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NOMENCLATURA

A — drea (m?)

Aa e aa — aminoacidos

aw — atividade de agua

b.s — base seca

b.u — base imida

Cg — concentragdo de glicerol (g/100 g de proteina)

¢ — constante da equagdo de Guggenheim-Anderson-De Boer
D — deslocamento (mm)

Da - Dalton

D; — constante dielétrica do solvente

DSC — calorimetro diferencial de varredura

E — desvio relativo médio (%)

F - forca efetiva de atragdo entre as cargas + € -

F — for¢a (Mpa, N)

g — massa de agua (g)

GAB — modelo mateméatico de Guggenheim-Anderson-De Boer
k — constante da equagdo de Guggenheim-Anderson-De Boer
Iy — raio inicial (mm)

m; — valores experimentais de umidade de equilibrio

my,; — valores preditos pelos modelos matematicos

n — numero de observa¢des experimentais

nm — nanometro

p - probabilidade

pl — ponto isoelétrico

PMB — proteinas miofibrilares bovina

PV A — permeabilidade ao vapor de agua

r - distancia entre as cargas z;" € zy°

R — constante universal dos gases (R = 8,314 kcal/molk)
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R? — coeficiente de correlagio

RSM — metodologia de superficie-resposta

SFF — solugdo formadora de filme

t — tempo (s)

T — temperatura (°C, K)

T — temperatura de fusio (°C)

Tg — temperatura de transigio vitrea (°C)

Ua — unidade de area

UR — umidade relativa (%)

X — espessura do filme (um)

X —umidade de equilibrio (g de 4gua’/100 g matéria seca)
Xm — umidade da monocamada (g de 4gua/100 g matéria seca)
Z) € Z, - cargas antagOnicas

AP — diferenca de pressdo de vapor de 4gua

Al/ly — deformag@o na ruptura
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RESUMO

Pesquisas sobre filmes comestiveis e biodegradaveis a base de biopolimeros
surgiram nos ultimos tempos devido a consideragdes ecologicas, aliadas a necessidade de
minimizagdo de residuos solidos. Estudos com proteinas miofibrilares de peixe
demonstraram a capacidade em formar filmes de propriedades funcionais interessantes. O
objetivo desse trabalho foi desenvolver uma formula¢io a base de proteinas miofibrilares
de origem bovina (musculo Semitendinosus). As proteinas miofibrilares foram extraidas
pelo método de centrifugagdo diferencial, em solu¢des tampdo salinas € posteriormente
foram liofilizadas e caracterizadas segundo as andlises de teor protéico e de lipideo,
granulometria (0,125 mm), umidade e cinzas, identificagdo das fragdes protéicas (SDS-
PAGE), identificagdo das fragdes protéicas (aminograma), determinagdo de isotermas de
sor¢do (25 °C) e visualizagdo através de microscopia de varredura. As composi¢des das
formulagdes dos filmes testadas foram calculadas segundo um planejamento experimental
fatorial completo de dois niveis (2°), com quatro repeticdes no ponto central, sendo
compostas de dgua destilada, glicerol como plasticizante (50 a 75 g/100 g proteina), dcido
acético como ajustador de pH (2,5 a 3,5), além da proteina (1%). As propriedades
funcionais utilizadas para verificar os efeitos dos fatores foram as propriedades mecanicas
(for¢a e deformagdo na ruptura), solubilidade em 4dgua, opacidade e permeabilidade ao
vapor de 4gua. Com a formulagdo que apresentou as melhores propriedades funcionais
foram estudados, inicialmente, os efeitos da espessura e umidade relativa sobre as
propriedades mecénicas forga-deformag@io na ruptura e permeabilidade ao vapor de agua.
Seguidamente foram realizadas varias analises tais como: andlises microestruturais, através
de fotografias de microscopia eletronica de varredura, e a analise do efeito da umidade
relativa sobre a temperatura de transigdo vitrea (Tg) obtida por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) e a determinagéo de isotermas de adsorgdo de agua (10, 25, 35 °C). As
proteinas miofibrilares liofilizadas apresentaram caracteristicas adequadas para a formagéo
de filmes, tais como, baixa higroscopicidade com umidade de equilibrio préoximo a 0,8 g
agua/100 g b.s, a,=0,84; fragdes protéicas de alto peso molecular; grande percentual de
interagdo idnica (45,88%, Mol Aa/100 mol Aa) e pontes de hidrogénio (7,22%., Mol Aa/100
mol Aa). As propriedades funcionais dos biofilmes a base de proteinas miofibrilares de
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origem bovina foram influenciadas pela concentragéo de plasticizante: a for¢a na ruptura
ndo foi influenciada pelo plasticizante na faixa estudada; a deformagdo na ruptura e a
permeabilidade ao vapor de dgua aumentaram com o plasticizante; a solubilidade e a
opacidade diminuiram com o aumento do plasticizante. O efeito da espessura (40, 60 e 80
um) dos biofilmes a base de proteinas miofibrilares de origem bovina sobre a forga na
ruptura apresentou um comportamento esperado, aumentou com a espessura, atingiu 20,5
Mpa com 40 pm de espessura e 75% de UR, a 25 °c. A deformagdo na ruptura aumentou
com a diminuigcdo da espessura, atingindo 11,2% com 40 um de espessura e 75% de UR, a
25 °C, na faixa estudada. Tanto a for¢a como a deformag¢@o teve uma correlag¢do linear com
a UR. Os biofilmes resultaram pouco soluveis (da ordem 24%) e de permeabilidade
razoavel (0,11.10™2 mol.m/s.m”.Pa), com 40 um de espessura e 84% UR a 25 °C. A
microestrutura revelou uma estrutura externa pouco homogénea, porém coesa ¢ densa e
uma matriz do filme de proteina fina e compacta, mas com materiais insoliveis, com fendas
€ canais no interior, sendo estes ultimos em diregdo & superficie do filme. Os termogramas
dos biofilmes apresentaram-se semelhantes aos de um sistema gel. A primeira temperatura
de transigdo vitrea (Tg) aparece em torno de -53 °C (a,=0,07, X=0,32 g de agua/g de
matéria seca) e -98 °C para a,~0,75 e X=0,7 g de 4gua/g de matéria seca, enquanto, a
segunda Tg aparece em torno de -13 °C em baixas a., entre 0,07 e 0,65 e diminui a -25 °C
para a,=0,75. O aparecimento de duas Tg sugere a heterogeneidade dos biofilmes a base de

proteinas miofibrilares de origem bovina.
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SUMMARY

Researches on biodegrable and edible films based on biopolymers appeared on the
last years due to environmental considerations allied to the necessity of solids waste
minimizations. Studies on fish myofibrillar proteins verify this capability on film forming
with interesting functional properties. The objective of this work was to develop a
formulation based on myofibrillar bovine proteins (Semitendinosus muscle). Myofibrillar
proteins were extracted with buffers solutions by differential centrifugation method, and
afterwards that material was freeze-dried. Samples were characterized according to protein
and lipid content analysis, size (0,125 mm), humidity and ash, identification of proteins
fractions (SDS-PAGE), identification of proteins fractions (aminograms), sorption isotherm
determination (25°C) and visualization by scanning electronic microscope. Film
formulation solutions were tested according to a complete (2%) factory experimental design,
with four replications on the central point. The composition of the casting solution 1%
protein, distilled water, glycerol as plasticizer (50 to 75 g/100 g protein), and acetic acid for
pH control (2,5 to 3.5). Several functional properties were measured to verify the reference
of composition: mechanical properties (force and punction force), solubility in water,
opacity and water vapor permeability. Using best formulation, the mechanical properties
and water vapor permeability were studied as a function of thickness and relative humidity.
The following analysis were also carried out: macrostructures analysis, ‘by scanned
electronic photographs, analysis of the effect of relative humidity over the temperature of
glass transition (Tg) obtained by differential scanning calorimeter (DSC) and the
determination of water sorption isotherms (10, 25, 30°C). Lyophilized myofibrillar proteins
presented suitable characteristics for film forming, as described: low hygroscopicity with
equilibrium humidity moisture content (0,8 g water/100g d.b.; aw=0,84) proteins fractions
with high molecular weight, high percentage of ionic interactions (45,88% mol Aa/100 mol
Aa) and hydrogen bonds (7,22 % mol Aa/100 mol Aa). Biofilms functional properties
based on myofibrillar bovine proteins were influenced by plasticizer in the studied range:
deformation on rupture and water vapor permeability increased with plasticizer. The effect
of thickness (40, 60, 80 um) of biofilms based on myofibrillar proteins from bovine origin

on the rupture force increased with thickness, as expected. It reached 20,5 MPa at 40 um
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and 75% of relative humidity at 25 °C. On the other hand, deformation on rupture
decreased with thickness increase, up to 11,2 % at 40 um of thickness and 75% of relative
humidity at 25 °C. Force as well as deformation have a linear correlation with relative
humidity. Biofilms were less soluble (about 24%) and showed quite good permeability
(0,11. 10 ™2 mol.m/s.m”.Pa with 40 pm thickness and 84% of relative humidity at 25 °C).
Microstructure analysis revealed a little homogeneous external structure, but dense and
cohesive. Protein film matrix was thin and compact, however presented cracks and interior
canals on the direction of the film surface. Biofilms thermograms showed a similar
behavior that gel systems. The first glass transition temperature (Tg) appears near —53 °C
(aw=0,07, X=0,32 g of water/g of dried mater) and —98 °C (aw= 0,75 and X=0,7 g of
water/g of dried mater). While the second Tg appears near —13 °C at low water activities,
between 0,07 and 0,65, and decrease up to —25 °C at aw=0,75. The appearance of two Tg
suggests the heterogeneity of biofilms based on myofibrillar bovine proteins.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A grande maioria dos alimentos é consumida longe do local de produg@o. Iniimeras
sdo as técnicas de conservagdo de alimentos, destacando-se entre os principais processos
fisicos e quimicos e a combinagdo deles, o uso de aditivos quimicos, a salga, a desidratagdo
osmética e a defumacfo, entre os processos fisicos, a pasteurizagdo, a esterilizag@o
comercial, a refrigeragdo, o congelamento e a secagem. De maneira geral, empregam-se
métodos combinados, sendo ainda necessaria uma protegdo fisica do alimento atraves de
uma embalagem adequada. A embalagem ¢ importante e necessiria a0 armazenamento e

distribuicdo dos alimentos.

Atualmente, estdo disponiveis no mercado inimeras opgdes de embalagens. As mais
utilizadas sdo as rigidas como latas metélicas ou recipientes de vidro, que possuem
excelentes propriedades mecénicas e de barreira a gases e ao vapor de 4gua, assegurando a
protegdo mecénica e microbiolégica, no manuseio do alimento. Durante o processamento
especificamente, permitem a esterilizagdo do produto na prépria embalagem, e ainda
condicionam o formato do produto, dando uma estabilidade dimensional. Outro tipo de
embalagem é a de material plastico, geralmente sintética, que revolucionou o conceito de
embalagens. As diversificagdes e tipos de materiais e o continuo desenvolvimento dos
setores de matérias-primas, conversdo e transformagéo oferecem uma grande quantidade de
opedes de embalagens plasticas, satisfazendo a necessidade de custo, conveniéncia,
“marketing”, formatos, transparéncia, prote¢do mecanica e fisico-quimica. Apesar de
garantirem uma protegdo desejada para diversos tipos de produtos, seu inconveniente € ndo
ser biodegradavel e de dificil reciclagem (GONTARD & GUILBERT, 1994) tornando-as

responséveis por grande parte de residuos plasticos, que se acumulam no ambiente.

Nos tltimos 30 anos, cresceu o interesse por filmes comestiveis e biodegradaveis
também conhecidos como biofilmes. Em parte, esse interesse surgiu devido & necessidade
de reduzir o acumulo de residuos solidos ndo biodegradaveis, que causam disturbios
ecoldgicos. Outra tendéncia para desenvolvimento deste tipo de embalagem € o aumento de

alimentos de conveniéncia. As embalagens biodegradaveis e comestiveis surgiram como



CAPITULO 1

solugdo atenuante deste problema.

Os biofilmes podem ser de dois tipos: coberturas, quando sdo aplicadas diretamente
nas superficies dos alimentos e filmes, que possuem a capacidade de formar estruturas
proprias independentes. Cobertura e filme comestiveis podem ser definidos como uma fina
camada continua de substincia alimenticia formada ou depositada no alimento. Essa pode
ser ingerida pelo consumidor e também fornece as propriedades de barreiras 4 umidade ¢ a

migracdo de solutos para o alimento.

As vantagens e desvantagens na utilizagdo e aplicagdes destes filmes foram
revisadas em detalhes por GUILBERT & BIQUET (1989); GUILBERT (1986) e KESTER
& FENNEMA (1986). De modo geral, os filmes e coberturas comestiveis apresentam
vantagens por serem consumidos junto com o alimento, serem produzidos a partir de
componentes biodegraddveis e renovéaveis, e também por atuarem como suporte de
nutrientes e/ou aditivos que melhoram as caracteristicas nutricionais e organolépticas do
alimento. Mas, a principal vantagem desses filmes em relag@o aos filmes sintéticos € a sua
caracteristica biodegradavel.

Os primeiros biofilmes foram produzidos a partir de polissacarideos (celulose e
derivados, carboidratos e derivados, gomas, etc) ou de proteinas (gelatina, zeina, gliten etc)
que possuem excelentes propriedades mecénicas e Opticas, mas sd3o sensiveis 2 umidade e
possuem alto coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua. Ao contrario, os filmes
compostos de lipideos (ceras, lipideos ou derivados) ou poliésteres (poli-D-B-hidroxil-
butirato, acido polilactico, etc) apresentam boas propriedades de barreiras ao vapor de agua,
mas geralmente sdo opacos e relativamente inflexiveis. O inconveniente € quanto a
estabilidade (principalmente de oxidac¢ao).

Os filmes a base de proteinas de alto peso molecular sdo geralmente insoliveis ou
pouco soluveis em d4gua, possuem boas propriedades mecédnicas (resisténcia e
flexibilidade), enfim possuem caracteristicas interessantes. Dentre os biopolimeros, as
proteinas miofibrilares de peixe, como a sardinha do Atlantico, produzem filmes de
propriedades funcionais promissoras, mas ainda aquém dos padrSes de filmes sintéticos
(CUQ, 1996).
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A utilizagio das proteinas miofibrilares na elaboragdo de biofilmes implica,
inicialmente, na disponibilidade desta macromolécula, que n3o € encontrada
comercialmente, como a maioria das proteinas de origem vegetal. O Brasil por ser um
grande produtor de carne bovina, a custo competitivo em relagdo aos paises desenvolvidos,
deixa a desejar quanto ao seu aproveitamento, que varia desde o emprego de tecnologia nos
processos de preservagdo ao total desperdicio, adicionando ao fato uma agressdo ao meio

ambiente, com a polui¢do dos mananciais.

Dessa maneira optou-se pela utilizagdo de proteina miofibrilar bovina, no estudo e

na elaboracdo de biofilmes biodegradaveis e comestiveis.

Este trabalho foi escrito na forma de capitulos, os quais serdo descritos

resumidamente a seguir.

CAPITULO 1: O trabalho teve como objetivo a obtengdo e caracterizagdo de
proteinas miofibrilares de origem bovina para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis
e/ou comestiveis, bem como o estudo das propriedades funcionais relacionadas com a
formagdo dos filmes, dentre as quais solubilidade, propriedades mecénicas, propriedades
6ticas, coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua. Nesse capitulo, realizou-se uma
justificativa da escolha da matéria prima, uma revisdo dos principais filmes desenvolvidos a
partir de polimeros dando maior enfoque para biofilmes a base de proteinas, bem como os

vérios mecanismos de formag¢des de biofilmes e suas aplicagoes.

CAPITULO 2: Apresenta-se uma descricdo das caracteristicas estruturais e da
composi¢do quimica do biopolimero (proteinas miofibrilares) sua classificag@o, fragdes
protéicas ¢ também suas propriedades fisico-quimicas. A extracdo das proteinas
miofibrilares empregando-se a técnica de centrifugagdo diferencial com solu¢des salinas, €
descrita. As metodologias usadas nas identificagdes das fragdes protéicas e dos
aminoacidos constituintes, realizadas por eletroforese em SDS-PAGE e a técnica de

cromatografia de troca idnica, também séo descritas nesse capitulo.

CAPITULO 3: Neste capitulo estdo descritos varios testes usados para investigar as

melhores condicdes do processo de elaboragdo por “casting”, como pH, tempo e
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temperatura de solubilizagdo das proteinas miofibrilares extraidas de carne bovina.
Descreve-se o planejamento experimental 2° completo com as varidveis independentes:
concentragio do plasticizante (Cp), pH e temperatura do tratamento térmico, mantendo-se a
espessura do biofilme constante. As varidveis respostas do planejamento foram as
propriedades mecénicas (forca e deformagdo na ruptura), solubilidade, opacidade e
coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua. Os resultados analisados com o programa

Statistica 5.0 para verifica¢do da formula¢@o Gtima sdo apresentados e discutidos.

CAPITULO 4: Neste capitulo é analisada a eficiéncia de uma série de varidveis
sobre os filmes, trabalhando com a formulagdo otimizada no capitulo anterior. Os efeitos
sobre as propriedades mecénicas (forca e deformagdo na ruptura) e do coeficiente de
permeabilidade ao vapor de 4gua, da espessura e da umidade relativa de condicionamento
foram determinados. Apresentam-se resultados de forga na ruptura, que aumenta a medida
que a espessura aumenta ¢ a umidade diminui, verificando-se o contrario com a deformagéo
na ruptura. O coeficiente de permeabilidade ao vapor de 4dgua tende a diminuir com o

aumento da espessura.

CAPITULO 5: Neste capitulo, apresenta-se a andlise da microestrutura do biofilme
de formulag¢do 6tima com auxilio do microscépio eletronico de varredura (MEV) e o estudo
realizado por analise calorimétrica de varredura do biofilme no calorimetro diferencial de
varredura (DSC), onde se identificaram as diversas fracGes de proteina e glicerol separadas
e combinadas com a agua. Os resultados de microestrutura se mostraram diretamente

relacionados aos resultados de anilise térmica.

CAPITULO 6: Um estudo de determinagdo de isotermas de adsorgdo de 4gua das
proteinas miofibrilares e também do biofilme de formulagdo 6tima € descrita,
demonstrando-se que a adigdo de plasticizante a proteina, no caso do filme, provocou
aumento da adsor¢do de agua. Foi observado o mesmo comportamento de adsor¢do de dgua
tanto na proteina como no filme, sendo que o ultimo adsorveu maior quantidade de agua na

mesma atividade de agua.

CAPITULO 7: Este capitulo é dedicado as conclusdes gerais, onde serdo analisados

os resultados obtidos no presente trabalho, conjuntamente.



CAPITULO 1

1.1 BIOFILMES

O conceito de filmes comestiveis como envoltorio de prote¢do para alimentos foi
registrado desde 1950 (GUILBERT, 1986). Nos ultimos 30 anos, muitos trabalhos vém
sendo desenvolvidos, enfocando a fabricagdo de coberturas e filmes biodegradaveis e
comestiveis (BANKER, 1966; KESTER & FENNEMA, 1986; GENNADIOS et al., 1994;
OKAMOTO, 1978). As indfistrias alimenticias tém mostrado um crescente interesse nessas
embalagens naturais a partir de biopolimeros como proteinas e polissacarideos, na medida
que se tem expectativas de que os filmes a base de biopolimeros proporcionem
propriedades similares quando comparados aos filmes de polimeros sintéticos disponiveis
no mercado. As vantagens, técnicas de formagdo, tipos ¢ propriedades de varios filmes
foram revisados por DANIELS (1973), GUILBERT (1986), KESTER & FENNEMA
(1986), GUILBERT & BIQUET (1989).

A formagdo de filmes envolve ligagdes inter e intramoleculares cruzadas entre
cadeias de polimeros para formar uma matriz tridimensional semi-rigida que envolve e
imobiliza o solvente (KESTER & FENNEMA, 1986; GUILBERT & BIQUET, 1989). O
grau de coesio do filme depende da estrutura do polimero, processo de fabricag@o,
parametros fisicos (temperatura, presséo, dilui¢o e tipo de solvente, técnica de evaporagio
e aplicagdo, etc.), e da presenca de plasticizante e de aditivo reticulador (GONTARD &
GUILBERT, 1994).

