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RESUMO GERAL

Nas Ultimas duas décadas, o descarte e 0 acumulo de embalagens nao
biodegradaveis tém agravado os problemas ambientais. Uma das solugbes
encontradas, particularmente na area de embalagens de alimentos, é o
desenvolvimento de filmes a partir de polimeros que possam substituir os materiais
sintéticos. Fontes alternativas de proteina, como os residuos de pescados, tornam-se
importante, pois estes representam de 60 a 70% da matéria-prima e sédo descartados
pelas industrias de filetagem contribuindo com os danos ao meio ambiente. As
propriedades funcionais dos filmes biodegradaveis sao resultantes das caracteristicas
das macromoléculas utilizadas, das interacBes entre os constituintes envolvidos na
formulacdo (macromolécula, solvente, plastificante e outros aditivos), dos parametros
de fabricacdo (temperatura, tipo de solvente, pH, entre outras), do processo de
dispersao da solucéo filmogénica (pulverizacédo, espalhamento, etc.) e das condicbes
de secagem. Um problema limitante no uso de filmes biodegradaveis a base de
proteinas de pescado é a sua susceptibilidade a umidade, devido a hidrofilicidade dos
aminoacidos das moléculas de proteina. O objetivo geral do trabalho foi desenvolver e
caracterizar filmes a base de isolado proteico de resideos de corvina (IPC) e 6leo de
palma (OP). O desenvolvimento dos filmes foi estudado em duas etapas. Neste estudo
utilizou-se residuos de corvina (Micropogonias furnieri) para a obtencdo do isolado
protéico, glicerol como plastificante e 6leo de palma para conferir hidrofobicidade ao
filme. Na primeira etapa, o objetivo foi investigar o efeito das concentracdes de IPC,
de glicerol e do pH sobre as propriedades dos filmes de proteina de residuos de
corvina (Micropogonias furnieri). Os filmes foram avaliados quanto aos parametros de
cor, opacidade, propriedades mecéanicas, espessura, solubilidade em agua,
permeabilidade de vapor de agua (PVA) e propriedades morfoldégicas. Como resultado
foi observado que a opacidade e a luminosidade dos filmes nédo foram afetados pelas
variaveis do processo. Os filmes de IPC ficaram amarelados e opacos. Apresentaram-
se mais claros quando elaborados com baixas concentracbes de IPC e altas
concentracdes de glicerol nas solucdes filmogénicas. A menor solubilidade em agua
ocorreu nos filmes com pH baixo e menores concentracdes de glicerol. Com relacdo
as propriedades mecanicas, os filmes apresentaram alta elongacédo e sua resisténcia
a tracdo aumentou quando utilizadas maiores concentracdes de IPC, menores
concentracdes de glicerol e pHs mais baixos.Os filmes apresentaram superficies
asperas e irregulares. Na segunda etapa foram elaborados filmes biodegradaveis de
IPC contendo diferentes concentractes de 6leo de palma (OP) (10 e 20 g de OP /100g
de IPC) e suas propriedades de barreira, mecanicas, fisico-quimicas, térmicas e
morfolégicas foram estudadas. A adicdo de OP aumentou as espessuras dos filmes
com 2 e 4% de IPC, no entanto a solubilidade nao foi afetada pela adicdo do OP. Os
filmes com 3 e 4% de IPC ficaram menos permeaveis a agua quando incorporado
20% de OP nos mesmos. A opacidade dos filmes aumentou com a adicdo do OP. A
incorporacdo do OP nos filmes resultou em uma diminuigdo da resisténcia a tracéo e
no aumento da elongacdo dos filmes. Nos filmes com 2% de IPC o aumento na
elongacéo foi significativo apenas quando adicionado 20% de OP. O aparecimento de
apenas uma temperatura de fusdo nos filmes sugeriu uma homogeneidade dos
mesmos. A decomposicdo térmica dos filmes iniciou em torno de 120 -173°C. Os
filmes apresentaram uma superficie descontinua.

Palavras-chave: pescado, filmes, isolado protéico, 6leo de palma, PVA.
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GENERAL ABSTRACT

In the last two decades, the disposal and accumulation of non-biodegradable
packaging has aggravated environmental problems. One of the solutions, particularly in
the field of food packaging, is the development of films from polymers that can replace
the synthetics. Alternative sources of protein such as fish waste, become important,
since they constitute 60-70% of the raw material and are discarded by the industries of
threading cooperating with the environmental harm. The functional properties of the
biodegradable films are the result of the characteristics of the macromolecules used,
the interactions between the components involved in formulating (macromolecule,
solvent, plasticizer and other additives), the fabrication parameters (temperature,
solvent, pH, etc.), of the dispersion process of the film solution (spraying, spreading,
etc.) and drying conditions. A problem limiting the use of the biodegradable films based
on fish proteins is their susceptibility to humidity because of the hydrophilicity of amino
acids of protein molecules.The aim of this work was to develop and characterize
films based onisolated protein croaker residue (IPC) and palm oil (OP). The
development of the films was examined in two steps.In this study we
used croaker residues (Micropogonias furnieri) to obtain a protein isolate, glycerol as
plasticizer and palm oil to impart hydrophobicity to the film. In the first stage, the
objective was to investigate the effect of concentrations of IPC, glycerol and pH on the
film properties. The parameters of color, opacity, mechanical properties, thickness,
water solubility, water vapor permeability (PVA) and morphological properties of the
films were evaluated. As a result it was observed that the opacity and brightness of the
films were not affected by process variables. The IPC films were yellowish and
opaque. They were more translucent when prepared with low concentrations of IPC
and high concentrations of glycerol in the filmogenic solution. The lowest solubility in
water occurred on the films at low pH and low concentrations of glycerol.Regarding the
mechanical properties, the films showed high elongation and its tensile strength
increased when were used higher concentrations of IPC, lower concentrations of
glycerol and lower pHs. Os more films had rough and irregular surfaces. In the second
stage were prepared biodegradable films of IPC containing different concentrations of
palm oil (OP) (10 and 20 g OP/ 100g IPC) and its barrier properties, mechanical,
physical, chemical, thermal and morphological characteristics were studied. The
addition of OP increased thickness of the films with 2 and 4% of IPC, but the solubility
was not affected by the addition of OP. The films with 3 and 4% of IPC were less
permeable to water when incorporated 20% OP in the same. The opacity of the films
increased with the addition of OP. The incorporation of OP in the films resulted in a
decrease in tensile strength and increased elongation. In the films with the IPC 2%
increase in elongation was significant only when added 20% OP. The appearance of
only a melting temperature in the films proposed homogeneity thereof. Thermal
decomposition of the film began around 120 -173 ° C. The films had a discontinuous
surface.

Keywords: fish, films, protein isolate, palm oil, WVP.
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CAPITULO |
INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO GERAL

Os plasticos sdo materiais que possuem alta durabilidade, sdo funcionalmente
adequados para uso cotidiano e atendem as exigéncias do mercado, pois além de
suas propriedades fisicas e mecanicas, possuem alta versatilidade de uso e preco. No
entanto, estima-se que mais de 100 milhdes de toneladas de plasticos sejam
produzidos por ano acarretando grande quantidade de residuos descartados na
natureza (ROSA et al., 2004). Esse descarte contribui com uma parte consideravel dos
residuos globais nos aterros sanitarios municipais que representam um sério problema
ambiental, uma vez que os plasticos sintéticos sdo polimeros resistentes a degradacao
natural (CHIELLINI et al., 2001; LEE e CHO, 1998).

Visando contribuir para a diminuicdo deste problema, tém-se desenvolvido
filmes biodegradaveis, os quais sdo definidos como uma fina camada continua
formada ou depositada no alimento, preparada a partir de polimeros naturais, que
pode agir como barreira a elementos externos (umidade, 6leos, gases), protegendo o
alimento e podendo aumentar sua vida util (HENRIQUE et al., 2008). Independente do
tipo de processamento que se busca na elaboracdo dos filmes, um aspecto sempre
levado em consideracdo € que os filmes formados sejam flexiveis, resistentes e
apresentem boas propriedades de barreira ao vapor de dgua. Estas caracteristicas
estdo intimamente ligadas as propriedades dos polimeros usados (conformacao,
massa molar, distribuicdo de cargas e polaridade) e as condigbes de fabricagdo do
filme (concentracdo do polimero na solugéo filmogénica, pH, tratamento térmico da
solucdo, temperatura e umidade relativa durante a secagem, tipo e concentragédo de
aditivos empregados (GONTARD et al., 1994).

Os polimeros naturais mais utilizados na elaboracdo dos filmes sédo as
proteinas, 0s polissacarideos e os lipideos, sendo as caracteristicas do material
formado dependentes do tipo e teor do polimero utilizado (PAIVA et al., 2006). Para a
formacao desta matriz, as proteinas apresentam a caracteristica de possuirem em sua
estrutura até 20 mondmeros diferentes (aminoacidos), com um alto potencial de
ligacdes intermoleculares. Além disso, as proteinas sdo capazes de formar estruturas
tridimensionais amorfas, estabilizadas principalmente por interacbes ndo covalentes
(CUQ et al., 1998).

As proteinas de pescado, entre elas as proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas tém sido utilizadas como material para formacao de filme. Cuq et al.
(1995), trabalhando com sardinhas, demonstraram que as proteinas miofibrilares

possuem a capacidade de formar filmes. Desde entdo, véarias pesquisas foram



realizadas com proteinas miofibrilares de musculos de pescado como as da sardinha
do Atlantico (Sardina pilchardus) (CUQ et al., 1996, 1997), e as da tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) (PASCHOALICK et al., 2003; SOBRAL et al., 2002; SOBRAL,
2000; CHANDRA e SOBRAL, 2000; MONTERREY-QUINTERO e SOBRAL, 1999).
Iwata et al. (2000) e Tanaka et al. (2001) desenvolveram e caracterizaram filmes a
base de proteinas sarcoplasmaticas extraidas do musculo de merlin azul (Makaira
mazara). Paschoalick et al. (2003) desenvolveram filmes flexiveis a base de proteinas
miofibrilares e sarcoplasméaticas do musculo de tilapia-do-nilo. Mais recentemente,
outros estudos sobre filmes biodegradaveis a partir de proteinas de pescado tém sido
realizados (LIMPAN et al., 2010; ARTHARN et al., 2008; BENJAKUL et al., 2008;
CHINABHARK et al., 2007; PAIVA et al., 2006). No entanto, sdo poucos o0s relatos
sobre a elaboracdo de filmes biodegradaveis a partir de proteinas de residuos de
pescado tém sido relatados.

Os filmes a base de proteinas de pescado possuem habilidade para formar
redes, apresentando geralmente boas propriedades mecéanicas e boa barreira ao
oxigénio, porém absorvem muita dgua, devido a hidrofilicidade dos aminoacidos das
moléculas de proteina e do plastificante, favorecendo a ligacdo com moléculas de
agua, o que resulta numa alta permeabilidade ao vapor de &gua, evidenciando a
importancia do controle de suas concentragfes na obtencéo de filmes (PAIVA et al.,
2006, PEROVAL, 2002; GALLO, 2000; YANG e PAULSON, 2000). Para melhorar as
propriedades de barreira destes filmes biodegradaveis, a incorporacao de lipideos,
como o Oleo de palma, surge como alternativa interessante, pois além de diminuir a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, os lipideos podem prevenir a migracao
de agua entre os componentes do alimento (ANKER et al., 2002).

A captura marinha de pescado contribui com mais de 50% do total da
producdo mundial de pescado e mais de 70% dessa producado tem sido utilizada para
processamento. Como resultado, anualmente uma quantidade consideravel do total
capturado é descartado como sobras do processamento, incluindo cabegas,
barbatanas, pele, espinhos, visceras, além de carapacas de crustaceos e mariscos
(CENTENARO, 2011) que podem contribuir uma excelente fonte de proteinas
filmogénicas.

De acordo com o exposto, esse trabalho propde o desenvolvimento e a
caracterizacdo de filmes a base de isolado protéico de residuos de corvina

(Micropogonias furnieri) incorporados de 6leo de palma.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver filmes a base de isolado protéico de residuos de corvina

(Micropogonias furnieri) (IPC) incorporados de éleo de palma (OP).

2.2 Objetivos especificos

e Obter e avaliar o isolado protéico proveniente de residuos de corvina (IPC)
guanto a suas propriedades fisico-quimicas e verificar sua condi¢éo

microbioldgica;

e Avaliar o efeito dos parametros de processo (concentragdo do IPC,

concentracéo de plastificante e faixa de pH) na obtencé&o dos filmes de IPC;

e Avaliar o efeito do 6leo de palma nas propriedades do filme a base de IPC;

e Caracterizar os filmes obtidos quanto as propriedades mecéanicas, de barreira,
Opticas e solubilidade;

o Avaliar as propriedades térmicas por Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC) e Andlise Termogravimétrica (TGA) dos filmes adicionados de 6leo de

palma.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo brasileira de pescado

A producdo brasileira de pescado aumentou 25% nos ultimos oito anos
passando de 990.899 toneladas anuais para 1.240.813 em 2009, como mostram 0s
dados na Figura 1 (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2010). Somente nos ultimos
dois anos, houve um crescimento de 15,7%, conforme os dados estatisticos de 2008 e
2009, sendo que a aquicultura apresentou uma elevacao 43,8%, passando de 289.050
toneladas/ano para 415.649 toneladas/ano. A producdo da pesca extrativa, tanto
maritima quanto continental (rios, lagos, etc) passou no mesmo periodo de 783.176
toneladas para 825.164 toneladas/ano no mesmo periodo, um aumento em torno de
5,4% (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2010).
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Figura 1: Producao da pesca e aquicultura no Brasil
Fonte: MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2010.

Na producédo de pescado nacional, o estado de Santa Catarina foi o maior
produtor de pescado em 2009 com uma producédo de 207.505 toneladas, seguido pelo
Parand e Bahia. O estado do Rio Grande do Sul representou um total de 54.989
toneladas em 2008 e 68.975 toneladas em 2009.

O Brasil possui 55.457 km? de aguas interiores e 7.408 km de costa
maritima. Ao longo da costa ha uma grande variedade de peixes que se encontram no
litoral na faixa do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul. E nesta regido estédo
localizadas as grandes fabricas de enlatados e, consequientemente, onde sdo gerados
0s maiores volumes de residuos (ALFARO, 2004).



3.2 Corvina (Micropogonias furnieri)

A corvina (Micropogonias furnieri) é considerada, devido sua abundancia,
uma das mais tradicionais e importantes espécies encontradas na costa brasileira,
argentina e uruguaia. E encontrada desde a Peninsula de Yucatéan, na costa mexicana
do Mar do Caribe, até o Golfo de San Matias, na Argentina. As maiores concentracdes
ocorrem em regides costeiras que apresentam desembocaduras de grandes rios,
estuarios e manguezais. Em mar aberto, pode ser encontrada em profundidades de
até 80 metros, em locais com fundos de lama, areia ou cascalho (WAHRLICH, 2009).

A corvina tem o corpo alongado e levemente comprimido (Figura 2),
coloragéo prateada, com o ventre branco ou amarelado e estrias escuras e obliquas
no dorso e nas laterais (WAHRLICH, 2009).

Figura 2: Corvina (Micropogonias furnieri)
Fonte: PESCA, 2010.

Possui grande tolerancia as variacdes de salinidade, o que facilita a
alimentacdo e melhores condi¢cbes para proteger-se de predadores (CASTELLO,
1986), e pode viver em temperaturas de agua variando entre 10°C e 30°C (ampla
faixa) (WAHRLICH, 2009).

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



3.3 Residuos de pescado

O pescado pode ser comercializado, seja in natura ou industrializado, para
a obtencdo de pescado congelado, enlatado, salgado, semi conservado e na forma de
outros produtos (ARRUDA et al., 2006). Os residuos gerados no beneficiamento
(Figura 3) do pescado, constituidos da composicdo de diferentes propor¢cdes de
cabeca, visceras, nadadeira, cauda, coluna vertebral, barbatana, escamas e restos de
carne pode representar até 70% da matéria-prima utilizada, variando conforme as
espécies e processamento (NUNES, 2001). Ainda, durante a producdo, em razao da
heterogeneidade do tamanho do pescado, no momento da classificacdo, por néo
atingirem o peso comercial, podem ser descartados, gerando ainda mais residuos de
pescado (VIDOTTI e GONCALVES, 2006).

Como o residuo de pescado é fonte de proteinas e lipideos, estdo sendo
realizados estudos para recuperar estas biomoléculas. Martins et al. (2009)
produziram e avaliaram as propriedades funcionais de hidrolisados protéicos de
residuos de corvina e, constataram que o0s hidrolisados apresentaram resultados
satisfatérios em todas as propriedades funcionais avaliadas. Godoy et al. (2010)
avaliaram a aceitacdo de caldos e canjas elaborados com farinhas aromatizadas
desenvolvidas a partir de carcagas de pescados, os quais foram bem aceitas pelos
consumidores.

Atualmente os residuos do beneficiamento do pescado séo valorizados
mediante a hidrélise da biomassa para a obtencdo de silagem de peixe (ARRUDA et
al., 2006), com grande potencial para utilizagdo como fonte protéica em racdes
(FERNANDES et al., 2007).

Os residuos gerados no processamento também podem ser aproveitados
na producdo de gelatina, 6leo bruto e farinha de pescado para alimentacdo animal. A
figura 3 mostra o beneficiamento do pescado com a indicagdo do processamento e

dos residuos gerados.



RESIDUOS Recepgao

Pescados Classificacao
desclassificados

Agua de lavagem, - Lavagem
escamas, restos
de carne,
barbatanas
Pescado de valor Pescado
comercial inteiro (fresco
ou congelado)
Visceras ; - -
Residuos «— Evisceracao N Pescado
: eviscerado
com cabeca
Cabeca, pele, ;
&a, p < > Filetado
| nadadeira cauda,
; coluna vertebral ;
: R Laminado
Enlatado I

Figura 3: Fluxograma geral do beneficiamento do pescado com a indicacdo do

processamento e dos residuos gerados.

Fonte: NUNES (2001).

3.4 Proteinas do pescado

As proteinas musculares podem ser classificadas em trés grandes grupos:
miofibrilares  (proteinas  contracteis), proteinas sarcoplasmaticas (proteinas
metabdlicas) e estroma (proteinas do tecido conectivo) como mostrado na Tabela 1, e
estas trés fracGes de proteinas podem ser diferenciadas pela sua solubilidade
(SALAS, 2001).

As proteinas miofibrilares representam de 66 a 77 % do total de proteinas
do musculo do pescado, sendo que, neste grupo, as principais sdo a miosina e a
actina (GUND et al., 2005). Estas possuem importancia principalmente por suas
propriedades funcionais, sendo a miosina responsavel pelas propriedades de

gelificagdo, retengdo de 4gua e de emulsificacdo (AYALA, 2001).
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As proteinas sarcoplasmaticas representam aproximadamente 20 a 25 %

das proteinas do musculo, sdo sollveis em &gua e como principais caracteristicas

estao a sua capacidade de adesdo as proteinas miofibrilares impedindo a formacéo de

gel de alta elasticidade, baixa viscosidade, baixa capacidade de retencado de agua e

baixa capacidade de absorcao de sabores e corantes (GUND et al., 2005).

As proteinas do estroma sao formadas principalmente por coldgeno e

elastina. Estas séo insollveis em agua, solucdes salinas ou alcalinas. Constituem o

tecido conectivo e mantém unidos os miétomos dando firmeza a carne. Por

aguecimento o colageno se solubiliza e forma gel ao esfriar-se (SALAS, 2001).

Tabela 1: Principais proteinas do musculo de pescado

Quantidade de proteina

Proteinas
(g / 100g de musculo)
Miosina 5,0
Proteina C 0,2
Proteina M 0,3
Actina 2,5
Miofibrilares Tropomiosina 08
Troponina 0,8
B-actinina 0,1
a- actinina 0,2
Desmina 0,1
Enzimas sarcoplasmaticas 6,0
e mitocondriais
Sarcoplasmaticas Mioglobina 0,6
Hemoglobina 0,2
Citocromo e flavoproteinas 0,2
Colageno e reticulina 1,5
Elastina 0,1
Estroma Outras proteinas insoluveis 1,4

Fonte: FLORES e BERMEL, 1984 apud PROTEINAS DO PEIXE, 20009.
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3.5 Isolado protéico de pescado

O isolado protéico de pescado é um produto obtido através da hidrélise
quimica da proteina. O isolamento de proteinas é basicamente um processo de
extracdo o qual visa obter um produto livre de interferentes (MARTINS, 2009). As
proteinas de origem animal apresentam a vantagem de possuirem um elevado valor
biolégico, devido a sua alta sensibilidade a hidrolise e a sua composicao balanceada
de aminoacidos, particularmente daqueles que costumam ser os limitantes em
proteinas de origem vegetal (FONTANA et al., 2009).

