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A Termogavimetria (TGA-50 Shimadzu) dos biofilmes foi determinada de acordo com
Nuthong et al. (2009). Para realizar a analise foi utilizado 2,178 mg de massa de biofilme,
temperatura de 25 a 600 °C, taxa de aquecimento de 10°C/minuto e o nitrogénio a 50
ml/minuto como gas de arraste.

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC-60 plus Shimadzu) dos biofilmes foi
determinada de acordo com Nuthong et al. (2009). O ensaio utilizou massa de biofilme de
1,300 mg, temperatura de 25 a 300°C, taxa de aquecimento de 10°C/ minuto e o gas de arraste

foi o nitrogénio a 50ml/minuto.

4.2.7.8. Caracterizacao microscopica da superficie e seccao transversal do biofilme

A microestrutura da superficie superior e da seccdo transversal do biofilme foi
determinada utilizando microscdpio eletronico de varredura (MEV) (Leo-Zeiss, modelo
1430).

4.3. ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do programa Statistica®
versdo 7.0 (STATSOFT Inc., 2004) através da avaliacdo dos efeitos, anélise de variancia e

analise de superficie de reposta para delineamento composto central rotacional.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA E DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES
LIOFILIZADA

5.1.1. Caracterizacao fisico-quimica e cor instrumental da matéria-prima e das proteinas

miofibrilares liofilizadas.

Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica e parametros de cor instrumental da

matéria-prima e das proteinas miofibrilares liofilizadas estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacdo fisico-quimica e cor instrumental da matéria-prima e das proteinas
miofibrilares liofilizadas.

Determinacdes MP? PML?
Proteinas 80,02 + 0,34 94,92 + 0,42
Cinzas 0,46 £ 0,20 1,10 +£ 0,05
Lipideos 16,91 £ 0,71 3,30+ 0,18
Umidade 3,71 +£0,09 0,05 + 0,09
Rendimento — 14,10%

Parametros de cor
L* 77,89 +0,76 87,10 + 0,005
a* -38 £ 0,01 -3,52 + 0,02
b* 17,41 + 0,39 17,54 + 0,05
h* 91,25 + 0,02 101,36 + 0,06
Cc* 17,42 + 0,39 17,89 + 0,005

12 Representam a média das triplicatas + desvio-padrdo da matéria-prima (MP) em base seca e Proteinas
Miofibrilares Liofiliza (PML) em base seca; L* = Luminosidade; a* = verde-vermelho; b* = azul-amarelo; c* =
croma; h* = angulo de tonalidade.

Houve diminuicdo da umidade da matéria-prima (MP) ao comparar com as proteinas
miofibrilares liofilizada (PML), o que ja era esperado, devido ao processo de desidratacdo
aplicado. O teor de lipideos também diminuiu entre MP e PML, devido ao processo de extragao,
onde considerdvel quantidade de gordura é eliminada, especialmente na etapa de centrifugacéo.
Ja as concentracOes de proteinas e cinzas aumentaram, devido a extracdo e a remocdo de agua
do material proteico.

O teor de proteinas (Tabela 3) encontra-se proximo ao estabelecido pela Tabela de
Composicéo de Alimentos (TACO, 2011) de 78,99% e aos obtidos por Bentes et al. (2009) para
dourada de 85,845%. Este resultado é relevante, visto que uma elevada concentracdo de
proteinas é importante para a formagdo de solucdo filmogénica a base de biopolimeros. Os
resultados de lipideos tambeém se aproximaram aos obtidos por Bentes et al. (2009) de 2,7% ,
observando-se apenas pequena diferenca, que pode ser justificada, pois segundo Larsen et al.

(2011), o teor de lipideos pode sofrer grandes variacdes de 0,2 a 25%, devido as modificagdes
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na composi¢do quimica ocasionadas até mesmo dentro da mesma espécie, por fatores como
idade, sexo, alimentacgéo e o local de pesca.

Em geral, a cor ndo influencia nas propriedades funcionais das proteinas, porém, pode
ter influéncias na coloracdo do biofilme, tornando-a um parametro importante, uma vez que o
aspecto visual é decisivo na aceitacdo do produto (LIMA et al., 2007).

A Luminosidade (L*) varia de O para o preto, até 100 para o branco, a* positivo é uma
medida do vermelho e 0 a* negativo do verde, o b* positivo € uma medida do amarelo e o b*
negativo do azul (MARQUES, 2008). Os valores para luminosidade (L*) deste trabalho
apresentaram-se maiores para a PML (87,10) quando comparados com os resultados obtidos
para a matéria-prima (77,89), indicando que o processo de extracdo acarretou no clareamento e
consequentemente melhoramento da cor, uma vez que acarretou na eliminacdo de sangue e
outros pigmentos. Os valores a* e b* foram baixos (Tabela 3), demostrando pouca influéncia
desses parametros na formacédo da cor da proteina estudada.

O valor de croma (*C) é o atributo que indica a pureza da cor, ou seja, 0 quanto esta
difere do cinza, onde valores proximos de zero significam coloracédo cinzenta (TUNICK, 2000).
Neste trabalho obteve-se 17,42 e 17,89 para a matéria prima e proteinas miofibrilares liofilizada,
respectivamente, indicando que ambas possuem pouca tendéncia ao cinza. O angulo de
tonalidade (h*) define tonalidade em si, e, no caso de ser negativo, apresenta uma tendéncia a
coloracéo escura (CHEOW et al., 2007; HUNTERLAB INC., 2008, 2012). Neste trabalho os
valores de h* para matéria prima foram 91,25 e para PML 101,36 indicando coloracdo clara. A
combinacdo dos parametros L*, a* e b*, foi correspondente a cor perceptivel para matéria prima
e para a PML, com aparéncia clara, esbranquicada e com pouca tendéncia ao cinza.

O rendimento é influenciado diretamente pelo processo de extracdo, onde sao retiradas,
por exemplo, as proteinas sollveis como as sarcoplasmaticas e os lipideos, nesse trabalho, o

rendimento apos a extracdo das proteinas miofibrilares foi de 14,10%.