A formulagio de filmes e coberturas comestiveis deve incluir pelo menos um
componente capaz de formar adequadamente uma matriz coesa € continua. Varios sdo 0s
componentes usados na fabricagdo de filmes comestiveis. Entre esses, estdo os filmes a
base de carboidratos e seus derivados, amido (JOKAY et al, 1967), dextrinas (amido
hidrolisado), alginatos (ALLEN et al., 1963) e outras gomas (MARTIN-POLO &
VOILLEY, 1990); celulose e seus derivados (PARK et al., 1993; GENNADIOS et al.,
1993; CHINNAN et al, 1995; VOIDANI & TORRES, 1990); dentre as proteinas
destacam-se o coldgeno (GENNADIOS et al. 1994), a gelatina (CARVALHO, 1997;
MENEGALLI et al., 1998), zeina do milho (GENNADIOS et al., 1993, 1994), o glaten
(GONTARD, 1991; CHERIAN et al., 1995), a caseina (McHUGH et al., 1993; AVENA-
BUSTILLOS et al., 1997), a albumina do ovo (GENNADIOS et al. 1996), as proteinas do
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soro de leite (BANERJEE & CHEN, 1995), as proteinas de soja (STUCHELL &
KROCHTA, 1994; OKAMOTO, 1978), as proteinas do arroz (GNANASAMBANDAM et
al., 1997; GENNADIOS & WELLER, 1994) e as proteinas miofibrilares de peixe (CUQ,
1996; MONTERREY, 1998). Outro filme estudado (KAMPER & FENNEMA, 1985) ¢
pouco comum constitui-se de misturas de 4cido palmitico e estedrico com
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),

Viérios estudos confirmam o efeito do pH na solubilidade de diferentes
macromoléculas nos processos de formagdes de filmes. Assim, p.e. proteinas extraidas de
farelo de arroz tiveram melhor solubilidade a pH 9.5 (GNANASAMBANDAM et al,
1997). Isto se deve ao maior teor de aminodacidos hidrofébicos, o qual confere maior
estabilidade para proteina neste pH e que pode ser evidenciado quando ocorre a mudanga
agua para alcool, provocando uma diminui¢do de energia livre das cadeias laterais de
aminoacidos ndo-polares. Esta mudanga auxilia no enfraquecimento da estrutura tercidria

(interagbes hidrofobicas) com uma concomitante formagédo da a-hélice.

Por outro lado, BANERJEE & CHEN (1995) utilizando concentrado protéico de
soro, observaram maior solubilidade em solugdo a pH 6,6. A solugdo neste pH produziu
filmes uniformes. Para a formag@o da solugdo formadora de filme a base de proteina de
soja, o pH necessario para dissolvé-la completamente varia entre as condi¢es de pH=6,2 e
de pH=10,2, a solubilidade da proteina de glhiten requer condi¢do alcalina, pH>10,5 e 4cida,
pH<5, como observado por WATANABLE & OKAMOTO (citado por OKAMOTO,
1978). Entretanto, GONTARD (1991) obteve maior solubilidade da proteina de gliten a pH
5,0. A variagdo de solubilidade das proteinas na solugdo formadora de filmes, em fungdo do
pH deve-se aos diversos tipos de interagdes provocadas pelos aminoacidos constituintes da
cadeia protéica. Sabidamente, as propriedades funcionais das proteinas dependem
principalmente da sua solubilidade. Para filmes de proteinas miofibrilares de peixe, as
propriedades funcionais mais interessantes, como a solubilidade (essencial para formacdo
do filme), as propriedades mecanicas (for¢a e deformag¢do na ruptura), a opacidade, o
coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua obtiveram maior desempenho a pH 3.0,
onde a solubilidade da proteina apresentou valores mais altos (CUQ, 1996). O mesmo valor
foi encontrado por MONTERREY-QUINTERO & SOBRAL (2000).
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1.2 BIOFILMES A BASE DE PROTEINAS

Biofilmes elaborados a base de proteinas miofibrilares mostraram caracteristicas
funcionais e mecanicas interessantes, fato observado por CUQ et al. (1995) que utilizaram
proteinas miofibrilares de sardinha do Atlantico, extraidas pelo processo semelhante ao de
preparacio de “surimi”, que consiste na separagdo das miofibrilas, eliminando-se as
proteinas sarcoplasmaticas e do tecido conjuntivo, realizado por sucessivas lavagens. Esses
autores atribuiram esta vantagem, a que as macromoléculas de proteinas possuem em sua
estrutura, até 20 mondmeros diferentes (aminoacidos), com alto potencial de ligagdes
intermoleculares multifuncionais, comparados com os polissacarideos, que possuem
cadeias de homopolimeros. No Brasil, o interesse em desenvolver embalagens a partir
dessas proteinas é mais recente, e pode-se mencionar os biofilmes a base de proteinas
miofibrilares de tilapia-do-Nilo desenvolvidos por MONTERREY (1998).

1.3 PROCESSOS DE ELABORACAO

A elaboragio de biofilmes envolve vérios componentes com finalidades especificas.
De um modo geral, as formulagdes sdio constituidas pelos seguintes compostos: agente

formador de filmes (macromoléculas), agente plasticizante, solvente e de ajuste de pH.

Os filmes possuem além dos componentes acima, outras substancias que podem ser
incorporadas, como agente antimicrobiano, antioxidantes, corantes e vitaminas

(KROCHTA et al., 1997).

As principais macromoléculas utilizadas na formacdo de biofilmes sdo as proteinas
do colageno, do ghiten, proteinas miofibrilares (carne e peixe), proteina de soja e de milho
(zeina) e polissacarideos como os alginatos, a pectina, a carragena, O amido e seu
hidrolizado (dextrina) e celulose (KESTER & FENEMMA, 1986).

Os biofilmes formados a partir desses polimeros de natureza hidrofilica, geralmente
exibem propriedades de barreiras ao oxigénio, diéxido de carbono, lipideos e, sobretudo
propriedades mecénicas desejaveis (KESTER & FENNEMA, 1986), mas por outro lado,
sio relativamente deficientes quanto a propriedade de barreira ao vapor de agua
(GONTARD et al, 1992). Visando reduzir este problema, tém-se realizado diversos
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estudos, mediante combinagdes de proteinas ou polissacarideos com lipideos (KESTER &
FENNEMA, 1986).

Os plasticizantes sdo substancias de baixa volatibilidade, que devem ser adicionados
na solugdo filmogénica para conferir flexibilidade ao filme. Eles provocam uma diminui¢do
das forgas intermoleculares entre as cadeias de polimeros adjacentes, reduzindo as forcas de

coesdo e a temperatura de transicdo vitrea, Tg (BANKER, 1966).

Pode-se citar alguns exemplos de agentes plasticizantes em alimentos, que sdo
polidis, como o glicerol, sorbitol, propileno glicol, polietileno glicol e outros (BANKER,
1966). Estes plasticizantes devem ser misciveis com as macromoléculas, e se possivel,
facilmente soliveis no solvente, para evitar separagdo prematura durante a secagem do

filme (TORRES, 1994; MAHMOUD & SAVELLO, 1992).

Os solventes para filmes comestiveis ou coberturas sfo sensiveis a d4gua e etanol ou
a combinagdo dos dois (KESTER & FENNEMA, 1986). A macromolécula ao ser dispersar
no solvente forma uma dispersdo coloidal, termo correspondente & caracteristica do
sistema, onde as moléculas dispersas tém dimensdes moleculares muito maiores do que as
moléculas do solvente (XIONG, 1994). Portanto, a solubilidade das proteinas esta
relacionada com a capacidade de interagir com o solvente e resulta determinante no
processo de produgdo de filmes, uma vez que a total solubilidade da proteina € necessaria
para o processo de formagdo destes. A dispersdo da molécula de proteina em 4gua é
possivel devido ao grande nimero de residuos de aminoacidos polares e apolares, que
interagem com o solvente. Essas interagdes podem ser melhoradas em fung3o da constante
dielétrica do solvente, uma vez que, essa constante € inversamente proporcional a forga de
atracdo intermolecular. Dessa maneira, o solvente de constante dielétrica elevada diminui a

forca de atracdo entre as moléculas e favorece essas interacdes (SGARBIERI, 1996).

Outro componente do filme € o agente ajustador de pH, que também influencia a
solubilidade da proteina. O comportamento da proteina em fungfo do pH esta relacionado
com o numero de residuos de aminoécidos de cargas positivas ou negativas, ou seja, com o
carater anfotero da proteina. O pH, onde o nimero de cargas € igual, corresponde a

solubilidade minima da proteina. Esse ponto é denominado ponto isoelétrico (pI). O pH

10
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para trabalhar com proteinas deve ser acima ou abaixo do pl, onde a proteina possuira
cargas disponiveis para interagir com a agua aumentando, assim, a sua solubilidade
(CHEFTEL et al., 1989).

A grande maioria dos filmes comestiveis ¢ formada a partir de solugdes (KESTER
& FENNEMA, 1986; SHELLHAMMER & KROCHTA, 1997), embora existam algumas
pesquisas experimentais com indugéo do comportamento termopléstico de amido de milho
(GUILBERT, 1986). KESTER & FENNEMA (1986) descreveram trés técnicas abaixo
descritas para a formagio de filmes comestiveis a partir de solugdes. Uma delas consiste na
simples agregagdo do polimero (via evaporagdo do solvente, ligagdes cruzadas, mudanga de
pH, ou adigio de um solvente imiscivel), agregagdo complexa (via interacdo entre

diferentes polimeros) e gelatinizagdo térmica ou precipitagéo.

a) Precipitagdo simples quando o hidrocol6ide sofre uma precipitagdo ou uma mudanga de
fase que pode ser provocada pela evaporagdo do solvente, por adi¢do de um eletrélito de
outro solvente em que o hidrocoléide ndo é solivel, por adicdo de um eletrolito que

provoca “salting out” ou interagéo idnica, ou por modificagéo estrutural alterando o pH.

b) Precipitagio complexa quando duas solugdes (ou disperses) de hidrocoldides de cargas
opostas sio combinadas, provocando uma interagdo e precipitagdo do complexo de

polimeros.

¢) Gelificagio ou precipitagdo térmica quando envolve aquecimento da proteina,
provocando desnaturagido seguida pela gelatinizagdo, ou precipitacdo, ou por simples

refrigeracdo da suspensdo de hidrocoloides aquecidos, que ocasiona a transigdo sol - gel.

Durante o processo de elaboragdo dos filmes, geralmente a proteina passa por varias
etapas: (1) a ruptura das ligagbes intermoleculares de fraca energia que estabilizam a
proteina no estado nativo, (2) o rearranjamento das cadeias polipeptidicas, (3) a formagao
de uma rede tridimensional estabilizada por novas interagdes ou ligagdes, apos elimina¢ao
do agente responsavel pela ruptura das ligagSes intermoleculares. A ruptura inicial das
ligagdes intermoleculares se processa de duas maneiras: pela dispersdo em solvente ou por

tratamento térmico em condigdes de fraca hidratacao.

11
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A formagdo de filmes a partir de proteinas miofibrilares é uma conseqiiéncia da
capacidade da macromolécula em formar uma rede continua, coesa, pouco soluvel e
ordenada. A rede protéica é formada de grande quantidade de ligagdes, proporcionadas
pelas cadeias laterais dos aminoécidos como pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas
e hidrofébicas e forgas de Van der Waals (CHEFTEL et al., 1989).

Pesquisas recentes com proteinas miofibrilares de peixe para fabricagdo de filmes
comestiveis estdo sendo realizadas por CUQ et al. (1995, 1996ab, 1997abc); CUQ, (1996);
MONTERREY-QUINTERO & SOBRAL (2000).

1.4 PROPRIEDADES DOS FILMES

As caracteristicas fisicas de filmes comestiveis sdo as seguintes: a espessura do
filme € definida segundo as necessidades de utilizagdo como embalagem, considerando-se a
natureza, o volume e peso do alimento a ser embalado e as condi¢des de armazenamento.
Qualquer que seja a técnica de obtengdo do filme € imprescindivel que a sua espessura seja
a mais homogénea possivel. Uma nio uniformidade na espessura do filme produzido pode

acarretar problemas mecanicos e de conservagio.

Outro pardmetro de qualidade € a textura do filme produzido, que pode ser avaliada
por observagdo visual ou tactil. A textura do filme pode ser avaliada quanto ao aspecto de
continuidade, a superficie deve ser continua e ndo apresentar fraturas ou rupturas na rede,
apos o processo de secagem. A aparéncia homogénea é outro aspecto importante do filme, e
nio deve apresentar particulas insoliveis a olho nu, zonas de opacidade ou de cores
diferenciadas e poros abertos. A transparéncia do filme deve ser uniforme. Quanto ao
manuseio os filmes produzidos devem ser faceis para trabalhar, manipular e ao cortar nio
ocorrer ruptura. A transparéncia dos filmes pode ser avaliada pela opacidade que influencia

o potencial de aplicag@o dos biofilmes, uma vez que est4 relacionada com a aceitabilidade.

Os filmes comestiveis podem ser produzidos com diferentes caracteristicas e
propriedades, dependendo da formulagdo e do processo de fabricagdo. E esses aspectos

serdo bons ou ruins dependendo da sua utilizagéo.
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Outras propriedades de interesse na produgio e utilizagdo de filmes sdo as
propriedades sensoriais. Os filmes devem possuir caracteristicas sensoriais agradaveis ou
serem o mais inertes possiveis. Por exemplo, os biofilmes ndo devem ter cheiro
caracteristico para ndo mascarar o sabor dos alimentos. O aspecto textura/tactil também ¢
de suma importancia, assim devem se obter filmes de aparéncia brilhante e ndo serem

colantes.

A propriedade de barreira é uma das fungbes mais importantes de filmes e
coberturas comestiveis, ja que devem atuar como barreira ao vapor de agua e aos gases
(CO; e 0,), a solutos, 6leos, gorduras e aromas. O teor de umidade em alimentos é um fator
critico, pois dele depende a manutencfio da aparéncia vigosa do produto, o controle
microbiano e da textura e consisténcia do produto. O conhecimento destas caracteristicas
funcionais é importante para se determinar as possiveis aplicagdes dos filmes comestiveis e

biodegradaveis como embalagem.

O coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua ¢ definido como transferéncia do
vapor permeante através de um material (KESTER & FENNEMA, 1986). A
permeabilidade de gases e vapores em filmes comestiveis pode ocorrer por dois
mecanismos: difusdo capilar e difusdo molecular. A difusdo capilar ¢ dominante em
materiais porosos ou com alguma imperfeigio. A difusio molecular envolve a solubilidade
do gés permeante no filme, difusdo através do filme e dessorgdo do outro lado do filme. Na
auséncia de imperfeigdes (rasgo e/ou furos) a permeagdo ocorre comumente por difusio
molecular. Se o gés é insolivel e ainda assim penetra no filme, o mecanismo dominante

serd o fluxo capilar (DONHOWE & FENNEMA, 1993).

O processo de difusdo em sistema polimero/solvente depende do tamanho, natureza
quimica, configuragdo e polaridade da molécula penetrante e também do movimento da
cadeia do polimero na matriz do filme. Os fatores que afetam os movimentos das cadeias de
polimeros incluem forgas de atracdo entre cadeias como pontes de hidrogénio e interagoes
tipo Van der Waals, grau de interagdo molecular e taxa de cristalizagdo (KESTER &
FENNEMA, 1986).

13
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A difusdo (ou migragdo) de um permeante (gés ou vapor) através de uma membrana
ndo porosa, que ndo possui imperfei¢des significativas obedece a lei de difusdo de Fick. A
lei de Fick determina que a quantidade de permeante difundido através de uma unidade de
area por unidade de tempo € proporcional ao gradiente de concentragio na dire¢do do fluxo.
A constante de proporcionalidade ¢ definida como difusividade ou coeficiente de difuséo.
Integrando a lei de Fick, e aplicando a lei de Henry de solubilidade e pressdo, define-se o
coeficiente de permeabilidade (P) como o produto da difusividade ou coeficiente de difusio
(D) e o coeficiente de solubilidade (8S), resultando na Equagéo (1.1).

P=D.S .y

A utilizagdo da Equagdo (1.1) parte do principio que D e S sdo independentes da
concentragdo do permeante. Isto € possivel quando ndo h4 interagdo significativa entre o
filme e a substincia permeante. Entretanto, quando o gés ou vapor permeante interage com
os constituintes do filme, ocorre um desvio da lei de Fick (BANKER et al, 1966). Esse € o
caso de biofilmes formados a partir de polimeros de natureza hidrofilica, onde D e S sdo
dependentes da pressdo de vapor de agua. O coeficiente de solubilidade aumenta com a
pressdo de vapor de dgua devido a sua forma, na isoterma de sorgéo, enquanto a constante
de difusividade aumenta devido ao efeito de plasticizagio do filme pela absorcdo das
moléculas de agua (McHUGH & KROCHTA, 1994). Conseqiientemente, o coeficiente de
permeabilidade de vapor de 4gua através de um filme de matriz polar aumenta quando a
pressdo de vapor € alta. Isto tem sido atribuido a um aumento de hidratagfio na matriz do
filme (KAMPER & FENNEMA, 1984, 1985).

O coeficiente de permeabilidade, considerando a dependéncia da pressdo de vapor
de agua, experimentalmente pode ser calculado com a Equagdo (1.2), onde (g/t) é a
quantidade de permeante que passa pelo filme de espessura x e a area (A), num
determinado espago de tempo (t) e (Ap) € a diferenca de pressdo parcial de vapor de 4gua
nos lados opostos do filme.

x (1.2)
4.(ap)

Permeabilidade =

~ |ta
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Na literatura encontram-se métodos classicos de determinagdo do coeficiente de
permeabilidade de embalagens convencionais, que podem ser usados para filmes
comestiveis. Entretanto, filmes comestiveis sio fortemente influenciados pelos fatores
ambientais, principalmente os biofilmes a base de polimeros polares que sdo muito
sensiveis as variagdes de umidade relativas (TORRES, 1994). Assim o coeficiente de
permeabilidade deve ser acompanhado do valor da espessura € das condigGes de realizagdo

(temperatura e umidade relativa).

Estudos da transferéncia do vapor de dgua em filmes comestiveis compostos de
goma aribica e de glicerol monoesterato indicaram valores do coeficiente de
permeabilidade dependentes da condi¢do de processo de elaboragdo (UR), e das
caracteristicas do filme, do permeante, bem como da formulagdo (MARTIN-POLO &
VOILLEY, 1990).

A adigdo de substincia tensoativa ao filme, cuja fungéo € reduzir a caracteristica
quebradica, e aumentar a flexibilidade do filme, possui a desvantagem de aumentar o
coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (GONTARD et al, 1992). Embora estas
substincias, em geral, tenham esta caracteristica, a diminuicio da resisténcia ao vapor de
4gua também depende do grau de afinidade destas substdncias com a macromolécula.
McHUGH et al. (1993, 1994), p.e., trabalhando com filmes de gliten de trigo, com adi¢@o
dos plasticizantes glicerol e sorbitol, verificaram que o dltimo causou uma diminuigdo
relativamente significativa do coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua, em relagdo a
filmes similares contendo glicerol.

Outros estudos realizados por BANKER (1966), DONHOWE & FENNEMA
(1993), GONTARD et al. (1992) também verificaram as altera¢des provocadas pela adi¢do
de plasticizante sobre as propriedades mecéanicas do filme. Além deste, outros tipos de
aditivos com finalidades mais especificas sio encontrados em formulacdes de filmes

comestiveis, tais como: agente antimicrobiano, vitaminas, antioxidantes, “flavors” e

pigmentos.

Os filmes devem possuir propriedades mecanicas adequadas, resisténcia a ruptura e

4 abrasdo, permitindo a protegdo do alimento sem perder a qualidade por manuseio ou por
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armazenamento. Além disso, ele deve possuir flexibilidade o suficiente para se adaptar a
eventuais deformagGes dos alimentos sem danos mecénicos. A formulagdo e as condigdes
de obten¢do do filme ou cobertura comestivel afetam diretamente a natureza e propriedades
do filme. As propriedades mecénicas dependem da natureza quimica e da coesdo estrutural
obtida durante o processo de elaboragdo do filme e de outros fatores como o método de
aplicagdo. A estrutura, sustentada por forgas intermoleculares, que d4 origem a rede
protéica do filme, também pode ser caracterizada pela quantidade de energia necessaria

para romper a mesma.