N&o existe um método Unico ou um conjunto de métodos aplicaveis ao
isolamento de todas as proteinas indistintamente; porém, para qualquer proteina é
possivel, geralmente, escolher uma sequiéncia de etapas de separacdo que irdo
resultar em um grau elevado de purificagdo e um alto rendimento (FREITAS, 2011). O
objetivo geral é aumentar a pureza da proteina desejada por unidade de massa, pela
eliminacdo das proteinas inativas ou indesejaveis, enquanto, ao mesmo tempo, eleva-
se o rendimento ao maximo (NOLSOE e UNDELAND, 2009).

Fundamental para que uma extracdo de proteina seja possivel e bastante
completa é que a proteina seja dispersavel, isto &, soluvel como coldide. O dispersante
pode ser agua, uma solucao de sal neutro fraca, uma solucdo acida ou alcalina, ou um
solvente orgéanico. Depois da dispersao, precipita-se a proteina, a fim de separa-la de
seu meio. Agente dispersante ideal € aquele que pode dispersar todas as proteinas
sem mudar a sua estrutura natural, isto é, sem desnatura-las.

Para o isolamento das proteinas, primeiramente os tecidos do pescado sédo
homogeneizados com agua, onde geralmente é usado 9 partes de solvente. Ap6s o
pH da solugéo é ajustado para a solubilizagéo protéica, depois é realizada a etapa de
centrifugacdo em alta velocidade, onde as proteinas solubilizadas s&o separada da
fracdo insoltvel (peles, ossos, tecido conjuntivo, membrana celular ) e dos lipideos.
Com o ajuste do pH (5,2 — 5,5) a proteina solubilizada é precipitada, e ap6s segue a
etapa de centrifugacdo com posterior secagem (NOLSOE e UNDELAND, 2009;
HULTIN et al., 2005).

Muitos fatores interferem na extracdo da proteina, como: qualidade da
matéria-prima, relacdo solido/liquido, pH, temperatura, velocidade de centrifugacéo e
forca ibnica, contudo a maxima recuperacdo durante o processo de extracdo € de vital
importancia para determinar a quantidade de proteina no isolado (KAIN et al., 2009).

O isolado protéico a partir de um processo de solubilizacdo acida difere

daquele de uma proteina isolada com o processo de solubilizacdo alcalina
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(KRISTINSSON et al., 2005) . Nas condigBes extremas &cidas ou alcalinas, ocorrem
excessos de cargas positivas ou negativas, respectivamente, sobre as proteinas que
conduz a repulsdo, e a interagdo com a agua ocorrendo a solubilizacdo (NOLSOE e
UNDELAND, 2009). Ha vérias pesquisas com desenvolvimento de isolados protéico
de pescado, por solubilizac&o protéica via acida ou alcalina.

Kristinsson (2003) usou um processo alcalino para a obtencdo de isolado
protéico de pescado. O pH usado pelo autor foi entre 10,5 e 11,5 para solubilizacédo
protéica, seguida de reducédo de pH até 4,5 para precipitacéo isoelétrica das proteinas.
O mesmo autor realizou um estudo para obtencdo de isolado protéico de pescado
utilizando um processo &cido, no qual a matéria-prima foi submetida primeiro a
reducdo de pH até 2 e apos aumento de pH até 4,5 no ponto isoelétrico das proteinas.

Costa (2003), desenvolveu um isolado protéico da matriz dos
exoesqueletos de camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis) empregando processo
de extracdo alcalina, utilizando NaOH como agente de solubilizacdo. Foi obtido um
produto final com 89,02% de proteinas, 82,5% de digestibilidade in vitro, e rendimento
de 69%.

Yongsawatdigul e Park (2004) empregaram HCl e NaOH para solubilizagéo
acida e alcalina das proteinas de musculo de pescado, respectivamente. Os maiores
percentuais de solubilidade (aproximadamente 60%) foram obtidos nos pHs 2 a 3 e
nos pHs 11 a 12 e valores minimos de solubilidade no pH 5.

Lopes (2005) obteve isolados protéicos de cabrinha (Prionotus punctatus)
pelo processo acido e alcalino e verificou que quando utilizado o HCI como agente
acidificante o isolado protéico ficou com 89,25% de proteina, 2,02% de lipideos ,
digestibilidade in vitro de 98,96% e rendimento de processo de 76%. E quando foi
utilizado o NaOH como agente alcalinizante, resultou um isolado protéico com 92,85%
de proteina, 1,01% de gordura, 99,53% digestibilidade in vitro e 82% de rendimento.

Fontana (2007) desenvolveu isolados protéicos de corvina (Micropogonias
furnieri), sendo empregada a solubilizacdo acida e alcalina, e constatou que o
rendimento do processo alcalino (55,35%) foi maior que do processo acido (46,6%).

Freitas (2011) produziu isolados protéicos de residuos de corvina
(Micropogonias furnieri) empregando os dois processos (alcalino e acido) e obteve um

maior teor protéico (93,11%) quando utilizado o processo alcalino.
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3.6 Filmes Biodegradaveis

Os filmes biodegradaveis sao materiais de espessura fina, preparados a
partir de macromoléculas, que agem como barreira a elementos externos e
consequentemente protegem o produto e aumentam a sua vida de util (HENRIQUE et
al.,, 2008; KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997). Estes filmes biodegradaveis
podem ser utilizados como coberturas comestiveis, quando séo aplicados diretamente
na superficie de alimentos (Figura 4), e como filmes (Figura 5), quando possuem
estrutura prépria independente (PRATES, 2010).

Figura 4: Processo de obtencéo de Figura 5: Filme de quitosana
cobertura comestivel em macas Fonte: CIENCIA HOJE, 2010.

Fonte: ASSIS E LEONI, 2003.

Duas técnicas podem ser usadas para a producéo de filmes: o processo de
extrusdo e o processo “casting”. O “casting” envolve a dispersédo do polimero em um
solvente ou mistura de solventes adequados, formando um sistema relativamente
viscoso. A dispersdo entdo é vertida sobre um suporte e levada para a estufa, em
condi¢des controladas, para a desidrata¢éo da solucao filmogénica. Depois que todo o
solvente for evaporado, o filme seco pode ser retirado do suporte (THARANATHAN,
2003).

A formacdo do filme envolve ligacdes inter e intramoleculares, ou a
reticulacdo das cadeias dos polimeros, formando assim uma rede tridimensional semi-
rigida que retém e imobiliza o solvente. O grau de coesao depende da estrutura do
polimero, do solvente usado, da temperatura e a presenca de outras moléculas, como
os plastificantes (THARANATHAN, 2003).

As propriedades funcionais dos filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
sdo resultantes das caracteristicas das macromoléculas utilizadas, das interacdes

entre os constituintes envolvidos na formula¢do (macromolécula, solvente, plastificante
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e outros aditivos), dos paréametros de fabricacdo (temperatura, tipo de solvente, pH,
entre outras), do processo de dispersdao da solugcdo filmogénica (pulverizagéo,
espalhamento, etc.) e das condicdes de secagem (GONTARD e GUILBERT et al.,
1996).

Os filmes séo classificados em simples e compostos. Se compostos
podem ser produzidos utilizando dois métodos, ou seja, por bicamada ou emulsionado.
No método bicamada, a proteina é dispersa em um solvente; aquecida e espalhada
sobre um suporte plano para a evapora¢cdo do solvente; o lipideo é aplicado sobre a
camada protéica, formando uma bicamada. No método emulsionado os glébulos de
lipideos séo incorporados na solucdo protéica dissolvida em um solvente, formando
uma emulsdo onde esta é aquecida e espalhada sobre um suporte plano para a
evaporagédo do solvente (FERREIRA, 2006).

3.7 Constituintes da formulagé&o dos filmes

3.7.1 Agentes formadores dos filmes

Os principais agentes formadores de filmes s&do as proteinas, os
polissacarideos e os lipideos. Entre as proteinas, as principais para a elaboracao de
filmes s@o as do soro do leite (isolados e concentrados protéicos de soro), do milho
(zeina), do trigo (glaten), da soja, do ovo (albumina), da gelatina (colageno), e do
pescado (proteinas miofibrilares) (THARANATHAN, 2003). Os filmes de proteinas
apresentam boas propriedades de barreiras ao O, e CO,, mecanicas (resisténcia a
ruptura e deformacédo) e Oticas, entretanto, sédo altamente permeéveis ao vapor de
agua devido ao seu carater hidrofilico.

Os filmes a base de lipidios (monoglicerideos, &cidos graxos, ceras
naturais, etc) sao efetivos como barreira a umidade e troca de gases, devido a
hidrofobicidade. Outros a base de polissacarideos (celulose, pectina, amido, alginatos,
quitosana e gomas), possuem boa barreira a gases (O, e CO,), mas ndo a agua,
provavelmente relacionada a alta polaridade dos compostos (THARANATHAN, 2003).

Como as diferentes macromoléculas atribuem propriedades funcionais
distintas aos filmes, surge atualmente a producdo destes através da combinacédo de

proteinas, de polissacarideos e de lipideos.
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3.7.2 Plastificantes

Os plastificantes sédo substancias com alto ponto de fusdo, com baixa
volatilidade e quando adicionados a outros materiais provocam mudancas nas
propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas dos mesmos (McHUGH & KROCHTA,
1994). Além disso, em sua maioria, apresentam carater hidrofilico, e, por serem
normalmente moléculas pequenas, sé@o faciimente acoplados entre as cadeias
poliméricas devido a sua habilidade em reduzir a formacao de pontes de hidrogénio
entre estas, causando um aumento no volume livre ou na mobilidade molecular do
polimero (SOTHORNVI e KROCHTA, 2000).

Os plastificantes mais utilizados na elaboracdo de filmes a partir de
proteinas ou polissacarideos sao os polibéis como o glicerol, o sorbitol ou uma mistura
destes nas blendas das solugdes filmogénicas (McCHUGH e KROCHTA, 1994). Podem
ser usados também monossacarideos (principalmente frutose), dissacarideos, lipidios
e derivados (acidos graxos, monoglicerideos, derivados de éster, entre outros)
(FERREIRA, 2006).

A incorporacdo de um plastificante em biopolimeros modifica a
organizagdo molecular tridimensional, diminuindo as forcas de atracéo
intermoleculares e aumentando o volume livre do sistema. Conseqlientemente, a rede
torna-se menos densa, melhorando a flexibilidade e extensibilidade dos filmes
(SOTHORNVI e KROCHTA, 2000). A habilidade dos plastificantes em mudar as
propriedades fisicas e de permeabilidade a agua do filme depende de sua estrutura
guimica (massa molar, configuracdo e o namero total de grupos hidroxil funcional) e

compatibilidade com o polimero(s) e com o solvente (FERREIRA, 2006).

3.7.3 Solventes e ajustadores de pH

Os solventes mais utilizados na elaboracdo de filmes comestiveis sdo
agua, etanol, ou a combinacdo de ambos (KESTER e FENNEMA, 1986). Um aspecto
determinante na elaboracdo de filmes é a solubilidade de proteinas e a capacidade
das mesmas em interagir com o solvente utilizado, uma vez que a solubilizagdo total
da proteina é necessaria para o processo de formacao destes filmes.

A dispersao da molécula de proteina em agua é possivel devido ao grande
namero de residuos de aminodcidos polares e apolares, que interagem com o
solvente. Essas interagcdes podem ser melhoradas em funcdo da constante dielétrica

do solvente, uma vez que essa constante € inversamente proporcional a forca de

atracdo intermolecular. Solventes com alta constante dielétrica favorecem a
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solubilidade de proteinas, diminuindo a forgca de atracdo entre as moléculas
(GONTARD e SGARBIERI, 1996).

Outro composto adicionado na formulagéo de filmes é o ajustador de pH, o
qual deve ser utilizado, principalmente, em filmes a base de proteinas, por atuar
diretamente na solubilidade das mesmas. O ajustador de pH faz com que as proteinas
permanecam sollveis (distantes de seus pontos isoelétricos), permitindo, portanto, sua
geleificacdo (WOLF, 2007), visto que o ponto isoelétrico (pl) da proteina (quando uma
molécula apresenta igual nUmero de cargas positivas e negativas) corresponde ao pH
de menor solubilidade protéica. Dentre os ajustadores de pH, os mais utilizados
encontrados na literatura estdo o acido acético glacial e o hidréxido de sddio, sendo
utilizado também os acidos hidroclérico, lactico e ascorbico; o hidréxido de amonia
(KESTER e FENNEMA, 1986).

3.8 Filmes protéicos

Um numero grande de pesquisas esta voltado para a melhoria das
propriedades dos filmes, principalmente no aumento da resisténcia a tensdo e
diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua.

Dentre as proteinas utilizadas como agente formador de filmes, destacam-
se as de origem animal, como gelatina (CARVALHO, 1997; SAMENTO, 1999),
proteinas miofibrilares de peixe (CUQ, 1996; MONTERREY et al., 2000; ARTHARN et
al., 2008), proteinas miofibrilares de carne bovino (SOUZA, 2001), proteinas do soro
de leite (McHUGH et al., 1994) e as de origem vegetal, como o glaten, a zeina e as
proteinas de soja.

Segundo Kinsela (1984) a formagédo de filmes a base de proteinas deve-se
a interacdo entre moléculas por via eletrostatica, interagdes hidrofobicas, interagbes de
Van de Waals, por pontes de hidrogénio e por ligacdes dissulfidicas. Considera-se
ainda a influéncia direta das mesmas nas propriedades dos filmes, sendo que estas
variam com o tipo de proteina e com as condi¢cdes ambientais. As etapas de formacgéo
sdo influenciadas pelas caracteristicas das proteinas, como composicao,
conformacdo, flexibilidade molecular e fatores externos, tais como pH, temperatura,
concentracao de proteina, tipo de espécie ibnica e outros (KINSELA, 1984; ARTHARN
et al., 2008).

Lee et al. (2004) estudaram a influéncia de raios gama em filmes de gliten,
obtendo aumento nos valores de tensdo e diminuicdo na permeabilidade ao vapor de

adgua, em relacdo aos filmes sem o tratamento radioativo. Wolf (2007) adicionou
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colageno em filmes de gelatina e observou que o aumento na concentracdo de
colageno nos filmes resultou na elevacédo da resisténcia a ruptura e opacidade, e na
diminuicdo da elongacgédo e da solubilidade.

Segundo Artharn et al. (2008), o tipo e a proporcao de proteinas usado na
elaboracdo dos filmes influenciam nas propriedades destes. Estes autores estudaram
as propriedades de filmes elaborados com as proteinas musculares de pescado
(miofibrilares e sarcoplasmaticas), e observaram que a resisténcia a tracdo dos filmes
diminuiu com o0 aumento do teor de proteinas sarcoplasmaticas (PS), e o alongamento
a ruptura dos filmes diminuiu quando apresentavam um teor de PS maior que 30%.
Estes resultados sugeriram que as propriedades mecéanicas dos filmes melhoram
guando a concentracdo de proteinas sarcoplasmaticas diminui.

Benjakul, Artharn e Prodpran (2008) avaliaram filmes preparados a partir
de proteinas provenientes de pescados armazenados em diferentes tempos. Os
autores constataram que independentemente da época de armazenamento do
produto, ndo houve alteragdes na resisténcia a tragdo e alongamento na ruptura dos
filmes a partir de pescado.

Os isolados proteicos também podem ser usados para elaboragdo de
filmes biodegradaveis. Guerrero et al. (2009) adicionaram diferentes propor¢cfes de
plastificante na elaboracdo de filmes de isolado protéico de soja, e observaram que o
glicerol atribuiu melhor resisténcia mecéanica aos filmes quando adicionado nas
proporcdes de 30-40%. Kim e Ustunol (2001) obtiveram bons resultados com filmes a
base de isolado protéico de soro de leite, resultando a formacéao filmes transparentes,
0 que favoreceu sua aplicagdo. Maté e Krochta (1996) concluiram que coberturas de
isolado protéico de soro de leite diminuiram a concentracdo de oxigénio em

amendoins, retardando o processo de rancidez.

3.9 Filmes emulsificados

Os filmes protéicos melhoram as propriedades mecanicas dos alimentos e
minimizam a perda de aromas volateis (LEE et al., 2004). No entanto, de acordo com
Bertan et al. (2005), os filmes preparados com proteinas sédo sensiveis ao vapor de
adgua. Desta forma, inimeros estudos tém sido conduzidos com a intencao de
melhorar o desempenho desses filmes. Um método extensivamente utilizado para
aumentar a barreira ao vapor de agua dos filmes tem sido a incorporacdo de
compostos hidrofébicos, como lipideos, na solucdo formadora de filmes (CHAMBI e
GROSSO, 2005).
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Os filmes emulsificados séo caracterizados pela presenca de lipidios na
matriz continua e sdo obtidos através de uma homogeneizacdo do lipidio na solugéo
protéica, formando uma emulsdo. O grau de eficiéncia na interacdo da particula
lipidica com os outros componentes do filme, como proteinas, e polissacarideos
dependera da estrutura quimica, do grau de saturacdo, do estado fisico (sélido ou
liguido), do tamanho da cadeia e da dimensdo dos cristais (GALLO et al., 2000;
GONTARD et al., 1994).

As caracteristicas dos lipideos exercem forte influéncia sobre as
propriedades de barreira dos filmes. Em geral, a permeabilidade ao vapor de agua de
uma camada lipidica aumenta com o aumento da polaridade, com a diminuicdo do
comprimento de cadeia carbdnica e com o aumento do grau de insaturacdo e o
namero de ramificagBes, como consequéncia da maior mobilidade da cadeia carbénica
(GARCIA et al., 2000). A adicdo de lipidios a composicdo de filmes, resulta na
diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua (GARCIA et al., 2000), desde que o
teor de lipidios ndo ultrapasse 20% (GALLO et al., 2000). Entretanto, podem causar
reducdo nas propriedades épticas e mecanicas dos filmes (YANG e PAULSON, 2000).

Liu et al. (2006), em filmes elaborados pelo método de “casting”, utilizando
blendas de gelatina/caseinato de sddio e pectina adicionados de 2,5% de 6leo de
milho ou azeite de oliva, mostraram diferencas significativas nas propriedades
mecanicas (resisténcia a tracéo, elongacdo no ponto de ruptura). Filmes compostos
por pectina e 6leo de milho (2,5%) apresentaram o valor mais alto de resisténcia na
tracdo (7,26 MPa), e 0o mais baixo de 1,03 MPa foi para os filmes de
gelatina/caseinato e 2,5% de azeite de oliva.

Wang e Padua (2005) incorporaram 6leo de linhaca em filmes de zeina e
observaram a diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua destes. Ozdemir e
Floros (2008) observaram um aumento na opacidade de filmes protéicos de soro de
leite com adic&o de cera de abelha.

Perez-Gago e Krotcha (2000) no estudo dos efeitos de condi¢cdes de
secagem em filmes de soro de leite adicionados de lipideos, tais como gordura anidra
de leite bovino, cera de abelha e cera de carnauba, observaram uma significativa
diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua (PVA), quando comparados com
filmes elaborados somente com o soro.

O o6leo de palma é o 6leo vegetal de maior utilizagcdo mundial na industria
de alimentos, devido a sua caracteristica Unica e diferenciada de plasticidade e de

composicdo em acidos, pois possuem aproximadamente iguais quantidades de acidos
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graxos saturados e insaturados: insaturados incluem 39% de &cido oléico e 10% de
acido linoléico; saturados incluem 44,3% de &cido palmitico, 4,6% de &cido esteérico,
1,0% de acido miristico, 0,1% de &cido laurico e 0,1% de &cido palmitoléico (SANTOS
et al., 1998).

