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RESUMO

O Paré tem se destacado no cendrio nacional na producdo de pescado com projecdes otimistas
de crescimento. Dentre os peixes mais comercializados estédo a pescada amarela (Cynoscion
acoupa) e a pescada gé (Macrodon ancylodon) que sdo beneficiadas nas industrias no estado,
gerando consideravel volume de residuos, os quais apresentam grande potencial para
bioconversdo em polimeros de alto valor agregado utilizados formagéo de bioplasticos. Esta
pesquisa teve como objetivo desenvolver filmes biodegradaveis, um misturando gelatina e
proteinas miofibrilares extraidos de residuos de pescada g6, e outro misturando os biopolimeros
obtidos de residuos de pescada amarela. As caracteristicas dos filmes de mistura foram
comparadas com as de filmes dos polimeros individuais com o intuito de observar o efeito da
mistura polimérica nas propriedades tecnoldgicas das peliculas formadas. Tanto os filmes
individuais como as blendas poliméricas foram elaborados nas concentracfes de 1% e 3% com
20% de plastificante (glicerol). Os filmes de mistura além de apresentarem as melhores
propriedades de barreira a 4gua, também foram transparentes e termicamente resistentes. A
caracterizacdo através de FTIR e MEV mostraram boa compatibilidade e interagdo quimica
entre os biopolimeros, favorecendo a formacéo filmes com propriedades mecéanicas desejadas
(fortes e flexiveis). As blendas poliméricas tiveram as propriedades tecnoldgicas superiores as
produzidas com os polimeros separados. O filme com 3% de biopolimeros de pescada amarela
foi 0 que apresentou em geral as melhores caracteristicas. Esta pelicula foi estuda quanto a
estabilidade de suas propriedades em diferentes condi¢Ges de armazenamento. Os resultados
mostraram que houve alteragées significativas das propriedades em fungédo do tempo. Os filmes
tornaram-se opacos, escuros e com coloracdo amarela, diminuicdo da solubilidade e do PVA,
além de perda das propriedades mecanicas, apresentando-se mais rijos e menos flexiveis. No
entanto, tais desvantagens podem ser corrigidas com a incorporacgéo de substancias de reforco
(6leos, nanoparticulas) ou tecnologias de modificagdo da estrutura quimica superficial como

aplicacdo de plasma frio e radiacdo UV, tornando possivel o uso dos filmes como embalagem.

Palavras-chaves: gelatina de peixe, proteinas miofibrilares, bioplasticos, mistura polimérica,

caracteristicas tecnologicas, estabilidade ao armazenamento.



ABSTRACT

Paré has stood out on the national scene in fish production with optimistic growth projections.
Among the most commercialized fish are acoupa weakfish (Cynoscion acoupa) and king
weakfish (Macrodon ancylodon) that are benefited in the industries in the state, generating
considerable volume of residues, which have great potential for bioconversion in high added
value polymers used in formation of bioplastics. This research aimed to develop biodegradable
films, one mixing gelatin and myofibrillar proteins extracted from king weakfish residues, and
the other mixing biopolymers obtained from acoupa weakfish residues. The characteristics of
the mixing films were compared with those of the individual polymer films in order to observe
the effect of the polymeric mixture on the technological properties of the formed films. Both
the individual films and the polymeric blends were made in concentrations of 1% and 3% with
20% plasticizer (glycerol). The mixing films, besides owning the best water barrier properties,
were also transparent and thermally resistant. The characterization through FTIR and SEM
showed good compatibility and chemical interaction between biopolymers, favoring the
formation of films with desired mechanical properties (strong and flexible). The polymer blends
had technological properties superior to those produced with separate polymers. The film with
3% of acoupa weakfish biopolymers was the one that presented the best characteristics in
general. This film was studied for the stability of its properties under different storage
conditions. The results showed that there were significant changes in properties with the passing
of time. The films have become opaque, dark and yellow in color, with reduced solubility and
WVP, in addition to loss of mechanical properties, being stiff and less flexible. However, such
disadvantages can be corrected with the incorporation of reinforcing substances (oils,
nanoparticles) or technologies for modifying the surface chemical structure such as application

of cold plasma and ultraviolet radiation, making it possible to use films as packaging.

Keywords: fish gelatin, myofibrillar proteins, bioplastics, polymeric mixture, technological
characteristics, storage stability.
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INTRODUCAO GERAL

Filmes biodegradaveis sdo peliculas obtidas a partir de materiais biologicos. Esses filmes
podem agir como agentes de protecdo contra danos fisicos e biolégicos, assim como impedir a
volatilizacdo de compostos e a perda de umidade de um produto, aumentando sua vida util.
Entre os biopolimeros naturais mais utilizados para obtencdo dos filmes, estdo as proteinas, as
quais apresentam grande vantagem por serem provenientes de fontes renovaveis e capazes de

formar uma matriz continua e coesa (RHIM; NG, 2007).

A capacidade de formacdo de filmes e as propriedades funcionais da gelatina e proteinas
miofibrilares de peixe estdo sendo amplamente explorada em estudos, visando o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis e/ou embalagens de alimentos (CUQ, 1996;
ALFARO et al., 2013; ARFAT et al., 2014; ARAUJO et al., 2018; PEREIRA et al., 2019).

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de melhorar as propriedades dos
filmes a base de proteinas através de tratamentos quimicos, enzimaticos e térmicos
(HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2004; JIANG et al.; 2007; LEI et al.; 2007). Outra alternativa
estudada é a mistura de proteinas a outros biopolimeros. Essa mistura pode melhorar
propriedades dos filmes como a elongacdo, permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade e
resisténcia a tracdo, pois se espera produzir materiais que combinam os melhores atributos de
cada componente utilizado (WU et al.; 2002, DENAVI et al.,2009; HOQUE et al., 2011).

No entanto, aplicacOes praticas de filmes a base de mistura de gelatina e PMP sdo
relatadas com pouca frequéncia. As propriedades de geleificacdo, retencdo de agua,
emulsificacdo, plasticidade, elasticidade e boa barreira ao oxigénio tornam esses biopolimeros
promissores a aplicacdo de filmes biodegradaveis; além de serem matérias-primas abundantes,
produzidas praticamente em todo 0 mundo e de baixo custo. Essa técnica para produzir filmes
de misturas de biopolimeros agregando ao um novo produto os melhores atributos de cada
polimero puro, pode favorecer a formacdo de filmes com caracteristicas superiores e sem a
necessidade de melhoramento de suas propriedades através de pré-tratamentos (Arfat et al.,
2014).

A literatura mais recente tem mostrado que a mistura de biopolimeros de alto peso
molecular, principalmente proteinas e polissacarideos, as propriedades de barreira mecanica,
permeabilidade ao vapor de agua e elongagdo na ruptura foram melhoradas. Isso porque

ocorrem interacdes e rearranjos entre os mesmos (ARFAT et al., 2014). A mistura realizada em
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proporcdo e miscibilidade adequadas produz novos materiais com propriedades superiores a
materiais similares a partir dos respectivos polimeros puros (HOQUE et al., 2011).

Apesar de respostas promissoras quanto a mistura de proteinas miofibrilares e gelatina de
peixe, observa-se a utilizacdo de proporcdes aleatdrias no processo de obtencdo dos filmes.
Sendo necessarios estudos mais direcionados para melhorar o desempenho dos filmes. Com o
conhecimento prévio de variaveis e faixas de formagao de filmes é possivel obter filmes a partir
mistura de gelatina e proteinas miofibrilares de peixe. A proposta desta pesquisa foi estudar o
processo de obtencdo de filmes biodegradaveis, um com mistura de proteinas miofibrilares e
gelatina de pescada g6 (Macrodon ancylodon), e outro misturando proteinas miofibrilares e
gelatina de pele de pescada amarela (Cynoscion acoupa) para melhora das propriedades fisicas

e mecanicas e de barreira dos filmes produzidos e sua estabilidade.

Para tanto, o primeiro Capitulo deste estudo trata de uma Revisao de Literatura, que
apresenta a importancia do tema cientifico e busca subsidiar esta tese. O segundo Capitulo
“Efeito da mistura de polimeros no desenvolvimento de bioplastico a partir de residuos de
peixe” apresenta as propriedades de barreira, cor, parametros opticos e propriedades mecanicas

de filmes com mistura de proteinas miofibrilares e gelatina de pescada go.

O terceiro Capitulo aborda a “Mistura de biopolimeros para o desenvolvimento de
bioplasticos com propriedades tecnoldgicas aprimoradas”. Este capitulo apresenta tecnologia
de mistura como ferramenta para melhorar propriedades de filmes biodegradaveis misturando

proteinas miofibrilares e gelatina extraidos de residuos de pescada amarela.

Com intuito de avaliar a estabilidade das propriedades dos filmes de mistura obtidos de
biopolimeros de pescada amarela, o quarto Capitulo expde o “Estudo da estabilidade ao
armazenamento de filme elaborado com biopolimeros obtidos de residuos de peixe”, o qual
busca oferecer informacdes importantes sobre o comportamento dos filmes biodegradaveis em

funcéo do tempo e tipo de armazenamento.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Desenvolver e estudar as propriedades de filmes biodegradaveis a partir de mistura proteinas

miofibrilares e gelatina provenientes de residuos de peixes amazénicos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar fisico-quimicamente residuos (pele e aparas de filetagem) de pescada go e de pescada
amarela;

- Extrair e caracterizar fisico-quimicamente as proteinas miofibrilares e a gelatina das duas
espécies;

- Determinar a composicdo de obtencdo de filmes biodegradaveis a partir da mistura de
proteinas miofibrilares e gelatina de residuos de pescada go, bem como de pescada amarela;

- Desenvolver e caracterizar os filmes obtidos da mistura de biopolimeros de residuos de
pescada go;

- Desenvolver e caracterizar os filmes obtidos da mistura de gelatina e proteinas miofibrilares

de residuos de pescada amarela;

- Estudar a estabilidade ao armazenamento de filme de mistura polimérica de pescada amarela
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CAPITULO I: REVISAO DE LITERARURA
1. PRODUCAO DE RECURSOS PESQUEIROS E A GERACAO DE RESIDUOS

O Brasil é um dos paises com maior potencial no setor produtivo de pescado, tanto em
virtude de suas caracteristicas geogréficas favoraveis quanto por considerar o setor bastante
promissor economicamente para o pais; até 2016 foram produzidas cerca de 1,2 milhdes de
toneladas de pescado, com estimativa de crescimento em torno de 46,6% até 2030, sendo o
maior produtor de pescado da Ameérica Latina (FAO, 2018). Segundo o ultimo Boletim
Estatistico da Pesca e Aquicultura do Ministério da Pesca, publicado em 2014, o estado do Para
configura no cendrio nacional como a segunda maior producéo pesqueira, ficando atras somente
do estado de Santa Catarina (MPA, 2014).

Com a crescente producdo de pescado a quantidade de residuos produzidos também
aumenta consideravelmente. A producdo de residuos varia entre 20% a 80% do volume do peixe
dependendo da espécie e do tipo de processamento empregado; a composi¢do dos residuos
solidos da industria pesqueira € principalmente de cabeca, 0ssos, pele e visceras (IVANOVS et
al. 2018). D4 o devido tratamento e descarte a esse material é um grande desafio para a industria.
O desenvolvimento de tecnologias que transformem os residuos gerados em diversos
subprodutos destinados a alimentacdo humana e/ou animal ou fertilizantes agrega valor
econémico consideravel a producdo pesqueira. No entanto, materiais bioldgicos de grande
interesse podem ser obtidos como proteinas hidrolisadas, aminoacidos, peptideos bioativos,
pigmentos naturais, polissacarideo (quitosana), colageno, dentre outros
(ARVANITOYANNIS; KASSAVETI, 2008; GHALY et al., 2013).

As proteinas de pescados tém sido amplamente estudadas na preparacdo de embalagens
biodegradaveis e comestiveis devido a sua abundancia, capacidade de formar filmes, e as com
propriedades funcionais dos mesmos. A grande capacidade que as proteinas tém em realizar
ligacGes intermoleculares, especialmente através de ligagdes covalentes, ndo é encontrado em
outro material como polissacarideos (CUQ et al., 1996). Por isso, estudos envolvendo colageno
obtido de pele de peixes tém sido mais comumente citados na literatura (DESOBRY;
DEBEAUFORT, 2011; SILVA et al., 2018; , JRIDI et al., 2020). As proteinas miofibrilares
obtidas do processamento de peixe também sdo objeto de diversas pesquisas, as quais produzem
filmes resistentes e extensiveis, claros, transparentes com boas propriedades de barreira a
oxigénio (CUQ, 1996; NEVES et al., 2004; ZAVAREZE et al., 2012; ARFAT et al, 2014).

O aproveitamento de material residual da industria pesqueira, além de diminuir

problemas ambientais, pois sdo materiais organicos poluentes e de dificil descarte, também

16



trazem vantagens econdmicas para a industria, pois agrega valor a estes subprodutos, dando-
Ihes valor comercial (AGUIAR et al., 2014).

1.1. ESPECIES DE PEIXES AMAZONICOS

O litoral amazonico, incluindo a costa do estado do Pard, possui condi¢cdes ambientais
favoraveis a exploragdo de recursos pesqueiros. Nessa regido, a matéria organica, oriunda da
decomposicdo das florestas de mangue e das planicies inundadas, é responsavel pela formacéo
de condicdes propicias de produtividade (ISAAC et al., 2009). Devido as suas caracteristicas
peculiares a bacia amazonica possui a mais diversificada fauna de peixes (TUNDISI; TUNDISI,
2008).

Dentre as espécies mais conhecidas destaca-se a pescada amarela (Cynoscion acoupa)
€ uma espécie demersal, que ocorre em aguas tropicais e subtropicais da costa atlantica da
Ameérica do Sul, apresentando tolerancia para as aguas salobras. Apresenta corpo alongado, cor
levemente cinza com predominancia amarela, 0 que a denomina pescada “amarela”
(SZPILMAN, 2000).

Figura 1.1: Exemplar de pescada amarela (Cynoscion acoupa)

Fonte: Matos; Lucena, 2006

A pescada amarela tem grande valor comercial, tanto pela qualidade de seu musculo,
como também pela bexiga natatéria, denominada “grude”, utilizada para a elaboracdo de
emulsificantes e clarificantes (WOLFF et al., 2000). Sua producdo pesqueira nos portos
paraenses alcancou 14.140 toneladas no ano de 2010, o que correspondeu a 19% dos
desembarques de origem estuarina e marinha do Estado no periodo. Os principais portos de
desembarque sdo as cidades de Belém, Braganca e Vigia que juntas representam
aproximadamente 66% do desembarque de peixe do estado (IBAMA, 2010).
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A pescada gé (Macrodon ancylodon) também conhecida como corvina boca-mole,
pescada-foguete e pescadinha go, ¢ um demersal com grande distribuigdo geografica, ocorrendo
em zonas estuarinas e marinhas de regides tropicais e subtropicais. Apresenta o corpo longo,
com coloracgéo acinzentada e amarelada, moderadamente compresso, podendo atingir até 45 cm
de comprimento e pesa menos de 1 kg (IKEDA, 2003; SANTOS et al., 2003).

Figura 1.2: Exemplar de pescada g6 (Macrodon ancylodon)

Como a desova da pescada gé ocorre mais de uma vez ao ano sua oferta no mercado é
grande, assim como a procura. O consumo deste pescado é favorecido pelo baixo valor
comercial e pelo sabor intenso (SZPILMAN, 2000). O ultimo levantamento do IBAMA
constatou que o volume de desembarque de pescada gé em indUstrias pesqueiras no estado do
Paré foi de aproximadamente 2.913 ton/ano IBAMA (2010).

O grande volume de pescada amarela e pescada gé beneficiadas nas industrias no estado
do Para gera quantidade significativa de residuos (pele e aparas da filetagem). Necessitando de

tratamento para posterior descarte ou podendo ser destinadas ao aproveitamento.

1.2. COMPOSICAO PROTEICA DE PEIXES

E sabido que os peixes sdo considerados fonte primordial de proteinas de origem animal.
As proteinas do musculo do peixe € comumente dividida em trés grupos principais: as proteinas
sarcoplasmaticas, as proteinas miofibrilares e do estroma.
1.2.1. Proteinas sarcoplasmaticas

As proteinas sarcoplasmaticas constituem cerca de 35% das proteinas totais do musculo,
formadas por aproximadamente 100 proteinas diferentes. Sdo solGveis em agua e apresentam
pesos moleculares baixos. Constituidas, principalmente pelo grupo das albuminas e
lipoproteinas, podem ser podem ser extraidas através da agua de lavagem da polpa de pescado
na obtencédo surimi (TAHERGORABI e JACZYNSKI, 2014).
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1.2.2. Proteinas miofibrilares

As proteinas miofibrilares ocupam volume significativo no masculo do peixe (40 a 60
%), principalmente actina, miosina, tropomiosina e troponina, sendo insollveis em &gua, mas
apresentam boa solubilidade em solucdes salinas de alta forca idnica (OGAWA, 1999).

Actina e miosina s&o as mais conhecidas proteinas miofibrilares, correspondem a 25%
e 55% desse grupo, respectivamente. Denominadas de contrateis, sdo fundamentais durante
processo de “rigor mortis”, pois se complexam, formando a actomiosina, responsaveis pela
capacidade do pescado em reter agua, pelas propriedades sensoriais e pela capacidade de
formacgéo de gel. (OETTERER, 1999).

A tropomiosina e a troponina tidas como reguladoras. A tropomiosina é responsavel
pela sensibilidade do sistema actomiosina ao calcio que deflagra a contracao, e a troponina é a
proteina receptora deste ion (OGAWA, 1999).

1.2.3. Proteinas estromaticas

As proteinas do estroma, também conhecidas como proteinas do tecido conjuntivo,
correspondem de 10% a 15% de proteinas dos musculos esqueléticos. Colageno e elastina
representam a cerca de 2% de proteinas estromaticas no musculo. Entretanto, esse valor € muito
elevado na pele dos peixes (OETTERER, 1996).

O colageno é uma proteina de origem animal, constituida de cadeias peptidicas de
diversos amino&cidos (glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina). Essas
cadeias sdo organizadas de forma paralela a um eixo, formando as fibras de colageno, que
proporcionam resisténcia e elasticidade a estrutura presente (Figura 3). Sua principal funcéo é
contribuir com a integridade estrutural da matriz extracelular ou ajudar a fixar células na matriz
(LINDEN; LORIENT, 2000; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2004).

Figura 1.3: Estrutura tridimensional do colageno
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A estrutura tripla-hélice do colageno é estabilizada pela formacdo de pontes de
hidrogénio intercadeias entre os grupos C=0 e N—H. Quando dissociado térmica ou
quimicamente, a estrutura tripla-helices € quebrada para formar estruturas aleatorias em forma
de espiral, tendo uma cadeia proteica simples. O colageno até entdo insoltvel é convertido em
gelatina sollvel através de hidrolise que pode ser &cida ou bésica. Sendo o coladgeno produzido
pelo processo &cido classifica-se a gelatina resultante em tipo A e, pelo processo bésico, gelatina
tipo B (MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000; GOMEZ-GUILLEN et al, 2011).

Apesar da maioria das gelatinas comerciais serem derivadas de mamiferos,
principalmente de origem suina e bovina, por muitas razdes socioculturais cresce a exigéncia
de fontes alternativas. A gelatina de pele de peixe vem sendo estudada como opgédo a
substituicdo da gelatina tradicional (GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000).

1.3. FILMES BIODEGRADAVEIS

Sao denominados filmes biodegradaveis finas peliculas, preparadas a partir de materiais
bioldgicos, que podem ser classificadas em coberturas ou revestimentos quando séo depositadas
diretamente na superficie do alimento; e em filmes, quando sdo obtidas e posteriormente
aplicadas da forma desejada. Sdo denominados biodegradaveis por serem parcial ou totalmente
degradados por microrganismo do ambiente; e sdo quase na sua totalidade elaborados com
polimeros naturais ou biopolimeros (MONTERREY-QUINTERO et al., 2000;
ANDREUCCETTI, 2010).