5.2. DEFINICOES DAS CONDICOES OTIMAS DO BIOFILME COMPOSTO

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados das repostas permeabilidade ao vapor de
agua (PVA), resisténcia a tracdo (RT) e elongacdo (E), obtidas experimentalmente no
processo de obtencdo de biofilme composto de proteinas miofibrilares de peixe com adicdo de

quitosana.
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Tabela 4 — Resultados experimentais para otimizagéo do biofilme composto

Valores reais Variaveis Dependentes
Ensaios PML Q P PVA* RT* E*
01 0,8 20 30 1,366 5,690 272,422
02 0,8 20 50 1,181 3,350 293,753
03 0,8 40 30 0,998 7,517 269,688
04 0,8 40 50 1,036 3,626 311,122
05 1,8 20 30 2,195 7,478 316,364
06 1,8 20 50 2,907 5,371 358,889
07 1,8 40 30 2,532 8,811 298,493
08 1,8 40 50 3,991 6,158 352,674
09 0,45 30 40 0,782 3,562 265,225
10 2,14 30 40 4,844 6,254 342,653
11 1,3 13,18 40 1,664 6,244 325,274
12 1,3 46,81 40 2,394 7,291 318,607
13 1,3 30 23,18 1,611 8,621 263,276
14 1,3 30 56,81 1,877 4,905 337,931
15 1,3 30 40 1,714 6,575 322,280
16 1,3 30 40 1,738 6,068 320,422
17 1,3 30 40 1,923 6,056 319,782

PML.: Concentracdo de proteinas miofibrilares (%); Q: Concentracdo de Quitosana (%); P: Concentragdo de
plastificante; PVA: Permeabilidade ao vapor de agua (g.m. m2 s™. Pa™); RT: Resistencia a tracdo (MPa); E:
Elongacéo (%).

5.2.1. ESTIMATIVA DOS EFEITOS

Os resultados da analise estatistica aplicados aos experimentos de cada resposta
avaliada foram determinados através do erro puro e SS residual, e sdo apresentados na Tabela
5. Os efeitos dos fatores lineares, quadraticos e de interacdo destacados em negrito indicam

que a varidvel apresentou efeito significativo (pelo erro puro e SS residual p < 0,05).
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Tabela 5 — Estimativa dos efeitos das variaveis associada a significancia para cada resposta
estudada.

Variaveis PVA RT E

independentes Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor
Constante 1,8041 0,0013 6,2421 0,0007 320,7585 0,000005
PML (L) 2,0320 0,0009 1,7811 0,0080 45,3477 0,0002
PML (Q) 0,6360 0,0112 -0,9996 0,0297 -11,4647 0,0045
Q(L) 0,3127 0,1041 0,8763 0,0318 -3,0261 0,0498
Q Q) 0,0816 0,3534 0,3155 0,2157 1,2646 0,2434
P (L) 0,3619 0,0675 -2,5246 0,0040 41,7412 0,0002
P(Q) -0,1198 0,2205 0,3123 0,2188 -13,8234 0,0031
PML x Q 0,4835 0,0629 0,0042 0,9855 -9,6803 0,0088
PML x P 0,5795 0,0189 0,3681 0,2210 8,4858 0,0114
QxP 0,2425 0,0955 -0,5240 0,1295 7,9399 0,0130

PML= Proteinas miofibrilares liofilizada; Q= Quitosana; P= Plastificante; (L)= linear; (Q)= quadratico; PVA:
Permeabilidade ao vapor de &gua; RT: Resistencia a tra¢do; E: Elongacéo.

O efeito estimado indica o quanto cada fator influi nas respostas estudadas e quanto
maior for o seu valor, maior sera sua influéncia. Com excecdo do efeito das interacdes onde é
necessario fazer uma analise conjunta dos parametros que estdo interagindo, quando o efeito é
positivo indica que ao passar de um valor minimo a um méximo da variavel, a resposta
aumenta. Um efeito negativo indica o contrério, ou seja, ao passar de um valor minimo para o
valor maximo, a resposta diminui. Para o valor do coeficiente p, normalmente é escolhido
como intervalo de confianca, o valor de 95%. Sendo assim, pode-se afirmar que, para valores
de p inferiores 0,05, a varidvel é considerada estatisticamente significativa (RIBEIRO et al.,
2008).

Com relagdo a permeabilidade ao vapor de agua (PVA), observa-se na Tabela 5 que 0s
efeitos significativos foram proteinas miofibrilares (PML) linear, quadréatica, e a interacdo
proteinas miofibrilares e plastificante (PML x P), com efeito positivo, ou seja, um aumento
em qualquer um dos efeitos principais acarreta em um aumento no PVA. Analisando a
interacdo, um aumento na concentracdo de proteinas miofibrilares associada a uma
diminuicdo da concentracdo de plastificante também acarreta em aumento do PVA. Verifica-

se também que a concentracdo de proteina linear apresenta maior efeito sobre a
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permeabilidade ao vapor de agua, seguida pela concentracdo de proteina quadratica e a
interacdo proteina e plastificante.

De acordo com Di Pierro et al. (2006), quantidades crescentes de proteina aumenta a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, estando diretamente relacionada com o nimero
de grupos polares (grupos laterais dos aminoécidos polares) disponiveis nas cadeias proteicas
(-OH, —COOH e —NH2). Esse mesmo comportamento foi observado por Zavareze et al.
(2012), ao trabalha com filmes de proteinas miofibrilares de peixe e verificaram
proporcionalidade nesses parametros, onde o aumento da concentracdo de proteinas
proporcionou acréscimo de PVA.

Segundo Box; Wetz (1973) para uma regressdo ser significativa ndo apenas
estatisticamente, mas também ser Util para fins preditivos, o valor de F para regressdo deve ser
no minimo de quatro a cinco vezes maior que o valor de F tabelado. Analisando os dados de
PVA na Tabela 6, observa-se que 0 modelo se adequou a esse critério, pois o F calculado foi
69,09 vezes maior que o F tabelado e a falta de ajuste ndo foi significativa no mesmo nivel de
confianca. O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,95, indicando que o modelo explicou

95% da variacdo dos dados observados.

Tabela 6- Modelo reduzido para permeabilidade ao vapor de agua (PVA), resisténcia a tracdo
(RT) e elongacéo (E) em funcéo das variaveis independentes, teste F e R?.

F- valor
Respostas Modelo R?
Regressao F.A

1,804 + 1,016 (PML) + 0,318 (PML)? + 0,897  1328,094 8,076 0,95
PVA" (PML x P)

6,242 + 0,890 (PML) - 0,499 (PML)* + 0,438 449,436 2,177 0,94
RT  (Q)-1.262(P)

320,758 + 22,673 (PML) — 5,732 (PML)2 — 8619,739 3,695 0,99
E 1,513 (Q) + 20,870 (P) — 6,91 (P)? — 4,840 (PML
X Q) + 4,242 (PML x P) + 3,969 (Q x P)
Regressdo: Frag =19,22 (PVA); Frag = 19,25 (RT); Frag = 19,37 (E)
Falta de ajuste: Frag = 19,37 (PVA); Frag =19,39 (RT); Frag =19,32 (E)

Com relagdo a resisténcia a tracdo (RT), observa-se na Tabela 5 que os efeitos
significativos foram proteina miofibrilar (PML) linear e quadratico, quitosana (Q) linear e
plastificante (P) linear. Analisando esses resultados, verifica-se que a concentracdo de

plastificante linear, apresenta maior efeito sobre essa resposta tendo efeito negativo, ou seja,
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ao passar do nivel -1 para +1 ha uma diminuicdo na resisténcia a tracéo, tornando o biofilme
menos resistente. Esse comportamento justifica-se pelo fato da presenca do plastificante
diminuir a densidade das interacGes polimero-polimero, aumentando a mobilidade das cadeias
e tornando os filmes menos resistentes e mais deformaveis (CUQ et al., 1997).