As proteinas podem ter transi¢des de fase de primeira e de segunda ordem (ROOS,
1995). A transi¢do de primeira ordem mais importante é a desnaturagdo, caracterizada por
um rearranjo espacial da molécula que se manifesta por um pico endotérmico em um
termograma DSC, com uma quantidade de calor latente envolvido na mudanga. A transi¢io
de segunda ordem mais conhecida € a transi¢do vitrea (Tg), prépria de materiais amorfos,
que ndo esta correlacionada ao calor latente, mas sim 4 mudanca da mobilidade e
flexibilidade molecular a temperatura critica (BUERA & CHIRIFE, 1995). Nessa
temperatura o sistema passa de um estado vitreo, caracterizado por uma alta viscosidade,
rigidez e estabilidade, dada por uma baixa mobilidade molecular, onde os movimentos
moleculares estdo restritos a movimentos rotacionais ¢ movimentos de extremidades de
fraca amplitude, para um estado gomoso, em que a viscosidade diminui bruscamente e
aumenta a mobilidade das cadeias de macromoléculas, que também apresentam
movimentos translacionais (SOBRAL, 1992). Nesse ponto, as propriedades fisicas dos
materiais, principalmente as suas propriedades mecénicas, sofrem uma forte mudanca de

comportamento.

Conseqiientemente, as propriedades mecénicas de materiais amorfos sdo seriamente
modificadas, quando a temperatura ultrapassa a Tg. A temperatura é importante pelo efeito
que tem sobre os movimentos das cadeias de polimeros. Por sua vez o conteudo de dgua
tem um forte efeito plastificante em sistemas constituidos de polimeros, causando uma forte
depressdo na temperatura de transigdo vitrea (ROOS & KAREL, 1991). Logo, um
incremento na umidade de um material tem o mesmo efeito de aumento de temperatura

sobre a mobilidade molecular (GONTARD, 1991; SOBRAL, 1992).
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A importancia em determinar a temperatura de transi¢do vitrea foi demonstrada em
filmes de gluten de trigo (GONTARD et al., 1996), e de proteinas miofibrilares de sardinha
do Atlantico (CUQ, 1996) pela andlise de calorimetria diferencial de varredura e a
caracterizacdo dos filmes através de analises térmicas dindmicas € mecdnicas; confirmando
sua importdncia como pardmetro fisico-quimico para o entendimento e predi¢do do

comportamento de filmes comestiveis.
1.5. APLICACOES

Filmes comestiveis podem apresentar um ou mais componentes, secos ou umidos,
possuirem uma ou mais camadas. Entretanto, as caracteristicas funcionais de filmes
biodegradédveis comestiveis dependem do objetivo da embalagem, do teor de umidade e

também do processo de deterioragéo a que o produto esta sujeito.

Um grande numero de filmes desenvolvidos possui teores de umidades bem baixos,
e fabricados em forma de camada, sendo convenientes para proteger alimentos secos e de
umidade intermediaria. Contudo, muito dos filmes estudados ndo se aplicam a produtos de
altos teores de umidades (alimento com alta atividade de 4gua, a, na superficie), podendo

inchar, dissolver ou desintegrar ao entrar em contato com a agua (GUILBERT, 1986).

Nos alimentos, um dos objetivos mais importantes dos biofilmes ¢ a sua
caracteristica de resisténcia a difusdo de umidade entre os diversos constituintes, isto
quando a a, deve ser mantida baixa para assegurar uma boa qualidade e aceitabilidade do
produto (LABUZA & CONTRERAS-MEDELLIN, 1981).

Uma das primeiras aplicagdes de biofilmes e coberturas comestiveis biodegradaveis
foi em frutas e vegetais frescos pos-colheita, utilizando ceras ou emulsdes de cera-e-agua
(KESTER & FENNEMA, 1986), promovendo uma barreira de semipermeabilidade a gases

e ao vapor de agua.

Filmes biodegradaveis elaborados a base de macromoléculas hidrofilicas, sdo
altamente impermedveis a gordura e 6leos. Isto € desejavel quando os alimentos encobertos
serdo submetidos a frituras em Oleo (DANIELS, 1973). Varios estudos verificaram a

eficiéncia de hidrocoldides, polimeros de cadeias longas, que formam géis, os quais podem
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ser usados em frituras para reduzir a absor¢édo de 6leo. DONHOWE & FENNEMA (1994)
observaram que filmes a base de hidrocol6ides podem reduzir a absor¢do de 6leo durante a
fritura. Mais recentemente (WILLIAMS & MITTAL, 1999) estudaram o uso de filmes a
base de goma gelana, para diminuir a absor¢&o de gordura em alimentos fritos como batatas
congeladas, amido de milho rehidratado, puré de batatas, entre outros. Tanto a perda de
umidade, como a absor¢d@o de dleo foi diferente (p = 5%), nas amostras cobertas por filmes,

onde os valores apresentados foram sempre maiores em relagdo a mesma amostra ndo
coberta.

Outro uso possivel se verifica em alimentos congelados, alguns dos quais sdo
susceptiveis as fragmenta¢des ou desintegragdes durante o manuseio, bem como para
produtos frescos, onde héd redugdo de possiveis injurias das c€lulas da epiderme, as quais
podem provocar o escurecimento do produto (KESTER & FENNEMA, 1986). Ainda com
relacdo a alimentos congelados, frutas e vegetais quando envolvidos por filmes podem
diminuir tanto os danos pelo frio como o encolhimento, o que confere uma melhor textura e
aparéncia ao produto final (BAKER et al., 1994).

Os filmes a base de polissacarideos possuem moderada propriedade de barreira ao
oxigénio, mas sdo pobres com relagdo a permeabilidade ao vapor de 4gua, e as propriedades
mecanicas sdo geralmente inferiores a filmes sintéticos. P.e., JOKAY et al. (1967)
desenvolveram filmes, pelo método de extrusio, de amilose e de amilose esterificada com
hidroxipropileno. A grande limitagdo verificada nestes filmes foi a instabilidade dos filmes
frente a umidade. Entretanto, estes polimeros estdio sendo usados experimentalmente na
formagdo de coberturas comestiveis em alimentos, como barreiras fisico-quimicas ao

oxigenio e lipideos, e para melhorar a aparéncia, textura e manuseio.

Coberturas fabricadas a partir de polissacarideos foram usadas para melhorar a
qualidade de carnes armazenadas, incluindo alginatos, carragena, pectina e derivados de
amido. Muitas destas coberturas oferecem pouca barreira a umidade. Entretanto, a
cobertura serve como um meio de retardar a perda de umidade do produto (KESTER &
FENNEMA, 1986; STUCHEL & KROCHTA, 1995).
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Derivados de celulose, geralmente combinados a um plasticizante como o dleo, tém

sido utilizados para envolver carnes frescas e congeladas (DANIELS, 1973).

Uma outra variagdo tecnologica de cobertura comestivel é a “yuba”, a base de
proteinas de soja, um alimento tradicional oriental. Ele é produzido como uma fina camada
de proteina de soja desnaturada numa superficie aquecida de leite de soja (WU & BATES,
1973). Este filme € usado como cobertura em carnes ou vegetais, ou como ingrediente para
sopas (WU & BATES, 1975).

A gelatina obtida pela clivagem hidrolitica das cadeias de colageno, também € capaz
de produzir biofilmes de razodveis propriedades mecénicas, entretanto, apresenta fraca
resisténcia & permeabilidade ao vapor de dgua (CARVALHO, 1997). A gelatina tem sido
mais utilizada na fabricagdo de coberturas comestiveis, como barreira & migragdo de
oxigénio, umidade e 6leo, ou ainda como meio de fixagdo de agentes antioxidantes ou
antimicrobiano. A gelatina, também € usada como encapsulador de ingredientes, com baixo
teor de umidade ou em fase 6leo, na industria farmacéutica (KROCHTA & MULDER-
JOHNSTON, 1997).

O processo de microencapsulagdo € uma aplicagdo de filmes biodegradaveis, na
qual combina-se a fung¢do de facilitar a separagdo dos ingredientes (com diferente atividade
de 4gua), evitando a difusdo de umidade, a mistura de “flavors”, cor, vitaminas,

acidulantes, temperos, entre outros (GIESE, 1993).
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1. INTRODUCAO

Existe uma variedade de compostos que tem a capacidade de formar filmes. Dentre
esses se destacam as proteinas, que sdo caracterizadas por possuirem uma estrutura
especifica, constituida de 20 mondmeros diferentes. A estrutura caracteristica € determinada
pela composigdo, seqiiéncia de aminoécidos e a relagdo das cadeias laterais polares e ndo
polares que formam os diferentes tipos de interagdes na molécula. A conformagio da
estrutura de proteina pode mudar devido ao caréter anfétero da macromolécula, que possui
cargas negativas ou positivas, em valores acima ou abaixo do ponto isoelétrico (pI). O pl €
definido como o pH no qual a soma das cargas negativa e positiva ao longo das cadeias
laterais da proteina é zero. No caso de proteinas essas cargas favorecem interagbes com a
dgua formando multiplas ligagdes em diferentes posicdes, de natureza e energia diversas,

conferindo maior potencial as propriedades funcionais (CUQ, 1996).

A funcionalidade das proteinas € definida como qualquer propriedade fisico-quimica
que pode ser a expressdo de uma ou mais propriedades, e modificar-se em fungdo de
diferentes condi¢bes de tratamento (pH, temperatura, aditivos) e de suas interagdes. As
propriedades funcionais das proteinas dependem do potencial dessas ligagdes cruzadas intra
e intermoleculares que sdo também interessantes para a formagdo de biofilmes (CUQ et al.,
1995).

1.1 PROTEINAS MIOFIBRILARES

As proteinas localizadas no interior da membrana sarcolema sdo aquelas classificadas
como intracelulares. Uma outra classificagfio das proteinas estd baseada na distribui¢do no
musculo, na organizagdo, na solubilidade, e nas suas fungSes no musculo. Sao
subclassificadas em grupos: (1) as proteinas estromaticas, (2) as proteinas sarcoplasmaticas
e (3) as proteinas miofibrilares (SGARBIERI, 1996).

As proteinas sarcoplasmaticas, soliveis em agua e baixas concentragdes de sais

constituem aproximadamente 30-35% da proteina total do musculo ou 5% do peso total,
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Tabela (2.1). As proteinas estromdticas colageno e elastina, localizadas nos espagos
intersticiais das células dos musculos, que coletivamente sdo denominadas de tecidos
conectivos, pois também fazem parte as mucoproteinas globulares, componentes nio
protéicos assim como lipideos e diferentes mucopolissacarideos. Estas proteinas sdo
insoluveis em solventes aquosos, representando 10-15% de toda proteina do musculo. Duas
proteinas do tecido conectivo, colageno e elastina, representam a maior parte da frago
protéica estromatica, embora as proporgdes exatas de coligeno e elastina variem bastante,

na mesma espécie animal.

Tabela 2.1 - Proteinas do musculo.

Tipo Proteina P'rotema Pnn-clpial Propriedades
musculo % constituinte
estromética 15— 20 colageno, insolivel, extracelular,
elastina tecido conjuntivo
sarcoplasmdtica 30 — 35 mioglobina ~ SOlivel, intracelular, ativa
biologicamente
miosina, actina, ligeiramente solivel,
miofibrilares 3055 tropomiosina, intracelular e
troponina contrateis

Fonte: ALAIS & LINDEN (1991).

As proteinas miofibrilares sio compostas de miofibrilas (1-2 um de didmetro),
delgadas. Elas constituem cerca de 55-60% do total da proteina do musculo, incluindo as
proteinas contrateis (actina e miosina) e proteinas reguladoras da contragio muscular
(tropomiosina, troponina, o e B actinina, proteina M, proteina C). As proteinas miofibrilares

com suas caracteristicas estruturais aparecem na Tabela (2.2).

A miosina na forma de bast3o alongado é a mais abundante, representando 55% da
miofibrila. Possui em uma extremidade, duas regides globulares formando a chamada cabega
da miosina, onde se localizam os sitios de ligagdes com actina e ATP. As moléculas de
miosina associam-se umas as outras na regido da cauda, para formar o miofilamento, que

contém 200-400 moléculas de miosina.
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A molécula miosina é constituida de duas cadeias polipeptidicas, chamadas cadeias
pesadas, de peso molecular proximo a 200.000 Da. Essas cadeias apresentam uma estrutura
de dupla a-hélice, e pl de 5,4. Na extremidade globular da molécula de miosina estdo
localizadas as cadeias leves, com pesos moleculares variando de 16.000 a 27.000 Da.

Tabela 2.2 - Principais caracteristicas das proteinas miofibrilares do misculo.

g/100 g de proteina Peso ?]?)Oalf cular Subunidades
Proteinas miofibrilares 50-55

Miosina 27 475.000 2
Actina 11 41.785 1
Tropomiosina 4,3 70.000 1
Troponina 4,3 72.000 1
Troponina T 30.500 1

Troponina I 20.685

Troponina C 17.845
Proteina M 22 160.000 1
Proteina C 1,1 140.000 1
a-actinina 1,1 206.000 2

-actinina 0,5 70.000

Fonte: CHEFTEL et al. (1989).

A actina é uma proteina importante do filamento delgado, representando 20% da
miofibrila. Apresenta-se em duas formas: uma globular, a actina-G, cujo peso molecular ¢ de
42.000 Da e a outra forma fibrosa, actina-F, originada da polimerizagdo da actina-G, em
filamento dupla hélice (com 13 mondmeros por giro), contendo em cada filamento, 300-400
residuos de aminoacidos. O termo actomiosina é um complexo de miosina, actina-F, actina-

G, tropomiosina, troponina e actinina (ZIEGLER & ACTON, 1984).

Outras proteinas como as tropomiosinas, as troponinas € a a-actinina estdo
localizadas sobre a hélice da actina-F. A tropomiosina representa 4-6% das proteinas
miofibrilares, tem a forma de bastonetes e estrutura o-hélice. E composta de duas
subunidades (o e B) que se entrelagam formando uma dupla hélice, cada uma com peso
molecular proximo a 34.000 Da. Existem trés classes de troponina: a troponina T, I, C de

pesos moleculares da ordem de (30.500, 21.000 e 18.000 Da), respectivamente. As
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proteinas reguladoras tém um papel importante na contragio muscular. A tropomiosina
juntamente com a troponina regula o nivel de célcio que participa do processo de interagéo

da actina com a miosina.

Estudos realizados com proteinas miofibrilares tém revelado seu importante papel
nas propriedades de gelatinizagdo (ASGHAR et al., 1985; SAMEJIMA, 1984; YATES et
al., 1983). A desnaturagdo é geralmente induzida pela agdo do calor (ISHIOROSHI et al.,
1979) e a transformagdo do estado sol em gel resulta na formagdo de uma rede
tridimensional resultante de interagdes entre as moléculas de proteinas (SAMEJIMA et al.,
1969; ISHIOROSHI et al., 1979). O mecanismo de formagio do gel depende da quantidade
de proteina, predominantemente, e do tipo de interagdo que estabiliza o gel (SCHIMIDT et
al., 1981) e da temperatura que o gel é formado. Os tipos e forcas dessas interagdes no gel é
que influenciam na resposta & tensdo, assim como agitagdo mecénica ou mudanga de

temperatura durante o processo de formagdo do gel (PAUL & PALMER, 1972).

No estudo da gelatinizagdo de proteinas miofibrilares de diferentes espécies de
musculos (de porco, de carne, de peixe, peito e coxa de frango e peru), nas concentragdes
de 5, 7, 10 e 20% de NaCl/, utilizando indugdo térmica, LAN et al. (1995) verificaram que as
propriedades de gelatinizagdo dos diferentes tipos de miofibrilas se alteraram com a
concentragdo de proteina. Isto sugere que a quantidade de interagdes entre moléculas de
proteinas na matriz de gel de alta concentragio pode diferir daquelas ocorridas em

suspensdo de proteinas diluidas.

No estudo da formagdo de géis a partir de trés fragdes protéicas do musculo de
peixe, SADOWSKA & SIKORSKI (1976) verificaram que a fragdo sarcoplasmatica
(albumina) ndo possuia a capacidade de gelatinizagdo. Similares resultados foram
encontrados para fragdo de proteina estromatica. Entretanto, a fracdo miofibrilar exibiu
excelente habilidade de formar géis, mas ao submeter-se a lavagem exaustiva formou géis
fracos. A for¢a do gel diminuiu possivelmente devido 4 perda de alguns componentes

protéicos menores presentes na preparagdo inicial da proteina miofibrilar.

As propriedades funcionais das proteinas miofibrilares, miosina no misculo pré-rigor
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e actomiosina no post-rigor sdo essenciais no processo de gelificagdo quando ocorre a etapa
de dissociacdo-solubilizagdo. Em geral esta etapa realiza-se por adi¢do de sais (cloreto e
fosfato de s6dio). A miosina facilmente se solubiliza na presenga de sais, pois grande parte
dos aminoacidos que constituem a macromolécula possui cariter hidrofilico e,
aproximadamente, 80% sdo aminoacidos que possuem grupos acidos e bésicos expostos na
superficie (CHEFTEL et al., 1989). Os fons cloreto e sédio em contato com agua sao
hidratados e fortemente atraidos pelos grupos acidos e basicos dos aminoacidos carregados
positivamente, provocando um aumento de grupos negativamente carregados e a repulsdo
entre esses grupos favorece a abertura da cadeia de proteina, expondo um ntimero maior de
grupos negativos, que tem mais afinidade com a 4gua, aumentando assim sua solubilidade.
As ligacdes idnicas intermoleculares em sua maioria sdo quebradas, desintegrando
parcialmente a estrutura secundéria da molécula de proteina. Portanto, a estrutura resultante

da macromolécula esta diretamente relacionada ao processo de extragéo.

A extratibilidade das proteinas pode também ser influenciada por outros fatores
como vigor de mistura, tempo de tratamento, velocidade de centrifugagdo, temperatura,
animal e musculo selecionado, e pelas condicdes de armazenamento até o momento da
extragio (REGENSTEIN & STAMM, 1979). DECKER et al. (1993) verificaram o efeito da
oxidagdo de proteinas miofibrilares de musculo de peru, e observaram a perda de miosina e
actina com concomitante formacio de polimeros de proteinas. Estes resultados mostraram
claramente que a funcionalidade de proteina decresce e pode estar relacionada a mudangas
fisicas e quimicas das proteinas oxidadas. As possiveis mudangas das proteinas que resultam
em danos a estrutura destas e destrui¢do de certos aminoécidos sdo decorréncia do processo
de extragdo envolver cominui¢do, homogeneizagdo e sucessivas lavagens, que provocam o

contato com o oxigénio.

Cominuigéio ¢ definida como o processo de redugéo de matérias-primas a um estado
particularmente fino, no qual se rompe fisicamente o tecido muscular, membranas e o
sarcolema com objetivo de liberar miofibrilas e miofilamentos, com conseqiiente extragao
das proteinas miofibrilares, quando realizada a elevada forga idnica (0,6 M ou superior)

(SMITH, 1988). Neste processo ocorre entumescimento das fibras musculares,
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despolimerizagdo com solubilizagdo da miosina e/ou actomiosina e, uma vez que os sitios de
ligagdo das proteinas miofibrilares estio expostos a solugfio salina ao invés de estarem
restritas apenas as interagdes proteinas-proteinas, a capacidade de interagdo de agua €

aumentada, bem como a viscosidade do sistema.

Durante a cominui¢do, a gordura é reduzida a glébulos e o tecido conectivo
converte-se em particulas ou fragmentos (WHITING, 1988). O aumento da viscosidade na
matriz proteica continua, causada pelo entumescimento da fibra muscular na presenca de
solugdes salinas, estabiliza a gordura na fase dispersa. Isto ocorre devido ao lento
desenvolvimento da adsor¢do da camada de proteinas miofibrilares, restringindo a
coalescéncia dos glébulos de gordura (ASGHAR et al, 1985). Durante a extracdo das
proteinas através do efeito “salting-in” do cloreto de sodio e desintegragdo do tecido
muscular, ocorre um aumento na capacidade de ligagdo de 4gua e proteinas miofibrilares.
Quanto mais proximo do ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares, menor ¢ a capacidade
de ligagdo de dgua (ACTON et al,, 1981). Adigdo de NaC/ produz um deslocamento do pl
das proteinas para valores mais baixos criando uma maior carga liquida negativa em relagéo
a0 pH existente dos grupos carboxilas ionizaveis da proteina. A repulsdo entre estes grupos
negativamente carregados leva & abertura das moléculas de protefnas e a um aumento na
hidratagdo (HAMM & DEATHERAGE, 1960). fons cloretos hidratados sio fortemente
atraidos pelos grupos carregados da proteina rompendo assim as pontes inter e
intramoleculares, resultando num aumento adicional de carga negativa e, por sua vez, maior
atragdo e ligagdo com a dgua (LUMRY, 1973). A capacidade de ligagdo e/ou retengdo de
agua sdo diretamente influenciadas pelo grau de extragio de proteinas, tratamento mecénico,

ambiente i0nico e pH.