Os biopolimeros sdo macromoléculas constituidas por muitas unidades de repeticao
ligadas por ligacdo covalente, produzidos por organismo vivo, como: proteina, cido nucléico
e polissacarideo. Atualmente os biopolimeros tém despertado grande interesse para processos
biotecnologicos. Sua aplicagdo mais recente € a obtencdo de plasticos também chamados de
bioplasticos ou filmes biodegradaveis. Os filmes biodegradaveis tém por base biopolimeros e
varios outros produtos quimicos como estabilizantes, plastificantes, antimicrobianos e
antioxidantes, cuja as proporc¢des e funcionalidades mudam de um biopolimero para outro, de
acordo com sua aplicagdo futura (SIRACUSA et al., 2008).

De acordo com Srinivasa e Tharanathan (2007) os biopolimeros que formam filmes

biodegradaveis podem ser divididos em trés categorias, de acordo com a sua origem:

-Polimeros diretamente extraidos da biomassa: polissacarideos (amido, celulose, pectinas ou
quitina/quitosana); proteinas (caseina, proteinas miofibrilares, gluten, colageno); lipidios

(&cidos graxos, resinas e ceras).
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-Polimeros produzidos por sintese quimica usando monémeros, como acido polilactico, um

biopoliester polimerizado a partir do &cido lactico.

-Polimeros produzidos por microrganismos, tais como pululana e os hidroxipolialcanoatos
(PHAS).

As proteinas estdo entre as principais macromoléculas encontradas na producdo de
filmes biodegradaveis por serem de fonte renovavel e por apresentar propriedades superiores
de barreira a gases. Esta boa barreira ao oxigénio se deve a baixa permeabilidade a substancias
apolares, conferida pela alta densidade de energia coesiva que as proteinas apresentam, e a sua
natureza polar (KARIM; BHAT, 2009). Entretanto, devido ao carater hidrofilico das proteinas,
os filmes obtidos a partir delas apresentam pobre barreira a umidade, 0 que 0s tornam sensiveis
as condicdes ambientais, especialmente a umidade relativa (ANDREUCCETTI et al., 2009;
ARFAT et al., 2014).

1.3.1. Propriedades funcionais dos filmes biodegradéaveis

Os filmes biodegradaveis apresentam propriedades funcionais de barreira, mecanica,
térmica e opticas de acordo com o material que os compdem. O método de obtencdo e
concentracdo do material formador dos filmes também podem influenciar nas caracteristicas
finais. Assim a escolha dos materiais e a forma de preparo do filme dependem do tipo de
aplicacdo desejado (GILBERT; GONTARD, 2005). No caso de filmes poliméricos, sejam
biodegradaveis ou ndo, espera-se que em geral, sejam finos, transparentes, que sirvam como
barreira a agentes externos como umidade e gases; e, em se tratando de filmes biodegradaveis
gue também sejam completamente degradados por microrganismos do meio ambiente (CUQ et
al, 1996).

1.3.1.1. Propriedade de barreira e permeabilidade ao vapor de agua

Vicentini (2003) define propriedade de barreira como sendo a capacidade de uma
embalagem em limitar a transferéncia de agua, gases, agente permeantes como lipideos, bem

como impedir a transmissao de luz, entre o alimento e 0 meio externo.

Em filmes biodegradaveis as propriedades de barreira dependem das caracteristicas do
polimero utilizado, tais como: densidade, solubilidade do polimero com a agua, morfologia e
concentracdo das macromoléculas, tempo de permeagdo. A presenca de substancias
coadjuvante também influenciam diretamente as propriedades de barreira. A adicdo de
plastificantes e residuos de solventes aumenta a taxa de difusdo em polimeros, e area e espessura
do filme (SARANTOPOULOS et al., 2002; MULLER et al., 2008).
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Para Feldman (2001) a permeabilidade dos filmes poliméricos esta relacionada com trés
fatores: a solubilizagdo do permeante na superficie do filme; a difusdo do permeante através da

rede do filme dos dois lados; e a dessorcdo do permeante no lado oposto do filme.

O que rege a solubilizacdo do permeante na superficie do filme e/ou a dessorcdo do
permeante no lado oposto do filme sdo as forcas de Van der Waals ou as ligacGes de hidrogénio,
quando o permeante é a dgua. Esses dois tipos de interacdo quimica determinam a quantidade
de permeante que ira se dissolver no filme. Ja a difusdo do permeante no filme se da pelo
transporte do permeante através das regides ndo-cristalinas do filme, ou través dos espacos

vazios formados por possiveis deslocamentos na cadeia polimérica (GARCIA et al., 1989).

A permeabilidade ao vapor de agua é determinante em filmes para embalagens de
alimentos, pois implicaard na vida de prateleira desejada. Filmes biodegradaveis com alta
permeabilidade tornam o alimento embalado susceptivel a deterioracdo devido ao aumento do
teor de umidade e consequente crescimento de microbiolégico, o que trara alteracGes de cor,
sabor, textura, além do risco a satde do consumidor (FELDMAN, 2001).

Em geral filmes desenvolvidos com proteinas sao eficientes como barreira a gases (02
e CO2), mas possuem alta permeabilidade ao vapor de agua. Porém, quando adicionados de
lipideos ganham resisténcia a umidade (GUILBERT et al., 1996; PALMU et al., 2002).

1.3.1.2. Solubilidade

Segundo Sarantopoulos et al. (2002) a solubilidade pode ser definida como a

propriedade de uma substancia ou material se dissolver em outra solu¢do os meio.

A maioria dos filmes biodegradaveis apresentam afinidade com a dgua, o que os torna
altamente soluveis. Tal afiniddae se da pelas caracteristicas do polimero ou pela adicdo de
plastificante na formulagéo dos filmes (MULLER et al, 2008). A alta solubilidade é muito
interessante para 0 meio ambiente, pois a sua dissolugéo gera baixo impacto. No entanto, para
0 uso como embalagens, especialmente de alimentos que apresentam alta atividade de agua, a
solubilidade elevada dos filmes podem gerar perdas significativas na qualidade e seguranca do
produto embalado (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000; BERTUZZI, VIDAURRE;
GOTTIFREDI, 2007). Também ¢é sabido que a solubilidade dos filmes biodegradaveis esta
relacionada com a permeabilidade ao vapor de agua. Filmes com baixa solubilidade e baixa
permeabilidade podem ser mais amplamente utilizados como embalagem (CARVALHO et al.,
2000).
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1.3.1.3. Propriedades mecanicas

Os filmes petroquimicos sdo resistentes a ruptura quando submetidos a tracdo, também
sdo flexiveis e maleaveis, podendo se adaptar as possiveis deformacdes sem sofrer uma ruptura.
Espera-se que os filmes biodegradaveis apresentem as mesmas caracteristicas. No entanto, é
sabido que os bioplasticos sdo menos eficientes que os filmes convencionais. Fatores como o
biopolimero usado, a técnica de obtencéo do filme, e a habilidade do biopolimero em formar
fortes ligacbes moleculares na matriz do filme afetam diretamente as propriedades mecéanicas
(GONTARD; GUILBERT, 1996; CUQ, 2002).

As propriedades mecéanicas mais estudadas sdo resisténcia a tracdo e elongacdo. A
resisténcia a tracdo (RT), como o nome ja diz, é a resisténcia que o material apresenta no
momento da ruptura. A elongacéo (%) ¢ a capacidade que o material tem de estirar em relacao
percentual ao seu comprimento inicial (SARANTOPOULOS et al., 2002).

Em filmes biodegradaveis, especialmente os produzidos com proteinas, as ligagdes de
hidrogénio sdo as grandes responsaveis pela resisténcia a tracdo dos filmes, por isso, a
necessidade de incremento com plastificantes para dar mobilidade as cadeias poliméricas e
contribuir com a flexibilidade (KROCHTA, 2002).

1.3.2. Filmes biodegradéaveis a base de material proteico de peixe

O sucesso na formacdo de filmes biodegradaveis a partir de proteinas depende
principalmente da estrutura da proteina (globular ou fibrosa), pois esta estrutura define ligacdes
e inter e intramoleculares; e das condi¢6es no processo de obtencdo dos mesmos. As principais
proteinas de pescado usadas na elaboracédo de filmes biodegradaveis sdo o colageno (gelatina)
e as proteinas miofibrilares (actina e miosina) (LACROIX; VU, 2014).

A gelatina extraida de pele de peixes tem sido estuda como material com enorme
potencial para aplicagdo em filmes “verdes” devido as suas caracteristicas unicas, €
termorreversivel, tem acdo geleificante e espessante, emulsificante e estabilizadora, e de fécil
manipulagéo (Lin-Chen et al., 2019). Os Filmes a base de gelatina apresentam boa barreira a
gases, resisténcia mecéanica, sao transparentes, porem, sensiveis a umidade, o que dificulta sua
aplicacdo como embalagem, pois podem inchar, aderi ao alimentos ou se desintegrar (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2009). Na tentativa de melhorar estas caracteristicas, diversos métodos tém
sido estudados, tais como: modificacdo quimica e enziméatica (CARVALHO; GROSSO, 2004);
utilizacdo de mistura com plastificantes (VANIN et al., 2005); incorporacdo de lipideos
(BERTAN et al., 2005) dentre outros.
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Proteinas miofibrilares de pescado produzem filmes com propriedades de barreiras
seletivas ao oxigénio, a oxidacdo lipidica e perdas de compostos volateis (Garcia e Sobral,
2005). A barreira a agua é considerada baixa em reacdo aos filmes sintéticos, porém, maior do
que a maioria dos filmes biodegradaveis (PASCHOALICK et al., 2003; PRODPRAN et al.,
2007). No entanto, os filmes sdo rigidos devido a presenca de forte ligacdo covalente,
especialmente de dissulfeto, sendo necessaria adicdo de significativa quantidade de
plastificantes (40 a 60%), tais como glicerol e sorbitol, para conferir a flexibilidade adequada.
Com a adicdo dos plastificantes os filmes tornam-se flexiveis e maleaveis, porém, aumenta-se

a permeabilidade & gua, devido o carater hidrofilico do glicerol (PEREZ et al., 2016).

Contudo, diversas pesquisas ttm mostrado que a mistura entre polimeros misciveis e
compativeis pode produzir filmes com melhores caracteristicas fisicas e mecanicas, exigindo
menores quantidades de plastificantes. A técnica de mistura além de formar um novo material
combinando as melhores caracteristicas de cada componente, ainda é baixo de custo (WU et
al., 2002; MUYONGA et al., 2004; ARFAT et al., 2014; BATISTA et al., 2019).

1.3.4. Blendas poliméricas

Blenda polimérica é formada por mistura de dois ou mais polimeros. A mistura
possibilita a obtencdo de materiais com propriedades melhores que as de seus constituintes
puros. As propriedades fisicas e quimicas das blendas formadas podem ser alteradas para uma
diversidade de aplicacdes, de acordo com produto final desejado, sendo um importante

mecanismo para o desenvolvimento de novos materiais (ITO et al., 2004).

A obtencdo das misturas poliméricas se da por diferentes técnicas que podem ser
grandemente afetadas pelo método de preparagdo. Para mistura dos polimeros sdo comumente
usados 0 método denominado de “casting”, que consiste na dissolu¢do dos polimeros em um
solvente comum e evaporagdo do solvente formando uma pelicula; e 0 método de mistura por
polimerizagdo na qual ocorre a dissolugdo de um polimero em um mondmero que polimeriza,
formando uma rede interpenetrante (UTRACKI, 1989).

A modificacdo ou aprimoramento de polimeros por meio de mistura € uma tecnologia
bem desenvolvida, tendo registros na década de 1970 (PAUL; NEWMAN, 1978; OLABISI,
ROBESON; SHAW, 1979; WALSH, HIGGINS; MACONNACHIE, 1985). Os primeiros
estudos foram realizados em termoplésticos misturados a solventes de baixo peso molecular
(FLORY, 1953). Com o advento dos biopolimeros a tecnologia voltou a ser estudada com mais

interesse, pois se viu nela a possibilidade de corrigir fatores limitantes. O amido ainda é o
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material mais estudado, mas também podemos citar PLA-acido polilatico (ARMENTANO et
al., 2013), gelatina/alcool vinilico (MENDIETA-TABOADA et al., 2008), proteinas
miofibrilares/alcool vinilico (LIMPAN et al., 2010) e quitosana/proteinas miofibrilares
(BATISTA et al., 2019), gelatina/éleos (SILVA et al., 2018), gelatina/proteinas miofibrilares
(ARFAT et al., 2014), amido/proteina do soro de leite (AZEVEDO et al., 2017). O objetivo da
mistura varia de acordo com o que se pretende; pode passar pela diminui¢do de custo, melhoria

de propriedades mecéanicas, resisténcia ou diminuicdo da sensibilidade a agua.

O sucesso da obtencdo das blendas poliméricas depende da miscibilidade adequada dos
polimeros envolvidos. Por isso, leva-se em consideracdo trés importantes fatores: interacéo
quimica entre os componentes, proporcao relativa em que os componentes estdo na mistura e
as condicdes de processamento (YOO; KROCHTA, 2011).

Em sistemas poliméricos misciveis, 0s polimeros existem na mistura como uma solugéo
homogénea em que os segmentos das cadeias estdo misturados em solucdo mutua e as
propriedades variam progressivamente com a composicdo da mistura. As blendas imisciveis
possuem fases separadas morfologicamente com transicdes vitreas (Tg) distintas (Li et al.,
2020). Na mistura polimérica imiscivel ocorre o aparecimento de duas Tg diferentes com
valores proximos da Tg dos polimeros puros. A escolha dos polimeros, assim como as
condicBes de obtencdo das blendas poliméricas devem ser estudadas a fim de favorecer a
interacdo entre os polimeros na solucdo formadora do filme (IMRE; PUKANSZKY, 2013).

Uma boa interacdo e miscibilidade entre os polimeros é medida pelo aparecimento de
uma unica Tg que indica uma uniformidade em escala molecular e os polimeros tornam-se
interdispersos, formando uma fase homogénea sem segregacdo de fases. Nesta ocorre o0
processo de reticulagdo entre as cadeias polimericas dos biopolimeros envolvidos através de
ligacGes covalentes e ndo covalentes, formando redes tridimensionais reforgadas (UTRACKI,
1989).

As interagBes quimicas sdo ainda mais importantes, pois determinam parametros como
solubilidade, espessura e, especialmente propriedades mecanicas. A identificagdo do tipo e
quantidade de interacBes é fundamental para estimar as caracteristicas do material resultante.
Em geral, as misturas entre biopolimeros apresentam mais casos de sucesso que misturas entre
poliolefinas. 1sso porque os biopolimeros possuem grupos polares que formam ligagfes mais
fortes através de interagdes dipolo-dipolo, resultando em maior miscibilidade (SILVA et al.,
2007; LI etal., 2020). Tais interacGes sdo frequentemente estudadas por espectroscopia (FTIR),
analises térmicas (DSC) e indice de cristalinidade.
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Essa técnica possibilita mudar a perspectiva sobre a inferioridade das propriedades
mecénicas de filmes biodegradaveis em comparacdo com filmes convencionais. Unir
caracteristicas positivas de dois ou mais polimeros € uma forma de maximizar o desempenho
do uso e adaptar suas propriedades para aplicacdes especificas. Quando utilizada com sucesso
a mistura polimérica potencializa o uso dos biopolimeros e os coloca em condicfes de
competividade com polimeros petroquimicos (IMRE; PUKANSZKY, 2013).

Diversas pesquisas tem buscado eficiente e convenientemente ajustar as caracteristicas
de filmes biodegradaveis estudando combinacdes de polimeros e controlando a
proporcionalidade entre eles. Hoque et al. (2011) investigaram a compatibilidade entre gelatina
de lula (Sepia pharaonis) e isolado proteico de feijdo-mungo ou feijdo da china. Os autores
constataram que filmes obtidos da mistura em proporcGes apropriadas apresentaram maior
elasticidade, melhores propriedades de barreira ao vapor de agua, maior estabilidade térmica e
resisténcia a agua, concluindo que a compatibilidade entre os polimeros na mistura determina

0 aprimoramento das caracteristicas das peliculas.

Por ser sabido que gelatina de peixe produz filmes altamente sollveis e pobres em
propriedades de barreira Ojagh et al. (2011) com o intuito de corrigir estas desvantagens
combinaram gelatina de peixe e lignina na formacgdo de filme biodegradavel e usaram na
preservacdo de filés de salmdo sob refrigeracdo (+ 7°C) por 23 dias. Os pesquisadores
observaram que o filme composto preservou a coloracdo dos filés e minimizou desnaturacéo e
oxidacdo da proteica, além de notadamente reduzir o nivel de oxidacdo lipidica durante

armazenamento. Sendo, portanto, eficaz como embalagem de recobrimento.

Arfat et al. (2014) constaram que as propriedades de filmes de proteinas miofibrilares
foram modificadas por mistura com gelatina de peixe comercial. Quando comprados com 0s
filmes formulados a partir das proteinas separadas os filmes de mistura na proporgédo
equivalente tiveram os melhores resultados de permeabilidade ao vapor de agua, boa resisténcia
a tracdo e excelente flexibilidade. Segundo os autores as melhorias sdo atribuidas a boa
interacdo e arranjos apropriados entre as moléculas de gelatina e proteinas miofibrilares na
matriz do filme, podendo ser usado como biomaterial para o desenvolvimento de embalagem

alimentar.

Estudos detalhados mostram que, diferente dos polimeros sintéticos, os biopolimeros
possuem grande numero de grupos funcionais reativos (OH, C=0, NH3) que os torna adequados
para o processo de reticulagdo através de mistura (LAYCOCK et al., 2017). Essa vantagem tem
sido relevante para desenvolver de filme com propriedades funcionais especificas. Abdelhedi

26



et al. (2018) investigaram as propriedades de filmes de mistura e bicamada a partir de gelatina
bovina comercial e proteina de visceras (estbmago e intestino) de cagdo. Observaram que 0s
polimeros sdo compativeis e apresentaram boa interacdo. Os filmes de mistura apresentaram

propriedades de barreira superiores aos de bicamada.
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CAPITULO II: EFEITO DA MISTURA DE POLIMEROS NO DESENVOLVIMENTO
DE BIOPLASTICO A PARTIR DE RESIDUOS DE PEIXE!
RESUMO

A bioconverséo de proteinas de subprodutos da industria pesqueira em bioplastico possibilita a
valorizacdo do material bioldgico, reduzindo a producdo de descarte e consequentemente, de
impactos ambientais negativos do uso de embalagens sintéticas. O objetivo deste trabalho foi
misturar gelatina e proteinas miofibrilares de pescada g6 (Macrodon ancylodon) com intuito de
desenvolver filmes biodegradaveis com propriedades tecnoldgicas aprimoradas. As
propriedades dos filmes de mistura foram comparadas com as de filmes dos polimeros
individuais. A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier revelou boa
compatilidade quimica entre gelatina e proteinas miofibrilares na formacao do filme de mistura.
A interacdo entre os polimeros foi conduzida por ligacfes de hidrogénio, formando pelicula
coesa e reforcada. Os filmes de mistura além de apresentarem 0s menores valores de
permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade, também foram transparentes e, termicamente
resistentes. Assim a mistura entre gelatina e proteinas miofibrilares possibilitou a formacéo de
peliculas biodegradaveis com propriedades tecnoldgicas superiores as produzidas com o0s

polimeros separados.

Palavras-chave: filmes biodegradaveis; gelatina; proteinas miofibrilares de peixe, propriedades

tecnoldgicas.
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1. INTRODUCAO

As embalagens convencionais obtidas a partir de petroquimicos possuem excelentes
propriedades mecéanicas e de barreira. No entanto, sua biodegrabilidade e a possivel migracdo
de agentes toxicos para os alimentos tém sido motivo para inUmeros estudos com intuito de
desenvolver embalagens usando biopolimeros como material base; que além de garantir
seguranca aos alimentos promova sustentabilidade ambiental (BRAVIN et al., 2006; LOPEZ-
RUBIO et al., 2008; NUR HANINI et al., 2014).