Avaliando os dados de RT na Tabela 6, verifica-se que o0 modelo apresentou regressao
significativa ao nivel de 95% de confianga. A razdo entre Fcalculado/Ftabelado da regresséo é
23,34, satisfazendo o critério de Box Wetz (1973), portanto, o modelo também é dtil para fins
preditivos. O valor de R® para RT foi de 0,94, indicando que o modelo descreveu
adequadamente o comportamento do processo, explicando mais de 94% da variacdo dos
dados experimentais.

Para Elongacédo (E), a Tabela 5 mostra que todos os efeitos foram significativos com
excecao da quitosana quadratica. A concentracdo de proteina (PML) linear e a concentracéo
de plastificante (P) linear, apresentaram maiores efeitos sobre elongacdo, tendo efeito
positivo, 0 que indica que ambos ao passarem do -1 para +1 causam um aumento na
elongacdo, tornando o filme mais elastico. Analisando a interacdo proteina e quitosana (PML
X Q), observa-se que um aumento na concentracdo de proteina associada a uma diminuicao da
concentragdo de quitosana acarreta em maiores valores de elongagdo. O mesmo
comportamento é observado na interacdo proteina e plastificante (PML x P), ou seja, quanto a
proteina encontra-se no maior nivel e o plastificante no menor, observa-se elevacdo na
elongacdo. Na interacdo quitosana e plastificante (Q x P), obtém-se maiores resultados de
elongacdo quando a quitosana encontra-se no menor nivel e o plastificante no maior.

A concentracdo de plastificante tem influéncia direta na elongacdo devido a
capacidade do glicerol em reduzir as interacBGes entre as cadeias dos polimeros, diminuindo
assim a resisténcia do biofilme e aumentando sua flexibilidade (SOTHORNVIT; KROCHTA,
2000).

O coeficiente de determinagdo (R?) foi 0,99, indicando que o modelo explicou
99% da variacdo dos dados observados. O modelo apresentou regressao significativa com
95% de confianca (F calculado superior ao F tabelado) e falta de ajuste ndo significativo no
mesmo nivel de confianga (F calculado inferior ao F tabelado). Sendo assim o modelo

ajustado para resposta elongacao foi considerado preditivo.
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5.3. GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA
5.3.1. Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

Nas Figuras 3a, 3b e 3c sdo mostradas as superficies de resposta e curvas de niveis
geradas através do modelo proposto, considerando-se os pontos médios da concentracdo de
proteina miofibrilar liofilizada (PML), quitosana (Q) e plastificante (P). Estas superficies

confirmam a anélise dos efeitos realizados anteriormente e permitem visualizar a variagdo da

resposta.

0,45 08 1.3 18 214

FML

Figura 3a- Superficie de resposta e curvas de nivel para permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), relacionando concentragdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML %) e concentracéo
de quitosana (Q %) na obtencédo de biofilme composto.
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0,45 0.8 13 1.8 214
P

Figura 3b- Superficie de resposta e curvas de nivel para permeabilidade ao vapor de &gua
(PVA), relacionando concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML %) e plastificante
(P %) na obtencéo de biofilme composto.
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Figura 3c- Superficie de resposta e curvas de nivel para permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), relacionando concentracdo de quitosana (Q %) e plastificante (P %) na obtencgéo de
biofilme composto.

Na Figura 3a- é possivel observar um aumento da permeabilidade ao vapor de agua

com a elevacgdo da concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada, 0 mesmo comportamento
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também é apresentado na Figura 3b- podendo ser visualizado nas curvas de nivel,
confirmando o efeito positivo para esse fator.

Dentro do que foi obtido nesse experimento e levando em consideracdo que para a
resposta PVA 0 que se espera sao menores resultados, as melhores regides para essa resposta
foram: 0,45 a1,3% para proteinas miofibrilares liofilizada; 13,18 a 46,81% para quitosana e
23,18 a 56,81% para o plastificante combinados de forma adequada, o que implica dizer, que
os ensaios dentro dessa faixa apresentam os melhores valores de PVA. E possivel observar na

Tabela 4 que o melhor valor encontrado neste trabalho foi 0,782 x 10°g.m. m? s™. Pa™.

5.3.2. Resistencia a tragdo (RT)
As Figuras 4a, 4b e 4c mostram as superficies de resposta e curvas de nivel geradas,
através do modelo proposto, considerando-se pontos médios das concentracdes de proteina

miofibrilar liofilizada (PML), quitosana (Q) e plastificante (P).

20

13,18
0,45 0z 1.2 18

PML

womom

35

Figura 4a- Superficie de resposta e curvas de nivel para resistencia a tracdo (RT),
relacionando concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML %) e quitosana (Q %) na
obtencéo de biofilme composto.

2,14
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Figura 4b- Superficie de resposta e curvas de nivel para resistencia a tracdo (RT),
relacionando concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML %) e plastificante (P %)
na obtencdo de biofilme composto.

2318
13,18 20 30 40 46,81

Figura 4c- Superficie de resposta e curvas de nivel para resistencia a tracdo (RT),
relacionando concentracdo de quitosana (Q %) e plastificante (P %) na obtencdo de biofilme
composto

Através das Figuras 4a e 4c, que representa as curvas e superficies de
resposta do modelo, observa-se um aumento na resisténcia a tracdo com o aumento da
concentracdo de proteinas miofribrilares liofilizada e quitosana, ambas apresentando efeito

positivo sobre essa resposta. Comportamento contrario pode ser observado em relagdo a
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concentracédo de plastificante (Figura 4b), que apresenta efeito negativo, diminuindo o valor
da resisténcia a tracdo com 0 aumento da sua concentracao.

Pode-se observar nas Figuras 4a, 4b e 4c, que os melhores resultados para resisténcia a
tracdo, levando em consideracdo que para essa resposta espera-se resultados maiores,
encontraram-se dentro das seguintes faixas: 1,3 a 2,14% de proteinas miofibrilares liofilizada,
13,18 a 46,81 de quitosana e 23,18 a 50% de plastificante. O melhor valor encontrado para
resisténcia a tracdo nesse trabalho foi de 8,811 MPa (Tabela 4).