A solubilidade das proteinas em sistemas aquosos é um pré-requisito para a maioria
das propriedades funcionais. Muitas das propriedades funcionais das proteinas, incluindo a
habilidade em formar géis, dependem de sua solubilidade. A solubilidade pode ser definida
como a porcentagem da proteina total do misculo na solugdo, sob condigdes especificas e
que ndo € sedimentada por forga centrifuga moderada (XIONG, 1994). A nivel molecular,
McHUGH & KROCHTA (1994) definem a solubilidade, como resultante de uma forca de
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atracdo maior entre o solvente e a molécula do que entre elas mesmas. A solubilidade ¢ uma
propriedade fisico-quimica, que depende de vérios fatores como o peso molecular e
conformagdo da molécula, densidade e distribuigdo das cargas elétricas, que por sua vez €
influenciada pelo pH, natureza e concentragdo de fons ou forga ionica, constante dielétrica
do solvente e a temperatura. Deve-se ressaltar que o tipo de solvente também interfere na
solubilidade da proteina, tendo em vista que a forga (F) efetiva de atragéo entre as particulas

depende da constante dielétrica do solvente, que ¢ dada pela Equagdo (2.1).

F=z'.z;/D,.r’ @D
Onde: z; e z; sdo cargas antagonicas, Ds € a constante dielétrica do solvente, r é a
distancia entre as cargas z; € Z>. Segundo a Equacdo (2.1), quanto maior for a constante
dielétrica do solvente menor serd a forca de atragdo entre as cargas, © maior serd a
solubilidade. A agua, por ser um solvente organico de alta constante dielétrica é considerada
um bom solvente para a maioria das proteinas. Outro fator importante € a temperatura: a
maioria das proteinas € solivel & temperatura ambiente e a solubilidade tende a aumentar a

medida que a temperatura se eleva de 40 a 50 °C (SGARBIERYI, 1996).

A variagdo de pH € outro fator que modifica a ionizagio e a carga liquida da
proteina, alterando as forgas de atragdo e repulsdo entre as proteinas e da associa¢do com a
dgua (BORDERIAS & MONTERO, 1988). As proteinas sdo mais soliveis em pH baixos
(4cidos) ou elevados (alcalinos) por apresentarem €XCesso de cargas positivas ou negativas,
respectivamente. O pH de menor solubilidade é o ponto isoelétrico (pI). O pl das proteinas
miofibrilares esta proximo a 4,5 (CHEFTEL et al.,, 1989). A solubilidade da proteina € de
grande importancia na escolha de métodos de fracionamento e depende da proporgdo de
grupos hidréfobos e hidrofilos na molécula. A medida que as moléculas protéicas aumentam
de tamanho, diminui a relagdo dos grupos hidrofilicos/hidrofobicos e conseqiientemente a
solubilidade. O aumento do volume aumenta ligeiramente a possibilidade de grupos polares

situarem-se na superficie.

O objetivo deste trabalho foi obter um método de extragdo, adequado as condi¢oes

de trabalho, bem como a caracterizagdo de proteinas miofibrilares do musculo
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Semitendinosus bovino. A caracterizagdo quimica objetivou dosar o teor de proteina, a
fracdo de lipideos, o teor de cloretos, de cinzas e de umidade da amostra; a caracterizacio
fisica caracterizou o tamanho do granulo; e a caracterizagdo bioldgica identificou as fragtes

protéicas através da eletroforese, por troca idnica, e composi¢io em aminoacidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 PREPARACAO E EXTRAGAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES

Utilizou-se o musculo Semitendinosus, adquirido no comércio local. Apoés remogdo
da gordura externa e do tecido conjuntivo visivel, a redugdo de peso foi de 47 % do peso
inicial. O musculo foi cortado no sentido transversal das fibras, em pedacos de peso
variando de 100 a 150 g e embalados em filmes de PVC, para evitar desidratacio. O baixo
peso da amostra foi uma restricdo, devido ao tipo de extracdo utilizada. A extragdo
diferencial em diferentes concentragGes de solugdes salinas é inviavel para grandes
quantidades de amostras devido i capacidade da centrifuga. As amostras foram, em seguida,
armazenadas a temperatura de -20 °C. Todas as amostras foram utilizadas no prazo de 3

Imeses.

As proteinas miofibrilares foram extraidas do musculo no estado pds-rigor mortis,
seguindo-se 0 método modificado de EISELE & BREKKE ( 1981) e adaptado as condi¢des
de trabalho do laboratério, cujo €squema esta apresentado na Figura (2.1). Todas as etapas
de preparagdo foram realizadas na faixa de temperatura de 2 a 4 °C. Por isso todas as
solugdes tampdes utilizadas foram previamente refrigeradas. As amostras foram
descongeladas durante uma noite, a 4 °C, e cortadas em forma de cubos de
aproximadamente 2 cm de aresta. Em seguida, o musculo foi passado por um moedor de
carne (Filizola, S3o Paulo, Brasil). Ao misculo moido foram adicionados 6 vezes seu peso,
de solugdo tampao fosfato de sédio 0,05M (Na;HPO,/NaH,POy), pH 7.0 e cloreto de sodio
(NaCl) 0,IM. A seguir o material foi misturado em um liquidificador por 90 segundos e
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posteriormente, em um homogeneizador (Fisaton, Sao Paulo, Brasil), para quebrar células e
fibras do musculo durante 2 horas. O homogeneizado foi em seguida, peneirado, para
eliminar o excesso de tecido conjuntivo, em sua maioria proteinas estromaticas. Seguiu-se a
centrifuga¢do da suspensdo numa centrifuga sob refrigeragdo (Modelo Sorval RC2 - B)

utilizando o rotor tipo GSA, e uma velocidade rotacional de 6000 rpm/20 min.

Remocao:

Carne bovina envoltorios
tecidos conectivos

tecidos gordurosos

Musculo Semitendinosus

Processador

Miusculo moido

6 volumes

tampao fosfato

pH 7.0

Homogeneizador (2h) e Filtrar

Centrifugar (6000 rpm/20 min)

descartar

173 e 1.2 vol sobrenadante,
j3 € 1-2 vol

= ~ 4 proteinas
tampao fosfato de Residuo P

estromaticas

sodio 0,05M , com
NaC/24e06M

respectivamente

Homogeneizador (1 h)

7 volumes de agua

destilada

Centrifugar (10000 rpm/20-30 min)

descartar

sobrenadante.

% . P
Liofilizar e Armazenar a 5 °C n——
Proteinas Miofibrilares sarcoplasomaticas

Figura 2.1 - Fluxograma de extragdo de proteinas miofibrilares bovina EISELE & BREEKE
(1981), adaptado.
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O sobrenadante, constituido de proteinas sarcoplasmaticas, foi descartado. Seguindo
0 processo de reextra¢do, adicionou-se ao decantado, 1/3 de seu peso, de solugdo tampdo
fosfato de sédio 0,05M (Na,HPO4/NaH,POy), pH 7,0 e cloreto de sodio (NaCl) 2,4M, sob
agitagdo, para dispersar o residuo. Adicionou, entdo, 1 a 2 vezes, 0 peso do residuo inicial
de solugdo tampao fosfato de sodio 0,05M (Na,HPO,/NaH,PO,), pH 7,0 e cloreto de sddio
(NaCl) 0,6M, mantendo-se o tempo de 1 hora para extragcdo. Apds adicionou-se a esta
mistura, 7 vezes, seu peso, de agua destilada refrigerada, sob agitagdo, seguida de
centrifugacdo a 10.000 rpm/20-30 min. Descartou-se o sobrenadante, constituido de
proteinas em sua maioria sarcoplasmaticas. Na seqiiéncia, os residuos, constituidos de
proteinas miofibrilares, foram liofilizados, visando obter um lote homogéneo suficiente para
analises futuras. O liofilizador utilizado (Modelo FD3, Heto-Holten, Virtis, New York),

operou com a temperatura da cimara variando de 25 a -40 °C.

As proteinas miofibrilares liofilizadas foram acondicionadas em potes de polietileno,
sob silica gel, armazenado a temperatura de 5 °C, até a obtencdo de um grande lote

homogéneo, utilizado em todos os experimentos.
2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA E FISICA DAS PROTEINAS

O teor de proteinas do material liofilizado foi analisado pelo método semi-micro (N x
6,25) KJeldhal (A.O.A.C. 1980). Os lipideos foram determinados segundo o método de
BLIGH & DYER (1959). O teor de sais foi determinado segundo o método NEVES (1998).
O teor de cinzas foi determinado pelo método de incineragdo em mufla (Quimis, Brasil) a
450 °C, segundo o método A.O.A.C. (1980). As umidades das amostras foram determinadas
em estufa (Modelo 315-SE, FANEM, Brasil) a 100 °C/24 h. A proteina liofilizada foi
triturada num moinho de facas Marcon (Modelo TE 345, Piracicaba, SP), por 2 min. A
granulometria das proteinas foi determinada, passando por um tamis de abertura de 0,125

mm (Telastem, Granutest, Brasil).
2.3 AMINOGRAMA

Para determinagdo do teor de aminoacidos nas proteinas miofibrilares, empregou-se
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0 método que consiste na hidrolise da proteina em meio acido (HCI 6,0 N), a 110 °C/22 h.
Em seguida a solugdo foi passada por um filtro de placa porosa. O &cido cloridrico foi
eliminado, colocando-se a solugdo em evaporador rotatdrio a 50 - 60 °C, a vacuo. Apds esta
etapa, a recuperag@o dos aminodcidos, na forma livre, foi realizada agregando-se um tampéo
citrato de pH 2,2. Aliquotas de 25 pl dos aminodcidos na forma protonada foram
introduzidas na coluna de troca idnica Dionex DX 300. As cargas positivas dos aminoéacidos
deslocam os ions sodicos ficando os aminoédcidos fixos a resina pelos grupos aminicos
protonados (-N"Hs). Os aminoacidos mais basicos sdo absorvidos mais fortemente pelas
cargas negativas da resina, sendo eluidos 4 medida que o pH dos tampdes eluentes aumenta,
nesta ordem: tamp3o citrato de sédio 2% e cloreto de hidrogénio 0,6%, A, pH 3,15; tampéo
cloreto 5% e acetato 1,4% de sédio, B, pH 7,4; regenerante, C, hidréxido 0,6% e cloreto
0,4% de sédio (Pickering Laboratories Inc, USA). Sdo eluidos inicialmente os aminodacidos
dicarboxilicos (4cidos) e neutros, e por ultimo os de natureza basica. Ao sair da coluna os
amino4cidos reagem com ninidrina. O produto dessa reagdo é quantificado num colorimetro.
As éreas dos picos obtidos a partir das amostras desconhecidas sio quantificadas e

comparadas a de uma mistura padrdo de aminoacidos.
2.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das proteinas miofibrilares
liofilizadas de musculo Semitendinosus bovino foi determinada de acordo com o
procedimento de LAEMMLI (1970). No preparo da amostra de proteina de concentragio
foi utilizada, 4,7 mg/ml de solugdo de B-mercaptoetanol; Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; glicerol;
SDS 10% p/v; azul de bromofenol 0,1% p/v dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE), e a
desnaturacdo ocorreu a 95 °C/5 min. A técnica empregada foi gel poliacrilamida (SDS-
PAGE) com gradiente de separagdo, 5 a 20%, e gel de empilhamento de 4% (acrilamida,
Tris-HCI pH de 8.8, agua e TEMED), imerso em solugdo tampédo Tris 0,025 M; glicina
0,192; SDS 0,1% pH 8,3. Utilizou-se o padrdo BIO-RAD contendo as seguintes proteinas:
1- Miosina (200.000 Da); 2- B-galactosidase (116.250 Da); 3- Fosforilase B (97.400 Da); 4-
Soro albumina (66.200 Da); 5- Ovo albumina (45.000 Da); 6- Anidrase carbonica (31.000
Da); 7- Inibidor tripsina (21.500 Da); 8- Lisozima (14.400 Da). As bandas foram reveladas
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com o corante Coomassie-G-250. As determinagdes das faixas de pesos moleculares das
proteinas miofibrilares foram efetuadas empregando-se 0 método de densitometria dos géis,

realizada em densitometro Sharp JX330, utilizando-se “software” Image Master 1 D

(Pharmacia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

As proteinas miofibrilares liofilizadas resultante do processo de extragdo de musculo
Semitendinosus bovino, pds-rigor mortis, apresentaram-se na forma de po branco (Figura
2.2). A fra¢do de proteina miofibrilar foi definida em termos da solug¢do de extra¢do. A
miosina ¢ solivel em 4gua e a actimiosina somente incha na presenga deste solvente. Com
base nesta tese e subsequente estudos, ¢ comum a prética original da extra¢do das proteinas
do musculo pelo uso de solugdo tampdo 0,6 M KCl para solubilizar a maioria das proteinas

(STANLEY et al., 1994).

Figura 2.2 - Proteinas miofibrilares liofilizadas extraidas de masculo Semitendinosus bovino,
pos-rigor mortis, armazenada a 5 °C.
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Embora o processo de extragdo diferencial apresente um fator limitante, por ser
realizado em partes, este permite a separa¢do, protegendo a proteina de possiveis injurias e
degradacdo durante o processo de extragdo (WHITAKER, 1973). Para contornar esta
limitagdo, foram realizadas consecutivas extra¢cdes, para formar um unico lote de
aproximadamente 760 g de amostra para todos os testes. Os lotes de amostras foram
devidamente misturados para formar uma mistura homogénea e posteriormente moida, e
passados em peneira de abertura de 0,125 mm (Telastem, Granutest, Brasil), o equivalente a
100 mesh.

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS PROTEINAS

As proteinas miofibrilares liofilizadas extraidas do musculo Semitendinosus bovino,
apresentaram um teor médio de proteina de 84,26%, e de umidade 3,02%. Esse resultado de
porcentagem de proteina € superior aos resultados apresentados por STANLEY et al
(1994) de andlises de proteinas miofibrilares extraidas, com solugé@o de forca idnica (30 mM)
utilizando a centrifugacdo, de musculo peitoral de frango (70,2%) e musculo bovino
Semimembranosus (67,9%), ambas as analises foram realizadas seis dias pds rigor mortis.
Outro resultado também inferior foi observado por OCUNO & SOBRAL (1998) de
proteinas miofibrilares (82,5%) de origem bovina no estado pds rigor mortis, extraidas de
paleta de forma andloga ao preparo de surimi. Uma provavel causa da menor quantidade
extraida de proteinas deve-se a metodologia empregada, onde as proteinas soluveis,
principalmente, e insoliveis podem ser levadas pela 4gua das sucessivas lavagens. Calculou-
se o rendimento aproximado de 46%, considerando a fragdo de proteinas miofibrilares no
musculo de 50 a 60% (CHEFTEL et al., 1989). O teor de gordura apresentado de 4,9% foi
duas vezes inferior ao resultado de OCUNO & SOBRAL (1998). A quantidade de gordura
inferior deve-se ao tipo de extragdo utilizada, embora a carne possua um alto teor de
gordura. Também ¢é caracteristico o alto teor de proteinas contrateis. A presen¢a de 0,15%
(ou 0,088 moles/100 g de proteina) de sal na proteina miofibrilar € resultado do residuo de
cloreto de sodio utilizado no processo de extragdo. Outro fato concomitante observado foi o
elevado teor de cinzas, 7,42%, que evidencia a grande quantidade de minerais na amostra,

de fonte externa (solug@o tampdo, cloreto de s6dio) e interna de minerais.
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3.2 ELETROFORESE

O resultado da eletroforese em SDS-PAGE poliacrilamida das proteinas miofibrilar é
visto na Figura (2.3-2), ao lado do perfil eletroforético de pesos moleculares padres
estimados Figura (2.3-1). Os resultados da densitometria estdo na Figura (2.4). A
eletroforese em gel apresentou resultados compardveis aos observados em proteinas
miofibrilares de frango por SAMEJIMA & WOLFE (1976) e STANLEY et al. (1994) e de
carne bovina por YATES et al. (1983) e KENNEY et al. (1992).

De acordo com os pesos moleculares estimados (Tabela 2.3), a banda (a), mais
intensa da proteina miofibrilar liofilizada corresponde 4 miosina, de peso molecular 169.000
Da; o outro componente, mais abundante (banda €) de peso molecular proximo a 66.200 Da,
fragdo protéica correspondente a actina. O resultado ¢ semelhante ao publicado por CUQ
(1995) para proteinas miofibrilares de sardinha do Atlantico no estado pos-rigor, e difere
dos resultados encontrados por MONTERREY-Q (1998), que extraiu proteinas no estado
pré-rigor. A diferenca nos resultados pode ser atribuida ao estado pés-rigor mortis, no qual
a proteina foi extraida. Outra provavel causa ¢ 0 método SDS-PAGE, que nio diferencia a
miosina e actina livres, presentes no estado pré-rigor e provenientes da separagao

desordenada da actomiosina formada no estado pés-rigor mortis.

Observando na Figura (2.3) as bandas (a) e (b), seguidas pelo aparecimento de linhas
finas (bandas c e d), sugerem uma possivel protedlise das cadeias pesadas de miosina. Outra
possivel evidéncia de protedlise ¢ caracterizada pela presenga das bandas (h) e (i) que tanto
podem corresponder 4 troponina T ou a fragmentos das cadeias leves de miosina e também a
fragdes de sub- unidades de B-actina, uma vez que os pesos moleculares destes peptideos se
confundem.

Os géis de eletroforese SDS-PAGE da amostra de proteinas miofibrilares foram
analisados por densitometria, e os resultados sdo apresentados na Figura (2.4). As letras
minusculas correspondem as mesmas das bandas na Figura (2.3), observa-se que para as

bandas (c), (d), (f) e (h) ndo foram determinados seus pesos moleculares.
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Figura 2.3 - Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida SDS-PAGE de proteinas
miofibrilares extraidas de musculo Semitendinosus bovino, pds-rigor mortis. 1- Padrdes
BIO-RAD: Miosina (200.000 Da); B-galactosidase (116.250 Da); Fosforilase B (97.400
Da); Soro albumina (66.200 Da); Ovo albumina (45.000 Da); Anidrase carbdnica (31.000
Da); Inibidor tripsina (21.500 Da); Lisozima (14.400 Da) e 2- Proteinas miofibrilares de
carne bovina.
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Mas, entre as fragdes identificadas, a caracterizagdo das proteinas miofibrilares
(miosina e actina) ficou evidente, com o aparecimento da cadeia pesada de miosina (banda a)
e de seus fragmentos de cadeias pesadas (banda b), actina (banda ¢) e fragmentos de cadeias

leves de miosina (banda h).

Tabela 2.3 — Bandas apresentadas em géis de poliacrilamida SDS-PAGE de
proteinas miofibrilares de musculo Semitendinosus bovino obtidas por centrifugagdo

diferencial.

Banda  Peso Molecular (Da) Proteina
a 168.918 Cadeia pesada miosina
b 146.402 Proteina C
c 124.244 Fragmento cadeia pesada de miosina e -

actinina

d 109.051 Actinina e proteina M
e 67.217 Actina
. ¢ 61.274 Actina e tropomiosina
g 41.781 o-tropomiosina
h 36.982 Troponina T
i 27.316 Cadeia leve miosina

Fonte: McCORMICK (1995).

MONTERREY (1998) analisou por eletroforese SDS-PAGE e estimou os pesos
moleculares por densitometria das proteinas miofibrilares de tilipia-do-Nilo (jovem e
adulta), extraidas no estado pré-rigor por sucessivas lavagens em 4gua. Na eletroforese em
gel de poliacrilamida dessas amostras observou-se que a protedlise, caracterizada pelo
aparecimento de linhas finas, difere em relagdo a amostra analisada neste trabalho. A
principal causa deve-se ao estado em que a amostra de tildpia-do-Nilo foi processada, pré-
rigor, enquanto que para as proteinas miofibrilares, de musculo bovino, este processo
realizou-se no estado pds-rigor mortis. Neste estado, o musculo sofreu transformagdes
bioquimicas responsaveis pelo aparecimento do complexo actina-miosina e liberagdo de
enzimas proteoliticas que provocam a formac@io de fragGes peptidicas de baixo peso

molecular.

A provavel agdo enzimatica sobre as proteinas miofibrilares de muisculo de origem
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CAPITULO 2

bovina apresentam vantagens como o aumento de ligagdes dissulfidicas (-S-S-), o que
fortalece a rede protéica (OKAMOTO, 1978). Outra suposta vantagem ¢ o aparecimento de

fracdes peptidicas de baixo peso molecular, que podem auxiliar na formacdo da rede

protéica.
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Figura 2.4 — Resultado da densitometria da eletroforese em SDS-PAGE de proteinas
miofibrilares extraidas de misculo Semitendinosus bovino, pos-rigor mortis.