Muitas pesquisas tém utilizado proteinas como matéria prima no desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis, como proteina de soja (GUERRERO et al., 2011), gluten de trigo
(ANSORENA et al., 2016), bem como proteinas de pescado (ALFARO et al., 2013; ROMANI
et al., 2018). Isso porque as proteinas se configuram excelentes formadoras de peliculas devido
a capacidade das cadeias proteicas para formar ligacdes intra e intermoleculares e que por meio
de modificacbes quimicas, fisicas ou enzimaéticas, possibilitam chegar as propriedades
adequadas para aplicacéo final das embalagens (HAMMANN; SCHMID, 2014). Ademais, 0
uso de tais biopolimeros no fabrico de embalagens, como os filmes de revestimento, é
interessante ndo s6 porque é favoravel ambientalmente, mas também por possuirem
caracteristicas como comestibilidade, biocompatibilidade, propriedades texturais e estéticas,
extensibilidade (BLANC et al, 2019).

As proteinas, especialmente de origem animal, sdo os biomateriais mais utilizados na
industria de alimentos, e vem sendo amplamente explorada. A escolha e/ou combinacgdes de
proteinas quanto as suas caracteristicas intrinsecas como, estrutura e peso molecular,
composi¢cdo de aminodcidos, capacidade de interacdo quimica; associadas as condi¢Ges do
ambiente quimico tais como temperatura e pH, favorece o desenvolvimento de estrutura e
nanoestruturas que visam a disponibilidade de compostos bioativos, alimentos funcionais e
também embalagens ativas (BOURBON et al, 2019).

A utilizacdo de proteinas (miofibrilar e gelatina) de subprodutos de peixes no
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis possibilita a diminuicdo de impactos
ambientais oferecendo uma alternativa ao substituir as embalagens produzidas a partir de
petroquimicos. Estudos recentes demonstram que filmes biodegradaveis com base nesses
polimeros possuem propriedades mecanicas e de barreira promissoras para utilizacdo na
industria de alimentos, no entanto, somente quando adicionados de dleos e/ou plastificantes
(ARAUJO et al., 2018; SILVA et al., 2018).
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Apesar da boa permeabilidade ao vapor de agua e boa resisténcia a tracao, a rigidez dos
filmes de proteinas miofibrilares é necessaria adi¢do de expressiva quantidade de plastificante,
glicerol ou sorbitol, para conferir adequada flexibilidade ao filme. Porém, estas substancias
hidrofilicas conferem aos filmes baixa barreira ao vapor de agua e alta solubilidade
(CHINABHARK et al., 2007; PRODPRAN et al., 2007). J& os filmes de gelatina de peixe s&o
transparentes e flexiveis, sendo excelente material para incorporacdo e dispersdo de
componentes bioativos (WANG et al., 2007). No entanto, filmes individuais de gelatina tendem
a inchar e dissolver quando entram em contato com matérias alimentares com alta umidade
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Para Arroyo et al. (2019) apesar de promissores a maioria das proteinas ndo apresentam
um conjunto de propriedades apropriadas para o uso especifico, sendo necessaria a adicéo
agentes modificadores ou a combinacdo de dois ou mais componentes para se obter as
carateristicas desejadas. Por isso, varios métodos tém sido estudados com o objetivo de
melhorar as caracteristicas das embalagens biodegradaveis como incorporacdo de éleos com
agentes antimicrobianos (ARFAT et al., 2014b) e antioxidantes (URANGA et al., 2018)
impregnacdo supercritica (SOUZA et al., 2014) e mistura de polimeros (HOQUE et al., 2011;
ARFAT et al., 2014a, ABDELHEDI et al., 2018).

Misturar dois ou mais polimeros tem se mostrado eficaz na busca por filmes com
propriedades tecnoldgicas superiores como, baixa permeabilidade ao vapor de agua, filmes
fortes e flexiveis, transparentes e bioativos (ABDELHEDI et al., 2018). HOSSEINI et al. (2016)
obtiveram filmes com baixa permeabilidade ao oxigénio e vapor de agua ao misturarem gelatina
de peixe e &cido poli-lactico. Filmes de biopolimeros de peixe tiveram suas propriedades
aprimoradas aos misturar-se proteina miofibrilar e gelatina comercial de peixe em diferentes
proporcdes; a mistura conferiu aos filmes melhores propriedades mecénicas e de barreira ao

vapor de agua quando comparados com filmes de polimeros puros (ARFAT et al., 2014a).

Portanto, o objetivo desta pesquisa € estudar a mistura de biopolimeros como ferramenta

para desenvolver filmes biodegradaveis com propriedades tecnoldgicas aprimoradas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIA-PRIMA

Os subprodutos provenientes da producdo de filés (aparas da filetagem e pele) de
pescada g6 (Macrodon ancylodon) foram doados pela industria pesqueira Ecomar Ltda,
localizada no municipio de Vigia-PA, Brasil. Os residuos foram lavados em agua clorada (5
ppm) a £ 4 °C. As aparas foram trituradas por 1,5 minutos em Cutter (Filizzola, Sire Cutter).
Apds a remocéo de escamas as peles foram cortadas em pedacos de aproximadamente de 4x4
cm. Em seguida, as amostras foram embaladas a vacuo e congeladas a -26°C + até o momento

da extracdo de proteinas miofibrilares e da gelatina
2.2. OBTENCAO DOS BIOPOLIMEROS
2.2.1. Obtencao das proteinas miofibrilares

Para obtencdo das proteinas miofibrilares, foi utilizada a metodologia de Zavareze et al.
(2012) com modificacfes. Visando a desodorizagdo, o musculo triturado de pescada amarela
foi misturado com acido fosférico a 0,02% na proporgdo 1:3 (m/v) por 15 minutos e, em seguida
a solucdo foi filtrada em tecido de faillet. A parte sélida obtida foi lavada com agua destilada a

7°C na proporcéo de 1:3 (m/v) para a retirada do excesso de acido sendo filtrada novamente.

O material resultante foi misturado com solucéo de cloreto de sédio 50 Mm a + 7°C na
proporcao de 1:3 (m/v) por 5 minutos seguido de centrifugacdo a 10.000 rpm por 4 min a + 4°C
em centrifuga refrigerada (Thermo Fisher, Multifuge X1R), este processo foi repetido duas
vezes e a pasta resultante (proteinas miofibrilares) foi distribuida em bandejas de aco
inoxidavel, congeladas a + -26°C e liofilizadas a + -60°C por 48h em liofilizador (Liotop,
L101). Apo6s a liofilizacdo o material foi peneirado (Tyler 35 com abertura de 0,42 mm)
obtendo-se a proteinas miofibrilares de pescada g6 (PMP).

2.2.2. Extracao da gelatina

A extracdo da gelatina da pele de pescada go foi realizada conforme proposto por Bueno
et al. (2011) com modificacGes. Cerca de 20g de pele foram misturadas a 100 mL de solucéo
de NaCl 0,6 M, agitada em incubadora Shaker (Cielanb, modelo CE-725B) a 85 rpm a 25°C +
por 15 minutos, sendo drenadas e lavadas em agua corrente. Em seguida foi adicionada a pele
solucdo de NaOH 0,3 M (1:5 m/v) sendo agitadas & 85 rpm a 25°C + por 15 minutos e logo ap0s
drenadas e lavadas em &gua corrente. Posteriormente foi utilizado acido acético 0,02 M na

proporcéo 1:5 (m/v) sob agitacdo por 1 hora, drenadas e lavadas em agua corrente.
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Em seguida, foi adicionada a pele agua destilada na propor¢do 1:5 (m/v), levada ao
banho-maria (TECNAL, TE-057) por 12 horas a 50°C * e filtradas em tecido de faillet. A
solucéo obtida foi recolhida em bandejas de aco inox, congelada a — 26°C + por 48, liofilizada

a -60°C + por 36 horas, obtendo-se a gelatina liofilizada de pescada go (GP).
2.3. ELABORACAO DOS FILMES

Para elaboragdo dos filmes “puros”, de proteinas miofibrilares (PMP) ou gelatina (GP),
utilizou-se a metodologia proposta por Zavareze et al. (2012), com modificacdes. Estes filmes
foram elaborados por suspensao dos polimeros com 1,0 e 3,0% (m/v), pH ajustado para 3,0 com
acido cloridrico (HCI) 2M, e glicerol a 20% como plastificante. A solugdo foi homogeneizada
a10.000 rpm durante 5 minutos em homogeneizador (Turratec, Tecnal, TE-102) e, em seguida
aquecida a 70°C = em banho-maria (Tecnal, TE-057) durante 40 minutos. A solucdo
filmogénica obtida foi filtrada, colocada em bandejas de silicone com 22 cm de diametro, e seca

em estufa incubadora com circulagéo de ar (Quimis, Q315M) a 30°C + durante 18 horas.

Os filmes blendas (BL) obtidos a partir da mistura de proteinas miofibrilares e gelatina,
foram elaborados de acordo com a metodologia de ARFAT et al. (2014) com modificaces.
Foram preparados nas concentracdes de 1,0 e 3,0% (m/v), sendo os polimeros misturados na

proporcéo 1:1 (PML:GP) e utilizando a mesma quantidade de glicerol dos filmes puros (20%).

A gelatina (GP) foi previamente dissolvida em 50 mL de &gua destilada e reservada. As
proteinas miofibrilares (PML) foram solubilizadas em 100 mL de agua e adicionadas ao
plastificante (glicerol a 20%). Posteriormente o pH da solucéo foi ajustado para 3,0 com HCI
2M e homogeneizada (Turratec, Tecnal, TE-102) a 10.000 rpm durante 5 min. Em seguida a
gelatina foi adicionada a solucdo de proteinas miofibrilares, novamente homogeneizada e
aquecida em banho-maria a 70°C * durante 40 minutos. A solucdo final foi filtrada em tecido
de faillet, espalhada no suporte de silicone com 22 cm de didmetro e seca nas mesmas condicdes

dos filmes puros.

2.3.1. Determinacéo das propriedades dos filmes
Espessura do filme

A espessura do filme foi medida utilizando micrémetro digital (Insize, modelo 1P54),
em oito locais aleatorios em torno de cada filme obedecendo ao afastamento da borda de 60
mm (ZAVAREZE et al., 2012)
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Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (E) dos filmes
foram determinados empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) utilizando
texturdmetro (QTS, Brookfield). A separacao inicial das garras e a velocidade foram de 30 mm
e Imm.s ™, respectivamente, e o corpo de prova (2,5 cm x 3,0 cm) de cada tipo de filme. A forca

méaxima (N) e extensdo final a ruptura foram utilizadas para calcular a RT e E, respectivamente.
Permeabilidade ao Vapor de Agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada utilizando o método
modificado ASTM D882-95 descrito por ARFAT et al. (2014). O filme foi aderido a abertura
de um becker com 4,5 cm de didmetro e 7,0 cm de altura contendo 10 g de silica gel a 0% UR,;
OPa de pressdo de vapor de agua a 30°C +. O conjunto de amostras foi colocado em dessecador
contendo agua destilada e mantidos estufa incubadora com circulacdo de ar (Quimis, Q315M)
a 30°C a 99% UR, e 4244,9 Pa de pressao de vapor de agua a 30°C + por um periodo de 10
horas. A PVA foi calculada através da Equacao 1.

WX Equacéo 1
A.t.AP

PVA =

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de dgua (g.m™2. s*. Pa1.); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t:
tempo de incubagdo (horas); AP: diferenca de pressdo parcial (Pa). Trés corpos de provas de
cada filme foram usados para o teste de PVA.

Solubilidade do filme

Para medir a solubilidade dos filmbes foi utilizada metodologia de GONTARD et al.
(1994). Os filmes foram recortados em discos de 2 cm de diametro e determinada a matéria
seca em estufa a 105°C * por 24 horas. As amostras secas foram imersas em 50 mL de agua. O
sistema foi agitado em incubadora Shaker refrigerada (Cielanb, CE-725B) com velocidade de
150 rpm por 24 horas a 25°C +. Em seguida, as amostras foram removidas e secas (105°C por
24 horas), para determinar a matéria seca ndo dissolvida em agua. O percentual de solubilidade

foi calculado usando a Equacéo 2.

mi—mf

S = 100 Equacéo 2

mi

Onde: S: solubilidade (%); mi: massa seca inicial (g); mf: massa seca final (g)
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Transparéncia

A transparéncia dos filmes foi determinada a 600 nm por meio da Equacéo 3 de acordo
com o método ASTM D1746 (HAN; FLOROS, 1997).

log%T

Transparéncia = Equacdo 3

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

Cor dos filmes

A cor dos filmes foi determinada usando colorimetro digital (Minolta, CR 310), sendo
avaliados os parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do pigmento vermelho), b*
(intensidade do pigmento amarelo), C* (croma), h” (dngulo matiz).

Termogravimetria (TG/DTG)

Os filmes foram analisados utilizando analisador termogravimétrico (Shimadzu, DTG-
60AH) em atmosfera de nitrogénio com vazéo de 20 mL.min. As amostras foram aquecidas a
partir da temperatura ambiente (+ 25°C) até 600°C com taxa de aquecimento de 10°C.min. A
aquisicdo dos registros e tratamento dos dados foi realizada com auxilio do software TA60

versdo 2.21 (Shimadzu).
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho foi realizada em
espectrdmetro com transformador de Fourier (Bruker, Vertex 70v). Os espectros foram obtidos

na faixa espectral de 400 a 4000 cm™ coletados 32 varreduras com resolucéo de 4 cm™.
Caracterizagdo microscopica do filme

A microestrutura dos filmes foi determinada utilizando microscopio eletronico de
varredura (Tescan, Vega3), com voltagem de aceleracdo de 15 kV. As amostras foram
metalizadas com ouro para permitir condutividade elétrica necessaria a formacdo das imagens
com auxilio da metalizadora (Quorum Technologies, SC7620). As micrografias foram capturas
com ampliacdo de 7000x para a superficie e 4000x para a sec¢éo transversal do filme.

2.4, ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos pardmetros de espessura, solubilidade, PVA, RT, %E, cor, e
transparéncia foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) realizada através do programa
Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT Inc., 2004).
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3. RESULTADOS

Os filmes obtidos a partir de proteinas (miofibrilares e gelatina) de pescada gé
apresentaram aparéncia homogénea, finos, transparentes, flexiveis e elasticos. Aproximando-

se visualmente aos filmes convencionais.
3.1. PROPRIEDADES DOS FILMES

Os resultados das propriedades fisicas, mecéanicas e de barreira dos filmes puros e dos
filmes de mistura (BL) sdo apresentados na Tabela 2.1.
Tabela 2.1: Propriedades dos filmes puros e de mistura elaborado com gelatina e proteinas

miofibrilares de pescada go

Composicédo Espessura RT Elongacéo PVA Solubilidade

do filme (mm) (MPa) (%) (x 10 g.mtstpal) (%)
GP1%  0,037+0,002d 2,75+053e 538,26+ 3,96a 5,48+ 0,52 a 93,75+ 1,67a
GP3%  0,128+0,001a 3,13+£0,02c 459,10+2,89b 540+0,16 a 74,08 £2,74 b

PMP 1% 0,036+0,000d 958+051b 11497+0,31f 541+0,54a 27,40 2,92 ¢

PMP3% 0,087 +0,003c 12,31+0,42a 126,58+ 124¢ 4,26+0,12b 25,46 £3,45¢
BL1%  0,031+0,002e 5,26+0,43d 315,65+3,06d 3,12+0,22 ¢ 27,04 £ 057 c
BL3% 0,106 +0,002b 6,49+0,36c 384,80+1,28¢C 269+016c 2311%+209¢c

* GP: gelatina de pescada gé; PMP: proteinas miofibrilares de pescada gé, BL: GP + PMP.
**|_etras iguais na mesma coluna indicam que as médias nao diferem significativamente (p < 0,05)

As espessuras dos filmes de GP, PMP e BL de pescada gé apresentaram diferenca entre
si (p < 0,05). Os filmes de gelatina (GP) foram 0s que tiveram maior espessura quando
comparados com os filmes de proteinas miofibrilares (PMP) e os de mistura (BL) nas mesmas
proporcoes. Observou-se ainda que a espessura dos filmes aumentou proporcionalmente com o
aumento da concentracdo dos polimeros nas formulacdes. Dentre todos os filmes o de BL na
concentragdo de 1% foi o mais fino e o filme de GP 3% 0 mais espesso. Isso indica que houve
boa miscibilidade e interacéo entre gelatina e as proteinas miofibrilares na rede dos filmes de

mistura.

As propriedades de resisténcia a tracdo (RT) e percentual de elongacao (%E) dos filmes
na tabela 2.1 mostrou que os filmes de PMP apresentam os maiores valores de RT, seguido dos
filmes de GP. Nas mesmas concentracdes de polimeros os filmes de BL tiveram 0s menores
valores de RT, sugerindo que os filmes sdo mais maleaveis e flexiveis que os demais. Quanto

ao %E os menores valores encontrados foram para os filmes de PMP, considerados filmes
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tensos, caracteristica comum a filmes elaborados somente com proteinas miofibrilares
(HOQUE et al., 2011). J& os filmes de GP apresentaram maiores valores para %E, sendo muito
superiores aos filmes de PMP, cerca de quatro vezes maior. Neste parametro os filmes de BL
tiveram valores intermediarios (315,65 + 3,06 e 384,80 + 1,28) quando comparados aos filmes
puros, chegando a ser quatro vezes mais elasticos que os filmes de PMP. Quando
correlacionados RT e %E observa-se que os filmes de BL apresentaram caracteristicas

promissoras, pois € uma pelicula resistente e elastica.

Os melhores valores de PVA foram encontrados nos filmes com menores concentracfes
de polimeros. A associacdo entre GP e PMP mostrou ser vantajosa no desenvolvimento de
filmes biodegradaveis com baixa permeabilidade ao vapor de agua. Os resultados mostram que
os filmes de BL tiveram os menores valores para esta propriedade (2,69 + 0,16 e 3,12 £ 0,22)
sendo até duas vezes menores que 0 PVA dos filmes puros. O mesmo comportamento pode ser
observado no parametro solubilidade. Os filmes de BL foram os que apresentaram menor
solubilidade, sendo até quatro vezes menor que a solubilidade dos filmes de GP. Neste
pardmetro nao houve diferenca (p < 0,05) entre os filmes de BL e PMP, porém ao se avaliar
conjuntamente com o PVA constata-se que os filmes de BL tiveram suas propriedades fisicas
e de barreira melhoradas. A boa interagdo entre os polimeros de gelatina e proteina miofibrilar
nos filmes de BL, regida principalmente por ligagdes de hidrogénio (ver FTIR), resultou em
alta densidade e consequente solubilidade reduzida dos filmes de mistura.
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Cor e Transparéncia

Tabela 2.2. Pardmetros de cor e transparéncia dos filmes de gelatina, proteinas miofibrilares e

de blendas em diferentes concentracdes.

Parametros de cor

Filme L* ax b* C* h Transparéncia
GP1%  8951+0,18a -459%0,07b 6,20 £ 0,58 d 7,72+0,51d 126,63 +0,09ab  3,40+0,06d
GP3% 8856+044b -480+0,04a 7,13+0,06 c 8,57+0,07c 124,13+ 0,13 b 6,03 +£0,03 a

PMP 1% 87,11+0,22cd -3,88%0,02f 6,42 £0,19 cd 750+£0,17 d 121,09+ 0,75¢ 521+0,01b
PMP 3% 86,78+0,12d -4,25+0,02 ¢ 10,56 + 0,08 a 11,39+ 0,07 a 111,92+ 0,20 e 5,04+0,01c
BL 1% 89,42+0,22a -4,02x0,01e 531+0,28¢ 6,66 0,17 e 12751+0,11a 184+0,01e
BL 3% 87,64+0,18c -4,14 +0,01 d 8,43+0,08Db 9,39£0,07b 116,17 £ 0,20 d 1,00+£0,01f

*GP: gelatina de pescada g6; PMP: proteinas miofibrilares de pescada g6; BL: mistura de GP + PMP
Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem significativamente (p < 0,05).