Prondpran et al. (2007) produziram filmes emulsionados de quitosana com
6leo de palma em substituicdo ao glicerol obtendo aumento da resisténcia a tracao e
reducdo na permeabilidade ao vapor de agua. Bourtoom e Chinnan (2009) analisaram
a influéncia da adicdo de 6leo de palma, em diferentes concentracdes nos filmes de
gquitosana e amido de arroz, nas propriedades mecanicas e de permeabilidade destes
filmes e observaram a redugéo da permeabilidade ao vapor de 4gua e da solubilidade

em agua.

3.10 Métodos de avaliagado das propriedades dos filmes

Os métodos usados para avaliacao dos filmes séo derivados dos métodos
classicos aplicado aos materiais sintéticos. Entretanto, estes métodos foram
adaptados as caracteristicas dos filmes, devido a sua grande sensibilidade a umidade

relativa e a temperatura.

3.10.1 Aspecto visual

De forma geral, esta relacionada com a aparéncia do filme e pode ser
avaliado por observacdes visuais e tacteis. O filme deve apresentar uma superficie
continua e homogénea, ou seja, ndo deve apresentar fissuras apds o processo de

secagem, nem particulas insolGveis ou poros abertos (CARVALHO, 1997).

3.10.2 Espessura

Nos filmes podem ocorrer defeitos devido ao processo de fabricagdo
utilizado, o que, consequientemente, pode afetar a embalagem confeccionada com
este material (SARANTOPOULOS et al., 2002).

A espessura é definida como a distancia entre as duas superficies
principais do material, € um parametro importante para filmes plasticos mono ou
multicamadas. A heterogeneidade de espessura € um dos defeitos mais graves de
fabricacdo dos filmes biodegradaveis. Quando ha variacdes na espessura do material,
este pode ter suas propriedades mecanicas e de barreira afetadas, comprometendo o
desempenho da embalagem (SARANTOPOULOS et al., 2002). Cuq et al. (1996)

observaram que a forca na ruptura e a permeabilidade ao vapor de agua aumentaram
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linearmente com a espessura entre 0,010 e 0,055 mm nos filmes de proteinas
miofibrilares de sardinha do Atlantico.

O controle da espessura é dificil, sobretudo nos processos de produgéo do
tipo casting. Quando se controla a espessura, seja fixando-se a gramatura ou a
aliquota da solucéo no suporte, deve-se levar em consideracdo as caracteristicas das
formulacdes. Quando utilizado uma alta concentracdo de proteina na solucao
formadora de filme, tal solucdo se torna muito viscosa, dificultando seu espalhamento
e, conseqglentemente, o controle da espessura, além de possibilitar a formacdo de
bolhas na solucdo, em razdo da propriedade de formacdo de espuma presente nas
proteinas (SOBRAL, 1999).

3.10.3 Cor e opacidade

Os filmes devem apresentar opacidade e coloragdo atrativas, e ndo devem
sofrer alteragdo de cor com o tempo de armazenamento, para ndo prejudicar a
aceitagdo do produto acondicionado. A transparéncia dos filmes pode ser avaliada
pela opacidade que influencia o potencial de aplicacdo dos filmes, uma vez que esta
relacionada com a aceitabilidade (GONTARD et al.,, 1994). Um objeto é dito
transparente quando a luz incidente o atravessa com o minimo de absor¢do ou
reflexdo. Por outro lado, um objeto opaco, absorve e/ou reflete toda a luz incidente
nele, sem que ocorra alguma transmisséo (VICENTINI, 2003)

O grau de opacidade depende do contetdo e do tamanho das particulas
de lipideo. PEREZ-GAGO e KROCHTA (2001) observaram que filmes a base de
isolado protéico do soro do leite com baixo conteudo de lipideo, de tamanho reduzido,
foram translicidos. Entretanto, conforme o tamanho e o conteddo lipidico

aumentaram, os filmes tornaram-se mais opacos.

3.10.4 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua é uma propriedade importante dos filmes
biodegradaveis no que se refere ao seu emprego, pois algumas aplicagbes requerem
insolubilidade em &gua para manter a integridade do produto (PEREZ-GAGO e
KROCHTA, 2001). Por outro lado, filmes com alta solubilidade podem ser
interessantes para embalagens de alimentos desidratadas que devam sofrer uma
hidrata¢é@o prévia ao consumo.

A obtencdo de filmes com boas propriedades de barreiras ao vapor de

agua, isto é, com baixa permeabilidade dentro de uma grande faixa de umidade
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relativa, implica na utilizacdo do material insolivel ou de pouca solubilidade em agua
(CARVALHO, 1997).

De acordo com Muller, Yamashita e Laurindo (2008) a solubilidade pode
ser influenciada pelo tipo e pela concentracdo de plastificante. Os autores constataram
que o glicerol aumentou a solubilidade em agua dos filmes de amido de mandioca.

Kowalczyk e Baraniak (2011) produziram filmes de isolado protéico de
ervilha plastificados com glicerol ou sorbitol e, observaram uma solubilidade menor
nos filmes com glicerol (19,7-31,3%) quando comparados aos filmes com sorbitol
(36,1-54,9%).

Kim e Ustunol (2001) em filmes de isolado protéico de soro observaram
total solubilidade dos filmes plastificados com sorbitol (100%), no entanto, os filmes
com glicerol foram parcialmente solaveis (31,6%). Monterrey-Quintero (1998) elaborou
filmes com proteinas miofibrilares de pescado e relatou que parte do filme permaneceu

insoluvel em agua, sugerindo a ocorréncia de interacdes entre a proteina e o glicerol.

3.10.5 Propriedades de barreira

Uma das mais importantes propriedades de barreira de um filme é a sua
permeabilidade ao vapor de agua, que é definida pelo "Annual Book of Standards"
(ASTM E96-80) como a taxa de transmissao de vapor de agua por unidade de area de
um material delgado, de espessura conhecida, induzida por uma diferenca de presséo
entre duas superficies especificas, sob condi¢cdes de temperatura e umidade relativa
especificadas (ASTM, 1989).

O conhecimento da permeabilidade ao vapor de agua é imprescindivel
para se definir as possiveis aplicagdes dos filmes em embalagens. Um material muito
permeavel ao vapor de agua, por exemplo, podera ser indicado para embalagens de
vegetais frescos, enquanto um filme pouco permeavel poderd ser indicado para
produtos desidratados (MULLER, 2008). A migracdo de vapor de agua é um dos
principais fatores de alteracdo das caracteristicas microbioldgicas, fisico—quimicas e
sensoriais bem como a estabilidade da estocagem (BERTUZZI, 2007).

A permeabilidade de filmes depende de varios fatores, tais como: a
integridade do filme, a relac&o entre as zonas cristalinas e amorfas, a quantidade de
material hidrofilico-hidrofébico e a mobilidade da cadeia polimérica. A interacao entre
os polimeros formadores do filme, o plastificante ou outros aditivos é um fator
igualmente importante na permeabilidade do filme (MULLER, 2008; BERTUZZI, 2007;
GARCIA et al., 2000).
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Kowalczyk e Baraniak (2011) produziram filmes de isolado protéico de
ervilha plastificados com glicerol e observaram uma maior permeabilidade ao vapor de
adgua dos filmes quando a concentracdo do plastificante aumentava na formulacao
destes. Wang et al. (2009) concluiram que o uso de 6leo de milho em filmes a base
de gelatina foi um fator importante no controle da permeabilidade ao vapor de agua,
onde o menor valor obtido foi de 50.55 gmm/m?.dia. KPa quando utilizado 55,2% de

6leo de milho na formulacéo.

3.10.6 Propriedades mecéanicas

Para que o alimento acondicionado em embalagens do tipo filmes nédo
perca sua protecao pelo manuseio, distribuicdo e armazenamento é necessario que 0s
filmes apresentem certa resisténcia a ruptura e a abrasao e também certa flexibilidade,
que permita a deformacéo do filme sem a sua ruptura (VICENTINI, 2003).

A resisténcia a tracdo e elongacdo sdo propriedades mecanicas
apresentadas por um filme. A resisténcia a tracdo € a maxima tenséo suportada pelo
filme até o momento de sua ruptura. A elongacao é a medida de maleabilidade do
filme e pode ser considerada como uma caracteristica que define a habilidade do filme
em deformar antes de ocorrer sua ruptura. Baixos valores de elongagao implicam em
filmes quebradicos (MACLEQOD et al., 1997).

Em filmes flexiveis de monocamada, as propriedades mecanicas
dependem da espessura, dos constituintes presentes nos filmes e do processo de
fabricacdo (SARANTOPOULOS et al., 2002). YANG e PAULSON (2000) constataram
gue o0 aumento da concentracdo da mistura de acidos estearico e palmitico em filmes

a base de gelana promoveu uma diminuig&o na forga tensora e elongagéo dos filmes.

3.10.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura é a analise de microscopia mais
utilizada para avaliar a microestrutura de filmes. A caracterizagdo microscépica dos
flmes € importante quando se deseja uma melhor compreensdo do seu
comportamento (SANTOS, 2004).

A visualizacdo a partir da microscopia eletrénica de varredura permite a
identificacdo da incorporacdo dos materiais formando uma estrutura homogénea ou,
ainda, a separacao dos mesmos originando uma estrutura heterogénea.

Kowalczyk e Baraniak (2011) produziram filmes de isolado protéico de

ervilha, e ndo detectaram diferengas entre as microestruturas superficiais dos filmes
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plastificados com glicerol e sorbitol. Os autores também observaram uma
microestrutura homogénea e compacta.

Yang e Paulson (2000) verificaram um aumento da irregularidade da
superficie dos filmes de gelana com a adicdo da mistura de acidos estearico e
palmitico. Por outro lado, Wang et al., 2009 produziram filmes de gelatina e 6leo de

milho, e constataram superficies mais regulares a medida que aumentava a

concentracao de 6leo nos filmes.

3.10.8 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é a técnica na qual se mede
a diferenca de energia fornecida a amostra em relagdo a um material de referéncia,
enquanto ambos sdo submetidos a uma programacdo controlada de variagdo de
temperatura (SANTOS, 2004).

A medida de temperatura é feita por meio de termopares fixados a base do
suporte da amostra e da referéncia. Alteracdes de temperatura da amostra sdo
devidas a variacbes de entalpia endotérmicas ou exotérmicas, decorrentes de
transicdes fisicas ou de reagbes quimicas (SANTOS, 2004).

A temperatura de fusdo ou “melting” (Tm) refere-se a temperatura na qual
ocorre uma mudanca de fase de primeira ordem nos materiais amorfos. Em materiais
parcialmente cristalinos, o agquecimento acima da temperatura de transicao vitrea (Tg)
resulta no surgimento de um pico endotérmico na curva de fluxo de calor,
correspondendo a Tm. As mudancas no estado fisico sao freqlientemente observadas
analisando-se as mudancas termodindmicas, que podem ser medidas com técnicas
calorimétricas (GARCIA et al., 2000).

A Tm juntamente pode ser determinada por calorimetria diferencial de
varredura (DSC), e este parametro é utilizado em filmes para determinar o quanto os

componentes do filme interagiram ou ndo com a matriz filmogénica.

3.10.9 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica é uma técnica que mede a variagdo de massa
da amostra em relagdo a temperatura e/ou tempo enquanto é submetido a uma
programacdo controlada. Esta técnica possibilita conhecer a faixa de temperatura em
gue a amostra adquire uma composicdo quimica fixa, a temperatura em que se
decompde (SANTOS, 2004).
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EFEITO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA, PLASTIFICANTE E pH SOBRE AS
PROPRIEDADES DE FILMES DE ISOLADO PROTEICO DE RESIDUOS DE
CORVINA (Micropogonias furnieri)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito das concentracdes de isolado protéico
de corvina (IPC), de glicerol e do pH sobre as propriedades dos filmes obtidos . Os
filmes foram avaliados quanto aos parametros de cor, opacidade, propriedades
mecanicas, espessura, solubilidade em agua, permeabilidade de vapor de agua (PVA)
e a microestrutura . A opacidade e a luminosidade dos filmes ndo foram afetadas pelas
variaveis do processo. Na avaliacdo da cor os filmes ficaram amarelados e
apresentaram-se mais claros quando utilizadas baixas concentracdes de IPC e altas
concentracdes de glicerol nas solucfes filmogénicas. A menor solubilidade em agua
ocorreu nos filmes com pH baixo e menores concentracbes de glicerol. Os filmes
tiveram alta elongagdo. A resisténcia a tracdo dos filmes aumentou quando
preparados com maiores concentracdes de IPC, menores concentracdes de glicerol e
pHs mais baixos. A PVA e a espessura dos filmes apresentaram baixos coeficientes
de correlagéo. Os filmes apresentaram superficies asperas e irregulares.

Palavras-chave: filme, pescado, residuos, solubilidade, MEV.

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of croaker protein isolate (IPC)
and glycerol concentrations and pH onthe properties of the films obtained. The
films were evaluated as tocolor parameters, opacity, mechanical properties,
thickness, water solubility, water vapor permeability (WVP) and microstructure. The
opacity and brightness of the films were not affected by process
variables. In evaluation of color the films were yellowish and clearer when used low
concentrations of IPC and high concentrations of glycerol in filmogenic solutions. The
lowest solubility in water occurredin films with low pHand lower concentration
of glycerol. The films had high elongation. The tensile strength increased when the
films were prepared with higher concentrations of IPC, lower concentrations of glycerol
and lower pHs. The WVP and the thickness of the filmshad low correlation
coefficients. The films were rough and irregular surfaces.

Keywords: film, fish, waste, solubility, SEM.
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1 INTRODUGCAO

O crescimento exponencial da populagdo, principalmente urbana,
juntamente com o desenvolvimento industrial e novos padrdes de consumo tem
ocasionado o aumento da geracdo de embalagens plasticas, causando problemas
ambientais. Uma das solucdes encontradas é o desenvolvimento de filmes, em
substituicdo ao uso de polimeros sintéticos (HAMAGUCHI et al., 2007). Os filmes sdo
definidos como uma fina camada continua, preparada a partir de macromoléculas
biolégicas, que agem como barreira a elementos externos, protegendo o alimento e
aumentando sua vida atil (HENRIQUE et al., 2008) . Os polimeros mais utilizados na
elaboragdo das solugbes filmogénicas sdo as proteinas, os polissacarideos e 0s
lipideos, sendo as caracteristicas do material formado dependentes do tipo e teor do
polimero utilizado.

Dentre os polimeros naturais, as proteinas tém sido amplamente
estudadas devido a sua abundancia e boa capacidade de formacdo de filmes, no
entanto, diferentes tipos de proteinas possuem propriedades distintas devido as
diferencas na estrutura molecular e composicdo (PIRES et al., 2011). Proteinas de
pescado, incluindo miofibrilares e sarcoplasmaéticas, tem sido utilizadas como material
para formacdo do filme (LIMPAN et al.,, 2010; CHINABHARK et al., 2007), pois
apresentam propriedades vantajosas no preparo destes, como habilidade para formar
redes, plasticidade e elasticidade, boa barreira ao oxigénio e boas propriedades
mecanicas, no entanto, sua barreira ao vapor de agua € baixa devido a natureza
hidrofilica destas moléculas (RHIM e NG, 2007).

As propriedades dos filmes a base de proteina dependem de varios
fatores, tais como o pH da solugédo filmogénica, o plastificante, as condigbes de
preparo e as substancias incorporadas as solu¢cdes formadoras dos filmes
(CHINABHARK et al., 2007). Independente da proteina utilizada, a producéo de filmes
comestiveis e/ou biodegradaveis requer o uso de um plastificante para aumentar a
flexibilidade e a extensibilidade dos filmes, e além disso, reduz a temperatura de
transi¢do vitrea do sistema. Em termos estruturais, a incorporacdo de um plastificante
em polimeros modifica a organizacdo molecular tridimensional, diminuindo as forgas
de atracdo intermoleculares e aumentando o volume livre do sistema (RODRIGUEZ et
al., 2006). A solubilidade da proteina € um aspecto muito importante para a formacao
de um filme homogénio. Para tal fim, é necessario ajustar o pH da solucdo para que
assim uma matriz homogénia possa vir a ser constituida, ou seja obter uma maior

solubilidade da macromolécula. Estas proteinas sao esticadas e fortemente
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associadas entre si em estruturas paralelas, sendo capazes de formar uma matriz
continua apods a secagem (SHIKU et al., 2004).

Dentre as possiveis fontes de matéria protéica estd a corvina
(Micropogonias furnieri) considerada, por sua abundéncia, uma das espécies mais
importantes da pesca tradicional do Brasil, da Argentina e do Uruguai. Geralmente é
capturada ao longo de todo ano, mas com maior intensidade nos meses de outubro a
janeiro. Apesar de sua grande disponibilidade, atinge no mercado menores precos em
relacdo a outras espécies regionais. Comercialmente no pescado, o filé é o item de
maior valor econémico, e seu rendimento varia de acordo com o tamanho do pescado
e com o dominio tecnologico das empresas processadoras. Seu rendimento pode
atingir de 30 a 40% do peso do animal sendo o restante considerado residuo e sem
valor comercial (restos de carne, cabecga, pele, ossos, escamas e visceras). Deste
modo, fontes alternativas de proteina, como os subprodutos de pescados, tornam-se
importantes, pois estes representam de 60 a 70% da matéria-prima e sdo descartados
pelas industrias de filetagem ocasionando danos ao meio ambiente (NOLSOE e
UNDELAND, 2009).

Varios estudos sobre filmes obtidos a partir de proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas de pescados tém sido realizados (LIMPAN et al., 2010;
CHINABHARK et al., 2007; BOURTOOM et al., 2006; SHIKU et al., 2004). No entanto,
poucos destes estudos sao relatados utilizando proteinas obtidas a partir de residuos
de pescado. O objetivo deste trabalho foi obter filmes a partir de IPC, avaliando o
efeito da concentracdo do isolado protéico de residuo de corvina (IPC), concentracdo
do plastificante e pH, e sobre suas propriedades fisico-quimica, de barreira, mecanicas

e microestrutura dos filmes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Corvina capturada na regido Sul do Rio Grande do Sul, proveniente de
uma industria da cidade de Rio Grande do RS, Brasil. Os espécimes foram lavados em
agua clorada ( 5ppm) a 4°C e logo submetidos as etapas de filetagem e evisceracao.
Apbs estas operacbes, os residuos (cabecas e carcacas) foram colocados em
separador mecanico de carne e 0ssos (High Tech, modelo HT250, Chapecé, Brasil),
sendo reservada a carne mecanicamente separada (CMS), separada dos 0ssos e da
pele. A CMS resultante foi acondicionada em embalagens plasticas e armazenada em

freezer a -18 °C. Glicerol da Nuclear (S&o Paulo, Brasil) foi utilizado como plastificante.

2.2 Obtencao do isolado protéico de residuo de corvina (IPC)

O IPC foi obtido pelo método descrito por Nolsoe e Undeland (2009) e
Freitas 2011. A CMC do residuo de corvina foi homogeneizada com agua destilada na
proporgdo de 1:9 (p/v) em liquidificador por um minuto. A mistura homogeneizada foi
colocada em reator de vidro encamisado com condigbes de temperatura controlada
(4°C). Para solubilizagdo da proteina, o pH da solugéo foi ajustado para 11,2 com
NaOH (1mol.L™") sob agitacdo continua em agitador mecanico (Fisatom, 712, S&o
Paulo, Brasil) por 20 min. Depois da solubilizacdo da proteina, a solucdo foi
centrifugada a 9.000 xg por 20 min para separacdo em 3 fases (lipideos, proteinas
soluveis e insoluveis). O sobrenadante (proteinas sollveis) foi coletado e colocado em
reator de vidro encamisado a 4°C e logo o pH da solucgé&o foi ajustado para pH 5,4 com
HCI (Imol.L™") para a precipitacdo das proteinas, com homogeneizacdo em agitador
eixo-hélice por 10 min. Foi realizada uma segunda centrifugacéo a 9.000 xg por 10
min. Apdés o sobrenadante foi descartado e assim foi obtido o IPC na forma de
precipitado. O precipitado foi seco em estufa com circulagdo de ar (modelo 520,
Fanem, Sao Paulo, Brasil) a 40 ° C por 10h. Finalmente, o IPC foi moido, peneirado e

acondicionados em sacos plasticos e armazenadas a -18 ° C.
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2.2.1 Composicao proximal do residuo de corvina e do IPC

O conteudo de proteina, cinzas, umidade e lipideos da matéria-prima e do
IPC foram determinados de acordo com a metodologia AOAC (2000), com n° de
992,15; 923,03; 960,39 e 925,30, respectivamente.

