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RESUMO

O desenvolvimento de filmes e coberturas € um processo de transformacéo que utiliza
polimeros capazes de formar uma matriz continua. As proteinas de pescado
apresentam propriedades que sdo vantajosas no preparo de biofilmes, como
habilidade para formar redes, plasticidade e elasticidade, apresentando boa barreira
ao oxigénio, mas sua barreira ao vapor de agua € baixa devido a sua natureza
hidrofilica. Estas propriedades podem ser melhoradas aplicando nanotecnologia,
incluindo materiais como as nanoargilas. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver filmes nanocompdsitos a partir de biopolimeros protéicos provenientes de
isolados protéicos de corvina (Micropogonias furnieri) e argilas organofilicas. O isolado
protéico de corvina (IPC) foi obtido utilizando processo de variacdo de pH para
solubilizar e isolar proteina. Os filmes poliméricos foram desenvolvidos pela técnica de
“casting”. Para o desenvolvimento de filmes nanocompdsitos de isolado protéico de
corvina (IPC) e montmorilonita foi executado um planejamento experimental de 3
niveis e 3 fatores com 3 réplicas no ponto central. Os resultados foram submetidos a
metodologia de superficie de resposta (MSR) para estudar os efeitos simultdneos das
variaveis independentes, concentracdo de IPC (IPC = 2; 3,5 e 5 g/100 g de solucéo
filmogénica); concentragcdo de montmorilonita (MMT = 0,3; 0,5 e 0,7 g/100 g de
solucao filmogénica); e plastificante glicerol (G = 25, 30 e 35 g/100 g de IPC em base
seca) sobre as respostas resisténcia a tracao (MPa), elongacédo (%), forca na ruptura
(N), permeabilidade ao vapor de agua (g mm m? d* KPa™) e solubilidade (%). O
isolado protéico obtido de carne mecanicamente separada de corvina apresentou
97,87% de proteina (em base seca), boa capacidade de retencdo de agua e
solubilidade. Os valores de resisténcia a tracao variaram entre 7,2 e 10,7 MPa e 0s
valores de elongacéo de 39,6 a 45,8%. Os valores encontrados para PVA no presente
trabalho encontram-se entre 3,2 e 5,5 g mm m2 d*KPal. Os filmes nanocompa@sitos
produzidos a partir de IPC e MMT foram promissores, do ponto de vista das
propriedades mecanicas, aparéncia visual e facil manuseio, bem como baixa
permeabilidade ao vapor de agua e a baixa solubilidade. Com relag&o as propriedades
mecanicas, a concentragdo de IPC e MMT foi o principal fator que influenciou no
desenvolvimento dos filmes nanocompdsitos. O planejamento experimental utilizado
determinou que 3,5 g de IPC; 0,5 g de MMT e 30 (g/100g de IPC) de glicerol seriam os
parametros ideais para desenvolvimento de filmes nanocompdsitos utilizando a técnica
de “casting”. As coberturas de isolado protéico de corvina (IPC) e as coberturas de IPC
e MMT foram aplicadas em mam&o minimamente processado para avaliar sua vida-
atil. O revestimento com cobertura de isolado protéico de corvina e montmorilonita
aplicado em maméao minimamente processado apresentou menor perda de massa
5,26%, menor crescimento microbiano e menor diminuicdo de firmeza, luminosidade e
pH conseqiientemente apresentou os melhores resultados na cobertura de maméo
minimamente processado, quando comparados com a amostra controle sem
cobertura.

Palavras-chave: lIsolado protéico, pescado, nanoargilas, nanocompdésitos, filmes,
avaliacao.
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ABSTRACT

The development of films and coatings is a transformation process that uses polymers
capable to form a solid matrix. The fish proteins have properties that are advantageous
in the preparation of biofilms, such as the ability to form networks, plasticity and
elasticity, with a good oxygen barrier, but the barrier to water vapor is low due to its
hydrophilic nature. These properties can be improved by applying nanotechnology,
including materials such as nanoclays. The objective of this study was to development
nanocomposite films from protein isolate of Whitemouth croaker (Micropogonias
furnieri) and organoclays. The Whitemouth Croaker protein isolate (CPI) was obtained
from mechanically separated meat using the pH shifting process to solubilize and
isolate the protein. The polymer films were development by the technique of casting.
CPI films was performed an experimental design of three levels and three factors with
three replicates at the central point. The results were subjected to response surface
methodology (RSM) to study the simultaneous effects of independent variables: CPI
concentration (CPI = 2.0, 3.5 and 5.0 g/100 g film-forming solution), montmorillonite
concentration (MMT = 0.3, 0.5 and 0.7 g/100 g film-forming solution) and plasticizer
glycerol (G = 25, 30 and 35 g/100 g CPI on a dry basis) and the responses: tensile
strength (MPa) , elongation (%), breaking strength (N), water vapor permeability (g mm
m? d* kPa') and solubility (%). The protein isolate obtained from mechanically
recovered meat of croaker had 97.87% protein (dry basis), good water holding capacity
and solubility. The values of tensile strength ranged between 7.2 and 10.7 MPa and
elongation values of 39.6 to 45.8%. The values found for WVP in this study are
between 3.2 and 5.5 g mm m? d* kPa™. The nanocomposite films of CPI and MMT
were promising from the stand point of mechanical properties, the visual appearance
and easy handling, as well as low water vapor permeability and low solubility. In
respect to mechanical properties, the concentration of CPI and MMT was the main
factor that influenced the development of nanocomposite films. The experimental
design used determined that CPI 3.5 g, 0.5 g of MMT and glycerol 30 (g/100 g CPI)
would be the ideal parameters for development of nanocomposite films using the
technique of casting. The CPI coating with and without MMT were applied in minimally
processed papaya as covering to evaluate their shelf-life. The coating of Whitemouth
Croaker protein isolate and montmorillonite used in minimally processed papaya
showed lower mass loss, growth and microbial reduction of firmness, pH and therefore
light showed the best results in coverage of papaya minimally processed, when
compared with control samples without covering.

Keywords: Protein isolate, fish, nanoclays, nanocomposite, films, evaluation.
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A redacéo do presente trabalho foi dividida em capitulos, detalhados a seguir:

CAPITULO 1. INTRODUCAO E OBJETIVOS. Neste capitulo faz-se uma introducéo
do trabalho de pesquisa, e 0s objetivos alcancados.

CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. Neste capitulo apresenta-se uma
descricdo da matéria-prima, das caracteristicas do isolado protéico de pescado, da

montmorilonita e algumas generalidades sobre a obtencao de biofilmes.

CAPITULO 3. PREPARO E CARACTERIZACAO DE ISOLADO PROTEICO DE
CORVINA (Micropogonias furnieri). Este capitulo trata da obtencdo e caracterizacéo
do isolado protéico de corvina (IPC) obtido da carne mecanicamente separada de
corvina através do processo de variagdo de pH para solubilizar e isolar proteina. As
caracteristicas do isolado protéico de corvina foram avaliadas através das analises de
composi¢ado proximal e propriedades funcionais de capacidade de retencédo de agua e

solubilidade.

CAPITULO 4. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAQAO DOS FILMES
NANOCOMPOSITOS DE ISOLADO PROTEICO DE CORVINA (Micropogonias
furnieri) E ARGILA ORGANOFILICA. Neste capitulo trata do desenvolvimento dos
filmes de IPC e discutem-se os resultados obtidos nos filmes obtidos por um
planejamento experimental de 3 niveis e 3 fatores com 3 réplicas no ponto central,
sugerido por Box e Behnken (1960). As variaveis independentes, concentracdo de
IPC, concentracdo de montmorilonita (MMT), e plastificante glicerol. A influéncia
destas variaveis foi avaliada, em funcdo das propriedades mecanicas (resisténcia a
tracdo, elongacdo, modulo de elasticidade, forca na ruptura e deformacao na ruptura),
da solubilidade em agua do filme, propriedades Opticas (transparéncia), de barreira
(permeabilidade ao vapor de &agua), microscopia eletrbnica de varredura, analises

estruturais em espectroscopia de infravermelho (FTIR) e difracdo de raios-X.

CAPITULO 5. APLICACAO DE REVESTIMENTO DE ISOLADO PROTEICO DE
CORVINA (Micropogonias furnieri) E MONTMORILONITA. Neste capitulo trata da
aplicacdo dos revestimentos nanocompositos de isolado protéico de corvina e glicerol
e revestimentos nanocompasitos de isolado protéico de corvina e montmorilonita como
cobertura em mam&o minimamente processado e avaliar a vida-util do maméao através

de andlises fisico-quimicas, firmeza, cor e microbioldgica.
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1.1 INTRODUCAO

Os biofilmes séo filmes plasticos biodegradaveis obtidos a partir de materiais
biol6égicos, que agem como barreira a elementos externos, e podem proteger 0s
produtos embalados de danos fisicos e biologicos, assim como impedirem a
volatilizacdo de compostos e a perda de umidade, aumentando a vida util do produto.
Nos ultimos anos tem sido verificado o grande interesse pelo desenvolvimento de
biofilmes comestiveis ou degradaveis biologicamente, devido as preocupacdes
ambientais sobre o descarte dos materiais ndo renovaveis das embalagens para
alimentos e as oportunidades para criar novos mercados para as matérias-primas
formadoras de filme (PAIVA et al., 2006; RHIM e NG, 2007; BAE et al., 2009).

7

A elaboragdo de biofilmes € um processo de transformacdo que utiliza
biopolimeros (BP) capazes de formar uma matriz continua (GONTARD e GUILBERT,
1996). As caracteristicas desta matriz dependerdo das propriedades fisico-quimicas e
estruturais das macromoléculas formadoras de filme, dentre as quais se destacam as
proteinas e amidos. As combinacfes destes biopolimeros adicionados de agentes
plastificantes e lipidios tém sido muito empregadas na area de desenvolvimento de

biomateriais.

As proteinas de pescado apresentam propriedades que sdo vantajosas no
preparo de biofilmes, como habilidade para formar redes, plasticidade e elasticidade,
apresentando boa barreira ao oxigénio, mas sua barreira ao vapor de agua nao é
eficiente devido a sua natureza hidrofilica. Estas propriedades podem ser melhoradas
aplicando nanotecnologia, incluindo materiais como as nanoargilas, argilas
organofilicas. Assim, estas particulas de tamanho nanométrico, dispersas na matriz
polimérica poderiam melhorar as propriedades mecénicas, de barreira a gases e a
umidade, térmicas, Opticas (transparéncia), quando comparadas com compostos

poliméricos convencionais (PAIVA et al., 2006).

Os biopolimeros naturais apresentam vantagens sobre 0s polimeros sintéticos,
pois estes sdo biodegradaveis e renovaveis. Entretanto, as propriedades relativamente
baixas da barreira mecanica e de vapor da 4gua desses filmes sdo as principais
limitacbes para seu uso industrial. Os esfor¢os de pesquisa foram centrados sobre a
modificagdo das propriedades baseadas em filmes naturais de biopolimeros para
melhorar suas propriedades de barreira mecéanica e de vapor de agua (RHIM e
WELLER, 2000; RHIM, 2004).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver filmes nanocompoésitos a partir de isolado protéico de corvina

(Micropogonias furnieri) e argila organdfilica.

1.2.2 Objetivos especificos

» Obter isolado protéico utilizando como matéria-prima a corvina, um pescado de

baixo valor comercial;
» Avaliar as caracteristicas do isolado protéico processado a partir da corvina;

» Desenvolver e caracterizar os filmes de isolado protéico de corvina (IPC) e argila
organofilica, relacionando os parametros independentes como concentracdo de
isolado protéico de corvina, concentracdo de plastificante e concentracéo da
argila montmorilonita (MMT) com as propriedades mecénicas (resisténcia a
tracdo, elongacdo, modulo de elasticidade, for¢ca na ruptura e deformagédo na
ruptura), permeabilidade ao vapor de &agua, transparéncia e solubilidade

através do uso de um planejamento experimental;

» Caracterizar os filmes nanocompodsitos de isolado protéico de corvina e
montmorilonita pela técnica de difracdo de Raios-X, microscopia eletrdnica de

varredura e espectroscopia no infravermelho;

» Aplicar os filmes nanocompoésitos de isolado protéico de corvina e

montmarilonita como revestimento em mamao minimamente processado.

O desenvolvimento e caracterizacdo dos filmes de isolado protéico de corvina
foram realizados no Laboratdrio de Tecnhologia de Alimentos (LTA) e na Unidade de
Processamento de Pescado (UPP) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
como em outros laboratérios da FURG localizados no Campus Cidade e no Campus
Carreiros. As andlises de difracdo de Raios-X, microscopia eletrénica de varredura,
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo faz uma descricado geral da matéria-prima, do isolado protéico de
pescado, montmorilonita, técnicas de elaboragéo de filmes de diferentes compostos e
caracterizacdo dos filmes.

2.1 PESCADO

O pescado €, desde a antiguidade, uma importante fonte de alimentos e a
pesca uma atividade econdmica promotora de beneficios sociais para as populagdes
humanas em todo o mundo. Possui também todos os aminoécidos essenciais ao
crescimento e a manuteng&do do organismo humano, aliado a presenca de elementos

minerais necessarios as inumeras fungdes organicas do organismo (FARIAS, 2006).

O pescado é conhecido por ser uma fonte de proteina rica em aminoacidos
essenciais (lisina, metionina, cistina, treonina e triptofano), micro e macro elementos
(célcio, fasforo, flaor, iodo), e gorduras que sao fontes valiosas de energia, vitaminas
lipossoluveis e acidos graxos insaturados que, entre outras vantagens, tem um efeito
hipocolesterolémico (FERNANDEZ e VENKATRAMMANN, 1993; USYDUS et al.,
2009).

Segundo Taskaya et al., (2009) a capacidade dos recursos naturais aquaticos
para fornecimento de produtos alimentares foi atingido, e futuras demandas
para estes alimentos terdo de ser preenchidas pela aquicultura e mais eficiente
utilizacdo do processamento de subprodutos. Espécies de pescado de baixo valor
comercial vém sendo amplamente estudadas com a finalidade de transformar essa
matéria-prima em produtos aceitaveis pela populagdo, conduzindo a um maior
consumo (CENTENARO, 2007).

2.1.1 Composicao do pescado

A composicdo quimica do pescado varia de espécie para espécie e de
individuo para individuo dependendo de fatores, tais como, sexo, idade, ambiente e
estacbes do ano. O conhecimento da composicdo do pescado tem importancia

fundamental na aplicacdo de diferentes processos tecnolégicos, influenciando no

6



CAPITULO 2

aspecto de qualidade da matéria-prima, bem como nos atributos sensoriais e na
estabilidade doa armazenamento do produto (YEANNES e ALMANDOS, 2003).

O musculo do pescado pode conter 60 a 85% de umidade, 20% de proteina
bruta, 1 a 2% de cinzas, 0,3 a 1% de carboidratos e 0,6 a 36% de lipideos (OGAWA e
MAIA, 1999). A carne de pescado se equivale em média a carne de mamiferos e aves,
em termos de proteinas, porém as de pescado apresentam digestibilidade de 90 a
100%, valores que sédo ligeiramente superiores que a da carne bovina e de frango
(CONTRERAS-GUZMAN, 1994).

Morfologicamente, o pescado € composto de musculo ordinario (branco) e
sanguineo (escuro). Bioguimicamente sabe-se que o0 musculo escuro tem maior
propor¢cdo de proteina sarcoplasmatica e de estroma que o musculo ordinario, que o
conteudo de glicogénio é mais alto em carnes sanguineas, e por isso, no rigor mortis o
pH atinge valores mais baixos (musculo escuro pH 5,6 a 6,0; musculo branco pH 6,0 a
6,4), que o musculo escuro é mais rico em lipideos, taurina (aminoacido sulfénico) e
ferro (OGAWA e MAIA, 1999).

2.1.2 Proteinas do pescado

As proteinas musculares do pescado apresentam a vantagem de possuirem
elevado valor biol6gico, decorrente de alta sensibilidade a hidrélise e composigédo
balanceada em aminoé&cidos, principalmente os limitantes em proteinas de origem

vegetal, como a metionina e a cisteina (NEVES et al., 2004).

A proteina muscular é constituida de proteina sarcoplasmatica, proteina
miofibrilar e proteinas do estroma-proteina do tecido conectivo. Estas trés fracdes de

proteinas podem ser diferenciadas pela sua solubilidade (BANDMAN, 1987).

Os principais componentes das proteinas estruturais séo: actomiosina,
tropomiosina, miosina e actina. Sendo a actina e a miosina as proteinas de maior
importancia principalmente pelas suas propriedades funcionais. A miosina é
responsavel por uma série dessas propriedades como: a gelificacdo, retencdo de agua
e de emulsificacdo (RAGHAVAN e KRISTINSSON, 2008).
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As proteinas miofibrilares, que representam 66 - 77% das proteinas totais tém
um papel fundamental na coagulacdo e formacdo de gel, quando se processa 0
musculo de pescado. Estas formam as miofibrilas, e conferem as células musculares
sua propriedade contréctil, influindo tecnologicamente nas qualidades culinarias e
comerciais das carnes, pois sdo responsaveis pela capacidade de retencdo de agua,
propriedades emulsificantes e também pela brandura da carne, contendo ainda
gquantidades importantes de aminoacidos essenciais, contribuindo assim em mais de
70% do suporte protéico devido ao consumo de carne. Musculos brancos de pescado
contém menos proteinas miofibrilares do que os vermelhos (SIKORSKI e SUN, 1994;
KUHN e SOARES, 2002).

As proteinas sacorplasmaticas constituem cerca de 35% das proteinas totais
do musculo, sdo soluveis em agua independente da for¢a idnica. Este aspecto permite
a solubilidade da proteina facilitando a interacdo dos seus sitios ativos nas proteinas

soluveis do que as proteinas insoluveis em agua (REN et al., 2008).

2.1.3 Corvina (Micropogonias furnieri)

A corvina (Micropogonias furnieri) € um dos peixes demersais e bentdnicos
sciaenideos com distribui¢cdo conhecida desde o Golfo do México, Antilhas até o Golfo
de San Matias, Argentina. No ciclo de vida de Micropogonias furnieri, os individuos
juvenis migram para areas estuarinas e os adultos alcancam a zona costeira adjacente
para reproduzir (VAZZOLER, 1991). Esta especie € chamada de demersais e
bentbnicos porque é encontrada em fundos lodosos e arenosos, mais comumente em
profundidades inferiores a 60 metros (MENEZES e FIGUEIREDO,1980; PORTO et
al., 2009). Possui grande tolerdncia as variacdes de salinidade, o que facilita a
alimentacdo e melhores condigbes para proteger-se de predadores (CASTELLO,
1986). E um pescado onivoro e prefere uma dieta baseada em pequenos crustaceos
como caranguejos e camardes (COSTA e ARAUJO, 2003).

A corvina é considerada um dos mais importantes recursos costeiros da
plataforma Sul do Brasil. Em 2008 o desembarque no estado de Rio Grande do Sul foi
de 6.680.582 kg, o custo de comercializacdo desta espécie € de R$ 0,75 por Kg
(IBAMA/CEPERG, 2009). De acordo com Elsdon e Gillanders (2002), a corvina pode

atingir até 70 cm de comprimento, porém é permitida a captura de exemplares com no
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minimo 25 cm (BRASIL, 2003). Sendo uma espécie muito comum na zona costeira do
sul do Brasil. No entanto, apesar da grande disponibilidade desta matéria-prima, esta
espécie atinge no mercado menores precos (principalmente as espécies adultas por
serem parasitadas) em relacdo a outras espécies regionais, principalmente as de

menor tamanho.

A composicao proximal da corvina varia em funcéo das estacfes do ano, estas
variacbes também podem ocorrer devido a fatores como sexo, tamanho, ciclo
reprodutor e alimentacdo (BADOLATO et al., 1994; CENTENARO, 2007). Bonacina e
Queiroz (2007), avaliando a composicdo quimica da corvina encontraram valores
médios de 78,50 % de umidade, 18,80% de proteina, cinzas 1,20% e lipideos 1,10%.

Na Figura 2.1 é apresentado um exemplar de corvina (Micropogonias furnieri).

Figura 2.1 Corvina (Micropogonias furnieri)

2.1.4 Isolado protéico de pescado

Isolamento de proteina € basicamente um processo de extragdo o qual visa
obter um produto livre de interferentes. Isolados e hidrolisados protéicos de pescado,
geralmente sdo obtidos por solubilizagdo quimica, acida ou alcalina, ou por via
enzimatica, respectivamente, a partir de residuos ou de pescado inteiro. Estes podem
ser utilizados como ingredientes funcionais em uma ampla e sempre crescente faixa

de aplicacdo em diversos alimentos e em outros produtos (MARTINS, 2009).

As proteinas do musculo de pescado podem ser isoladas por solubilizacdo em

pH extremos. A proteina pode ser precipitada no ponto isoelétrico, que rende uma
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suspensdo heterogénea, com um teor de proteina proximo a 200 g/L (BRENNER et
al., 2009).

Uma caracteristica importante dos processos por solubilizacdo acida ou
alcalina, é que quando o musculo protéico é submetido a valores extremos de pH, as
proteinas sdo parcialmente desdobradas. Este desdobramento parcial leva a
mudancas substanciais na parte estrutural e conformacional das proteinas, as quais
conduzem a diferentes propriedades quando séo recuperadas (KRISTINSSON e
HULTIN, 2003).

A producdo de proteina obtida durante o processo por mudanca de pH
(conhecido como pH shifting process) é determinada por trés fatores principais, a
solubilidade das proteinas em condi¢des extremas de pH, o tamanho do sedimento
insoluvel formado durante o processo de centrifugacéo e a solubilidade das proteinas
ao pH selecionado para a precipitacdo (NOLSOE e UNDELAND, 2009).

Uma primeira etapa consiste na homogeneizacéo dos tecidos do pescado, para
producao de isolado protéico, utiliza-se uma parte da carne triturada do pescado com
6 a 9 partes de agua (NOLSOE e UNDELAND, 2009). O principal fator nesta etapa € a
alta solubilidade das proteinas musculares e baixa viscosidade do homogeneizado
para recuperar o maximo de proteinas possivel, e a baixa viscosidade, é necessério
para separar as proteinas soluveis das insollveis e os lipidios por centrifugacao
(KRISTINSSON e INGADOTTIR, 2006).

Bechtel et al., (2005) investigaram as possibilidades de usar o0 processo
alcalino na producgéo de isolados protéicos sollveis e insolliveis a partir de visceras de
salmédo rosa e cabecas de salmdo vermelho. Apds liofilizar os isolados, o conteudo
protéico foi analisado, obtendo o seguinte resultado: fracdo insollvel das cabegas do
salmdo vermelho (50,7%), fracdo insolluvel das visceras do salméo rosa (69,4%),
fracdo solluvel do salm&o vermelho (90%) e fragdo solavel das visceras do salméo
rosa (87,2%).

Sathivel (2003) propds um procedimento para obtencéo de um isolado protéico
de pescado, através de um meétodo de extracdo quimica alcalina com precipitacao
isoelétrica. Neste processo foi utilizado aquecimento a 85 °C por 60 minutos e foi
verificado que as propriedades funcionais do isolado protéico foram semelhantes a da

proteina padréo albumina. Em um estudo realizado por Takeiti (2002) foi verificado a
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influéncia do tratamento térmico nas propriedades de isolados protéicos de soja,
indicaram que temperaturas acima de 60 °C sdo desaconselhaveis no processo, pois
hé desnaturacéo protéica.

Kristinsson (2003) utilizou um processo semelhante para obtencédo de isolado
protéico de pescado através de um processo alcalino, utilizando aumento de pH entre
10,5 e 11,5 para extracdo protéica e apos reducdo de pH até 4,5 para precipitacdo
isoelétrica das proteinas. O mesmo autor realizou um estudo para obtencéo de isolado
protéico de pescado utilizando um processo &cido, no qual a matéria-prima foi
submetida primeiro a reducdo de pH até 2 e apds aumento de pH até 4,5 no ponto

isoelétrico das proteinas.

Chen e Jaczynski (2007) aplicaram os métodos, &cido e alcalino, no
processamento de residuo de trutas (ossos, cabeca, pele, etc.) usando duas
centrifugagdes continuas. O contetudo protéico encontrado variou de 77,7 a 89%,

dependendo do pH utilizado para a solubilizagdo e precipitagéo.

Taskaya et al., (2009) relataram dois processos de solubilizacédo da proteina: a
acida ou a alcalina, onde envolve mudar o pH do tecido muscular a pH 2-3 ou pH 11,5
-12,5, que solubiliza proteinas musculares, e Park (2009), mostrou que o0 processo de
obtencdo de isolados consiste na homogeneiza¢éo do tecido do pescado a pH menor
que 3,0 e maior que 10 utilizando 1-2 N de NaOH e 1-2 N de HCI. Rawdkuen et al.,
(2009) ajustou os valores de pH utilizando Na,CO3; 2 N e HCI 2 N, para recuperacao
das proteinas do musculo de tilapia. Ja Brenner et al., (2009) solubilizaram proteinas
do musculo de bacalhau em pH alcalino, entre 10,5 e 12,0 utilizando NaOH 0,15 -
0,25 N.

Yongsawatdigul e Park (2004) realizaram experimentos de solubilizacdo &cida
e alcalina das proteinas de musculos de pescado, utilizando HCI e NaOH como
agentes acidificante e alcalinizante, respectivamente. Os maiores percentuais de
solubilidade (aproximadamente 60%) foram obtidos nos valores de pH 2 a 3 e nos
valores de pH 11 a 12, e valores minimos de solubilidade no pH 5. Similares
resultados, também com pescado, foram obtidos por Choi e Park (2002), que
encontraram valores de maxima solubilidade nos valores de pH 2 e 11 e minima

solubilidade no pH 5.

11



CAPITULO 2

Em um estudo preliminar de isolamento de proteina utilizando os processos,
acido e alcalino, com arenque inteiro e visceras, Rokaeus e Undeland (2007)
informaram que o conteudo de proteina total para o pescado inteiro variou entre 60 e
65%, e para as visceras foram encontrados valores inferiores. Para os isolados
protéicos, o processo acido resultou em valores de 59 e 54% quando utilizado intestino
do arenque inteiro. Para o processo alcalino, os valores correspondentes foram 58 e

55%, respectivamente.

2.2 PRODUGAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS

O desenvolvimento de tecnologia de biomateriais, aplicaveis aos varios setores
industriais, na area de embalagens, ganharam atencéo especial em relagdo a questao
da preservacdo do ambiente. Sabe-se que as embalagens plasticas garantem
protecdo aos diferentes produtos alimenticios; mas também sdo as maiores
responsaveis pela contaminagdo por acumulo no meio ambiente, uma vez que seu
processo de degradacdo € dificl ou demorado (GONTARD et al., 1992). As
alternativas encontradas para minimizar o efeito negativo dos residuos gerados pelas
embalagens deste tipo vao desde a reciclagem, até a substituicdo parcial ou total dos

materiais sintéticos por biomateriais (GARCIA et al., 2000).