Transparéncia e cor sao caracteristicas fundamentais em embalagens de alimentos, onde
a visualizacdo do contetdo € determinante na decisdo de compra do consumidor. Os parametros
(L*, a*, b*, c* e h) permitem caracterizar quantitativa e qualitativamente os filmes puros e de
mistura. Na tabela 2.2, observa-se que tanto os filmes puros (GP e PMP) como os de mistura
(BL) caracterizam-se pela predominancia do pigmento amarelo (b*), sendo confirmados pelo
angulo de tonalidade h*, superiores a 100°, ou seja, mais préximo da coordenada cromatica b*,
assim como a intensidade e distincdo da cor € ratificada pelo aumento do croma c*.
Considerando que os filmes foram produzidos em condi¢fes acidas (pH 3,0) o aumento na
coordenada b* é compreensivel, pois condi¢des &cidas estimulam a formacdo de pigmentos
amarelos. A medida que a concentracio de polimeros aumentou foi observado incremento na
intensidade do pigmento amarelo e leve diminuigdo na luminosidade (L) em todos os filmes.
No entanto, os filmes de BL apresentaram-se claros e mais transparentes (menores valores),

caracteristicas recomendados para recobrimentos de alimentos.
Analises Térmicas

A termogravimetria (TG) e sua derivada (DTG) dos filmes puros e de mistura estdo
apresentadas na Figura 2.1. Nela pode-se analisar a estabilidade térmica dos filmes frente a
temperatura através da mensuracdo da perda de massa. Por meio da curva de DTG os est&gios
de perda de massa, representados por picos, sdo mais facilmente visualizados.
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Figura 2.1: Curvas de TG/DTG de filmes de gelatina (GP), proteina miofibrilar (PMP) e de

mistura (BL) em diferentes concentragdes.
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As curvas de TG/DTG mostram que todos os filmes tiveram degradacdo térmica em

dois estagios. O primeiro estagio foi observado entre 30,18 e 52,32°C alcangando 228°C, esta

perda de massa corresponde a volatilizacao de agua livre ou adsorvida da rede dos filmes, assim

como componentes do glicerol e proteinas de baixo peso molecular (HOQUE et al., 2011). O

segundo estagio se deu de 232,44 a 301,17°C pode ser atribuido a degradacdo de proteinas de

alto peso molecular e que estabeleciam ligagOes fortes na formacdo da matriz dos filmes.

Tabela 2.3: Propriedades térmicas dos filmes puros e de mistura elaborados com gelatina e

proteinas miofibrilares de pescada go.

FILME Estagio 1 Estagio 2 Residuo (%)
Onset (°C) % massa Onset (°C) % massa
GP 1% 34,28 18,35 252,42 53,65 27,99
GP 3% 33,55 23,43 254,02 54,45 22,12
PMP 1% 52,32 26,07 301,17 47,29 26,64
PMP 3% 31,31 18,69 232,44 48,55 32,76
BL 1% 41,38 20,28 258,24 57,20 22,52
BL 3% 30,18 21,92 254,63 54,26 23,82

As temperaturas de perda de massa variaram entre os filmes devido sua composicao e

concentracgdo de polimeros (Tabela 2.3). Entre todos os filmes 0 PMP 1% apresentou as maiores
temperaturas de degradacao (52,32-301,17°C), seguido de BL 1% (41,38-258,24°C). A perda
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de massa no primeiro estagio foi maior para o filme de PMP 1% e no segundo estagio a maior
perda de massa foi do filme BL 1% (57,20%). Todos apresentaram massa residual & 600°C
(22,12-32,76%), no entanto, o filme PMP 3% teve o maior percentual (32,76%); o que significa

dizer que foi 0 mais estavel termicamente.
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros dos filmes de GP, PMP e BL s&o mostrados na Figura 2.2. Os espectros de
todos os filmes apresentaram maiores vibra¢6es nos comprimentos de ondas de 3279-3263 cm’
! correspondendo a amida A (vibragbes de estiramento de NH unidos por ligacdes de
hidrogénio); 2941-2903 cm™ relativo a amida B que equivale a vibracdes de estiramento de CH
e NHs; vibrages em 1643-1628 cm™ sendo amida | (vibragdes moleculares de estiramento em
C=0/liga¢do hidrogénio acoplado ao grupo COQ) e no comprimento de onda de 1549-1520
cm que corresponde a amida Il (vibragdo de flexdo dos grupos N=H e estiramento de C=N),
respectivamente. Dentre as blendas o filme de BL 3% apresentou menor espectro vibracional
de amida A, possivelmente pela boa interacdo entre as cadeias de proteinas miofibrilares e

gelatina.

Figura 2.2: Espectro de FTIR de filmes de gelatina (GP), proteina miofibrilar (PMP) e de
mistura (BL) em diferentes concentragdes.
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O maior pico de amida-I foi encontrado no filme BL 3%, esta faixa de absorcao que fica
entre 1600-1700 cm™, é citada na literatura como sendo muito importante no estudo da estrutura
secundaria das proteinas (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004). Os espectros permitem
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analisar as possiveis interacdes entre os biopolimeros na matriz dos filmes de BL. Uma banda
de absorcdo na faixa de 1047-1036 cm™ foi observada para todos os filmes, sendo

provavelmente a ligacdo entre plastificante (glicerol) e polimeros formadores dos filmes.
Caracterizac@o microscopica dos filmes — MEV

As eletromicrografias dos filmes puros e de mistura sdo mostradas na Figura 2.3.
Quando observados a olho nu percebia-se que tanto os filmes puros como os de mistura eram
homogéneos, lisos e continuos. Entretanto, observados através de microscopia notou-se que
ambos os filmes de GP apresentaram superficie coesa, porém com rugosidade e particulas

insoldveis. Na sec¢éo transversal é possivel visualizar fissuras e orificios.

Figura 2.3: Micrografias da superficie dos filmes (5000x) e sec¢do transversal (7000x): filme
FG1%: Al e A2; Filme FG3%: B1 e B2; Filme FMP1%: C1 e C2; Filme FMP3%: D1 e D2;
Filme BL1%: E1 e E2; Filme BL3%: F1 e F2.

Surface Cross-section Surface Cross-section

Os filmes de PMP sdo notadamente densos e com aglomeragcdo de material seco
insollvel e com pequenos espagos vazios na seccao transversal. As micrografias nos filmes de
BL mostraram boa compatibilidade entre GP e PMP. Observou-se que os filmes de mistura

possuem superficie lisa e homogénea, sem pontos de aglomeracéo ou particulas, caracterizando
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uma estrutura coesa e ordenada. N&o se observou distingdo entre os polimeros na rede dos

filmes. Notadamente os filmes de BL formaram redes mais densas e ordenadas.
4, DISCUSSAO

Filmes de PMP séo em geral mais finos devido as fortes ligacdes dissulfetos covalentes
na matriz proteica as quais estabelecem uma densidade constante. Nota-se que o aumento na
concentracdo de polimeros na formulacdo dos filmes a espessura aumenta significativamente
(p < 0,05). Essa mudanga se da logicamente pelo volume de polimeros na matriz dos filmes,
mas também pela possivel absorcdo de agua circundante, pois 0 nimero de grupos polares
existentes na superficie da proteina na rede dos filmes favorece o ganho de &4gua do meio
(KROCHTA, 2002).

A espessura dos filmes esta fortemente relacionada com as propriedades mecanicas;
guanto menos espesso, menor forca sera necessaria para ruptura do mesmo, ou seja, diminui o
valor de RT e aumenta a elasticidade, refletindo também na solubilidade do filme (Tabela 2.1).
Os valores encontrados neste estudo foram superiores aos relatados por HOQUE et al. (2011)
e ARFAT et al. (2014) ao estudarem blendas de gelatina de peixe com proteina de feijao-

mungo, e gelatina e proteinas miofibrilares de peixe, respectivamente.

As propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo (RT) e percentual de elongacédo (%E)
dos filmes estudados mostram que os filmes de PMP sdo mais rijos, com valores elevados de
RT e menores para %E. Segundo MIRZAKHANI; MOINI; EMAM-DJOMEH (2015) a
presenca de elevado teor dos aminodcidos glutamina e asparagina nas proteinas miofibrilares
de peixe, conferem duplas ligacdes de hidrogénio (85 kj/mol) entre os peptideos da cadeia
proteica, tornando-0s menos extensiveis. No entanto, ao combinar proteina miofibrilar com
gelatina nos filmes de BL observa-se que os filmes tornam-se mais flexiveis, porém ainda com
valores consideraveis de RT. Diante da interacdo entre os polimeros as duplas ligacbes dao
lugar as ligacGes de hidrogénio simples (25 kj/mol), que sdo mais fracas, diminuindo a
densidade e a forca de cisalhamento entre os peptideos. Este efeito pode ter sido favorecido
pela agdo do pH 3,0 usado na formulacéo das peliculas. Nuanmano et al. (2015) observou o
mesmo efeito ao adicionar gelatina de peixe como plastificante em filmes de proteinas

miofibrilares de tilapia vermelha.

Foi também observado que o acréscimo nos niveis dos polimeros usados na formulagédo

foi acompanhado do aumento nos valores de RT. Provavelmente, devido ao aumento no numero
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de cadeias proteicas e, consequente elevacao das interagdes intermoleculares na rede dos filmes
(KAEWPRACHU et al., 2016).

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes biodegradaveis € umas das propriedades
mais importantes para a aplicabilidade destes. Em geral os filmes a base de proteinas de peixe
apresentam baixa barreira ao vapor de 4gua o que dificulta sua utilizagdo como embalagem. No
entanto, o PVA é uma propriedade fortemente relacionada com as caracteristicas do polimero
e suas interacbes com polimeros associados. Quando ocorrem fortes interacBes inter e
intramoleculares entre os biopolimeros, ligacdes cruzadas de dissulfeto e hidrofébicas podem
acontecer, resultando em baixo PVA (KAEWPRACHU et al., 2016). Como a migracdo de agua
através do filme também ¢é regida pela rede do mesmo, a espessura deve ser levada em
consideracdo, pois filmes mais espessos e com densa estrutura impedem a migracao de agua,
diminuindo o PVA (OUJIFARD et al., 2013)

A solubilidade em agua dos filmes biodegradaveis é em grande parte dependente da
estrutura dos polimeros que os compdem e, em caso de mistura, das ligacbes estabelecidas entre
eles (KAEWPRACHU; RAWDKUEN, 2014). Como esperado os filmes de GP apresentaram
alta solubilidade; primeiramente, pela estrutura em espiral que o colageno adquire apos
hidrélise parcial durante a extracdo da gelatina, e também devido a composicéo de aminoacidos
hidrofilicos da mesma (HOQUE et al., 2011; YAO et al., 2017). O uso de glicerol como
plastificante na formulacdo dos filmes contribuiu para este efeito, pois além de ser hidrofilico,
o glicerol aumenta a mobilidade entre as cadeias peptidicas da gelatina, torando-os mais
soltveis (EKRAMI; EMAM-DJOMEH, 2014).

Os peptideos das proteinas miofibrilares dos peixes sdo unidos principalmente por
ligacdo dissulfeto covalente, tidas como ligagdes fortes. Estas ligaces tornam a rede dos filmes
mais densos e compactos, diminuindo liga¢des de hidrogénio com a 4gua, dando aos filmes de
PMP caracteristicas de solubilidade muito inferiores aos de GP (CHINABHARK et al., 2007).
Ao serem formulados filmes com gelatina e proteinas miofibrilares de peixe observa-se que a
solubilidade destes ndo diferenciou (p < 0,05) dos filmes de PMP, provavelmente, devido a boa
compatibilidade entre os polimeros, que propiciou interacfes inter e intramoleculares formando
matriz dos filmes coesa (ARFAT et al., 2014).

Cor e transparéncia
A coloracdo amarelada predominante em todos os filmes pode estar associada a

presenca de lipideos ainda retidos nas proteinas, especialmente na gelatina, pois é sabido que
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peles de peixes contém expressiva fragdo lipidica. Mesmo com repetidas lavagem durante a
extracdo das proteinas (miofibrilar e coldgeno) é possivel que tenham permanecido residuos de
lipideos e de agentes pro-oxidantes como hemoglobina e mioglobina, sendo substrato para
oxidacdo e, consequente, aparecimento de pigmentos amarelados (TONGNUANCHAN et al.,
2011). Comumente a coloracdo amarelada dos filmes também é associada a produtos da reacéo
de Maillard, que é a reagéo quimica entre grupo amino e carbonila. No entanto, o musculo de
peixe é podre em carboidratos, especialmente, aclUcares redutores (KROCHTA, 2002).
Entretanto, aldeidos oriundos de oxidacao lipidica podem servir como fonte de carbonila para
a reacdo de Maillard, particularmente durante aquecimento a 70°C necessario para obtengdo da
solucéo filmogénica (BOYD et al., 1993).

A coloracéo foi intensificada com o aumento dos polimeros na formulagéo dos filmes
fazendo com que a transparéncia diminuisse, e isso ocorre porque a concentracdo de polimeros
impede que a luz ultrapasse a camada densa do filme. Resultados semelhantes sé&o retratados
por Tongnuanchan et al. (2011) ao estudarem a relacdo entre o processo de oxidacdo lipidica e
0 surgimento de coloracdo em filme de proteina muscular de tilapia vermelha durante
armazenamento e também por Abdelhedi et al. (2018) em filmes de mistura de gelatina bovina

e hidrolisado proteico de peixe.

Os filmes de PMP sdo em geral mais rijos e resistentes termicamente, devido a maior
quantidade de ligacBes dissulfeto e ligagdes hidrofobicas entre as cadeias proteicas
(TONGNUANCHAN et al., 2011b). Os filmes de BL tiveram temperaturas de degradacédo
superiores aos filmes de GP, possivelmente pelas interacbes entre PMP e GP que resultou em
rede de filme mais robusta, o que Ihes deu maior resisténcia ao calor. Resultados semelhantes
foram descritos por Hoque et al. (2011) e Arfat et al. (2014) ao avaliarem filmes de mistura de
gelatina de peixe com proteina de feijdo-mungo e gelatina com proteina miofibrilar de peixe,

respectivamente.

Como a perda inicial estd mais relacionada com evaporagdo de agua livre e adsorvida,
certamente a agua contida na superficie do filme foi mais facilmente removida, pois as ligacdes
predominantes entre as cadeias proteicas das proteinas miofibrilares sdo de natureza
hidrofobicas. Por outro lado, no filme de BL 1%, esta perda s6 se deu em temperatura elevada
(258°C) onde as fortes ligacGes entre PMP e GP foram quebradas e as proteinas de alto peso
molecular degradadas (REDDY; RHIM, 2014; KAEWPRACHU et al., 2016; MOHAJER,
REZAEI; HOSSEINI, 2017).
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As relagdes estruturais observadas através dos espectros de FTIR para os filmes de puros
e de mistura demonstram haver uma diminuicdo na intensidade das bandas de amida A no filme
de BL 3% (3263 cm™), indicando boa interagdo entre os polimeros formadores do filme.
Quando espectro vibracional € deslocado para menor comprimento de onda na faixa de amida
A sugere-se que hd um alargamento dos grupos OH e NH interagindo e formando ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas dos polimeros na rede do filme (HOQUE et al., 2010). Este
resultado reforca a boa compatibilidade entre as cadeias das proteinas miofibrilares e de
gelatina. Tais interacGes sdo refletidas nas propriedades mecéanicas e de barreira dos filmes de
mistura (Tabela 2.1). Porém, quando ocorre o deslocamento para maior comprimento de onda,
as interacdes sdo de natureza hidrofébica como interagGes entre grupos amina e carbonila (XIE
et al., 2006).

Arfat et al. (2014) reportam resultados semelhantes ao produzir filmes misturando
proteinas miofibrilares e gelatina de peixe. Assim como 0s espectros relatados por Hoque et al.
(2011) ao combinar gelatina de peixe e proteina de feijdo-mungo.

Quanto ao espectro vibracional observado na faixa 1047-1036 cm™ em todos os filmes
é atribuido as possiveis interacdes entre o plastificante e a estrutura dos polimeros na matriz do
filme, sendo favorecidas por ligacGes de hidrogénio derivada dos grupos OH do glicerol,
confirmando assim a mistura homogénea entre os polimeros e glicerol (BERGO; SOBRAL,
2006).

Considerando as micrografias dos filmes de GP onde sdo mostradas rugosidade e
fissuras é possivel supor que tais caracteristicas tenham diminuido as taxas de RT e elevado os
valores de %E, deixando-os mais elasticos. Por outro lado, tais aberturas facilitaram a
penetracdo de gases e agua, tornando-os mais solGveis e permeaveis (MIRZAKHANI et al.,
2015). J& os filmes de PMP s&o mais densos e rijos, porém a presenca de grande quantidade de
particulas insolUveis provoca aglomeragédo e os torna aspero ao toque. Ademais, 0 material seco
na rede do filme provoca rigidez e eleva a resisténcia a tracdo, no entanto, diminui sua
solubilidade (Tabela 2.1). Observagdes semelhantes foram relatadas por SOBRAL et al. (2002)

em filmes obtidos de proteina miofibrilar de tilapia.

Sendo a estrutura dos filmes de BL mais compacta, com poucas fissuras e sem particulas
insoluveis, pode-se afirmar que ha boa compatibilidade entre proteinas miofibrilares e gelatina
de peixe. A organizacdo molecular entre os polimeros na rede dos filmes de BL possibilitou

fortes interagBes entre os mesmos, dando aos filmes caracteristicas mecénicas promissoras
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(Tabela 2.1). Arfat et al. (2014) observou resultados proximos aos desta investigacao ao estudar
filmes obtidos de mistura entre proteinas miofibrilares e gelatina de peixe.

5. CONCLUSAO

A mistura entre gelatina e proteinas miofibrilares de subprodutos de peixe produziu
filmes com matriz coesa e homogénea. Os filmes de mistura tiveram melhores propriedades
mecanicas e de barreira quando comprados com os filmes dos polimeros individuais. A boa
interacdo quimica entre os biopolimeros possibilitou a formacgdo de uma pelicula resistente e
flexivel, com baixa permeabilidade ao vapor de agua, além de visualmente claros e

transparentes; caracteristicas desejadas em embalagens de alimentos.
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CAPITULO I11: MISTURA DE BIOPOLIMEROS PARA O DESENVOLVIMENTO DE
BIOPLASTICOS COM PROPRIEDADES TECNOLOGICAS APRIMORADAS!
RESUMO

Este estudo foi conduzido com o objetivo de melhorar as propriedades fisicas e de barreira de
filmes & base de gelatina de peixe (GP) e de proteinas miofibrilares de peixe (PMP) e de blendas
(BL) com a mistura dos dois polimeros. Os filmes elaborados com GP, PMP e as BL foram
analisados e os resultados obtidos mostraram que a BL produziu peliculas com boa
permeabilidade ao vapor de agua-PVA (2,22 x 101') e que as propriedades mecénicas de
resisténcia a tracdo e percentual de elongacéo foram favorecidas pela mistura dos polimeros. A
estabilidade térmica (TG/DTG) dos filmes de BL foi melhor em comparacéo com a dos filmes
com as proteinas puras. A analise espectroscépica (FTIR) revelou boa interacdo entre os
polimeros, sendo regidas por ligacdo de hidrogénio, o que foi confirmado pela baixa
solubilidade (23,82%). A técnica de mistura de polimeros influenciou positivamente nas
propriedades mecanicas e de barreiras de filmes biodegradaveis.

Palavras-chave: gelatina de peixe, proteina miofibrilar de peixe, filme biodegradavel,

propriedades funcionais.
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1. INTRODUCAO

Filmes biodegradaveis vém sendo produzidos como alternativa a embalagens
convencionais. Diversos polimeros naturais sdo utilizados para obtencdo de filmes, dentre os
quais as proteinas tém apresentado grande vantagem, pois sdo provenientes de fontes
renovaveis e capazes de formar uma matriz continua e coesa (RHIM; NG, 2007). A capacidade
de formac&o de filmes e as propriedades funcionais da gelatina e proteinas miofibrilares de
peixe estdo sendo amplamente exploradas em estudos, visando o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis (CUQ, 1996; HAUG; DRAGET; SMIDSR@D, 2004; KOLODZIEJSKA, 2008;
ZAVAREZE etal., 2012; ALFARO et al., 2013; ARFAT et al., 2014).