5.3.3. Elongagéo (E)

As Figuras 5.a, 5.b, e 5.c mostram as superficies de resposta e curvas de nivel
geradas através do modelo proposto levando em consideragdo 0s pontos médios das

concentracdes de proteina miofibrilar liofilizada (PML), quitosana (Q) e plastificante (P).
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Figura 5a- Superficie de resposta e curvas de nivel para elongacdo (E), relacionando

concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML %) e quitosana (Q %) na obtengéo de
biofilme composto.
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Figura 5b- Superficie de resposta e curvas de nivel para elongacdo (E), relacionando
concentracdo de proteina miofibrilar liofilizada (PML %) e plastificante (P %) na obtencédo de
biofilme composto
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Figura 5c- Superficie de resposta e curvas de nivel para elongacdo (E), relacionando
concentracédo quitosana (Q %) e plastificante (P %) na obtencéo de biofilme composto.

Analisando as Figuras 5a, 5b e 5c, verificou-se que os pardmetros que exercem maior

influéncia sobre a elongacéo, € a concentracdo de proteinas miofibrilares liofilizada e a

concentracdo de plastificante, reafirmando a analise dos efeitos. Levando em consideracdo
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que para essa resposta espera-se maiores resultados, verificou-se também que a regido onde se
encontra 0os melhores resultados para elongacdo, estdo entre: 1,3 a 2,14% de proteinas
miofibrilares liofilizada, 13,18 a 46,81% de quitosana e 23,18 a 50% de plastificante. E

possivel observar na Tabela 4 que o melhor valor encontrado para elongacéo foi de 358,88%.

5.4. SOBREPOSIC}AO DOS GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA E
ESCOLHA DO PONTO OTIMO

Inicialmente foram analisados os graficos de superficie de resposta separadamente

para avaliar as melhores regides, as respostas apresentaram regides Otimas distintas e a

sobreposicao dos graficos foi realizada para fazer uma avaliacdo conjunta. As sobreposices

encontram-se nas Figuras 6, 7 e 8, onde observa-se uma regiao branca, considerada 6tima para

0 estudo, por apresentar condi¢Bes intermediarias entre as respostas permeabilidade ao vapor

de agua (PVA), resisténcia a tracdo (RT) e elongacéo (E).

(46,81

13,18
0,45 0,8 13 1,8 2,14

PML
Figura 6 - Sobreposicdo das curvas de contorno, resisténcia a tracdo (colorido),
elongacdo (linha tracejada) e permeabilidade ao vapor de agua (linha continua) para proteina
miofibrilar liofilizada (PML) e quitosana (Q) na obtencao de biofilme composto.



47

56,81

50

2318
045 0,8 1,3 18 214 =078

PML

Figura 7 - Sobreposicdo das curvas de contorno, resisténcia a tracdo (colorido),
elongacdo (linha tracejada) e permeabilidade ao vapor de agua (linha continua) para proteina
miofibrilar liofilizada (PML) e plastificante (P) na obtencdo de biofilme composto.

56,81
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23.18
13.18 20 30 40 46.81

Q
Figura 8 - Sobreposicdo das curvas de contorno, resisténcia a tragdo (colorido),

elongacdo (linha continua) e permeabilidade ao vapor de agua (linha tracejada) para quitosana
(Q) e plastificante (P) na obtencéo de biofilme composto.
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Dentro da faixa de trabalho selecionada, que variou de 1,3 a 1,8% de proteinas
miofibrilares liofilizada (PML), 40 a 46,81% de quitosana (Q) e 35% a 40% de plastificante
(P) das Figuras 6, 7 e 8, optou-se em utilizar a seguinte condi¢cdo 6tima: PML: 1,3%, Q: 30%
e P: 40%, que corresponde aos ensaios nos pontos centrais 15, 16 e 17 da Tabela 4.

A condicdo 6tima selecionada, ndo foi a que apresentou 0 méximo valor obtido para
nenhuma das repostas, uma vez que, para um melhor resultado de permeabilidade ao vapor de
agua, as respostas resisténcia a tracdo e elongacao se encontravam com valores baixos. Desta

forma, optou-se por selecionar uma condicao intermediaria para todas as respostas.

Tabela 7 - Valores otimizados obtidos com metodologia de superficie de resposta e
verificagdo experimental.

Condicdes otimizadas

PML Q P Valor Valor Desvio
1,3% 30% 40% experimental predito relativo (%)

PVA 1,714 1,804 5,250

RT 6,575 6,242 5,064

E 322,280 320,758 0,472

PML: proteina miofibrilar liofilizada; Q: quitosana; P: plastificante; PVA: (x10™° g.m. m-2. s-1. Pa-1); RT
(MPa); E (%).

Como mostra a Tabela 7, os valores experimentais apresentaram-se bem préximos dos
valores preditos pelos modelos das respostas estudadas, com valores de erros médios bastante
reduzidos, ratificando que os modelos representaram de forma adequada as respostas no
processo de obtencdo de biofilme de peixe com adicdo de quitosana. Apesar do erro médio
das respostas PVA e RT apresentarem valores de 5,250 e 5,064 respectivamente, ainda estdo
dentro do aceitavel, pois Lomauro et al. (1985) consideram valores com erro relativo médio

abaixo de até 10% .

5.5. CARACTERIZAGAO REOLOGICA DAS SOLUCOES FILMOGENICAS

Na elaboracdo de filmes biodegradaveis pelo método casting, o biopolimero passa
por uma etapa de solubilizacdo com agua ou etanol e essa solugdo é depois seca em suportes
ou pode ser aplicada diretamente sobre produtos alimenticios como cobertura. Quando se usa
elevadas concentracdes do biopolimero, ocorre uma alta viscosidade na solugdo filmogénica
que dificulta a dissolugdo, manuseio e transporte. Em contraste, concentragdes
excessivamente baixas geram solu¢des muitos diluidas com viscosidade muito baixa, podendo
resultar em problemas associados com a incapacidade para formar peliculas ou revestimentos

gue podem aderir a um produto ou suporte especifico. Por isso, é importante o conhecimento
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das propriedades reoldgicas das solucbes formadoras do filme para o desenho das operacGes
de processo (PERESSINI et al., 2003; HAN; GENNADIOS, 2005).