Nas ultimas duas décadas, o descarte e 0 acumulo de embalagens nao
biodegradaveis ou com biodegradacdo muito lenta, como as embalagens plasticas,
tem causado problemas ambientais. Uma das solu¢des encontradas, particularmente
na area de embalagens de alimentos, é o desenvolvimento de filmes a partir de
biopolimeros que possam substituir 0os materiais sintéticos. Dentre os materiais
pesquisados, os biopolimeros naturais, como 0s polissacarideos e as proteinas, se
apresentam mais promissores, em razao de serem abundantes, renovaveis, de baixo

custo e capazes de formar uma matriz continua (RHIM e NG, 2007).

Os hiofilmes séo filmes plasticos biodegradaveis obtidos a partir de materiais
biol6gicos, que agem como barreira a elementos externos, e podem proteger 0s
produtos embalados de danos fisicos e biolégicos, assim como impedirem a
volatilizacdo de compostos e a perda de umidade, aumentando a vida-util do produto.
Nos ultimos anos tem sido verificado o grande interesse pelo desenvolvimento de

biofilmes comestiveis ou degradaveis biologicamente, devido as preocupacdes
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ambientais sobre o descarte dos materiais ndo renovaveis das embalagens para
alimentos e as oportunidades para criar novos mercados para as matérias-primas
formadoras de filme (PAIVA et al., 2006; RHIM e NG, 2007; BAE et al., 2009).

O desenvolvimento e a caracterizacdo de filmes biopoliméricos e/ou
biodegradaveis tém sido muito estudados devido ao seu potencial para uso como
embalagens, e também pela questdo da biodegradabilidade. Nos udltimos anos
observa-se um numero expressivo de publicacbes em filmes biopoliméricos e suas
caracterizacdes (DENAVI et al., 2009; FERREIRA et al., 2009; MARCUZZO et al.,
2010; ABUGOCH et al., 2011; PEREDA et al., 2011; MURILLO-MARTINEZ et al.,
2011; HENDRIX et al., 2012; MOHAN et al., 2012; BONILLA et al., 2012; AL-HASSAN
e NORZIAH, 2012).

Além da possibilidade de retornarem ao ciclo biol6gico depois do uso, os filmes
biopoliméricos podem ser desenvolvidos a fim de se obter propriedades que
satisfacam as aplicacdes requeridas, tais como barreira a transferéncia de massa
(vapor de agua e gases), transporte de aditivos alimentares (pigmentos, aromas,
flavorizantes) e liberacdo controlada de substancias ativas (antioxidantes e agentes
antimicoéticos) (PERESSINI et al., 2003).

2.2.1 Obtencéo de filmes biodegradaveis pelo método de “casting”

A técnica de casting para a obtencao de biofilmes, amplamente difundida,
consiste na desidratacdo de uma solucédo filmogénica (SF), aplicada de maneira
conveniente sobre um suporte. Definindo-se “conveniente” ao volume/massa aplicado
da solucéo filmogénica, com a finalidade de se obter uma espessura determinada e ao
tipo de material de suporte, de area conhecida, utilizado para facilitar a retirada do
filme apds a sua secagem (MONTERREY-QUINTERO, 1998; SAKANAKA, 2002;
VICENTINI, 2003; ARAUJO-FARRO, 2008).

2.2.1.1 Plastificantes

Os plastificantes sdo substancias com alto ponto de fuséo e baixa volatilidade.

Quando adicionados a outro material provocam mudangas nas propriedades fisicas,

13



CAPITULO 2

quimicas e mecanicas dos mesmos. Os plastificantes mais utilizados na elaboracao de
biofilmes a partir de proteinas ou polissacarideos séo os polidis como glicerol, sorbitol
ou uma mistura destes nas blendas das solugdes filmogénicas (GENNADIOS et al.,
1994).

Os plastificantes sdo moléculas pequenas que ocupam posicbes entre as
cadeias dos polimeros aumentando a distancia entre elas, com a reducdo das forcas
intermoleculares o que ocasiona um aumento da flexibilidade e da plasticidade dos
filmes quando comparados aos filmes de polimeros puros (CALLISTER, 2002; CHANG
et al.,, 2006). Como os plastificantes reduzem as intera¢cdes intermoleculares e
aumentam a mobilidade das cadeias dos polimeros, ha uma diminuicdo de possiveis
descontinuidades e zonas quebradicas, resultando assim em materiais com menores
temperaturas de transicdo vitrea (Tg), menor cristalinidade, menor rigidez, maior
flexibilidade e melhor maquinabilidade (VAN SOEST et al.,, 1996; MULLER, 2007;
MALI et al., 2006).

Entre os plastificantes compativeis com agua estdo a glicose, sacarose, xilol,
sorbitol e glicerol, que tem efeito plastificante sobre as propriedades de materiais
poliméricos com alta temperatura de transi¢éo vitrea, especialmente filmes a base de
biopolimeros (CHANG et al., 2006).

Outros componentes utilizados, também considerados por apresentar efeito
plastificante sdo os lipidios. Estes materiais quando adicionados nas solucdes
filmogénicas de filmes e coberturas atuam como estabilizantes de emulsdes,
modificadores de processo de cristalizacdo, veiculo de aromas, lubrificantes entre as
cadeias poliméricas, agentes de relaxagdo e como reforcador de brilho (ARAUJO-
FARRO, 2008).

2.2.1.2 Compédsitos

O termo compésito refere-se a materiais heterogéneos, multifasicos, podendo
ser ou nao poliméricos, em que pelo menos um dos componentes € descontinuo,
oferecendo geralmente a principal resisténcia ao esforco (componente estrutural ou
refor¢co) e em que outro componente é continuo e representa o meio de transferéncia

desse esfor¢co (componente matricial ou matriz). Esses componentes ndo se dissolvem

14



CAPITULO 2

nem se descaracterizam completamente; apesar disso, atuam de forma sinegistica,
isto é, as propriedades do conjunto sdo superiores as de cada componente individual,
para uma dada aplicacdo (MANO e MENDES, 1999).

2.2.1.3 Nanocompadsitos

O prefixo nano, do grego nannos, designa entes diminutos, ou muito pequenos.
Convenientemente, na quimica dos polimeros, sdo denominados hanocompaositos 0s
sistemas poliméricos reforcados com particulas inorganicas cuja dimensao relevante é
da ordem do nanémetro, um bilhdo de vezes menor que o metro (1 nm = 10° m). A
familia de minerais silicatos aluminosos hidratados, popularmente conhecidos por
argila, revelou-se boa fonte de refor¢os para nanocompositos. Entre esses minerais, a
montmorilonita (ou MMT), cujo esquema pode ser observado na Figura 2.2, € o mais
comumente empregado. A estrutura do material compde-se de um sanduiche de
camadas de silica tetraédrica, com recheio de aluminio octaédrico, em que cada
camada possui espessura de no maximo 10 nm. Diferente das argilas comumente
utilizadas como reforcos de plasticos, como a mica e o talco, a montmorilonita pode
ser delaminada e incorporada na resina em camadas individuais com espessuras da

ordem de 1 nm, formando os nanocompdsitos.

Os nanocompdsitos resultantes, por apresentarem carga elétrica positiva com
uma elevada area superficial por unidade de volume, frequentemente exibem
propriedades superiores quando comparados aos polimeros virgens e aos micro ou
macro-compadsitos convencionais correspondentes. O aumento do modulo, da
resisténcia a tragdo e ao calor, bem como a melhoria nas propriedades de barreira e
do retardamento da chama tem sido relatado por inUmeros pesquisadores (BUTZIOFF
e D'SOUZA, 2000; RAY et al.,, 2003; PEGORETTI et al., 2004). A estrutura dos
nanocompa@sitos de matriz polimérica depende da natureza dos constituintes utilizados
tais como: tipo de polimero, tipo de argila, e modificante organico da mesma, bem

como do método de preparagcdo empregado.

O termo compdsito descreve um material de duas fases em que uma das fases
esta dispersa na segunda, no caso de nanocompasitos, dispersa em nivel nanométrico

(10°m) (GARCIA, 2003). Igualmente, os biocompdsitos consistem em uma matriz
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polimérica e uma fase dispersa onde ambos constituintes sdo biodegradaveis
(AVEROUS e BOQUILLON, 2004).

Em alguns compositos, denominados nanocompositos, a fase dispersa €
constituida por argilominerais, filossilicatos hidratados dispostos em camadas
sobrepostas na proporcdo 1:2 (RAY e OKAMOTO, 2003). Os filossilicatos mais
freqlentemente utilizados em nanocompdsitos pertencem a familia das esmectitas,
como por exemplo, as montmorilonitas (MMT), hectoritas e saponitas, sendo a MMT
predominante entre elas. A morfologia do argilomineral consiste em uma estrutura
cristalina de duas folhas tetraédricas de silica (SiAl) e uma folha central de hidroxilas
em disposigéo octaédrica (Mg(OH), ou Al(OH)3), dispostos em camada e unidas pelos

oxigénios comuns as folhas (Figura 2.2).

Mx(AI4-ngx)S'802O(OH )4

M = Cation substituivel,
X = Substituicdo isoméoérfica

Figura 2.2 Esquema da estrutura e formula quimica da montmorilonita. Os octaedros

I**. Os cétions Ca®* e Na' (esferas lilas)

amarelos representam Mg?" substituindo A
encontram-se entre as folhas do tipo 2:1.

Fonte: Bizarria, 2007.

Os nanocompdsitos de polimero-argila sdo uma classe de materiais hibridos
compostos de materiais de polimeros organicos e enchimentos em nano-escala da
argila (GIANNELIS, 1996; LAGALY, 1999). A montmorilonita (MMT), a hectrite e a
saponita sao frequentemente os silicatos novos adicionados usados, que séo
combinados com os materiais poliméricos para dar forma a nanocompdsitos (RAY e
OKAMOTO, 2003).
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De um lado, os materiais do polimero nhanocompdsito, tendo componentes com
dimensdes na escala do nanbmetro, sao tOpicos da pesquisa intensa na area de

polimeros, ciéncia material, eletrénica e ciéncia biomédica (RAY e OKAMOTO, 2003).

Um polimero nanocompdésito é o material hibrido que consiste em uma matriz
do polimero reforcada com uma fibra, uma plagueta, ou uma particula que tem uma
dimensdo na escala do nandmetro (PANDEY et al., 2005). Devido ao tamanho do
nandmetro as particulas se dispersam na matriz do polimero, estes nanocompdsitos
exibem marcadamente melhorias das propriedades mecénicas, térmicas, Oticas e
fisico-quimicas quando comparadas com o0 polimero puro ou 0sS compdsitos

(microscépicos) convencionais.

As argilas, para serem organofilicas, sdo modificadas com substancias
organicas que apresentam afinidade quimica com sua estrutura cristalina e tornando-
se hidrofébicas (PAIVA et al., 2008). A montmorilonita é um mineral argiloso originario
da erosado de cinza vulcanica que por ser polar, ndo é compativel com a maioria dos
polimeros que sdo menos polares ou apolares e, portanto, deve ser modificada. Para
tanto, sdo utilizados agentes compatibilizantes que se ligam a superficie da
montmorilonita e que vao interagir com a resina para formar um sistema miscivel,
sendo esta compatibilizacdo um dois maiores desafios para utilizacdo de
nanocompasitos (GARCIA, 2003; PANDEY et al., 2005; CARASTAN, 2007).

As lamelas de MMT tém espessura inferior a0 comprimento de onda da luz
visivel, e logo, se adequadamente orientadas, ndo desviam ou refletem a luz, sendo
transparente que € uma caracteristica desejavel em aplicacbes na éarea de
embalagem. Além disto, as lamelas da MMT s&o resistentes a solventes, as
temperaturas de polimerizacdo e de extrusdo e ao atrito da extrusdo, vantagens
importantes nos processos de transformacao. Por outro lado, o efeito de redugéo da
permeabilidade é principalmente atribuido & elevada relagdo de superficie/massa das
lamelas que aumentam a tortuosidade dos caminhos na difusdo dos gases através do
nanocompasito (GARCIA, 2003; CHIOU et al., 2005).

Nos compdsitos, quando as lamelas de filossilicatos séo distribuidas e
dispersas de forma agregada classica, sdo denominados microcompoésitos ou
compaositos convencionais. No caso de uma ou mais cadeias do polimero interagir com
os silicatos, gerando um compdésito de morfologia multicamada ordenada, este é

chamado de nanocompdsito intercalado. Se as camadas de silicato, imersas na matriz
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7

polimérica estiverem completamente dispersas, sua morfologia € chamada de
nanocomposito esfoliada (Figura 2.3) (RAY e OKAMOTO, 2003; PANDEY et al., 2005;
CAUVIN et al., 2007).

As configuragbes apresentadas na Figura 2.3 sdo uma representacdo

simplificada dos trés tipos de estrutura possiveis de ser adquiridos por estes materiais:

e Estrutura com fases separadas: compdésitos de polimero/silicato nos quais o
polimero e o material inorgéanico utilizado como refor¢co permanecem imisciveis,
ndo havendo intercalacdo das cadeias poliméricas nas camadas de argila
resultando, portanto, em compadsitos convencionais.

e Estrutura intercalada: ocorre como resultado da penetracdo do polimero por
entre as camadas de argila, sendo que uma ou algumas cadeias de polimero
sao intercaladas entre duas camadas da argila. Isso resulta em aumento da
distdncia entre as mesmas, formando uma estrutura multicamada bem
ordenada com alternancia das cadeias de polimero e as camadas de argila em
repetidas distancias de alguns nandémetros (1-4 nm).

e Estrutura delaminada ou esfoliada: formada quando as camadas do silicato
(de espessura de um nanémetro) séo esfoliadas e uniformemente dispersadas

em uma matriz polimérica continua.

@) =)

/L‘\'- » /” Y &%
oYy
\Z C"-_/ D estrutura esfoliada ou

compositos convencionais pesen i
elaminada

estrutura intercalada

Figura 2.3 Representagdo esquematica de estruturas hibridas polimero/argila.
Fonte: Bizarria, 2007.
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2.2.2 Filmes de proteina

As proteinas de pescado apresentam propriedades que sdo vantajosas no
preparo de biofilmes, como habilidade para formar redes, plasticidade e elasticidade,
apresentando boa barreira ao oxigénio, mas sua barreira ao vapor de agua € baixa
devido a sua natureza hidrofilica. Estas propriedades podem ser melhoradas aplicando
nanotecnologia, incluindo materiais como as nanoargilas, argilas organofilicas. Assim,
estas particulas de tamanho nanométrico, dispersas na matriz polimérica poderiam
melhorar as propriedades mecanicas, de barreira a gases e a umidade, térmicas,
Opticas e transparéncia, quando comparadas com compostos poliméricos
convencionais (PAIVA et al., 2006).

Cug et al. (1995), trabalhando com proteinas de sardinha (Sardina pilchardus),
demonstraram que as proteinas miofibrilares possuem a capacidade de formar filmes
transparentes e bastante resistentes. Outros trabalhos foram realizados com proteinas
miofibrilares de carne bovina (SOUZA et al., 2004) e de pescado (MONTERREY-
QUINTERO e SOBRAL, 2000). Nesses estudos sdo evidenciadas as caracteristicas
promissoras desses materiais e a necessidade de mais pesquisas para melhor

desenvolvimento dos filmes.

Chambi e Grosso (2006) utilizaram diferentes blendas de caseina-gelatina em
diferentes proporcdes (100:0, 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100) reticuladas com a enzima
transglutaminase para a elaboracdo de filmes. As blendas apresentaram um efeito
sinergistico observado na elongacao, nos testes de tracdo, com ou sem a agao da
transglutaminase. Por outro lado n&do foram observadas nenhuma mudanca em
relacdo as propriedades de tensdo na tracdo e de barreira ao vapor de agua, com a
excecgdo da formulacdo (75:25) com transglutaminase, que mostrou valores baixos de

permeabilidade ao vapor de agua (5,06 + 0,31 g mm /m? dia KPa).

Aplicagbes de embalagens em alimentos, a base de filmes protéicos podem
atuar como barreiras para a transferéncia de oxigénio, diéxido de carbono, dleos,
gorduras e compostos volateis, evitando assim perda de qualidade e aumentando a
vida-util de produtos alimenticios. Uma grande vantagem desses filmes é que eles
podem ser usados como veiculos de aditivos, como antioxidantes e agentes
antimicrobianos, vitaminas, aromas e corantes, assim agindo como composto liberador
de embalagens que ajudam a melhorar a qualidade e preservacdo de alimentos
(GOMEZ-ESTACA et al., 2009; HAN e KROCHTA, 2007).
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Concentrado protéico de soro tem excelentes propriedades nutricionais e
funcionais além da sua capacidade de formar filmes (PEREZ-GAGO et al., 2003).
Embora as proteinas do soro sejam comercializadas como soro de leite concentrados
e isolados, na maior parte da literatura revisada o concentrado protéico de soro €

pouco utilizado para a fabricacdo de filmes comestiveis (SOAZO et al., 2011).

Filmes comestiveis obtidos a partir de proteinas de soro de leite termicamente
desnaturadas com adicdo de um plastificante, como glicerol, tornam-se mais
transparente, agradavel e flexivel. Estes filmes comestiveis tem excelentes
propriedades de barreira ao oxigénio, aroma e baixa umidade relativa (PEREZ-GAGO
e KROCHTA, 2002).

Shellhammer e Krochta (1997) e Pérez-Gago e Krochta (2000) relataram que o
tipo e a quantidade de lipideos foram importantes no controle da permeabilidade ao
vapor de agua de filmes de emulsdo de proteinas de soro de leite, mas também teve
um efeito negativo sobre suas propriedades mecéanicas. Consequentemente, 0s
componentes de filmes comestiveis devem ser cuidadosamente selecionados de
acordo com a aplicacao final do filme comestivel. Um filme comestivel deve ser
resistente para suportar a manipulacdo durante a sua aplicagdo e para manter sua
integridade e também suas propriedades de barreira (TANADA-PALMU e GROSSO,
2005).

A formacao de filmes de proteinas de soja tem sido descrito como um processo
de duas etapas que envolvem a desnaturacdo das proteinas por calor seguido de
desidratacao da superficie. Ap6s a secagem, a ligacdo de proteinas desdobradas
através de interagbes intermoleculares, tais como pontes dissulfeto e interacdes
hidrofébicas, levam a formagédo de uma rede (GENNADIOS e WELLER, 1991; CHO e
RHEE, 2004). Filmes comestiveis & base de proteinas podem formar ligagbes em
posicBes diferentes e oferecem grande potencial para a formagédo de ligagbes

diversas.

A concentracdo de proteina tem sido mostrada em muitos estudos por ter uma
influéncia consideravel sobre a estabilidade térmica das globulinas de soja. Efeito de
diferentes condi¢bes de pH, meio iGnico e a hidrolise foram relatados (RYAN et al.,
2008). Kokoszka et al., (2010) estudaram as caracteristicas do efeito de isolado
protéico de soja e concentracdo de plastificante glicerol sobre as propriedades

térmicas analisadas por calorimetria diferencial de varredura.
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O desenvolvimento de filmes de colageno é uma &rea de pesquisa com
aplicacdes relevantes e os impactos econdémicos para as industrias de alimentos e de
biotecnologia. Em geral, estes sdo usados para acondicionar alimentos em
apresentacfes comerciais, maturagdes e preservagbes (HOOD, 1987; CUQ et al.,
1998; RUBAN, 2009; USTUNOL, 2009; WOLF et al., 2009).

A principal diferenca entre gelatinas de pescados e de mamiferos envolve sua
temperatura da solucdo de gelificacdo. Solucbes de gelatina de pescado,
especialmente aqueles derivados de espécies de aguas frias, com temperaturas de
gelificacdo muito menor do que solugdes de gelatina de mamiferos. Isto é
principalmente devido a gelatina de pescado ter menor concentragdo de prolina e
hidroxiprolina. Véarios estudos sobre os filmes de gelatina de pescado envolveram
gelatina extraida de bacalhau do mar Baltico (KOLODZIEJSKA et al.,, 2006;
KOLODZIEJSKA e PIOTROWSKA, 2007), tilapia (PRANOTO et al., 2007), atum
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2007; GOMEZ-ESTACA et al., 2009), e polaca do Alaska e
salméo rosa do Alaska (CHIO et al., 2009).

Sobral e Ocuno (2000) verificaram a influéncia do &cido acético ou o acido
latico como agentes acidificantes sobre a permeabilidade ao vapor de agua de
biofimes a base de proteinas miofibrilares de carne bovina, em funcdo da
concentracao de glicerina.

2.3 PROPRIEDADES DOS FILMES

Os métodos utilizados para avaliacdo das propriedades dos filmes
biopoliméricos sdo adaptados dos métodos tradicionais aplicados aos materiais
sintéticos, levando em consideragédo, a grande sensibilidade, umidade relativa e a
temperatura, que estdo envolvidas com os filmes biopoliméricos (GUILBERT e
BIQUET, 1995).

As propriedades dos filmes estdo relacionadas com as interacdes entre as
moléculas dos componentes que forman a matriz polimérica e o componente estrutural
ou reforco. O uso de filmes para uma determinada aplicacdo vai depender de suas
propriedades mecénicas, de barreira a gases, permeabilidade ao vapor de agua,

térmicas, Opticas e transparéncia.
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2.3.1 Espessura

O controle da espessura dos filmes é importante para sua uniformidade,
repetibilidade das medidas de propriedades e validade das comparacdes entre as
propriedades de biofilmes. Quando se conhece a espessura de um material e sua
natureza quimica € possivel obter informacdes tebricas sobre suas propriedades
mecéanicas de barreira a gases e ao vapor de agua, bem como fazer estimativas sobre
a vida-util de alguns alimentos acondicionados neste material (SARANTOPOULOS et
al., 2002).

A espessura deve ser padronizada de acordo com a aplicacdo requerida do
filme, que depende do alimento que se deseja acondicionar (SARMENTO, 1999). Além
disso, as caracteristicas das formulagfes devem ser levadas em considera¢do quando

se deseja controlar a espessura de um filme biopolimérico (SOBRAL, 1999).

2.3.2 Cor e Transparéncia

As propriedades Opticas dos filmes influenciam a apresentacdo do produto
embalado e estdo relacionadas a cor, brilho e transparéncia dos filmes. Na area de
alimentos muitas vezes é desejavel uma embalagem transparente que permita a
visualizacdo do produto acondicionado (SAKANAKA, 2007).

O brilho e a transparéncia de algumas embalagens plasticas constituem uma
ferramenta para uma boa apresentacdo visual do produto, porém, muitas vezes se faz
necessario a protecao contra a incidéncia de luz de produtos sensiveis a reacdes de
deterioracao catalisadas pela luz (SARANTOPOULOS et al., 2002).

Quando a luz incidente atravessa o material com um minimo de absorcdo ou
reflexdo o material € denominado de transparente. Um material é dito opaco quando
absorve e/ou reflete toda luz que incide sobre ele, sem que ocorra transmissao de luz
(VICENTINI, 2003). A transparéncia pode ser avaliada tanto por transmitancia quanto
por absorbéncia, dependendo do tipo do material (VEIGA-SANTOS et al., 2005). E
entre os Vvarios tipos de equipamento para avaliar a transparéncia pode ser utilizado
um espectrofotdmetro (BOURTOOM e CHINNAN, 2009).
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2.3.3 Propriedades mecanicas

Para a utilizacdo de filmes e compdsitos biodegradaveis como materiais de
embalagem, é necessario que 0s mesmos sejam resistentes a ruptura e abraséo, e
flexiveis. Estas caracteristicas mecénicas permitem que o produto embalado se
mantenha integro e protegido durante o manuseio e transporte e a embalagem se
adapte a eventuais deformacdes evitando danos mecanicos. Estas caracteristicas de
resisténcia dependem das propriedades de cada componente do filme e suas
interacbes. Uma forma de avaliar estas propriedades dos materiais é através de
ensaios de tracdo, onde se obtém o perfil da tensdo ou for¢ca pela deformacao
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

As principais propriedades mecanicas dos filmes biopoliméricos sdo a
resisténcia a tragédo e a elongagéo na ruptura. O médulo de Young também tem sido
analisado. A resisténcia a tracdo é a resisténcia oferecida pelo material no ponto da
ruptura. A elongacao é a relacdo percentual entre a elongagéo do corpo de prova no
teste e seu comprimento inicial. O médulo de Young é a relagéo entre a resisténcia a
tracdo e a deformacdo na regido elastica, em que a resposta do corpo de prova a
elongacdo €& crescente e linearmente proporcional a tracdo imposta
(SARANTOPOULOS et al., 2002; VAN DE VELDE e KIEKENS, 2002).

Os ensaios podem ser feitos em texturdmetro e envolve a separagdo, a
velocidade constante, das garras que prendem as extremidades do corpo-de-prova
para se obter a tensdo maxima suportada para uma dada deformacdao. E ainda, a forca

aplicada requerida para que o corpo-de-prova se deforme até a ruptura.

2.3.4 Propriedades de barreira

A capacidade de uma embalagem de resistir & absor¢cdo ou evaporagédo de
gases e vapores, resistir a permeacdo de lipideos e a passagem de luz é definida
como barreira (SARANTOPOULOS et al, 2002). O uso de embalagens na
conservacao de alimentos visa limitar as transferéncias e trocas de gases e vapor de
adgua entre o alimento e o meio ambiente (MALI, 2002; MULLER, 2007; SANTOS,

2010). A permeabilidade é definida como uma propriedade do par filme/permeado
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(vapor de &gua, oxigénio e gas carbdnico), em condicdes definidas de temperatura,
umidade relativa, espessura e diferenca de presséo parcial de vapor.

A propriedade de barreira mais discutida em filmes hidrofilicos é a
permeabilidade ao vapor de agua, que € influenciada por caracteristicas intrinsecas do
material (grau de cristanilidade, densidade, polaridade e simetria), teor de plastificante
e pelas condi¢cdes ambientais de umidade relativa e temperatura as quais se encontra
expostos (MULLER, 2007).

A permeabilidade consiste em um processo de dissolucdo e difusdo e nao
transporte através de poros. De acordo com Roger (1985), o soluto dissolve-se em um
lado do filme e se difunde até o lado oposto devido a uma gradiente de potencial
quimico. Segundo Roy et al., (2000), a transferéncia de vapor de agua através de
filmes biopoliméricos envolve etapas de adsor¢do do vapor de agua na superficie do
filme, solubilizacdo do vapor na matriz polimérica, difusdo do vapor através do filme e

dessorcao do vapor na outra superficie do filme.

Varios alimentos sao susceptiveis a deterioracao devido ao aumento do teor de
umidade, por isso a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é de grande importancia
no desenvolvimento de embalagens a fim de obter a vida-util desejada (FELDMAN,
2001). A escolha de uma embalagem adequada depende das propriedades de
permeabilidade que esta pode oferecer (VICENTINI, 2003). Uma embalagem pode ser
considerada como de baixa resisténcia ao vapor de agua, quando os valores forem
menores que 8 g mm m? dia® KPa™e de alta resisténcia quando for menor que 0,8 g
mm m? dia® KPa(GARCIA et al.,1989). O método gravimétrico é o mais utilizado na

determinagéo da PVA.