3.3 AMINOGRAMA

O perfil dos aminoacidos da amostra de proteinas miofibrilares liofilizadas extraidas

de musculo Semitendinosus bovino, pds-rigor mortis, esta apresentado no aminograma

(Figura 2.5).

A Tabela (2.4) mostra a composi¢do de aminoacidos da amostra de proteinas
miofibrilares de origem bovina obtida neste trabalho, ¢ compara os mesmos com os valores
encontrados na tabela da FAO (1970), para o musculo comestivel fresco bovino. Observa-se
que os valores obtidos de musculo Semitendinosus apresentam bem proximos, exceto as
quantidades de cistina que tem valores bem diferentes (12,05 e 1,28 g aa/100 g proteina),

respectivamente paro o musculo no estado pds-rigor e pré-rigor.
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CAPITULO 2

Na Tabela (2.5) observa-se que os aminoacidos encontrados em maiores
concentragdes foram o acido glutamico (14,95%), cistina (10,10%), lisina (8,17%), leucina
(6,89%), acido aspartico (5,58%) e arginina (5,53%). A amostra apresenta também
porcentagens de amonia (0,67%), provavelmente resultante do processo de degradacdo dos
aminoacidos em uréia, como: asparagina, glutamina e triptofano, na etapa de hidrolise acida
em que a amostra € submetida para a andlise, e por isso, ndo sdo quantificados neste

método.
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Figura 2.5 — Aminograma do concentrado de proteinas miofibrilares bovina extraidas de
musculo Semitendinosus bovino, pds-rigor mortis. a- Asparagina; b- Treonina; c- Serina; d-
Acido glutAmico; e- Prolina; f- Glicina; g- Alanina; h- Cistina; i- Valina; j- Metionina; I-
Isoleucina; m- Leucina; n- Tirosina; o- Fenilalanina; p- Lisina; g- Amonia; r- Histidina; s-
Arginina.
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Os aminoacidos sd@o classificados (CHEFTEL et al., 1989) em: polares ionizaveis
(Asp, Arg, Glu, His, Lys, Gly), polares néo ionizaveis (Cys, Ser, Thr), apolares (Ala, Ile,
Leu, Met, Phe, Pro, Tyr, Val) e covalentes (Cistina). A cisteina apesar de ser um aminoacido
polar ndo-ionizado contribuird preferencialmente para formagio de pontes dissulfidicas e

formagdo de cistina.

Tabela 2.4 — Composig¢do de aminoécidos das proteinas miofibrilares

bovino.
Musculo
Semitendinosus Comestivel fresco”
Aminoacidos «
g Aa /100 g Proteina
Cisteina (Cys) - -
Serina (Ser) 2,02 4,03
Treonina (Thr) 4,16 4,59
Ac. Aspartico (Asp) 6,66 8.98
Arginina (Arg) 6,60 6,32
Ac. Glutamico (Glu) 17,83 15:27
Histidina (His) 2,62 3,41
Lisina (Lys) 9,74 8.89
Glicina (Gly) 1,92 4.86
Alanina (Ala) 4,10 5,84
Isoleucina (Ile) 5,21 4,81
Leucina (Leu) 8,22 8,11
Metionina (Met) 2,99 2,70
Fenil-alanina (Phe) 3,73 4,40
Prolina (Pro) 3,01 3,77
Tirosina (Tyr) 3:32 3,60
Valina (Val) 4,96 5,01
Cistina 12,05 1,28
Total 99,14 95,85

"Fonte: FAO - Nutritional Studies (1970);  Aa: Aminoécidos.

Considerando os diferentes tipos de interagdes entre as cadeias laterais e a dgua
pode-se calcular a energia de ligagdo maxima, e assim obtém-se as contribuigdes tedricas de
cada grupo. Para o célculo da contribui¢do do conjunto de cada interagdo foram utilizados

os valores sugeridos por CUQ (1996) para energias de ligagdo: 25 kJ/mol para as interagdes
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polares ndo-ionizaveis, 62 kJ/mol para as idnicas, 8 kJ/mol para as hidrofobicas e 350 kJ/mol
para as covalentes. A quantidade de aminoacidos, expresso em Mol Aa/100 mol Aa, das
proteinas miofibrilares de origem bovina obtidas a partir do aminograma (Figura 2.5), estdo
apresentadas na Tabela (2.6).

Tabela 2.5 — Concentragdo de aminodacidos e potencial energético maximo tedrico
das intera¢Ses na rede protéica de proteinas miofibrilares, extraidas de musculo
Semitendinosus bovino, obtidas por centrifugacdo diferencial e energia de
interagdes.

Aminoéacidos g Aa'/100 g Tipos de interagdes Tipos de ligacdes

Cisteina (Cys) -

Serina (Ser) 1,69

Treonina (Thr) 3,49

Subtotal 5,18 polares ndo ionizdveis pontes de hidrogénio
Ac. Aspartico (Asp) 5,58

Arginina (Arg) 5,93

Ac. Glutamico (Glu) 14,95

Histidina (His) 2,20

Lisina (Lys) 8,17

Glicina (Gly) 1,61

Subtotal 38,04 polares ionizaveis iOnica
Alanina (Ala) 3,44

Isoleucina (Ile) 4,37

Leucina (Leu) 6,89

Metionina (Met) 231

Fenil-alanina (Phe) 3,13

Prolina (Pro) 2,52

Tirosina (Tyr) 2,78

Valina (Val) 4,16

Subtotal 29,80 apolares hidrofobicas
Cistina 10,10 covalentes pontes dissulfidicas
Ambnia 0,67

Total 83,81

"Aa: Aminoacidos.

O éacido glutdmico (16,16%, Mol Aa/100 mol Aa), a cistina (13,26%), a lisina (8,89%), a

leucina (8,35%), seguida do é4cido aspartico (6,67%) e arginina (5,05%) sdo os aminoacidos
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em maiores quantidades. O alto conteudo molar de cistina (13,26%) implica numa alta
densidade de ligagdes covalentes, dissulfeto (-S-S-), que sucedem a nivel intra e
intermolecular de alta energia de interag@o. Entretanto, esta alta densidade de energia das
ligagdes dissulfidicas tem a desvantagem da proteina tornar-se menos solivel (OKAMOTO,
1978), além, de caracterizar a provavel presenga da actomiosina de estrutura quartenaria na

amostra.

Tabela 2.6 — Quantidade de aminoacidos e contribui¢des de energia das principais ligacdes das
proteinas miofibrilares, extraidas de musculo Semitendinosus bovino, obtidas por centrifugacao
diferencial.

. Energia das Energia das Eiieigii
Tipos de ligagGes Aa Mol Aa/100 mol Aa interagGes interagdes &J/100 KJ)
(kJ/mol) (kJ/100 mol Aa)
Cys -
Ser 2,56
Thr 4,66
Ponte de Hidrogénio 7,22 25 180,43 2,27
Asp 6,67
Arg 5,05
Glu 16,16
His 2,30
Lys 8,89
Gly 3,41
I6nica 45,88 62,00 2844,65 35,72
Ala 6,14
Ile 5,30
Leu 8,35
Met 2,68
Phe 3,01
Pro 3,48
Tyr 2,44
Val 5,65
Hidrofoba 37,05 8,00 296,38 3,72
Covalente Cistina 13,26 350,00 4642,13 58,29

* i T
Aa - Aminoacido

A maior contribui¢cio energética dos aminoacidos, aparentemente (Tabela 2.6) sfo as

provenientes de ligacdes covalentes com um percentual de 58,29% das interagdes, seguidas
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das interagdes idnicas (35,72%). As interagdes hidrofébicas (3,72%) e as interagdes de

pontes de hidrogénio (2,27%) apresentaram percentuais mais baixos.

Foi observada uma alta densidade de ligagdes idnicas, similares aos resultados
encontrados por CUQ (1996) e MONTERREY-Q (1998). Por outro lado, os aminoacidos
ndo ionizaveis polares que contribuem para a formagdo de pontes de hidrogénio entre
proteina-proteina, responsaveis pela estrutura secunddria e tercidria, apresentam um valor
baixo (7,22%), quando sfio comparados a valores de proteinas miofibrilares bovina no
estado pds-rigor. O valor encontrado na literatura para proteinas miofibrilares de tildpia-do-
Nilo, no estado pré-rigor é de 10,39% (mol aa/100 mol aa) (MONTERREY-Q, 1998). A
diminui¢éo desses aminoécidos implica no aumento das forgas de coesdo, rigidez e da baixa
flexibilidade da rede protéica (BANKER, 1966). Portanto a diferenca no percentual de
aminoacidos entre a proteina bovina e as de peixes, deve-se ao estado em que as proteinas
miofibrilares foram extraidas.

O grande nimero de ligagdes hidrofobicas (37,05%) aumenta a propor¢do de
residuos de aminoécidos de cadeias laterais apolares que no interagem com as moléculas de
agua. Estas cadeias laterais tendem a se associar em regides hidrofobicas no interior da

proteina, conseqiientemente a penetragio de moléculas de 4gua polar encontra resisténcia.

O processo de “salting-out™ que ocorreu na etapa de extracdo da proteina pode ter
intensificado a agregagdo e também aumentando o contetido de NaCl (0,09 moles)
remanescente da etapa. Uma vez tendo a presenga de eletrélitos, as moléculas de 4gua
ligaram-se mais fortemente ao sal em detrimento de ligar-se as proteinas. Desta maneira as
interagdes proteina-proteina sio favorecidas e isto pode conduzir a uma agregacao.

Entretanto, a proteina torna-se menos solivel.

Nota-se também um percentual de ligagdes covalentes (13,26%), superior ao
resultado de 0,36% observado por MONTERREY (1998) que trabalhou com proteinas
miofibrilares de peixe pré-rigor liofilizadas. As diferencas do percentual de aminoacidos
hidrofébicos e i6nicos entre as proteinas miofibrilares de peixe e bovino ¢ praticamente

inversa (46,3 e 35,5%) e (37,05 e 45,88%) e a diferenca entre o percentual energético é
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(12,5 e 74,4%) e (3,72 e 35,72), respectivamente. A quantidade percentual de ligacdes
i0nicas nas proteinas miofibrilares bovinas € maior, mas a sua contribuicdo energética em
relacdo a de peixe ¢ a metade, fato interessante que pode informar a importincia da

densidade de ligagGes do tipo idnicas.

4. CONCLUSAO

O método utilizado para extragdo, centrifugacdo diferencial em solucdes salinas de
diferentes concentragdes modificadas, foi eficiente com um aproveitamento de 84,26% de

proteina e rendimento aproximado de 46%.

O método de extragdo obteve boa separagdo da fracdo de gordura, em contrapartida
apresentou um alto teor de cinzas (7,42%), devido aos residuos de sais presentes na

amostra.

A eletroforese identificou a amostra como tendo o perfil eletroforético de proteinas
miofibrilares, que sofreu variagbes de temperatura durante a comercializagdo.

Aparentemente, o processo de liofilizacdo conservou a amostra.

As proteinas miofibrilares apresentaram grande numero de ligagGes idnicas, 45%,
contra 37% de ligagbes apolares e um percentual bem menor, de 7,22% de pontes de
hidrogénio. Isto confirma a origem da proteina de musculo pds-rigor mortis € também o

expressivo percentual de ligacdes covalentes (13,26%).

Apesar das ligagGes dissulfidicas apresentarem 58,29% de contribui¢do energética, o
pH (2.8) de solubilizagdo ndo sofreu grande alterag¢@o em relagdo as proteinas miofibrilares
pré-rigor de peixe confirmando a influéncia, principalmente, de ligacGes idnicas na

solubilizagZo e na capacidade de entrelagamento para a formagdo da rede protéica.
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1. INTRODUCAO

A elaboragéo de filmes comestiveis a partir de biopolimeros como polissacarideos e
proteinas t€m aumentado nos ultimos anos e tem sido alvo de pesquisas para seu uso
potencial em protecdo e preservagdo de alimentos. Intiimeros métodos de elaboragdo de
filmes comestiveis, bem como suas propriedades e aplica¢des, foram revisados na literatura
(GONTARD & GUILBERT, 1996; GUILBERT, 1986; KESTER & FENNEMA, 1986).
Nota-se que as macromoléculas mais utilizadas sdo os carboidratos. Dentre as proteinas,
destacam-se as de origem vegetal, como o gliten e a zeina. As proteinas de origem animal
mais estudadas em biofilmes sdo as proteinas do soro do leite (McHUGH & KROCHTA,
1994). Estudos sobre formagdo e propriedades foram realizados por DANIELS (1973);
GUILBERT (1986) e GONTARD & GUILBERT (1996).

O tipo de formulagdo utilizada interfere na natureza e propriedades dos filmes
(BANKER, 1966). A disposi¢do das moléculas e os enlaces entre as cadeias poliméricas
determinam o entrelacamento dos segmentos moleculares, bem como as propriedades
fisicas dos filmes (BANKER, 1966). As propriedades mecénicas dependem do tipo de
polimero, bem como da sua coesdo estrutural. O grau de coesdo, de importancia
fundamental para as suas propriedades, depende da estrutura quimica das macromoléculas,
da presenca de plasticizantes e de agentes de reticulagdo, além da natureza do solvente
usado, do método de aplicagdo, do processo de eliminagdo do solvente (secagem) e da
espessura do filme (GUILBERT, 1986). A organizacdo da cadeia polimérica na matriz
formadora do filme influencia a rigidez, a resisténcia e a flexibilidade.

Recentemente, as proteinas miofibrilares, particularmente as de peixe, vem
ganhando interesse na tecnologia de biofilmes, devido a produgdo de filmes com
propriedades funcionais promissoras (CUQ et al., 1995; MONTERREY-QUINTERO &
SOBRAL, 2000; SOBRAL et al., 1997 ¢ MONTERREY-Q, 1998). No entanto, as de
origem bovina também tem apresentado propriedades funcionais interessantes para
formacédo de filmes, como observado por OCUNO & SOBRAL (1998).
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As proteinas miofibrilares tém alto peso molecular e um grande potencial de
ligagdes intra e intermoleculares. Essas interagdes podem ser alteradas segundo o interesse,
por mudangas no pH, por tratamento térmico ou por meio de aditivos (CHEFTEL et al.,
1989). O tratamento térmico pode dissociar a proteina em subunidades, em maior ou menor
grau dependendo da intensidade do tratamento, além de desnaturar as moléculas de
proteinas, impedindo que essas retornem ao estado nativo. A estabilidade da proteina
depende da concentragdo e do tipo de interagdes predominantes. A estabilidade é alcangada
através de ligagOes de hidrogénio, interacdes eletrostiticas e dipolo-dipolo, interacdes
hidrofébicas e ligagdes covalentes como pontes dissulfidicas (TEJADA, 1994). Os filmes
de proteinas desnaturadas podem apresentar um decréscimo na permeabilidade e na
solubilidade, ¢ uma melhora das propriedades mecénicas (STUCHELL & KROCHTA.,
1994). McHUGH et al. (1994) desenvolveram filmes a base de proteinas de soro, utilizando
0 tratamento térmico como indutor da formagdo de ligagdes dissulfidicas intermoleculares.
No entanto, os filmes formados ndo tiveram diferencas significativas sobre a
permeabilidade ao vapor de dgua nas temperaturas estudadas (75 e 100 °C) e apresentaram-

se quebradigos, sendo necessario o uso de plasticizantes.

A incorporagdo de aditivos como os plasticizantes, ao filme, tem a finalidade de
reduzir a caracteristica quebradica do material, reduzindo o niimero de interacdes entre
cadeias adjacentes, aumentando os espagos intermoleculares, enfim, tornando as ligagdes e
interagdes entre as moléculas mais fracas, e consegiientemente, melhorando a caracteristica
de extensibilidade do mesmo (BANKER, 1966; GONTARD et al., 1992: MAHMOUD &
SAVELLO, 1992). A adi¢@o de glicerol, por exemplo, na formulagio de filmes a base de
proteina de soro, teve influéncia tanto no teor de umidade como nas propriedades
mecanicas (MAHMOUD & SAVELLO, 1992).

Materiais a base de proteinas podem entdo ser modificados para melhorar suas
propriedades funcionais, notadamente aquelas relacionadas com as caracteristicas da
solugdo filmogénica e dos filmes formados (OSAWA & WALSH, 1993). Estudos
experimentais de filmes formados a partir de proteina do soro, utilizando a enzima
transglutaminase como agente reticulante apresentaram propriedades mecanicas (forga e

deformagéo), permeabilidade ao vapor de dgua e solubilidade, dependentes da posicdo em
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que a enzima atua nas moléculas de proteinas, sua especificidade e monitoramento
(MAHMOUD & SAVELLO, 1992, 1993). STUCHELL & KROCHTA (1994) estudaram
os efeitos da enzima peroxidase em filmes formados a partir de proteinas isoladas de soja e
ndo observaram resultados satisfatorios. Eles verificaram a necessidade da enzima ter sitios

de atuacdo especificos, como o da transglutaminase.

Uma das principais propriedades de barreiras, de interesse para filmes comestiveis,
¢ a permeabilidade ao vapor de agua, seguida, das propriedades de permeabilidade aos
gases (CO; e O3) e solutos. A permeabilidade ¢ definida pela ASTM E96-80 como a taxa
de transmissdo de vapor de agua por unidade de éarea através do filme, de espessura
conhecida, induzida por um gradiente de pressdo entre duas superficies especificas; de
temperatura e de umidade relativa especificada (ASTM, 1990). A permeabilidade a gases e
ao vapor de agua pode ocorrer por dois mecanismos: por difuséo capilar e/ou molecular. A
difusdo capilar ocorre em materiais porosos, enquanto a difusdo molecular € por
mecanismo de transferéncia molecular: a agua dissolve na matriz do filme e permeia
através do filme direcionada pelo gradiente de pressdo e a posterior dessor¢@o do outro lado

da superficie.

Em um meio continuo, homogéneo e isotrépico, a permeabilidade (P) é dada

pela Equacdo (1.1) citada no (Cap. 1).

Na pratica, a permeabilidade (P) da dgua através do material € determinada pela
medida do estado estacionario, segundo a Equagéo (1.2) citada no (Cap. 1).

A difusividade e solubilidade do permeante s@o influenciadas pela temperatura e
umidade relativa. Mais ainda estes dois pardmetros dependem das caracteristicas do filme,
como: o tipo de for¢as dominantes na formacgio da rede protéica, o grau de ligagdes entre
moléculas, as forgas de coesdo, os fatores estéricos que podem favorecer uma maior ou
menor ligacdo entre moléculas de proteinas e a presenca de plasticizante. O plasticizante,
geralmente, por ter baixo peso molecular tem a caracteristica de aumentar o volume livre,
devido sua facilidade de penetragdo, e atua diminuindo as forgas intermoleculares entre as
cadeias de macromoléculas adjacentes, provocando reducgido da temperatura vitrea (Tg). Por

outro lado, devido ao seu carater hidrofilico, também acentua a fixagdo das moléculas de
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agua. Dessa maneira, promove uma modificagdo quimica e estrutural na matriz protéica,
que altera o estado do material. Conseqiientemente, ocorre um aumento nio somente da
flexibilidade, mas uma diminuigéo da resisténcia do material (OCUNO & SOBRAL, 1998).

O estado do material como o cristalino ou gomoso, e fatores estéricos também
podem influenciar a permeabilidade ao vapor de 4gua. Visto que a Tg é uma medida da
mobilidade molecular, pode-se dizer que no estado vitreo as moléculas estio proximas com
movimentos restritos aumentando a resisténcia a passagem do permeante. Por outro lado,
no estado gomoso tem-se uma mobilidade maior com aumento do volume livre, que facilita

a entrada do permeante, com conseqiiente aumento da permeabilidade ao vapor de agua.

Filmes e coberturas comestiveis foram exaustivamente pesquisados por BIQUET &
LABUZA (1998): DANIELS (1973); GUILBERT (1986); KESTER & FENNEMA,
(1986). As propriedades basicas para uma boa barreira 2 umidade incluem: (1) uma
estrutura fisica que restringe o processo de difusdo, p.e. pequenos poros, e (2) a auséncia de

estrutura ou grupos funcionais similares 4 molécula permeante.

Recentemente CUQ et al.(1996,1997) e MONTERREY-Q (1998) verificaram que
filmes a base de proteinas miofibrilares de peixe apresentaram uma boa barreira ao vapor
de 4gua. Entretanto, para obedecer a lei de Fick um polimero homogéneo deve ter
permeabilidade constante com a espessura. Este comportamento ndo foi observado em
filmes a base de proteinas miofibrilares. Resultados semelhantes foram observados em
filmes comestiveis a base de celulose (PARK et al., 1993 ¢ PARK & CHINNAM, 1995).
Consequentemente, a estrutura de um mesmo filme apresenta comportamento diferente em

fungdo da espessura no qual é fabricado.