Analisando a Figura 9 verificam-se dois comportamentos distintos, onde a solugédo
filmogénica somente de proteinas miofibrilares apresenta valores de viscosidade mais baixos
tendendo ao fluido do tipo Newtoniano por apresentar comportamento linear, ja que segundo
Horn (2012), esse tipo de fluido ndo altera sua viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento. Comportamento contrario pode ser observado para solucdo de proteina
adicionado de quitosana, onde observa-se nitidamente um aumento da viscosidade com a
adicdo do polissacarideo, indicando que a estrutura interna do fluido estd mais resistente ao
escoamento. Também pode ser visualizado que a viscosidade diminui com 0 aumento da taxa
de cisalhamento, caracterizando-se como um fluido ndo Newtoniano com particularidades de
pseudoplastico. Segundo Horn (2012), que também observou comportamento pseudoplasticos
em solucgdes filmogénicas de quitosana e amido de milho, este é o tipo de fluido que ocorre
com mais frequéncia em solugbes filmogénicas e caracteriza-se por uma diminui¢do na
viscosidade com o0 aumento na taxa de cisalhamento, o que estd de acordo com o observado

na presente pesquisa.
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Figura 9- Comportamento das curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento

Na Figura 10, o grafico relaciona tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento
(curvas de fluxo), onde também pode ser visualizado comportamento ndo Newtoniano para a
solugcdo de proteinas miofibrilares com quitosana, devido a ndo linearidade da reta. Na

solucdo somente de proteinas miofibrilares resulta em mudanga de comportamento tendendo
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para fluido do tipo Newtoniado, reafirmando a anélise da Figura 9. Para descrever a mudanca
nas viscosidades em funcgdo da taxa de cisalhamento foram utilizados modelos matematicos,
nessa pesquisa, ambas solucBes ajustaram-se ao modelo de Ostwald de Waele com bons
valores de correlacéo linear (R?) de 0,98 e 0,99 para solucdo de proteina e proteina adicionado

de quitosana respectivamente.
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Figura 10 — Comportamento das curvas tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento
(curva de fluxo)

Desta forma, as formulag6es das solugdes filmogénicas se apresentaram satisfatorias,
mostrando adequada fluidez para producgdo de filmes pelo método de “casting” em escala
laboratorial. Cuq et al. (1995), sugere a utilizacdo de solucdes filmogénicas com viscosidades
abaixo de 0,7 Pa e as viscosidades encontradas nas solucgdes estudadas se mostraram abaixo
deste valor limite.

Por outro lado, tratando-se de coberturas, segundo Farro (2008), estas necessitam de
uma solucéo filmogénica que além de fluir sobre a superficie na qual sdo depositadas, tenha
uma consisténcia que Ihes permitam se auto sustentar. Nesse aspecto, a solugéo filmogénica
de proteinas adicionada de quitosana € mais adequada, por possuir maior viscosidade, causada
por uma maior concentracdo de sélidos sollveis, uma vez que é utilizado mais de um

biopolimero nessa formulacéo (proteina e quitosana).
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5.6. CARACTERIZAC}AO DO BIOFILME COMPOSTO OTIMIZADO
Os resultados da caracterizacdo mecanica, fisica, de barreira e cor do biofilme controle

e do biofilme composto otimizado estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Caracterizacdo mecénica, fisica, de barreira e cor do biofilme controle e do

biofilme composto otimizado

L Resultados
Determinac0es CONTROLE ™ PO’
Espessura (mm) 0,056+0,001* 0,080+0,013*
Forca na ruptura (N) 7,139+0,460° 11,588+0,503"
Resisténcia a tracdo (MPa) 5,145+0,650° 6,575+0,816°
Elongag&o (%) 115,437+0,075 322,280+0,384"
PVA (g.m. m2. s-1. Pa-1) 6,56 x10*! +3,93 E*# 1,714 x10° +8, 312"
Solubilidade (%) 31,876+0,404° 10,704+0,696"
|ntumeSCimentO (magua/msé“dos secos) 12,519i0,681a 3,17610,02]})
Parametros de cor
L* 89,21+0,114° 89,511+0,518°
ax -2,695+0,036° -4,295+0,035°
b* 2,54+0,249° 8,006+0,700"
H 136,85+0,232° 119,65+0,629"
C* 3,705+0,211% 9,091+0,477"
AE 4,051+0,169 5,92+0,703

! Biofilme com 1,3% de PML e 40% de plastificante;  Biofilme composto otimizado com 1,3% de
PML, 30 % de quitosana e 40% de plastificante. Letras iguais em colunas diferentes ndo diferem entre
si pelo teste Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

5.6.1. Espessura

A espessura dos filmes influencia nas suas propriedades, logo o seu controle é
importante para avaliar a uniformidade dos materiais, a repetibilidade da medida de suas
propriedades, bem como a validade das comparacfes entre filmes. A partir da espessura é
possivel obter informacdes sobre a resisténcia mecanica e as propriedades de barreira ao
vapor de agua do material, uma vez que, a medida que se aumenta a espessura, mais
resistentes sdo os filmes e maior a sua permeabilidade ao vapor de 4gua (CUQ et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 1996).

Uma ampla faixa de valores de espessura para filmes biodegradaveis tem sido

reportado na literatura, Aradjo (2015) obteve espessura de 0,033 mm onde a considera baixa e
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correlaciona esse resultado com a pequena concentracdo de proteina que foi usada na
elaboracdo do filme (0,78%). Tal comportamento é compativel ao obtido nesse trabalho, que
com concentracdes de proteinas maiores (1,3%) obteve espessura de 0,056 mm e quando
adicionado de quitosana aumentou para 0,080 mm néo apresentando diferenca significativa a
p>0,05 (Tabela 8). Zavareze et al. (2012), obtiveram espessuras variando de 0,137 a 0,223
mm e também usou a mesma justificativa ao relatar que a espessura dos filmes aumentou com
0 aumento da concentracdo de proteina. Garcia; Sobral (2005) explica esse comportamento
quando diz que a espessura do filme é dependente da sua composi¢do e dos parametros de
processamento do filme, onde maiores concentracGes de proteinas utilizadas na formulacdo
induz o aumento de sélidos na matriz polimérica formada apds a secagem da solugédo
filmogénica e consequentemente produzindo filmes mais espessos.

Segundo Sobral (2000), nem sempre o efeito de possiveis variacdes das propriedades
dos filmes é consequéncia da variacdo da espessura, porém € fundamental considera-la. No
entanto, o controle desse parametro dos biofilmes é dificil, sobretudo nos processos de
producdo do tipo casting, onde os filmes séo secos em suportes que exige controle rigoroso da
forma do suporte e do nivel da mesa da estufa, para evitar diferencas de espessura provocadas
por desnivel (MONTERREY-QUINTERO, 1998; MALI, 2002).

5.6.2. Propriedades mecéanicas: for¢a na ruptura, resisténcia a tracéo e elongacéo.

O teste mais utilizado para medir as propriedades mecanicas de um filme € o teste de
tracdo, onde podem ser derivadas suas propriedades que sdo resisténcia a tracdo (MPa) e
elongacdo (%). A resisténcia a tracdo é a resisténcia oferecida pelo material no ponto da
ruptura e a elongacdo é a relagdo percentual entre o alongamento do corpo de prova no teste e
seu comprimento inicial (OLIVEIRA, 1996; SARANTOPOULOS et al., 2002).