2.3.5 Cristalinidade

As propriedades funcionais macroscépicas dos filmes e compésitos estdo
relacionadas as interacdes moleculares e a ordenacdo cristalina de sua estrutura e
podem ser detectadas mediante as andlises de Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET), Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) e Difracéo de Raios X (XRD).
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Pela difragédo de raios X (XRD) é possivel verificar a formacgéo e existéncia de
estruturas cristalinas, permitindo realizar estudos sobre a morfologia dos materiais,
além de ser possivel determinar se as lamelas da nanoargila se separam e, por tanto,
a distancia interplanar entre eles (doo1). Assim, € possivel esclarecer se nos filmes
obtidos a nanoargila tem uma estrutura intercalada, ou ainda, se ha uma estrutura
uniformemente esfoliada na matriz polimérica, visto que quanto maior o valor de doo1,
melhor a qualidade do nanocompésito formado e, consequentemente, o filme
apresenta melhores propriedades mecanicas, de barreira e desempenho Gtico
(WILHELM et al., 2003; RAY e OKAMOTO, 2003; CARASTAN, 2007; CAUVIN et al.,
2007).

Nas analises por espectroscopia de infravermelho (FT-IR) é possivel analisar a
absor¢cdo de energia eletromagnética de acordo com a vibragdo das ligacdes
existentes entre os atomos das moléculas da amostra. Através da incidéncia de
comprimentos de ondas especificos de infravermelho sobre a amostra, e energia
absorvida é registrada e comparada com uma referéncia, sendo possivel verificar
variacdes nas frequéncias das vibracdes especificas e estruturais das moléculas dos
compositos (nanoargila, amilose, amilopectina, glicerol e Poli (butileno adipato co-
tereftalato)) (SARANTOPOULOS et al., 2002).

2.3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Um microscépio eletrénico de varredura (MEV) utiliza um feixe de elétrons no
lugar de fétons utilizados em um microscopio 6ptico convencional, o que permite

solucionar o problema de resolucao relacionado com a fonte de luz branca.

O MEV é um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observacéo e
analise de caracteristicas microestruturais de objetos sélidos. A principal razdo de sua
utilidade é a alta resolucdo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas;
valores da ordem de 2 a 5 nan6metros sao geralmente apresentados por instrumentos
comerciais, enquanto instrumentos de pesquisa avancada sdo capazes de alcancar

uma resolucéo menor que 1 nm (DEDAVID et al., 2007).
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2.3 APLICACAO DE FILMES E COBERTURAS COMESTIVEIS

Em relacdo a nomenclatura, a maioria dos pesquisadores usa os termos “filme”
e “cobertura” indiscriminadamente. No entanto, a cobertura é uma fina camada de
material aplicado e formado diretamente na superficie do produto, enquanto que o
filme é pré-formado separadamente e aplicado posteriormente sobre o produto
(GONTARD e GUILBERT, 1995; KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997).

A utilizacdo de filmes e coberturas comestiveis esta relacionada com sua
capacidade de agir como um adjunto para promover maior qualidade, estendendo a
vida-Util e possibilitando a economia com materiais de embalagem final (KESTER e
FENNEMA, 1986).

Filmes comestiveis tém sido considerados uma alternativa para estender a
vida-util de frutas e vegetais, causando efeito semelhante ao da utilizacdo de uma
atmosfera modificada (PARK, 1999). O controle da permeabilidade ao vapor de agua,
oxigénio e didxido de carbono influéncia diretamente a estabilidade do fruto durante a

sua estocagem.

Coberturas filmogénicas elaboradas com gelatina, triacetina e &cido laurico
foram aplicadas sobre goiabas brancas e mostraram-se efetivas na extensao da vida-
util das goiabas em relacdo as frutas in natura sem cobertura, sendo bem aceitas
pelos consumidores durante 20 dias e sob refrigeracdo a 12 °C (FAKHOURI e
GROSSO, 2003).
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3.1 INTRODUCAO

O isolamento de proteina é basicamente, um processo de extracao que visa
obter um produto livre de interferentes e, portanto, mais concentrado, o qual, por isso
tem propriedades e caracteristicas especificas de conservagdo e uso. Os isolados
protéicos sao obtidos de diversos alimentos, tais como soja, feijao, leite, frango,
pescado e outros (FREITAS, 2011).

A preparagdo de concentrados ou isolados protéicos provenientes de
subprodutos da induastria processadora de pescado, obtidos pela aplicacdo do
processo de mudanca de pH (ou pH shifting process), tem recebido mais atencéo nos
ultimos anos (FONTANA et al., 2009). Este processo pode ser usado para qualquer
espécie de pescado, remove essencialmente todos os lipidios e aumenta o rendimento

protéico.

A producéo dos isolados protéicos poderia ter seu valor aumentado se todas as
fracdes apos a solubilizagdo das proteinas musculares fossem utilizadas, percebendo-
se assim, aplicagbes também para a fracdo n&do-solivel (KRISTINSSON e
INGADOTTIR, 2006). Poucos trabalhos tém sido realizados sobre a avaliagdo da parte
nao-sollvel das proteinas. O valor do processo poderia aumentar significantemente
pela continuacdo do mesmo, ou encontrando uso e aplicacdo para as fracdes néo
solubilizadas (SLIZYTE et al., 2005).

Batista et al., (2003) avaliaram o conteldo protéico total recuperado a partir de
sardinha (Sardina pilchardus) e pescada azul (Micromesistius poutassou). Estes
autores utilizaram processos de solubilizacdo acida e alcalina, similares aos descritos
anteriormente e obtiveram 73% e 77% de proteina recuperada, respectivamente, para

a sardinha e 53,6% e 49,1%, respectivamente para a pescada azul.

Os processos de solubilizacdo, acida e alcalina, utilizam o principio de que a
solubilidade do material contendo proteina quando homogeneizado com agua sera
afetada pelo pH da mistura. Em condi¢cbes extremamente &cidas ou alcalinas, as
forcas de repulsdo atuam sobre as proteinas miofibrilares e citoesqueléticas,
ocorrendo interagBes com agua, e acontecendo a solubilizacdo da mesma (NOLSOE e
UNDELAND, 2009).

Utilizando uma mistura de subprodutos de pescada (Merluccius capensis),

Batista et al., (2006) avaliaram a quantidade de proteina que poderia ser recuperada
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usando os processos de solubilizacdo acida e alcalina. Apos a remocgédo da pele e
0ss0s, 0 resto dos subprodutos foi triturado, uma parte sofreu uma pré-lavagem e a
outra foi utilizada normalmente. O conteddo protéico obtido foi de 58,7% para o
processo &cido e 63% para o alcalino, utilizando material sem lavagem. A producao de
proteina correspondente para o material que sofreu a pré-lavagem foi de 43,6% para a

extracdo acida e 50,1% para a alcalina.

Utilizando processos de solubilizacdo protéica, seja acido ou alcalino, Undeland
et al., (2002) encontraram 74% e 68%, respectivamente, de proteina recuperada a
partir do musculo branco de arenque (Clupea harengus). A baixa producéo
apresentada pelo processo alcalino foi atribuida a grande quantidade de sedimento

formado na primeira centrifugacéo.

Os objetivos deste trabalho foram: Obter isolado protéico utilizando como
matéria-prima a corvina, um pescado de baixo valor comercial e avaliar a composi¢ao
proximal e as propriedades funcionais de capacidade de retencao de éagua e
solubilidade do isolado protéico de corvina.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada foi processada a partir da corvina (Micropogonias
furnieri) proveniente de uma industria de pescado da cidade do Rio Grande, RS. Os
espécimes foram transportados em caixas de isopor com gelo até o Laboratério de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), onde foi
realizado o resto do processamento. Assim, o pescado foi imediatamente lavado em
solucdo de cloro organico (diclorocianurato, concentracdo de 0,2 g/L), logo
eviscerados e submetidos a filetagem, e processados em separador mecénico de
carne (Modelo HP250 High Tech, S&o Paulo, Brasil) para obtencdo de carne

mecanicamente separada (CMS) de corvina.
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3.2.1.1 Caracterizacdo da matéria-prima

A determinacdo da composicdo proximal da CMS de corvina foi realizada
segundo metodologia oficial (AOAC, 2000), onde as andlises de umidade foram
realizadas por método de secagem em estufa com circulacdo de ar a 100 °C, até peso
constante (Método 950.46); as proteinas foram determinadas pelo método de micro
Kjeldahl (N x 6,25) (Método 928.08); os lipidios pelo método de Soxhlet (Método
960.39); e as cinzas pelo método gravimétrico de incineracdo em mufla a 600 °C

(Método 920.153), em trés repeticdes para cada andlise.

3.2.2 Processo tecnholégico para obtencéo de isolado protéico de corvina

O isolado protéico de corvina foi obtido utilizando processo de variacdo de pH
(adaptado de NOLSOE e UNDERLAND, 2009; FREITAS, 2011) para solubilizar e

isolar proteina.

A Figura 3.1 mostra o fluxograma de operacdes do processo tecnoldgico

utilizado para obtencgéo de isolado protéico de corvina (IPC).
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Matéria-prima CMS
de corvina

!

Homogeneizagéo

v

Solubilizacdo alcalina
(pH 11,2)

v

Centrifugacéo
9000xg por 20 min.

i i l

Precipitado Fase intermediaria Camada superior
(Proteinas insollveis,
espinhas, pele)

(Proteinas Soluveis) (Lipidios neutros)

v
Precipitado (pH 5,2)

A

Centrifugacéo
9000xg por 20 min.

A 4

A 4 A 4

Sobrenadante Precipitado
Impurezas sollaveis ¢
Liofilizacao

!

Isolado Protéico de
Corvina (IPC)

Figura 3.1 Fluxograma de operac¢des do processamento tecnolégico para obtencdo de
isolado protéico de corvina por solubilizacdo alcalina e precipitagdo da proteina
(adaptado de KRISTINSSON et al., 2005).
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3.2.2.1 Descricéo do processo

A matéria-prima utilizada para obtencao do isolado protéico de corvina foi carne
mecanicamente separada (CMS) de corvina. Ela foi homogeneizada com &agua
destilada na propor¢cédo 1:9 (p:v) a 4 °C durante 60 s utilizando agitador eixo-hélice
(713D, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil).

Apos a etapa de homogeneizacéo foi realizado o processo de solubilizagdo
alcalina da proteina. Foi empregado, como agente alcalinizante o hidroxido de sodio 1
N, onde o pH de solubilizacéo foi de 11,2 a temperatura constante de 4 °C controlada
por banho ultratermostatico (QUIMIS, modelo 214 D2, S&o Paulo, Brasil) durante 20
minutos sob agitacdo constante com agitador eixo-hélice (713D, Fisatom, S&o Paulo,

Brasil).

Apoés esta etapa, foi realizada uma primeira centrifugacdo a 9000xg por 20
minutos em centrifuga de copos (SIGMA, modelo 6-15, Osterode am Harz, Alemanha)
com o intuito de separar o produto solubilizado em trés fases: lipidios, proteinas

soltveis e proteinas insollveis, facilitando a coleta do sobrenadante.

A fase intermediaria da centrifugagdo, correspondente as proteinas soltveis, foi
reservada e submetida a precipitacdo isoelétrica da proteina em pH 5,2 a 4 °C sob
agitacdo constante com agitador eixo-hélice(713D, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil) durante
20 minutos. Logo apos foi realizada a segunda centrifugacéo feita a 9000xg por 20
minutos para separar a fracdo precipitada, facilitando assim a coleta do precipitado,

sendo obtido o isolado protéico.

O isolado protéico de corvina foi submetido a liofilizacdo. As amostras foram
mantidas antes em ultra freezer a temperatura de -70 °C por 24 horas, e logo foram
liofilizadas utilizando um liofilizador (Labconco, modelo 195, Missouri, Estados Unidos)

por um tempo maximo de 48 horas.

Apos a liofilizagdo, o produto foi triturado em moinho doméstico de facas duplas

(Arno, modelo PL, S&o Paulo, Brasil).

Finalmente o isolado protéico foi armazenado sob congelamento a temperatura
de -20 °C.
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3.2.3 Caracterizacao do IPC

3.2.3.1 Composic¢ao proximal

A determinagcdo da composi¢cdo proximal do IPC foi realizada segundo
metodologia oficial (AOAC, 2000), onde as andlises de umidade foram realizadas por
secagem das amostras em estufa com circulacdo de ar a 100 °C, até peso constante;
as proteinas foram determinadas pelo método de micro Kjeldahl (N x 6,25); os lipidios
pelo método de Soxhlet e as cinzas pelo método gravimétrico de incineracao em mufla

a 600 °C, com trés repeticdes para cada andlise.

3.2.3.2 Propriedades funcionais
3.2.3.2.1 Solubilidade

Foi determinada de acordo com o método utilizado por Morr et al. (1985) com
variacdo de pH (3, 5, 7, 9 e 11). Pesou-se 0,5 g de amostra em um béquer de 50 mL,
adicionou-se 2 mL de NaCl 0,1 M e 48 mL de agua destilada. O pH foi ajustado com
HCI 1 N e NaOH 1 N. A disperséo foi mantida sob agitagdo por 30 minutos em agitador
magnético(Quimis, modelo 261-2, Sdo Paulo, Brasil), em seguida centrifugou-se a
dispersdo a 8667xg por 20 minutos em centrifuga de tubos (Biosystems, modelo:
MPW-350R, Poldnia). O teor de proteina solavel no sobrenadante foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteau de acordo com Lowry et al., (1951). A solubilidade da

proteina foi calculada conforme a equagéo 3.1.

%S =|Quantidade de proteina no sobrenadante | x 100 (3.1

Quantidade de proteina na amostra

3.2.3.2.2 Determinagao da capacidade de retengdo de dgua (CRA)

Foi determinada de acordo com o método utilizado por Regenstein et al., (1984).
Foram preparadas dispersfes protéicas a 1% com variacdo de pH (3, 5, 7, 9 e 11).
Adicionou-se a dispersdo, 2 mL de NaCl 0,1 M para obtencdo de uma pasta
homogénea, em seguida adicionou-se a solucdo tampao correspondente de acordo
com o pH até o volume de 40 mL. A disperséo foi mantida sob agitacao por 15 minutos

e centrifugada a 9000xg por 20 minutos. As proteinas sollveis no sobrenadante foram
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quantificadas pelo método de Bradford (1976), e descontadas do total de proteina da

amostra original. A CRA foi calculada conforme a equagao 3.2.

CRA = Quantidade de agqua retida (q) x 100 (3.2)
Massa de proteina original (g)

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizagdo da matéria-prima

Como citado por diferentes autores (YEANNES e ALMANDOS, 2003;
ORDONEZ, 2005; GARCIA-SIFUENTES et al., 2009), o conhecimento da composicao
da matéria-prima é de fundamental importancia na aplicacdo de diferentes processos
tecnolégicos, além de influenciar no aspecto de qualidade geral, bem como nos
atributos sensoriais e na estabilidade do armazenamento do produto final.

O valor médio da composicao proximal da carne mecanicamente separada

(CMS) de corvina € apresentado na Tabela 3.1

Tabela 3.1 Composicéo proximal de CMS de corvina (Micropogonias furnieri).

CMS de corvina

Componente*
B.U. B.S.
Umidade (%) 78,53+ 0,12 -
Proteina (%) 17,32 £ 0,19 81,20 + 0,19
Lipideos (%) 2,82+0,11 13,22 + 0,11
Cinza (%) 1,19+ 0,09 5,58 + 0.09

*Resultado expresso como média e desvio padrao de trés determinacdes
Onde: B.U.: Base umida, B.S.: Base seca

34



CAPITULO 3

Pode-se observar na Tabela 3.1 que os valores de proteina encontrados neste
trabalho estdo de acordo com o encontrado por Freitas (2011) para musculo e
residuos de corvina com 18,24 e 15,24%, respectivamente.

Centenaro e Salas-Mellado (2008) obtiveram 80,2% de umidade; 18,1 de
proteina; 1,1 % de lipidios e 0,70% de cinzas para o filé de corvina. De acordo com
Taco (2006) a composicao proximal da parte comestivel da corvina apresenta 79,4%
de umidade, 18,6% de proteina, 1,6% de lipidios e 1,1% de cinzas. Observa-se que

estes valores encontrados para corvina apresentam-se proximos aos da literatura.

Concordando com o afirmado por Yeannes e Almandos (2003) e Badolato et
al., (1994) vérios fatores podem contribuir para a grande variedade na composi¢do da
parte comestivel dos pescados, tais como: espécie, sexo, idade do pescado, tamanho,

local de captura, temperatura da agua, natureza da alimentacgéo e estac&o do ano.

3.3.2 Composic¢éo proximal do IPC

A Tabela 3.2 mostra a composicdo proximal apresentada pelo isolado protéico de
corvina obtido pelo processo de variacdo de pH, considerando a solubilizacdo alcalina
e precipitacao isoelétrica das proteinas.

Tabela 3.2 Composicéo proximal apresentada pelo isolado protéico de CMS corvina

Isolado Protéico de Corvina
Componente (%)

B.U. B.S.
Umidade 3,83+0,19 -
Proteina 92,37+ 0,48 97,87 £ 0,31
Lipidios 0,72 + 0,01 0,76 + 0,01
Cinzas 1,29 +£ 0,05 1,37 £ 0,06

*Resultado expresso como média e desvio padrao de trés determinacdes
Onde: B.U.: Base umida, B.S.: Base seca
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Como o processo de solubilizagdo &cida possui um maior risco de oxidacao
lipidica foi utilizado o processo de solubilizacdo alcalina, devido a que as proteinas
heme podem ser ativadas como prooxidantes em pH baixo (KRISTINSSON, 2001;
NOLSOE e UNDERLAND, 2009). Como se pode observar na Tabela 3.2, o isolado
protéico obtido de carne mecanicamente separada de corvina apresentou 97,87% de
proteina (em base seca). O valor esta acima dos encontrados por Freitas (2011), que
encontrou valores de 97,49% e 93,11% (em base seca) para isolados protéicos de
muasculo e de residuos de corvina, respectivamente. Estes valores também foram
superiores aos encontrados por Martins et al., (2009) que encontraram 86,94% e
77,98% (em base seca) em isolados protéicos de musculo e de residuos de corvina,
respectivamente.

O teor de lipidios para IPC foi inferior a 0,8%. Martins et al.,, (2009)
encontraram para o processo de solubilizacdo alcalina um teor de lipidios de 6,6% e
4,4% para residuos e musculos de corvina, respectivamente. A reducdo no teor
lipidico ocorre porque esses componentes sao separados por centrifugacao,
associados com a temperatura de solubilizagcdo de 4 °C o que contribuiu para a
separacao da gordura durante a centrifugacdo. O IPC apresentou 3,83% e 1,37% de
umidade e cinzas (em base seca), respectivamente.

A Tabela 3.3 apresenta os valores médios para capacidade de retencao de agua
e solubilidade dos isolados protéicos de CMS de corvina obtidos pelo processo de

solubilizacao alcalina e precipitacéo isoelétrica das proteinas.

Tabela 3.3 Valores médios para capacidade de retencdo de agua (CRA) e solubilidade

do IPC proveniente de CMS de corvina.

Propriedades funcionais*

H -
P CRA Solubilidade

3 2,29 +0,75° 39,13 + 0,75°
5 4,29 + 0,19° 14,21 + 0,16°
7 5,21 + 0,59° 18,61 + 0,32¢
9 10,18 + 0,31° 59,83 + 0,44°
11 15,42 + 0,182 103,46 + 0,872

*Resultado expresso como média e desvio padrdo de trés determinacfes. Médias
seguidas de mesma letra minascula na coluna diferem entre si, pelo Teste de Tukey
(p<0,05).
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Pode-se observar na Tabela 3.3 que o menor valor de CRA apareceu no pH 3,
e o maior valor foi em pH 11. Sabe-se que em pH afastado do ponto isoelétrico das
proteinas, a predominancia de cargas de mesmo sinal provoca repulsédo e afastamento
entre as moléculas, deixando maior espac¢o para ser preenchido pelas moléculas de
agua aumentando, portanto, a CRA (PACHECO e SGARBIERI, 2002). Isto porque em
pH abaixo de 5,0 e acima de 7,0, as moléculas de 4gua se combinam com 0s grupos

polares das proteinas e a CRA tende a aumentar.

Fontana et al., (2009) obtiveram valores maximos de 21,9 e 22,9 mL agua/g
proteina, em pH 11,0 para isolados obtidos de corvina pelo processo de solubilizacédo
acido e alcalino, respectivamente. Estando acima dos valores encontrados no

presente trabalho.

BATISTA et al., (2007) encontraram capacidade de retencdo de agua reduzida
em proteinas extraidas de musculo de sardinha para ambos os processos de

solubilizacéo &cida e alcalina (aproximadamente 3 g/g), com resultados em pH 6,75.

Pode-ser observar que o menor valor de solubilidade foi observado a pH 5 e os
maiores valores em pH acima e abaixo deste. Em pH 11,0 os isolados protéicos foram

totalmente solubilizados obtendo-se o maior valor.

Sabe-se que a solubilidade das proteinas varia em funcédo do pH e da forca
ibnica (PACHECO e SGARBIERI, 2002). Deve-se ressaltar que a deshaturacdo de
proteinas, devido ao processo utilizado, pode contribuir para a diminuicdo da
solubilidade (GARCIA-SIFUENTES et al., 2009) como demonstrado nos valores
obtidos no presente trabalho.

Os resultados obtidos para solubilidade concordaram com os valores de
Freitas, (2011) que encontrou valor de solubilidade de 2,01% em pH 5.0 em musculo
de corvina extraido com NaOH, e com Sathivel e Bechtel (2008) que encontraram
valor de solubilidade de 14% em pH 7.0 para isolado de filés de linguado extraido com
NaOH (pH 11) e precipitagdo com H,SO, (pH 5.5).

Os valores também podem ser comparados com Rawdkuen et al., (2009) que
ao avaliar a solubilidade para proteina de musculo de tilapia em pH 7 obtiveram 0,57
mg/g para a proteina obtida pelo processo de solubilizagéo alcalina e 0,23 mg/g para a

proteina obtida pelo processo &cido. Estes mesmos autores discutiram que a baixa
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solubilidade da proteina foi provavelmente causada pela desnaturacdo da proteina do
musculo induzida pelo processo de mudanca de pH.
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4.1 INTRODUCAO

Existe grande interesse no desenvolvimento de materiais de embalagem
biodegradaveis obtidos a partir de matérias-primas agricolas renovaveis e de
subprodutos de processamento de pescado, como conseqiiéncia dos problemas
ambientais e ecoldgicos, associados com a eliminacdo das embalagens de plastico
tradicional (THARANATHAN, 2003; GOMEZ-GUILLEN et al., 2009).

Filmes comestiveis podem ser preparados a partir de proteinas,
polissacarideos, lipideos ou da combinacdo desses componentes (CUQ et al., 1997;
CAO et al., 2007). Estes filmes podem estender a vida-Util e melhorar a qualidade dos
alimentos, fornecendo as barreiras a transferéncia de massa, melhorando as
caracteristicas mecanicas, integridade ou manipulacdo e/ou propriedades funcionais
tais como agentes antimicrobianos, antioxidantes, probiodticos, nutrientes, sabores,
cores e assim por diante (KROCHTA, 1992; MElI e ZHAO, 2003; SALMIERI e
LACROIX, 2006; BOURTOOM, 2008; HAMBLETON et al., 2009).

As propriedades funcionais dos filmes comestiveis dependem das
caracteristicas dos materiais utilizados para sua preparagdo. Os principais materiais
formadores destes filmes sdo polissacarideos (amido, carragena, alginato), proteinas
(glaten de trigo, isolado protéico de soro, caseinato, proteina de soja) e lipideos (ceras
e acidos graxos). Os materiais a base de lipidios, devido ao seu caréater hidrofébico,
oferecem melhor barreira a umidade do que os provenientes de polissacarideos e
proteinas, mas oferecem pouca resisténcia a transferéncia de gases e tem resisténcia
mecanica inferior. Por outro lado, os hidrocol6ides formam boa barreira de oxigénio e
dioxido de carbono, mas devido a seu carater hidrofilico, oferecem uma barreira de
umidade menos eficaz (MILLER e KROCHTA, 1997; KRISTO et al., 2007; MURILLO-
MARTINEZ, 2011).

Uma das etapas mais criticas envolvidas na preparacdo de filmes comestiveis
€ a secagem (THAKHIEW et al., 2010). No caso de filmes protéicos, as condi¢bes de
secagem podem influenciar as propriedades finais do material, podendo as proteinas,
alterar a estrutura em funcéo de parametros de processamento (TAPIA-BLACIDO et
al., 2005).

O tipo e a concentracdo de plastificante s&o outros fatores criticos que afetam

as propriedades mecéanicas, bem como a propriedade de barreira de vapor de 4gua de
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filmes de gelatina (SOBRAL e HABITANTE, 2001; JONGJAREONRAK et al., 2006).
Devido a hidrofilicidade de glicerol, um plastificante usado no fiime a base de
proteinas, a sua utilizagdo em menor concentracdo pode ser um meio promissor para
melhorar a propriedade de barreira de agua. Junto com a clivagem de cadeias
peptidicas, poderia ser diminuida a rigidez dos filmes e pode ser necessaria menor
gquantidade de plastificante (HOQUE et al., 2011).

A adicdo de um plastificante adequado é altamente essencial para produzir um
filme melhor. Um plastificante é uma pequena molécula de baixa volatilidade que,
quando adicionada a materiais poliméricos, modifica a organizacdo tridimensional,
diminui as forgas intermoleculares, e aumenta o volume livre e mobilidade da cadeia.
Como resultado dessas mudancgas na organizagdo molecular, o plastificante modifica
as propriedades funcionais de filmes aumentando a extensibilidade e flexibilidade e
diminuindo a coesdo, elasticidade, propriedades mecéanicas e rigidez. Plastificantes

mais utilizados de grau alimenticio € o glicerol e sorbitol (SWAIN et al., 2004).

A literatura apresenta diferentes estudos sobre propriedades de barreira,
mecanicas e fisico-quimicas de filmes de amido, gelatina e quitosana e dos aditivos
utilizados para melhorar as propriedades dos filmes (CHEN e LAI, 2008; MONTANO-
LEYVA et al., 2008; CHEN et al., 2009; ZHOU et al., 2009; VARGAS et al., 2011;
PEREDA et al., 2011; MOHAN et al., 2012; BONILLA et al., 2012; LIU et al., 2012). No
entanto, pouca informagdo estd disponivel sobre filmes nanocompésitos a base de

protel’nas € outros componentes.

Nesse aspecto, 0s objetivos deste capitulo foram desenvolver e caracterizar
filmes nanocompdsitos provenientes de isolado protéico de corvina (IPC) e
montmorilonita (MMT) em fun¢&o da concentragdo de glicerol, concentragédo de IPC e
concentracdo de MMT. Foi avaliada a influéncia destas variaveis, em fungdo das
propriedades mecénicas (resisténcia a tracdo, elongacdo, modulo de elasticidade,
forca na ruptura e deformacdo na ruptura), espessura, da solubilidade em agua do
filme, propriedades Opticas (transparéncia), de barreira (permeabilidade ao vapor de
adgua), andlise de microscopia eletrbnica de varredura, andlises estruturais em

espectroscopia de infravermelho (FT-IR) e difracdo de raios-X.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Matéria-prima

No desenvolvimento de filmes nanocompésitos de IPC e montmorilonita a
matéria-prima utilizada foi o isolado protéico obtido de CMS de corvina pelo processo
de variacdo de pH (adaptado de NOLSOE e UNDERLAND, 2009; FREITAS, 2011)
como mostrado no Capitulo 3, plastificante glicerol (Synth P.A.) e nanoargila
montmorilonita produzida pela Southern Clay Products e Aldrich com tamanho de

particula de aproximadamente 1 — 100 nm.