Considerando-se que no Brasil, a carne bovina ¢ relativamente de baixo custo, e que
existe uma considerdvel quantidade de proteinas residudrias, optou-se por estudar a
elaboragdo de biofilmes comestiveis e/ou biodegradaveis a partir de proteinas miofibrilares
extraidas de carne bovina (PMB). Assim, os objetivos deste trabalho foram descrever a
elaboragdo de filmes comestiveis a base de PMB, analisar os efeitos do tratamento térmico,
da concentragdo de plasticizante e do pH, e apresentar e discutir o efeito da formulagdo da

solu¢do filmogénica sobre as propriedades mecénicas, opacidade, permeabilidade e
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solubilidade dos filmes formados, utilizando-se uma metodologia de superficie e resposta,
para melhor avaliar os efeitos interativos; tendo em vista a falta de dados com relagdo a
biofilmes de PMB e sabendo do seu potencial de utilizagdo como uma macromolécula
formadora de filmes comestiveis, um dos nossos objetivos foi obter informagdes, para
melhor entender como as varidveis estudadas pH, concentragdo do plasticizante (Cg) e
temperatura (T) influenciam as condigbes de formacdo e as propriedades mecéanicas de
forga e deformagdo na ruptura; e funcionais como solubilidade, opacidade e permeabilidade
ao vapor de agua do filme. A partir deste conhecimento o objetivo final foi otimizar os

efeitos dessas variaveis para obten¢do de uma formulagio 6tima.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DE CARNE

Utilizou-se o musculo Semitendinosus, adquirido em casa comercial local e pré-
preparado de acordo com item 2.1 (Cap. 2). As amostras embaladas, foram armazenadas a

temperatura de -18 °C e utilizadas num prazo maximo de 3 meses.

As proteinas miofibrilares foram extraidas do musculo no estado pés-rigor,
seguindo-se 0 método modificado de EISELE & BREKKE (1981), discutido no Cap. 2,
item 2.1. Os residuos, constituidos de proteinas miofibrilares, foram liofilizados em um
liofilizador Heto-Holten (Modelo FD3) e acondicionados sob silica gel, até a obtengdo de
um lote grande e homogéneo. Essas proteinas foram utilizadas em todos os experimentos,

armazenadas a temperatura de 5 °C.
2.2 FORMACAO DO FILME

A elabora¢do dos filmes, segundo o método “casting”, consistiu inicialmente na
formagdo de uma solugdo coloidal, contendo 1% (p/p) de proteinas miofibrilares de carne
bovina (PMB), com agregado de glicerol 87% (Merck, Brasil), em propor¢des variaveis

como plasticizante, e de acido acético glacial 100% (Merk, Brasil) como ajustador de pH
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para os varios tratamentos. A solugdo formadora de filme (SFF) foi aquecida 4 temperatura
de 35 °C em banho maria (Ultratermostatico, Modelo 111, FANEM, Brasil), para todos os
ensaios. A concentragdo de glicerol adicionada foi relativa ao peso de proteina dissolvida
na solugdo, ou seja, porcentagem de plasticizante por porcentagem de proteina na solugéo
(% peso plasticizante/% peso proteina). O pH foi ajustado com &cido acético antes do
tratamento térmico ¢ depois da adi¢do do glicerol, medido com um pHmetro de sensor
integrado (SENTRON, Modelo 2001pH, Tecnal, Brasil). A duragdo do tratamento térmico
dado a todos os ensaios foi de 45 minutos. Todos os componentes foram misturados e
agitados no homogeneizador (Fisatom, Brasil). A solug&o do filme foi preparada sob vacuo

para evitar formagdo de bolhas.

As faixas de pH, concentragdo do plasticizante (Cg) e da temperatura (T) que foram
realizados os ensaios estdo apresentadas na Tabela (3.1). Estudos anteriores de CUQ et al.
(1995), com sardinha do Atlantico, mostraram que a formago de uma solugéo homogénea
formadora de filme requer o uso de condigdes acidas ou basicas. Optamos pela condi¢do
acida por formar filmes com propriedades sensoriais melhores. Os valores das varidveis
independentes foram estabelecidos através de testes preliminares e derivadas de
observagdes de CUQ et al. (1995).

A solugdo formadora de filme (SFF) foi pipetada e espalhada imediatamente em
placas retangulares (9,2 x 17,9 cm) de acrilico. O volume de solu¢do colocado na placa foi
calculado de modo a obter uma espessura constante. Com este procedimento foi possivel
obter filmes de espessuras controladas e constantes (0,040 + 0,005 mm), medidas em 15
posi¢des diferentes, 10 e 5, no sentido de maior e menor comprimento do filme,

respectivamente, com um micrémetro (Modelo Tesa, Suica).

As solugdes filmogénicas foram submetidas a desidratacdo em estufa de ventilagdo
forgada (Modelo 320-SE, FANEM, Brasil), em temperatura de 37 °C/18 h, para evaporar 0s

solventes (4cido acético e agua) e formar o filme.

Todos os filmes do experimento foram condicionados a 75% de umidade relativa
(UR), utilizando uma solugdo saturada de cloreto de sédio (NaCl), a 25 °C/48 h, antes das

caracterizagdes.
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2.3 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

A determinagcdo da solubilidade dos filmes em 4gua foi realizada segundo a
metodologia proposta por GONTARD et al. (1992). Trés discos de cada amostra de filme,
com 2 cm de didmetro, previamente pesado, foram imersos em 50 ml de agua contendo
azida sédica (0,02 % p/v), a 25 °C, e mantidos por 24 horas, sob agitagdo esporadica. A
solubilidade foi calculada como a relagdo entre a matéria seca final e a matéria seca inicial,
determinadas em estufa a 100°C/24 h (GONTARD et al., 1992).

A opacidade foi determinada usando-se um meétodo padrdo modificado (ASTM,
1988). As amostras foram colocadas dentro da célula espectrofotométrica adaptada para
este método. O espectro de absorbancia (entre 400 e 800 nm) foi registrado para cada
amostra utilizando-se um espectrofotometro (Modelo DU-Spectrophotometer, Beckman,
USA). Os valores de opacidade foram obtidos por integragéo (programa Origin 3.5) da area
sob a curva (absorbincia versus comprimento de onda). A opacidade do filme foi expressa

como unidades de absorbéncia por nanometros (Ua.nm).

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada utilizando-se o método
padrdo modificado ASTM E 96-80 (ASTM, 1990), de acordo com o procedimento
apresentado por GONTARD (1991). As amostras de filmes foram fixadas em células de
permeagdo de vidro, com abertura circular (¢=34 mm), correspondendo & area do filme
exposta para troca, vedada hermeticamente, e contendo silica gel no seu interior (0% UR; 0
mmHg pressdo do vapor de dgua), em ambiente climatizado a 25 9C. As células de
permeagdo, foram em seguida, colocadas dentro de dessecadores contendo agua destilada
(100% UR; 32,23 mmHg press@o vapor da agua). A difusdo de umidade através do biofilme
causou aumento de peso da célula, registrado em balanga semi-analitica (Marte, modelo
AS2000), em intervalos regulares. As determina¢des foram realizadas em triplicatas,
conforme esquema da Figura (3.1), apds as amostras chegarem as condi¢les de estado

estaciondrio (6 h foram suficientes).

A permeabilidade do vapor de agua (P) foi calculada empregando-se a Equagédo
(1.2) citada (Cap.1). A inclinagdo da curva € a taxa de permeacdo da drea exposta de cada

filme, g/t, obtida fazendo-se regressdo linear, a partir do grafico ganho de peso (g) da célula
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de permeagdo em fungdio do tempo de condicionamento (h), quando esses pontos
sucessivos se ajustarem a uma reta ¢ a taxa de velocidade ficar constante. A parte linear

desta curva esta associada ao regime estacionario de transferéncia de vapor de agua através
do filme.

- —
[= fime | =
Junta de teflon
Y= :

a E graxa de silicone
Célula de
permeabilidade LR 2

UR 1

Dessecador

Solugdo salina 1 ou agua destilada
%) Solucao saturada 2 dessecante

UR K Umidade relativa mantida no dessecador
pela solugéio saturada 1 ou dgua destilada

UR, : Umidade relativa mantida no copo de permeabi-
lidade pela solugdo saturada 2 ou o dessecante

UR;>UR,
¢ Transferéncia de vapor de dgua através do filme

FIGURA 3.1 - Esquema do Principio de medida da permeabilidade ao vapor de agua.
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2.4 PROPRIEDADES MECANICAS - FORCA E DEFORMACAO NA RUPTURA

As propriedades mecénicas dos filmes, como a forga e a deformag@o na ruptura, em
testes de perfuracdo, foram estudadas utilizando-se um texturdmetro TA.XT2 (Stable Micro
Systems, Inglaterra), segundo a metodologia de GONTARD et al. (1992); GONTARD et
al. (1994). Os filmes foram cortados na forma de discos com 6 cm de didmetro e fixados
em uma célula com uma abertura circular na tampa, de 3,4 cm de didmetro. O vidro foi
perfurado anteriormente para evitar uma pressdo de resisténcia contraria a forca de
perfuracdo. Um sensor cilindrico de ¢ = 3 mm foi deslocado perpendicularmente a
superficie do filme, com velocidade constante (1,0 mm/s), até a ruptura do filme
(GONTARD et al., 1992). As curvas de forga contra deformac¢do foram registradas. Os
valores de forga (N) e deformagdo (mm) no ponto de ruptura foram calculados no ponto de

interrupgdo dessa curva.
2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Estudos experimentais de filmes comestiveis usando a metodologia de superficie e
resposta (RSM) foram realizados por GONTARD et al. (1992) e CUQ et al. (1995). Esta foi
utilizada, para analise dos efeitos dos seguintes pardmetros experimentais, que sdo as
variaveis independentes, Cg (X;), pH (Xz) e T (X3), na formacdo dos filmes. Os valores das
variaveis independentes foram fixados nas faixas: Cg (50-75%), pH (2,5-3,5) e T (35-75
°C), determinados através de testes preliminares e indicacio da literatura (CUQ et al. 1995).
Usou-se um planejamento fatorial 23 completo, com 4 repeticdes no ponto central
(BARROS NETO et al., 1996). As varidveis dependentes, isto € as respostas, analisadas,
foram as propriedades mecanicas - forg¢a (Y;) e deformacédo (Y2) na ruptura, a solubilidade
(Y3), a opacidade (Y4) e a permeabilidade ao vapor de agua (Ys), nos filmes. Na Tabela

(3.1) estdo os valores das varidveis independentes, codificados e reais.

O RSM usado foi uma modificagdo do planejamento de BOX et al. (1978), na
composicdo do ponto central para cada uma das trés variaveis em cinco niveis. Os dados
foram analisados seguindo um modelo de 2 ordem para todas variaveis dependentes Yy,

(Equagao 3.3).
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Y, =b, +bx; +b,x, +b,x; +b,x,x, +b;;x,x; +b,;x %, G.1)

2 2 2
b123xlx2x3 +bllxl +b22X2 +b33X3

Onde by, sdo os pardmetros do modelo, e Y, s@o todas as variaveis dependentes € x,
sdo as varidveis independentes. O modelo foi analisado pelo programa Statistica 5.0, para
ajustar os pontos experimentais ao modelo quadratico, plotaram-se graficos de superficies
de resposta e o tratamento estatistico, que inclui o nivel de significAncia, analisado através

dos coeficientes de correlagdo (R?) e do teste F.

Tabela 3.1 — Planejamento experimental fatorial 2° completo.

Variaveis independentes

Niisis da Plasticizante pH Tem%eratura
: i (% g/g proteina seca) (C)
Experimento 1) <
Cg’(X1) pH (X3) T (X3)
01 (16) 55,06 (-1) 2,7(-1) 43,09 (-1)
02 (15) 69,94 (1) 2,7 (-1) 43,09 (-1)
03 (14) 55,06 (-1) 3311] 43,09 (-1)
04 (13) 69,94 (1) 3011} 43,09 (-1)
05 (12) 55,06 (-1) 2,7(-1) 66,90 (1)
06 (11) 69,94 (1) 2.7 (=1) 66,90 (1)
07 (10) 55,06 (-1) 33 (1) 66,90 (1)
08 (09) 69,94 (1) 33 (1) 66,90 (1)
09 (05) 50,00 (-1,68) 3,0 (0) 55,00 (0)
10 (07) 75,00 (1,68) 3,0 (0) 55,00 (0)
11 (06) 62,50 (0) 2,5(-1,68) 55,00 (0)
12 (08) 62,50 (0) 3,5(1,68) 55,00 (0)
13 (18) 62,50 (0) 3,0 (0) 35,00 (-1,68)
14 (17) 62,50 (0) 3,0 (0) 75,00 (1,68)
15 (01) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
16 (02) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
17 (03) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
18 (04) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
“Os valores entre parénteses apresentam a ordem em que foram realizados os
ensaios.
®Concentragdio de plasticizante na solugdo formadora de filme (g plasticizante/g
proteina).

‘Os valores entre parénteses sdo os codigos dos niveis das variaveis independentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A espessura média dos filmes foi de 0,040 + 0,005 mm. O controle desta medida é
necessario para assegurar a confianga nas medidas obtidas de propriedades fisicas, € a
validade de comparagdes entre as diferentes formulagdes. O critério utilizado para medir a
espessura dos filmes foi similar ao adotado por CUQ et al.(1995), porém, o nimero de

espessuras medidas no filme, longitudinal e transversal foram 15 e 10, respectivamente.

Em geral todos os filmes formados se apresentaram com boa aparéncia,
translicidos, de facil manuseio € com bom aspecto tétil, exceto para os filmes formados em
pH 2.5 e a temperatura baixa de 35 °C, que na Tabela (3.2) correspondem & formulagdo n’
11 e a 13, respectivamente. A formulag@o n° 13, a temperatura de 35 °C, ndo formou o gel,
sendo que a formulagio de n’ 11 apresentou maior dificuldade em formar o filme,
possivelmente por causa da grande quantidade de fons H™ adicionados a solu¢fio formadora,
que pode ter agido sinergisticamente contraria a formaggo da rede protéica. A outra causa é
a desnaturagdo da proteina e seu conseqiiente desdobramento, expondo os grupos
hidrofébicos do interior das moléculas protéicas. Esses grupos aumentam a repulsio entre

as moléculas, tornando-as mais acessiveis as moléculas de 4gua do meio em detrimento das
moléculas de H” (CHEFTEL et al., 1989).

Os valores médios para as medidas das propriedades fisicas: forga e deformagédo na
ruptura, opacidade, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade estdo apresentados na
Tabela (3.2). A Equagdo (3.1) foi o0 modelo de ajuste dos dados experimentais, para anélise
estatistica, que permitiu observar a influéncia de todas as varidveis independentes sobre as

propriedades estudadas dos filmes.
3.1 PROPRIEDADES MECANICAS
3.1.1 FORCA DE RUPTURA

No Anexo (A) se apresentam os dados estatisticos completos. Todos os dados foram

analisados com as varidveis Cg, pH e T codificados.
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Observa-se na Tabela (3.3) os efeitos estatisticamente significativos com
probabilidade (p) de ocorréncia no intervalo de confianga menor que 0,20 (p<0,20), das

variaveis pH e temperatura (T) sobre a forga de ruptura dos filmes.

Tabela 3.2 — Respostas das varidveis dependentes sob as diferentes condigdes de
formac&o do filme de espessura 40um.

Variaveis dependentes®

Ne Forca  Deformagdo  Solubilidade Opacidade  Permeabilidade (10 °)
Experimento  (N) (mm) (%)° (Ua.nm) (mol*m/s*m**Pa)
b i Y, Y3 ¥ Ys
01 2,15 7,87 18,72 81,96 2,54
02 2,28 10,63 15,40 153,20 4,17
03 1,61 9,26 19,66 187,40 1,86
04 1,36 9,29 9.03 174,70 2,19
05 1,86 8,35 16,61 135,00 3,46
06 15377 9,22 14,22 113,70 2,30
07 1,28 10,62 12,63 149,30 2,93
08 1,43 8,94 9,18 184,60 2.55
09 2,45 8,64 27,65 174,40 1,88
10 1.92 8.90 22,42 178,20 2,05
11 2.37 9,27 18,33 97,65 2,41
12 1,20 9,80 16,56 176,10 1,93
13 1.73 8,07 19,36 116,50 2,54
14 1.25 8,94 2,42 111,70 2,18
15 2,17 9,39 24,46 114,80 1,70
16 1,75 8,62 24,86 101,10 1,74
17 2,43 8,92 24,81 113,20 1,36
18 2,73 8,96 25,53 157,50 1,73

“Média de trés repeticdes.
®Y1, Y2, Y3, Ys e Ys sdo as varidveis dependentes.
(%, b.s).

Verifica-se uma diminui¢do da forga, em média, de 0,58 quando o pH passa de seu
nivel inferior 2,7 para seu nivel superior 3,3. Na Tabela (3.4) estio apresentados os
coeficientes significativos (p>0,20) do modelo estatistico adotado. A Equagdo (3.2) mostra

o modelo de for¢a na ruptura em fung@o dos paridmetros estudados pH e T.
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For¢a =2,21-0,28pH —0,18 pH? — 0,297 (3.2)

Tabela 3.3 — Efeito dos fatores sobre a forga de ruptura calculados para o planejamento
completo 2° de um polindmio de 22 ordem.

Fator Efeito (N) Erro Padrio p
bo 991" 0,16 0,000893
Linear
pH -0,58™ 0,22 0,082366
Quadratico
pH x pH 0,37 0,23 0,200754
TxT -0,58" 0,23 0,084136

Valores estatisticamente significativos: ~ p>95%; " p>90% e~ p>80% de confianga.

A analise de varidncia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagdo (3.2)
estdo apresentados na Tabela (3.5). Verifica-se um coeficiente de correlagdo (0,85), e o F
calculado (8,78), comparado ao Fgou4,13) tabelado (1,83) foi 4,8 vezes superior que o
tabelado. Indicando que o modelo € estatisticamente significativo a 80% de confianga.

Tabela 3.4 — Coeficientes de regressdo calculados para a for¢a de ruptura utilizando o
planejamento completo 2* de um polindmio de 22 ordem.

Fator Coeficiente(N) Erro Padréo p
bo 2291 0,16 0,000893
Linear
pH -0,28™ 0,11 0,082366
Quadratico
pH x pH -0,18™ 0,11 0,200754
TET -0,29” 0,11 0,084136

Valores estatisticamente significativos: ~ p>95%; “p>90%e "~ p>80% de confianca.
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A partir do modelo obtido (Equagdo 3.2) pode-se gerar as superficies de Forga vs
pH e T. A Figura (3.1) ¢ a representagdo da Equagdo (3.2), com os valores de pH ¢ T
codificados. Nota-se o efeito conjunto da temperatura de tratamento térmico e do pH sobre
a for¢a na ruptura. Pode-se confirmar o consideravel efeito das condi¢des de tratamento e

da composi¢édo da solugdo filmogénica, nas propriedades mecénicas do filme.

Tabela 3.5 - Andlise de varidncia do ajuste de um modelo linear obtido pelo método dos
minimos quadrados para a for¢a de ruptura.

Fon'te (}6 Son‘}a. Qraus de Méd’ia_ o, Frabeiado
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 2.89 4 0,72 8,78 1,83
Residuos 1,07 13 0,08
Fjﬁt‘f 0,55 10 0,05
Erro Puro 0,52 3 0,17
Total 3,96 17

Observa-se na Figura (3.1), que a forga necessaria 4 ruptura dos filmes atingiu um
maximo de aproximadamente 2,5 N, entre 40 e 70 °C e 2,5 e 3,0 de pH. Esse
comportamento dos biofilmes deve-se as provaveis mudangas que ocorrem com as
macromoléculas de proteinas em fungio do pH e T. Essas mudangas podem ser explicadas
por possiveis rearranjos estruturais causados pela variagio do pH, que tem como
conseqiiéncia, uma exposi¢do de grupos funcionais polares, dos residuos de aminoécidos,

permitindo intera¢des diferenciadas entre as macromoléculas.

Outra explicagdo é o mecanismo de gelatinizagio das fragdes de miosina e
actomiosina, que ocorre em duas fases: em temperaturas abaixo de 50 °C ocorre
desnaturagdo protéica, enquanto que acima de 55 °C parece ocorrer agregacdo rapida,
seguida da gelatinizagdo (ZIEGLER & ACTON, 1984). Isso pode explicar o fato de o

méximo da forga estar em torno de 50 °C.