O biofilme de proteinas miofibrilares de peixe adicionado de quitosana obteve
aumento tanto na resisténcia a tracdo, como na elongacdo quando comparado ao filme
somente de proteinas miofibrilares, ndo apresentando diferenga significativa para a resitencia
a tracdo (Tabela 8). Os maiores resultados de Zavareze et al. (2012) para resisténcia a tracédo
foi 5,76 MPa e para elongacdo 193,1 %, Araljo (2015) obteve resisténcia a tracdo de 4,915
MPa e elongacéo de 178,08 % enquanto no presente trabalho o biofilme otimizado apresentou
resisténcia a tracao de 6,575 MPa e elongacéo de 322,280% (Tabela 8). Outro parametro que
também exibiu melhor resultado, foi a forca necessaria para ruptura dos filmes que apresentou

aumento significativo de 7,139N no filme de proteinas miofibrilares para 11,588N no filme de
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proteinas miofibrilares adicionado de quitosana (Tabela 8). Monterrey-Quintero (2000) em
biofilmes com proteinas miofibrilares de Til&pia-do-Nilo obteve for¢a de 6,67N.

Resultados semelhantes foram relatados por Hosseini et al. (2013) em seu trabalho
com filme de gelatina de peixe com quitosana, onde também observou melhoras nas
caracteristicas mecéanicas do filme e ressaltou que a adi¢do do polissacarideo foi o responsavel
pelo aumento da flexibilidade do filme, sugerindo que a quitosana participa do
enfraguecimento ou da reducdo do numero de ligacdes de hidrogénio, atuando como
plastificante ou agindo de forma sinérgica com o mesmo.

Tais resultados sdo bastante satisfatérios, uma vez que uma boa propriedade de
barreira pode ser ineficiente se o filme ndo possuir boas propriedades mecanicas, pois 0s
biofilmes precisam ser resistentes a ruptura, fazendo com que o alimento ndo perca sua
integridade e o proteja no manuseio e transporte, e também devem possuir flexibilidade
suficiente para adaptar-se a eventuais deformagdes sem se romper (GONTARD et al., 1995,
DAVANCO, 2006).

5.6.3. Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua é uma importante propriedade para aplicacdo de
filmes como embalagens, pois por meio dela pode-se fazer a escolha de qual o tipo de produto
mais adequado a ser acondicionado (McHUGH et al., 1994).

Observou-se na presente pesquisa que a adi¢cdo de quitosana no biofilme de proteinas
miofibrilares de peixe ndo favoreceu os resultados de permeabilidade ao vapor de agua, pois
houve aumento significativo (p>0,05) do valor de PVA quando comparado com os filmes
somente de proteinas (Tabela 8). Aradjo (2015) que também trabalhou com proteinas
miofibrilares de peixe obteve PVA de 6,42x10™ g.m. m2. s*. Pa’ e Shiku et al. (2003),
obtiveram como maior valor de PVA 0,86 x 10" g.m. m? s. Pa®. No entanto, esse
comportamento pode ser justificado, uma vez que a quitosana apresenta alto grau de
hidrofilicidade.

Segundo Kim; Ustunol (2001), os polimeros hidrofilicos contém grupos polares que
permitem a formacdo de pontes de hidrogénio, favorecendo uma alta sorcdo de &gua,
provocando uma taxa maior de permeacdo. Essa propriedade da quitosana é atribuida aos
grupos desacetilados presentes em sua cadeia polimérica, que predominatemente Sdo grupos
amino caracterizados por ligacGes covalente (N-H), onde a eletronegatividade das ligagoes
gera sitios de alta polaridade, tornando favoravel o rearanjo das moléculas de agua em torno

desses sitios. Essa caracteristica estrutural, associada aos grupos acetamido, que também séo
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polares e estdo presentes na cadeia polimérica, caracterizam um material com alto grau de
afinidade e retengdo de agua (ASSIS; ALVEZ, 2002; SIGNINI; CAMPANA-FILHO, 2001).

5.6.4. Solubilidade e intumescimento

A solubilidade e o intumescimento sdo propriedades relevantes dos filmes
biodegradaveis, uma vez que para varias aplicagdes é necessario conhecer a resisténcia e o
comportamento do material junto a agua. A solubilidade informa sobre a quantidade de
material hidrossolivel presente nos filmes e o indice de intumescimento esta diretamente
relacionado com a solubilidade, sendo um pardmetro importante para o conhecimento das
caracteristicas gerais de um material (LEE et al., 2004).

Apbs as 24 horas imersos em agua e sob agitacdo o biofilme de proteina adicionado
de quitosana exibiu melhoras significativas (p>0,05) no resultado de solubilidade quando
comparado com o biofilme somente de proteinas miofibrilares, obtendo valores de 10,704%, e
31,876% respectivamente. Zavareze et al. (2012) e Cuq et al. (1995) também obtiveram
maiores valores de solubilidade entre 26,5% a 28,0% e 33% a 47% trabalhando com filmes
somente de proteinas miofibrilares. Hosseini et al. (2013) igualmente observou relevante
aumento na resisténcia a agua dos filmes de gelatina de peixe com quitosana e assegura que
tais resultados podem provir de interacfes entre ambos os biopolimeros causadas por forcas
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e etc. Essa reducdo da solubilidade com a adi¢do de
quitosana também ja foi relatada na literatura por outros autores, Pereda et al. (2011) por
exemplo, observou uma reducdo de cerca de 75% na solubilidade de filme de gelatina de
couro bovino adicionado de quitosana.

Quanto ao intumescimento, Lee et al. (2004) e Horn (2012), relatam que as peliculas
biopoliméricas incham quando absorvem agua e em seguida sofrem alteracdes estruturais que
afetam a estrutura interna, podendo influenciar na permeacdo, por isso, a analise de
intumescimento faz-se necessaria para se ter uma aplicacdo eficiente do biofilme. Os
resultados obtidos sugerem que apds 6 h de imersdo em &gua o biofilme com quitosana ainda
manteve parcialmente sua integridade, obtendo valor de intumescimento de 3,176
Magua/Msslidos secoss COMportamento contrario ao observado para o biofilme somente de
proteinas miofibrilares que obteve resultado significativamente maior 12,519 mggua/Msglidos
secos, Indicando que a adicdo de quitosana proporcionou maior estabilidade a dgua aos filmes.
Oliveira (2013) ao estudar biofilmes de gelatina e quitosana também verificou que a mistura
conferiu maior estabilidade do indice de intumescimento, mesmo comportamento observado

por Kim et al. (2005) que afirma em sua pesquisa que filmes da mistura gelatina e quitosana
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sd80 mais estaveis que os obtidos por biopolimeros puros, indicando que biofilmes obtidos a

partir de misturas podem apresentar melhores caracteristicas para aplicagoes.

5.6.5. Transmissdo de luz e transparéncia

Os resultados das anélises transmissdo de luz e transparéncia no biofilme otimizado
séo apresentados na Tabela 9.
Tabela 9: Transmissdo de luz e transparéncia do biofilme composto otimizado.