2.2.2 Anélises microbiolégicas do IPC
Foram realizadas as analises de mesdfilos, psicotroficos e bolores e

leveduras segundo a método descrito por APHA (2001). Os resultados foram
expressos em Unidades Formadoras de Colénias por grama (UFC.g™"). As anélises

foram realizadas em triplicata.

2.2.3 Eletroforese do IPC

Foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) numa concentracdo de 12% de acordo com
Laemli (1970). A amostra foi tratada com p-mercaptoetanol 5%. Os géis foram
submetidos a uma corrente elétrica de 0.02 A durante 1 h e em seguida, a corrente foi
aumentada para 0.04 A por mais 1 h. Apds a corrida, os géis foram corados com uma
solucdo contendo metanol 50% (v/v), acido acético glacial 6.8% (v/v) e Coomassie
Brilliant Blue-R (1 mg/mL) por aproximadamente 3 h. Os géis foram descorados em
solucdo contendo &cido acético 7.5% (v/v) e metanol 5% (v/v), removendo a solugéo
até a revelacdo nitida do gel. A massa molar das bandas foi determinada por
comparacéo com o padrdo de massa molar entre 10 a 220 kDa (BenchMark™ Protein
Ladder, Invitrogen, SP, Brasil)

2.3 Preparacéao dos filmes de IPC

Os filmes foram preparados de acordo com Limpan et al. (2010) com
algumas modificagdes. Os filmes foram elaborados pela técnica de casting, com
diferentes concentragbes de IPC (Tabela 1) na solugdo filmogénica. As solucdes
filmogénicas foram preparadas pela dissolucdo do IPC em &agua, e o pH foi
regulamente ajustado (Tabela 1) usando NaOH (1mol.L™") para a solubilizacdo
protéica. O glicerol nas concentracfes determinadas (Tabela 1) foi adicionado a
solugdo, com posterior homogeneizagdo em Ultraturrax (IKA, T25 digital, Reino Unido
Alemanha) a 10.000 rpm por 10 min. Logo a solucdo foi colocada no agitador
magnético a 90°C/30 min. Foi espalhado 25mL de solucéo filmogénica em placas de

acrilico com 9 cm de diamétro, sendo direcionadas a secagem em estufa com
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circulacdo de ar (modelo 520, Fanem, Sao Paulo, Brasil) a 35°C por 16h. Apés a
secagem, os filmes foram acondicionados a 25°C.

2.3.1 Espessura e solubilidade em agua dos filmes

A espessura dos filmes foi determinada através da meédia de oito medidas
aleatérias em torno do filme, obdecendo um afastamento da borda de 10 mm,
utilizando-se um micrometro digital com resolucdo de 0,001 mm (Insize, IP54, Séo
Paulo, Brasil).

A solubilidade em agua dos filmes foi realizada em triplicata e determinada
segundo método proposto por Gontard et al. (1994), com algumas modificacfes. Trés
discos de amostras do filme, com 2,5 cm de diametro, foram secos em estufa a 105°
C, até peso seco constante, para retirada da umidade. Em seguida, foram imersas em
50 mL de agua destilada. O sistema foi agitado em Incubadora Shaker refrigerada
(Cientec, CT-712RNT, Séo Paulo, Brasil) com velocidade de 150 rpm por um periodo
de 24 h, a 25°C. Apés este periodo, as amostras que nao solubilizaram em agua foram
retiradas e colocadas em capsulas de aluminio, sendo estas posteriormente
armazenadas em estufa, a 105°C, até peso constante, para se determinar a massa
seca final da amostra. A solubilidade foi expressa em termos de massa solubilizada

(MS), de acordo com a equagédo 1 :

massa inicial — massa final (1)
% MS = — x 100
massa inicial

2.3.2 Cor e opacidade dos filmes

A cor dos filmes foi obtida através da média de 5 determinagfes, sendo
uma no centro e as outras no perimetro (distancia borda), utilizando um colorimetro
(Minolta CR 400, Osaka, Japao).

Os filmes foram colocados em uma placa branca definida como padréao e a
escala CIE-Lab e luz do dia (Dgs) foram usadas para medir a cor dos filmes. O L*
indica a claridade e a* e b* as coordenadas de cromaticidade, onde L*varia de 0
(preto) a 100 (branco), a*, varia do verde(-) ao vermelho (+) e b*, varia do azul(-) ao

amarelo (+). A diferenca da cor total (AE) foi calculada através da equagéo 2 :

AE = (AL? + Aa? + Ab?) 05 )
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Onde: AlL= Lpadréo - Lamostra; Aa: apadr:?lo - aamostra; Ab: bpadréo_ bamostra.

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro
(Minolta CR 400, Osaka, Japao). As determinacdes foram realizadas em triplicata. A
opacidade dos filmes foi calculada como a relacdo entre a opacidade do filme

sobreposto ao padréo preto (Ppreto) € a0 padréo branco (Pyranco), S€gUNdO a equacao 3:

% Opacidade = —Z° x 100 (3)

branco

2.3.3 Propriedades mecanicas dos filmes

A resisténcia a tracdo e porcentagem de elongacdo foram avaliados em
texturometro (modelo TA.TX, Stable Microsystems SMD, Reino Unido) operando de
acordo com o método ATM D 882 -91 (ASTM, 1996). As amostras de filmes foram
cortadas, com 85 mm de comprimento x 25 mm de largura. A média das espessuras
requeridas para o célculo da area seccional foi determinada utilizando-se oito medidas
obtidas ao longo do filme. Como parametros de execucdo de ensaios adotou-se uma
distancia inicial entre as garras de 50 mm e uma velocidade de 0.8 mm..s*. A
resisténcia a tracao foi calculada dividindo-se a forca méxima no rompimento do filme,
pela area de seccao transversal (equacgéo 4). A elongacéo foi determinada dividindo-
se a distancia final de separagédo da “probe” pela distancia inicial de separagéo (50

mm), multiplicada por 100 (equacgéo 5).

Fm
RT = - 4)
E=% %100 5
~ do ()

Onde RT= resisténcia a tracdo (MPa), F,= forca maxima (N), A= area da secédo
transversal dos filmes (espessura x largura) (m?), E= alongacéo (%), do= distancia

inicio de separacgéo (cm) e d, = distdncia no momento da ruptura (cm).

2.3.4 Permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes
A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada pelo método E-96-95
da ASTM (American Society for Testing and Materials) (ASTM, 1995). As amostras
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dos filmes foram cortadas na forma de discos e seladas com parafina em células de
permeacao feitas de aluminio, contendo cloreto de calcio anidro (0% de UR). Essas
células de permeacdo foram acondicionadas em dessecadores contendo solucao
salina saturada de cloreto de sddio (75% UR) e mantida a 25 °C. O ganho de massa
do sistema foi medido em intervalos de 24h, durante dois dias. As analises foram
realizadas em triplicata. A permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) foi determinada

através da equacao 6:

M, xe

PVA=
A xt xA, (6)

Onde: PVA = Permeabilidade ao vapor de agua (g.mm.KPa™.dia™*.m™?) Mp = diferenca
de peso (quantidade de permeante que atravessa o filme) (g), e = espessura (mm), t =
tempo no qual ocorre ganho de massa (dias), A = &area exposta do filme (m?) , e AP =

diferenca de presséo de vapor de agua a 75% UR e 0% UR, ambos a 25°C.

2.3.5 Microestrutura dos filmes
A microestrutura (superficial e se¢éo transversal) dos filmes foi analisada

na Universidade Federal de Pelotas através de um microscopio eletrdnico de
varredura (Shimadzu, SSX-550 SUPER SCAN) operando a 10 kV . Para a analise da
microestrutura interna, os filmes foram fraturados em nitrogénio liquido. As amostras
foram colocadas em suportes de aluminio e cobertas com uma camada de ouro para
melhorar a condutividade. As imagens foram selecionadas nas ampliagbes de 2000x

(microestrutura da superficie) e 300x (microestrutura da secao transversal).

2.4 Andlise estatistica

Realizou-se um planejamento fatorial de delineamento composto central
rotacional-DCCR (BARROS NETO et al., 2003) para avaliar os efeito da concentracao
de IPC, da concentracéo de glicerol e pH sobre as propriedades dos filmes (Tabela 3 e
5). Os niveis reais das variaveis independentes foram obtidos com base dos testes

preliminares. Todas as combinacdes sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores das varidveis em seus niveis codificados para a formulacdo dos
filmes de IPC.

o Niveis
Variaveis 3 1 0 ) Ta
IPC (g/100 g)? 3,16 3,50 4,00 4,50 4,83
G (g/100 g)b 26,6 30,0 35,0 40,0 43,3
pH 10,16 10,5 11,0 11,5 11,84

#IPC = concentracéo de isolado protéico (g IPC/100 g de solugéo).

® G = concentracao de glicerol (g glicerol/100 g de IPC).

A andlise estatistica dos resultados permitiu determinar os efeitos
significativos da concentragcdo de IPC, da concentracdo de glicerol e do pH, e ajustar
empiricamente modelos mateméticos relacionando as variaveis e as respostas
(luminosidade, chroma a*, chroma b* diferenca de cor, opacidade, resisténcia a
tracdo, elongacdo, espessura, solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor de
agua). Todos os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o programa
Statistica V 7.0 (Startsoft).

Nos testes preliminares foram testadas diferentes condi¢cdes para obtencao
de filmes a base de IPC, tais como concentragéo de IPC, concentragéo de glicerol e
pH. Acima de 5g de IPC/100g de solucdo o filme resultante apresentou grande
incidéncia de bolhas, além disso, ficou muito espesso. Em relacdo ao glicerol,
observou-se que quando adicionado concentracdes de até 25g de glicerol/100g de IPC
aos filmes, estes apresentavam-se muito frageis e rasgavam-se facilmente,
necessitando adicionar maior concentragdo de glicerol a solucado filmogénica. Em pH
acido ndao houve formacado de filme, pois a proteina nédo foi solubilizada no meio

aquoso, portanto ndo ficou homogéneo, ocorrendo uma precipitagédo da proteina.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao proximal dos residuos de corvina (RC) e do isolado protéico de

residuos de corvina (IPC).

Os valores médios da composicdo proximal do RC e do IPC estdo

demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao proximal do RC e do IPC

Componentes RC (%) IPC (%)
*
b.u b.s b.u b.s
Umidade 83,3+2,11 - 92+0,1 -
Proteinas 125+1,6 745+2.2 81,6 +£0,6 89,8+ 0,6
Lipideos 2,8+0,2 16,7 £ 0,9 0,7+0,1 0,7+0,1
Cinzas 1,0+0,1 6,0+0,2 0,7+0,1 0,8+0,1

*Resultados sdo médias + desvio padrdo de trés determinacbes. RC =residuos de
corvina; IPC= isolado protéico de corvina; b.u=base Umida; b.s= base seca.

Os valores encontrados para a umidade e proteina do residuo de corvina
(Tabela 2) foram superiores aos resultados obtidos por Freitas (2011) em que o valor
de umidade foi de 76,9% e proteina 63,8%. No entanto, este autor encontrou maior
conteudo de lipideos (27,6%) e de cinzas (6,6%). Segundo Badolato et al. (1994) a
composi¢cdo da corvina varia em funcdo das estagbes do ano, apresentando
oscilagbes de 77,2 a 83,8% para o conteudo de umidade, 14,5 a 20,7% para proteina,
0,8 a 1% para os lipideos e 1 a 1,2% para cinza. Estas variacdes também podem
ocorrer devido a fatores como sexo, tamanho, ciclo reprodutor e alimentagéo.

O IPC apresentou um baixo teor de umidade, baixa concentragdo de
lipideos e cinzas (Tabela 2) e o teor de proteina (b.s) encontrado foi superior (89,9%)
ao de Martins et al. (2009) que obtiveram isolado protéico de residuos de corvina com
72,3% (b.s) de proteina , no entanto, foi inferior ao de Freitas (2011) que encontrou um
teor protéico de 94,6%(b.s).

O conteudo de lipideos do IPC foi inferior a 1%. Freitas 2011 e Martins, et
al. (2009) obtiveram teores de lipideos de 1,5% e 6,6% (b.s), respectivamente, em

isolados protéicos de residuos de corvina. Menores contetdos de lipideos no isolado
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protéico podem contribuir significativamente para a estabilidade da oxidacao lipidica,
aumentando a estabilidade do produto.

3.2 Andlise microbioldgica do IPC

O isolado protéico de residuos de corvina apresentou auséncia de
mesofilos, psicrotréficos e bolores e leveduras, apresentando qualidade

microbioldgica.

3.3 Eletroforese do IPC

A eletroforese em gel de poliacrilamida do IPC € mostrada na Figura 1. A
predominancia de bandas de proteinas miofibrilares, como a miosina (220 kDa), foi
identificada nas diferentes fracfes de proteinas. O perfil eletroforético também mostrou
bandas entre 20 kDa e 50 kDa, representando a tropomiosina e a troponina. As faixas
abaixo de 20KDa sao representadas por proteinas sarcoplasmaticas, as quais sao

componentes minoritarios no IPC, ndo sendo identificadas neste (Figura 1).

(@) (b)

220 kDa —» e aw

50 kDa —»

W

20 kDa —»p

Figura 1: Perfil eletroforético dos marcadores padrdo de massa molecular (a) e

do isolado protéico de residuos de corvina obtidos por SDS-PAGE (b).
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Estes resultados foram semelhantes aos observados por Tongnuanchan et
al. (2011), que encontraram miosina de cadeia pesada e troponina como proteinas
dominante no perfil eletroforético de tilapia do Nilo. Monterrey-Quintero e Sobral (2000)
também observaram miosina de alta massa molar no perfil eletroforético de proteinas
miofibrilares de tilapia do Nilo. Artharn et al. (2008) estudaram o efeito da relacdo de
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas sobre as propriedades de filmes a base de
proteinas musculares de cavalinha, e relataram que o aumento da proteina
sarcoplasmatica reduziu a resisténcia a tracdo e aumentou a permeabilidade ao vapor
de agua. Portanto, uma maior propor¢cdo de proteinas miofibrilares (Figura 1) pode

fornecer melhores caracteristicas para os filmes.
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3.4 Aspecto visual dos filmes

Todos os filmes, ap6s secagem se mostraram continuos, sem fraturas ou
rupturas. Os filmes apresentaram-se com coloragdo amarelada e com bom aspecto
(Figura 2). Em relacdo a homogeneidade, em geral ndo apresentaram particulas
insollveis ou zonas diferenciadas, no entanto, os filmes correspondente ao ensaio 13 (
4,83 g de IPC/100 g de solucdo, 350 g de glicerol/100 g de IPC e pH 11)
apresentaram bolhas. Nota-se que este ensaio apresentava em sua formulacdo uma
maior concentracdo de proteina (Tabela 4), o que pode ser atribuido a alta viscosidade
da solugdo. Monterrey e Sobral (1999) também observaram incidéncia de bolhas nos
filmes quando aumentada a concentracdo de proteina nos filmes a base de proteinas
miofibrilares de tilapia do Nilo.

Figura 2 : Filme elaborado a partir de isolado protéico de corvina.

3.5 Cor e opacidade dos filmes

A cor e a opacidade do filme dependem da morfologia e da estrutura
guimica relacionada com a massa molar do material e essas caracteristicas sao
extremamente importantes em filmes para aplicagdo em alimentos, em que uma maior
transparéncia é desejavel. Os parametros de cor (L*, a*, b* e AE*) e opacidade de
filmes de IPC séo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros de cor e opacidade de filmes obtidos em funcdo da concentracao de IPC (%), concentracdo de glicerol (%) e pH.

Diferenca de

Ensaios IPC (g/100 g)* G (g/100 g)° oH Luminosidade Chroma Chroma cor Opacidade
L* a* b* (%)
(AE*)
1 3,50 (-1) 30,0(-1) 10,50(-1) 78,2+0,2 47+01 479+0,1 50,0+ 0,1 16,8+ 0,3
2 4,50 (+1) 30,0(-1) 10,50(-1) 75,3+0,3 79+03 534+0,3 56,5+ 0,4 18,0+0,1
3 3,50 (-1) 40,0(+1) 10,50(-1) 79,1+0,1 49+0,1 50,1+0,1 51,7+0,1 15,4+0,3
4 4,50 (+1) 40,0(+1) 10,50(-1) 745+0,2 73+0,1 542+04 50,8+ 0,4 18,2+0,5
5 3,50 (-1) 30,0(-1) 11,50(+1) 76,8+0,1 50+0,1 48,3+0,1 51,0+£0,1 18,0+ 0,5
6 4,50 (+1) 30,0(-1) 11,50(+1) 70,1+0,2 86+0,1 515+0,1 57,2+0,2 16,0+ 0,3
7 3,50 (-1) 40,0(+1) 11,50(+1) 75,8+ 0,1 41+0,1 47,1+0,1 49,8 £ 0,2 20,8+0,2
8 4,50 (+1) 40,0(+1) 11,50(+1) 75,9+0,3 59+04 515+0,5 54,4 + 0,5 17,1+0,2
9 4,00 (0) 35,0 (0) 11,00(0) 72,3+0,3 75+01 51,7+05 56,2 £ 0,2 22,1+0,1
10 4,00 (0) 35,0 (0) 11,00(0) 75,1+0,3 58+04 50,3+0,3 53,5+0,3 20,0+ 0,2
11 4,00 (0) 35,0 (0) 11,00(0) 75,5+0,1 6,3+0,2 495+0,1 52,8 +0,1 19,3+£0,3
12 3,16 (-1,68) 35,0 (0) 11,00(0) 75,6 £ 0,3 50+0,2 48,3+0,3 51,4+04 20,7+0,4
13 4,83 (+1,68) 35,0 (0) 11,00(0) 70,2+0,1 11,2+0,1 56,0+0,1 61,5+0,1 21,7+0,1
14 4,00(0) 26,6 (-1,68) 11,00(0) 62,4+0,1 125+0,1 52,8+0,1 63,0+ 0,1 22,3+0,1
15 4,00(0) 43,3(+1,68) 11,00(0) 69,6 + 0,4 94+0,1 552+0,1 61,4+ 0,6 21,4+0,6
16 4,00(0) 35,0(0) 10,16(-1,68) 75,7+0,2 56+03 50,1+04 53,0+ 0,5 15,3+ 0,4
17 4,00(0) 35,0(0) 11,83(+1,68) 76,1+0,2 58+0,1 47,6+0,3 50,7+ 0,3 16,3+0,2

#IPC= concentracdo do isolado protéico de corvina (g de IPC/100 g de solugéo).

® G= concentracéo de glicerol (g de glicerol/100 g de IPC).
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A luminosidade (L*) dos filmes variou de 62,4 (ensaio 14) a 79,1 (ensaio 3)
(Tabela 3), mas ndo houve modelo estatisticamente significativo (R*> = 0,67). No
entanto, o valor de chroma a* aumentou quando utilizado nos filmes maior
concentracdo de isolado protéico e menor concentragcdo de glicerol (Apéndice 3),
indicando um aumento na intensidade da cor vermelha. A concentracdo de IPC teve
um efeito positivo significativo (p< 0,1) sobre o valor do chroma b*, que variou 47,1
(ensaio 7) a 56,0 (ensaio 13) (Tabela 3). O valor do chroma b* foi maior quando a
concentracdo de isolado protéico nos filmes aumentou, dando uma maior intensidade
de cor amarela (Apéndice 3), 0 que pode ser atribuido a cor acastanhada do isolado
protéico. No entanto, o glicerol e o pH nao influenciaram no chroma b*.

A diferenga de cor (AE*) dos filmes diminuiu com o aumento concentragéo
de plastificante, provavelmente devido ao efeito de diluicdo, pois o glicerol € uma
substancia transparente. Os filmes com menores concentragfes de isolado protéico
ficaram mais claros (menor AE*) variando 49,8 (ensaio 7) a 63,0 (ensaio 14) (Tabela
3). Os filmes obtidos neste trabalho mostraram valores mais elevados de AE* do que
aqueles encontrados por Sobral (2000), que estudou filmes de proteinas miofibrilares
de tilapia do Nilo e reportaram valores de AE* de 7,0 a 8,0. Os coeficientes de
correlacdo (R?) para a*, b* e AE* foram 0,8, 0,7 e 0,8, respectivamente, e a raz&o
Fcalculado SODre Fiapelado fOi de 3,04 para chroma a*, 6,50 para chroma b* e 3,20 para AE*
tornando o modelo preditivo e significativo, com confianca de 90% ( as equacdes dos

modelos estdo apresentadas na Tabela 4).
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Tabela 4. Modelos de regressao de superficie de resposta para os parametros de

chroma a*, chroma b*, diferenca de cor (AE*), resisténcia a tracdo, elongagédo e

solubilidade dos filmes de IPC.