78



CAPITULO 3

=}
=
fad
|

0.199
0,435
0,671
0,908
1.144
1,380
1.616
1,853
2,089
B above

HREN00OEDE

Figura 3.1. Efeito do pH e temperatura na solugdo formadora de filme sobre a for¢a na
ruptura, mantendo a concentragdo de plasticizante constante, Cg=62,5% e a concentragdo
de proteina de 1% (p/p).

3.1.2 DEFORMACAO NA RUPTURA

No Anexo (A) se apresentam os dados estatisticos completos. Na Tabela (3.6) estdo
mostrados os efeitos estatisticamente significativos (p>0,20), das variaveis plasticizante

(Cg). pH e temperatura (T) sobre a deformagdo na ruptura dos filmes.

Verifica-se um aumento na deformacfo, em média, de 0,35 quando a concentragdo
de plasticizante passa de seu nivel inferior 55% para seu nivel superior 70%. Enquanto o
pH ao passar de 2,7 a 3,3 aumenta de 0,42 vezes a deformag@o na ruptura. Nota-se os
fatores Cg e pH significativos no modelo linear e dentre os efeitos interativos destaca-se
com a diminui¢do na deformagfio de 1,32, significativo a p>0,05. Na Tabela (3.7) estdo
apresentados os coeficientes significativos (p>0,20) do modelo estatistico adotado. A
Equagdo (3.3) mostra o modelo deformagdo na ruptura em fungdo dos parametros
estudados Cg, pHe T.
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CAPITULO 3

Tabela 3.6 — Efeito dos fatores sobre a deformagdo na ruptura calculados para o
planejamento completo 2° de um polinémio de 22 ordem.

Fator Efeito (mm) Erro Padrdo p
Média 8.87" 0,09 0,000003
Linear

Cg 0,35™ 0,17 0,131068

pH 0,427 0,17 0,087534

Interagdes

CgxpH 132" 0,22 0,009774

CgxT -0,90™ 0,22 0,027734

pHxT -0,48™ 0,22 0,119163

Quadraticos

pH x pH 0,57" 0,17 0,043993

Valores estatisticamente significativos: = p>95%; “p>90% e p>80% de confianga.

Deformagdo = 8,87 +0,18Cg +0,21 pH —0,66Cg.pH —0,45Cg.T +0,24 pH.T
+0,29 pH* (3.3)

Tabela 3.7 — Coeficientes de regressio calculados para a deformagéo na ruptura utilizando
o planejamento completo 2° de um polinémio de 2 ordem.

Efeito Coeficiente (mm) Erro Padrdo p
Média 8,87 0,09 0,000003
Linear
Cg 0,18™ 0,08 0,131068
pH 0217 0,08 0,087534
Interacdes
CgxpH 0,66 0,11 0,009774
CgxT 0,45 0,11 0,027734
pHxT 0,24™ 0,11 0,119163
Quadraticos
pH x pH 0,29 0,08 0,043993

Valores estatisticamente significativos: = p>95%; “p>90% e p>80% de confianga.

A anélise de varidncia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagdo (3.3)

estdo apresentados na Tabela (3.8). Verifica-se um coeficiente de correlagdo (0,93), e o F
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CAPITULO 3

calculado (11,03), comparado ao Fgpe6.11) tabelado (1,83) foi 6 vezes superior ao tabelado.
Indicando que o modelo € estatisticamente significativo a 80% de confianga. A partir do

modelo obtido (Equa¢do 3.5) pode-se gerar as superficies de respostas em fun¢do das

variaveis significativas.

A deformag¢do ndo apresentou uma regido de 6timo em fungdo das variaveis
independentes. Analisando-se a Figura (3.2), observou-se que a deformagdo na ruptura
apresentou uma tendéncia minima a temperatura altas e pH baixos e a temperatura baixas e
pH altos. No geral, a deformagdo na ruptura foi maior na regido de alta temperatura (80 °C)
e pH elevado (3.5).

) SRR

8.722
8.993
9,263
9,533
9.804
10,074
[ 10.344
B 10615
I 10.885
B 11155
B above
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Figura 3.2. Efeito combinado da temperatura e do pH na solugdo formadora de filme sobre
a deformagdo na ruptura dos filmes, mantendo a concentragdo de plasticizante constante,
Cg=62,5% e a concentragdo de proteina de 1% (p/p).

Em relagdo ao efeito da temperatura e concentragdo de plasticizante na deformago
na ruptura, observa-se na Figura (3.3), que os comportamentos se inverteram entre baixos e
clevados valores das variaveis independentes, de forma que o maior valor de deformagéo,

da ordem de 11,0 mm, se encontrara na regido de alta temperatura (80 °C) versus baixa
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CAPITULO 3

concentragdo do plasticizante (48%) e de baixa temperatura (30 °C) versus alta
concentragdo do plasticizante (78%). Além disso, existe uma zona de maxima deformagéo,
também entre valores de temperatura de 55 a 65 °C para todas as concentragdes de

plasticizante.

Tabela 3.8 - Anélise de varidncia do ajuste de um modelo linear obtido pelo método dos
minimos quadrados para a deformag@o na ruptura.

Fonfte c~1e Som'a_ Q*raus de Méd'ig fupis Fou
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressdo 7,76 6 1,29 11.03 1,83
Residuos 1,30 11 0,11
Fi;fla - 0,10 8 0,12
Erro Puro 0,30 3 0,10
Total 9,05 17

O efeito combinado do pH e da temperatura é também muito interessante, pois a
inversdo das propriedades observada na Figura (3.3) se repete na Figura (3.4), onde pode se
observar o mesmo efeito da concentragéo de plasticizante e do pH sobre a deformagdo dos

filmes.

Uma conseqiiéncia do efeito do tratamento térmico sobre a proteina miofibrilar,
descrita por ZIEGLER & ACTON (1984), ACTON et al.(1981), FOEGEDING (1988) e
LAMBALLERIE et al.(1993) consiste no desdobramento da estrutura da proteina, mesmo
que parcial. Este desdobramento permite um maior nimero de intera¢des entre moléculas
protéicas, tornando a rede mais resistente. Entretanto, o desdobramento parcial da cadeia
quando presente o plasticizante facilita a sua entrada permitindo maior interagdo entre o

plasticizante e a proteina, que provoca um efeito contrério a resisténcia.

As interacdes intermoleculares devem-se ao alto teor de grupos sulfidrilas (-SH) na

molécula de miosina que sio os responsaveis pelas ligagdes dissulfidicas.
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Figura 3.3. Efeito da concentragio de plasticizante (Cg) e temperatura na solugdo
formadora de filme sobre a deformagdo na ruptura dos filmes, mantendo o pH constante,
pH=3,0 e a concentragio de proteina de 1% (p/p).

Além disso, 55% dessas proteinas sdo constituidas de estrutura o-hélice,
estabilizada por pontes de hidrogénio. Com o desdobramento, estas ligagdes ficam
expostas, contribuindo assim para uma alta interagdo cooperativa entre as moléculas de
proteina, aumentando a coesividade da rede protéica e consequentemente diminuindo a sua
flexibilidade. O plasticizante glicerol, molécula hidrofilica, quando adicionado, ¢
incorporado a rede de proteina, colocando-se entre as interagdes, ou seja, reduzindo as
interagdes diretas e a proximidade entre as cadeias de proteinas (BANKER, 1966). Na
Figura (3.2) podemos também observar este efeito da temperatura sobre a estrutura da
proteina ao aproximarmos o pH da solugdo formadora do ponto isoelétrico (4,5), tornando a
rede protéica mais fragil, facilitando o movimento das cadeias protéicas dos filmes.
Resultados similares de comportamento foram encontrados por STUCHELL & KROCHTA
(1994); MAHMOUD & SAVELLO (1992); PARK et al. (1993) e GONTARD et al. (1993).
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Figura 3.4 - Efeito combinado do pH e da concentragdo do plasticizante (Cg) na solugdo
formadora de filme sobre a deformagdo na ruptura dos filmes. Com a concentragdo de
proteina 1 %, mantendo a temperatura constante, T=55 °C.

3.2 SOLUBILIDADE

As solubilidades médias medidas nos filmes estdo apresentadas na Tabela (3.9).
Nota-se que o maior valor de solubilidade observado foi de 27,65 % (ensaio n’ 09: Cg=50
%, pH=3,0 ¢ T=55 °C), enquanto que o menor valor alcangado foi de 2,42 % (ensaio n’ 14:
Cg=62,5 %, pH=3,0 e T=75 %C). Estes resultados sdo inversos aos mencionados na
literatura, onde biofilmes com maior concentragdo de plasticizante apresentam maior

solubilidade.

No Anexo (A) se apresentam os dados estatisticos completos. Na Tabela (3.9) estéo
apresentados os efeitos estatisticamente significativos (p>0,20), das varidveis concentracdo
de plasticizante (Cg), pH e temperatura (T) sobre a solubilidade dos filmes. Observa-se
pelos valores da Tabela (3.9) que todos os fatores provocaram diminui¢do da solubilidade,
e dentre eles destaca-se a temperatura. Verifica-se uma diminui¢do da solubilidade, em
média, de 6,54 quando a temperatura passa de seu nivel inferior 35 C para seu nivel

superior 70 °C. Na Tabela (3.10) estdo apresentados os coeficientes significativos (p>0,10)
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CAPITULO 3

do modelo estatistico adotado. A Equagédo (3.4) mostra o modelo de solubilidade em fung#o
dos parametros estudados Cg, pHe T.

Tabela 3.9 — Efeito dos fatores sobre a solubilidade calculados para o planejamento
completo 2° de um polinémio de 22 ordem.

Fator Efeito (%) Erro Padrio P
Média 25,05 0,22 0,000002"
Linear
Cg 4,18 0,24 0,000420
PH D55 0,24 0,001819
T -5,66" 0,24 0,000171
Interagdes
Cg x pH 2,09 0,31 0,007017
CgxT 2,02° 0,31 0,007675
pHxT -0,89" 0,31 0,065657
Quadraticos
cg -1,18" 0,25 0,018172
PH? 6,55 0,25 0,000124
T -11,18° 0,25 0,000025

Valores estatisticamente significativos: = p>95% e “p>90% de confianga.

Solubilidade=25,05-2,09Cg 127 pH —2,83T —1,04Cg.pH+1,01CgT —0,45pH.T —0,59
Cg? -3.27pH* —5,59T"> (3.4)

A analise de varidncia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagéo (3.4)
estdo apresentados na Tabela (3.11). Verifica-se um coeficiente de correlagdo (0,94), e o F
calculado (6,83), comparado ao Fou9s) tabelado (2,56) foi 2,6 vezes superior que o
tabelado. Indicando que o modelo é estatisticamente significativo a 90% de confianga. A
partir do modelo obtido (Equagdo 3.4) pode-se gerar as superficies de respostas em fung¢do

das variaveis significativas.
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Tabela 3.10 — Coeficientes de regressdo calculados para a solubilidade utilizando o
planejamento completo 2° de um polinémio de 22 ordem.

Efeito Coeficiente (%) Erro Padrio p
Média 25,05 0,22 0,000002°
Linear

Cg -2,09° 0,12 0,00042

PH 127 0,12 0,000124

v -2,83" 0,12 0,000025

Interagdes

Cg x pH -1,04" 0,15 0,007017

CgxT 1,01° 0,15 0,007675

pHxT -0,45™ 0,15 0,065657

Quadraticos

CgxCg -0,59° 0,12 0,018172

pH x pH 327 0,12 0,000124

TxT 5.50" 0,12 0,000025

Valores estatisticamente significativos: = p>95% e “p>90% de confianga.

Os resultados dos testes de solubilidade (Figura 3.5) permitem a visualizagdo de
uma solubilidade méxima, de aproximadamente 30 %, em fun¢io da temperatura em torno
de 50 °C, e do pH entre 2,8 € 3,0. Em relagdo a influéncia da concentragio de plasticizante,
quando se analisa a solubilidade a um pH préximo de 3,0, pode-se observar uma tendéncia

de ligeira reducd@o da solubilidade com o aumento da concentracdo de plasticizante (Figura
3.6).

Tabela 3.11 - Andlise de varidncia do ajuste de um modelo linear obtido pelo método dos
minimos quadrados para a solubilidade.

Fon.te Ele Son}a. C_-raus de Méd'ia: Bl e o
Variacdo Quadratica Liberdade Quadritica
Regressao 676,37 9 12,15 6,83 2,56
Residuos 88,01 8 11
Fgfs de 87,41 5 17,48
Erro Puro 0,60 3 0,10
Total 764,38 17
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A solubilidade da proteina pode indicar a dispersdo e a perda da integridade da
matriz protéica, também serve como indicativo do grau de desnaturagdo da proteina. A
solubilidade dos filmes a base de proteinas miofibrilares de origem bovina, em agua, de

modo geral apresentaram valores baixos (2 ¢ 28%), comparados a outros valores reportados

na literatura, vide Tabela (3.12).

(£0,0/) YRS

Figura 3.5 - Efeito combinado da temperatura e do pH sobre a solubilidade dos filmes com

a concentragio de proteina 1 %, mantendo a concentragido de plasticizante constante em
62,5%.

A diferenga de solubilidades entre os filmes a base de proteinas miofibrilares de
peixe (sardinha do Atlantico) e bovina se deve provavelmente as diferengas entre espécies,

processo de extragdo, estado pré-rigor e post-rigor em que foram extraidas e também a

temperatura em que foi realizada a solugdo formadora de filme.
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Tabela 3.12 — Comparagéo da solubilidade dos filmes.

Ce
. Solubilidade
Filme (g/1 0’0 g pH (%) Autor
proteina)
PM tilapia-do-Nilo® 30-70 3,0 12,3-19,5 1
Glaten+Glicerol 2,5-12,5 2-6 31,5-100 2
PM bovina® 50-75 2,8 2-28 3
Clara de ovo+PEG 60 10,5-11,5 44,9-50,9 4
PM Sardinha do Atlantico 35 3,0 33-47 5
WPI+PROPILENO
GLICOL:G* 50 10 26-30 6
Proteina de soro de leite- )
D+G: 30:70 4-8 95 7
Proteina de soro de leite- )
N+G* 30:70 4-8 23 7
Albumem de ovo 335 6-9 37-48 8

®PM- Proteina miofibrilar; WPI+propilenoglicol:G- Isolado protéico de soro: glicerol;

PEG: polietileno glicol; D: desnaturada; G: glicerol; N: natural.

'MONTERREY (1998); 2GONTARD (1991); * Estudo; *HANDA et al. (1999); *CUQ
(1996); °RHIM et al. (1999); "'PEREZ-GAGO et al. (1999); *JANGCHUD &

CHINNAN, (1999).

Do ponto de vista industrial a baixa solubilidade dos biofilmes a base de proteinas

miofibrilares de musculo bovino permite vizualizar um grande potencial de aplicagdo em

alimentos com alto teor de umidade. A permanéncia da integridade do filme permite sugerir

que a matriz protéica do filme nfo foi totalmente desestabilizada, ou seja, as interagdes

moleculares intra e intercadeias permaneceram praticamente intactas e que somente

mondmeros, pequenos peptideos, substancias nio protéicas e pequena quantidade de

plasticizante foram solubilizados.

A Figura (3.7) mostra duas condi¢des de solubilidade dos filmes: as solubilidades

experimentais (50 e 75% de plasticizante glicerol), medidas dos biofilmes e as

solubilidades calculadas como se todo glicerol adicionado ao biofilme fosse solubilizado.
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Nota-se que as solubilidades experimentais dos filmes estdo abaixo das solubilidades
calculadas para o glicerol. Pode-se assegurar, portanto que houve interagdes entre as
moléculas de glicerol € a matriz protéica. A molécula de glicerol pode ajustar-se no interior
da cadeia protéica e se estabilizar por pontes de hidrogénio com grupos reativos de

aminoacidos ndo ionizaveis polares da proteina.

Bl 2530
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Figura 3.6 - Efeito combinado da temperatura e da concentragdo de plasticizante sobre a
solubilidade dos filmes com a concentragdo de proteina 1 %, mantendo o pH constante em
0.

Outra explicagdo, também mencionada por CUQ et al. (1997) sugere que a
substituiio de uma dupla ponte de hidrogénio (85 kJ .mol™) entre dois grupos amino, por
uma ponte de hidrogénio (25 kJ.mol') entre um grupo amino e uma molécula de
plasticizante ¢ favoravel, pois decresce a energia necessiria de interagdo.
Conseqiientemente, a provavel interagdo entre o glicerol e a proteina torna o plasticizante

indisponivel para reagir com as moléculas de dgua.
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Figura 3.7 — Efeito da concentragdo de glicerol na solubilidade em agua dos biofilmes.
Legenda : - » -, glicerol soluvel; - 01 -, solubilidade experimental e (pH; T) = (3,0; 55).

3.3 OPACIDADE

A opacidade foi obtida integrando-se a area sob a curva de absorbancia versus
comprimento de onda. O menor valor observado de opacidade foi 81,96%, na Tabela (3.2)
que corresponde ao ensaio n’01: Cg=55,06; pH=2,7 e T=43,09 °C, ¢ a opacidade de maior
valor (187,40 Ua.nm) foi encontrado no ensaio n’ 03: Cg=55,06; pH=3.3 e T=43.,09 °C.

No Anexo (A) se apresentam os dados estatisticos completos. Os fatores
estatiscamente significativos estio apresentados na Tabela (3.13). Observam-se os efeitos
das varidveis concentra¢do de plasticizante (Cg) e o pH sobre a opacidade dos filmes.
Verifica-se um aumento da opacidade, em média, de 19,40 Ua.nm quando a concentrag@o
de plasticizante passa de seu nivel inferior 55% para seu nivel superior 70%. Ao aumentar o
pH de 2,7 até 3,3, a opacidade também aumenta 25,20 Ua.nm, em média. Na Tabela (3.14)
estdo apresentados os coeficientes de regressdio significativos (p>0,10) do modelo
estatistico adotado. A Equagdo (3.5) mostra o modelo de opacidade em funcdo dos

parametros estudados Cg e pH.
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Tabela 3.13 — Efeito dos fatores sobre a opacidade calculados para o planejamento
completo 2° de um polindmio de 22 ordem.

Fator Efeito (Ua.nm) Erro Padrdo p
Média 125,34 7,72 0,000509
Linear
PH 50,40° 13,37 0,032659
Quadraticos
CgxCg 38,80" 13,37 0,062470

Valores estatisticamente significativos: = p>95% e l-”p>90% de confianga.

Opacidade =125+19,40Cg* + 25,20 pH (3.5}

A andlise de variancia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagdo (3.5)

estdo apresentados na Tabela (3.15).

Tabela 3.14 — Coeficientes de regressdo calculados para a opacidade utilizando o
planejamento completo 2? de um polinémio de 22 ordem.

Efeito Coeficiente Erro Padrio P
(Ua.nm)
Média 125,34° o) 0,000509
Linear
PH 25,20 6,68 0,032659
Quadréticos .
CgxCg 19,40 6,68 0,06247

Valores estatisticamente significativos:  p>95% e iﬂl?p_>90% de confianga.

Verifica-se um coeficiente de correlagéo (0,94), e o F calculado (6,83), comparado
a0 Foou.2.15) tabelado (2,7) foi 6,1 vezes superior que o tabelado. Indicando que o modelo €
estatisticamente significativo a 90% de confianga. A partir do modelo obtido (Equagdo 3.5)

pode-se gerar as superficies de respostas em fung@o das variaveis significativas.
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Tabela 3.15 - Analise de variancia do ajuste de um modelo linear obtido pelo método dos
minimos quadrados para a solubilidade.

Fonte de Soma Graus de Média

Variagdo ~ Quadratica  Liberdade  Quadratica Featulado Frabetao
Regressao 676,37 2 338,17 6,83 2,56
Residuos 88,01 15 11
FEJ!;Z ie 87,41 12 17,48
Erro Puro 0.60 3 0.10
Total 764,38 17

Na Figura (3.8) se apresenta a opacidade em funcdo da concentracio de
plasticizante e pH. Observa-se uma queda acentuada da opacidade com o pH, e um leve
decréscimo com a concentragdio de plasticizante Além disso, estes valores menores de
opacidade que correspondem a pH extremo devem ser descartados devido a sua acidez estar
abaixo da maxima suportada pelo paladar e também por apresentar baixa resisténcia
mecénica. As opacidades dos filmes a base de proteinas miofibrilares bovina, em geral,
foram baixas. Entretanto, os valores encontrados foram superiores aos resultados obtidos
em filmes a base de proteinas miofibrilares de sardinha do Atlantico (CUQ et al., 1995) e
de Tilépia do Nilo (MONTERREY, 1998), porém inferiores aos de filmes a base de ghiten
de trigo, com opacidade aproximada de 250 Ua.nm (GONTARD, 1991). A causa provavel
das diferentes opacidades entre os filmes a base de proteinas de peixe e de carne bovina,
deve-se principalmente ao tipo de musculo: branco e vermelho, respectivamente, ao estado

em que as proteinas miofibrilares foram extraidas e também as condigdes de processamento
dos filmes.