Transmisséo de Luz (%o) - o
ransparéncia

200" 280 350 400 500 600 800

Controle? 63,13 0,3 75,2° 82,4° 86,1° 86,533 87,6° 1,12+ 0,005°

PQ? 0° 0,167* 11,300° 14,033 17,167 17,367° 20,467° 9,504 +0,0785"

Valores em negrito representam comprimento de onda (nm); * Biofilme controle com 1,3% de PML e
40% de plastificante; Biofilme composto otimizado com 1,3% de PML, 30 % de quitosana e 40% de
plastificante. Letras iguais na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
significancia (p < 0,05).

Propriedades oOticas sdo essenciais para definir a capacidade de filmes e
revestimentos para ser aplicado sobre uma superficie de alimento, uma vez que estas afetem a
aparéncia do produto revestido (PEREDA et al., 2012).

A transmissdo de luz ou transmitancia (%) de um filme €é definida como a
porcentagem total de luz incidente que é transmitida através do material. Um material
transparente € definido como aquele que apresenta transmitdncia acima de 90%
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

Com excegdo do comprimento de onda 200 nm, todos os valores de transmitancia
para o biofilme de proteina adicionado de quitosana foram significativamente menores que 0s
obtidos para o biofilme somente de proteinas miofibrilares (Tabela 9), indicando que o
biofilme adicionado de quitosana ndo apresentou-se transparente, uma vez que exibiu valor de
transmitancia bem menor que 90%. No entanto, tais resultados indicam que o filme possui
excelentes propriedades de barreira a luz UV, que causa a deterioragdo oxidativa de alimentos
embalados, levando a perdas de nutrientes, descoloragdo e off flavors (MARTINS et al.,
2012).

Para transparéncia, os valores reportados na literatura para biofilmes somente de
proteinas miofibrilares geralmente sdo baixos e ficam em torno de 1,97 a 3,47, caracterizando
filmes transparentes (SHIKU et al., 2004; ARAUJO 2014). Comportamento contrario ao



56

observado nessa pesquisa que obteve valor de transparéncia para o filme de proteina
adicionado de quitosana de 9,504 caracterizando um biofilme com tendéncia ao opaco e
diferindo significativamente do biofilme somente de proteinas miofibrilares que obteve valor
de 1,121 (Figura 11). Pelissari (2009) observou comportamento similar ao desse estudo ao
caracterizar filmes de amido de mandioca, quitosana e glicerol, e obteve filmes mais opacos
em altas concentracBes de quitosana, sugerindo que a presenca desse biopolimero possa
originar filmes mais opacos e escuros, possivelmente devido a sua coloracdo amarelada
caracteristica, porém, filmes opacos também sdo importantes para o acondicionamento de
alimentos, como os produtos sensiveis a reacfes de deterioracdo catalisadas pela luz, onde a
protecdo contra incidéncia de luz se faz necesséria (RIGO, 2006).

Figura 11: A: Biofilme de proteinas miofibrilares com 1,3% PML e 40% P; B: Biofilme de
proteinas miofibrilares adicionado de quitosana com 1,3% de PML, 30% Q e 40% P.

5.6.6. Cor

A cor é um dos principais atributos de qualidade que afeta a percepcdo do
consumidor (HUTCHINGS, 2005). Segundo Vicentini (2003) a cor pode ser considerada um
importante pardmetro de caracterizacdo dos biofilmes, pois estad associada com a matéria-
prima utilizada na elaboragdo dos mesmos, sendo normalmente avaliada o pardmetros L*
variando de O (preto) a 100 (branco), a* do verde (-) ao vermelho (+) e b* do azul (- ) ao
amarelo (+), h* angulo de tonalidade, C* valor de croma e a diferenga total de cor (AE).

Na Tabela 8 sdo apresentados os parametros de cor para os biofilmes, mostrando alto
valor de luminosidade (89, 511) ndo apresentando diferenca significativa entre o controle e o

otimizado e préximos aos encontrados por Limpan et al. (2010) de 89,89 a 90,61,
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demonstrando boa aparéncia, pois quanto mais préximo de 100 mais clara é a superficie.
Tanto os valores de ax, quantos os de b* encontrados neste trabalho foram maiores que os
relatados por Arfat et al. (2014) que variou de -1,15 a 2,28 e 1,27 a 7,36 respectivamente.
Apenas o0 parametro b* apresentou diferenca significativa com maior valor para o filme
otimizado indicando que o biofilme tem uma tendéncia a coloragdo amarela, devido a cor
amarelada caracteristica da quitosana, que pode ser interessante se o filme for utilizado com o
objetivo de proteger alimentos sensiveis a reacdes de deterioracdo catalisadas pela luz
(UGALDE, 2014).

O angulo de tonalidade h* apresentou diferenca significativa entre o filme controle e
0 otimizado obtendo valores de 136,85 e 119,65 respectivamente, indicando uma coloragéo
mais intensa para o filme adicionado de quitosana.

De acordo com Granato e Masson (2010), quanto maior os valores de croma, maior é
a intensidade da cor das amostras. Foi observado que o valor de C+foi de 3,705 e 9,091 para
controle e otimizado, apresentando diferenca significativa, indicando que o filme otimizado
possui uma tendéncia mais intensa a colora¢do clara. Em relagio a diferenca total de cor (AE),
pode-se afirmar que o biofilme com quitosana apresentou um resultado satisfatério de 5,92,
ndo diferindo significativamente do controle e proximo ao encontrado por Arfat et al. (2014)
de 7,67.

5.6.7. Andlises térmicas
Termogravimetria (TG) e Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As técnicas de analise térmica, como a termogravimetria (TG) e a calorimetria
diferencial de varredura (DSC) sdo muito Uteis no fornecimento de informacfes da
estabilidade térmica de biofilmes a base de proteinas, como gllten, soja, gelatina e proteinas
miofbrilares de peixe (GONTARD; RING, 1996; CHERIAN et al., 1995; OGALE et al.,
2000; SOBRAL, 2000).

A termogravimetria (TG) é uma técnica muito utilizada na caracterizagdo do perfil de
degradacdo de polimeros e baseia-se no estudo do ganho ou perda de massa que ocorre na
amostra pela variagdo da temperatura (ou do tempo a temperatura constante) (LUCAS et al.,
2001). E a calorimetria diferencial de varredura (DSC) € usada extensivamente para
caracterizagdo de materiais, monitorando o controle de qualidade dos produtos (LIU et al.,
1991).