Parametros Equacéo R?

Chroma a* Vi = 6,63+ 1,57 X; — 1,29 X, + 0,01 X,* 0,80

Chroma b* yi=50,91 + 2,21 X; 0,75

Diferenca de cor yi = 53,73 + 2,43 X; — 2,17 X, + 0,02 X2 0,80

Resisténcia a tracao y; = 3,10 + 0,45 X, — 0,66 X, + 0,01 X, - 0,82 X3 + 0,85
0,01 X5° + 0,16 XX,

Elongacéo y; =196,10 — 4,25 X, + 9,46 X;® + 6,78 X, - 0,06 X,? - 0,88
6,93 X3+0,06 X532 + 4,09 X1 X, — 23,94 X X3

Solubilidade yi = 32,61 + 1,45 X, — 0,01 X,*+ 1,62 X3 — 0,02 X5* + 0,77

1,31 X1 X;

yi= Resposta da funcdo; X;= concentracdo de isolado protéico (g/100g);
X,=concentracdo de glicerol (g/100g); Xs;= pH; R?=coeficiente de determinacio;
(p=0,10).

Filmes transparentes séo caracterizados por baixos valores de opacidade.
A opacidade dos filmes é uma propriedade critica quando estes séo utilizados como
filmes ou revestimento para alimentos. Os filmes de isolado protéico apresentaram
opacidade de 15,3 a 22,3% (Tabela 3). Estes valores foram semelhantes aos filmes
obtidos de proteinas de pescada (Merluccius capensis) (PIRES et al.,, 2011), mas
foram superiores aos relatados por Paschoalick et al. (2003), que produziram filmes de
proteinas do musculo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com uma opacidade de
4,7%. Resultados observados na andlise de efeitos principais (Apéndice 4) mostram
que as variaveis independentes estudas na formulagdo dos filmes ndo afetaram
significativamente (p<0,10) a resposta opacidade. Por outro lado, Farah et al. (2005)
estudaram a influéncia de diferentes concentracdes de glicerol e de proteina muscular
de tilapia do nilo em filmes e observaram a maior opacidade nos filmes quando
utilizada menor concentracao de glicerol (15g/100 de proteina) e maior concentracao

de proteina (29/100g de solucao).
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3.6 Propriedades mecanicas dos filmes

Os resultados dos testes de resisténcia a tracdo e elongagcdo sé&o
apresentados na Tabela 5. Comparando os filmes, os valores de resisténcia a tracdo e
a elongacédo apresentaram grande variacdo, tendo como valores 1,8 Mpa (ensaio 7) a
5,0 Mpa (ensaio 16), e 127,4% (ensaio 17) a 262,3% (ensaio 15), respectivamente. Os
coeficientes de correlacdo de resisténcia a tracdo e elongacdo foram 0,85 e 0,88,
respectivamente, € a razao Fcycuado SObre Fuapeado fOi 1,89 para resisténcia a tracdo e
1,29 para a elongacao tornando o modelo preditivo e significativo, com confianca de
90% (as equacbes dos modelos sdo apresentadas na Tabela 4). De acordo com
Gontard et al. (1994) para a maioria das aplicagdes é exigida uma elevada resisténcia

a tragdo, enquanto o valor de elongacéo depende da aplicacdo do filme.
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Tabela 5. Resisténcia a tracdo, elongacao, espessura, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua dos filmes obtidos em funcéo da

concentragao de IPC (%), concentracao de glicerol (%) e pH.

Resisténcia a Elongacéo Espessura  Solubilidade PVA’
Ensaio  IPC (g/100 g)* G (g/100 g)° pH tracao %) (mm) %) (g.mm/mZ2.di
(MPa) a.kPa)
1 3,50 (-1) 30,0(-1) 10,50(-1) 4,7+0,2 1610+ 1,4 0,172 + 0,003 28,7+0,4 12,3+1,2
2 4,50 (+1) 30,0(-1) 10,50(-1) 4,7+0,5 236,1+29 0,227 + 0,001 30,8+0,3 12,2+1,0
3 3,50 (-1) 40,0(+1) 10,50(-1) 3,0£0,2 207,9+ 3,5 0,172 £ 0,010 350+04 9,6 +0,9
4 4,50 (+1) 40,0(+1) 10,50(-1) 4,4+0,2 236,2 + 4,2 0,235 + 0,005 31,7+0,3 135+15
5 3,50 (-1) 30,0(-1) 11,50(+1) 28+0,3 2158+2,2 0,180 = 0,007 37,2+0,1 7,2+0,4
6 4,50 (+1) 30,0(-1) 11,50(+1) 3,8+0,1 132,0+5,7 0,212 + 0,008 29,1+0,1 10,6 £0,1
7 3,50 (-1) 40,0(+1) 11,50(+1) 1,8+0,2 201,7+2,5 0,205 + 0,009 30,0+0,1 12,3+1,1
8 4,50 (+1) 40,0(+1) 11,50(+1) 26+0,2 197,4+7,6 0,182 + 0,007 376+04 12,4+0,4
9 4,00 (0) 35,0 (0) 11,00(0) 1,8+0,1 209,8 +0,3 0,216 + 0,018 359+04 12,2+1,9
10 4,00 (0) 35,0 (0) 11,00(0) 2,0+0,2 203,9+1,6 0,215 + 0,008 36,2+0,3 12,4+0,8
11 4,00 (0) 35,0 (0) 11,00(0) 21+0,3 207,3+0,9 0,217 + 0,009 34,1+0,2 12,6 £0,4
12 3,16 (-1,68) 35,0 (0) 11,00(0) 2,0+0,2 254,6 £ 9,3 0,210 + 0,009 32,0+ 0,6 12,6 £0,3
13 4,83 (+1,68) 35,0 (0) 11,00(0) 3,7+0,3 211,0+25 0,278 £ 0,014 30,2+0,5 10,3+ 0,6
14 4,00(0) 26,6 (-1,68) 11,00(0) 48+0,5 210,7 + 3,8 0,204 + 0,007 28,3+0,3 8,4+0,5
15 4,00(0) 43,3(+1,68) 11,00(0) 23+0,1 262,3+11,6 0,234 + 0,007 33,8+0,2 14,3+0,7
16 4,00(0) 35,0(0) 10,16(-1,68) 50+0,1 1855+ 6,4 0,223 + 0,004 26,7+0,2 11,0+0,1
17 4,00(0) 35,0(0) 11,83(+1,68) 2,1+0,2 127,4+1,1 0,223 + 0,004 22,3+0,6 12,1+0,7

#IPC = concentracédo de isolado protéico (g de IPC/100 g de solucéo).

®G = concentrac&o de glicerol (g de glicerol/100 g de IPC).

°PVA = permeabilidade ao vapor de agua.
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Os maiores valores de resisténcia a tragdo dos filmes foram obtidos nos
ensaios 14 e 16, os quais foram utilizados 26,6 e 35,0 g de IPC/100 g de glicerol e pHs
11,00 e 10,16, respectivamente (Tabela 5). A curva de contorno para a resisténcia a
tracdo dos filmes, em funcdo da concentracdo de glicerol e do pH, mostra que o0s
maiores valores de resisténcia a tracdo ocorreram em pHs mais baixos e menores
concentracdes de glicerol (Figura 3c). A presenca de plastificante diminui a quantidade
de intera¢Bes proteina-proteina, aumentando a mobilidade das cadeias polipeptidicas
e consequentemente, tornando os filmes menos resistentes. No entanto, a resisténcia
a tracao dos filmes depende também da natureza do material filmogénico, da coeséo
da estrutura da matriz polimérica e da espessura do filme (GONTARD et al., 1994 ).

Jongjareonrk et al. (2006) observaram uma diminuicdo na resisténcia a
tracdo do filme de gelatina de pele de lubina amarela (Priacanthus macracanthus) e de
lubina vermelha (Lutjanus vitta), quando o contetudo de glicerol aumentou de 25 para
75% (a base de proteina). Guerrero et al. (2010) estudaram a resisténcia a tracao dos
filmes de proteina de soja com diferentes concentracfes de glicerol e observaram uma
reducdo de 112,4 para 12,4 MPa nos filmes com 30% e 50% de glicerol/100g de
proteina, respectivamente. Tanadu-Palmu e Grosso (2002) estudaram filmes de
proteina de trigo plastificados com diferentes concentracdes de glicerol e também
observaram uma maior resisténcia a tracdo quando uma menor concentracdo de
glicerol foi utilizada.

De acordo com Rhim et al. (2002), as solu¢des filmogénicas protéicas com
pH superior a 10 resultam em filmes com menor resisténcia a tragédo, devido a grande
forca repulsiva que ocorre entre as cargas negativas (pH extremo) ao longo das
cadeias de proteinas, reduzindo a ocorréncia de associa¢cdes moleculares dentro da
matriz protéica. Os filmes com baixa concentracdo de glicerol e alta concentragdo de
isolado protéico apresentaram maior resisténcia a tracdo (Figura 3a). Este
comportamento também foi observado por Farah et al. (2005), que encontraram maior
resisténcia a tracdo (11MPa) nos filmes de proteina muscular de tilapia de nilo quando
utilizada menor concentracdo de glicerol e maior concentragdo de proteina. Segundo
Perez-Gago e Krochta (2001) quando adicionada uma maior concentracao de proteina
nos filmes, maior sera a quantidade de grupos sulfidricos, promovendo um maior
nimero de ligagdes covalentes S-S na matriz flmogénica, e conseqientemente
formando filmes mais resistentes.

A elongacao dos filmes foi afetada por todas as varidveis do processo

(exceto a interagéo entre a concentracdo de glicerol e pH) (Apéndice 7). O filme mais
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flexivel (ensaiol5) foi obtido com uma concentragéo de IPC de 4,00 g /100 g solucéo,
43,3 g de glicerol/100 g de IPC e pH 11,00 (Tabela 5). A elongacéo dos filmes foi mais
afetada pela concentracdo de IPC e por sua interacdo com o pH, o que pode ser
comprovado pelo modelo matemético (Tabela 4 e apendice 7). O aumento simultaneo
da concentracdo de IPC e do pH na solucéo filmogénica atribuiu menor elongacédo aos
filmes (Figura 3e).

A interacdo entre as concentracdes de plastificante e de IPC mostrou um
efeito positivo sobre a elongacdo dos filmes. Altas concentracdes de glicerol e de
proteinas nas solucdes filmogénicas resultou em filmes com maior elongac¢éo (Figura
3d). Isto concordou com Thomazine et al. (2005) que observaram que o acréscimo da
concentracéo de plastificante de 25% para 55% em filmes de gelatina de suino causou
um aumento em sua flexibilidade. Jongjareonrak et al. (2006) também encontraram um
maior valor de elongacédo em filmes de gelatina de pescado de pele de lubina amarela
(Priacanthus macracanthus) e lubina vermelha (Lutjanus Vitta), quando uma alta
concentracao de glicerol foi usada (75 g de glicerol/100 g de proteina). Segundo esses
autores, o glicerol € uma molécula de cadeia pequena, altamente higroscopico, sendo
facilmente inserido entre as cadeias de proteinas, assim atraindo mais agua para

estrutura do filme, tornando-o mais flexivel.
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de isolado protéico de residuo de corvina.
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3.7 Espessura, solubilidade e permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes

Os resultados obtidos de espessura, solubilidade e permeabilidade ao
vapor de agua sdo apresentados na Tabela 5. Uma vasta gama de valores de
espessura para filmes tem sido relatado na literatura (JONGJAREONRAK et al., 2006,
BOURTOOM et al.,, 2006), indicando sua dependéncia a composicdo e aos
parametros de processamento dos filmes (GARCIA et al., 2009). Neste trabalho, os
filmes apresentaram espessuras que variaram de 0,172 mm (ensaio 1) a 0,278 mm
(ensaio 13) (Tabela 5), porém, ndo houve modelo estatisticamente significativo (R* =
0,65). Os filmes elaborados com IPC apresentaram maior espessura do que 0s
produzidos com proteinas de outros pescados, como proteinas de dourado
(Nemipterus hexodon) (BOURTOOM et al.,, 2006), e de gelatina de pele de lubina
amarela (Priacanthus macracanthus) e gelatina de pele de lubina vermelha (Lutjanus
vitta) (JONGJAREONRAK et al., 2006). No entanto, neste estudo, foram utilizados
maiores concentracdes de proteina na formulagéo dos filmes, induzindo um aumento
de solidos na matriz apés a secagem das solugdes filmogénicas, portanto, 0 aumento
da espessura dos filmes. Sobral (1999) estudou as propriedades funcionais de filmes
de gelatina e concluiu que a for¢a na ruptura, a permeabilidade ao vapor de agua e a
cor dos filmes foram influenciados positivamente e linearmente com o aumento da
espessura dos filmes.

Os filmes de IPC mantiveram a sua integridade apds a imersdo em agua
por 24 h sob agitacdo constante, o que indica que a rede de proteinas permaneceu
intacta. De acordo com Turhan e Ahbaz (2004), a dissolugdo de um polimero
hidrofilico envolve a penetracdo ou difusdo da dgua em seu interior e inchaco devido a
ruptura das cadeias e relaxamento do polimero. Assim, a baixa taxa de dissolucdo
destes filmes mostra uma alta coesdo da matriz. O coeficiente de determinagcédo da
solubilidade foi 0,77 e a razao Fcacuado SODre Fiapeiaso fOi 1,31, tornando o modelo
preditivo e significativo a confianca de 90% e o modelo quadratico matematico que
descreve a curva de contorno para a solubilidade é mostrada na Tabela 4. A
solubilidade dos filmes variou de 22,3% (ensaio 17) a 37,6% (ensaio 8) (Tabela 5) e
estes foram menos sollveis do que os filmes de proteinas de dourado (Nemipterus
hexodon), que apresentaram solubilidades de 55,6 a 79,2% (BOURTOOM et al.,
2006). Os filmes também apresentaram menor solubilidade em &gua do que os filmes
de glaten de trigo (46 e 70% ) (TROPINA et al., 2004).



48

A solubilidade dos filmes néo foi influenciada pela concentracdo de IPC, o
qual pode ser comprovado no modelo matematico (Tabela 4). No entanto, houve uma
interagéo significativa e positiva entre as concentragdes de IPC e glicerol, resultando
em filmes mais soluveis (Figura 3g) quando utilizadas maiores concentracdes destas
variaveis. A solubilidade em 4gua dos filmes aumentou com a concentracdo de glicerol
e pH (Figura 3h). A hidrofilicidade do plastificante contribuiu para um aumento na
solubilidade dos filmes com maiores concentracdes de glicerol. Bourtoom et al. (2006)
estudaram o efeito do pH sobre a solubilidade em &gua de filmes de proteina de
dourado (Nemipterus hexodon) e relataram uma maior solubilidade quando utilizados
pHs acima de 10. As solu¢des de filmes com pHs elevados conduzem a solubilizagéo
da proteina e sua capacidade de dispersdo em agua torna-se melhor, resultando no
afrouxamento da estrutura do filme e consequentemente a dissolugdo dos materiais
nao proteicos.

Os filmes de proteinas de pescado geralmente possuem alta
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) devido a hidrofilicidade dos aminoacidos das
moléculas de proteina e quantidades significativas de plastificantes hidrofilicos, como
o glicerol e sorbitol, que sdo usados para proporcionar flexibilidade aos filmes
(LIMPAN et al., 2010). Os coeficientes de correlagéo de PVA foi de 0,75, no entanto, o
Fcaiculado fOI menor que Figpeiado, tornando o modelo ndo preditivo ( Apéndice 12). Os
filmes de IPC apresentaram PVA de 7,2 g.mm/m®dia.kPa (ensaio 5) a 14,3
g.mm/m?.dia.kPa (ensaio 15) (Tabela 5), que é semelhante aos resultados de filmes
de gelatina de lubina amarela (Priacanthus macracanthus) e gelatina de lubina
vermelha (Lutjanus vitta) (10,5 a 29,5 g.mm/m2.dia.kPa) relatado por Jongjareonrak et
al. (2006). No entanto, foram inferiores aos observados para os filmes de proteinas de
dourado (Nemipterus hexodon), que mostraram altas PVA, de até 138,4
g.mm/m?.dia.kPa (BOURTOOM et al., 2006). Estas diferencas na permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes podem estarem relacionadas com possiveis diferencas das
concentragcbes de aminoé&cidos hidrofilicos presentes nas proteinas utilizadas nas
solucdes filmogénicas. Outra possibilidade esta na diferenca das espessuras dos
filmes, uma vez que o filme de proteinas de dourado, produzidos por Bourtoom et al.,

(2006) apresentaravam menor espessura, o que contribui para uma maior PVA.



49

3.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analisar possiveis rugosidades e imperfeicbes dos filmes de IPC, foi
realizada a microscopia eletrdnica de varredura. As micrografias das superficies e das
secdes transversais dos filmes com diferentes concentragbes de isolado protéico
(3,16, 4,00 e 4,83 g de IPC/100g de solugéo), 35,0 g de glicerol/100g de IPC e pH 11

sdo mostrados na Figura 4.

Agev Mag F——1 Bum
15.0kV % 2000

AceV Mag F——1 5um
TG 150KV x2000
.

Figura 4. Micrografias das superficies do filme (a esquerda) e fraturas (direita); (a) e
(b) filmes com 3,16 g de isolado protéico / 100g de solucéo, 35,0 g de glicerol/100 g de
isolado protéico e pH 11; (c) e (d) flmes com 4,00 g isolado protéico/100 g de solucao,
35,0 g de glicerol/100 g de isolado protéico e pH 11; (e) e (f) filmes com 4,83 g de
isolado protéico/100g de solucéo, 35,0 g de glicerol/100g de isolado protéico e pH 11.
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Em geral, pode-se observar que os filmes tém superficies asperas e
irregulares (Figuras 4a, 4c e 4e), no entanto a superficie do filme com 4,00 g de
proteina/100g de solugdo apresentou uma superficie mais homogénea (Figura 4c), ou
seja, menos aspera quando comparada com as outras (Figuras 4a e 4e). A maior
homogeneidade pode estar relacionada com uma melhor interacdo o entre o IPC e 0
glicerol no pH utilizado (pH 11,0).0 aumento da concentracdo de IPC nos filmes levou
a formacéo de protuberancias na superficie do filme (Figura 4e), possivelmente devido
a um menor grau de interacdo entre a proteina e o plastificante, causando um
fendbmeno de separacao das fracbes “ricas” em plastificante e proteina. De acordo com
Sobral, Menegalli, Hubinguer e Roques (2001) a separacdo de fases pode causar
perda de elasticidade, ou regides ricas em plastificante podem levar & formagéo de
caminhos preferenciais ou zonas de descontinuidades durante o processo de
secagem, aumentando assim a difusdo e a permeabilidade ao vapor de 4gua do filme.