4.2.2 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES NANOCOMPOSITOS DE IPC e MMT

Para o desenvolvimento de filmes nanocompésitos de isolado protéico de
corvina (IPC) e argilas organofilicas foi executado um planejamento experimental de 3
niveis e 3 fatores com 3 réplicas no ponto central, sugerido por Box e Behnken (1960).
Foi aplicada metodologia de superficie de resposta (MSR) para estudar os efeitos
simultaneos das variaveis independentes, concentragcdo de isolado protéico de corvina
(IPC = 2; 3,5 e 5 g/100 g de solucdo filmogénica); concentracdo de montmorilonita
(MMT =0,3; 0,5 e 0,7 g/100 g de solucédo filmogénica); e plastificante glicerol (G = 25,
30 e 35 g/100 g de IPC em base seca) sobre as respostas resisténcia a tracdo (MPa),
elongacado (%), forca na ruptura (N), permeabilidade ao vapor de agua (g mm m? d*
KPa™') e solubilidade (%). Para calcular a analise de variancia e metodologia de
superficie de resposta, foi utilizado o programa Statistica 6.1 for Windows. Isto é
mostrado na Tabela 4.1.

Os niveis, de concentragdo de isolado protéico de corvina (IPC); concentracdo
de montmorilonita (MMT); e plastificante glicerol, foram escolhidos através de testes
preliminares e através de levantamento bibliografico. O planejamento de Box e
Behnken foi escolhido com o intuito de reduzir o numero de experimentos que sejam
representativos, o0s experimentos de Box-Behnken s&o caracterizados por

delineamentos com 3 niveis dos fatores e por modelos de segunda ordem.
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Tabela 4.1. Variaveis utilizadas no planejamento experimental de Box e Behnken para

desenvolvimento dos filmes nanocompositos de IPC e MMT.

Variaveis reais

Variaveis codificadas IPC (g)* MMT (g)* G (9/100 g de IPC)*
-1 2,0 0,3 25
0 3,5 0,5 30
+1 5,0 0,7 35

*Onde: IPC: Isolado protéico de corvina, MMT: Montmorilonita, G: Glicerol

Os filmes poliméricos foram desenvolvidos pela técnica de casting, onde cada
solugéo dos filmes foi preparada segundo planejamento experimental da Tabela 4.1,
inicialmente no preparo de uma disperséo de IPC em agua destilada, em béquer de 50
mL. Esta dispersdo aquosa foi mantida com agitacdo suave e constante por 10
minutos com agitador eixo-hélice (713D, Fisatom, Sao Paulo, Brasil) a 30 °C em banho
ultra-termostatico (QUIMIS, modelo 214 D2, Sédo Paulo, Brasil), para hidratacdo do
IPC. Posteriormente a hidratacdo, ajustou-se o pH da disperséo para 11,2 com adigéo
de NaOH 1 N (Merck) utilizando pHmetro de bancada (modelo Marconi PA 200, Sdo
Paulo, Brasil) mantendo-se agitacdo constante por mais 10 minutos. Em seguida, foi
adicionada a MMT e a temperatura foi mantida a 30 °C. Ap0s a completa dissolucao
do IPC e MMT, adicionou-se o glicerol (v/v) previamente solubilizado em agua
destilada (béquer de 40 mL) na mesma temperatura da solugdo filmogénica (30 °C)
mantendo o pH em 11,2. Posteriormente, a solugdo filmogénica foi misturada no
homogeneizador (Ultra-turrax modelo T25, IKA, Alemanha) por 5 minutos, logo a
solucéo filmogénica foi aquecida a 80 °C por 30 minutos, depois foi espalhada em
placas de Petri com diametro de 15 cm e submetida a secagem em estufa com
circulagédo forcada de ar (QUIMIS 314D 242, Sédo Paulo, Brasil) a 401 °C por 12 h.
Ap6s a secagem, os filmes nanocompdsitos foram armazenados por 48 h em
dessecadores mantidos a 25+2 °C e umidade relativa de 55+2%, controlada usando

solucao saturada de cloreto de calcio.

Foi utilizado placas petri de policarbonato para os filmes, porque os filmes nas
placas petri de vidro apresentaram dificuldade em serem retirados das placas e facil

de apresentar fraturas e rupturas.
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A Figura 4.1 mostra o fluxograma utilizado para desenvolvimento de filmes
nanocompositos de isolado protéico de corvina (IPC) e montmorilonita (MMT).

Isolado protéico de corvina Montmorilonita
IPC (cargas positivas) *+ | MMT(cargas negativas)
\

Precipitacdo
(coacervado)

Coacervagéao
> complexa

v

Glicerol
Diluido em agua destilada
a temperatura do processo
deixando em agitacdo por
mais 5 min

Agitacao (10 min)

»

»

A 4

Homogeneizacao (5 min)

A 4

Soluc&o filmogénica \

A 4

Aquecimento (80 °C x
30 min

!

Aplicagédo em placas

de petri (¢ 15 cm) > Casting

A 4

Secagem em estufa
(40 °C—-12h)

A 4

FILME
NANOCOMPOSITO
DE IPC E MMT J

Figura 4.1. Fluxograma de operagdes utilizado para desenvolvimento de filmes

nanocompasitos de isolado protéico de corvina (IPC) e montmorilonita (MMT).

4.2.3 CARACTERIZACAO DE BIOFILMES NANOCOMPOSITOS
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4.2.3.1 Avaliacao Subjetiva

Para a avaliacdo subjetiva dos filmes nanocompdésitos, foram empregados
parametros estabelecidos por Gontard (1991), verificando-se as seguintes
caracteristicas dos filmes: continuidade (auséncia de ruptura ou fratura apdés a
secagem), homogeneidade (auséncia de particulas insoliveis ou bolhas visiveis ao
olho nu, ou zonas de opacidade ou de cores diferenciadas) e manuseabilidade
(possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura). Os filmes que ndéo

apresentaram tais caracteristicas foram descartados.

4.2.3.2 Espessura

Foi medida a espessura dos filmes obtidos, utilizando-se um micrémetro digital
(INSIZE IP54, Sdo Paulo, Brasil). A espessura foi determinada como sendo a média
de 8 medidas aleatérias em diferentes partes do filme. A espessura dos filmes foi
padronizada em 123 um, sendo esta medida escolhida através de testes preliminares
como observado no Apéndice.

4.2.3.3 Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e elongacdo na ruptura (E) foi mensurada
uniaxialmente esticando a amostra em uma direcdo usando um texturémetro (TA.XT
plus, Stable Micro Systems, Surrey, Inglaterra), de acordo com o método padrdo da
American Society for Testing and Materials, ASTM D-882 (ASTM, 2001), com célula de
carga de 50 N. As amostras de filmes foram cortadas, com 100 mm de comprimento e
25 mm de largura. Como parametros de execucdo de ensaios adotaram-se uma

distancia inicial entre as garras de 50 mm e uma velocidade de 20 mm min™.
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Figura 4.2 Filme nanocompdsito de IPC e MMT em teste de tragdo utilizando
Texturbmetro TA. XTplus.

Observa-se, na Figura 4.3, a célula ou dispositivo onde foram fixados os filmes
para as analises de perfuracdo, fabricado, seguindo o modelo de dispositivo
desenhado por Araujo-Farro (2008), com o intuito de evitar deslizamentos dos filmes,
e diminuir o erro na determinacéo dos valores de forca na perfuracdo e deformacédo na

perfuragéo.

Figura 4.3 Dispositivo para analise de perfuracdo desenhado e fabricado pelo autor

desta pesquisa

Este dispositivo possui 40 mm de didmetro de abertura e o filme é perfurado
por uma sonda cilindrica de 2 mm de diametro, que se desloca perpendicularmente a

1 mm/s de velocidade, como mostra a Figura 4.4.
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Sonda |

Biofime néo Arel deteflon
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Figura 4.4 Esquema do sistema de determinacéo da deformacéo em teste de ruptura.

Onde, lo € o raio da superficie exposta do filme nédo tensionado, D € a distancia
penetrada pela sonda na ruptura e L € o novo raio da superficie do biofilme no ponto
de ruptura (filme tensionado). No ponto de ruptura o raio da superficie (o) tem um
aumento Al. Substituindo L por (lo+Al), obtém-se a Equacdo 4.1 utilizada por
(GONTARD, 1991) para o célculo da deformacéo na ruptura. A forca (F), expressada
em Newtons (N), na ruptura e o deslocamento da sonda (D) na ruptura foram
determinados diretamente das curvas de for¢ca em funcdo da deformacao, permitindo o

calculo da deformacgao na ruptura (Al/lo):

A forca e a deformacdo na perfuracdo foram determinadas em testes de
perfuracdo, segundo metodologia adaptada de Araujo-Farro et al., (2010). Foi possivel
determinar a deformagé&o na ruptura, conforme Eg. (4.1).

Al VDZ+1o%-lo

lo lo (4.1)

4.2.3.4 Permeabilidade ao vapor de agua

Foram realizados ensaios de permeabilidade ao vapor de &agua (PVA)
gravimetricamente a 25 °C, de acordo com o método E96-95 (ASTM, 1995). As
amostras de cada filme, em forma de discos (D= 70 mm), foram fixadas com parafina

em células de permeacado de aluminio, contendo cloreto de célcio anidro granulado.
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Essas células foram acondicionadas em dessecadores a 25 °C e 75% UR (cloreto de
sédio anidro P.A.). A partir do ganho de massa do cloreto de célcio granulado,
mensurado em intervalos de 24 h, durante 7 dias, foi possivel determinar o vapor de

agua transferido através do filme, conforme Eq. (4.2).

_w X
PVA = . (4.2)

Onde W é a massa de umidade absorvida (g); t € o tempo de duracéo do teste
(dias); X é a espessura média do filme (mm); A é a area da superficie exposta do filme
(m?), e AP é a diferenca de pressao parcial de vapor através do filme (kPa) (P, — Py).
A pressao de vapor na superficie interna do filme, a qual é a mesma da superficie do
dessecante é definida como P; e a pressédo de vapor na superficie externa do filme, a
gual é a mesma do interior do ambiente produzida pela solugdo saturada de cloreto de

sodio é definida como P..

Dessecante: Filme
Cloreto de calcio ‘\ biopolimérico

anidro (UR = 0%) |

| Solugdo saturada de NaCl (UR: 75%) ]

| Volume de controle |

Figura 4.5 Esquema da célula de difusdo utilizada para determinar a permeabilidade
ao vapor de agua dos filmes biopoliméricos.
Fonte: Souza, 2011.

Conforme a Figura 4.5, o filme em forma de disco é fixado a célula, onde um
dessecante preenche o fundo da mesma e a umidade relativa (UR) no seu interior é

assumida como 0%. A célula esta armazenada em um ambiente cujo UR é de 75%
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(ASTM, 1995). A pressao de vapor na superficie interna do filme, a qual € a mesma da
superficie do dessecante € definida como P; e a pressdo de vapor na superficie
externa do filme, a qual € a mesma do interior do ambiente produzida pela solugéo
saturada de cloreto de sédio é definida como P,.

4.2.3.5 Solubilidade do filme em agua

Foi determinada a solubilidade em &gua dos filmes em triplicata, os filmes
foram recortados em quadrados de 2 cm. Foi determinada a porcentagem inicial da
matéria seca de cada amostra ap0s deixar a mesma em estufa a 105 °C por 24 h.
AplOs a pesagem, as amostras foram imersas em recipientes com 25 mL de agua
destilada, e agitadas lentamente e periodicamente por 24 h. Apds esse periodo, as
amostras foram removidas e secas (105 °C por 24 h), para determinacdo da massa da

matéria seca que nao se dissolveu em agua (FAKHOURI et al., 2007).

4.2.3.6 Transparéncia

A transparéncia dos filmes foi determinada utilizando um espectrofotbmetro
(Biospectro SP-22, Sao Paulo, Brasil). As amostras de filme foram cortadas em
retdngulos e colocadas no lado interno da célula do espectrofotbmetro. A
transparéncia foi determinada a 600 nm através da Eq. (4.3), de acordo com o0 método
D1746 (ASTM, 2003).

log%Tg00

Transparéncia = -

(4.3)

Onde Tgoo € a transmitancia a 600 nm, e b é a espessura do filme (mm).

4.2.3.7 Condi¢bes mais adequadas

Foram escolhidas as melhores condicbes para caracterizar os filmes
nanocompadsitos de IPC por microscopia eletrdnica de varredura, espectroscopia no

infravermelho e técnica de difracdo de Raios-X. A escolha deste tratamento foi
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realizada em funcdo dos melhores resultados apresentados pelas propriedades
mecanicas (resisténcia a tracdo, elongacado, for¢ca na ruptura), permeabilidade ao
vapor de 4gua, e solubilidade. Foi feita uma comparacéo dos filmes nanocompadsitos
de IPC puro com filmes nanocompdsitos de IPC e MMT os quais foram obtidos

segundo o fluxograma da Figura 4.1.

4.2.3.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas no Centro
Eletronico de Microscopia (CEM) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). As caracteristicas de superficie das amostras de filme foram analisadas
usando um microscopio eletrbnico de varredura (modelo JSM 6060, JEOL, Japéo)
operando a 10 kV (Figura 4.6). Duas amostras foram colocadas sobre stubs e

revestidas com uma camada de ouro antes de obter as imagens.

Bl Tt 1 —Ea T

Figura 4.6 Microscopio eletrénico de varredura modelo JSM 6060, JEOL, Jap&do. CME,
UFRGS.

4.2.3.9 Andlise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

As andlises de espectroscopia no infravermelho foram realizadas no laboratério
de Quimica Organica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os filmes
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foram analisados usando equipamento espectrofotométrico FT-IV (Prestige 21,
210045, Japdo) na regi&o espectral de 4000-500 cm™ (Xu et al., 2005).

4.2.3.10 Difracéo de Raios X (DRX)

As andlises de difracdo de Raios X (DRX) foram realizadas no Instituto de
Fisica (IF) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Foi utilizado um
difratbmetro Siemens D500 de geometria Bragg-Brentano com radiagdo de Cu,
operado a 40 kV e 17,5 mA, monocromador de grafite para feixe de raios X difratado.
As medidas foram obtidas com passos de 0,05 graus (28), tempo de contagem de 5

s/passo, e com intervalos de medida em 26 de 2 a 60 graus.

Figura 4.7 Difratdbmetro Siemens D500, IF-UFRGS.

4.2.3.11 Anélise estatistica

Para determinar diferengas, estatisticamente significativas (p <0,05) entre
médias, foram utilizadas as analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, usando o
software Statistica 6.0 (Statsoft, USA).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Avaliacao Subjetiva dos filmes nanocompdésitos de IPC e MMT

Algumas caracteristicas dos filmes de isolado protéico de corvina (IPC) foram
analisadas visualmente, fundamentadas nos parametros de avaliacdo subjetiva

estabelecidos por Gontard (1991), como mostrado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Resultados da avaliacdo subjetiva dos filmes nanocompositos de IPC e
MMT.

Variaveis Independentes* Caracteristica**
Tratamento Glicerol
IPC (9) MMT (g) C H M
(%)
1 5 0,7 30 XXX XX XX
2 5 0,3 30 XXX XX XXX
3 2 0,7 30 XXX XX XXX
4 2 0,3 30 XX XX XX
5 5 0,5 35 XXX XX XXX
6 5 0,5 25 XXX XX XXX
7 2 0,5 35 XXX XX XX
8 2 0,5 25 XXX XX XXX
9 3,5 0,7 35 XXX XX XXX
10 3,5 0,7 25 XX XX XX
11 3,5 0,3 35 XX XX XX
12 3,5 0,3 25 XXX XX XXX
13 3,5 0,5 30 XXX XX XXX
14 3,5 0,5 30 XXX XX XXX
15 3,5 0,5 30 XXX XX XXX

Onde: *IPC: Isolado protéico de corvina, MMT: Montmorilonita **C: Continuidade; H:

Homogeneidade; M: Manuseabilidade: xxx excelente; xx boa; x deficiente.

Os filmes nanocompésitos de IPC e MMT no aspecto de homogeneidade
mostraram-se continuos, sem fraturas ou rupturas apés a secagem, sendo que todos

0S ensaios apresentaram boa continuidade e homogeneidade. Em relacdo a
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caracteristica de manuseabilidade, esta propriedade foi de excelente, para boa, na

maioria dos ensaios.

Os filmes nanocompositos de IPC e MMT que apresentaram boa
manuseabilidade apresentaram minima dificuldade em serem retirados das placas
sem rasgos, porém, apds serem retirados das placas, todos os filmes puderam ser
manipulados sem risco de ruptura. No que diz respeito a facilidade de serem retirados
das placas, esta depende do material da placa. Em face disso, observou-se que houve
mais facilidade de retirada dos filmes, de forma integra, das placas de policarbonato
que das placas de vidro. Quanto a homogeneidade, nenhum filme apresentou

particulas insollveis visiveis a olho nu.

De maneira geral, todos os filmes apresentaram-se transparentes, com

coloracdo levemente amarelada e de bom aspecto (homogéneos).

Sabe-se, como reportado por varios autores (MONTERREY-QUINTERO e
SOBRAL, 2000, MALLI, 2002), que a obtencdo de filmes pela metodologia de casting
gera filmes de diferentes espessuras, dependendo da massa aplicada sobre o suporte
(SOBRAL, 2000). Diferencas na espessura e a heterogeneidade apresentada por
estes biomateriais dao lugar a respostas diferentes com relacéo aos testes mecanicos.
Mali (2002) demonstrou que esta variabilidade nos testes mecéanicos pode ser
controlada pela obtencdo de uma espessura constante, afirmando que € possivel
trabalhar, e avaliar as propriedades mecanicas (testes de tracdo e de perfuracdo)

utilizando-se superficies de resposta.

4.3.2 Propriedades dos filmes nanocompdsitos de IPC e MMT

A Tabela 4.3 apresenta a matriz utilizada para planejamento experimental de
Box e Behnken, e os resultados obtidos nos testes de tragéo (resisténcia a tracao,
elongacdo e modulo de elasticidade) e perfuracdo (forca na ruptura e deformagéo na

ruptura) dos filmes nanocompositos de IPC e MMT.
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Tabela 4.3 Delineamento experimental de Box e Behnken e resultados obtidos nos

testes de tracao e perfuracdo dos filmes nanocompositos de IPC e MMT.

Testes Mecanicos*

Variaveis Independentes Teste de
Teste de tracdo
perfuracao

T IPC MMT  Glicerol RT ME

E (%) FR(N) DR (%)

(9) (9) (%) (MPa) (MPa)

1 5 0,7 30 7,3t0,1 39,6+0,1 12,9+0,2 6,2+0,1 7,4+0,1
2 5 0,3 30 7,8+0,1 39,7+0,2 12,9+0,1 6,1+0,2 7,3%0,2
3 2 0,7 30 8,3+0,1 40,4+0,1 13,1+0,2 7,3+0,1 8,3%+0,3
4 2 0,3 30 7,7£0,2 40,1+0,1 13,2+0,1 8,1+0,2 9,4+0,1
5 5 0,5 35 8,2+0,1 40,6+0,1 13,8+0,2 7,9+0,1 9,9+0,2
6 5 0,5 25 8,5+0,1 40,7+0,1 15,2+0,2 8,9+0,1 10,3%+0,3
7 2 0,5 35 7,4+0,2 39,7+0,3 13,1+0,2 7,3+0,2 9,3+0,2
8 2 0,5 25 8,6+0,1 40,8+0,1 13,4+0,1 7,5+0,2 10,2+0,2
9 3,5 0,7 35 7,8+0,1 40,1+0,2 13,2+0,3 7,904 9,5+0,3
10 3,5 0,7 25 7,7£0,3 40,1+0,1 13,1+0,1 7,9+0,1 8,9+0,1
11 3,5 0,3 35 7,2+0,2 39,6+0,3 13,1+0,2 8,3+0,1 9,610,1
12 3,5 0,3 25 8,6+0,2 40,7+0,1 13,4+0,1 8,2+0,1 9,9+0,2
13 3,5 0,5 30 10,7+0,2 45,8+0,2 17,5+0,1 9,6+0,1 10,8+0,1
14 3,5 0,5 30 10,5+0,2 44,9+0,1 17,5+0,2 9,7+0,1 10,7+0,1
15 3,5 0,5 30 10,6+0,1 45,6+0,3 17,2+0,2 9,5+0,1 10,7+0,2

*Média de 3 repeti¢bes * desvio padrdo. Onde: T: Tratamentos, IPC: Isolado protéico
de corvina, MMT: Montmorilonita, RT: Resisténcia a tragéo, E: Elonga¢édo, ME: Modulo

de elasticidade, FR: Forgca na ruptura, DR: Deformagao na ruptura.

De acordo com a Tabela 4.3, os valores de resisténcia a tragdo variaram entre
7,2 e 10,7 MPa e os valores de elongacéo de 39,6 a 45,8% sendo que os valores mais
altos de resisténcia a tracdo e elongagcdo foram obtidos no ponto central. Estes
resultados estdo dentro da faixa do encontrado por Araujo-Farro et al., (2010) que
encontraram valores entre 2,63 e 23,90 MPa para resisténcia a tracdo em filmes de
amido de quinoa. Estes resultados estdo abaixo dos valores citados por Kvien et al.,

(2007) que encontraram para filmes nanocompdsitos a base de amido uma resisténcia
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a tracdo de 12,5 MPa. Os mesmos autores acharam um valor 31% menor para
elongacdo quando comparado com os resultados obtidos no presente trabalho.

Os valores deste trabalho foram comparados com o trabalho de Sothornvit et
al., (2009) que estudaram o efeito do tipo de nanoargila sobre as propriedades fisicas
e antimicrobianas de filmes compésitos de isolado protéico de soro, e acharam valores
mais baixos para resisténcia a tracdo, que foram de 1,55 e 3,29 MPa quando usaram
cloisite 20A e cloisite 30B, respectivamente. Os resultados de elongacdo neste
trabalho encontram-se dentro da faixa de 29,1 a 51,7% dos valores encontrados pelos

mesmaos autores.

Na Tabela 4.3, os valores de modulo de elasticidade variaram entre 12,9 e 17,5
MPa, sendo que os valores mais altos foram obtidos no ponto central e os valores

menores nos dois primeiros experimentos.

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), com a finalidade de testar a
adequacidade do modelo para a variavel resisténcia a tracdo. Os resultados obtidos
sdo mostrados nas Tabelas 4.4 e 4.5. Conforme Gacula e Singh (1984), quando o

Fealculado € SUpETrior a 5 vezes Fipeiado, 0 Modelo é considerado preditivo.

Tabela 4.4 ANOVA do modelo de regressdo para resisténcia a tracdo de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPCq 5,65 1 0,002
(2) MMT @ 9,31 1 0,001
(3) Glicerol L+q 6,19 2 0,003
Interagéo 1*2 0,57 2 0,034
Interagéo 1*3 0,20 1 0,046
Interagéo 2*3 0,56 1 0,017

Falta de ajuste 0,09 4 0,3292

Erro puro 0,02 2

Total 19,98 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca. Onde: IPC: Isolado protéico

de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico; L: Efeito linear.
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Tabela 4.5 Verificacdo da validade estatistica do modelo para resisténcia a tracdo de
filmes nanocompdésitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Fiao Fiabxs
Regressao 8,45 8 1,06 106 4,15 20,75
Residuos 0,08 6 0,01
Falta de ajuste 0,07 4
Erro puro 0,007 2
Total 8,53 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo as Tabelas 4.4 e 4.5, pode-se observar que o modelo foi significativo
e preditivo para a resisténcia a tracao de filmes nanocompésitos de IPC e MMT, assim
foi possivel representar um modelo estatistico para esta resposta. Apresentando a
seguinte equacao para resisténcia a tracao (RT) Eq. (4.4).

RT = 10,6 — 1,23IPC? — 1,59MMT? — 0,35G — 1,19G? — 0,28IPC MMT —
0,23IPC MMT? + 0,23IPC G — 0,37MMT G (4.4)

R?=0,9914

A Figura 4.8 apresenta a superficie de resposta, que permite uma visualizagdo
das condi¢des do processo de desenvolvimento de filmes nanocompdsitos de IPC e

MMT, expondo valores de resisténcia a tracado, em funcdo da Montmorilonita e glicerol.

Pode-se observar que nos pontos centrais utilizados para glicerol (30 g/100g de
IPC) e uma porcentagem de 0,5% de MMT houve maior resisténcia a tragdo do que
quando utilizado outras porcentagens de glicerol e MMT, ficando em torno de 10,5
MPa.
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Figura 4.8 Superficie de resposta da resisténcia a tragdo dos filmes nanocompositos

de IPC e MMT em funcdo das concentracdes de MMT (%) e glicerol (30 g/100 g de
IPC) (concentragéo de IPC fixa em 3,5 g/100 g).

Com relacdo aos fatores quadraticos, estes sao considerados em um
delineamento de planejamento experimental com a finalidade de incrementar a
curvatura de uma superficie, de modo a localizar os pontos de maximo e minimo. Os
resultados das analises de variancia (ANOVA), ou avaliacdo do modelo matematico, é
feita em funcéo dos valores do F. Comparando os valores de Fcaculado COM O Fiapelados

verifica-se que o primeiro é 25,54 vezes maior que o segundo, sendo, portanto, este
modelo estatisticamente significativo e preditivo.

Um dos fatores mais importantes que afeta sensivelmente as propriedades de
tracdo é o teor de plastificante, especialmente aqueles que mostrarem comportamento
hidrofilico, como o glicerol. Sabe-se que os plastificantes provocam alteracdo nas

propriedades mecanicas, fazendo com que tenham maior flexibilidade e menor
resisténcia a tracdo (ARAUJO-FARRO, 2008).

Comparando os valores deste trabalho com os valores encontrados por Follain

et al.,, (2005) que ao elaborarem filmes de amido de trigo com concentracbes de
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glicerol de 15, 17, 22 e 30%, mostraram um comportamento tipico de decréscimo no
valor da tensdo na ruptura com o aumento de concentragcdo de glicerol. De acordo
com Parris et al., (1995) e Araujo-Farro, (2008) o conteudo de plastificante (glicerol >
sorbitol > polietilenoglicol) € um dos fatores que mais afeta as propriedades de tracao

dos filmes hidrofilicos.

Os resultados encontrados para resisténcia a tracdo no presente trabalho séo
maiores dos encontrados por Al-Hassan e Norziah, (2012) quando utilizaram mistura
de amido com gelatina em diferentes propor¢des para obtencéo de filmes, utilizando
glicerol como plastificante (1,28 a 1,70 MPa), e abaixo destes valores guando
utilizaram sorbitol como plastificante (10,27 a 18,06 MPa). Isto concordou com Su et
al., (2010) que concluiram que o plastificante glicerol € uma molécula de tamanho
pequeno que pode penetrar entre as cadeias poliméricas, e enfraquecer a interacao
entre 0s polissacarideos e proteinas como carboximetil celulose e filmes de proteina
isolada de soja. Além disso, o aumento da concentragcdo de glicerol em
polissacarideos e/ou proteinas reduz as propriedades mecanicas.