Filmes a base de proteinas miofibrilares de peixe tém sido citados na literatura, por
possuirem propriedades de barreiras seletivas ao oxigénio, a oxidacdo lipidica e perdas de
compostos volateis (GARCIA; SOBRAL, 2005). No entanto, pesquisas mostram que os filmes
formados somente por proteinas miofibrilares apresentam baixa propriedade de barreira de
vapor de &gua, devido a hidrofilicidade de aminoécidos. Além de serem rigidas, pela presenca
de forte ligacdo covalente, especialmente de dissulfeto, sendo necessario adicao significativa
de plastificantes (40 a 60%), tais como glicerol e sorbitol, para conferir a flexibilidade adequada
ao filme (PASCHOALICK, 2003; PRODPRAN; BENJAKUL; ARTHARN, 2007).

Filmes a base de gelatina de pescado em geral sdo transparentes, apresentam propriedades
mecanicas interessantes, como elasticidade e maleabilidade, porém mais susceptiveis ao vapor
de agua. Visando melhorar suas caracteristicas, diversos métodos tém sido estudados, como:
modificacdo quimica, térmica e enzimatica (CARVALHO; GROSSO, 2004; HERNANDEZ-
MUNOZ; VILLALOBOS; CHIRALT, 2004; JIANG et al., 2007; LEI et al., 2007).

Outra alternativa € a mistura de proteinas a outros biopolimeros com o objetivo de
melhorar propriedades dos filmes como a elongacdo, permeabilidade ao vapor de agua,
solubilidade e resisténcia a tragdo (WU et al., 2002, DENAVI et al., 2009; HOQUE et al., 2011,
ARFAT et al., 2014).

As propriedades de geleificacdo, retencdo de agua, emulsificacdo, plasticidade,
elasticidade e boa barreira ao oxigénio tornam esses biopolimeros promissores a aplicagdo de
filmes biodegradaveis; além de serem matérias-primas abundantes e de baixo custo. A técnica
de produzir filmes a partir de misturas de biopolimeros favorece a formacdo de filmes com

caracteristicas superiores e sem a necessidade de pré-tratamentos (HOQUE et al., 2011).
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Arfat et al. (2014) produziram filmes a partir de mistura de gelatina e proteinas
miofibrilares de peixe em diferentes propor¢fes, pH e quantidades de plastificante e
constataram que as propriedades de barreira mecanica, permeabilidade ao vapor de agua e
elongacdo na ruptura foram melhoradas. A melhoria das propriedades dos filmes se da pela
interacdo e arranjo entre as proteinas miofibrilares e a gelatina de peixe. De acordo com Hoque
et al. (2011) a mistura realizada em proporc¢des e miscibilidade adequadas produz novos
materiais com propriedades superiores a materiais similares. A proposta desta pesquisa é
elaborar filmes biodegradaveis a partir da mistura de proteinas miofibrilares e gelatina de pele

de pescada amarela (Cynoscion acoupa) com propriedades fisicas e mecanicas melhoradas.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIA-PRIMA

Os residuos provenientes da producéo de filés (aparas da filetagem e pele) de pescada
amarela (Cynoscion acoupa) foram doados pela indUstria pesqueira Ecomar Ltda, localizada no
municipio de Vigia-PA, Brasil. Os residuos foram lavados em agua clorada (5 ppm) a 4 °C +.
As aparas da filetagem foram trituradas por 1,5 minutos em Cutter (Filizzola, Sire Cutter). As
peles foram descamadas e cortadas em pedacos de aproximadamente de 4x4 cm. Ambas as
amostras foram embaladas a vacuo e congeladas a -26°C + até 0 momento da extracdo de
proteinas miofibrilares e da gelatina

2.2. OBTENCAO DOS BIOPOLIMEROS
2.2.1. Obtencéo das proteinas miofibrilares

Para obtencdo das proteinas miofibrilares, foi utilizada a metodologia de Zavareze et al
(2012) adaptada. Visando a desodoriza¢do, o musculo triturado de pescada amarela foi
misturada a acido fosforico a 0,02% na propor¢édo 1:3 (m/v) por 15 minutos e, em seguida
filtrada em tecido de faillet. A parte solida obtida foi lavada com agua destilada fria (7°C) na
proporcdo de 1:3 (m/v) para a retirada do excesso de acido sendo filtrada novamente (XAVIER
NEVES et al, 2019).

O material resultante foi misturado com solucgéo de cloreto de sédio 50 Mm a 7°C £ na
proporcao de 1:3 (m/v) por 5 minutos seguido de centrifugacéo a 10.000 rpm por 4 min a 4°C
+ em centrifuga refrigerada (Thermo Fisher, Multifuge X1R), este processo foi repetido duas
vezes e a pasta resultante (proteinas miofibrilares) foi distribuida em bandejas de aco

inoxidavel, congeladas a -26°C + e liofilizadas a -60°C * por 48h em liofilizador (Liotop,
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L101). A o processo de liofolizagdo o material foi peneirado (Tyler 35 com abertura de 0,42
mm) obtendo-se a proteinas miofibrilares de pescada amarela (PMP).

2.2.2. Obtencéo da gelatina

A extracdo da gelatina da pele de pescada amarela foi realizada como proposto por
Bueno (2011) com modificacGes, cerca 20g de pele foram misturadas & 100 mL de solugéo de
NaCl 0,6 M, agitada em incubadora Shaker (Cielanb, modelo CE-725B) a 85 rpm a 25°C + por
15 minutos e logo apos drenadas e lavadas em agua corrente. Em seguida foi adicionada as
peles solucdo de NaOH 0,3 M (1:5 m/v) agitadas a 85 rpm a 25°C + por 15 minutos e logo ap6s
drenadas e lavadas em &gua corrente. Posteriormente as peles foram adicionadas de acido
acético 0,02 M na proporcao 1:5 (m/v) sob agitacdo por 1 hora, drenadas e lavadas em agua

corrente.

Em seguida as peles foram adicionadas a dgua destilada na proporcéao 1:5 (m/v), levadas
ao banho-maria (TECNAL, TE-057) por 12 horas a 50°C * e filtradas em tecido de faillet. A
solucgéo obtida foi recolhida em bandejas de aco inox, congelada a — 26°C + por 48, liofilizada

a -60°C + por 36 horas, obtendo-se a gelatina liofilizada de pescada amarela (GP)
2.2.3. Perfil de aminoacidos totais dos biopolimeros de pescada amarela

O perfil de aminoécidos totais da gelatina de foi determinado utilizando cromatografo
liquido de alta performance Waters-PICO Tag™, Waters Model 712 WISP (Waters, Watford,
Herts, UK) (WHITE; HART; FRY, 1986). Foi usado como referéncia o perfil de aminoacidos
totais da proteina miofibrilar da pescada amarela, determinado em trabalho anterior (PEREIRA,
2015).

2.3. ELABORACAO DOS FILMES

Para elaboragdo dos filmes “puros”, de proteinas miofibrilares (PMP) ou gelatina (GP),
utilizou-se a metodologia proposta Zavareze et al (2012) adaptada por Xavier Neves et al.
(2019). Estes filmes foram preparados por suspensao dos polimeros com 1,0 e 3,0% (m/v), pH
ajustado para 3,0 com acido cloridrico (HCI) 2M, e glicerol a 20% como plastificante. A solugéo
foi homogeneizada a 10.000 rpm durante 5 minutos em homogeneizador (Turratec, Tecnal, TE-
102) e, em seguida aquecida a 70°C £ em banho-maria (Tecnal, TE-057) durante 40 minutos.
A solucdo filmogénica obtida foi filtrada e espalhada em bandejas de silicone com 22 cm de
diametro, sendo colocadas em estufa incubadora com circulagéo de ar (Quimis, Q315M) a 30°C

+ durante 18 horas.
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Os filmes blendas (BL) obtidos a partir da mistura de proteinas miofibrilares e gelatina,
foram elaborados de acordo com a metodologia de Arfat et al. (2014) com modificacGes. Foram
preparados nas concentracfes de 1,0 e 3,0% (m/v), sendo os polimeros misturados na proporcao

1:1 (PML:GP) e utilizando a mesma quantidade de glicerol dos filmes puros (20%).

A gelatina (GP) foi previamente dissolvida em 50 mL de agua destilada e reservada. As
proteinas miofibrilares (PML) foram solubilizadas em 100 mL de &gua e adicionadas ao
plastificante (glicerol a 20%). Posteriormente o pH da solucéo foi ajustado para 3,0 com HCI
2M e homogeneizada (Turratec, Tecnal, TE-102) a 10.000 rpm durante 5 min. Em seguida a
gelatina foi adicionada a solucdo de proteinas miofibrilares, novamente homogeneizada e
aquecida em banho-maria a 70°C + durante 40 minutos. A solucdo final foi filtrada em tecido
de faillet, espalhada no suporte de silicone com 22 cm de didametro e levada a secagem nas

mesmas condicGes dos filmes puros.
2.3.1. Determinacao das propriedades dos filmes
Espessura

A espessura do filme foi medida utilizando micrémetro digital (Insize, modelo 1P54).
Foram medidos oito locais aleatdrios em torno de cada filme obedecendo ao afastamento da
borda de 60 mm (ZAVAREZE et al., 2012)

Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (E) dos filmes
foram determinados empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) utilizando
texturdmetro (QTS, Brookfield). A separacao inicial das garras e a velocidade foram de 30 mm
e Imm.s %, respectivamente, e o corpo de prova (2,5 cm x 3,0 cm) de cada tipo de filme. A forca

maxima (N) e extensdo final a ruptura foram utilizadas para calcular a RT e E, respectivamente.
Permeabilidade ao Vapor de Agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada utilizando o método
modificado ASTM D882-95 descrito por Arfat et al. (2014). O filme foi aderido a abertura de
um becker com 4,5 cm de didmetro e 7,0 cm de altura contendo 10 g de silica gel a 0% UR,;
OPa de pressdo de vapor de agua a 30°C +. O conjunto de amostras foram colocados em
dessecador contendo &gua destilada e mantidos estufa incubadora com circulacéo de ar (Quimis,
Q315M) a 30°C a 99% UR, e 4244,9 Pa de pressédo de vapor de agua a 30°C + por um periodo
de 10 horas. A PVA foi calculada através da Equacéo 1.
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pyA = X Equagdo 1
A.t.AP

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de agua (g.m. s*. Pa.); W: ganho de peso pelo dessecante (g);
X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t: tempo de incubacéo
(horas); AP: diferenca de pressdo parcial (Pa). Trés corpos de provas de cada filme foram usados para o
teste de PVA.

Solubilidade do filme

Os filmes foram recortados em discos de 2 cm de didmetro e determinada a matéria seca
em estufa a 105°C + por 24 horas. As amostras secas foram imersas em 50 mL de &gua. O
sistema foi agitado em incubadora Shaker refrigerada (Cielanb, CE-725B) com velocidade de
150 rpm por 24 horas & 25°C +. Em seguida, as amostras foram removidas e secas (105°C por
24 horas), para determinar a matéria seca ndo dissolvida em dgua (GONTARD; GUILBERT;
CUQ, 1994). O percentual de solubilidade foi calculado usando a Equacéo 2.

mi—mf

S =

100 Equagéo 2

mi

Onde: S: solubilidade (%); mi: massa seca inicial (g); mf: massa seca final (g)
Transmisséo de luz e Transparéncia

A barreira a luz ultravioleta e do visivel dos filmes foi medida na faixa de 200 e 800 nm
em espectrofotdmetro (Biospectro, modelo SP-22) conforme descrito por Shiku et al. (2004).
A transparéncia dos filmes foi determinada a 600 nm por meio da Equagéo 3 de acordo com o
método ASTM D1746 (HAN; FLOROS, 1997).

log%T

Transparéncia = Equacéo 3

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

A cor dos filmes foi determinada em colorimetro (Minolta, CR 310) obtendo-se
parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b* (intensidade do amarelo),
C* (valor do croma), h* (angulo de tonalidade) e a diferenca total de cor (AE*) calculado de
acordo com a Equagéo 4.

AE*={(AL")? + (4a*)? + (4b*)? Equagao 4

Onde: A ¢ a diferenca dos parametros de cor da amostra
Termogravimetria (TG/DTG)

Os filmes foram analisados utilizando analisador termogravimétrico (Shimadzu, DTG-

60AH) em atmosfera de nitrogénio com vazio de 20 mL.min™. As amostras foram aquecidas a
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partir da temperatura ambiente até 600°C + com taxa de aquecimento de 10°C.min?t. A
aquisicdo dos registros e tratamento dos dados foi realizada com auxilio do software TA60

versdo 2.21 (Shimadzu).
Difracédo de Raio X (DRX)

As medidas de DRX dos filmes foram realizadas com o uso de difratdmetro (Bruker,
D8 Advance) com geometria Bragg-Brentano e detector LynxEye Tubo de Cu, operando a 40
kV e 40 mA, e o raios derivados de radical filtrada por niquel Cu Ko (1,540598A). Os
difratogramas foram registrados entre os angulos de 20 de 5° e 60° com taxa de varredura de
0,02°s,
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho foi realizada em

espectrometro com transformador de Fourier (Bruker, Vertex 70v).Os espectros foram obtidos

na faixa espectral de 400 a 4000 cm coletados 32 varreduras com resolugéo de 4 cm™.
Caracterizacdo microscopica do filme

A microestrutura dos filmes foi determinada utilizando microscopio eletrénico de
varredura (Tescan, Vega3), com voltagem de aceleracdo de 15 kV. As amostras foram
metalizadas com ouro para permitir condutividade elétrica necessaria a formacéo das imagens
com auxilio da metalizadora (Quorum Technologies, SC7620). As micrografias foram capturas

com ampliacdo de 7000x para a superficie e 4000x para a seccdo transversal do filme.
2.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de espessura, solubilidade, PVA, RT, %E, cor, e transparéncia foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) realizada através do programa Statistica® versao
7.0 (STATSOFT Inc., 2004).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes de gelatina, proteinas miofibrilares e de mistura mostraram-se visualmente
homogéneos, finos e transparentes. Quando submetidos a pressdo de alongamento
manualmente foram flexiveis e elasticos. Sua aparéncia geral aproxima-se aos filmes derivados

de petroquimicos.

3.1. PROPRIEDADES DOS FILMES

3.1.1. Perfil de aminoécidos totais dos biopolimeros de pescada amarela

O perfil de aminoéacidos totais obtido para gelatina de pescada amarela (Tabela 3.1) é
semelhante a outros peixes amazonicos, como a dourada (SILVA; LOURENCO; PENA,
2017a), e o filhote (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017b) comprovando que o habitat é
determinante na composicdo. Os aminoacidos predominantes foram a glicina (GLY), prolina
(PRO), alanina (ALA) e hidroxiprolina (HPRO). E desejavel que a gelatina possua maior teor
possivel de iminoacidos, pois estes influenciam positivamente nas propriedades tecno-
funcionais, como forca do gel e ponto de fusédo (OLIVEIRA et al., 2019).

Tabela 3.1. Perfil de aminodacidos totais dos biopolimeros de pescada amarela

Residuos /100 Residuos Gelatina! Proteina
Miofibrilar?
Aspartato ASP 5,28 9,53
Acido glutamico GLU 9,26 15,29
Serina SER 3,17 3,55
Histidina HYS 0,91 1,53
Taurina TAU Nao detectado 0,07
Arginina ARG 8,86 6,57
Treonina THR 3,16 4,51
Alanina ALA 10,08 5,39
Tirosina TYR 0,78 3,43
Valina VAL 1,98 4,67
Metionina MET 1,71 2,94
Cisteina CYS 1,07 0,49
Isoleucina ILE 1,08 4,49
Leucina LEU 2,50 7,63
Fenilalanina PHE 1,89 3,61
Lisina LIS 3,24 9,02
Glicina GLY 24,34 3,78
Prolina PRO 11,86 3,37
Hidroxiprolina HPRO 7,05 0,47
Iminoéacidos totais PRO + HPRO 18,91 3,77
TOTAL 98,22 90,36

'Erro maximo de 15% e 5% nos picos mais altos e intermedidrios, respectivamente
2Adataptado de (PEREIRA, 2015)
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Em relacdo a proteina miofibrilar (Tabela 3.1), os aminoacidos predominantes sdo o
acido glutamico (GLU), aspartato (ASP) e lisina (LIS). Uma maior solubilidade em agua pode
ser atribuida a estes aminoacidos, principalmente, possuirem radicais contendo grupo carbonila
(-OH) e amino (-NH>), aumentando a capacidade de ligagio com a agua (GOMEZ-GUILLEN
etal., 2011).

Aspartato (ASP), Acido glutdmico (GLU), Histidina (HYS), Arginina (ARG) e Lisina
(LIS) representam, aproximadamente, 27% do total de aminoacidos na gelatina e 42% na
proteina miofibrilar de pescada amarela (Tabela 3.1). Eles possuem grupo R’ contendo aminas
livres, com maior afinidade para ligagdo com &cidos graxos e outros grupos funcionais de carga
oposta, 0 que resulta em menor solubilidade em &gua e promove as ligagdes proteinas-gorduras.

3.1.2. Propriedades dos filmes biodegradaveis

Os resultados das propriedades dos filmes puros, bem como os filmes de mistura (BL)
nas concentragdes de 1 e 3% sdo apresentados na Tabela 3.2.
Tabela 3.2: Propriedades dos filmes puros e de blenda polimérica

Filme  Espessura (mm) RT (MPa) Elongacéo (%) PVA (g.m st Pal) Solubilidade %
*GP 1% 0,074+0,01¢ 2,90 +0,19¢ 542,50 +2,79° 1,15x 101 +0,11° 90,86 + 2,292
GP 3% 0,169+0,012 1,12 + 0,054 597,46 £0,17% 2,39 x101°+ 0,282 75,06 +1,07°
*PMP 1% 0,039 + 0,03°¢ 10,31 +1,25% 131,01 £ 3,20°¢ 1,45 x10° +0,01° 27,09+0,96°
PMP 3% 0,112 +0,01° 12,48 £ 0,432 117,28 +0,94F 9,15 x 10t +0,02¢ 21,65 +0,59¢
*BL1% 0,019+0,01f 11,20 + 1,68° 284,38 +1,00¢ 2,22 x 101 +0,02f 23,82 + 3,45«
BL 3% 0,097 +0,01°¢ 9,07 +0,31°¢ 378,24 £ 1,31° 5,24 x 101 +0,38° 29,88+ 1,54°¢

*GP: gelatina de pescada amarela; PMP: proteina miofibrilar de pescada amarela; BL: mistura de GP + PMP;
**[etras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem significativamente (p < 0,05).

Espessura

Observou-se que a espessura dos filmes aumentou com o aumento na concentracdo dos
polimeros (Tabela 3.2). Os filmes de GP apresentaram maior espessura que os filmes PMP e
BL nas mesmas concentracfes. Isso ocorre devido a forte interagdo proteina/proteina
determinada principalmente por ligagdes ionicas, tornando a cadeia mais ordenada e linear,
obtendo-se filmes de proteina com menor espessura (MARINIELLO et al., 2003). Quando
comparados, os filmes puros e os filmes de mistura apresentam diferenca significativa (p <
0,05), sendo que os filmes de mistura s&0 menos esSpPessos que 0S puros nas mesmas

concentragdes. Comportamento contrario foi relatado por Arfat et al. (2014) que constatou
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aumento na espessura dos filmes ao misturar gelatina e proteina miofibrilar de peixe nas
mesmas proporcOes. Lefebvre e Antonov (2001) investigaram a agregacdo de micelas de
caseina com gelatinas alcalinas e acidas, e observaram que as acidas formaram os melhores
complexos (gelatina-caseina), resultando em uma rede mais ordenada. Possivelmente o uso de

pH 3,0 neste estudo favoreceu a miscibilidade dos polimeros na matriz dos filmes.

Por ser uma propriedade que afeta diretamente as demais caracteristicas dos filmes, a
espessura deve ser estudada para aplicacdes especificas. Geralmente filmes mais finos sédo
melhores para serem aplicados como embalagem de alimento por serem mais transparentes, o
que favorece a visualizacdo do produto embalado (KAEWPRACHU; RAWDKUEN, 2014).
No entanto, manter boas propriedades tecnoldgicas como resisténcia a tracdo, elongacgéo e PVA,
é fundamental para o sucesso da aplicacdo. Neste estudo a técnica de mistura proporcionou a
elaboracdo de filmes finos e com boas caracteristicas mecéanicas e de barreira, sendo

promissores & aplicagdo em alimentos.