As secgOes transversais dos filmes com 3,16, 4,00 e 4,83 g de isolado
protéico/100 g de solucdo sdo mostrados nas Figuras 4b, 4d e 4f, respectivamente. As
secdes transversais dos filmes com menores concentracdes de isolado protéico
ficaram menos homogéneas (Figura 4b e 4d) em comparagdo com o filme com maior

concentracao de proteina.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver filmes utilizando isolado protéico obtido de
residuos de corvina. Os filmes mostraram propriedades diferentes, dependendo da
concentracdo de proteina, concentracao de glicerol e pH. Os filmes de IPC sdo opacos
e tornaram-se mais escuros e mais amarelados com a adicdo de uma maior
concentracdo de IPC. A solubilidade em &gua nédo foi afetada pela concentracao de
IPC, no entanto, pHs baixos e menores concentragdes de glicerol resultaram em filmes
menos solUveis em agua. Os filmes em geral mostraram-se bastante elongavéis, e
quando elaborados com alta concentracdo de isolado protéico, baixa concentracao de
glicerol e pH menor foram mais resistentes a tragdo. As superficies dos filmes foram
asperas e irregulares. Em geral, os resultados indicam que os filmes de IPC podem
ser uma alternativa de uso como embalagem. No entanto, mais estudos sao
necessarios para melhorar sua resisténcia a tracdo e diminuir sua taxa de
permeabilidade ao vapor de agua, assim como avaliar sua permeabilidade a gases, 0s

comportamentos térmico e seu desempenho em diferentes tipos de embalagens.
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EFEITO DO OLEO DE PALMA SOBRE AS PROPRIEDADES DE FILMES A BASE
DE ISOLADO PROTEICO DE CORVINA

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi elaborar filmes a base de isolado protéico de residuo de
corvina (IPC) contendo diferentes concentracdes de 6leo de palma (OP) (10 e 20 g de
OP /100g de IPC) e analisar suas propriedades de barreira, mecanicas, fisico-
quimicas, térmicas e microestrutura. Os filmes com 3% e 4% de IPC apresentaram
uma barreira ao vapor de agua mais eficiente quando incorporado 20% de OP. A
adicdo de OP aumentou a espessura dos filmes com 2% e 4% de IPC, no entanto a
solubilidade néo foi afetada pela adicdo do OP. A opacidade dos filmes aumentou com
a adi¢do do OP. A incorporacdo do OP resultou na diminuicdo da resisténcia a tragéo
e no aumento da elongacdo dos filmes. Nos filmes com 2% de IPC o aumento na
elongacéo foi significativo apenas quando adicionado 20% de OP. O aparecimento de
apenas uma temperatura de fusdo nos filmes sugeriu uma homogeneidade dos
mesmos. A decomposi¢ao térmica dos filmes inicia em torno de 120 -173°C. Os filmes
apresentaram uma superficie descontinua quando avaliados por MEV.

Palavras-chave: filmes, isolado protéico, 6leo de palma, permabilidade ao vapor de
agua.

ABSTRACT

The objective of this study was to develop films based protein isolate residue
croaker (IPC) containing different concentrations of palm oil (OP) (10 and 20 g OP /
100g IPC) and analyze their barrier properties, mechanical, physical, chemical, thermal
and microstructure. Movies with 3% and 4% IPC presented a barrier to water vapor
more efficient when incorporated 20% of OP ourselves. The addition of OP increased
the thickness of the films with 2% and 4% IPC, however the solubility was not affected
by addition of OP. The opacity of the films increased with the addition of OP. The
incorporation of OP resulted in a decrease in tensile strength and increased elongation
of the films.In the films with 2% IPC the increase inelongation was significant
only when added 20% of OPs. The appearance of only one melting temperature in the
films suggested a homogeneity of them. The thermal decomposition of the films starts
around 120 -173 ° C. The films showed a discontinuous surface.

Keywords: films, protein isolate, palm oil, water vapor permeability.
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1 INTRODUCAO

Um dos grandes problemas mundiais da atualidade é a poluicdo do
ambiente devido ao uso e descarte, sem nenhum controle, de plasticos produzidos a
partir de polimeros sintéticos derivados do petrdleo (AVELLA et al., 2005). As
embalagens produzidas a partir destes polimeros séo altamente resistentes ao ataque
imediato de microorganismos. Essa caracteristica faz com que esses materiais
apresentem um longo tempo de vida Util e, conseqlientemente, provoquem sérios
problemas ambientais, visto que, apds o seu descarte, levam em média cem anos
para se decomporem totalmente (ROSA et al.,, 2001). Diante desta realidade, o
desenvolvimento de embalagens a partir de polimeros naturais vem crescendo cada
vez mais.

Polimeros, como as proteinas tém sido utilizados na elaboracéo de filmes,
pois possuem a capacidade de formar estruturas tridimensionais amorfas,
estabilizadas principalmente por interacdes ndo covalentes, além disso, apresentam
grande variedade de fonte e baixo custo de producdo (VANIN et al., 2005). As
proteinas de pescado, incluindo miofibrilares e sarcoplasmaticas, tém sido estudadas
como material para formacao de filme (LIMPAN et al, 2010; CHINABHARK et al, 2007,
BOURTOOM et al, 2006; SHIKU et al, 2004), no entanto, estes apresentam uma alta
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), devido a hidrofilicidade dos aminoacidos que
compde as moléculas de proteina e do plastificante.

A propriedade de barreira ao vapor de agua € considerada uma das mais
importantes para a aplicacdo dos filmes em alimentos, pois dependendo da taxa de
permeabilidade do vapor de agua, podem ser iniciados processos de deterioragdo nos
alimentos embalados. Por exemplo, se a pressao diferencial de vapor de agua na
superficie do alimento é maior que a umidade relativa do ambiente circundante, ocorre
uma desidratacdo que sera responsavel por perdas nas caracteristicas sensoriais do
alimento. Por outro lado, numa situacdo inversa, a transferéncia das moléculas de
vapor de 4gua do ambiente para o alimento pode criar condi¢cdes favoraveis de
crescimento microbiano e também proporcionar danos na textura (MARTIN-POLO et
al., 1992; LABUZA, 1982). Dessa forma, a adicdo de substancias hidrofoébicas na
estrutura polimérica, de forma a reduzir & susceptibilidade do material & umidade
ambiente, € uma alternativa a ser investigada.

Os lipideos tém sido frequentemente incorporados aos filmes para prover
caracteristicas desejadas de barreira ao vapor de agua (CHEN et al., 2010 e 2009,
WANG et al., 2009 ; VARGAS et al., 2009; FABRA et al., 2008; BRAVIN et al., 2004;
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BERTAN et al., 2005; POMMET et al., 2003). A diminuicdo da PVA pela incorporacéo
de lipideos na formulacdo filmogénica deve-se ao fato de que as proteinas
apresentam-se parcialmente imobilizadas na interface da matriz pelas particulas
lipidicas emulsionadas, o que diminui a mobilidade polimérica e reduz a difusividade
da agua através da proteina interfacial (MCHUGH e KROCHTA, 1994). A eficiéncia
dos lipideos em atuarem como barreira ao vapor de agua depende da estrutura
quimica, grau de saturagéo, estado fisico, assim como também da sua distribuicdo
homogénea no filme (MARTIN - POLO et al., 1992).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi diminuir a taxa de permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes de isolado protéico de corvina, através da inclusdo do 6leo
de palma. Além disso, foram avaliadas as propriedades fisico-quimica (espessura e
solubilidade), Optica (opacidade), mecanicas (resisténcia a tracdo, elongacéo),
térmicas (calorimetria diferencial de varredura, termogravimetria) e microestrutura

(microscopia eletrénica de varredura) dos filmes elaborados.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materia-prima

Corvina capturada na regido Sul do Rio Grande do Sul, proveniente de
uma indastria do complexo pesqueiro da cidade de Rio Grande do RS, Brasil. Os
espécimes foram lavados em 4gua clorada ( 5ppm) a 4°C e logo submetidos as etapas
de filetagem e evisceracdo. Apés estas operacdes, os residuos (cabecas e carcacas)
foram colocados em separador mecanico de carne e ossos (High Tech, modelo
HT250, Chapecd, Brasil), onde foi reservada a carne mecanicamente separada (CMS),
separada dos ossos e da pele. A CMS resultante foi acondicionada em embalagens
plasticas e armazenada em freezer a -18 °C. Glicerol da nuclear (Sao Paulo, Brasil) foi
utilizado como plastificante. Foi utilizado o 6leo de palma, doado pela industria
Agropalma S/A, localizada em Belém, Para, Brasil. O laudo contendo o perfil de acido
graxo (%) presentes no Oleo de palma fornecido pela industria Agropalma S/A
apresenta-se no Anexo 1.

2.2 Obtencéo do isolado protéico de residuo de corvina (IPC)

O IPC foi obtido pelo método descrito por Nolsoe e Undeland (2009) e
Freitas (2011). A CMS de corvina foi homogeneizada com agua destilada na
propor¢éo de 1:9 (p/v) em liquidificador por um minuto. A mistura homogeneizada foi
colocada em reator de vidro encamisado com condigbes de temperatura controlada
(4°C). Para solubilizagdo da proteina, o pH da solugéo foi ajustado para 11,2 com
NaOH (1mol.L™") sob agitacdo continua em agitador mecanico (Fisatom, 712, S&o
Paulo, Brasil) por 20 min. Depois da solubilizacdo da proteina, a solucdo foi
centrifugada a 9.000 xg por 20 min para separacdo em 3 fases (lipideos, proteinas
soluveis e insoluveis). O sobrenadante (proteinas soluveis) foi coletado e colocado em
reator de vidro encamisado a 4°C e logo o pH da solucéo foi ajustado para pH 5,4 com
HCI (Imol.L™") para a precipitacdo das proteinas, com homogeneizacdo em agitador
eixo-hélice por 10 min. Foi realizada uma segunda centrifugacdo a 9.000 xg por 10
min. Apds o sobrenadante foi descartado e assim foi obtido o IPC na forma de
precipitado. O precipitado foi seco em estufa com circulagdo de ar (modelo 520,
Fanem, Sao Paulo, Brasil) a 40 ° C por 10h. Finalmente, o IPC foi moido, peneirado e

acondicionados em sacos plasticos e armazenadas a -18 ° C.
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2.3 Composicédo proximal do IPC
O conteudo de proteina, cinzas, umidade e lipideos da matéria-prima e do

IPC foram determinados de acordo com a metodologia AOAC (2000), com n° de
992,15; 923,03; 960,39 e 925,30, respectivamente.

2.4 Aminograma do IPC

A determinacdo da composicdo de aminoacidos das amostras de isolado
protéico de corvina foi realizada pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Os aminoacidos foram obtidos por hidrélise dos
peptideos com HCI 6 mol/L durante 22 h & 110°C conforme Spackman et al. (1958).

2.5 Preparacgéao de filmes de IPC

A elaboragédo dos filmes foi adaptada da metodologia de Pires et al., 2011.
Realizaram-se também ensaios preliminares, para definir a concentragao limite de 6leo
de palma adicionada aos filmes. Os filmes foram elaborados pela técnica de casting.
As solucdes filmogénicas foram preparadas pela dissolucdo, a temperatura ambiente,
de 2, 3 e 4% de IPC em agua e o pH foi ajustado para 11 usando NaOH (1mol L)
para a solubilizagdo protéica. Foi adicionado 35g de glicerol/100 g de isolado protéico
a solucdo. Para a incorporacao do Oleo de palma, este foi dissolvido através de
aquecimento em chapa quente e logo foi adicionado a solucédo, nas concentracdes de
10 e 20%. Logo a solucao foi homogeneizada em homogeneizador do tipo ultra-turrax
(IKA, T25 digital, Alemanha) a 10.000 rpm por 20 min e submetida a um reator de vidro
em condi¢fes de temperatura controlada (90°C) por 30min. Foram elaborados também
filmes controle (sem adicéo de lipideos para cada concentracdo testada de IPC). Foi
espalhado 25 mL de solugédo filmogénica em placas de acrilico com 9 cm de
diamétro, sendo direcionadas a secagem em estufa com circulagdo forcada de ar
(Fanem, modelo 520, Sao Paulo, Brasil) a 35°C por 16h. Apds a secagem, os filmes

foram acondicionados a 25°C.

2.6 Espessura e solubilidade em 4gua dos filmes

A espessura dos filmes foi determinada através da média de oito medidas
aleatérias em torno do filme, obdecendo um afastamento da borda de 10 mm,
utilizando-se um micrémetro externo digital com resolugédo de 0,001 mm (Insize, 1P54,
S&o Paulo, Brasil).

A solubilidade em &gua dos filmes foi realizada em triplicata e determinada

segundo método proposto por Gontard et al. (1994), com algumas modificagcbes. Trés
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discos de amostras do filme, com 2,5 cm de diametro, foram secos em estufa a 105°
C, até peso constante, para retirada da umidade. Em seguida, foram imersas em 50
mL de agua destilada. O sistema foi agitado em Incubadora Shaker refrigerada
(Cientec, CT-712RNT, S&o Paulo, Brasil) com velocidade de 150 rpm por um periodo
de 24 horas, a 25°C. Apoés este periodo, as amostras que ndo solubilizaram em agua
foram retiradas e colocadas em capsulas de aluminio, sendo estas posteriormente
armazenadas em estufa, a 105°C, até peso constante, para se determinar a massa
seca final da amostra. A solubilidade foi expressa em termos de massa solubilizada

(MS), de acordo com a equacao 1 :

massa inicial — massa final (1)
% MS = — x 100
massa inicial

2.7 Opacidade dos filmes

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro
(Minolta CR 400, Osaka, Japao). As determinagfes foram realizadas em triplicata. A
opacidade dos filmes foi calculada como a relagdo entre a opacidade do filme

sobreposto ao padréo preto (Ppreto) € a0 padréo branco (Pyranco), SEgUNMO a equacao 2:

% Opacidade = -2 x 100 (2)

branco

2.8 Propriedades mecéanicas dos filmes

A resisténcia a tracdo e a porcentagem de elongacdo foram avaliados
utilizando um texturémetro (Stable Microsystems SMD ,modelo TA.TX, , Reino Unido)
operando de acordo com o método ATM D 882 -91 (ASTM, 1996). As amostras de
filme foram cortadas, com 85 mm de comprimento x 25 mm de largura. A média da
espessura requerida para o calculo da area seccional foi determinada utilizando-se
oito medidas obtidas ao longo do filme. Como parametros de execucdo de ensaios,
adotou-se uma distancia inicial entre as garras de 50 mm e uma velocidade de 0.8
mm.s®. A resisténcia a tracdo foi calculada dividindo-se a forca maxima no
rompimento do filme, pela area de seccéo transversal (equacéo 3). A elongacéo foi
determinada dividindo-se a distancia final de separacdo da garra pela distancia inicial

de separacgdo (50 mm), multiplicada por 100 (equacéo 4).
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Fm
RT = -5 3)
E=% %100 4
~ do ()

Onde RT= resisténcia a tracdo (MPa), F,= forca maxima (N), A= area da secédo
transversal dos filmes (espessura x largura) (m?), E= alongacéo (%), do= distancia

inicio de separacao (cm) e d, = distdncia no momento da ruptura (cm).

2.9 Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada pelo
método E-96-95 da ASTM (ASTM, 1995). As amostras dos filmes foram cortadas em
forma de discos e seladas com parafina em células de permeacdao feitas de aluminio,
contendo cloreto de calcio anidro (0% de UR). Essas células de permeacao foram
acondicionadas em dessecadores contendo solugdo salina saturada de cloreto de
sédio (75% UR) e mantida a 25 °C. O ganho de massa do sistema foi medido em
intervalos de 24h, durante 2 dias. As analises foram realizadas em triplicata. A

permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada através da equagéo 5:

M, xe

A xt xA, (5)

PVA=

Onde: PVA = Permeabilidade ao vapor de agua (g.mm.KPa™.dia™*.m™?) Mp = diferenca
de peso (quantidade de permeante que atravessa o filme) (g), e = espessura (mm), t =
tempo no qual ocorre ganho de massa (dias), A = &area exposta do filme (m?) , e AP =

diferenca de presséo de vapor de agua a 75% UR e 0% UR, ambos a 25°C.

2.10 Propriedades Térmicas dos filmes

A determinacéo da temperatura de fusdo e da entalpia de calor dos filmes
foram determinadas em calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu, modelo DSC
60, Osaka, Japdo). As amostras de filmes com cerca de 6-10 mg foram
hermeticamente seladas em cépsulas de aluminio. A varredura foi realizada de 40 a
200 °C, com uma taxa de 10 °C/min e 50 mL/min de N,. Como referéncia foi utilizada

uma panela vazia.
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A andlise termogravimétrica dos filmes foi realizada em analisador
termogravimétrico (Shimadzu, modelo DTG 60, Osaka, Jap&o). Cada amostra com
cerca de 6-10 mg foi aquecida em capsulas de aluminio a uma taxa entre 30 e 600 °C,
com um fluxo de nitrogénio de 50 mL/min de N,. Como referéncia foi utilizada uma

panela vazia.

2.11 Microestrutura dos filmes

A microestrutura superficial dos filmes foi realizada no Centro de
Microscopia Eletronica (UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil). A visualizacdo foi em
microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JSM-6060) operando a 10 kV. As amostras
foram colocadas em suportes de aluminio e cobertas com uma camada de ouro para

melhorar a condutividade. As imagens foram selecionadas na ampliacdo de 2000x.

2.12 Anélise estatistica
As analises de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando-se o

programa Statistica V 7.0 (Startsoft). As diferengas significativas entre as meédias

foram identificadas através do teste de Tukey (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicdo proximal e composi¢cdo de aminoacidos do isolado protéico de
residuos de corvina (IPC)

O IPC apresentou 89,8% de proteina, 9,2 % de umidade, 0,7 % de lipideos
0,8% de cinzas.
A composicao de aminoacidos do IPC esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao de aminoéacidos do IPC.

Aminoacido g de amino&cido/100g de
IPC
Acido aspartico (Hidrofilico) 9,4+0,0
Acido glutamico (Hidrofilico) 159+0,1
Serina (Hidrofdbico) 35+0,1
Glicina (Hidrofobico) 4,0+£0,0
Histidina (Hidrofilico) 26+00
Arginina (Hidrofilico) 44+0,1
Treonina (Hidrofébico) 43+0,1
Alanina (Hidrof6bico) 55+0,0
Prolina (Hidrofébico) 4,4+0,0
Tirosina (Hidrofdbico) 3,9+0,1
Valina (Hidrofobico) 5,8+0,0
Metionina (Hidrofébico) 42+0,1
Cisteina (Hidrofilico) nd
Isoleucina (Hidrofébico) 58+0,1
Leucina (Hidrofébico) 9,7+0,1
Fenilalanina (Hidrofébico) 46+0,1
Lisina (Hidrofilico) 11,9+0,5
Total 99,9

" nhao determinado. Valores correpondentes a média + desvio padrdo de trés

determinag0es.
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Pela andlise da Tabela 1 verificou-se que 44,3% da quantidade de amino&cidos
presentes no IPC séo hidrofilicos, sendo o acido glutamico e a lisina presentes em
maiores quantidades (Tabela 1). No entanto, 55,7% dos aminoacidos presentes sdo
hidrofébicos. Na composigéo do IPC apenas o amino&cido metionina possui enxofre,
gque esta ligado a uma metila, o que vai dificultar a formacao de ligacdes dissulfidicas.
A ndo determinacao de cisteina no IPC (Tabela 1) pode estar relacionada com a baixa
concentracdo deste aminoacido presente nas proteinas de pescado, como observado
por Monterrey e Sobral (2000) em proteinas miofibrilares de tildpia de nilo, onde
encontraram 0,67% de cisteina.

Segundo Cuq et al. (1995) a composi¢cao de aminoacidos das proteinas,
determina os tipos e quantidades de interagbes entre as cadeias laterais e, entre
essas e a agua. Algumas dessas interagbes sdo produzidas pelos aminoacidos com
grupos polares ionizaveis e polares ndo ionizaveis, que se ligam a agua, via pontes de
hidrogénio. Outras interacdes, as hidrofébicas, podem ser formadas pela aproximacao
de cadeias laterais constituidas de aminoacidos com grupos hidrofobicos.

Tanto a presenca de grupos hidrofobicos, quanto as liga¢des dissulfidicas
(S-S) sao importantes na formacéo dos filmes, uma vez que, a formacé&o dos filmes de
IPC envolve a desnaturacao térmica das proteinas em solucdo aquosa, a qual provoca
alteracdes da estrutura tridimensional da proteina, causando por consequéncia a
exposicao dos grupos hidrofébicos e SH que estavam no interior da molécula, fato que
promove o0 estabelecimento de ligagcbes S-S e interacdes hidrofdbicas durante a
secagem, o que contribui para a formacédo do filme com propriedades mecanicas

aceitaveis (Gontard et al., 1994).