Pode-se mencionar também o trabalho de Mali et al., (2005) que relataram que
filmes de fécula de mandioca contendo glicerol afetaram as propriedades mecénicas,
resultando em valores de resisténcia a tracdo mais baixo, isto foi devido a sua

caracteristica higroscopica que tende a fornecer 4gua para a matriz do filme.

Também de acordo com Hoque et al., (2011) os valores de resisténcia a tracado
encontrados por eles em fiimes de gelatina de pele de sépia (Sepia pharaonis)
adicionado com diferentes extratos foram maiores (11,64 a 45,63 MPa) do que os

valores encontrados no presente trabalho.
Nas Tabelas 4.6 e 4.7 sdo apresentados os resultados da analise de variancia

(ANOVA), com a finalidade de avaliar a adequacidade do modelo para a variavel

elongacéao (E).
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Tabela 4.6 ANOVA do modelo de regressdo para elongacdo de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPCq 24,56 1 0,009
(2) MMT Q 31,14 1 0,007
(3) Glicerol @ 21,34 1 0,010

Falta de ajuste 1,78 9 0,633

Erro puro 0,45 2

Total 69,11 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confian¢a. Onde: IPC: Isolado protéico
de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico.

Tabela 4.7 Verificagdo da validade estatistica do modelo para elongacdo de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Fonte de variacéo SQ GL MQ Fea Fiao Ftabxs
Regressao 66,87 3 22,29 111,45 3,59 17,95
Residuos 2,23 11 0,20
Falta de ajuste 1,79 9
Erro puro 0,45 2
Total 69,11 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo a Tabela 4.7, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a elongacdo de filmes nanocompdsitos de IPC e MMT, assim foi
possivel predizer um modelo estatistico para esta variavel, que apresentou a seguinte

equacao para elongacéo (E) Eq. (4.5).

E = 45,43 — 2,58IPC% — 2,90MMT? — 2,40G? (4.5)

R?=0,9677
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A Figura 4.9 apresenta a superficie de resposta, que permite uma visualizacéo
das condicdes do processo de desenvolvimento de filmes nanocompositos de IPC e
MMT, expondo valores de elongacgéo, em funcdo da Montmorilonita e IPC.

(o) SERFUONS

M 45
B 44
O 43
42
B 41
B 40

Figura 4.9 Superficie de resposta da elongacéo dos filmes nanocompdésitos de IPC e
MMT em funcéo das concentracdes de MMT (%) e IPC (%) (concentracdo de glicerol
fixa em 30 g/100 g de IPC).

Pode-se observar na Figura 4.9 que nos pontos centrais utilizados para as
duas variaveis houve maior elongagdo do que quando utilizado outras porcentagens
de IPC e MMT ficando em torno de 45,6%.

Segundo a Tabela 4.3, os valores encontrados para elongagdo no presente
trabalho foram menores que os encontrados por Al-Hassan e Norziah, (2012) quando
utilizaram mistura de amido com gelatina em diferentes proporcdes para obtencdo de
filmes. Para os valores de modulo de elasticidade os valores encontrados foram
menores que 0s encontrados por Al-Hassan e Norziah, (2012) quando utilizando
sorbitol como plastificante encontraram (5,53 a 19,04 MPa) e quando utilizaram
glicerol como plastificante (84,14 a 102,31 MPa). Comparando os valores de Fcaculado

com 0 Fapelado, Verifica-se que o primeiro foi 31,04 vezes maior que o segundo.
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Em geral, a elongacdo aumenta com o conteudo de gelatina em filmes
plastificados com glicerol, o que indica que nesses filmes a gelatina agiu como
plastificante, o que aprimorou flexibilidade do filme e fragilidade reduzida (AL-HASSAN
e NORZIAH, 2012) concordando com os valores encontrados no presente trabalho.

A adicdo de montmorilonita pode aumentar ou diminuir as propriedades
mecéanicas dependendo da sua porcentagem adicionada em peso de argila. O baixo
conteudo de montmorilonita (5-10% em peso) resultou em um aumento na resisténcia
a tracdo e no modulo de elasticidade. O maior aumento de montmorilonita (15% em
peso) ocorreu um efeito adverso sobre as propriedades mecanicas evidenciando uma

diminuicdo significativa na resisténcia a tragdo e modulo de elasticidade
(KAMPEERAPAPPUN et al., 2007).

Nas Tabelas 4.8 e 4.9 sdo apresentados os resultados da analise de variancia
(ANOVA), com a finalidade de avaliar a adequacidade do modelo para a variavel

madulo de elasticidade (ME).

Tabela 4.8 ANOVA do modelo de regressdo para mdédulo de elasticidade de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC q 12,64 1 0,002
(2) MMT q 23,54 1 0,001
(3) Glicerol @ 10,36 1 0,003

Falta de ajuste 2,72 9 0,094

Erro puro 0,06 2

Total 43,43 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianga. Onde: IPC: Isolado protéico

de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico.
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Tabela 4.9 Verificacdo da validade estatistica do modelo para médulo de elasticidade

de filmes nanocompésitos de IPC e MMT.

Fonte de variagao SQ GL MQ Fea Ftab Ftabxs
Regressao 40,65 3 13,55 54,20 3,59 17,95
Residuos 2,78 11 0,25
Falta de ajuste 2,72 9
Erro puro 0,06 2
Total 43,43 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo a Tabela 4.9, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a médulo de elasticidade de filmes nanocompdésitos de IPC, assim foi
possivel predizer um modelo estatistico para esta variavel. Comparando os valores de
Fealculado COM O Fiapeiado, VErifica-se que o primeiro é 15,09 vezes maior que o segundo.

Apresentando a seguinte equacao para modulo de elasticidade (ME) Eq. (4.6).

ME = 17,40 — 1,85IPC? — 2,52MMT? — 1,68G?> (4.6)

R?=0,9361

Os valores encontrados para o0 modulo de elasticidade no presente trabalho
variaram entre 12,9 e 17,5 MPa sendo que os valores mais altos do modulo de
elasticidade foram obtidos no ponto central. Estes resultados concordam com Tapia-
Blacido et al., (2005) que encontraram valores entre 0,3 e 93,8 MPa para modulo de

elasticidade em filmes a base de farinha de amaranto (Amaranthus caudatus).

Huang e Yu (2006), trabalharam com as propriedades de filmes
nanocompaositos de amido/MMT, preparado com amido de milho termoplastico e MMT
ativado pelo método de intercalagdo utilizando uma extrusora com diferentes
concentracdes de nanoparticulas de 0-11% para o amido. Os resultados do médulo de
elasticidade indicaram um aumento com adi¢cdo do contetdo da nanoparticula de até
8%.
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Os valores encontrados para modulo de elasticidade no presente trabalho
foram encontran-se dentro da faixa de valores encontrados por McGlashan e Halley,
(2003) que acharam um aumento marcadamente a partir de 17 até 65 Mpa, quando
utilizaram 0% e 5% de argila, respectivamente, em nanocompésitos amido/poliéster,
melhorando assim suas propriedades mecanicas. Dean e Yu, (2005) desenvolveram
filmes nanocompdsitos a base de proteinas de soja e testaram sua microestrutura e
propriedades mecanicas. Eles prepararam o filme nanocompésito de mistura de agua
com glicerol e adicionado cloisite Na* e, em seguida, tratados com ultra-som por uma
hora. A suspensdo de cloisite Na® foi misturada com isolado protéico de soja,
utilizando um misturador de alta velocidade, entdo extrusado em extrusora de rosca
dupla a 140 °C. Os resultados mostraram que a melhoria mais significativa foi no

modulo de elasticidade.

Nas Tabelas 4.10 e 4.11 sdo apresentados os resultados da analise de
variancia (ANOVA), para testar a adequacidade do modelo para a varidvel for¢a na
ruptura (FR).

Tabela 4.10 ANOVA do modelo de regressdo para forca na ruptura de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC L+Q 8,38 2 0,002
(2) MMT L+Q 6,01 2 0,003
(3) Glicerol @ 0,28 1 0,033
Interagéo 1*2 3,45 2 0,005

Falta de ajuste 0,53 5 0,089

Erro puro 0,02 2

Total 16,75 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianga. Onde: IPC: Isolado protéico

de corvina, MMT:Montmorilonita; Q: Efeito quadratico; L: Efeito linear.

63



CAPITULO 4

Tabela 4.11 Verificacdo da validade estatistica do modelo para for¢ca na ruptura de
filmes nanocompdésitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Fiao Fiabxs
Regressao 16,20 7 2,32 29,68 3,79 18,95
Residuos 0,55 7 0,08
Falta de ajuste 0,53 5
Erro puro 0,02 2
Total 16,75 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo a Tabela 4.11, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a forca na ruptura de filmes nanocompdsitos de IPC, assim foi possivel
predizer um modelo estatistico para esta variavel. Comparando os valores de Fcacuiado
com O Fiapeado, Verifica-se que o primeiro é 7,83 vezes maior que o segundo.
Apresentando a seguinte equacao para forca na ruptura (FR) Eq. (4.7).

FR = 9,6 + 0,50IPC — 1,43IPC? — 0,18MMT — 1,25MMT? — 0,28G? +
0,231PC MMT — 1,281PC MMT? 4.7)

R?>=0,9675

A Figura 4.10 apresenta a superficie de resposta, que permite uma
visualizacdo das condicdbes do processo de desenvolvimento de filmes
nanocompositos de IPC, expondo valores de forga na ruptura, em fungdo da
Montmorilonita e IPC.

Pode-se observar na Figura 4.10 que nos pontos centrais utilizados para as
duas variaveis houve maior forca na ruptura, do que quando utlizadas outras

porcentagens de IPC e MMT, ficando estes em torno de 9,6 N.
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Figura 4.10 Superficie de resposta da for¢a na ruptura (N) dos filmes nanocompositos
de IPC e MMT em funcdo das concentracdes de MMT (%) e IPC (%) (concentracdo de
glicerol fixa em 30 g/100 g de IPC).

Nas Tabelas 4.12 e 4.13 sdo apresentados o0s resultados da andlise de
variancia (ANOVA), com a finalidade de avaliar a adequacidade do modelo para a
variavel deformacéo na ruptura (DR).

Tabela 4.12 ANOVA do modelo de regresséo para deformacgéo na ruptura de filmes
nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC L+Q 5,80 2 0,001
(2) MMT L+Q 9,33 2 0,001
(3) Glicerol @ 0,30 1 0,011
Interacdo 1*2 2,07 2 0,003
Interagcédo 1*3 0,24 2 0,027
Interacéo 2*3 0,20 1 0,016
Falta de ajuste 0,27 2 0,024
Erro puro 0,01 2
Total 17,12 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianga. Onde: IPC: Isolado protéico
de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico; L: Efeito linear.
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Tabela 4.13 Verificacdo da validade estatistica do modelo para deformacéo na ruptura

de filmes nanocompdésitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Fiao Fiabxs
Regressao 16,85 10 1,69 24,14 5,96 29.80
Residuos 0,27 4 0,07
Falta de ajuste 0,27 2
Erro puro 0,006 2
Total 17,12 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo a Tabela 4.13, podemos observar que o modelo foi significativo e ndo
foi preditivo para a deformacédo na ruptura de filmes nanocompésitos de IPC e MMT,
assim nao foi possivel predizer um modelo estatistico para esta variavel, porque o F

calculado foi menor em 5 vezes o F tabelado.

Como pode ser observado na Tabela 4.12, a concentragdo de MMT apresentou
maior efeito linear e quadratico no valor de deformacao na ruptura. Ja a concentracéo
de glicerol apresentou menor efeito quadratico. As interacdes entre IPC e MMT; IPC e

glicerol; e MMT e glicerol foram significativos.

Os valores encontrados para forga na ruptura e deformagédo na ruptura no
presente trabalho variaram entre 6,1 - 9,7 N e 7,3 — 10,8% respectivamente, sendo
gue os valores mais altos de for¢a na ruptura e deformacéo na ruptura foram obtidos
no ponto central. Estes resultados concordam com Tapia-Blacido et al., (2005) que
encontraram valores entre 0,8 - 4,3 N para forca na ruptura e 3,4 — 37,2% para
deformacdo na ruptura em filmes & base de farinha de amaranto (Amaranthus
caudatus). Estes resultados também concordam com Araujo-Farro et al., (2010) que
encontraram valores entre 3,50 - 7,99 N para for¢a na ruptura e 0,81 - 10,93% para

deformacéo na ruptura em filmes de amido de quinoa.

Neste trabalho, foram encontrados resultados de for¢a na ruptura semelhantes
com os encontrados por Elizondo et al, (2009) que desenvolveram filmes

biodegradaveis a base de misturas de farinha de Amaranthus cruentus e poli (alcool
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vinilico) achando valores na faixa de 9,4 N. Estes mesmos autores acharam valores de
16, 3% para deformacéo na ruptura.

A Tabela 4.14 apresenta a planilha do planejamento experimental de Box e
Behnken, e os resultados de espessura, umidade, solubilidade, permeabilidade ao

vapor de 4gua e transparéncia dos filmes nanocompdsitos de IPC.

Tabela 4.14 Delineamento experimental de Box e Behnken e resultados de espessura,
umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua e transparéncia dos filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variaveis Independentes Testes*
T IPC MMT  Glicerol U (%) S (%) PVA** TRA
(9) (9) (%)

1 5 0,7 30 14,8+0,2 27,6+0,1 5,4+0,2 8,4+0,1
2 5 0,3 30 14,9+0.1 26,2+0,3 5,2+0,1 9.1+0,2
3 2 0,7 30 14,5+0,2 20,3+0,1 5,0+0,1 9,3+0,1
4 2 0,7 30 14,4+0,1 20,7+0,2 4,6+0,2 8,9+0,1
5 5 0,7 35 18,1+0,1 26,8+0,2 5,5+0,2 7.9+0,2
6 5 0,7 25 13,6+0,2 20,4+0,3 4,2+0,3 10,8%0,1
7 2 0,5 35 17,8+0,2 24,7+0,1 4,7+0,1 8,6%0,1
8 2 0,5 25 18,2+0,1 19,5+0,1 3,9+0,1 12,6%0,1
9 3,5 0,7 35 14,1+0,1 26,8+0,1 4,1+0,1 11,8+0,1
10 3,5 0,7 25 14,2+0,1 19,1+0,2 3,7+0,2 12,1+0,2
11 3,5 0,3 35 17,9+0,2 26,1+0,2 4,610,2 8,7+0,2
12 3,5 0,3 25 13,8+0,1 18,1+0,3 3,8+0,3 12,3+0,2
13 3,5 0,5 30 16,1+0,1 18,6+0,2 3,2+0,1 13,0+0,2
14 3,5 0,5 30 16,2+0,1 18,4+0,1 3,2+0,2 12,7+0,1
15 3,5 0,5 30 16,2+0,2 18,3+0,1 3,3+0,1 13,1+0,1

*Média de 3 repeticdes * desvio padrdo. Onde: T: Tratamentos, IPC: Isolado protéico
de corvina, MMT: Montmorilonita, U: Umidade, S: Solubilidade, PVA: Permeabilidade

ao vapor de agua **(g mm m? d*KPa™)., TRA.: Transparéncia.

Nas Tabelas 4.15 e 4.16 sao apresentados os resultados da andlise de
varidncia (ANOVA), com a finalidade de avaliar a adequacidade do modelo para a

variavel umidade (U).
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Tabela 4.15 ANOVA do modelo de regresséo para umidade de filmes hanocompdsitos
de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC L+Q 0,52 2 0,012
(2) MMT L+Q 11,51 2 0,001
(3) Glicerol L+q 9,34 2 0,001
Interacéo 1*2 4,69 2 0,001
Interacéo 1*3 6,0 1 0,001
Interacéo 2*3 441 1 0,001

Falta de ajuste 0,01 2 0,372

Erro puro 0,01 2

Total 39,29 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confian¢a. Onde: IPC: Isolado protéico
de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadrético; L: Efeito linear.

Tabela 4.16 Verificacdo da validade estatistica do modelo para umidade de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Ftab Fiabxs
Regressao 39,25 10 3,93 393,10 5,96 29,8
Residuos 0,02 4 0,01
Falta de ajuste 0,01
Erro puro 0,01 2
Total 39,29 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:

Fisher.

Segundo a Tabela 4.16, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a umidade de filmes nanocompésitos de IPC, assim foi possivel predizer
um modelo estatistico para esta variavel. Comparando os valores de Fcacuiago COM 0
Frabelado, VErifica-se que o primeiro é 65,94 vezes maior que o segundo. Isto apresentou

a seguinte equagéo para umidade (U) Eq. (4.8).
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U = 16,17 — 1,08IPC + 0,20IPC% — 0,85MMT — 1,72MMT? + 1,01G + 0,55G? +
1,28IPC MMT? + 0,85IPC2 MMT + 1,22IPC G — 1,05MMT G (4.8)

R? = 0,9995

Os valores encontrados para umidade no presente trabalho variaram entre 13,6
e 18,2%. Estes resultados estdo acima dos valores encontrados por Araujo-Farro,
(2008) que acharam valores entre 9,81 e 11,82% em filmes biodegradaveis
desenvolvidos a partir de derivados do grdo de quinoa (Chenopodium quinoa
Willdenow).

Nas Tabelas 4.17 e 4.18 sdo apresentados os resultados da andlise de
varidncia (ANOVA), com a finalidade de avaliar a adequacidade do modelo para a
variavel solubilidade (S).

Tabela 4.17 ANOVA do modelo de regressdo para solubilidade de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC L+Q 69,76 2 0,001
(2) MMT L+Q 23,45 2 0,001
(3) Glicerol L+q 85,36 2 0,001
Interagéo 1*2 12,82 2 0,003
Interagéo 1*3 2,10 1 0,011
Falta de ajuste 0,44 3 0,139

Erro puro 0,05 2

Total 193,98 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca. Onde: IPC: Isolado protéico
de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico; L: Efeito linear.

69



CAPITULO 4

Tabela 4.18 Verificacdo da validade estatistica do modelo para solubilidade de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Fiao Fiabxs
Regressao 193,74 9 21.53 215,3 477 23,85
Residuos 0,49 5 0,10
Falta de ajuste 0,44 3
Erro puro 0,05 2
Total 194,72 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo a Tabela 4.18, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a solubilidade de filmes nanocompodsitos de IPC, assim foi possivel
predizer um modelo estatistico para esta variavel. Comparando os valores de Fcacuiado
COM O Fipeado, Verifica-se que o primeiro € 45,14 vezes maior que o segundo.

Apresentando a seguinte equacao para solubilidade (S) Eq. (4.9).

S = 18,43 + 0,75IPC + 2,79IPC? + 0,34MMT + 2,47MMT? + 3,93G + 1,62G? +
0,45IPC MMT + 2,45IPC MMT? — 1,03IPC2 G (4.9)

R?=0,9975

A Figura 4.11 apresenta a superficie de resposta, que permite uma
visualizacdo das condicdbes do processo de desenvolvimento de filmes
nanocompaositos de IPC e MMT, expondo valores de solubilidade, em funcdo do

glicerol e IPC.
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Figura 4.11 Superficie de resposta da solubilidade dos filmes nanocompésitos de IPC

e MMT, em funcdo das concentracbes de glicerol (30 g/100 g de IPC) e IPC
(concentracdo de MMT fixa em 0,5%).

Pode-se observar na Figura 4.11 que nos pontos centrais utilizados para as
duas variaveis houve maior solubilidade do que quando utilizado outras porcentagens
de glicerol e IPC ficando em torno de 27,6%.

Como mostrado pela superficie de resposta (Figura 4.11 e Tabela 4.17) a
solubilidade dos filmes foi influenciada pelo efeito linear da concentragéo do glicerol, e
pelos efeitos de interacéo entre o IPC e glicerol. Com relagédo aos fatores quadréticos,
estes se mostraram significativos e positivos, indicando a presenca de uma regido de
valores minimos. A solubilidade sera tanto maior quanto maior for o valor do nivel do
glicerol utilizado na solucéo filmogénica. O efeito do teor do glicerol pode ser explicado
devido ao carater hidrofilico do plastificante (ARAUJO-FARRO et al., 2010).

Segundo a Tabela 4.14 os valores encontrados para solubilidade no presente
trabalho estdo acima dos encontrados por Araujo-Farro, (2008) que acharam valores
de 18% de solubilidade em filmes biodegradaveis desenvolvidos a partir de derivados
do gréao de quinoa (Chenopodium quinoa Willdenow). Ja Mali, (2002) achou valores de

solubilidade média de 25% em filmes de amido de card utilizando glicerol como
plastificante.
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Bourtoom et al.,, (2006) avaliaram o efeito do tipo de plastificante e
concentracdo nas propriedades de filme comestivel obtidos a partir de proteinas
soluveis em agua de surimi de pescado. Estes autores concluiram que filmes
plastificados com sorbitol, mostraram maior solubilidade em comparacdo com filmes
plastificados com glicerol e polietileno glicol. O aumento da concentracdo do
plastificante, em geral, resultou em filmes mais sollveis, 0s valores apresentaram em
torno de 55% de solubilidade, estando acima dos resultados encontrados no presente

trabalho.

Hendrix et al., (2012) desenvolveram filmes biopolimericos a base de farinha
desengordurada de mostarda tratados por homogeneizacao de alta pressao, ultra-som
e irradiacdo gama encontrando valores entre (30,7 — 34,1%), (31,4 — 31,8%) e (30,3 —
34,4%) de solubilidade, respectivamente. Estes valores se encontram acima dos

encontrados no presente trabalho.

Nas Tabelas 4.19 e 4.20 sdo apresentados os resultados da andlise de
varidncia (ANOVA), com a finalidade de testar a adequacidade do modelo para a
variavel permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

Tabela 4.19 ANOVA do modelo de regressao para permeabilidade ao vapor de agua

de filmes nanocompésitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC L+Q 5,61 2 0,001
(2) MMT @ 1,54 1 0,002
(3) Glicerol L+q 1,57 2 0,004
Interagéo 1*2 0,16 1 0,020
Interagéo 1*3 0,16 2 0,039
Falta de ajuste 0,07 4 0,168

Erro puro 0,01 2

Total 9,12 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca. Onde: IPC: Isolado protéico

de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico; L: Efeito linear.
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Tabela 4.20 Verificacdo da validade estatistica do modelo para permeabilidade ao

vapor de 4gua de filmes nanocompdésitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Fiao Fiabxs
Regressao 8,45 8 1,06 106 5,96 29,8
Residuos 0,08 6 0,01
Falta de ajuste 0,07 4
Erro puro 0,01 2
Total 8,61 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:

Fisher.

Segundo a Tabela 4.20, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a permeabilidade ao vapor de 4gua de filmes nanocompdésitos de IPC e
MMT, assim foi possivel predizer um modelo estatistico para esta variavel.
Comparando os valores de Fcacuiado COM O Fiapelado, VErifica-se que o primeiro é 25,54
vezes maior que o segundo. Apresentando a seguinte equagado para permeabilidade
ao vapor de agua (PVA) Eq. (4.10).

PVA = 3,23+ 0,26IPC+ 1,17IPC? + 0,65MMT + 0,30G + 0,17G? +
0,15IPC2 MMT + 0,13IPC G + 0,23IPC2 G (4.10)

R? = 0,9827

A Figura 4.12 apresenta a superficie de resposta, que permitiu uma
visualizacdo das condicdbes do processo de desenvolvimento de filmes
nanocompd@sitos de IPC e MMT, expondo valores de permeabilidade ao vapor de

agua, em funcdo da concentragdo de MMT e concentracao de IPC.

Pode-se observar na Figura 4.12 que nos pontos centrais utilizados para as
duas variaveis houve menor permeabilidade ao vapor de agua do que quando utilizado

outras porcentagens de IPC e MMT ficando em torno de 3,2 g mm m?d* KPa™.
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Figura 4.12 Superficie de resposta da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
nanocompasitos de IPC e MMT em funcédo das concentracdes de MMT (%) e IPC (%)
(concentracgéo de glicerol fixa em 30 g/100g de IPC).

Como mostrado na Tabela 4.19, a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos
filmes foi influenciada pelo efeito linear da concentracdo de IPC e pela concentracéo
do glicerol, e pelos efeitos de interacdo entre o IPC e glicerol e efeito de interagcédo
entre IPC e MMT. Com relacdo aos fatores quadraticos, estes se mostraram

significativos e positivos.

Os valores encontrados para PVA no presente trabalho encontram-se acima
dos valores encontrados por Souza et al., (2011) que avaliaram filmes formados a
partir de polissacarideos, como quitosana, incorporados com diferentes fracfes de
lipideos encontrando valores entre (1,32 — 1,80 g mm m? d* KPa™') e na faixa dos
valores encontrados pelos mesmos autores quando avaliaram filmes de quitosana

pura (3,8 g mm m? d*KPa™). Sendo estes valores 6timos.

De acordo com Hendrix et al., (2012) ao avaliar filmes biopolimericos a base de
farinha desengordurada de mostarda tratados por homogeneizacdo de alta presséo,
ultra-som e irradiacdo gama encontraram valores para PVA entre (3,40 — 4,67), (4,43 —
4,96) e (0,5 — 2,0 g mm m? d* KPa™) respectivamente, estando estes valores acima

dos encontrados no presente trabalho.
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A estrutura em camadas de nano-argilas impede a transmissdo de vapor de
agua atraveés da matriz do filme ou atrasos a difusdo de vapor de &gua devido a
tortuosidade das vias (BHARADWAJ, 2001; PARK et al., 2003; SORRENTINO et al.,
2006). A diminuicio da PVA de filmes de argila/nanocompoésitos tem sido
freqlientemente observado com filmes de diversos biopolimeros, tais como acetato de
celulose/Cloisite 30B (PARK et al., 2004), filmes nanocompdsito de quitosana/Cloisite
Na" (RHIM et al., 2006), e isolado protéico de soja/argilas (RHIM et al., 2005).

De acordo com Bourtoom et al., (2006) a permeabilidade ao vapor de dgua em
filmes de proteinas sollveis de surimi de pescado, aumentou com o incremento na
guantidade de plastificante nos filmes. A PVA aumentou de 30,41 para 79,96, 125,80
para 234,67 e 89,52 para 225,45 g mm m? d* KPa® quando a concentracéo de
sorbitol, glicerol e polietileno glicol aumentou de 25% para 75% respectivamente. Esta
tendéncia poderia ser explicada por modificacdes estruturais da rede de proteinas, os
valores encontrados por estes autores para PVA estdo muito acima dos valores
encontardos no presente trabalho que foi de 3,2 e 55 g mm m? d* KPa®, valores
6timos como barreira de vapor de agua.

Nas Tabelas 4.21 e 4.22 sdo apresentados os resultados da andlise de
varidncia (ANOVA), com a finalidade de testar a adequacidade do modelo para a
variavel transparéncia (TRA).