Propriedades mecanicas

Ao observar os filmes de GP, PMP, BL (Tabela 3.2) nota-se que os filmes de GP
apresentaram menor resisténcia a tracdo e maior percentual de elongac¢do, em funcdo Essa da
estrutura colagenosa, formada principalmente por glicina, prolina e hidroxiprolina (Tabela 3.1).
Segundo Montero et al. (1990) o baixo grau de interacdo inter e intramolecular da gelatina torna
sua estrutura mais flexivel e extensivel, causando mesmas caracteristicas aos filmes obtidos. Os
filmes de PMP obtiveram maiores valores de RT e mais baixos para elongagdo, mostrando
serem mais rigidos e pouco elasticos, caracteristica comum aos filmes de proteinas

miofibrilares.

Os filmes de mistura exibiram menor resisténcia a tracdo que os filmes de PMP e
maiores que os de GP. Quanto a elongagéo os filmes de BL apresentaram-se mais flexiveis que
os filmes de PMP e pouco menos que os de GP. Neste estudo, a resisténcia a tracao dos filmes
de mistura diminui entre 10,26 a 12,02% e a elongacdo aumentou cerca 142,15 a 288,71%
qguando comparados com os filmes de PMP; implicando em peliculas flexiveis, porém com rede
reforgada. Além de flexiveis e resistentes os filmes de BL mostraram ser contrateis, pois ao
serem alongados estes se deformavam e em seguida reconstituiam a sua forma original.
Hamaguchi; Wuyin e Tanaka (2007) explicam que as proteinas miofibrilares formam rede
tridimensional de proteinas unidas por ligagdes i6nicas e hidrofobicas, tornando os filmes rijos

e resistentes. De outro modo, a gelatina possui estrutura terciaria fibrosa, seguida de estrutura
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quaternéria hecoidal e reticulada. Sua estrutura linear e polidispersidade a torna mais extensivel
e disponivel para associa¢des inter e intramoleculares (GUERRERO et al, 2011; SIMON-
LUKASIK; LUDESCHER, 2004). A reticulacdo entre as moléculas de gelatina e proteinas
miofibrilares formaram filmes com boa resisténcia a tracdo e flexibilidade, propriedades

mecanicas melhoradas.

Permeabilidade ao vapor de Agua (PVA)

Os filmes de GP apresentaram resultados mais elevados de PVA, observando-se maiores
valores com 0 aumento na concentracdo de gelatina. Para Hoque et al. (2011) a natureza
hidrofilica da gelatina favorece a liga¢do da agua aos filmes aumentando o PVA. Os filmes de
BL obtiveram menores valores de PVA apesar da gelatina na sua composi¢do. Pronato; Lee e
Park (2006) reportaram o mesmo efeito ao misturar gelatina de tilapia e gellan (polissacarideo
substituto ao 4gar) e explicam que a permeabilidade reduzida nos filmes pode ter sido
determinada pela forte interacdo e organizacdo das moléculas de proteina e gelatina na matriz
dos filmes e essa compactacdo dificulta a penetracdo do vapor de dgua. Observa-se também que

0 aumento do PVA acompanha a espessura dos filmes.

Solubilidade

Os filmes de GP tiveram maiores valores de solubilidade ao compara-los com os filmes
elaborados com PMP e com as BL (Tabela 3.2). Para Gomez-Guillén et al. (2009) isso corre
porque a gelatina contém alta quantidade de aminoacidos hidrofilicos e possuem ligacdes
fracas, facilitando sua solubilidade em &gua. Os filmes de PMP e de BL mostraram solubilidade
semelhantes (p < 0,05), nas concentragcbes 1 e 3%, e muito inferiores aos de GP. Este
comportamento é justificado pelas fortes ligagdes covalentes, principalmente de dissulfeto, das
proteinas miofibrilares que compdem os filmes de PMP e BL. Além disso, os aminoacidos
predominantes observados na PMP (Tabela 3.1) possuem maior afinidade com moléculas
polares, reduzindo a solubilidade em agua. A solubilidade dos filmes de BL manteve-se baixa,
em funcdo da ocupagdo dos sitios ativos em ligacdes peptidicas, restando poucos aminoécidos

hidrofilicos para ligacdo com solvente (HOQUE et al., 2011)
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Transmissao de luz e Transparéncia

Tabela 3.3: Os valores de transmisséo de luz e transparéncia dos filmes de gelatina, proteinas miofibrilares e blendas em diferentes

concentragoes.

Filme

Transmissao de luz

200 280

350

400

500

600

700

Transparéncia

800

*GP 1%

GP 3%

77+0,80 53,07+1,72

88,55 + 2,33 61,60 + 0,28

*PMP 1% 64,70 + 0,42 23,03 + 0,46

PMP 3% 46,40 +2,12 0,90 + 0,00

*BL 1%

BL 3%

38,90+ 0,71 0,10+0,00

16,90 +1,27 0,10 0,00

71,13+ 0,31
77,37 +0,12
74,50 + 0,26
61,83 + 0,40
43,27 £ 0,06

33,80+ 0,17

77,33+0,21
82,67 +0,06
76,93 + 0,21
68,77 £ 0,25
55,60 + 0,10

46,07 + 0,15

82,17 + 0,35
87,73 0,68
79,87 + 0,15
75,63 £ 0,15
67,10 + 0,26

57,33 +0,15

82,60 + 0,44
89,27 +1,33
79,87 +0,31
76,77 = 0,06
69,53 + 0,25

60,27 = 0,15

85,30 + 0,30
90,80 + 0,10
82,00 + 0,30
80,37 + 0,15
74,50 + 0,26

67,33 +0,21

84,47 +0,40 1,12 +0,03°
90,47 0,12 0,31+0,00°
80,77 +0,25 2,50 +0,04°
79,67 £ 0,25 6,04 +0,012
74,20+ 0,26 1,40 +0,01¢

68,30 £ 0,26 2,01 +0,01°¢

*GP: gelatina de pescada amarela; PMP: proteina miofibrilar de pescada amarela, BL: mistura de GP + PMP

Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem significativamente (p < 0,05).
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Na Tabela 3.3 observa-se que os valores de transmisséo de luz UV (200-280 nm) para
os filmes de PMP e BL foram inferiores aos de GP. Os filmes de BL foram os que apresentaram
menor transmissdo de luz. Para Hamaguchi et al. (2007) o alto teor de aminoacidos aromaticos,
principalmente tirosina e fenilalanina (Tabela 3.1), absorvem luz UV presentes nas proteinas
miofibrilares foram responsaveis pela diminuicéo no percentual de transmissao. Observa-se que
ao aumentar a concentracdo de polimeros nos filmes e, consequente aumento no teor de
proteina, os valores de transmissdo de luz diminuem. Valores mais baixos como do filme BL
3% (16,90 £ 1,27 %) sdo desejaveis em embalagens para alimentos, pois retardam a oxidacao
lipidica induzida pela luz UV (FANG et al., 2002).

Na faixa do visivel (350-800 nm) os filmes de BL também tiveram os menores valores,
sendo mais baixos no BL 3%. A forte interacdo ou rearranjo entre os polimeros na matriz do
filme propiciou a baixa transmisséo de luz, além do aumento da concentracao de aminoacidos
aromaticos (Tabela 3.1). Filmes elaborados com proteinas miofibrilares em sua composicao
apresentam boa barreira a luz (SKIKU et al., 2004; LIMPAN et al., 2010), em comparagéo com
os de gelatina, em funcdo do maior percentual de aminoacidos aromaticos (tieosina e

fenilalamina).

Os valores de transparéncia foram menores (mais transparentes) para os filmes de GP,
sendo que a 3% foi 0 mais transparente entre todos os filmes. Os filmes de BL apresentaram
valores de transparéncia ligeiramente superior (menos transparentes) aos de GP, mas ainda
podendo ser considerados como filmes com boa transparéncia. O uso de pH 3,0 na elaboracéo
dos filmes pode ter favorecido a valores baixos de transparéncia (LIMPAN et al., 2010; ARFAT
etal., 2014).

Parametros de Cor

Observa-se na Tabela 3.4 que tanto os filmes puros como as blendas apresentaram alta
luminosidade (L*), caracterizando os filmes como claros e de boa transparéncia. A coordenada
cromatica a* indica tendéncia ao pigmento verde em todos os filmes e na coordenada b* ao do
pigmento amarelo, sendo mais intenso para os filmes com maiores concentracfes de polimeros.
A pigmentacdo amarelada pode ser explicada por possivel oxidacéo de lipideos residuais na
gelatina ou proteina miofibrilar (TONGNUANCHAN et al., 2011). Verifica-se também que a
medida que aumentou a concentra¢do de polimeros nos filmes os valores de b*, c* e AE

aumentaram. Sendo diminuidos os valores de luminosidade (L*).
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Tabela 3.4. Parametros de cor dos filmes de gelatina, proteina miofibrilar e de blendas em
diferentes concentragoes.

Filme Parametros de cor

L* a* b* c* h AE

*GP 1% 88,94+0,09° -413+0,02° 598+0,119 7,32+0,119 12531+0,28% 7,09+0,16°
GP3% 87,43+0,86° -423+0,05® 6,38+0,309 7,60+0,229 122,96+1,09° 8,40+0,78¢
*PMP 1% 87,93+0,24% -412+0,07° 7,77+0,38° 8,80+0,31¢ 11725+1,64¢ 9,61+0,28°¢
PMP 3% 83,36+0,74¢ -427+0,065% 10,19+0,38% 11,06 +0,34% 112,47 +0,33¢ 15,61 +0,142
*BL 1% 88,66+ 0,44% -408+0,01" 581+0,149 7,18+0,119 124,21+0,18% 9,24+0,19%

BL3% 8651+021° -417+0,02¢ 8,74+0,18°> 961+0,16° 11469+0,269 11,33+0,26°

*GP: gelatina de pescada amarela; PMP: proteina miofibrilar de pescada amarela; BL: mistura de GP + PMP
Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem significativamente (p < 0,05).

O aumento no valor de b* indica que a cor amarelada foi mais intensa nos filmes com
maiores concentracdes de polimeros. Sendo o croma C* o parametro relacionado a
diferenciagéo entre as tonalidades dos filmes, 0 aumento no seu valor indica a tendéncia de a
coloracdo se tornar mais homogénea e distinta. Para Garcia e Sobral (2005) a diferenca no valor
de cor filmes (AE) pode ser afetada pela concentragao dos polimeros, pois a medida que o
volume de proteinas no filme é aumentado, aumenta-se proporcionalmente a quantidade de

aminoacidos, os quais podem reagir com o glicerol e ocasionar escurecimento enzimatico.

Anélises Térmicas

A termogravimetria (TG) mostra a estabilidade térmica dos filmes através da
determinacdo da perda de massa diante do aumento gradativo da temperatura. Para melhor
interpretacdo da curva TG pode-se obter sua derivada (DTG). Esta a curva apresenta os eventos
de perda de massa representados por picos, que facilita a analise do pesquisador. As curvas

TG/DTG dos filmes estdo apresentadas na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Curvas de TG/DTG de filmes de gelatina (GP), proteina miofibrilar (PMP) e de
blendas (BL) em diferentes concentraces.
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As curvas de TG/DTG mostram que os filmes de PMP e BL tiveram degradacdo térmica
em dois estagios, enquanto que os filmes de GP apresentaram trés estagios de perda de massa.
O primeiro estagio (50,73 - 94,63°C) deve-se a perda de &gua livre ou adsorvida. O segundo
estagio (189,89 - 281,49°C) pode ser atribuido a volatilizacdo de glicerol e a degradacdo de
fracdes de proteinas de baixo peso molecular. O terceiro estagio de perda de massa (272,38-
299,89°C) é devido a degradacdo térmica de proteinas mais estaveis e fortemente arranjadas a

rede dos filmes. (HOQUE et al., 2011, REDDY; RHIM, 2014, MOHAJER, REZAEI;
HOSSEINI, 2017).

A quantidade de residuo deixada no final da decomposicéo térmica dos filmes foi maior
para o filme de BL 3% que para os demais. Esse resultado sugere que o filme de mistura
apresenta maior estabilidade térmica do que os filmes puros, uma vez que se pode afirmar que
guanto maior a quantidade de residuo maior a resisténcia do filme a altas temperaturas. O

residuo final dos filmes somente de GP de 26,05 e 26,34 % chegou a 38,19% no filme de BL a
3% (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5: Temperatura de degradacao térmica (onset °C) e perda de massa (%
massa) de filmes de gelatina, proteinas miofibrilares e blendas em diferentes concentragoes.

FILME Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 RESIDUO (%)
Onset ("C) % massa Onset ("C) % massa Onset ("C) % massa
GP 1% 65,32 71,14 222,2 13,60 272,38 60,93 26,05
GP 3% 50,73 11,79 189,89 13,47 299,89 48,29 26,34
PMP 1% 94,63 12,85 276,95 44,08 31,50
PMP 3% 70,55 8,44 281,49 48,52 36,81
BL 1% 57,13 17,8 265,55 54,83 16,71
BL 3% 57,26 10,01 266,75 34,14 38,19

A taxa mais elevada de residuo para os filmes de BL 3% ¢é devido a forte interacao
ocorrida entre PMP e GP na matriz do filme. A boa miscibilidade e interagéo entre os polimeros,
assim como as estruturas coexistentes ordenadas produziram rede tridimensional do filme mais
forte e mais resistente a altas temperaturas (HOQUE et al., 2011; ARFAT et al., 2014;
MOHAIJER et al., 2017).

Difracédo de Raio X (DRX)

Os difratogramas dos filmes de GP, PMP e BL (Figura 3.2) mostram estruturas
praticamente ausentes de picos. Para todos os filmes identificar-se uma banda alargada
concentrada em cerca de 26 = 19, 81°; e uma pequena banda de baixa amplitude e intensidade
a 20 =8, 77 ° para os filmes de PMP 1%, PMP 3% e BL a 3%. A presenca de picos pouco
expressivos indica a predominancia de estrutura difusa e amorfizada dos filmes.

Figura 3.2: Difratograma de filmes de gelatina (GP), proteinas miofibrilares (PMP) e blendas
(BL) em diferentes concentragdes.
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Em geral, filmes com proteinas puras apresentam estrutura com baixo grau de
cristalinidade. Porém quando misturados os polimeros GP/PMP nos filmes de BL 1% e BL 3%
observou-se picos de cristalinidade, sendo para o filme BL 1% no angulo de 30,93°
(espacamento d = 2,89 A). No biofilme BL 3% também é possivel observar uma regido
cristalina com pico de maior intensidade de 20 = 6,17° (espagamento d = 14,32 A) e outros
picos menores nos angulos de 9,46° e 19,17° (9,35 A e 4,63 A de espacamento d,
respectivamente).O aparecimento de picos nos filmes blendas indica intercalacdo das cadeias
dos polimeros propiciada por liga¢fes de hidrogénio. Pois a proporc¢édo de 50% de GP e 50% de
PMP nas formulagbes pode ter favorecido a formacdo de estruturas ordenadas e fortemente
ligadas, conferindo aos filmes de mistura certo grau de cristalinidade e, consequentemente,
melhores propriedades mecanicas e de barreira.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros vibracionais obtidos por FTIR para os filmes de GP, PMP e BL encontram-
se na Figura 3.3. Os espectros dos diferentes filmes apresentaram o padréo caracteristico de
filmes proteicos, porém com bandas de diferentes amplitudes e nimero de onda, em funcéo de
sua constituicdo diversa e consequentemente diferentes interaces quimicas. As bandas de
absorcéo da fingerprint dos espectros vibraram entre 1649 a 1520 cm™ abrangendo as bandas
de amida I e 1. Sendo as principais bandas em torno 1649-1624 cm™ que corresponde & amida
I (vibragbes moleculares de estiramento em C=0/ligacdo hidrogénio acoplado ao grupo COO)
e 1529-1393 cm correspondente a amida 11 (vibragdo de flexdo dos grupos N=H e estiramento
de C=N) (WU et al., 2009)

Figura 3.3: Espectro de FTIR de filmes de gelatina (GP), proteina miofibrilar (PMP) e blendas
(BL) em diferentes concentragdes.
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Bandas de absorgdo na regido de 1250 a 1030 cm™ foram encontradas em todos os
filmes. Provavelmente corresponde a interacdes entre o glicerol, usado como plastificante, e as
proteinas. (BERGO; SOBRAL, 2007; HOQUE et al., 2011; GUERRERO et al., 2013).

Bandas de absorcdo encontradas na regido de 3292-3271 cm™ sdo diagndstico de
vibrac6es moleculares do grupamento amida A que representa vibragdes de estiramento de NH
unidos por ligagdes de hidrogénio. Observa-se que as bandas de amida A para os filmes
proteicos apresentam uma diferenca de amplitude que corresponde a diferenca de comprimento
de onda onde foram encontradas (GP 1%= 3292 cm™, GP 3%= 3285 cm™, PMP 1%= 3279 cm"
1 BL1%= 3271 cm™ e BL 3%= 3277 cm™) Figura 3. Um niimero de ondas e amplitude mais
baixos sugere interacdes na rede polimérica, principalmente, via pontes de hidrogénio (ARFAT
etal., 2014).

Bandas de absor¢do na regido de 2934-2912 cm™ sdo diagndsticos de vibragOes
moleculares de grupamento amida B que equivale a vibragdes de estiramento de CH e NHs
(GUERRERO et al., 2011). Quando se comparam os filmes puros com as blenda nota-se que
as bandas de amida | e Il foram deslocadas para menor comprimento de onda e amplitude nos
filmes de blendas. Este deslocamento pode ser atribuido as interacBes entre 0s grupos NH e
COOH dos polimeros na rede dos filmes (CAO; FU; HE, 2007). Estas fortes interacoes
favoreceram caracteristicas mecanicas de resisténcia a tracdo e elongacdo, bem como

melhorado propriedades de barreira (PVA) nos filmes mistos (Tabela 3.2).

Caracterizacdo microscopica do filme — MEV

As micrografias com as imagens da superficie e seccdo transversal dos filmes d GP,
PMP e BL estdo ilustrados na Figura 3.4. Os filmes de GP apresentaram superficie continua
com rugosidade aparente, particulas insolGveis e com fissuras na seccao transversal. Isto pode
estar associado baixa interacdo e organizacdo das moléculas de gelatina, indicadas pela também
maior espessura e solubilidade encontradas nos filmes de GP. As peliculas de PMP tiveram
superficie lisa, poréem com particulas insolGveis, asperas e com zonas descontinuas ou

microfissuras na seccdo transversal.
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Figura 3.4: Micrografias da superficie dos filmes (5000x) e sec¢do transversal (7000x): filme
FG1%: Al e A2; Filme FG3%: B1 e B2; Filme FMP1%: C1 e C2; Filme FMP3%: D1 e D2;
Filme BL1%: E1 e E2; Filme BL3%: F1 e F2.

Surface Cross-section Surface Cross-section

Dentre todos os filmes o BL 3% apresentou superficie mais lisa e homogénea. Nos
filmes de BL néo foi observada separacdo distinta dos polimeros na rede dos filmes. Sugerindo
a boa interacdo e compatibilidade entre os mesmos, apesar de na secc¢ao transversal mostrar
espacos vazios na rede dos filmes. A formacdo de rede densa e ordenada entre os polimeros
pode ter favorecido a boas propriedades de PVA, solubilidade e RT e E dos filmes de BL
(Tabela 3.2). Arfat et al. (2014) também observaram que os filmes de blenda apresentaram
menos fissuras que os filmes de PMP, afirmando que a microestrutura dos filmes depende dos
tipos de proteinas e da interacdo entre elas na matriz de filme.