3.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes

A incorporacdo de 20% de 6leo de palma (OP) nos filmes de 3 e 4% de
isolado protéico de corvina (IPC) reduziu a PVA quando comparado com os filmes néao
adicionados de OP (Figura 1), sendo a reducdo da PVA para o filme com 3% de IPC
significativamente maior (p<0,05). Os resultados indicam que estes filmes com 20% de
lipidios podem exibir melhor propriedade de barreira ao vapor de 4gua. A presenca de
lipideos altera as propriedades dos filmes, diminuindo a afinidade com a &gua. A
diminuicdo dos valores de PVA com a adicdo de dleo pode ser explicado pela
diminuicdo da parte hifrofilica dos filmes (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2004), que

reduz a sua afinidade por moléculas de agua e conseqiientemente diminui a PVA.
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Rhim et al. (1999) relataram que a PVA dos filmes de proteina de soja
diminuiu exponencialmente a medida que a concentragdo de acidos graxos aumentou.
Wang et al. (2009) também encontraram menor PVA em filmes de gelatina quando
estes foram adicionados de 6leo de milho. Zahedi et al. (2010) na elaboragéo de filmes
protéicos a base da globulina de pistache, reduziram entre 37,0% e 43,0% a PVA a
partir da adicdo de &cidos graxos palmitico e estearico. Este comportamento era
esperado, uma vez que, segundo Sanches-Gonzéles et al. (2010) um aumento na
fracdo hidrofébica usualmente permite uma melhora na propriedade de barreira dos
filmes.
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Figura 1: Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes obtidos a partir de isolado
protéico de residuo de corvina (IPC) e 6leo de palma (OP). Letras iguais que n&do ha

diferenca significativa (p<0,05) na PVA dos filmes.

Bourtoom e Chinnan (2009) analisaram a influéncia da adi¢do de 6leo de
palma, em diferentes concentracbes nos filmes de quitosana e amido de arroz, e
também observaram a reducdo da PVA. A menor PVA dos filmes adicionados de 6leo
de palma encontrados no presente trabalho e por Bourtoom e Chinnan (2009) esta
relacionada, além da capacidade hidrofobica do lipideo, com o consideravel contetdo
de &cido oléico presente no OP (Anexol), uma vez que, este acido apresenta um certo
grau de mobilidade devido a sua insaturacdo, que pode ter resultado na reducdo do
PVA (FABRA et al.,, 2008). Por outro lado, Chen et al. (2008) estudaram a
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incorporacdo de Oleo de palma em filmes de glucomanana e carboximetilcelulose e
observaram que a adic&o deste na solugéo formadora de filme néo reduziu o valor de
PVA.

A adicdo do OP nos filmes com 2% de IPC n&o influenciou
significativamente na PVA, no entanto, o filme com 3% de IPC e 20% de OP foi menos
permeavel & agua, comparado com os demais (Figura 1). Isto sugere que houve uma
organizacdo do complexo proteina-lipidio deste filme, atribuindo a ele uma menor
PVA, pois segundo Gontard et al. (1994) a interacdo entre esses dois componentes é
um fator critico na permeabilidade dos filmes.

Os filmes com 4% de IPC sem OP e com 10% de OP apresentaram, em
geral, maior PVA (Figura 1). Este aumento pode estar relacionado com a maior
concentracdo de IPC nos filmes, pois segundo Di Pierro et al. (2006) a PVA dos
filmes aumenta com quantidades crescentes de proteina, estando diretamente
relacionado com o numero de grupos polares (grupos laterais dos aminoacidos
polares) disponiveis nas cadeias protéicas (-OH, -COOH e -NH2). No entanto, a
adicdo de 20% de OP nos filmes com 4% de IPC reduziu aproximadamente 27% da
PVA destes.

3.3 Espessura e solubilidade em agua dos filmes

Os filmes apresentaram espessuras variando de 0,125 a 0,267 mm
(Tabela 2). A adicdo do 6leo de palma (OP) nos filmes com 2 e 4 % de IPC provocou
um aumento na espessura dos mesmos (Tabela 2). Comportamento semelhante foi
observado por Rhim et al. (1999), quando foram adicionados acidos graxos aos filmes
de proteina de soja. O aumento da espessura do filme apd6s a adicdo do OP
possivelmente foi devido ao aumento da massa total quando o solvente foi eliminado

durante o processo de secagem.
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Tabela 2. Espessura e solubilidade em agua dos filmes obtidos a partir de isolado

protéico de corvina e 6leo de palma.

Filmes Propriedades
IPC OoP Espessura Solubilidade em
(%) (%) (mm) agua
(%)

0,00 0, 125 + 0, 008° 30,1+1,7°

2,0 10,0 0, 164 + 0, 010° 28,3+0,9°
20,0 0, 206 + 0, 005" © 28,9+0,6°
0,00 0, 200 + 0, 007 ° 30,2+1,2°

3,0 10,0 0, 204 + 0, 008° 30,0+0,7°
20.0 0, 200 + 0, 010° 30,3+1,1°
0,00 0, 224 + 0, 008" 472+ 1,7°

4,0 10,0 0, 255 + 0, 004° 45,9 + 2,9°
20,0 0, 267 + 0, 004° 45,6 + 1,52

Valores correpondentes a média + desvio padrdo de trés determinacfes. Valores
médios com letras diferentes em cada coluna diferem significativamente (p<0,05).
IPC= isolado protéico de corvina; OP= 6leo de palma.

Em geral, os filmes mais espessos foram os com 4% de IPC adicionados
de 10 e 20 % de OP (Tabela 2), o que pode ser atribuido também ao maior teor de
s6lidos secos presentes neste filme apds a secagem, uma vez que estes filmes
apresentavam em sua formulagdo, além do OP, uma maior concentracédo de IPC.
Apesar de utilizar as mesmas condi¢gfes na elaboragdo em todos os filmes, estes com
3% de IPC, independentemente da concentracdo de OP, ndo apresentaram diferenca
significativa (p< 0,05) em sua espessura quando adicionado o lipideo (Tabela 2).

Os filmes mantiveram sua integridade em &gua durante 24h. A
incorporacdo do OP ndo alterou significativamente (p< 0,05) a solubilidade em agua
dos filmes (Tabela 2). No entanto, os filmes com maiores concentracdes de IPC (4%)
tiveram maior solubilidade em agua quando comparado com os demais (Tabela 2).
Neste estudo, 44,3% da quantidade de amino&cidos presentes no IPC sdo polares
(Tabela 1) e quando aumentada a concentracdo deste nas formulacdes dos filmes
possivelmente ha um incremento na disponibilidade dos grupos polares nas cadeias
protéicas, atribuindo aos filmes uma maior solubilidade em &agua. Este resultado

também pode ser devido a menor interacdo entre lipidio-proteina, pois se o0s
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componentes lipidicos ndo forem capazes de se associar com a cadeia de proteina, a
estrutura da matriz de proteina pode ser rompida, conferindo ao filme uma estrutura
fragil e heterogénea, resultando em uma instabilidade estrutural e assim mais
suscetivel a dissolucdo (Gontard et al., 1994).

3.4 Opacidade dos filmes

Segundo Chen (1995), a opacidade do filme é consequiéncia da morfologia
ou da estrutura quimica relacionada a massa do material. Os valores de opacidade
dos filmes de IPC adicionados séo apresentados na Figura 2.

2%IPC  2%IPC  2%IPC 3%IPC 3% IPC 3% IPC 4% IPC 4% IPC 4% IPC
0% 0P 10%OP 20%O0OP 0%OP 10% OP 20%OP 0% OP 10% OP 20% OP

Filmes

Figura 2: Opacidade dos filmes obtidos a partir de isolado protéico de corvina (IPC) e

oleo de palma (OP). Letras iguais que ndo ha diferenga significativa (p<0,05) na PVA
dos filmes.

Geralmente, a presenca de lipideos aumenta os valores de opacidade dos
filmes, no entanto no presente trabalho esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p<0,05) apenas para concentracfes de 20% de OP para os filmes com 2 e 3 % de
IPC (Figura 2). Ambos tiveram sua opacidade elevada, quando comparados aos filmes
sem a adi¢cdo e com 10% de OP (Figura 2). O aumento da opacidade quando o OP foi
adicionado, é uma consequéncia direta da presenca de goticulas lipidicas dispersas

no filme. Outros autores, também observaram uma maior opacidade em filmes de
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proteina adicionados de lipideos, como Rhim et al. (2002), em filmes de isolado
protéico de soja incorporados de acidos graxos e Ozdemir e Floros (2008) em filmes
protéicos de soro de leite com adicdo de cera de abelha.

As diferencas de opacidades provenientes do OP sdo mais evidentes nos
filmes com menores concentracdes de IPC, pois este interfere na opacidade, como
pode ser observado para a concentracdo de 4% de IPC sem OP quando comparado a
2% e 3% de IPC sem OP (Figura 2).

3.5 Propriedades mecanicas dos filmes

A adicdo do OP afetou as propriedades mecéanicas dos filmes de IPC
(Tabela 3). Os filmes adicionados de OP, em geral, apresentaram significativamente
(p< 0,05) menor resisténcia mecéanica quando comparados com os filmes néo
adicionados de OP (Tabela 3). Segundo Chen (1995), a adicdo de lipideos promove
modificagdo na matriz filmogénica, o que resulta na diminui¢cdo da resisténcia a tracao
do filme. Assim, muitos trabalhos tém relatado a diminuigcéo da resisténcia a tragcao dos
filmes quando adicionado lipideo em sua formulagdo. Pires et al. (2011) elaboram
filmes de proteinas de pescada (Merluccius capensis) e também observaram uma
diminuicdo na resistencia a tracdo quando adicionado 6leo de tomilho na solucao
filmogénica. No entanto, estes filmes apresentaram maior resistencia a tracao,
variando de 4,13 MPa 6,16 MPa, quando comparados com os filmes do presente
trabalho. As propriedades mecéanicas dos filmes dependem das interagfes entre os
componentes, ou seja, da formacédo de ligagbes moleculares fortes ou numerosas
entre as cadeias (CALLEGARIN et al., 1997). A homogeneizacgédo do lipidio na solucao
protéica também é uma etapa muito importante, pois o didmetro dos glébulos lipidicos
e sua distribuicio homogénea na matriz polimérica estdo diretamente relacionados
com a resisténcia a tracdo e com a porcentagem de elongacdo, sendo que quanto
menor o didmetro mais homogénea a distribuigdo, formando-se filmes com uma matriz
mais continua, regular e estavel (DEBEAUFORT e VOILLEY, 1997).
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Tabela 3. Resisténcia a tracéo e percentagem de elongacao dos filmes obtidos a partir

de isolado protéico de corvina e 6leo de palma.

Filmes Propriedades

IPC OP Resisténciaatracdo Elongacao naruptura

(%) (%) (MPa) (%)
0,0 1,32 +£0,07" 165,9 + 8,8°

2,0 10,0 0,72 +0,16¢ 182,0 + 4,3°
20,0 0,55+ 0,08° 224,7+ 14,0°
0,0 1,31 +0,11° 247,7 + 12,4

3,0 10,0 1,47 +0,11° 172,6 + 3,1¢
20,0 0,73+0,02° 91,0+ 6,8
0,0 2,32+0,18° 290,9 + 9,72

4,0 10,0 1,67 + 0,09™ 263,6 + 5,4°
20,0 1,58 + 0,23 228,8 + 2,9°

Valores correpondentes a média + desvio padrdo de trés determinacfes. Valores
médios com letras diferentes em cada coluna diferem significativamente (P<0,05).
IPC= isolado protéico de corvina; OP= 6leo de palma.

Zahedi et al. (2010) produziram filmes protéicos a base da globulina
adicionados de acidos graxos palmitico e estearico e mostraram que incremento
destes compostos lipidicos a formulagéo filmogénica também resultou em filmes mais
fracos. De acordo com os autores, a incorporacao dos acidos graxos criou uma matriz
filmogénica heterogénea provavelmente devido ao enfraquecimento das interacdes
intermoleculares com consequente reducdo nos valores de resisténcia a tracao dos
filmes emulsionados.

Por outro lado, alguns autores encontraram maior resisténcia a tragdo dos
filmes quando estes foram adicionados de lipideos, como Wang et al. (2009) em filmes
de gelatina de suino adicionados de 6leo de milho, Fabra et al. (2009) em filmes a
base de caseinato de so6dio com adicdo de &cidos saturados, acido oléico e cera de
abelha e Atarés et al. (2010) em filmes de isolado protéico de soja acrescentados de
Oleo de canela. Os resultados encontrados por estes autores podem estar
relacionados com as caracteristicas dos lipideos utilizados, assim como a capacidade
de interagir com a matriz protéica (Gontard et al., 1994).

Para a concentracdo de OP de 20%, a resisténcia a tragdo dos filmes foi

maior quando houve o aumento IPC, o que pode estar atribuido com a sua maior
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espessura (Tabela 3), uma vez que a resisténcia a tracdo dos filmes depende também
desta variavel.

Os valores de elongacao variaram de 91,0 a 290,9% e a adi¢cdo do OP nos
filmes de 3 e 4% de IPC provocaram uma perda significativa (p<0,05) na elongacéao
dos mesmos (Tabela 3). Os filmes protéicos a base de globulina de pistache
emulsionado com &cido graxos palmitico e estearico, produzidos por Zahedi et al.
(2010), também apresentaram menor flexibilidade com relagédo ao filme controle (sem
a adicao dos acidos graxos); o alongamento passou de aproximadamente 100% (filme
controle) para a média de 50% devido a adicdo dos lipidios, possivelmente porque
filmes emulsionados possuem baixo contetdo de agua, contribuindo para a diminuigdo
da mobilidade entre as cadeias protéicas (Quezada-Gallo et al., 2000). Peroval et. al.,
(2002) também observaram uma diminuicao da elongacédo dos filmes de arabinoxilana
ao incorporar acidos graxos nestes. Os mesmos autores relataram que alguns lipidios
sdo incapazes de formar uma matriz continua e coesa, causando assim, uma menor
elongacéao.

Observa-se na Tabela 3 que no filme com 2 % de IPC ocorreu um aumento
na elongacdo quando incorporado 20% de OP. Este comportamento pode estar
relacionado ao efeito plastificante do lipideo, uma vez que, quando a plastificacdo
ocorre, a resisténcia a tracdo diminui, ao mesmo tempo em que a elongac¢éo do filme
aumenta (SOUZA, 2011), como observado na Tabela 3. Bertan et al. (2005)
produziram filmes de gelatina e quando adicionaram acidos graxos nestes, tembém

observaram o aumento da elongagdo dos mesmos.

3.6 Propriedades térmicas dos filmes

3.6.1 Calorimetria diferencial de varredura

A analise de calorimetria diferencial de varredura fornece informagfes para
a compreensdo de possiveis interagdes na matriz estudada, permitindo analisar
caracteristicas como estabilidade do biopolimero. No presente estudo foram obtidos
os termogramas dos filmes de IPC e OP mostrados na Figura 3.

Nota-se em geral que os filmes apresentaram apenas um pico de fuséo
(Figura 3a, 3b e 3c). Um valor unico de um pico de fusdo obtido é caracteristico de
matrizes poliméricas que ndo apresentaram separacdo de fases, indicando uma

mistura homogénea entre os compostos presentes (BILIADERIS et al.,1999).
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Figura 3: Termogramas de DSC dos filmes obtidos a partir de isolado protéico de
corvina (2%. 3% e 4%) e Oleo de palma (0%, 10% e 20%) . IPC=isolado protéico de

residuo de corvina; OP= 6leo de palma.
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Zahedi et al. (2010) elaboraram filmes de globulina de pistache com adig&o
de &cidos graxos saturados e encontraram também apenas uma temperatura de
fusdo. Pommet et al. (2003) estudaram o efeito de plastificacdo de &cidos graxos
sobre filmes de gluten. Eles observaram que os filmes plastificados com acidos graxos
de 6 a 10 carbonos apresentaram apenas uma temperatura de fusdo. Por outro lado,
para os filmes contendo &cidos laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0)
foram encontradas duas temperaturas de fusdo, indicando uma distribuicdo
heterogénea de acidos graxos na matriz polimérica.

Nos filmes com 2% de IPC, os valores de temperatura de fusdo (Tm)
variaram de 156,54 a 163,04 °C, sendo este maior valor obtido no filme adicionado de
10% de 6leo de palma (Figura 3a).

Nos filmes com 3% de IPC, observou-se uma diminuicdo de temperatura
de fusdo a medida que foi aumentada a concentragdo de OP nos filmes, os filmes ndo
adicionados de OP apresentaram uma Tm de 180,7 °C, enquanto os com 20% de OP
apresentaram uma Tm de 153,79 °C (Figura 3b). As Tm encontradas no presente
trabalho foram superiores as de filmes de glaten contendo &cido palmitico (61,02 °C)
apresentadas por Pommet et al.(2003) e de filmes de gelatina adicionados de 10% de
glicerol, que apresentaram uma Tm em torno de 125 °C (VANIN et al., 2005).

3.7.2 Termogravimetria

Os polimeros, quando submetidos a tratamento térmico, podem apresentar
mudancgas estruturais caracterizadas pela ruptura de ligagbes quimicas das cadeias
principais e laterais. Essas modificagfes séo evidenciadas pela diminuicdo da massa
molar com evaporac¢do de produtos volateis.

A Figura 4 apresenta as curvas de degradacado térmica dos filmes. Os
filmes com 2% de IPC apresentam uma temperatura de decomposi¢do bem préxima, o
que indica que a incorporagdo de O6leo de palma nos filmes ndo alterou as
propriedades térmicas destes (Figura 4a). Estes filmes tiveram uma perda de massa
entre as temperaturas 80 a 110°C, referente a perda de moléculas de dgua da amostra
de filme. O inicio da decomposicdo dos materiais aparentemente ocorreu em uma
Unica etapa, iniciando ao redor de 140 °C e se estabilizando em 450°C, com reducgéo

de massa de aproximadamente 77,7% (Figura 4a).
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Figura 4: Termograma de TGA dos filmes obtidos a partir de isolado protéico de
corvina (2%, 3% e 4%) e Oleo de palma (0%, 10% e 20%). IPC=isolado protéico de

residuo de corvina; OP= 6leo de palma.
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Os filmes com 3% de IPC perderam agua entre as temperaturas de 70 a
110°C, Nota-se que os filmes sem e com 10% 6leo de palma mostraram apenas uma
etapa de decomposi¢ao dos materiais, a qual iniciou em 173°C, terminando em 450°C,
com uma reducgdo de massa de 75,2%, apresentando uma massa residual de 24,8%
(Figura 4b). No entanto, no filme com 3% de IPC e 20% de OP, a decomposicdo
parece nao ter sido concluida quando chegou a temperatura de 600°C (Figura 4b).

Em relacdo aos filmes que apresentavam 4% de IPC em sua formulacéo a
desidratacdo ocorreu entre 60 a 110°C. Estes quando nao adicionados de OP e com
10% de OP apresentaram também apenas uma faixa de decomposicao, porém em um
maior intervalo, em torno de 120 a 450°C, mostrando uma perda de massa de 76,0%
(Figura 4c). Por outro lado, o filme com 4% de IPC e 20% de OP apresentou maior
decomposi¢do nessa temperatura, mostrando uma perda de massa de 82,0 (Figura
4c). Guerrero et al. (2010) estudaram filmes de isolado protéico de soja sem e com a
adicdo de plastificante e observaram uma etapa de decomposicdo para ambos o0s
filmes, no entanto, os ndo adicionados de plastificante apresentaram temperatura
inicial de decomposicéo a partir de 225°C, enquanto os plastificados a partir de 200°C.

Em geral, o aparecimento de apenas uma etapa de decomposicao
presente nas curvas pode indicar uma boa homogeneidade do material. Notou-se
também que, os filmes com 2% de IPC, independentemente da adicdo de OP,
praticamente ndo apresentaram diferencas nas temperaturas de decomposi¢cdo. No
entanto, foi possivel observar que os filmes com 3 e 4% de IPC quando adicionados
de 20% de OP mostraram pequenas diferencas na estabilidade térmica em funcao da

formulacao.
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3.8 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias das superficies dos filmes com diferentes concentracdes de
isolado protéico de corvina (2, 3 e 4%) e de 6leo de palma (10 e 20%) sdo mostrados

na Figura 5.
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Figura 5. Micrografias das superficies do filme (a) flme com 2% de IPC e 10% de OP;
(b) filme com 2% de IPC e 20% de OP; (c) filme com 3% de IPC e 10% de OP; (d)
filme com 3% de IPC e 20% de OP; (e) filme com 4% de IPC e 10% de OP; (f) filme
com 4% de IPC e 20% de OP.
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Em geral, nota-se que as microestruturas das superficies dos filmes de IPC
adicionados de OP ndo apresentaram goticulas lipidicas dispersas na matriz
filmogénicas, no entanto, foi observada uma descontinuidade estrutural (superficie
menos lisa e com imperfei¢cdes). O filme com 3% de IPC e 20% de OP apresentou
rugosidades em sua superficie (Figura 5d), no entanto, esta irregularidade ndo foi o
suficiente para facilitar a difusdo de vapor de agua nos filmes, uma vez que este filme
foi 0 menos permeével ao vapor de agua quando comparado com os demais (Figura
1). Nos filmes com 3 e 4% de IPC adicionados de 10 e 20% de OP, respectivamente,
nota-se a presenca de micro orificios nas superficies destes (Figura 5c e 5f), o que
pode implicar maior fragilidade com relacdo as suas propriedades mecéanicas e
maior permeabilidade ao vapor de agua. O filme com 4% de IPC e 10% de OP (Figura
5e) apresentou uma superficie mais homogénia, o que pode ter contribuido a maior
resisténcia e a maior elongagcédo deste filme, quando comparado aos outros filmes
incorporados de OP (Tabela 3).