Tabela 4.21 ANOVA do modelo de regressdo para transparéncia de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Variavel Soma dos quadrados  Graus de liberdade p
(1) IPC q 25,19 1 0,002
(2) MMT @ 6,81 1 0,006
(3) Glicerol L 15,66 1 0,003
Interagéo 1*3 1,12 1 0,036
Interagéo 2*3 2,72 1 0,015
Falta de ajuste 4,82 7 0,061

Erro puro 0,09 2

Total 56,43 14

*p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca. Onde: IPC: Isolado protéico

de corvina, MMT: Montmorilonita; Q: Efeito quadratico; L: Efeito linear.
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Tabela 4.22 Verificacdo da validade estatistica do modelo para transparéncia de filmes

nanocompasitos de IPC e MMT.

Fonte de variacao SQ GL MQ Fea Fiao Fiabxs
Regressao 48,70 5 9,74 18,04 3,48 17,4
Residuos 4,90 9 0,54
Falta de ajuste 4,82 7
Erro puro 0,09 2
Total 58,51 14

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:
Fisher.

Segundo a Tabela 4.22, podemos observar que o modelo foi significativo e
preditivo para a transparéncia de filmes nanocompésitos de IPC e MMT, assim foi
possivel predizer um modelo estatistico para esta variavel. Comparando os valores de
Fealculado COM O Fiapelado, Verifica-se que o primeiro € 5,18 vezes maior que o segundo.

Apresentando a seguinte equacao para transparéncia (TRA) Eqg. (4.11).

TRA = 12,73 — 2,60IPC% — 1,35MMT?2 — 0,97G + 0,55G2 — 0,75IPC2 G +
0,82MMT G (4.11)

R?=0,9085

Os valores encontrados para transparéncia no presente trabalho foram 6timos
encontrando-se abaixo dos valores encontrados por Souza, (2011) que avaliou filmes
formados a partir de quitosana, com incorporagdo de 6leo de carpa encontrando
valores entre (30,19 — 38,76) e valores encontrados para filmes de quitosana pura
(43,2).

Sothornvit et al., (2009) estudaram o efeito do tipo de nanoargila sobre as
propriedades fisicas e antimicrobianas de filmes compdsitos de isolado protéico de
soro e acharam valores mais baixos para transparéncia quando usaram cloisite 30B

(6,30). Quando usaram cloisite Na®, cloisite 20A e filme puro de isolado protéico puro,
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encontraram valores de 10; 10,19 e 14,38 respectivamente, estando estes resultados
na faixa dos resultados obtidos no presente trabalho.

Sothornvit et al., (2010) avaliaram filmes compdsitos & base de isolado protéico
de soro/cloisite 30B com diferentes quantidades da argila (0, 5, 10 e 20 g/100 g IPS) e
acharam valores de transparéncia de 14, 38; 6,30; 4,89 e 4,22 respectivamente,
gquando foram usadas concentracdes de argila os valores foram mais baixos que 0s
encontrados no presente trabalho. Estes autores concluiram que com o aumento de

concentracao de argila houve uma diminuicdo na transparéncia dos filmes.

Os valores encontrados para transparéncia no presente trabalho estdo acima
dos encontrados por Al-Hassan e Norziah, (2012) quando utilizaram mistura de amido
com gelatina em diferentes propor¢des para obtencdo de filmes, utilizando sorbitol e
glicerol como plastificante achando valores de 0,86 a 1,60 e 185 a 2,12

respectivamente.

4.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para melhor elucidar a relagdo entre as caracteristicas de superficie e as
propriedades (permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e elongacdo na
ruptura) dos filmes, microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para

examinar as superficies dos mesmos.

A Figura 4.13(a) apresenta a fotomicrografia do filme de isolado protéico puro
plastificado com glicerol, mostrando a superficie do filme, sem adicdo de MMT. A
Figura 4.13 (b), correspondente ao filme nanocompdsito de IPC e MMT mostrando a

estrutura interna da matriz do filme.
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Figura 4.13 (a) Fotomicrografia eletronica de varredura do filme de isolado protéico de
corvina puro plastificado com glicerol, mostrando a superficie do filme. (b)
correspondente ao filme nanocompdsito de IPC e MMT mostrando a estrutura interna

da matriz do filme. Foi utilizada uma ampliacdo de X1000 e X2000 respectivamente.

Conforme as fotomicrografias de superficie apresentadas na Figura 4.13, o
filme de isolado protéico puro plastificado com glicerol (Figura 4.13a) apresenta-se
livre de bolhas de ar, possuindo uma superficie homogénea, com estrutura granulada
e porosa, apresentando irregularidades na superficie. Essas imperfeicdes
possivelmente facilitaram a difusao do vapor de agua, o que explica a maior PVA (8,72
mm m? d*KPa™') desse filme. A Figura 4.13b mostra que os filmes nanocompésitos de

IPC e MMT apresentaram uma superficie lisa e continua, sem estrutura granulada e
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porosa, minimas irregularidades na superficie, no entanto, ndo o suficiente para

facilitar a difusado do vapor de 4gua nas cadeias poliméricas.

Nos filmes nanocompésitos de IPC e MMT, ndo h& presenca de filamentos
rugosos grosseiros, bolhas ou rachaduras internas o que pode ser um indicativo de
melhor interacéo entre os polimeros e a MMT, influenciando positivamente para o bom
desempenho das propriedades mecanicas dos filmes. Concordando com Souza et al.,
(2011) que avaliaram filmes formados a partir de polissacarideos, como quitosana,
incorporados com diferentes fracdes de lipidios, estes autores encontraram nas
micrografias de superficie apresentadas que o filme de quitosana pura estava livre de
bolhas de ar, possuindo uma superficie lisa e continua, sem estrutura granulada e
porosa. Ja os filmes compostos com Oleo apresentaram certas irregularidades na

superficie, no entanto, sem aumentar a permeabilidade ao vapor de agua.

Melhores resultados foram obtidos quando comparado com Liu et al., (2007)
que trabalharam com filmes de pectina com a adicdo de dois diferentes tipos de
proteinas (gelatina de pele de pescado e proteina de soja), e obtiveram filmes a base
de pectina com superficies relativamente suaves do que os filmes com adicdo de
proteinas que foram &asperos, densos e frageis na aparéncia da superficies com

algumas particulas irregulares distribuida uniformemente na fase da pectina.

Al-Hassan e Norziah, (2012) quando utilizaram mistura de amido com gelatina
em diferentes proporc¢des para obtencdo de filmes, utilizando sorbitol e glicerol como
plastificante, observaram em filmes plastificados com glicerol superficies mais asperas
com a presenca de poros ou cavidades que pode estar relacionado a formacgéo de
canais nos filmes, enquanto que filmes plastificados com sorbitol mostram uma
superficie mais homogénea e compacta. No entanto, superficies mais lisas foram
observadas em ambos os filmes com glicerol e sorbitol que tem menos contetudo de
proteina. Concordando com Kampeerapappun et al., (2007) que na preparacdo de
filme compésito de amido de mandioca/montmorilonita evidenciaram na microscopia
eletrbnica de varredura que o tamanho mais fino das particulas de argila foi obtido no
caso de filme compdsito contendo quitosana, os resultados indicaram que a quitosana,
devido & sua hidrofilicidade e capacidade de anexar a superficie da argila teve um

papel na compatibilizacdo entre a matriz de amido e montmorilonita.
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4.3.4 Andlise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Na Figura 4.14 apresenta-se 0 espectro de absor¢cdo comparativo dos filmes,
na faixa de 4500 — 500 cm™. Nesta regido, as variacdes na estrutura da amostras sdo
diferenciadas pela localizacdo do pico de absorcdo na banda do comprimento de onda

caracteristico e pela intensidade da absorcao da energia.
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Figura 4.14 Comparacao dos espectros de filmes de IPC na faixa de nimero de onda
de 4500 — 500 cm™. Onde: —Filme nanocomposito de IPC e MMT, —Filme

nanocompasito de IPC puro com glicerol.

Os espectros de infravermelho médio dos filmes mostraram que possuem uma
estrutura amorfa como consequéncia do tratamento térmico efetuado sobre a solugéo
filmogénica, e que as propriedades dos filmes estdo associadas a bandas de
absorbancia entre 1600 e 570 cm™ os filmes de IPC e MMT apresentaram mais picos

caracteristicos de grupos funcionais.

Neste estudo os espectros de absorgdo foram utilizados para analise qualitativa
e comparativa da estrutura dos biomateriais na faixa de 4500-500 cm?, sendo
focalizada a regido do infravermelho médio. Foram comparados 0s espectros dos

filmes (filme nanocompdsito de IPC e MMT e filme de IPC puro com glicerol). Como o
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tratamento rigoroso das vibracdes de moléculas complexas é pouco pratico, costuma-
se realizar as interpretacfes a partir de comparagfes empiricas com outros espectros
pela extrapolagéo de resultados obtidos para o caso de moléculas mais simples.

Comparando os espectros obtidos dos filmes nanocompoésitos em relacéo as
freqUéncias caracteristicas dos grupos funcionais, estas podem variar muito devido as
interacbes complexas, intermoleculares e intramoleculares. As bandas de absorcéo
podem, entretanto, corresponder predominantemente a um Unico modo vibracional.
Certas bandas de absorcdo, como por exemplo, aquelas provenientes dos modos de
deformacéo axial de C-H, O-H e C=0, permanecem razoavelmente fixos no espectro,
independentemente de possiveis interagfes. A posi¢do exata da banda de absorgéo
revela detalhes importantes da estrutura, assim como as mudangas nos contornos das
bandas. As duas areas mais importantes para o exame preliminar dos espectros sdo
as regides 4000 a 1300 cm™ (2,5 — 7,7 ym) e 909 a 650 cm™ (11,0 — 15,4 um). Esta
ultima faixa de menor comprimento de onda (alta energia) é chamada de regido dos
grupamentos funcionais. Ocorrem nesta regido as absorcdes correspondentes a
grupos funcionais importantes tais como OH, NH e C=0. A regido intermediaria do
espectro, 1300 — 909 cm™ (7,7 — 11,0 um) é conhecida como a regi&o de “impress&o
digital”. O espectro inclui muitas bandas, é complexo e os modos de vibragdo sdo
geralmente acoplados. Esta regido do espectro é muito importante para a
determinacdo da estrutura, desde que comparada as demais regides (SILVERSTEIN
et al., 1987).

Na Figura 4.14 mostram-se 0s espectros que abrangem desde o menor
comprimento de onda (alta energia) até a impressédo digital. Podem-se observar em
3356,14 cm™ e 3288,63 cm™ a sobreposicdo dos estiramentos axiais de O-H e N-H
presentes em proteinas (isolado protéico). Os picos na regido de 2956 cm™ s&o
relativos aos estiramentos axiais de C-H. A banda aguda e menos intensa centrada
em 1666,50 cm™, mostra o estiramento da carbonila, proveniente da interacdo da
argila com o isolado protéico. Os picos em 1317,38 e 1242,16 cm™ s&o relativos &
deformac&o angular simétrica de C-H. O pico na regido de 570,93 cm™ pode ser
relacionado & deformacdo angular de N-H presente nos aminoacidos do isolado
protéico concordando com 0s espectros encontrados na literatura (SILVERSTEIN et
al., 1987).
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4.3.5 Difracdo de Raios X (DRX)

Na Figura 4.15 apresenta-se o tipo de estrutura cristalina dos filmes de isolado

protéico de corvina com o sem a presenca de montmorilonita.
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Figura 4.15 Difratograma de filme de isolado protéico, Onde: — Filme nanocompdésito

de IPC e MMT, — Filme nanocompdsito de IPC puro com glicerol.

Podemos observar na Figura 4.15 que para o fiimes de IPC puro predomina
uma estrutura de tipo polimérica, predominando uma matriz polimérica sem presenca
de picos. Para os filmes nanocompdésitos de IPC e MMT exibe uma banda larga na
regido entre 20 = 26,9° e 20 = 50,4° as bandas largas observadas nesta regido
refletem que os filmes apresentaram uma porcentagem muito baixa do grau de

cristalinidade.

O padréo de DRX do filme composto também mostra um pico 26 = 8,05° que
corresponde ao espacamento entre as camadas de silicato intercalar da

montmorilonita.
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De modo geral, a variacio do espacamento interplanar nos filmes
nanocompositos de IPC e MMT foi entre Doo1 = 10,38 A e Doo1 = 1,67 A o0 que sugere
a formacdo de um nanocompdsito com baixo grau de cristanilidade. Valores acima de
5% de MMT na matriz o espagamento interplanar das montmorilonitas tende a
estabilizar ou diminuir (DEAN et al., 2007; BORDES et al., 2009; SANTOS, 2010).

Chivrac et al., (2010) relataram que em filmes nanocompdsitos a base de
amido plastificado com glicerol e MMT Na, quando o glicerol est4 presente em
concentragbes acima de 10% (p/p), fica favorecida a formacdo de estruturas

intercaladas como demostra o DRX.
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5.1 INTRODUGCAO

A embalagem deve preservar as -caracteristicas fisicas, organolépticas,
nutricionais e sanitéarias dos alimentos durante o periodo de estocagem, transporte e
comercializacdo. O desenvolvimento de embalagens comestiveis e biodegradaveis
tem merecido atencdo intensa dos pesquisadores durante as Ultimas décadas, que
vém estudando novos materiais provenientes de fontes renovaveis como alternativa as
embalagens plasticas sintéticas (THARANATHAN, 2003).

A demanda por frutos processados € mundial, representando no Brasil um
crescimento anual proximo de 20% e o consumo per capita em torno de 1,7%. Nos
Estados Unidos da América (EUA) o consumo per capita das frutas processadas tem
crescido em uma escala de 5% ao ano (SANTANA et al., 2008; ASSIS et al., 2008).

Os frutos processados apresentam diversos problemas técnicos e de
preservacdo, 0 que os tornam consideravelmente mais pereciveis que os frutos in
natura. O uso de embalagens protetoras visa controlar a perda de massa excessiva,
por meio da transpiragdo e reduzir a respiragdo através das trocas gasosas com 0
meio. Quando esses dois fatores sdo controlados consegue-se retardar a senescéncia
do produto, aumentando sua vida util pos-colheita (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Em relacdo a nomenclatura, a maioria dos pesquisadores usa os termos “filme”
e “cobertura” indiscriminadamente. No entanto, a cobertura € uma fina camada de
material aplicado que é formada diretamente na superficie do produto, enquanto que o
filme é pré-formado separadamente e aplicado posteriormente sobre o produto
(GONTARD e GUILBERT, 1995; KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997).

A aplicacdo de filmes e coberturas em frutas e vegetais frescos ou
minimamente processados reduz o amadurecimento, o escurecimento, a mudanca de
cor, a perda de aroma, umidade e textura, pois promove uma barreira a gases, vapor

d’agua, diminuindo as taxas de metabolismo e oxidagdo (LI e BARTH, 1998).

Filmes produzidos a partir de polimeros naturais ndo toxicos tém se firmado
como uma nova categoria de materiais de alto potencial, para aplicagdo como
coberturas comestiveis sobre frutos e legumes, principalmente em produtos
minimamente processados (ASSIS et al., 2008), e tém chamado a atencdo do

seguimento de embalagens para a criacdo de novos mercados no setor e, por
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guestbes de biodegradabilidade (BATISTA et al., 2005). A utilizacdo de filmes e
coberturas comestiveis esta relacionada com sua capacidade de agir como
coadjuvante para promover maior qualidade, estendendo a vida-util dos produtos e
possibilitando a economia com os materiais finais de embalagem (FAKHOURI et al.,
2007).

E importante ressaltar que o metabolismo de alimentos minimamente
processados continua ativo, aumentando a perecibilidade causada pela ruptura
celular, aumentando a respiracdo, em conseqiiéncia, reacdes provocam a mudanca de
cor, textura, aroma, desenvolvimento microbiano e producdo de etileno. Diversas
técnicas estdo sendo desenvolvidas para reduzir a deterioracdo de alimentos
minimamente processados, como a refrigeracdo, embalagem em atmosfera
modificada, uso de aditivos e coberturas comestiveis (KING e BOLIN, 1989). Segundo
Muratore et al., (2005) filmes com permeabilidade adequada podem ser usados para

prevenir contaminacdo microbiana em alimentos frescos.

Varias aplicagbes de filmes e coberturas biodegradaveis tém sido estudadas
como alternativas para prolongar o tempo de armazenamento de produtos frescos e
minimamente processados, tais como: emulsdo de caseinato e acido estearico em
cenouras descascadas (AVENA-BUSTILLOS e KROCHTA, 1993); coberturas de
celulose em batatas e macas descascadas (BALDWIN et al., 1996); coberturas de
cera de carnauba e celulose em manga (BALDWIN et al., 1999); coberturas a base de
amidos e gelatina em uvas (FAKHOURI et al., 2007); filmes protéicos a base de soro
de leite em macas (YOSHIDA e ANTUNES, 2009); coberturas a base de quitosana em
macas minimamente processadas (QI et al., 2011); cobertura de mandioca em manga
minimamente processada (CHIUMARELLI et al., 2011).

O mamao Formosa € um exemplo de produto, cujo consumo é muitas vezes
limitado pelo tamanho e a inconveniéncia do descascamento, fazendo com que a
forma processada amplie a sua comercializagdo, pois permite 0 consumo nas mais
diferentes ocasifes e sua utilizacdo nos diferentes servi¢cos de alimentacdo (SOUZA e
DURIGAN, 2007).

O objetivo deste trabalho foi realizar a aplicacdo de coberturas de isolado
protéico de corvina e argila organofiica em mamdo Formosa minimamente
processado, bem como avaliar suas propriedades e verificar a eficacia desse tipo de

cobertura objetivando aumentar a vida-util do mamao minimamente processado.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Material

Foram utilizadas unidades de mamao Formosa adquiridas no comércio local da
cidade de Rio Grande/RS. Os frutos foram selecionados quanto ao tamanho, cor e
formato alongado. As frutas utilizadas apresentavam um peso médio de
aproximadamente 1,5 Kg e estavam no estdgio de maturacdo 3 com 50% a 75% da
casca amarela como indicado por Lima et al., (2005) e estavam livres de defeitos
fisiol6gicos e infeccBes causadas por microrganismos visualmente detectaveis.

As amostras foram transportadas em caixas de isopor até o Laboratério de
Tecnologia de Alimentos da Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal
de Rio Grande, onde foram armazenadas a 4+1 °C até a realizacdo dos testes com

coberturas nanocompdsitas para aumento da vida-Util.

5.2.2 Preparo das Amostras

O processamento minimo do mamao foi realizado a temperatura de 10+1 °C,
usando-se utensilios previamente higienizados com solu¢cdo de cloro organico
(diclorocianurato), na concentracéo de 2 g.L™. Os mamdes também foram higienizados
com a solucdo de cloro organico a 2 g.L™, por 10 min. Os operadores estavam
devidamente protegidos com luvas, aventais, gorros e mascaras, procurando proteger
ao maximo o produto de provaveis contaminacdes. A matéria-prima foi submetida a
remocado manual da casca e sementes, sendo cortada manualmente em pedacos de
aproximadamente 2,5 x 2,5 cm. Em seguida, os pedacos foram enxaguados com agua
clorada (0,2 g.L™") para eliminar o suco celular extravasado. A agua foi drenada em
peneiras, e 0s mamdes secos por ventilagdo por 2-3 min.

A cobertura polimérica foi desenvolvida, inicialmente no preparo de uma
dispersdo de 35 g de isolado protéico de corvina (IPC) em agua destilada em um
béquer de 1000 mL, Esta dispersdo aquosa foi mantida com agitagdo suave e
constante por 20 min com agitador eixo-hélice (713D, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil) a 30
°C em banho ultra-termostético (QUIMIS, modelo 214 D2, Sao Paulo, Brasil), para
hidratagdo do IPC. Posteriormente a hidratacéo, ajustou-se o pH da dispersao para
11,2 com adicdo de NaOH 1 N (Merck) utilizando pHmetro de bancada (modelo

Marconi PA 200, Sao Paulo, Brasil) mantendo-se agitacdo constante por mais 10 min.
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Em seguida, foram adicionados 5 g de montmorilonita (MMT) e a temperatura foi
elevada a 80 °C. Ap6s a completa dissolug¢éo do IPC e MMT, adicionou-se 10,5 g de
glicerol previamente solubilizado em agua destilada na temperatura da solucao
filmogénica (80 °C) mantendo o pH em 11,2. Posteriormente, a solugéo filmogénica foi
colocada em homogeneizador (Ultra-turrax IKA modelo T25, Alemanha) por 5 min.
Para a preparacao do filme de IPC puro foi realizado 0 mesmo processo sem adicado
de argila MMT. O mamao ap6és seco e higienizado foi dividido em 3 lotes. Tratamento
1 (controle), Tratamento 2 (filme de IPC puro), Tratamento 3 (filme de IPC com adicéo
de MMT). Os Tratamentos 2 e 3 foram imersos em uma solucéo filmogénica por 5 min,
em seguida, foram drenados utilizando-se peneiras, e deixados para secar por 2-3
min.

As amostras para cada tratamento foram acondicionadas em embalagem nao
reciclada de PET — Polietileno Tereftalato, com tampa (SANPACK), cujas medidas
externas sdo de 15,5 x 13,2 x 5,5 cm. O numero de pedagos por embalagem foi
padronizado e as embalagens foram armazenadas em condigdes refrigeradas, a 4+1
°C. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso em esquema 3 x
7, sendo 3 tratamentos (controle T1 e os revestimentos T2 e T3) e 7 periodos de
avaliacao (em 0, 1, 3, 5, 7, 9 e 12 dias de armazenamento refrigerado).

5.2.3 Analises fisicas, fisico-quimicas e microbioldgicas

Na andlise de perda de umidade foi utilizada, de cada grupo de tratamento,
uma embalagem com perfuracBes inferiores para que o liquido proveniente da
exudacao fosse eliminado durante o armazenamento. As analises fisicas e quimicas
(AOAC, 2000) e microbianas (APHA 2001) foram realizadas em triplicata, a cada 2

dias, durante os 12 dias de armazenamento.

5.2.3.1 Perda de massa

A perda de massa foi obtida relacionando-se a diferencga entre o peso inicial do
mamao minimamente processado e obtido ao final de cada tempo de armazenamento.

Os resultados foram expressos em porcentagem de perda de massa.
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5.2.3.2 Firmeza

As medidas de firmeza foram determinadas utilizando-se um texturdmetro
(Stable Micro Systens, modelo TA.XT.plus, Surrey, Inglaterra), com ponteira cilindrica
movimentada na velocidade de 4 mm.s™ no pré-teste, 8 mm.s™ no pés-teste, e 2
mm.s™* de teste, até a profundidade de 5 mm. Os resultados foram expressos em
Newton (N).

5.2.3.3 Cor

A cor foi avaliada utilizando-se um colorimetro Minolta, (modelo Chroma Meter
CR400, Séo Paulo, Brasil) e detec¢do dos parametros: luminosidade, L*, de O (preto) a
100 (branco); cromaticidade, Chroma, onde a* varia de verde (-60) a vermelho (+60) e

b* de azul (-60) a amarelo (+60).

5.2.3.4 Determinagéo de pH

O pH foi determinado em suspensédo de 20 g de amostra em 100 mL de agua
destilada, em que se mediu o pH com auxilio de um pH-metro (Marconi modelo PA
200, Sédo Paulo, Brasil) (AOAC, 2000).

5.2.3.5 Acidez Titulavel

A acidez titulavel foi determinada titulando-se 10 g de amostra homogeneizada
com 100 mL de &gua destilada, usando-se NaOH 0,1 mol.L*. Os resultados foram
expressos em porcentagem de acido citrico (AOAC, 2000).

5.2.3.6 Sélidos solaveis totais (°Brix)

Os teores de sdlidos soluveis totais foram determinados a partir do extrato
liquido obtido apds a trituracdo da amostra. Utilizou-se um refratdmetro de bancada do
(tipo Abbe, S&o Paulo, Brasil) e os resultados foram expressos em °Brix (AOAC,
2000).
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5.2.3.7 Analises Microbiolégicas
Realizaram-se testes microbioldgicos para a deteccdo de Psicréfilos, Coliformes

totais, Coliformes termotolerantes, bolores e leveduras, e Salmonella, seguindo-se a

metodologia recomendada pela APHA (2001).

5.2.4 Andlise estatistica
Para determinar diferencas, estatisticamente, significativas (p<0,05) entre

médias, analises de variancia e teste de Tukey foram utilizadas, usando o software
Statistica 6.0 (Statsoft, USA).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Perda de massa

Na Tabela 5.1 estdo apresentados os resultados médios da perda de massa
das amostras de mamdo Formosa minimamente processado utilizando cobertura
nanocompasita de isolado protéico de corvina (IPC) puro e cobertura nanocompadsita
de IPC e MMT de ao longo de 12 dias de armazenamento a 4+1 °C.

Tabela 5.1 Valores de perda de massa (%) das amostras de mamao minimamente

processado, utilizando diferentes coberturas armazenadas a 4+1 °C.

_ Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 2,03 +0,01™ 0,30 + 0,01™ 0,21 + 0,01
1 2,04 +0,01™ 0,30 + 0,01™® 0,21 + 0,01
3 3,43 +0,01% 1,80 + 0,01°® 0,84 + 0,01°%¢
5 4,47 + 0,029 2,19 + 0,02% 1,79 + 0,019
7 5,17 + 0,01 3,01 + 0,018 2,06 + 0,02°¢
9 6,90 + 0,017 4,21 + 0,028 3,32 + 0,017
12 10,83 + 0,02* 5,90 + 0,01% 5,26 + 0,01%¢

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05). Onde: T1 (Controle) mamdo sem
revestimento, T2 (mamé&o recoberto com IPC puro), T3 (maméao recoberto com IPC

com adigdo de MMT).

Na Tabela 5.1, estdo apresentadas as perdas de massa, em funcdo dos dias
de armazenamento. Nota-se que a amostra controle (T1) apresentou a maior perda de
massa ao longo do tempo, chegando ao final com uma perda de massa de 10,83%,
valor bem superior ao encontrado para mamao revestido com coberturas de IPC puro
e coberturas de IPC com adi¢cdo de MMT, que obteve uma média de 5,90% e 5,26%
respectivamente. A perda de 4gua por transpiracdo e a senescéncia natural da fruta
foram evitados pelo efeito de barreira exercido pelas coberturas utilizadas. Esta

reducdo na perda de massa € devido a presenca da cobertura, que atua como agente
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sacrificante, ou seja, a desidratacdo da cobertura ocorre antes do produto recoberto
(KESTER e FENNEMA, 1986; KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997).

Os resultados concordaram com Pereira et al., (2006) que avaliaram a perda
de massa de amostras de mamé&o com casca revestidos com fécula de mandioca em
diferentes concentracdes por 12 dias de armazenamento. Os resultados desse
trabalho mostraram que ndo houve diferenca significativa entre a amostra controle e
as revestidas com fécula de mandioca, entretanto o0 aumento na concentracao
diminuiu a perda de massa. Os valores variaram de 4,44% (amostra controle) a 3,88%
(revestimento de 3% de fécula de mandioca). Cabe ressaltar que os baixos valores

encontrados foram influenciados pela presenca da casca na fruta integra.

Apoés 12 dias de armazenamento, ao comparar os valores de perda de massa
dos mamdes recobertos com IPC com e sem montmorilonita em relagdo ao controle,
apresentou diferenca significativa entre os 3 tratamentos. Estes resultados foram
inferiores aos encontrados por Qi et al., (2011) que estudaram o efeito de coberturas a
base de quitosana em macas minimamente processadas concluindo que ndo foram
totalmente eficientes na perda de massa, achando valores de perda de massa de 19%
para tratamento controle e 15% em magas revestidas.