O perfil de aminoacidos (Tabela 3.1) e o FTIR (Figura 3.3), onde se compreende a
interacdo entre GP e PMP, descreve uma melhor interagdo entre diferentes aminoécidos. Ocorre
o favorecimento de ligacGes peptidicas entre os principais aminoacidos na gelatina (glicina,
prolina e hidroxiprolina), alifaticos e apolares, e os da proteina miofibrilar (4cido glutamico,
aspartato e lisina), pelo caréter eletronegativo (OLIVEIRA et al., 2019).
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4. CONCLUSAO

As propriedades de filmes biodegradaveis podem ser melhoradas aos misturar
biopolimeros. A pelicula obtida neste estudou mostrou boa compatibilidade entre GP e PMP.
Os filmes de blenda apresentaram melhores propriedades mecanicas, de barreira, térmicas e
solubilidade em comparagdo aos filmes das proteinas puras. A melhoria € atribuida as fortes
interagBes inter e intramoleculares entre as moléculas de gelatina e proteinas miofibrilares de
peixe. Com tais caracteristicas, a blenda polimérica pode ser estudada como possivel

embalagem para alimentos.
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CAPITULO IV: ESTUDO DA ESTABILIDADE AO ARMAZENAMENTO DE FILME
ELABORADO COM BIOPOLIMEROS OBTIDOS DE RESIDUOS DE PEIXE
RESUMO

Foram estudadas as propriedades de filmes de proteinas miofibrilares e de gelatina, extraidas
de residuos de pesca quanto a estabilidade durante armazenamento. As peliculas foram
estocadas a temperatura ambiente (25°C), em refrigeragdo (5°) e sob congelamento (-13°) por
80 dias. Foram avaliados os parametros de cor e Opticos, as propriedades de barreira a agua e
as caracteristicas mecanicas durante 0, 20, 40, 60 e 80 dias. Os filmes inicialmente eram
transparentes, claros e apresentavam boas propriedades mecénicas e de barreira. Apds 20 dias
de armazenamento foi possivel observar em todas as condi¢es estudadas alteracGes na cor,
transparéncia, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua. As propriedades mecanicas
foram significativamente afetadas; a elongacdo diminuiu cerca 64% em funcdo do tempo, e as
reorganizagbes na microestrutura dos filmes, como agregacdo de proteinas e ligacdes
covalentes, aumentou consideravelmente a resisténcia a tracdo. Os maiores efeitos foram
observados durante armazenamento a 25°C e umidade relativa de 60%. No entanto, os filmes
armazenados sob baixas temperaturas tornaram-se asperos e quebradicos. No final do estudo os
filmes encontravam-se opacos, amarelados e escuros, rijos e pouco extensiveis. Essas
descobertas podem ser usadas para direcionar possiveis aplicacdes dos filmes de mistura de
proteinas miofibrilares e gelatina de residuos de peixe e/ou melhorar aspectos da formulacdo
dos filmes, através de substancias de reforco.

Palavras-chave: filme biodegradavel, vida dtil, propriedades tecnolégicas
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1. INTRODUCAO

Os plésticos sintéticos possuem excelentes propriedades tecnoldgicas para 0 uso em
embalagens, sdo durdveis, tem baixo custo de producdo, sdo resistentes, maleaveis e
impermedveis. No entanto, os diversos problemas relacionados com os plasticos petroquimicos
como, a presenca de poliolefinas, e os danos ambientais causados por elas, especialmente a vida
marinha; assim como sua resisténcia a biodegrabilidade no ambiente, tem estimulado a busca
por polimeros biodegradaveis para utilizar na producédo de novos materiais plasticos (GEYER
etal., 2017; LAYCOCK et al., 2017). Estudos estimam que o mercado global de plasticos com
base bioldgica passara dos atuais 1,4 milhdes de toneladas para cerca de 6,2 milhdes de
toneladas nos proximos dez anos (LETTNER et al., 2017).

Proteinas tanto de origem animal quanto vegetal sdo materiais ideais para produzir
bioplasticos. A presenca de grupos de aminodacidos polares e apolares favorece a interacdo com
diversos compostos, possibilitando uma gama de propriedades funcionais e estruturais
(SIRACUSA,; LOTTI, 2018). Varios autores estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de
filmes a partir de proteinas de peixe, mostrando que esses filmes séo flexiveis, resistentes e
altamente brilhantes, além de apresentarem excelentes propriedades de barreira ao oxigénio e
razoavel barreira a umidade (ARFAT et al., 2014; SARTORI et al., 2018; BATISTA et al.,
2019; PEREIRA et al., 2019; XAVIER NEVES et al., 2019).

Embora todas essas caracteristicas sejam desejaveis para aplicacdes em embalagem,
existem poucas informac6es sobre a vida Util ou ciclo de vida dos mesmos. No entanto,
conhecer se 0s polimeros biodegradaveis manterdo sua integridade e, consequentemente, as
propriedades dos bioplasticos quando expostos em condi¢bes ambientais adversas é o maior
desafio, pois podem alterar significativamente a vida Gtil do material (LAYCOCK et al., 2017).

O conceito de “vida util” ou estabilidade de matérias bioldgicos surgiu devido a
utilizacdo polimeros biodegradaveis e bioativos em aplicagdes biomédicas, como a liberagdo
de farmacos, regeneracédo de tecidos e préteses. Segundo Laycock et al. (2017) este conceito
esta relacionado com o “tempo que um determinado material leva para perda da sua funcgéo
num sistema especifico”. Porém, mais recentemente este termo vem ganhando significado

diferente dependendo da funcdo que o material desempenha.

Nos filmes biodegradaveis a estabilidade das propriedades em fungdo do tempo é pouco
conhecida; apesar de ser, provavelmente o maior obstaculo, é objeto de poucas pesquisas,
considerando a relevancia do tema (CUQ et al., 1996; LEERAHAWONG, 2012,
CIANNAMEA et al., 2015; PICCIRILLI et al., 2019). No entanto, para inibir a perda das

80



propriedades inerentes as embalagens biodegradaveis é preciso identificar e entender os
mecanismos e causas do “envelhecimento”, e assim dar a devida aplicag@o ou corrigir os fatores
limitantes. As pesquisas existentes mostram que os principais fatores que afetam a estabilidade
dos filmes sdo a umidade, temperatura, radiacdo e ventilacdo; que alteram significativamente
propriedades fisicas-quimicas e estruturais de filmes biodegradaveis com o tempo. Ressalta-se
que essas alteracfes podem comprometer a seguranca e aceitabilidade dos produtos embalados
(NICOLIC et al., 2017)

Para que o uso das embalagens bioplasticas seja possivel € necessario garantir a
estabilidade de suas propriedades tecnoldgicas em condi¢des ambientais diversas e por longos
periodos de armazenamento (OSES et al., 2009). A reacdo de Maillard, migracéo e difuséo de
componentes de baixo peso molecular (plastificantes), agregacdo de proteinas, fissuras,
rachaduras, alteracao de cor, perda de barreira a umidade e gases, dentre outras sdo as principais
alteracdes citadas na literatura (OLABARRIETA et al., 2006; PICCIRILLI et al., 2019, SHI et
al., 2019; KEDPRAVEEN et al., 2020).

A maioria dos estudos que abordam esse tema esta direcionada para filmes de proteinas
de leite (ANKER et al., 2001; OSES et al., 2009; KET-ON et al., 2016; Ramos et al.,2013;
Schmid et al., 2015). Poucos sdo os que investigam a estabilidade de filmes de proteinas
miofibrilares (LEERAHAWONG et al., 2012; TONGNUANCHAN et al., 2013; BLANCO-
PASCUAL et al., 2014) ou de gelatina de peixe (PEREZ-MATEOS et al., 2009; NEIRA et al.,
2019); ndo havendo mencdo de estudo da estabilidade de filmes que misturem os dois
biopolimeros. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a estabilidade das propriedades

tecnoldgicas de filmes de mistura de polimeros de residuos de peixe durante armazenamento.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. OBTENCAO DOS BIOPOLIMEROS E PREPARACAO DO FILME

Os biopolimeros foram obtidos a partir de residuos de filetagem (aparas de filetagem e
pele) da pescada amarela (Cynoscion acoupa) doados pela industria pesqueira Ecomar Ltda,
localizada no municipio de Vigia-PA, Brasil. Os residuos foram higienizados em agua clorada
(5 ppm) a 4 °C. O musculo removido das aparas de filetagem foi triturado por 1,5 minutos em
Cutter (Filizzola, Sire Cutter). A pele sem as escamas foi cortada em pedacos de 4x4 cm.

Para a obtencdo das proteinas miofibrilares foi utilizada metodologia proposta por
Xavier Neves et al. (2019). Para remover o odor caracteristico de peixe, 0 musculo triturado foi
misturado com acido fosférico a 0,02% na proporg¢éo 1:3 (m/v) por 15 minutos, filtrado; lavado
com agua destilada resfriada (7°C) na mesma proporcao anterior e novamente filtrado. A massa
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obtida foi misturada com solucéo salina de cloreto de sédio 50 Mm a 7°C na proporcdo de 1:3
(m/v). A mistura homogeneizada foi centrifugada a 10.000 rpm/4 min. em centrifuga
refrigerada (4°C) (Thermo Fisher, Multifuge X1R); este processo foi repetido mais duas vezes.
A pasta resultante foi distribuida em bandejas de aco inoxidavel, congeladas a -26°C e
liofilizadas a -60°C por 48h em liofilizador (Liotop, L101). O material liofilizado foi reduzido
a granulometria de 0,42 mm obtendo-se a proteinas miofibrilares liofilizadas (PML).

A gelatina da pele de pescada amarela foi extraida segundo Silva et al. (2018). Cerca de
20g de pele e 100 mL de solucdo de NaCl 0,6 M foram agitados a 85 rpm a 25°C por 15 minutos
em incubadora Shaker (Cielanb, modelo CE-725B), drenadas e lavadas em éagua corrente. O
processo foi repetido com solugdo de NaOH 0,3 M nas mesmas condi¢cbes. Em seguida
adicionou-se 100 mL de acido acético 0,02 M nas peles, que foram agitadas por 1 hora, drenadas
e lavadas em agua corrente. Na Ultima etapa a pele e a agua destilada na proporcéo 1:5 (m/v)
foram aquecidas a 50°C em banho-maria (TECNAL, TE-057) por 9 horas. Posteriormente
foram filtradas em tecido de faillet e a solucdo obtida foi colocada em bandejas de aco inox,

congelada e liofilizada a -60°C por 36 horas, obtendo-se a gelatina liofilizada (GL).
2.1.1. Preparacao do filme biodegradavel

No presente estudo foi filme de mistura com de 3% dos biopolimeros (proteinas
miofibrilares e gelatina) e esta formulagdo foi definida através de estudo preliminar e
selecionada por apresentar as melhores propriedades tecnoldgicas em comparagdo com outras

formulacGes analisadas.

O filme de blenda polimérica (BP) foi produzido misturando proteinas miofibrilares e
gelatina na propor¢do 1:1 (m/m) utilizando metodologia proposta por Xavier Neves et al.
(2019). O filme foi elaborado por suspensé@o dos biopolimeros na concentracéo de 3,0% (m/v).
A gelatina (GL) foi previamente dissolvida em 50 mL de agua destilada e reservada. As
proteinas miofibrilares (PML) foram solubilizadas em 100 mL de agua destilada e adicionado
glicerol (20%). Posteriormente o pH da solucdo foi ajustado para 3,0 (HCI 2M) e
homogeneizada (Turratec, Tecnal, TE-102) a 10.000 rpm durante 5 min. Em seguida as
solucBes de GL e PML foram misturadas, homogeneizada e aquecida em banho-maria & 70°C
por 40 minutos. A solucdo formadora de filme foi filtrada em tecido de faillet, colocada em

suporte de silicone com 22 cm de didmetro e seca a 30°C por aproximadamente 18 horas.
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2.2. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO FILME AO ARMAZENAMENTO
2.2.1. Propriedades do filme

O filme de blenda polimérica foi avaliado quanto a estabilidade de suas propriedades
tecnoldgicas no periodo de 80 dias nas temperaturas, ambiente (+ 25°), refrigeracdo (+ 5°C) e
congelamento (z -13°C). Amostras do material foram coletadas nos dias 0, 20, 40, 60 e 80 para
avaliacdo das propriedades do filme:

Espessura

Para mensurar a espessura do filme foi usado micrémetro digital (Insize, modelo 1P54)
com resolu¢do de 0,001 mm. Foram feitas oito medidas aleatérias em torno do filme
(ZAVAREZE et al., 2012)

Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (E) foram
determinadas empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) utilizando
texturometro (QTS, Brookfield). Cinco cortes de 100 mm de comprimento e 25 mm de largura
foram utilizadas nos testes, o quais foram realizados em temperatura de cerca de 22°C. A
distancia inicial das garras e a velocidade foram de 50 mm e 1mm.s, respectivamente. A
resisténcia a tracdo (RT) e a porcentagem de elongacdo (E) foram calculadas usando as
Equacdes 1 e 2, respectivamente.

RT = F_m Equacédo 1

A
Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme (N);

A: area da seccéo transversal do filme (m?).

dr Equacdo 2

E= X100

inicial
Onde: E: elongacgdo (%); d: distancia total no momento da ruptura (mm); diniciai: distancia

inicial de separacgéo das garras (50 mm).
Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi determinada segundo método modificado
ASTM D882-95 descrito por Arfat et al. (2014). Amostras do filme foram aderidas na abertura
de backer de vidro de 50 mL contendo 10 g de silica gel a 0% UR; OPa de pressédo de vapor de
agua a 30°C. Os backer foram colocados em dessecador contendo dgua destilada a 30°C a 99%
UR; 4244,9 Pa de presséao de vapor de dgua a 30°C. Foram pesados em intervalos de 1h por um
periodo de 10 horas. O valor de PVA foi calculado com auxilio da Equacgéo 3.

83



w.X
A.t.AP

PVA =

Equacdo 3
Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de dgua (g.mm. m=2. s, Pa.); W: ganho de peso pelo dessecante
(9); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t: tempo de incubacéo
(horas); AP: diferenca de pressao parcial (Pa).
Solubilidade

Discos de 2 cm de didmetro do filme foram secos em estufa a 105°C por 24 horas para
determinar a matéria seca inicial. Em seguida as amostras foram imersas em recipientes com
50 mL de agua destilada. O conjunto foi agitado em incubadora Shaker (Cielanb, modelo CE-
725B) na velocidade de 150 rpm por 24 horas, a 25°C. Ap0s este periodo as amostras foram
drenadas e secas em estufa a 105°C por 24 horas para determinar a matéria seca ndo dissolvida
em agua (GONTARD et al., 1994). Os solidos soluveis totais (base seca) foram calculados
como a diferenca percentual entre o peso seco inicial e o peso seco final.

Teor de umidade
O teor de umidade do filme foi determinado por meio da perda de peso das amostras (2
x 5 cm) apds secagem em estufa a 105°C até peso constante (cerca de 24 h). Os filmes foram

analisados em triplicata e os resultados expressos como porcentagem do peso total.

Atividade de 4gua

A andlise de atividade de agua foi determinada utilizando higrémetro eletrénico
Aqualab (3TE — Decagon Devices Inc. USA). Segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(2008).

Parametros de cor
As caracteristicas de cor foram determinadas com auxilio do colorimetro digital

(Minolta, CR 310), sendo avaliados os parametros de L* (luminosidade), a* (- verde ou+

vermelho), b* (- azul ou + amarelo). E o valor de AE* calculado através da Equagao 4, conforme

Soazo et al. (2016).

AE*z\/ (@-ap)* + (b™-by)® + (L'-Lp)? Equagdo 4

Onde ap”, bo” e Lo" sdo os valores para filmes no dia 0 e a*, b"e L" s&o os valores para as

amostras de filmes em momentos diferentes de coleta de dados.
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O Indice de Escurecimento (IE) foi calculado de acordo com Palou et al. (1999), usando
a Equacdo 5. Em que X=(a" + 1,75L) / (5,645L + a” - 3,02b").

IE = [100 (X — 0,31)]/0,172 Equacao 5
Transmissao de luz e transparéncia

A transparéncia dos filmes foi determinada a 600 nm em espectrofotémetro (Biospectro,
modelo SP-22) de acordo com o método ASTM D1746 descrito por Arfat et al., (2014),

utilizando a Equacéo 6.

A log %T Equacéo 6
Transparéncia = —2=— quag

e
Onde: T = transmitancia a 600 nm; e = espessura do biofilme (mm).
Analise Estatistica
Os resultados das analises foram tratados atraves do teste tukey com o auxilio do
programa Statistica® versdo 7.0 (STATSOFT Inc., 2004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO FILME

O estudo da estabilidade dos filmes de blenda polimérica, durante 0 armazenamento,
mostrou que inicialmente eles eram extensiveis, transparentes, com superficie lisa e homogénea

visivelmente, livre de fissuras ou orificios.

3.1.1. Propriedades do filme
Propriedades de barreira a umidade

Os valores de umidade, atividade de agua (Aa) e solubilidade sdo mostrados na Figura 4.1.
O teor de umidade inicial dos filmes alterou significativa durante o armazenamento nas trés
temperaturas estudadas, principalmente nos 20 primeiros dias. Na temperatura de 25°C houve
aumento progressivo e significativo durante todo o periodo de estocagem, atingindo valores
méaximos de 12,64% no 80° dia. Por outro lado, nas temperaturas de refrigeracdo (5°C) e de
congelamento (-13°C) foi observada diminuigdo gradual até o 40° dia, permanecendo constante
ateé o final do estudo. Quando comparadas, observa-se que ndo houve diferenca significativa no
teor de umidade entre estas duas temperaturas, as quais apresentaram valores de 5,00 % (+ 0,08)

e 4,97% (0,04) no ultimo dia de armazenagem, respectivamente.
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Figura 4.1: Propriedades de barreira a umidade de filmes de mistura polimérica em diferentes

condicdes de armazenamento.
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Observa-se que a temperatura e 0 tempo de armazenamento afetaram as caracteristicas
de barreira a umidade do filme de blenda polimérica, no entanto, a UR dos ambientes
experimentais também foi determinante. Na temperatura de 25°C (60% de UR) o ganho de
umidade no decorrer da estocagem chega a 42,34%, sendo acompanhado pelo aumento da Aa
que alcancou o méaximo de 0,65; valor considerado suficiente para o crescimento microbiano,
especialmente de bolores (LABUZA et al., 1970). Neste caso a umidade acrescida ao filme

foi proveniente da UR do ambiente.

Osés et al. (2009) observaram 0 mesmo comportamento ao estudarem a estabilidade no
armazenamento de filmes de proteinas de soro de leite em diferentes umidades relativas.
Observaram que a taxa de adsorcao de agua pelos filmes aumentava significativamente com a
elevacdo da UR do meio; e que o uso do plastificante glicerol (também usado neste estudo)
potencializou este comportamento. Segundo Huntrakul e Harnkarnsujarit (2020) o baixo peso
molecular deste plastificante e fraca interacdo quimica com as cadeias poliméricas faz com que
ocorra sua migracao para a superficie do filme. Devido o glicerol conter 3 grupos de OH/mol
favoreceu sua ligacdo com agua, acarretando ao filme umectacéo ao tato no final dos 80 dias

da estocagem.
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Os filmes armazenados na temperatura de refrigeracdo (39% de UR) e de congelamento
(31% de UR) apresentaram diminuicdo significativa no teor de umidade e Aa nos primeiros
quarenta dias, e em seguida mantendo-se constante. Mas no final do estudo os filmes eram
asperos, ressecados e quebradigcos. Provavelmente a UR mais baixa associada a ventilacédo
forcada nas camaras de refrigeracdo e congelamento tenha favorecido a perda de &gua e,
consequente ressecamento. Segundo Mali et al. (2005) a agua em matrizes poliméricas pode
estar associada por diferentes mecanismos e em diferentes regides hidricas; quando ligada as
macromoléculas, como proteinas, a capacidade de adsorcao € diminuida. Filmes de proteinas
de soja mostraram menor capacidade de adsorcao de dgua do que filmes de amido de mandioca,
nas mesmas condicGes e armazenamento. Além disso, as temperaturas de refrigeracdo e
congelamento diminuem a taxa de migracao do glicerol para superficie do filme impedindo que

seus grupos hidrofilicos se ligassem a dgua (KET-ON et al., 2016)

Os efeitos do tempo, temperatura e UR também refletiram na solubilidade em &gua dos
filmes (Figura 4.2), sendo observada diminuicdo progressiva em todas as temperaturas até o 40°
dia, mantendo-se sem alteragdes (p<0,05) apos esse periodo. Nota-se a baixas temperaturas a
solubilidade diminui mais rapidamente que a 25°C. Apds vinte dias de armazenamento os filmes
ja haviam diminuido sua solubilidade em cerca de 24% (dia 0: 29,14 + 1,83%; dia 20: 22,12 +
1,44%), sendo que a temperatura ambiente (25°C) a perda total ao longo do armazenamento foi
de aproximadamente 17% (dia 0: 28,23 + 0,65%; dia 80: 23,30 + 0,55%).