As caracteristicas dos filmes incorporados de componentes hidrofébicos
séo influenciadas por varios fatores, tais como, tipo e tamanho da molécula, além da
interacdo com a macromolécula. Com isso, estudos relacionados a avaliagdo da
microestrutura de filmes biodegradaveis em fung¢édo da incorporagdo de componentes
hidrofébicos apresentam diferentes resultados. Altiok et al., (2010) produziram filmes
de quitosana adicionados de 6leo de tomilho e observaram o aumento de rugosidade e
presenca de bolhas nos filmes. Estes autores atribuiram a formacdo de bolhas a
rapida evaporacgdo de 6leo de tomilho, sendo que o tamanho e o nimero de bolhas
também aumentaram com o aumento da concentragdo do composto hidrofobico.
Atarés et al.,, (2010) em filmes de caseinato de sédio contendo 6leo de canela
notaram a homogeneidade nos filmes, e atribuiram esta caracteristica a uma boa
distribuicdo do 6leo na matriz protéica. Por outro lado, os filmes adicionados de 6leo

de gengibre apresentaram goticulas de 6leo em sua estrutura.
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4, CONCLUSAO

O estudo mostrou que foi possivel reduzir a PVA a partir da incluséo do 6leo de
palma, onde a menor PVA foi obtida no filme com 3% de IPC e 20% de OP (4,84
g.mm/m?.dia. kPa). A incorporacéo de 20% de OP nos filmes com 2 e 3% de IPC levou
a um aumento da opacidade dos filmes. A adicdo do OP em todos os filmes testados
causou reducdo significativa nos valores de resisténcia a tracdo. A elongacédo dos
filmes com 2% de IPC sofreu acréscimo com o aumento da concentracdo de OP, no
entanto, os filmes com 3 e 4% de IPC e adicionados de OP tornaram-se menos
elongaveis. Na analise térmica de DSC dos filmes foi observado apenas um pico
endotérmico de fusdo, sugerindo uma boa interacdo entre 0Ss compostos,
caraterizando filmes homogénios. A decomposicdo térmica dos filmes inicia em torno
de 120-173°C. A analise micoscépica dos filmes mostrou que os filmes apresentaram
uma descontinuidade estrutural em sua superficie. A partir dos resultados obtidos
nota-se que a incorporacdo do Oleo de palma nos filmes de IPC pode ser uma
alternativa para diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua deste, no entanto,
s8o necessarios mais estudos para melhorar o desempenho dos filmes, principalmente

a sua resisténcia a tracao.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel obter filmes, de proteinas recuperadas de residuos de corvina.
As diferentes concentracdes de proteina, concentracdes de glicerol e pH utilizados na
formulacao afetam as propriedades dos filme.

O uso de quantidades decrescentes de glicerol e a diminuigdo de pH nas
formulagbes causou a menor solubilidade em &gua dos filmes, no entanto, as
concentragdes estudadas de IPC nos filmes néo afetaram esta propriedade.

Quanto as propriedades mecanicas, os filmes foram bastantes elongavéis,
sendo afetados por todas variaveis do processo e a resisténcia a tracao foi maior nos
filmes produzidos com maior concentragcédo de IPC, menor concentracdo de glicerol e
baixo pH.

Nos filmes foram observadas morfologias superficiais asperas e
irregulares. Estas caracteristicas foram mais intensas nos filmes com maior
concentracéo de IPC (4,83 g de isolado protéico/100g de solugéo),

A produgéo, por casting, dos filmes com adi¢do de 6leo de palma (OP) foi
possivel, com incorporagdo de até 20 g de OP / 100g de IPC, sem que houvesse
separacao de fases aparente.

O aumento da quantidade de OP, nos filmes de 2 e 4% de IPC, promoveu
acréscimo na espessura dos filmes, atingindo valores maximos de 0,255 e 0,267mm,
para filmes contendo, respectivamente, 4% de IPC com 10 e 20% de OP.

N&o foi observada diferenga significativa quanto aos valores de
solubilidade em agua, independente da concentracdo de OP utilizada. No entanto, os
filmes com maior concentracao de IPC foram mais sollveis.

A adicao de 6leo de palma nas formulagdes causou reducao significativa
nos valores de resisténcia a tracdo dos filmes. A elongacéo dos filmes com 2% de IPC
sofreu acréscimo com o aumento da concentracdo de OP, no entanto, os filmes com 3
e 4% de IPC e adicionados de OP tornaram-se menos elongéaveis.

O aumento da concentracao de 20% de OP promoveu decréscimo na
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes com 3 e 4% de IPC, atingindo valor
minimo de 4,84 g.mm/m?.dia. kPa para filmes contendo 3% de IPC e 20% de OP.

Na analise térmica de DSC dos filmes foi observado apenas um pico
endotérmico de fusdo, sugerindo uma boa interacdo entre 0s compostos,
caracterizando filmes homogénios. A andlise de TGA dos filmes mostrou que estes se

decomp8em em uma temperatura inicial de 120-173°C.
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Nos filmes de IPC adicionados de OP nao foram observadas goticulas
lipidicas dispersas na matriz filmogénicas, no entanto, notou-se uma descontinuidade

estrutural.

4.1 Contribuicdes e perspectivas

Este trabalho traz como principal contribuicdo, a possibilidade de
desenvolver filmes, a partir de proteinas de residuos de corvina.

Prova que é possivel reduzir a taxa de permeabilidade ao vapor de agua a
partir da adicdo de 6leo de palma, uma vez que estes filmes apresentam, devido seu
caracter hidrofilico, elevada permeabilidade ao vapor de &gua, limitando a sua
aplicacdo em produtos. S&o necessarios ainda a realizacdo de estudos

complementares, tais como:

- Testar outras fontes lipidicas e outros aditivos, como, por exemplo,
surfactantes, na tentativa de aumentar ainda mais a resisténcia ao vapor d’agua dos
filmes e ndo comprometer a resisténcia a tragdo dos mesmos.

- Melhorar a resisténcia a tracdo dos filmes, adicionando compostos que
possam introduzir ligacdes cruzadas, pois os filmes do presente trabalho
apresentaram valores de resisténcia a tracao relativamente baixos.

- Determinar as propriedades de barreira ao oxigénio e a lipidios dos filmes
de isolado protéico de corvina.

- Avaliar seu desempenho para a conservacao de diferentes sistemas.
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Fluxograma de obtencao do isolado protéico de residuo de corvina
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Fluxograma de obtencéo do filme de isolado protéico de residuo de corvina

APENDICE 2
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APENDICE 3
Efeitos estimados para as respostas L*, cor a* e cor b* utilizando erro puro

Luminosidade Cor a* Cor b*

EF EP Valort V"’gor CR EP Valort V"’gor EF EP valort Yaor

Média* 74,07 0,68 10850 <0,01 Média* 642 0,34 1891 <0,01 Média* 50,30 042 119,18 <0,01
X(L* -338 095 -354 007 X(L)* 313 047 660 002 X(L* 442 059 749 0,02
Xi(Q) 055 106 052 070 X(Q) 056 053 107 040 X(Q) 099 066 152 0,27
Xo(L)* 451 1,09 415 005 XyL)* -164 054 -488 004 X)) -045 067 -067 057
X(Q)*  -0,04 001 -422 005 X(Q* 002 000 497 004 X,(Q 000 000 082 050
Xs(L)  -209 1,09 -1,92 0,19 X4 L) 002 054 004 097 X4 L) -1,23 067 -1,83 0,21
Xs(Q) 002 001 1,95 019 XiQ) -0,00 000 -0,06 096 X Q) 001 001 -1,74 0,22
XixX, 1,28 1,25 103 041 X;xX, -064 062 -1,04 041 X;xX, -003 077 -0,04 0,97
X;xXs 022 125 018 087 X xX; -001 062 -003 098 X;xX; -048 077 -0,62 0,60

Xo X X3 1,15 1,25 0,93 0,45 X;xX; -0,77 0,62 -1,24 0,34 Xy;xXs 104 0,77 -1,35 0,31

*(p<0,10), EF: Efeito, EP: Erro padréo, X :Proteina , X,: Glicerol , Xs:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadratico,



APENDICE 4
Efeitos estimados para as respostas diferenca de cor e opacidade r utilizando erro puro

Diferenca de cor Opacidade
(AE*)

EF EP Valor t Valor p EF EP Valor t Valor p

Média* 53,71 0,70 76,24 <0,01 Média* 18,62 0,56 33,29 <0,01
Xq(L)* 4,87 0,98 4,94 0,04 Xq(L) -0,01 0,78 -0,01 0,99
X1(Q) 0,61 1,09 0,56 0,63 X1(Q) 0,48 0,87 0,55 0,63
Xo(L)* -4,35 1,12 -3,87 0,06 X2(L) 0,64 0,89 -0,72 0,54
X,(Q)* 0,04 0,01 4,00 0,06 X2(Q) 0,01 0,01 0,78 0,51
X3(L) 0,87 1,12 0,77 0,52 X3(L) 1,70 0,89 1,91 0,19
X3(Q) -0,00 0,01 -0,82 0,50 X3(Q) -0,01 0,01 -1,95 0,19
X1 X Xz -2,28 1,29 -1,77 0,22 X1 X Xz -0,04 1,02 -0,03 0,97
X1 X X3 1,31 1,29 1,02 0,41 X1 X X3 -2,44 1,02 -2,39 0,14
X2 X X3 0,01 1,29 0,01 1,00 Xz X X3 1,26 1,02 1,24 0,34

(p<0,10), EF: Efeito, EP: Erro padrdo, X :Proteina , X,: Glicerol , X3:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadratico,
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APENDICE 5

Coeficientes de regressao para as respostas luminosidade, cor a* e cor b* utilizando erro puro considerando apenas as variaveis

significativas

Diferenca de cor

Cor a* Cor b* (AE¥)

CR EP Vat'or V"’gor CR EP  Valort Vagor CR EP  Valort V"’I‘Cl)or
Média 642 034 1891 <001 Média 50,92 0,26 192,72 <0,01 Média 53,73 0,46 117,11 <0,01
XuL)* 1,56 047 660 002 X (L* 221 029 749 002  X(L* 243 049 494 0,04
Xo(L)* -1,29 054 -488 0,04 X(L)* -217 056 -3,92 0,06
X(Q)* 001 000 497 004 X,(Q* 002 001 404 006

* (p<0,10), CR: Coeficiente de regresséo, EP: Erro padréo, X; :Proteina , X,: Glicerol , X3:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadratico,
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APENDICE 6

Andlise de variancia para as respostas luminosidade, cor a*, cor b* e diferenga de cor um nivel de 90% de confianca,

Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fonte de Cor Cor Dgerenga Cor Cor Diferenca Cor Cor Diferenca Cor Cor Diferenca
o * - e cor * - de cor * * de cor * - de cor
variacao a b (AE*) a b (AE¥) a b (AE¥) a b (AE*)
Regressdéo 57,71 66,53 183,65 3 1 3 19,23 66,53 66,22 7,78 19,97 8,19
Residuo 32,18 50,93 105,10 13 15 13 247 3,33 8,08
Faltade 364 48,56 98,49 11 13 11
ajuste
Erro puro 1,54 2,37 6,61 2 2 2
Total 89,90 117,46 288,75 16 16 16

*Cor a* (R: 0,80, F5. 130,90= 2,56), Cor b* (R: 0,75,F5.,0,00= 3,07), AE* (R: 0,80, F3 150,90 = 2,56)
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APENDICE 7

Efeitos estimados para as respostas resisténcia & tracdo e elongacao utilizando erro puro,

Resisténcia a tracao Elongacao
EF EP Valor t Valor p CR EP Valor t Valor p
Média* 2,98 0,06 51,87 <0,01 Média* 196,09 1,15 171,17 <0,01
Xy (L)* 0,90 0,08 11,22 0,01 Xy (L)* -8,49 1,60 -5,31 0,03
X1(Q) 0,24 0,09 2,69 <0,01 X1(Q)* 18,94 1,78 10,65 <0,01
Xa(L)* -1,36 0,09 -14,78 <0,01 Xa(L)* 13,54 1,83 7,42 0,02
Xo(Q)* 0,01 0,00 14,59 <0,01 X»(Q)* -0,12 0,02 -6,56 0,02
Xa(L)* -1,68 0,09 -18,30 <0,01 Xa(L)* -13,87 1,83 -5,60 0,02
X3(Q)* 0,01 0,00 18,06 0,10 X3(Q)* 0,12 0,02 6,83 0,02
X1 X Xo* 0,31 0,10 2,98 0,10 X1 X Xo* 8,17 2,10 3,91 0,06
X1 X X3 0,09 0,10 0,88 0,47 X1 X X3* -47,9 2,10 -22,9 <0,01
X2 X X3 -0,08 0,10 -0,74 0,53 X X X3 1,07 2,10 0,51 0,66

* (p<0,10), EF: Efeito, EP: Erro padrdo, X; :Proteina , X,: Glicerol , X3:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadratico,
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APENDICE 8

Coeficientes de regressao para as respostas resisténcia a tracao e elongacao utilizando erro puro considerando apenas as variaveis

significativas
Resisténcia & tracdo Elongacao

CR EP Valor t Valor p CR EP Valor t Valor p

Média* 3,09 0,04 79,19 <0,01 Média* 196,09 1,15 171,17 <0,01
Xy (L)* 0,45 0,04 11,22 0,01 Xy (L)* -4,25 0,80 -5,31 0,03
Xo(L)* -0,66 0,05 -14,55 <0,01 X1(Q)* 9,47 0,89 10,65 <0,01
X2(Q)* 0,01 0,00 14,34 <0,01 Xo(L)* 6,77 0,91 7,42 0,02
Xa(L)* -0,82 0,04 -18,10 <0,01 X(Q)* -0,06 0,01 -6,56 0,02
X3(Q)* 0,01 0,00 17,86 <0,01 Xs(L)* -6,93 0,91 -7,59 0,02
X X Xo* 0,16 0,05 2,98 0,10 X3(Q)* 0,06 0,01 6,83 0,02
X1 X Xo* 4,09 1,05 3,91 0,06

X1 X X3* -23,94 1,05 -22,90 <0,01

*(p=<0,10), CR: Coeficiente de regressao, EP: Erro padrao, X1 :Proteina , X2: Glicerol , X3:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadratico,
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APENDICE 9

Andlise de variancia para as respostas resisténcia a tracao e elongag¢édo a um nivel de 90% de confianca,

Soma Quadrética Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fonte de Resisténcia x Resisténcia x Resisténcia x Resisténcia x
o ) x Elongacéo . x Elongacéo . x Elongagéo . x Elongagéo
variacao a tracdo atracdo a tracdo a tracdo
Regressdo 16,73 17821,08 6 8 2,79 2227,64 4,65 3,35
Residuo 6,17 5317,32 10 8 0,6 664,66
Falta de ajuste 6,13 5299,83 8 6
Erro puro 0,04 17,49 2 2
Total 22,90 23138,40 16 16

*Resisténcia & tragdo (R: 0,85 Fs.190,90= 2,46), Elongacdo (R: 0, 88, Fg.30,90= 2,59)



APENDICE 10
Efeitos estimados para as respostas espessura, solubilidade e Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) utilizando erro puro,

Espessura Solubilidade PVA

EF EP  Valort Valorp EF EP Vatlor Valor p EF EP  Valort Valorp

Média* 0,20 0,00 517,81 <0,01 Média* 33,37 0,45 74,13 <0,01 Média* 11,4 0,06 177,13 <0,01
Xy (L)* 0,03 0,00 65,31 <0,01 X1(L) -0,66 0,63 -1,05 0,40 Xy (L)* 0,5 0,09 5,74 0,03
Xi(Q)* 001 000 31,21 <0,01 Xi(Q) -1,61 070 -231 0,15 X(Q* -01 010 -0,60 0,61
Xo(L) -0,00 0,00 -0,55 0,64 Xo(L)* 3,13 0,72 4,36 0,05 Xo(L)* 19 0,10 18,92 <0,01
X»(Q) 0,00 0,00 1,60 0,25 X»(Q* -0,03 0,01 -434 0,05 X,(Q* -00 0,00 -1831 <0,01
Xs(L)* 0,01 0,00 -1907 <0,01  Xs(L)* 349 062 485 0,04 Xs(L)*  -08 010 -7,83 0,02
X5(Q)* 0,00 000 19,72 <0,01  XyQ* -003 001 -514 0,04 Xs(Q* 0,0 000 7,92 0,02
Xy xX,* -0,01 0,00 -16,62 0,00 Xy x Xo* 2,61 0,82 3,18 0,09 X1 X Xo* 0,2 0,12 1,44 0,29
Xy xXg*  -0,03 0,00 38,57 0,00 X1 X X3 0,16 0,82 0,19 0,86 X1 X X3 -0,1 0,12 -0,64 0,59
X x Xz*  -0,00 0,00 4,60 0,04 XXXz -1,44 0,82 1,76 0,22 X X X3* 2,1 0,12 17,57 <0,01

* (p<0,10), EF: Efeito, EP: Erro padrdo, X, :Proteina , X,: Glicerol , X3:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadrético,
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Coeficientes de regresséao para as respostas solubilidade e PVA utilizando erro puro considerando apenas as variaveis significativas

APENDICE 11

PVA Solubilidade
CR EP Vatlor Valor p CR EP Valor t Valor p
Média* 11,41 006 177,13 <0,01 Média* 32,61 0,31 106,53 <0,01
Xy (L)* 0,26 0,04 5,74 0,26 Xo(L)* 1,45 0,36 4,07 0,05
Xo(L)* 0,97 0,05 18,92  <0,01 X2(Q)* -0,01 0,00 -4,03 0,06
X(Q)* -0,01 0,00 -1831  <0,01 Xa(L)* 1,62 0,36 4,57 0,04
X5(L)* -0,40 0,05 -7,83 0,01 X3(Q)* -0,02 0,00 -4,84 0,04
X3(Q)* 0,00 0,00 7,93 0,01 Xy X Xp* 1,31 0,41 3,18 0,09
XX Xz* 1,03 0,06 17,57  <0,01

* (p<0,10), CR: Coeficiente de regresséo, EP: Erro padrédo, X :Proteina , X,: Glicerol , X3:pH, (L): Coeficiente linear e (Q):Coeficiente quadratico,

123



APENDICE 12

Andlise de variancia para a resposta solubilidade a um nivel de 90% de confianca,

Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F calculado
Fon_te Eie Solubillidade em PVA Solubi,lidade em PVA Solubi]idade em PVA Solubi]idade em PVA
variacao agua agua agua agua
Regressédo 161,14 30,06 5 6 32,23 5,01 3,20 2,17
Residuo 110,78 23,00 11 10 10,07 2,30
Falta de ajuste 108,08 22,95 9 8
Erro puro 2,70 0,05 2 2
Total 271,92 53,06 16 6

*Solubilidade (R: 0,80, Fs,1,0,90 = 2,45), PVA (R: 0,75, F5.1:0,90= 2,46)

124



125

APENDICE 13

Filme a base de isolado protéico de corvina incorporado com 6leo de palma



ANEXO 1

Perfil de acidos graxos livres (%) presentes no 6leo de palma,

Acidos Graxos (%)
Acido Laurico (C 12:0) <0,4
Acido Miristico (C 14:0) 05-2
Acido Palmitico (C 16:0) 35-47

Acido Palmitoleico (C 16:1) <0,6
Acido Esteérico (C 18:0) 35-6,5
Acido Oléico (C 18:1) 36 - 47
Acido Linoléico (C 18:2) 6,5-15
Acido Linolénico (C 18:3) <0,5
Acido Araquidico (C 20:0) <1

Acidos Trans <0,5

126