Teixeira et al., (2001) avaliaram a perda de massa de amostras de maméo
Formosa minimamente processado, armazenados em diferentes temperaturas por 7
dias. As amostras perderam em média 7,92%, 7,29% e 8,15% do conteudo inicial
quando armazenados a 3 °C, 6 °C e 9 °C, respectivamente. Utilizando uma
temperatura média de 4+1 °C, comparou-se este trabalho com os dados obtidos no
presente trabalho achando melhores resultados de perda massa apdés 12 dias de

armazenamento.

5.3.2 Firmeza

Na Tabela 5.2 se apresentam os resultados médios da firmeza das amostras
de maméao Formosa minimamente processado revestido de coberturas de isolado

protéico de corvina com e sem MMT ao longo de 12 dias de armazenamento a 4+1 °C.
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coberturas de IPC com e sem montmorilonita armazenadas a 4+1 °C.

' Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 32,40 + 0,83%° 36,45 + 0,58 35,18 + 0,41*"
1 32,45 + 0,83 36,48 + 0,58 35,19 + 0,41*
3 28,13 + 0,71 35,22 + 0,23 34,81 + 0,65
5 23,34 + 1,56 32,30+ 0,17 33,53 + 0,49
7 16,77 + 1,23% 30,22 + 0,32% 31,78 + 0.81%
9 12,29 + 0,47°¢ 27,76 + 0,798 30,43 + 0,56
12 10,15 + 0,14 24,84 + 0,12"® 29,08 + 0,22%

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05). Onde: T1 (Controle) mamao sem
revestimento, T2 (mamé&o recoberto com IPC puro), T3 (maméao recoberto com IPC
com adigdo de MMT).

A firmeza das amostras de mamao Formosa minimamente processado foi
influenciada pelo tempo de armazenamento e pela aplicacdo da cobertura pode-se
observar que a firmeza do mamao Formosa diminuiu com o tempo, entretanto, o
tratamento T1 apresentou menor firmeza. O tratamento T3 obteve menor diminuigdo
da firmeza (29,08 N). Os tratamentos T2 e T3 ndo apresentaram diferenca significativa
até o 7° dia de armazenamento. O tratamento T1 apresentou 69,76% de perda de
firmeza até o ultimo dia de armazenamento. Ja o tratamento T3 apresentou 17,64% de
perda de firmeza. Este trabalho foi comparado com o de Tapia et al., (2008) avaliaram
a firmeza de amostras de mamao minimamente processado revestidos com goma
gelana e alginato. Concordando com os resultados obtidos neste estudo, as amostras
revestidas apresentaram maior firmeza que a amostra controle. A diminuicdo da
firmeza pode estar diretamente ligada ao aumento da perda de massa dos cubos de
mamé&o. Peixoto et al.,, (2008) avaliaram a firmeza de amostras de maméo
minimamente processado, submetidas a tratamento com cloreto de célcio e &cido
ascorbico. De acordo com seus resultados, a adicdo de cloreto de calcio manteve a
firmeza em valores proximos a 30N em 10 dias de armazenamento refrigerado.
Entretanto, assim como neste trabalho, houve reducéo da firmeza na amostra controle

(215N) e na amostra tratada com acido ascérbico (z17,5N).
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5.3.3 Cor

Na Tabela 5.3 se apresentam os valores de luminosidade L*, Chroma a* e
Chroma b*, respectivamente, das amostras de mamdo Formosa minimamente
processado utilizando coberturas de isolado protéico de corvina com e sem

montmorilonita ao longo de 12 dias de armazenamento a 4+1 °C.

Tabela 5.3. Valores de L* Chroma a*, Chroma b* das amostras de mamao

minimamente processado, utilizando diferentes coberturas armazenadas a 4+1 °C.

Tratamentos
Parametros Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 50,25 + 0,22** 50,17 + 0,31*" 48,70+ 0,17%*®
1 50,22 + 0,24 50,14 + 0,34*" 48,65 + 0,19%®
3 50,17 + 0,06® 50,03 + 0,16 48,56 + 0,278
P 5 49,61 + 0,43 50,01 + 0,42* 48,38 + 0,09
7 48,80+ 0,11 49,6 + 0,31** 48,35+ 0,478
9 44,91 +0,42°° 49,23 +0,14°™ 47,86 + 0,32
12 43,16 + 0,239 48,92 + 0,06 47,01 +0,21°®
0 27,35+0,11*® 30,80+ 0,07 30,51 + 0,36
1 27,38+ 0,12*® 30,83 +0,07% 30,49 + 0,38*"
3 25,49 + 0,17°°¢ 29,02 +0,07*® 30,12 + 0,19*
cn . 5 2496 +0,31"® 2865+ 0,27" 28,69 + 0,40
roma a
7 23,54 +0,35® 28,38+0,15"* 2857 +0,11"
9 21,43+ 0,09 26,64 +0,22°* 27,27 + 0,434
12 19,64 + 0,23°¢ 23,75+ 0,62 25,89 + 0,49%
0 35,01 +0,11*® 36,66 + 0,20 34,51+ 0,17
1 34,99 +0,18%® 36,67 +0,27** 34,50 + 0,27%®
3 33,64 +0,41°® 3558+ 0,42°® 34,01 + 0,09%
cn o 5 33,60+ 0,44°® 34,65+ 0,21°* 32,99 + 0,14
roma
7 31,91 +0,23°° 34,15+ 0,36 32,80 + 0,29
9 27,29+ 0,56 32,22 +0,51" 31,89 + 0,38
12 23,61 +0,56°C 29,95+0,27°® 31,46 + 0,05

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05). Onde: T1 (Controle) mam&o sem
revestimento, T2 (mamé&o recoberto com IPC puro), T3 (maméao recoberto com IPC

com adicdo de MMT).
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Os valores de luminosidade diminuiram até o ultimo dia de armazenamento
para todos os tratamentos. Foi observado no tratamento T1, que apresentou o maior
escurecimento (14,06%) em relacdo as amostras que foram recobertas com IPC. O
tratamento T2 apresentou 0 menor escurecimento no decorrer do tempo de

armazenamento (2,43%).

Os resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre o
tratamento T1 e T2 até o quinto dia de armazenamento, apds esse periodo apresentou
diferenca significativa entre os dois tratamentos. O tratamento com cobertura de IPC e
MMT (T3) desde o inicio das analises apresentou menor luminosidade quando
comparado com 0s outros tratamentos. Estes resultados concordam com o trabalho de
Wiley (1994) que observou na coloracdo da polpa de mamé&o submetido a diferentes
tipos de corte, durante 10 dias de armazenamento, o acréscimo na luminosidade nas
metades (L=58,71 para L=61,63) e estabilidade nas fatias (L=56,27 a L=56,20), ndo se
observando reac¢des bioquimicas consequentes ao contato com enzimas e substratos,

ou diferengas atribuiveis a temperatura.

Os valores de Chroma a* diminuiram até o ultimo dia de armazenamento para
todos os tratamentos. Foi observado que o tratamento T1 apresentou a maior perda de
valor de Chroma a* (28,27%) em relacao as amostras que foram recobertas com IPC.
O tratamento T3 apresentou a menor diminuicdo de Chroma a* (15,08%). Os
resultados demonstram que houve aumento na intensidade do verde até o ultimo dia

de armazenamento.

Os valores de Chroma b* diminuiram até o ultimo dia de armazenamento para
todos os tratamentos. Foi observado que o tratamento T1 apresentou a maior perda de
Chroma b* (32,52%) em relagdo as amostras que foram recobertas com IPC com e
sem adicdo de MMT. O tratamento T3 apresentou a menor diminuicdo de Chroma b*
(8,81%) até o ultimo dia. Os resultados demonstram que houve aumento na

intensidade do azul até o ultimo dia de armazenamento.

Assim como para o Chroma a* a queda nos valores do Chroma b* podem
indicar um escurecimento oxidativo. Concordando com Fontes et al., (2008) que
observaram nas polpas de macas MP tratadas com alginato apresentaram as menores
médias de L (coloracdo mais escura) dentre os tratamentos. No entanto, tais valores
ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle a partir do 9° dia e da dextrina

ao 13° dia.
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5.3.4 pH

Na Tabela 5.4 estdo apresentados os resultados médios de pH, das amostras
de mamao Formosa minimamente processado utilizando coberturas de isolado
protéico de corvina com e sem adicdo de MMT ao longo de 12 dias de

armazenamento a 4+1 °C.

Tabela 5.4 Valores de pH das amostras de mamdo minimamente processado,

utilizando diferentes coberturas armazenadas a 4+1 °C.

_ Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 5,93 + 0,15 6,02 + 0,12 6,10 + 0,1
1 5,92 + 0,1%¢ 6,02 + 0,18 6,09 + 0,1%
3 5,87 + 0,1°° 5,99 + 0,1°® 6,09 + 0,2%
5 5,55 + 0,1°¢ 5,88 + 0,2 5,81 + 0,1
7 5,11 + 0,2 5,62 +0,1% 5,79 + 0,1°*
9 452 +0,1%¢ 551 +0,1°® 5,72 + 0,1%
12 4,04 +0,2¢ 5,25 + 0,2 5,40 + 0,2°

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maildscula na linha néo
diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05). Onde: T1 (Controle) mamdo sem
revestimento, T2 (maméao recoberto com IPC puro), T3 (mamao recoberto com IPC

com adicdo de MMT).

O pH das amostras de mamdo Formosa minimamente processado foi
influenciada pelo tempo de armazenamento e pela aplicagdo da cobertura pode-se
observar que o pH do mamado Formosa diminuiu com o tempo, entretanto, o
tratamento T1 apresentou menor pH (4,04). O tratamento T3 obteve menor diminuigdo
do pH (11,33%). O tratamento T1 apresentou 31,76% de perda de pH até o ultimo dia

de armazenamento.

ApOs 12 dias de armazenamento, ao comparar os valores de pH dos mamdes
recobertos com IPC com e sem MMT em relagdo ao controle, apresentou diferenca
significativa entre os 3 tratamentos. De acordo com os resultados, pode-se observar

gue houve reducdo dos valores de pH durante o armazenamento. O decréscimo
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destes valores pode estar associado a producdo de &cidos organicos, como acido
malico e citrico, durante o armazenamento decorrente de reagfes bioquimicas (LIMA
et al., 2005).

Isto concorda com Godoy et al.,, (2003) onde o pH das amostras de mamao
minimamente processado armazenadas sob refrigeracdo por 9 dias em diferentes
embalagens diminui durante o armazenamento, variando de 5,57 a 4,83. Da mesma
forma, Oliveira Jr. et al.,, (2000) ao avaliarem o pH de amostras de maméao
minimamente processado e armazenados sob diferentes temperaturas por 8 dias
percebeu uma reducéo do pH ao longo do armazenamento, variando de 5,65 a 5,30.

Isto concorda com os resultados obtidos no presente trabalho.

5.3.5 Acidez titulavel

Na Tabela 5.5 estdo presentes os resultados médios de acidez titulavel, das
amostras de mamao Formosa minimamente processado utilizando coberturas de
isolado protéico de corvina com e sem adicdo de MMT ao longo de 12 dias de

armazenamento a 4+1 °C.

Pode-se verificar na Tabela 5.5 que os valores de acidez das amostras de
mama&o minimamente processado tanto o tratamento T1 como os tratamentos que
utilizaram coberturas de isolado protéico de corvina com e sem adicdo de
montmorilonita apresentaram comportamento inverso ao do pH, pois a acidez
aumentou ao longo do tempo de armazenamento. Assim como nos valores de pH, a

aplicacéo das diferentes coberturas influenciou no aumento da acidez.
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minimamente processado, utilizando diferentes coberturas armazenadas a 4+1 °C.

' Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 0,038 + 0,01%* 0,022 + 0,01"® 0,022 + 0,018
1 0,038 + 0,01%* 0,021 + 0,01"® 0,021 + 0,01
3 0,042 + 0,02°A 0,021 + 0,028 0,021 + 0,01
5 0,061 + 0,013°A 0,039 + 0,01%® 0,050 + 0,012
7 0,073 + 0,01 0,050 + 0,01%® 0,050 + 0,012
9 0,082 + 0,01* 0,060 + 0,01%® 0,059 + 0,01%®
12 0,089 + 0,01* 0,071 + 0,02%® 0,070 + 0,01%®

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao
diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05). Onde: T1 (Controle) mamao sem
revestimento, T2 (mamé&o recoberto com IPC puro), T3 (maméao recoberto com IPC
com adigdo de MMT).

Os valores de acidez titulavel aumentaram até o ultimo dia de armazenamento
para todos os tratamentos. Os tratamentos T2 e T3 n&o apresentaram diferenca
significativa até o ultimo dia de armazenamento. O tratamento T1 apresentou diferenca
significativa com os tratamentos que utilizaram coberturas de filme de isolado protéico

de corvina com e sem adi¢cdo de MMT.

Concordando com Sarzi et al., (2002a) que também verificaram um aumento nos
teores de acidez titulavel de mamé&o cortado em pedacgos, atribuindo o aumento da
acidez ao incremento de acido galacturdnico, em decorréncia da atividade enzimatica.
Godoy et al.,, (2003) encontraram para acidez total titulavel de maméao Formosa
armazenados em bandejas um aumento de 0,05% para 0,10% ao término de nove

dias de armazenamento, valores semelhantes aos obtidos neste trabalho.

5.3.6 Sélidos solaveis totais (°Brix)

Na Tabela 5.6 se apresentam os resultados médios de sélidos soluveis totais,

das amostras de mamao Formosa minimamente processado utilizando coberturas de
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isolado protéico de corvina com e sem adicdo de MMT ao longo de 12 dias de

armazenamento a 4+1 °C.

Tabela 5.6 Valores de solidos sollUveis totais das amostras de mamao minimamente

processado, utilizando diferentes coberturas armazenadas a 4+1 °C.

. Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 11,1+0,1™® 12,2 +0,1% 12,2 +0,1"
1 11,1+0,1™® 12,1 +0,1% 12,1+ 0,1
3 11,4 +0,1°8 12,2 + 0,194 12,1+ 0,1
5 11,6 + 0,1% 12,3 + 0,1 12,2 + 0,134
7 11,7 +0,1°¢ 12,3 + 0,13A 12,2 + 0,1%®
9 12,0 + 0,18 12,4 + 0,134 12,2 + 0,134
12 12,3+ 0,1%® 12,5+ 0,1 12,3+ 0,1%®

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néao
diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05). Onde: T1 (Controle) mamao sem
revestimento, T2 (mamé&o recoberto com IPC puro), T3 (maméao recoberto com IPC

com adicdo de MMT).

Os valores de °Brix aumentaram até o ultimo dia de armazenamento para todos
os tratamentos. Os tratamentos T2 e T3 ndo apresentaram diferenga significativa até o
quinto dia de armazenamento. O tratamento T1 apresentou diferenga significativa
desde o primeiro dia com os tratamentos que utilizaram coberturas de isolado protéico
de corvina com e sem MMT. Os valores de °Brix no mamdo sem cobertura
aumentaram a medida que aumentou o amadurecimento devido a maior degradacao
ou biossintese de polissacarideos e em decorréncia da maior perda de umidade
ocorre 0 acumulo de agucares nos tecidos. Os tratamentos T2 e T3 apresentaram
minimo aumento dos valores de °Brix, demonstrando que as coberturas de IPC foram

satisfatorias como barreira ao oxigénio.

Segundo Carmo (2004), os processos metabdlicos relacionados com o0 avango
do amadurecimento, provavelmente pela dissociacdo de algumas moléculas e
enzimas estruturais em compostos soluveis, influem diretamente nos teores de sdlidos

soluveis, em que frutos em avancados estadios de amadurecimento apresentam 0s
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teores mais elevados de sdlidos sollveis, concordando com os resultados encontrados
no presente trabalho.

5.3.7 Analises microbioldgicas

Nas Tabelas 5.7 e 5.8 estdo apresentadas as taxas de crescimento de micro-
organismos psicrotréficos, bolores e leveduras das amostras de maméao Formosa
minimamente processado utilizando coberturas de isolado protéico de corvina com e

sem MMT ao longo de 12 dias de armazenamento a 4+1 °C.

Tabela 5.7 Taxa de crescimento de micro-organismos psicrotréficos Log (UFC.g™?) das
amostras de mamdao minimamente processado, utilizando diferentes coberturas

armazenadas a 4+1 °C.

_ Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 11,1+0,1™® 12,2 +0,1% 12,2 + 0,1
1 11,1+0,1® 12,1 +0,1% 12,1+ 0,1
3 11,4+ 0,1°%® 12,2 + 0,19 12,1+ 0,1
5 11,6 + 0,1% 12,3 + 0,1 12,2 + 0,134
7 11,7 +0,1°¢ 12,3 + 0,1%A 12,2 + 0,1%®
9 12,0 + 0,18 12,4 + 0,134 12,2 + 0,134
12 12,3+0,1%® 12,5+ 0,1 12,3+0,1%

Onde: T1 (Controle) mamao sem revestimento, T2 (mamao recoberto com IPC puro),

T3 (mamé&o recoberto com IPC com adi¢cdo de MMT).

Através dos resultados, pode-se observar que as amostras de mamao Formosa
minimamente processado utilizando coberturas de filme nanocompdésitos de isolado
protéico de corvina com e sem MMT apresentaram comportamento similar em relagéo
ao crescimento de micro-organismos psicrotroficos. Entretanto, o crescimento destes
micro-organismos no tratamento controle (T1) foi superior aos tratamentos com
cobertura. O tratamento de cobertura de filme nanocompdésito de IPC e MMT (T3) foi o

gque apresentou 0 menor crescimento de micro-organismos.

Andrade (2006) na avaliagdo do crescimento de microrganismos psicrotréficos

em mamao minimamente processado verificou que, independente do tratamento
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aplicado (amostra controle, &cido ascorbico e cloreto de célcio), houve aumento no
namero de psicrotréficos, alcancando entre 6,3.10° a 8,0.10° UFC.g™, Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos neste estudo, com variacdo de 2,03.10° a 10,53.10°
UFC.g™

Tabela 5.8 Taxa de crescimento de micro-organismos bolores e leveduras (UFC.g™)
das amostras de mamao minimamente processado, utilizando diferentes coberturas

armazenadas a 4+1 °C.

. Tratamentos
Tempo (dias)
T1 T2 T3
0 11,1+0,1™® 12,2 +0,1% 12,2 + 0,1
1 11,1+0,1® 12,1 +0,1% 12,1+ 0,1
3 11,4+ 0,1°%® 12,2 + 0,19 12,1+ 0,1
5 11,6 + 0,1% 12,3 + 0,1 12,2 + 0,134
7 11,7 +0,1°¢ 12,3 + 0,13A 12,2 + 0,1%®
9 12,0 + 0,18 12,4 + 0,134 12,2 + 0,134
12 12,3+ 0,1%® 12,5+ 0,1 12,3+ 0,1%®

Onde: T1 (Controle) mamao sem revestimento, T2 (mamao recoberto com IPC puro),

T3 (mamé&o recoberto com IPC com adi¢cdo de MMT).

Através dos resultados, pode-se observar que as amostras de mamao Formosa
minimamente processado utilizando coberturas de isolado protéico de corvina com e
sem MMT apresentaram comportamento similar em rela¢éo ao crescimento de bolores
e leveduras. Entretanto, o crescimento destes micro-organismos no tratamento T1 foi
superior aos tratamentos com cobertura. O tratamento com cobertura de IPC e MMT
(T3) foi 0 que apresentou o menor crescimento de bolores e leveduras. Os resultados
mostram que houve diferenca significativa entre o tratamento T1 e os tratamentos com

cobertura (T2 e T3) até o ultimo dia de armazenamento.

N&ao foi detectada a presenca de Coliformes totais e Coliformes termotolerantes
(<10 UFC.g"), assim como de Salmonella (auséncia em 25 g) em todos os
tratamentos de mamé&o Formosa minimamente processado, confirmando a eficiéncia
dos cuidados higiénicos e da acdo do cloro organico na desinfeccdo das amostras.
Segundo a legislacdo, é permitido em frutas frescas preparadas (descascadas ou

selecionadas ou fracionadas) sanificadas e refrigeradas a presenca de Coliformes
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termotolerantes em até 5.10° UFC.g™" e auséncia de Salmonella em 25 g de amostra
(BRASIL, 2001).

Os resultados obtidos neste trabalho concordam com aqueles obtidos por Sarzi et
al., (2002b). Os autores verificaram que as condi¢cbes higiénicas adotadas durante o
processamento de mamao Formosa minimamente processado foram eficientes, pois
ndo foi detectada a presenca de Coliformes totais e termotolerantes durante o

armazenamento por até 14 dias.
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CONCLUSOES

O isolado protéico de CMS de corvina apresentou resultados satisfatorios nas
propriedades retencdo de agua e solubilidade, o que indicou que poderia ser
utilizados para elaboracdo de produtos com maior valor agregado e no

desenvolvimento de filmes e coberturas comestiveis.

O processo de variagdo de pH com solubilizacéo alcalina apresentou-se eficaz
na reducao do teor de lipidios dos isolados protéicos de corvina.

O isolado protéico de CMS de corvina apresentou valor protéico de 97,87%.

Os filmes nanocompdésitos produzidos com IPC e MMT foram promissores,
desde o ponto de vista das propriedades mecanicas (resisténcia a tragao,
elongacao, forca na ruptura), a aparéncia visual e facil manuseio, bem como a
baixa permeabilidade ao vapor de agua e a baixa solubilidade. Com relagéo as
propriedades mecénicas, a concentracdo de IPC e MMT foi o principal fator
que influenciou no desenvolvimento dos filmes nanocompdésitos de IPC e MMT.
O planejamento experimental utilizado determinou que 3,5 g de IPC; 0,5 g de
MMT e 30 (g/100 g de IPC) de glicerol foram os paradmetros ideais para
desenvolvimento de filmes nanocompésitos de IPC e MMT utilizando a técnica

de “casting”.

A aplicacéo da Metodologia de Superficie de Resposta se mostrou eficiente no
estudo de caracterizacdo dos filmes nanocompésitos de IPC e MMT. E
importante ressaltar que o controle da espessura na elaboracao de filmes com
planejamento experimental é de extrema importancia, uma vez que esta
caracteristica influenciou fortemente as propriedades mecanicas, 6ticas e de

permeabilidade ao vapor de agua.

A andlise comparativa de raios-x e dos espectros de infravermelho médio dos
filmes mostrou que possuem uma estrutura amorfa como consequéncia do
tratamento térmico efetuado sobre a solugdo filmogénica, e que as
propriedades dos filmes estéo associadas a bandas de absorbancia entre 1600

e 570 cm™.
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A analise de Microscopia Eletrénica de Varredura dos filmes mostrou que os
flmes de IPC e MMT apresentaram uma superficie homogénea, lisa e

continua, sem estrutura granulada e porosa.

As diferentes coberturas, aplicadas com e sem montmorilonita em mamao
minimamente processado, a base de filme de isolado protéico de corvina foram
eficientes na reducdo da perda de massa, manutencdo de firmeza e cor,
controle dos microrganismos psicrotroficos, bolores e leveduras durante os 12

dias de armazenamento.

O revestimento com cobertura nanocompdsita de isolado protéico de corvina e
montmorilonita aplicado em mamé&o minimamente processado apresentou
menor perda de massa 5,26%, menor crescimento microbiano e menor
diminuicdo de firmeza, luminosidade e pH conseqlientemente apresentou 0s

melhores resultados na cobertura de mam&o minimamente processado.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

> Desenvolver filmes nanocompésitos de isolados protéicos utilizando outras

espécies de pescado de baixo valor comercial;

> Desenvolver e caracterizar filmes de isolado protéico de corvina (IPC) e argilas
organofilicas relacionando os parametros independentes de pH, concentracao
de plastificante (Cg), concentracbes mais altas de argilas e condi¢cbes de

secagem, definidas pela temperatura e tempo de secagem (T °C/h);

> Desenvolver filmes em pH baixos utilizando reagentes comestiveis para obter

um filme 100% biodegradavel e comestivel;

> Realizar andlises calorimétricas de varredura nos filmes nanocompdésitos de

isolado protéico de corvina e montmorilonita;

» Analisar propriedades de barreira a permeabilidade aos gases (oxigénio, gas

carbonico) nos filmes de isolado protéico de corvina e montmorilonita;

» Estudar diferentes aplicacdes para os filmes nanocompdsitos obtidos.
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Tabela A.1 Delineamento experimental de Box e Behnken e resultados de espessura,

dos filmes nanocompositos de IPC e MMT.

T IPC MMT _ Glicerol ESP
(9) (9) (%) (Lm)*
1 (51 (0,71  (30)0 172,0¢0.1
2 (51 (0,31 (30)0 159,0+0,2
3 (2-1 (0,71  (30)0 163,0:0,3
4 (2-1 (0,3-1 (30)0  155,0%0,1
5 (51 (0,50 (351 183,0+0,1
6
7
8
9

(51 (0,50 (2501 132,00,2

(2-1 (050 (351 167,0£0,1

(2-1 (0,50  (25)-1 117,0£0,1

(350 (0,7)1  (35)1  128,0£0,2

10 (3,50 (0,7)1 (25)-1 123,0£0,1
11 (350 (0,3-1 (35)1 170,0£0,1
12 (350 (0,3-1 (25)-1 119,0£0,2
13 (350 (0,50 (3000 121,0£0,1
14 (350 (0,50 (3000 123,0%0,2
15 (3,50 (0,50 (3000 121,0£0,1

*Média de 8 repeti¢bes * desvio padrdo. Onde: T: Tratamentos, IPC: Isolado protéico

de corvina, MMT: Montmorilonita,

132



Andlise de efeitos estimados, coeficiente de regressdo para resisténcia a
tracdo, elongacdo, modulo de elasticidade, forca na ruptura, deformacdo na ruptura,
espessura, umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de 4gua e transparéncia
dos filmes nanocompasitos de IPC.