Diversos autores relacionam a diminuicdo da solubilidade de filmes a partir de proteinas
com a migracao de plastificante para superficie. Com a saida do glicerol da matriz da pelicula
ha um rearranjo entre as moléculas de proteinas através de ligagdes covalentes e ndo covalentes,
como ligacdes de hidrogénio e de dissulfeto. O que favorece as inter e intramoleculares, uma
vez que o filme estudado € uma mistura de gelatina e proteinas miofibrilares. A agregacéo e
forte interacdo das cadeias poliméricas torna a rede do filme mais densa e consequentemente,
diminui a solubilidade em 4gua (PEREZ-MATEOS et al., 2009; BLANCO-PASCUAL et al.,
2014; CIANNAMEA et al., 2015; SCHMID et al., 2015; 2018, PICCIRILLI et al., 2019). A
menor perda de solubilidade observada nem filmes armazenados a 25°C pode estar associada a
UR do meio que proporcionou maior teor de umidade e atividade de 4gua, tornando a superficie

do filme mais susceptivel a ligacdo com a agua.

Todos os filmes apresentaram diminuicao significativa na permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) durante armazenamento. As maiores perdas foram vistas a baixas temperaturas

(5°C e -13°C); os filmes expostos a essas temperaturas ficaram ressecados e quebradigos,

87


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18310178#bib12
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18310178#bib7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X18310178#bib31

semelhantes a fibras finas. Essas mudancas podiam ser observadas ja no inicio do estudo; nas
duas primeiras semanas a permeabilidade diminuiu cerca de 40,74% em geral. Ciannamea et
al. (2015) ao estudarem alterac6es em filmes de proteina de soro de leite em relacéo ao tempo
observaram através de FTIR, que a migracdo do glicerol para a superficie dos filmes fez com
que a afinidade com a agua fosse diminuida, induzindo interacGes especificas entre as proteinas,
como ligacgdes dissulfeto e pontes de hidrogénio. Como resultado dessas interacGes houve
agregacao e compactacao na microestrutura dos filmes diminuindo consideravelmente a difusédo
de vapor d’agua. A medida que o tempo de armazenamento aumenta, a formac&o de ligagdes é

acelerada, tornando a matriz cada vez densa (SCHIMID et al. 2015).
Caracteristicas 6ticas e parametros de cor

A industria de alimentos tem cada vez mais investido cuidados com a apresentacdo de
seus produtos, fazendo com que a embalagem deixe de ter meramente funcao protetiva e passe
a ser parte atrativa do mesmo. Por isso, atributos de cor e transparéncia sdo de extrema
importancia, visto que estes podem determinar a aceitacdo e consequente decisdo de compra
pelo consumidor. Os parametros de cor L*, a*, b* dos filmes de mistura de polimeros de
residuos de peixe sdo mostrados na Figura 4.2.

Figura 4.2: Parametros de cor L*, a* e b* de filmes de mistura polimérica em diferentes
condicdes de armazenamento.
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Os valores iniciais de L* (Figura 4.2) e transparéncia (Figura 4.3) mostram que filmes
produzidos a partir de mistura de biopolimeros de residuos de peixes sdo claros, brilhantes e
transparentes. No entanto, no armazenamento percebem-se mudancgas significativas,
especialmente quanto a transparéncia, que apresentou no final do experimento valores 151,47%
maiores que 0s iniciais, ou seja, menor transparéncia. Como citado anteriormente, com o
decorrer do tempo podem ocorrer reorganizacdes moleculares, principalmente quando se tem
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mais de um polimero envolvido. Essas intera¢cBes tornam a matriz do filme mais compacta,
deixando-os opacos e menos transparentes (BLANCO-PASCUAL et al., 2014).
Figura 4.3: Valores de transparéncia (A), AE* (B) e IE (C) de filmes de mistura polimérica

em diferentes condi¢des de armazenamento.
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Os valores das coordenadas a* e b* mostram que os filmes tendem a uma cor levemente
amarela, sendo aumentada ao longo do armazenamento (+ b*). Os efeitos mais significativos
na cor foram observados a 25°C, onde a coordenada b* que inicialmente era de 5,75 + 0,11, e
aumentou para 17,42 + 0,34. Para auxiliar na interpretagdo dos resultados foi calculado o AE*
(Figura 4.3), que apresentaram valores baixos (3,45 = 0,18) no dia 0. Houve diferenca
significativa nos valores de AE* até o 40° dia para todas as temperaturas; no entanto, os filmes
armazenados sob refrigeracao e a temperatura ambiente sofreram alterac@o de cor durante todo
o periodo de estocagem (80 dias). Os maiores valores de AE* ocorreram em 25°C; e no 20° dia
de armazenamento foram observados valores superiores a 5, que segundo Mokrzycki e Tatol

(2011) é o minimo para que a diferenca de cor seja perceptivel ao olho humano.

Aumento nos parametros de cor em funcao do tempo foi relatado por diversos autores,

0s quais consideram que as alteragdes, especialmente, amarelamento e escurecimento, sdo
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resultado de pigmentos finais da reacdo de Maillard (ARTHARN et al.,, 2009;
LEERAHAWONG et al., 2012; BLANCO-PASCUAL et al., 2014). A reacdo de Maillard
necessite de um acgUcar redutor e um grupo amino para possa ocorrer; porém, a condensacao
entre grupos amino livres de aminoacidos, provenientes de proteinas hidrolisadas
(especialmente em pH &cido utilizado nas solugdes formadoras de filme) e grupos carbonila do
glicerol, pode iniciar a reagdo e contribui para mudangas na cor dos filmes armazenados
(LECETA etal., 2015; PEREZ et al., 2016).

O indice de Escurecimento (IE) é um pardmetro que correlacionando a luminosidade
(L*) e as coordenadas a* e b* pode identificar alteragdes de cor; é utilizado principalmente para
acompanhar os estagios da reacdo de Maillard em produtos armazenados (FONTES et al., 2008)
Os valores iniciais de IE (Figura 4.3 C) mostram que os filmes sdo claros. Em todas as condicdes
estudadas pode-se observar um aumento significativo no IE em funcdo do tempo de
armazenamento; nas condicdes frias os filmes escureceram, porém lenta e gradualmente, sem
alcancar valores elevados. Enquanto que a 25°C houve escurecimento bastante expressivo dos
filmes, especialmente a partir do 40° dia, reforcando a hipdtese do escurecimento dos filmes
pela reacdo de Maillard favorecida pela maior temperatura e tempo de armazenamento
(UMEMURA et al., 2010; GOMEZ-NARVAEZ et al., 2017).

Espessura e propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas estimam a resisténcia e durabilidade de um material, e
também suas possiveis utilidades. Os dados obtidos para espessura e propriedades mecanicas

podem ser vistos na Figura 4.4.
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Figura 4.4.: Espessura (A) e propriedades mecanicas RT (B), %E (C) de filmes de mistura
polimérica em diferentes condi¢fes de armazenamento.
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O periodo de armazenamento afetou significativamente a espessura dos filmes em todas
as condicOes estudadas. Os filmes armazenados & 25°C tiveram a espessura aumentada a partir
do 40° dia, tornand0-se 25% mais espessos que no inicio do experimento (0,12 + 0,01 mm),
provavelmente devido a &gua adsorvida pelo glicerol que causou inchaco na superficie do filme.
Ja os filmes armazenados em temperaturas e UR mais baixas apresentaram comportamento
contrario com o tempo; a espessura diminui consideravelmente do dia 0 para o ultimo dia de
estudo. O mesmo efeito foi observado por Piccirilli et al. (2019) quando avaliou os efeitos de

temperatura e tempo de armazenamento sobre as propriedades de filmes do soro de leite.

As propriedades mecanicas dos filmes sofreram efeito do tempo e condi¢Ges de
armazenamento; a RT teve seus valores aumentados em todas as condicOes estudadas.
Alteracdes significativas foram vistas somente nos primeiros 20 dias de armazenagem, ficando
constante até o final do estudo. No armazenamento a 5°C os filmes ficaram cerca de 19% mais
resistentes ao longo do tempo. O reflexo no aumento da rigidez dos filmes pode ser visto na
diminuicdo da %E. Os filmes armazenados a -13°C perderam aproximadamente 64,15% da

capacidade de extensdo; tendo grande perda observada ja no 20° dia. O frio e a baixa UR
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favoreceram o ressecamento dos filmes deixando-os quebradigos; fator, que inclusive,

dificultou a realizagdo das analises mecénicas.

Este comportamento em geral € comum em filmes proteicos. Artharn et al. (2009)
também observaram que com o tempo de armazenamento os filmes de proteinas miofibrilares
de peixe tornaram-se rijos e menos extensiveis. Segundo eles tais alteracdes mecéanicas sao
resultado perda de mobilidade, em detrimento da migragdo do plastificante, bem como
agregacao e/ou reticulacdo entre os polimeros durante o armazenamento. O pH 3,0 usado no
preparo das solucdes formadoras de filme pode ter favorecido a reticulagédo entre as proteinas
miofibrilares e a gelatina na matriz da pelicula (Blanco-Pascual et al., 2014). A perda das
propriedades mecénicas de filmes biodegradaveis com o tempo de armazenamento é
confirmada ndo apenas pelos dados obtidos neste trabalho, mas também por outros resultados
da literatura (LECETA et al., 2015; KET-ON et al., 2016; SCHIMID et al., 2018; PICCIRILLI
etal., 2019

4. CONCLUSAO

O armazenamento de filmes biodegradaveis mostrou que estes sofrem alteracbes
significativas em suas caracteristicas. A 25°C e UR de 60% onde os filmes tornaram-se opacos,
escuros e com coloracdo amarela, diminuicdo da solubilidade e do PVA, além de perda das
propriedades mecanicas apresentando-se mais rijos € menos flexiveis. A literatura atual
relaciona tais alteraces com perda de componentes de baixo peso molecular (glicerol),
agregacdo de proteinas, reacdo de Maillard e reorganizacdo na microestrutura da pelicula.
Apesar das limitagdes, a incorporacdo de substancias de reforco, como 6leos; ou uso de
tecnologias que altere estruturas quimicas da superficie do material, como plasma a frio, poderia

viabilizar o uso dos filmes biodegradaveis como embalagens de alimentos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 4.1: Valores de média e desvio padrdo das propriedades de barreira a umidade de blenda polimérica em diferentes

condigdes de armazenamento.

T°C/ Parametros Tempo de armazenamento (dias)
UR 0 20 40 60 80
Umidade 8,88+0,30dA 9,64+0,07cA 11,23+0,056bA 12,12+0,48aA 12,64 0,56 aA
25°C Aa 0,43+0,04cA 056+0,05bA 0,64+003aA 065+003aA 0,65+0,04aA

+60% Solubilidade 2823 +0,65aA 26,28+1,20bA 2455+0,47 cA 24,05+0,15cA 23,30 +0,55CcA
PVA 253+0,04aA 237+003bA 225+002bA 195+017cA 1,69+0,01dA

Umidade 835+0,31aB  5,79+053bB  514+0,23cB 506+0,11cB 5,00+ 0,08cB

5°C Aa 0,44+0,02aA 0,39+0,02bB 0,38+0,01bB 0,37 +0,00bB 0,37 +0,01 bB
+ 39% Solubil  2914+1,83aA 22,12+1,44bB  21,7140,15bcB 20,21+0,50 bcB 20,08 + 0,17 cB
PVA 244+006aB 1,63+0,04bB 156+0,06bcB 1,56+0,05bB 1,47 +0,02cB

Umidade  8,07+0,17aB 6,06+0,26bB  503+0,13cB  5,00+0,06cB 4,97 + 0,04 cB

-13°C Aa 0,44+0,03aA 0,38+0,02bB 0,37+0,01bB 0,37+0,02bB 0,37 + 0,00 bB
+31%  Solubilid 2876+0,74aA 2345+1,81bAB 2152+053¢cB 20,81+1,11¢cB 20,02+ 0,57 cB
PVA 243+0,05aB 1,44+0,05bC  1,33+0,12bC 1,33+0,16bB 1,33+ 0,06 bC

*Letras minGsculas diferentes mostram diferencas significativas entre os dias de armazenamento a mesma temperatura e letras maiusculas diferentes

mostram diferencas significativas entre as temperaturas de armazenamento no mesmo dia (p < 0,05). ** T°C: temperatura; UR: umidade relativa
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Tabela 4.2. Valores transparéncia e cor de filmes de mistura polimérica em diferentes condi¢des de armazenamento.

T°C/ Parametros Tempo de armazenamento (dias)
UR 0 20 40 60 80
TRASNP  1,02+0,03eB  1,22+0,03dA  2,14+0,05cA 2,46+ 0,04 bA 2,57 +0,10 aA
L* 92,03+0,09aA 91,19+0,18bA 88,13+0,48cB 88,20+0,26 cA 87,35+ 0,10 dA
25°C a* -0,17+0,01cA -0,19+0,03cB -1,02+0,06 bA -1,09+0,12bC  -2,93+0,02 aA
+ 58% b* 575+0,11eA 7,22+004dB 7,60+004cB 14,61+0,66bB 17,42 +0,34aC
AE 343+0,15dA 7,25+0,09cA 7,26+075cAB 13,15+0,75bB 16,03+ 0,83 aC
IE 6,10 +0,08dA  7,83+0,04cA  7,88+0,07cA 16,61 +0,04 bA 18,99 + 0,06 aA
TRASNP  1,02+0,03eB  1,22+0,03dA  2,14+0,05cA 2,46+ 0,04 bA 2,57 +0,10 aA
L* 92,37+0,38aA 91,47 +0,20bA 89,30 +0,34cA 88,10+0,09dA  87,45+0,10 eA
5°C a* -0,17 #0,02cA  -0,59 +0,06 bA  -0,63+0,02bB  -1,50 +0,04 aB -1,54 +0,04 aC
+39% b* 5,77 #+0,07cA  6,95+0,08bcC  7,19+0,04bB 8,22 +0,37 aB 8,26 + 0,16aB
AE 345+0,18eA 532+0,10dC 6,88+021cB 8,75+0,38 bB 9,78+ 0,22 aB
IE 6,10+0,13dA  7,17+0,09¢cB 7,60+ 0,05bA  8,23+0,11aB 8,31+ 0,15 aC
TRASNP  1,04+0,03cB  1,87+0,07bB  2,12+0,03aA 2,17+0,13aB 2,24 + 0,09 aB
L* 91,93+0,32aA 91,91+0,58aA 88,20+0,29bB 87,85+0,24bA 86,77 +0,11 cB
-13°C ax -0,17+0,02dA  -050+0,07cA -0,53+0,03cB -1,81+0,05bA  -1,87+0,05aB
+31% b* 578+0,07cA 596+004cA 7,19+0,33bA 843+0,75abA 8,86 + 0,86 aA
AE 344+0,16dA 6,73+0,37cB  809+0,29bA 894+0,62abA  9,73+0,34aA
IE 6,14+ 0,02dA 6,09+0,08dC 7,79+0,12cA 8,25+0,11bB 8,84 + 0,09 aB

*Letras minusculas diferentes mostram diferengas significativas entre os dias de armazenamento a mesma temperatura e letras maiusculas diferentes
mostram diferencas significativas entre as temperaturas de armazenamento no mesmo dia (p < 0,05). ** T°C: temperatura; UR: umidade relativa; IE:
indice de escurecimento.



Tabela 4.3. Valores de espessura e propriedades mecanicas de blenda polimérica em diferentes condi¢cdes de armazenamento.
T°C/  Parametros Tempo de armazenamento (dias)

UR 0 20 40 60 80
Espessura 0,09 + 0,01 cA 0,10 £ 0,00 cA 0,11 £ 0,01 bA 0,12+0,01 abA 0,12 +0,01 aA

25°C RT 10,06 £1,33 bA 10,82 + 0,62 aA 11,74 £ 1,33 aA 11,85+0,28aA 11,86 + 0,24 aB

+ 60% %E 258,20+0,80 aA 244,30+ 1,16 bA 238,24+0,76 cA  232,98+1,18dA 227,84+ 0,78 eA

Espessura 0,11+0,01aA 0,09 + 0,00 bB 0,09 + 0,02 bB 0,08 + 0,00 cB 0,08 + 0,00 cB
5°C RT 9,94+075bA 1048+0,34bA  11,71+053aA  11,93+0,28aA  12,24+0,36 aA
* 39% %E 255,23+0,45aB 23955+ 1,10bB 197,19+ 1,18cB 19541 +0,80dB 193,67 + 1,03 eB

Espessura 0,10 + 0,01 aA 0,09 £ 0,02 bB 0,09 £ 0,00 bB 0,08 +£ 0,00 cB 0,07 £0,00dC
-13°C RT 9,24 +0,65bA 10,77 £0,59 aA 11,98 £ 0,14 aA 9,33+£0,91bB 11,08 £ 0,74 aB
+31% %E 259,09+0,62aB 131,63+0,99bC 92,66 + 1,12 cC 97,45+128dC 92,88+ 1,00 cC

*Letras mindsculas diferentes mostram diferengas significativas entre os dias de armazenamento a mesma temperatura e letras maiUsculas diferentes mostram diferencas
significativas entre as temperaturas de armazenamento no mesmo dia (p < 0,05). ** T°C: temperatura; UR: umidade relativa

99



CONSIDERACOES FINAIS
A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

A bioconversdo de proteinas (gelatina e proteinas miofibrilares) de residuos de peixes
em bioplastico possibilita o aproveitamento do material bioldgico, reduzindo o
descarte e, consequentemente minimizando impactos ambientais negativos;
Gelatina extraida de residuos de pescada go e de pescada amarela produzem filmes
biodegradaveis transparentes, flexiveis, porém com alta permeabilidade a agua, baixa
resisténcia mecéanica e termicamente sensiveis;

Ja as proteinas miofibrilares de ambas espécies formam filmes levemente opacos,
rijos e menos permeaveis a umidade, porém pouco elésticos;

A espectroscopia de FTIR mostrou boa compatibilidade e fortes interacdes quimicas
(pontes de hidrogénio) entre gelatina e proteinas miofibrilares;

A mistura dos dois biopolimeros na mesma propor¢do favoreceu a formacdo de
filmes biodegradaveis com propriedade de barreira a umidade superior aos filmes
produzidos a partir de biopolimeros individuais;

Os filmes de mistura polimérica foram mais fortes e flexiveis, transparentes e
termicamente mais estaveis;

Quanto ao estudo da estabilidade ao armazenamento dos filmes de blenda polimérica,
os resultados mostraram que houve alteracfes significativas das propriedades em
funcdo do tempo e condicdes de estocagem;

Os filmes tornaram-se opacos, escuros e com coloracdo amarela, diminuicdo da
solubilidade e do PVA, além de perda das propriedades mecanicas, apresentando-se
mais rijos e menos flexiveis;

Notou-se ainda que as alteracGes foram mais intensas quando o armazenamento se
deu a 25°C e com UR de 60%; e que tais alteracfes ja podiam ser vistas a partir do
20° dia de estocagem;

Diante das boas propriedades de barreira, mecanicas, térmicas e caracteristicas
Opticas e de cor dos filmes de mistura, as limitagdes inerentes a perda das
propriedades tecno-funcionais em funcéo do tempo, podem ser corrigidas através da
incorporagdo de substancias de reforgco como 6leos e nanoparticulas, ou uso de
tecnologias que altere a estrutura quimica superficial como plasma frio ou radiacao
de UV.
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