Na andlise termogravimétrica o biofilme controle e o otimizado exibiram duas

principais fases de perda de peso (Figura 12 A). A primeira etapa observada em cerca de 30 a
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100 °C foi possivelmente relacionado com a perda de &gua adsorvida e &gua ligada nas
moléculas. Segundo Liu et al. (2009), a porcentagem de perda de massa nesta fase depende do
teor de umidade presente na amostra. Na segundo fase que inicia em 259,60 e finaliza em
375,22 -C para o filme controle e 234,13 a 407,70 °C para o filme otimizado, esta relacionada
a degradacdo do biofilme. Desta forma, a analise termogravimétrica revelou que a degradacéo
do filme a base de proteinas miofibrilares de peixe adicionado de quitosana apresentou uma
melhor estabilidade térmica quando comparado ao filme s6 de proteinas miofibrilares,
apresentando 69,651% e 74,627% de perda de massa respectivamente. Na pesquisa realizada
por Nuthong et al. (2009), o principal estagio de perda de massa referente a degradacdo teve
inicio em aproximadamente a 170 °C e a maior taxa obtida foi em 319,6°C, para filmes de
proteina de plasma suino, indicando que o biofilme em estudo apresentou maior estabilidade

térmica, uma vez que obteve maiores temperaturas de degradacao.
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Figura 12 — A: Curvas de TG e B: curvas de DSC para o controle (linha vermelha) com 1,3%
de PML e 40% de plastificante e para o biofilme composto otimizado (linha preta) com 1,3% de
PML, 30 % de quitosana e 40% de plastificante.

Nas curvas de DSC (Figura 12 B) o aquecimento resulta no surgimento de eventos
endotérmicos, os de menor intensidade, também sdo relacionados a desidratacéo e os de maior
intensidade referente a decomposic¢do dos filmes que variou entre 168, 07 & 224,19 e 244,80 a
278,20 °C para o filme controle e o otimizado respectivamente, demostrando que o biofilme
apresenta boa resisténcia a altas temperaturas e que a adicdo de quitosana ocasionou uma
maior estabilidade térmica ao biofilme, reafirmando os resultados da TG. Segundo Nuthong et

al. (2009), os picos observados a partir de termograma de DSC, normalmente reflete a
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perturbacdo da fase ordenada das moléculas na matriz do filme, que durante o aquecimento
acarreta numa gradual destruicdo da sua estrutura, confirmando os resultados obtidos nesse
estudo.

Desta maneira, o conhecimento da temperatura inicial de decomposicéo térmica dos
biofilmes sdo importantes, uma vez que indicam o limite maximo de temperatura no processo
de obtencdo do biofilme, bem como, em quais condigdes de temperatura eles podem ser

aplicados sem comprometer sua funcionalidade.

5.6.8. Caracterizacdo microscépica da superficie e seccdo transversal
As micrografias da superficie e da secdo transversal do filme otimizado estdo

representados na Figura 10 e 11 respectivamente.

Date 225 ay 2015 MICROANALISES-UFPA | | Mag= 5.00KX EWT=1000K/ WD= 15mm Jbm Date 25 May 2016 MICROANALISES-UFPA

Date 25 May 2016 MICROANALISESUFPA | | Mag= 250X  EMT=10.00KV WD= 15mm 20HM

Mage 80X EMT=1000K/ WD= {5mm 1004m

Figura 13: Microfotografias da superficie do biofilme: A: 50X, B: 250X e C:5000X
respectivamente.

w

5 May 2016 MIGROANALISES-UFPA

Mag= 500KX EHT=1000KV WD= 15mm 20T Date :25 May 2016 MICRORNALISES-LIFPA

= = = oo = = =
Magz 50X EWT=1000W WD= 15mm 100ym Data 25Mey 2016 WICROMNALISESLFPA | | Mag= 260X EHT=1000KY WD= 15mm 306m

Figura 14: Microfotografias do corte transversal do biofilme D: 50X, E: 250X e F:5000X

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma ferramenta importante para
entender as propriedades dos biofilmes, pois permite a obtencdo de informacges estruturais
das amostras como a homogeneidade ou a presenca de rupturas e falhas que podem afetar as
propriedades mecénicas e de barreira do biofilme (ALMEIDA et al., 2013).
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A andlise da superficie (Figura 10) e do corte na transversal (Figura 11) do biofilme
mostra uma matriz coesa, porém irregular, apresentando rugosidades e pequenas rachaduras
(C). No entanto, a estrutura do filme apresenta-se de forma densa e compacta, indicando uma
estrutura forte e resistente, o que condiz com as propriedades mecanicas do filme que
apresentaram bons resultados. Esse carater compacto exibido na superficie do filme também
pode ser responsavel pelos baixos valores de solubilidade obtidos no trabalho, pois, com
resultados similares ao dessa pesquisa, Gontard (1992) também observou que os filmes com
microestrutura mais densa e compacta apresentavam menores valores de solubilidade e maior
forca na ruptura.

Mesmo a matriz do biofilme ndo se mostrando muito homogénea e apresentando
rugosidade (C, F), ndo se caracteriza uma separacdo de fases. Segundo Mali et al. (2002)
guando um filme possui uma boa homogeneidade da matriz, € um bom indicador da
integridade de sua estrutura, bem como de suas propriedades mecénicas. Ainda sobre a
integridade do filme, Souza; Sobral; Menegalli, (2004), diz que a presenca de fendas e/ou de
irregularidades nas estruturas dos biofilmes pode comprometer essa integridade e estrutura do
biofilme, provocando modificaces nas suas propriedades funcionais, no entanto, apesar da
superficie rugosa e de algumas rachaduras encontradas no filme em estudo, 0 mesmo

apresentou excelentes caracteristicas fisicas e mecanicas.
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6. CONCLUSAO

As proteinas miofibrilares extraidas das aparas da dourada apresentaram teor proteico
de 94,42% e mostraram-se excelentes matérias-primas para a elaboracdo de biofilmes com
adicdo de quitosana.

O filme com 1,3% de proteina, 30% de quitosana e 40% de plastificante foi
selecionado por apresentar condigdes intermediarias nas respostas: resisténcia a tragéo,
elongacdo e permeabilidade ao vapor de agua.

A adicdo de quitosana aumentou a viscosidade quando comparado com solucdo
filmogénica somente de proteinas miofibrilares, deixando a estrutura interna do fluido mais
resistente ao escoamento e caracterizando-se como fluido ndo Newtoniano com
particularidades de pseudoplastico, apresentando adequada fluidez para producéo de filmes
pelo método de “casting” e para ser aplicado como cobertura.

O biofilme apresentou elevados valores de resisténcia a tragdo elongacdo e baixa
solubilidade e intumescimento.

A transparéncia indica um filme com tendéncia ao opaco, com excelente propriedade
de barreira UV podendo ser utilizado em alimentos sensiveis a luz.

O biofilme também apresentou boa estabilidade térmica e a microestrutura revelou
estrutura pouco homogeénea, porém coesa e densa.

Os resultados indicam que houve a formagdo de biofilme com propriedades
melhoradas quando comprado com o biofilme controle, podendo ser utilizado como material

de embalagem de alimentos.
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