- Resisténcia a tracéo

Effect Estimates; Var-Resisténcia & tracio; R-sqr=99447; Adj:.98709 (Stat. film)
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs: MS Pure Error=.01
DV- Resisténcia a tragao
Effect Std_Err. t(2) p -95 % +95.% Coeff. Std.Err. -95 % +95 %
Factor Pure Err Cnflimt | CnfLimt Coeff. CnfLimt | CnflLimt
Mean/Interc. 7.925000| 0.028868 274 5301 0.000013] 7.80079| B8.049207| 7.925000 0.028865 7.800793 8.049207
|PP(Q} 1.237500) 0.052042| 23.7790 0.001764| 1.01358 1.461417| 0618750 0.026021 0506791 0.730709
MMT(Q) 1.587500| 0.052042 30.5044 | 0.001073| 1.36358| 1.811417| 0.793750 0.026021, 0.681791 0.905709
(3)GlicerolL) | -0.700000 0.070711| -9.5995 0.010051) -1.00424 -0.395757| -0.350000 0.035355 -0.502122 -0.197578
Gliceroliq) 1.187500| 0.052042 228183 0.001915) 0.96358| 1411417 0593750 0.026021, 0481791 0705709
1L by 2L -0.550000) 0.100000, -5.5000 0.031504 -0.98027 -0.119735| -0.275000  0.050000| -0.490133 | -0.059867
1L by 2Q 0.345000| 0.067082 51430  0.035790, 0.05637| 0.633631| 0.172500 0.033541| 0.028185 0.316815
1L by 3L 0450000 0.100000, 4 5000  0.046002 0.01973| 0.880265| 0225000 0.050000/ 0.009867, 0.440133
2L by 3L 0750000/ 0.100000  7.5000 0.017317) 0.31973| 1.180265] 0375000 0.050000/ 0159867 0.590133
Regr. Coefficients; WVar.:Resisténcia a tracio. R-sgr=.99136;
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs:; MS Pure Error=_01
Dw- Resisténcia a traci&o
Regressn Std _Err. t2) P -95_ 9% +95_ %
Factor Coaff. Pure Err Cnf Limt Cnf.Limt
Meanfinterc. 1060000 0057735 183.5974 | 0000030 10_35159 ) 10_854541
IP P Q) -1. 23750 0052042 -23. 77920 0.001764 | -1.46142| -1.01358
MBT Q) -1. 58750 0.052042 -30.5044 | 0001073 -1.81142 -1.36358
(3SliceroliL) -0 35000 0035355 -9 8995 0010051 -0 50212 -0.19738
Glicerolic) -1.18750 | 0052042 223183 0.0012915| 141142 -0.96358
1L byw 201 -0 27500 0050000 -5 5000 0031504 | -0 49013 -0.05957
1L by 20 -0 22500 0050000 -4 5000 0046002 -0 44013 -0.00957
1L byw 3L 0. 22500, 0. 050000 A4 5000 0046002 0. 00937 0. 44013
2L by 3L 037500 0050000 7. 5000 0017317 0_ 15937 0. 59013
- Elongacgéo
Effect Estimates; Var :EIONQACAD; R-sqr="96767; Ad):.95886 (Stat. film)
3 Mevel factors, 1 Blocks, 15 Runs: M3 Pure Error= 2233333
Dv: Elongacao
Effect | StdEr | t(2) p -95% | +95% | Coeffl | StdEmr | -95% | +95.%
Factor Pure Err Cnf.Limt |Cnf.Limt Coeff. |Cnflimt |Cnf.Limt
Mean/nterc. | 4017500 0136423 294 4894 0.000012 39.58802  40.76198) 40.17500) 0.136423| 39.58802 40.76198
IPP(Q) 2.57917| 0.245939) 10,4870 0.008971 1.52098 3.63736| 1.28958 01229700 076049 1.81868
MMT(Q} 2.90417)0.245939 11.60052 0.007095| 1.04298 3.96236| 1.45208 0122970 0.92299) 1.98113
GlicerOI[Q} 2.40417| 0.245939) 97754 0.010303) 1.34598| 346236\ 1.20208|0.122970) 067299 1.73118
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Regr. Coefficients; Var_-Elongacéo: R-sqr=_96757; Adj: 95886
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs: VIS Pure Error=_2233333
Dv:- Elongacao
Regressn | Std Emr. t2) p -95 % +95 %
Fector Coeff “ure Err Cnf.Limt | Cnf_Limt
Mzan/inerc. A5 43333 0.272845) 166 5170 0.0C0036 44 25938 46 60729
IFPQ) -2 67917 0245939 104870 0.0C8971 -3.63736 -1.52093
MMT Q) -2.90417 0.245939 -11.8085 0.0C7095 -3.96236 -1.84593
Gliceroljc) 2. 40417 0.245939 -9 7754 0010303 -3.46236 -1.34598
- Modulo de elasticidade
Effect Estimates; Var -Mddulo de Elasticidade; R-sqr=97093; Adj 9593 (Stat_ film)
3 3-level factors, 1 Blocks, 16 Runs: MS Pure Error=.03
Dv: Modulo de Elasticidade
Effect | Std.Emr t(2) P -95 %4 4+95% | Coeff | StdEr | -95% +95 %
Factor Pure Ermr Cnflimt |Cnf Limt Coeff  |CnfLimt [CnfLimt
Mean/Interc_ | 13.36667 0.050000| 267 3333| 0.000014) 13.15153 13 58180[ 13.36667 | 0.050000| 1315153 13 58150
IPP(@) 1.85000) 0.090139) 205239 0.002366| 146216 223784 092500 0045069 073108 1.11892
MMTiqQ) 252500 0090139 28.0124 0001272 213716 2.91284| 1.26250) 0.045069 1.06858 145642
GliceroliQ) 167500/ 0.090139) 18.5825  0.002883| 128716 206284 083750 0.045069 064358 1.03142
1L by 20 0.82500 01161900 71005 0.019263 0.32508) 1.32492] 041250/ 0.058095 0.16254 0.66246
Regr. Coefficients; Var-Mddulo de Elasticidade; R-sqr=93¢
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=.03
DV: Madulo de Elasticidade
Fegressn | Std.Erm. t(2) P -95 % +95 %
Factor Coeff. Pure Emr Cnf.Limt | Cnf.Limt
Mean/Interc. 17.40000) 0100000 174.0000| 0000033 16.96973 | 17.83027
IPPq) -1.65000 0.090139| -20.5239 0.002366| -2.23784 -1.46216
MMT[O} -2.62500) 0.090139| -26.0124 | 0.001272 | -2.91284 | 213716
G”CEFGH«Q} -1.67500) 0.090139| 185825 0.002383 -2.06284| -1.28716
- Forga na ruptura
Effact Estimates; Var.:Forga na ruptura; R-cqr=_9891; Adj: 969413 (Stat. film)
3 3-level factors. 1Blocks, 15 Runs: WS FPure Error=101
ov: [orca na ruptura
Effect | StdEr. | t(2) ‘ P 6% | 4959% | Cooff |Std.Err. 959 | +95.%
Fzclor Pure Emr Cnflimt | CnfLimt Coeff. CnfLimt | CnfLimt
Mzen/Interc. 7.633333| 0.026868 264 4264 0.0C0014| 750913 7757540\ 7.633333) 0.028868| 7.500°26| 7757340
[1}|PP(L} 0700000 0.074536) -9.3915) 0.011149) 102070 -0379299( -0.350000 0.037268) -0.5103E0| -0.1893E0
I (] 1426000 0 ORINAZ | 27 3819 0 001331 120008 1R4R917( 0 T12A00 0 026021 0 RONDALT| 0 RP44FG
(ZIMMTIL) -0.3590000] 0070717 -4.9497| 0.0i6470 -0.656424 0045767 -0.775000) 0.035355| -0.327722| -0.022378
MMT (@) 1.250000 0052042 240192 0001729 1.02808 1473917 0625000 0.026021 0513041 0.736359
[SrGHCEFOI(Lp -0.383333) 0.074536 -5.1430| 0.0756790) -0.70403 -0062633| -0.-91667 0.037268| -0.352017| -0.031316
GIiceroI(Q} 0274000 0.002042 52042 0.023997) 005100, 04390917 037500 0.026021| 0.025541 0249479
AL by 2L 0450000/ 0100000, 45000 0.046002 001973 0880265 0225000 0.050000( 0.009867| 0440133
1L by 20 12750000 000017 1803712 0.003062| 0970/ 1h/9243( 0637500 0035305 0485378 0. /8952
10Q by L 0325000 0.070711, 445962 0.044221) 002076, 0629243| 0062500 0.035355 0.010070) 0314522
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Regr. Ccethcients: war -Forzca na rupiura; H-sgr= 96 J46; aud):
3 3-1=zwvel factors. 1 Bloczks, 15 Runs: MS Fure Eror=.01
DWW Forca na rupiura
Regressn | Std Emr. Ti2) [+] -395 %6 +95 24
Facio- Coeff. Pure Err Cnf.Limt | Snf._imt
Meannterc. 960000 OSFTF3IL| 1662769 D.OOCO3E 9. 35159 9_82341
(MIPP(_) 050000 0.050C00 100000 D.O0EE52 023487 0713513
IPF ) -1 42500 0 A2C42 | 27 3IF19 0 01331 -1 A4E9? -1 20108
2L 017500 0035555 409407 OOIEATE| 0.3I2F12| 0.022E8
MM T(Q) 125000 0. 052C42| -2401582 00017259 147292 —1_025Ca
Shcerolicy -0.27500| .052C42 SE 2342 0LO3Z997 -0 43892 005108
1L bw 21 022500 0.0&0C0O0 A 5000 OOdeE0n2 00287 0. £42013
AL by 202 -1 27500 0070711 180312 0002062 -1 .67E24 -0_ 97376
- Deformacéo na ruptura
Fffarr Fsrimates: Var -Neformacin na mipfura: R-sqr= 99954 Adj 99784 (Stat flm)
J Hevel factors, 1 Dlocks, 15 Runs; M3 Pure Crror=0033333
OVv: Deformacao na ruptura
Cffzct | Std.Crr. t{2) p =50 % +30.% Coef. Std.Crr. -90 % +95.%
Facter Pure Err CntLim: | CnfLimt Coeff. | Untlimt | Cnf.Lmt
Mear/Intere. 9. 166667 0.016667 55C.0000) 0.000003 909486 9238378 &.166667 0.016667 9.004956 9233378
(NIPPL) -0.883323) 0043033 205268 0002365 106849 0648777 -C.44°667) 002181/ -0.534245 -0.343088
IPP{Q) 1.091GC7| 0.030046| 3€.3329 0.0007L7 0.96G279) 1.220945) (.545033 0.0120230 0401194 0.610473
2MMTL) -0.6250C0| 0.040825| -12.8598 0.005993 -0.70066 -0.349345| -C.262500( 0.020412) -0.350328 -0.171672
MMT(Q) 154766/ 0.030046| 513048 0.00U380 1.412:9) 1.6/0845] C.//0833 0.015023 0706794 0832473
(3)Glicerolil) | -0.303323| 0.043033) -€.9079 0.0123G9 -0.56049) 0.190177| -C.19°G67| 0.021517| -0.204245 -0.093000
Glicerolq) -0.283373| 0.030046| -£.4299 0.0110569 041261 0154085 -C.147667| 0.015023 ) -0.206306 -0.077027
1L by 2L 0.6000C0) 0.057735 1C.3923 0.009133 035189 0.848414) C.300000 0.028868 0.175733 0424207
L by 20 0.9250C0) 0.010825 256578 0.001942 071934 1100655 (162600 0.020412 0.374672| 0661328
1L by 3L 0.2500C0) 0.0567735  4.3301 0.043414 000129 0498414 C.125000 0.028868 0.000793 0.243207
10 by 3l 04n0nco; 0 040R2A  E7AR0| 0 0A0PAT 022454 0 ATRRARA| 200000, 0 020412 0 12172 0 28728
2L by JL 0.450000) 0.057735)  7.79¢2| 0.016G06G5  0.20129) 0.690414] C.225000/ 0.020060) 0100793 0.343207
Regr. Coefic ents; Var..Doformacic na ruptura; R-sgr=_092
3 Z-level factors, 1 B ocks, 15 Runs; MS Pure Emor=_003333Z
Dv: Deformacio na rupiura
Segressn | Std Eore t(2) o] 95 24 49E_ 24
Factor Coeff. Fure Err Crn L mt [CrflLimt
Wiearfimerc. 1. 73333 0.033333 3220000 0000070 10 553957 1C.8767T6
PP ) 217500 00288646 6.0622| 0.026748 | 005079, C.29921
PP(2) -1.C9167, 0030046 -36.3329| 0000757 | -1.22055 -C. 96239
AN L) -1 26250 0.020412) -12.8598| 0.005993 | -0.350Z23 | -C. 17467
MMT () -1.E4167| 0.030046 | -57.3200%8 0.000280| -1 67055 -1.41230
Gliceroli) 128333 0.030046 9.4299| 0011059 0154C5) C. 41261
1L by 2L 220000 00285866 103923 0.009133| 017579 C.42421
1L by 202 -2.S2500) 0040025 -22.6570| 0.001942 | -1 100C6G | -C. 743934
1L by 3L 112500 00285648 £ 3301 0049414 000079 C 24921
1Q by 3L -1.Z2500) 0028866 -17.2583| 0.007797| -04£921 -C.20079
2L by 3L 2. 22500 00282868 T.79A2| 0. 016065 010079 C.34921
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- Espessura

Effect Estimates; Var-Espessura; R-sqr=99866; Adj-_ 99687 (Stat. film)
3 J-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=1.333333
DV- Espessura
Effect | Std.Ermr. t(2) p -95.% +95.% Coeff. Std.Err. | -95.% +95.%
Facto’ Fure Emr CnfLimt | Cnf.Limt Coefl. cnfLimt | CnfLimt
Mean/Interc. 148.9359 0320256 4650522 0.000005| 147 5579 150.3138| 148.9359| 0.320256| 147 5579 160 3135
(MIPPL) 9.5000| 0.86C663| 11.0380| 0.008108 5799 132031 4 7500 0430331 28984 6.6016
IPP(Q) -27.6346| 0.695145| -46.1234 0.000470) -30.2125| -25.0667| -13.8173| 0.299572| -15.1063| -12.6284
MMT(Q) -12.5846| 0.595145| -21.5050 0.002155) -156.4625) -10.3067| -6.4423| 0.299572| -7.7313| -5.1534
(3)GliceroliL) | 43.0000 0.86C663| 49.96715 0.000400 39.2969 467031 21.5000| 0.430331 19.6484 23.3516
1L by 2Q 4 5000| 0.81€497 55114/ 0031380 0.9869 8.0131 22600 0408248 04934 40066
1Q by 2L -14 5500| 0.774597| -18.7840) 0002522 -17.86258 -11.2172| -7.2750| 0387298 -5.9414| -56086
1Q by 3L -11.2600| 0.816497| -13.7784) 0.005226) 14 7631 -7.7369| -5.6250| 0.408248| -7 3816 -3 8684
2L by 3L -3.0000| 1.154701| -19.9186 0.002511) -27.9683 -18.0317| -11.5000| 0.677350| -13.9841 -9.0159
Regr. Coeflicients; Var -Espessura; R-sqr=_95311; adj-_§9059
3 Z-level factors, 1 Olocks, 15 Runs:; W3S Pure Crror=1_33233233
Dw: Espessura
Regressn Std _Err. 2y P -95_ 924 +~95_2%%
Factor Coeff. Pure Err Cnf Limt Cnf Limt
Meandinterc. 121.9231 0.554700 2195000 | 0000021 | "19.5364 | 124_.3098
1P P_) F.7500 0677350 134234 0005504 52659 02341
IPP ) 27 . 6346| 0.599145 461234 0.000470| 25 0567 30.2125
MNBMT Q) 12 8846 06991454 215050 0. 0021585 10_3067 TH_ AG25
(FGSlhiceroliL) 140000 O 577350 24 2487 0. 001696 11.51549 16 4841
1L by 20 -4 5000 0_816497 -5 5114 | 0.031380 -8.0131 -0 9869
1 by JL 5. 2500 0. ATT350 208353 0. 011673 2. 7859 T_.T341
12 by 3L 11 2500 O_816497 127784 00052265 T_F369 4 FE31
2L by 3L -11. 5000 O 877350 -199186 0002511 -13. 9841 -G 0159
- Solubilidade
Effect Estimates; Yar-Umidade: R-sqr=_03954; Adj- 9984 (Stat. film)
3 3-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; M35 Pure Emor= 0033332
ov: Umidade
Effect | Std.Err. t(2) p -95 % +95. 9% | Coeff Std Err. -05 9% +05 9%
Factor Pure Em CafLimt |Cnf _imt Coeff  |CrflLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 15.52500| 0016667 931.5000 0.0000C1| 15.45329| 15,6967 1) 15.52500 0.016667 1£.45229| 15,5967
(1IIPP(L) 045000 0.043033 ) 104571, 0.009021 -1 63516 -0 26484 -0.22500 0021517 - 31758/ -0.13242
IPPQ) 020417 0.030046) -6.7951 0.020979 -1 33345 -0.07483) -0.10208 0.015023| -C.16E72| -0.0374£
2)MM 1 () 0 A666T| 0.043033| -13.1681|0.005718 -1.75182  -0.38151 -0.28333| 0.021517| -C.37£91| -0.19075
MMT{Q) 172083 0.0300/6| 572728 0.0003C& 169155 186011 086042 0015023 C(.79E78| 092506
(3)Glicerol(L) | 2.02500| 0.040825| 49.6022 0.0004C6 1.84934| 2.20065[ .01250|0.020412 (.92467 1.10033
GliCEI'Ol[O} 065417 0.0300£6| -16.4438| 0.002927| -1.68345 -0.£2483 -0.27708| 0.015023 | -C.34172| -0.2124£
1L by 20 -1.27500| 0040825 -31.2310 0.001024| -1 45066 -1.09934 -0.63750 0.020412| -C. 72533 -0 54967
1Q by 2L 0.85000| 0040825 -20.8207 0.002259 -1.02566) -0.67434 -0.42500 0020412 -C 51283 -0.33717
AL by 3L 245000 0057735 424352 0.000555) 220159 2.69841| -.22500 0.028868 110079 1.3492°
3L by 3L -2.100000 0.057735) -36.3731 0.0007E6 -2 34841 -1.85153) -.05000 0.028868  -1.17421| -0.92579
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Ragr. Coeficients; Var Umidade; R-sgr=_99954; Adj:_ 9934 (S1

3 3-level factors, 1 Slocks, °5 Runs; MS Pure Error=_C033333

Dwv- Umidade

Regressn | Std_Ermr. 2 P -95 % +945 %%
Factor Coeff. Pue Emr Cnf Limt | Cnf Limt
Meaanflnterc 16 16667 O.C33333 ASS 0000 0 000004 | 16 02324 16_310049
(1IPP{L) 1.07500 0. C223868 27 232917 0. 000720 119921 0. 95079
|PP['CJ]- 020417 0.C30048 6.7351|0.020973 007459 0.33345
(230N (L) -0.85000| 0O.C25868 -29.4449 0001151 -0.97421| -0.725749
MM T Q) -1. 72083 0.C320046) -57. 2728 0000305 1.85011 1.89155
[3}G| CEFOI[I_] 1.01250 0. C20412 AQ.6022 0000406 0. 92467 110033
GHLZEFLH[Q} 055417 0. C30046 168 4436 0002927 042459 0. 66345
AL by 20 127500 0.C40825 312310 0.001024 1.09934 1. 45066
12 bw 21 0_85000 0.C40825 2082070002299 067434 1. 02566
L by 3L 122500 0.C28868 424352 0.000555 110079 1.3492~
2L by 3L -1 05000 0. C28868 -36 3731 0000755 -1 17421 -0 92579

- Solubilidade

Cffzct Cstimates; Ver..Solubilidade; R-sg=.9970; Adj:.99292 (S:at. film)
3 Z-level factors, 1 Blocks, 15 Runs; M3 Pure Ermcr=.0233333
DV: Solubilicade

EMect | SWEn. | 1) | P 95% | +35% | Cuel [SWEun | -95% | +95.%
Factor Purz Emr CnfLim: |Cnf.Limt Coeff. | CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 2302500 0.044096| 522 1579 1.000004 22 §3527| 2321473 23.02500) 0.044096| 22 83AR27 | 23 21473
(‘1}|PF‘(_} 4. 766GF 01130050 41.86G1| 2.000570) 4.27679) L20604| 2.303233|0.000920| 2.13009) 2.G62027
IPPiq) -2 T9RB3| 0 07949A/| 351700 2 000807, -3 13787 -2 AR3TY|| -1 38792 0 039747 -1 ARAG4 | -0 22690
(2MMT(L) 067500 0108012 6.2493| 1.024663 021026 113974 0.33750(0.054006 010513 0.66987
MMT(Q) -247083) 0.079495| -31.0816| 2.001034 -2 81287 -212879| -1.23542| 0.039747 | -1.40644 -° 06440

(3Ghiceroly) | 648333 0.113855 56.9438| 0.000308) 3.99345 6.97327| 3.24167 0.056928 2.99673 3.48661
Glicerolia) -1.62083 ) 0.079495| -20.3891| 2.002397 -1.96287 -1.27879| -0.81042|0.039747 -0.98144 | -0.63940

1L by 2L 0.90000| 0.152753]  5.8919| 0.027619 0.24276) 1565724 045000 0.076376) 012138 0.77862
1L by 202 -2.45000| 0.108012] -22.6826| 0.001938 -2.91474 | -1.98526( -1.22500) 0.054006] -1.45737) -0.99263
10 by 3L 1.02500 0108012 94897 0.010923| D.66026 148897/| 0.61250 0.054006 0.28013| 0.74487

Rzgr. Cocficients; War.. Solubilidade; R cgr—.99748; Adjp.992¢

3 3-level factors, 1 3locks, "5 Runs; MS Pure Error=_C233333

D Solubilidade

Regressn | Std Frr L] n -95 %A +95 %
Factor Coeff FPu-e Er Cnf Limt | Cnf Limt
MeanfInterc_ 18 423323 0.CE88192 2000144 | 0 000023| 18 053838 18. 812749
(1HPP(L) 0. 75000 0. C7YBE3TE 9. 8198 0010212 042138 107862
IPP ) 279583 0.C7V9495 351700 0000307 2. 45379 313787
(2R T (L) 033750 0.C54006 5. 2493 0.024663 0. 105132 0.55987
MMT(Q) 247083 0.C7¥9495 3103160001034 2 12879 2. 81287
(3)yGlicernoliL) 3.92500| 0.CYB37T6E, 513903 0.000373 3. 59638 4 265362
Glic:erol[u} 1.62083] 0.C73435 20.3897 | 0002397 1.27879 1.96287
AL by 21 045000 0.CYBE3TE 580919 0. 027619 012138 0.77862
AL by 20 2.45000| 0105012 22 6826| 0.001938 1.986826| 2.9147<
1Q by 3L -1_02500| O 1023012 -0 48397 | 0. 010923 -1.485874 | -0 55026
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- Permeabilidade ao vapor de 4gua

Effect Estimates; Var:PWV/A; R-sgr=_9911; Adj: 07023 [Stat. film|
3 3evel factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error=_0033333
Dv: PVA
Cfect Std.Crr. 2} P -35.% +30.% Coeff. Ste.Crr. -95.% +350.%
Factor Pure Err CnfLimt [CrfLimt Coeff. Cnf.Limt | Cnflimt
MeaniInterz. 4 55833 0016667 | 273.E000| 0.000013| 448662 4.63004( 4553333 0.016667 4486322 4630044
(1IPPL) 062500 0040826 12.E598|0.006093 034934 C.7006G[ 0262500 0.020412| 0174572 0.350323
IPP(Q) -117083| 0030046 -38.5677 0.00065E| -1.30011 -1.04165] -0.A85417| 0.015023| -0.650056| -0 620777
MMTiQ) -0.64583| 0030046 -21.4946 0.002157| -0.77511) -C.51655] -0.322917| 0.015023 -0.387556| -0.258277
(3]G|iCEFG|[L] 080000 0043033 205147 00022 7e) 0./1484 ) 1.085716) 0451000 0021517 0357322 0542573
GliCCI’O|(Q} 017083 0.030C46 5 EBEY | 0.029565 0.30011| C.O4155( 0.085417 0.015023) 0150156 0.020777
1Q by 2L -027000| 00387300 -6.5714 0.019962 -043664) -L 10336( -0.135000 0.019365| -0.218321 -0.051673
1L by 3L 025000 0057735 423010049414 000159 C49841f 0125000/ 0.028863 0.000793| 0.249207
10 by 3L 022500 0.040E25 5 E114/0.03138C, 040066 C.04934f 0112500 0.020412) 0200328 0024672
Regr. Coeficients; WVar.:PVWA; R-cqr=_98266; Adj:_ 9£954 [Stat_ f
3 Z-lewvel factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error= 0033333
D PWA
Regressn | Std_Err. t(2) p -95_ 9% +95_%
Factor Cooff. Purc Emr Cnf.Limt | Cnf.Limt
Mean/interc_ 3233333 0033333 97 0CO000 0000106 3.089912) 3 3767545
(MIPP(L) 0 262500 0.0204-°2| 12.0C982| 0.005993| 0.174672| 0.350320
|F'F'|:O} 1170833 | 0.030046) 38 96769 0000658 7. 0415855 1. 300112
M | Q) 0645833 0030046 214463 | 0.002157| 0. 516555 O.F75112
(3)SliceroliL) 0300000 0028868 10.3S230| 0009133 | 075793 0424207
Glicerolic) 070833 0.030046 5. 6E5GE| 0.029569| 0041555 0300112
1G by 2L 0150000 0 028868 5 1E615 | 0025099 0. 025793 0. 274207
1L by 3L 0125000 0026868668 4 32013 0049414 0000793 0249207
10Q by 3L 0225000 0040825 5 511325 0.02312280| 0.049345) 0 400655
- Transparéncia
Efiect Estimates: Var:V14: R-sg=_94326; Adj: 90071 (Stat. film)
3 3 lewel factors, 1 Blocks, 15 Runs; MS Pure Error—_0£33333
OV V14
Effect | Std Ermr. t(2) P -95 % +96 % | Coeff. | Std.Emr | -95.% +95 9,
Factor Pure Emr cnflimt [CnfLimt Coeff.  |Cnflimt |CnfLimt
MeanfInterc. 10.09231 0.067735| 174.8039 C.00C033| 984389 10.34072)10.09231 0.057736 984389 10.24072
|PP[Q} 260385 0108012 241039 C.001716) 2133911 3.06859( 1.30192 0.054006 1.06355| 1.£342%
MMT[O} 1.35385 0108012 125342 C.00€306| 0838911 - 81E69| 0.67682 0.064006 0.444585 0.50929
(E}G”CEFDHL} -2 9R000| 0 1RRTAR) 19 0128 [ O0ZTRA) -3 RATRI| -2 28241\ -1 A7R00) 0 O77R79 -1 AN3R0O| -1 14120
1Q by 2L 091500 0133642 G6.5525 C.022508 0.31417 7.51263) 0447500 0.069821 0.15706| 075792
1Q by 3L 0.76000| 0147196 5.0952 C.036427 011667 .3B333( 0.37500 0.073593| 0.06333 0.£9167
2L by 3L 1.65000) 0.206167 7.9233 C.01£547| 075433 2.54E67| 0.82500 0104083 037717 1.27283
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Feg. Coeflicients; VWar. V14. R-sqr=_20C856. Ad)- 85775 (Stat. filmr
3 3-level factors, 1 3locks, 15 Rurs: MS Pure Emor=_1433333

- W14

MRMegressn | Sid_Err {2} P -05.%4 195 94
Factor Coeff Pure Eimr CnfLmt |Cnf Limt
Meandnterc. 1273077 0100000 127 3CF 7| C.O00D62 | 12.30050 | 1316103
IPP(Q) -2 60385 0108012 -24 1069 C.OO1716| -3.06859) -2 13911
MMM 1) -1.35385| 0.108012| 125242 C.O0G305) -1.587859) -0.853911
(NGliceroliL) -0.97500| 0104083 -9 3ETE C.O112058) 142283 -0.52717
12 by 3L -0.75000| 0147196 -5 0552 C.O36427 ) -1.38333 -0.11667
2_ by 3L 082500 0 1040863 T 9563 C.O015347 Q.37717 1. 2728635
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