Na Figura (3.8) observa-se que o pH tem uma maior influéncia, em relacdo ao
plasticizante e nota-se um aumento da opacidade & medida que o pH (3,3) da solucdo
formadora de filme aproxima-se do ponto isoelétrico da proteina, por outro lado, a
opacidade diminui ao aproximar-se do pH 2,5. A diminui¢do da opacidade dos filmes deve-

se a desnaturagdo parcial com uma provavel mudanga na estrutura protéica e alteracdes de
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cargas ao longo das cadeias laterais na molécula de proteina, bem como os residuos,

facilitando maior intera¢do com o plasticizante.

(e FRPLHRO

Bl 91.161
Bl 107,379
[

Figura 3.8 — Efeito combinado do pH e da concentragdo do plasticizante na solugdo
formadora de filme, sobre a opacidade dos filmes com a concentragdo de proteina 1%,
mantendo a temperatura constante em 55 °C.

Proteinas de soja quando submetidas a baixo pH e a temperatura alta, no processo
de formagdo de biofilmes, também apresentaram uma desnaturagdo parcial com
concomitante modificagdo na estrutura protéica (STUCHELL & KROCHTA, 1994). A
provavel causa do aumento da opacidade ao aproximar do ponto isoelétrico da proteina,
deve-se a tendéncia da molécula em aglomerar-se e tornar-se menos soluvel, tornando

dificil a fixagdo da molécula de glicerol no interior da matriz, contribuindo para o aumento

da opacidade.
3.4 COEFICIENTE DE PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

O coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi calculado a partir da

Equagdo (1.2) do Cap.1, que se encontra desenvolvida no Anexo (B). Para todos os valores
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encontrados da relagio g/t, foi observado R>>0,98. Na Tabela (3.2), se observa o menor
valor médio de PVA (1,70.10"° mol.m/s.m>.Pa) no ensaio n°® 15). Coincidentemente este
valor € o resultado esperado do ensaio pelo modelo superficie-resposta, que corresponde ao
valor médio dos pontos centrais (ensaios n’ 15, 16, 17 e 18: Cg=62,50; pH=3,0 e T=55,00
°C). Enquanto o maior valor de PVA (4,17.10™'° mol.m/s.m’.Pa) foi encontrado no ensaio n’
02: Cg=69,94; pH=2,7 e T=43,09 °C.

No Anexo (A) se apresentam os dados estatisticos completos. Os efeitos dos fatores
estatiscamente significativos (p<0,05), de plasticizante (Cg), pH e a temperatura (T) sobre o
coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) medido nos filmes estdo
apresentados na Tabela (3.16). Verifica-se uma diminuigéo do coeficiente PVA, em média,
-0,55% quando eleva-se o pH de 2,7 até 3,3. Na Tabela (3.17) estdo apresentados os
coeficientes de regressdo significativos (p>0,05) do modelo estatistico adotado. A Equagdo

(3.6) mostra 0 modelo de PVA em funcéo dos pardmetros estudados Cg, pH e T.

Tabela 3.16 — Efeito dos fatores sobre a permeabilidade calculados para o planejamento
completo 2° de um polindmio de 2* ordem.

Fator Efeito . 107° Erro Padrdo p
(mol*m/s*m2*Pa)
Média 1,60 0,09 0,000398
Linear
pH -0,55" 0,01 0,011493
Interagdes

CgxT 0,87 0,13 0,006553

pHxT 0,59" 0,13 0,01918

Quadraticos

CgxCg 0,47 0,10 0,019042

pH x pH 0,62 0,10 0,009114
TxT 0,75 0,10 0,005212

Valores estatisticamente significativos a = p>95% de confianga.

PVA =1,60—-0,27 pH —0,43Cg.T +030pH.T +0,47Cg> +0,62pH* +0,75T> (3.6)
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Onde o coeficiente PVA ¢ a permeabilidade ao vapor de dgua. A anélise de varidncia
obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equago (3.6) estdo apresentados na Tabela
(3.18). Verifica-se um coeficiente de correlagdo (0,87), € o F calculado (5,60), comparado
a0 Fooue,11) tabelado (2,29) foi 2,3 vezes superior que o tabelado. Uma das provaveis
causas da falta de ajuste do modelo deve-se a falta de homogeneidade dos filmes
juntamente com a metodologia empregada para a medida do coeficiente de permeabilidade.
A partir do modelo obtido (Equagdo 3.8) pode-se gerar as superficies de respostas em

funcdo das variaveis significativas.

Tabela 3.17 — Coeficientes de regressdo calculados para a permeabilidade utilizando o
planejamento completo 2* de um polindmio de 22 ordem.

. Coeficiente .107"° Erro Padrio P
Eteito (mol*m/s*m2*Pa)
Média 1,60 0,09 0,000398
Linear
pH -0,27" 0,05 0,011493
Interacoes
CgxT -0,43" 0,06 0,006553
pHx T 0,30 0,06 0,01918
Quadréticos
CgxCg 0,24 0,10 0,019042
PH x pH 0,62 0,10 0,009114
TxT 0,37 0,10 0,005212

Valores estatisticamente significativos a = p>95% de confianca.

Ao observar a Figura (3.9) verifica-se um aumento da permeabilidade tanto para
valores reduzidos, como para elevados de plasticizante ¢ de pH. Esse aumento da
permeabilidade provavelmente estd relacionado com a abertura da macromolécula e a
entrada facilitada das moléculas de glicerol na rede protéica, que posteriormente provoca
uma facil difusdo das moléculas de dgua (STUCHELL & KROCHTA, 1994; McHUGH et
al., 1994 e PARK et al., 1993). Um coeficiente de permeabilidade minimo ¢ obtido para a

concentragdo de plasticizante aproximado de 60% e pH 3,1.
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Tabela 3.18 - Anélise de variancia do ajuste de um modelo linear obtido pelo método dos
minimos quadrados para a permeabilidade.

Fonte de

te d Soma' (?raus de Médi&{ Fo Fro
Variagio Quadratica  Liberdade  Quadratica et Tabelado
Regressio 5,95 6 0,99 5,59 2,39
Residuos 1195 11 0,17
Fﬁ:flas ie 1,85 8 0.23
Erro Puro 0,1 3 0,03
Total 7.9 17

Na Figura (3.10), pode-se observar a interago entre o pH e a temperatura, sobre o

coeficiente de permeabilidade permeabilidade. Como esperado, um aumento da
temperatura de tratamento térmico, a partir de 50 °C, produz um acréscimo visivel na

permeabilidade quando o pH ¢ da ordem de 3,6, porém o efeito € diverso a pH mais baixo.
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Figura 3.9 — Efeito combinado da concentragio do plasticizante e do pH na solugdo

formadora de filme sobre a permeabilidade dos filmes com a concentragdo de proteina I
%, mantendo a temperatura constante, T=50 °C.
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Ao comparar os valores de permeabilidade, obtidos em pH aproximado a 3.6,
verificamos que sdo bem menores aos valores determinados em pH 2.5. Essa diferenga ¢
atribuida aos diferentes efeitos provocados pelo pH na macromolécula. Quando o pH esta
proximo de 3,6 tem-se uma maior solubilidade das proteinas, a estrutura protéica
permanece intacta, até aproximadamente 50 °C, mas para temperaturas mais elevadas ha
modifica¢des na estrutura protéica. A pH 2.5 ocorre desnaturagdo da macromolécula, tais

como, a desnaturagdo das moléculas de miosina ¢ subunidades proximas de 50 °C e da

actina (actomiosina e fragmentos de actina) (SOBRAL et al., 1997).

01) apepijiqeaulied
:

Figura 3.10 — Efeito combinado da temperatura e do pH na solu¢do formadora de filme

sobre a permeabilidade dos filmes com a concentragdo de proteina 1 %. mantendo a
concentrag¢o do plasticizante constante, Cg=62,5%.

Na Figura (3.11) como esperado, o aumento da concentragdo de plasticizante ¢ da
temperatura envolve um aumento da permeabilidade. Ao elevar a temperatura da solugédo

formadora de filme, favorece uma maior incorporagdo de plasticizante devido a abertura da
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cadeia de proteina, cuja estrutura e organizagdo molecular modifica, com consequente
aumento do volume livre que diminui a densidade de interagdes, tornando a rede mais
frouxa, e mais soltivel devido o aumento de grupos hidrofilicos expostos que irdo interargir
com a molécula de glicerol, intensificando a afinidade pela 4gua e aumentando a

permeabilidade ao vapor de dgua (McHUGH et al., 1994; CHERIAN et al., 1995; CUQ et
al., 1997; OCUNO & SOBRAL, 1998).
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Figura 3.11 — Efeito combinado da temperatura e da concentragdo do plasticizante na

solugdo formadora de filme sobre a permeabilidade dos filmes com a concentragdo de
proteina 1 %, mantendo o pH constante em 3,0.

Na Figura (3.11), observa-se a interdependéncia da temperatura com o plasticizante
sobre o coeficiente PVA. A regido de minimo mostra este efeito independente da
temperatura e do plasticizante, com o pH constante em 3,0, sobre a permeabilidade. A
facilidade de adsor¢do das moléculas de agua na rede protéica dos filmes € igualmente

facilitada pela afinidade pelo plasticizante (STUCHELL & KROCHTA, 1994; McHUGH
et al., 1994; PARK et al., 1993).
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3.5 FORMULACAO OTIMIZADA

Este estudo permitiu encontrar uma formulagdo otimizada do filme, a base de
proteinaS miofibrilares extraidas de musculo bovino, utilizando a metodologia Superficie e
Resposta. O método consiste de um planejamento experimental completo (2°), que tem a
caracteristica de analisar os efeitos de diversos fatores simultaneamente. Neste trabalho os
fatores otimizados foram: concentragdo de plasticizante (Cg), pH e Temperatura em fungéo
das propriedades mecénicas forca-deformacdo na ruptura, solubilidade, opacidade e
permeabilidade ao vapor de agua. Apesar do modelo ndo ter um bom ajuste com as
variaveis opacidade e permeabilidade, foi vidvel verificar as tendéncias destas varidveis.
Desse modo foi possivel encontrar os valores 6timos dos fatores estudados (Cg=60 %, g
glicerol/g proteina, pH=2,8 e temperatura=50 °C). No Capitulo 4 discutir-se-4 com mais

profundidade as condi¢des nas quais se obtém a formulagdo otimizada.
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4. CONCLUSAO

A solucdo formadora de filme apresentou caracteristicas aprecidveis como sua
homogeneidade e transparéncia, obtendo filmes de aparéncia visual consideravel e de ficil

manuseio.

Pode-se concluir que os efeitos do pH e da temperatura sobre propriedades
funcionais de filmes a base de proteinas miofibrilares sio complexos e implicam em
alteragSes estruturais importantes, que favorecem a resisténcia mecénica dos filmes, sem

comprometer a solubilidade e a opacidade dos filmes.

A baixa solubilidade dos biofilmes reforca a indicagio de uma minima desnaturagéo

das proteinas miofibrilares.

De modo geral, os filmes produzidos a partir de proteinas miofibrilares parecem
promissores considerando as suas propriedades mecénicas que indicam boas propriedades
elasticas. O pH seguido da concentragdo do plasticizante e do tratamento térmico foi o

principal fator que influenciou a solugéio formadora de filme.
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1. INTRODUCAO

Um dos processos mais amplamente utilizados na elabora¢do de biofilmes é o
“casting”, que compreende o preparo de uma solucdo coloidal da macromolécula e aditivo.
A formulagdo geralmente contém pelo menos dois componentes, sendo um deles, o
biopolimero (polissacarideos ou proteinas) de alto peso molecular capaz de formar uma
matriz continua e coesa. O outro componente, quase sempre necessario em biofilmes a base
de proteinas € o plasticizante, utilizado para melhorar a textura e facilitar o manuseio. A
incorporagdo de plasticizantes em biopolimeros modifica a organizagdo molecular
tridimensional da rede protéica, diminuindo as forgas de atragio intermoleculares e
aumentando o volume livre do sistema. A rede torna-se menos densa com o decréscimo das
forcas, melhorando a flexibilidade e extensibilidade dos filmes. O inconveniente é a
afinidade do plasticizante pela agua, que também € um plasticizante natural, sendo,
portanto, um efeito negativo nas propriedades de barreiras do filme (CUQ et al., 1997).
Varios sdo os plasticizantes utilizados na confecgdo de biofilmes, mas os polidis sdo os
mais usados em combinag¢do com polimeros hidrofilicos (McHUGH & CROCHTA, 1994;
GONTARD, 1991; CUQ, 1996; CHERIAN et al., 1995), por ter propriedades favoraveis
como efeito geométrico, peso molecular e afinidade com a proteina. Com adigdo do
plasticizante o biofilme aumenta sua resisténcia a ruptura e a abrasdo, permitindo uma boa
protec¢do ao alimento, sem perder qualidade por manuseio, e a flexibilidade essencial para o

filme se adaptar a eventuais deformagdes do alimento, sem danos mecanicos.

As propriedades mecénicas de interesse em biofilmes sdo a forca e a deformagdo na
ruptura (MONTERREY-Q & SOBRAL, 2000). Outro parametro que influencia as
propriedades dos filmes € a sua espessura. Segundo GENNADIOS et al. (1993b), o controle
da espessura € necessario para medir propriedades que sdo dependentes da uniformidade do
filme e para obter comparac@o entre propriedades dependentes da espessura de diferentes
filmes.

Os biofilmes a base de proteinas apresentam grande sensibilidade as condigdes

ambientais, como umidade relativa e temperatura. Estudos de permeabilidade ao vapor de
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agua de filmes a base de proteinas miofibrilares de peixe, em fung@io da espessura, foram
realizados por CUQ et al. (1996). Observaram que as propriedades funcionais, tanto a
permeabilidade como a for¢a na ruptura, aumentaram linearmente com a espessura,
enquanto a deformagdo teve um efeito contrario. O efeito da espessura sobre as
propriedades funcionais, entre elas, propriedades mecéanicas de forca e deformacdo na
ruptura, propriedades Oticas (cor e opacidade) e de permeabilidade ao vapor de agua foi
avaliado por OCUNO & SOBRAL (1998) com biofilmes elaborados a base de dois tipos de
gelatina, indicando que o controle da espessura € imprescindivel para a caracterizacdo de
biofilmes, uma vez que a for¢a na ruptura, a permeabilidade ao vapor de agua e a cor do
filmes foram fortemente influenciados pela espessura. Por outro lado, a deformacdo na
ruptura e opacidade, praticamente ndo dependeu da espessura. Anteriormente, MAHMOUD
& SAVELLO (1992) relataram que a espessura dos biofilmes influencia as propriedades
mecanicas (for¢a e deformagéo na ruptura) e a permeabilidade ao vapor de agua de filmes a
base de zeina, gliten e derivados de celulose. PARK et al. (1993) estudaram os efeitos da
espessura € concentragdo de plasticizante sobre a permeabilidade ao vapor de agua e
propriedades mecénicas de for¢a e deformag@o na ruptura de filmes a base de metil celulose
e hidroxipropil celulose. Os autores observaram que as propriedades funcionais de filmes
de metil celulose tiveram menor influéncia da espessura do que os filmes de hidroxipropil
celulose, sendo o ultimo possuidor de maior numero de grupos hidroxilas, devido ao grupo
funcional hidroxipropril. BANKER (1966) mencionam que a permeabilidade ao vapor de
agua em encapsulados a base de celulose aumentava linearmente com a espessura do filme.
De maneira geral, ndo existem dados sobre o efeito de aumento da espessura sobre a forga e
deformagdo na ruptura e a permeabilidade ao vapor de agua de filmes a base de
macromoléculas de diferentes hidrofilicidades, nem com filmes a base de proteinas
miofibrilares bovina. Assim, sdo objetivos deste capitulo apresentar o estudo realizado da
influéncia da espessura do filme e da umidade relativa ambiente sobre as propriedades
mecanicas (for¢ca e deformac¢do na ruptura) e permeabilidade ao vapor de agua. Estas
propriedades foram determinadas em filmes elaborados com proteinas miofibrilares de
origem bovina utilizando a formula¢ido e processo de elaborag¢do otimizada, desenvolvida

no Cap. 3.

122



CAPITULO 4

2. MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DE CARNE

Utilizou-se o musculo Semitendinosus de carne bovina no estado pds-rigor,
adquirido em casa comercial local, pré-preparado e extraido de acordo com a metodologia

descrita no item 2.1 do Cap. 2.
2.2 FORMACAO DO FILME

A elaboragdo dos filmes, segundo o método “casting”, consistiu inicialmente na
formagdo de uma solugdo coloidal, contendo 1% (g proteina/100 g solugdo) de proteinas
miofibrilares de carne bovina (PMB) e 60% (g glicerol/g proteina) de plasticizante, com pH
2.8, mantido com 4cido acético. A solu¢dio formadora de filme (SFF) foi preparada de
maneira semelhante a descrita em 2.2 do Cap.3. A temperatura do tratamento térmico dado
a SFF foi de 50 °C.

A SFF foi adicionada em placa, em volumes calculados de modo a obter filmes de
espessuras, médias: 0,040, 0,060 e 0,080 mm (0,005 mm). O tempo de secagem foi
variavel, entre 18 e 26 h, para obter umidade constante para todas espessuras. A medida de
espessura foi realizada com medidas em 15 posi¢des diferentes com um micrémetro

(Modelo Tesa, Suica).
2.3 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

Os biofilmes, apés a secagem, foram condicionados em ambiente com umidade
relativa (UR) controlada (75%), utilizando uma solug¢do saturada de cloreto de sédio (NaCl)
e temperatura de 25 °C, durante 48 h.

2.3.1 PROPRIEDADES MECANICAS - FORCA E DEFORMACAO NA RUPTURA

As propriedades mecanicas dos filmes foram estudadas utilizando-se um
texturdmetro TA.XT2 (Modelo Stable Micro Systems, Inglaterra) (GONTARD, 1991) para
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determinar for¢a e deformagfio na ruptura de acordo com o procedimento descrito em 2.4
do Cap.3. A forca (F) na ruptura e o deslocamento (D) na ruptura foram determinados
diretamente das curvas de forca versus deformagdo plotados pelo “software” Texture

Expert 1.15 (Stable Micro Systems). A deformacdo na ruptura (AI/IO) foi calculada a partir
da Equag#o (4.1), que se encontra desenvolvida no Anexo E (GONTARD, 1991), sendo [y

o comprimento inicial do filme, calculado como o raio da célula de medida (17 mm), e D ¢

a distancia penetrada pela sonda na ruptura.
D* +12 -1
;ﬂ{—m—-u].loo 4.1)

2.3.2 COEFICIENTE DE PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

A determinacdo do coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua foi conduzido
utilizando-se o método padrdo modificado ASTM E 96-80 (ASTM, 1990), de acordo com a

metodologia descrita em 2.3. do Cap.3.

TABELA 4.1 - Umidades relativas de solucdes salinas saturadas a 25 °C.

Sal Ay
MgClL 0,327
Mg(NOs) 0,536
NaNO, 0,645
NaCl 0,756
KCl 0.843

Fonte: ROOS (1995).
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As amostras de filmes foram semelhantemente fixadas em células de permeacgio de
vidro, contendo silica gel no seu interior e colocadas em ambiente climatizado a 25 °C. As
células de permeacdo foram em seguida, colocadas dentro de dessecadores contendo
solugdes salinas saturadas, com a a,, variando entre 0,070 e 0,907 (Tabela 4.1). Este
procedimento foi realizado para as trés espessuras do filme. No final dos testes de
permeabilidade ao vapor de agua, os teores de umidade das amostras foram determinados

de acordo com a metodologia descrita no Cap.3 item 2.3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. FORMULACAO OTIMA

O delineamento estatistico fatorial completo de dois niveis (2°), na metodologia de
superficie e resposta apresentado no Cap.3, permitiu estudar as varidveis consideradas
principais influenciadoras no processo de elaboragdo dos biofilmes. A analise dos dados
permitiu encontrar uma formulagio otimizada. Em fung#o do apresentado anteriormente foi
possivel a obtengdo de biofilme a base de proteinas miofibrilares de origem bovina,
biodegradavel e auto sustentavel, flexivel, homogéneo, manusedvel e ndo pegajoso ao tato.
As condigdes da formulagdo otimizada foram 60% (g glicerol/g proteina seca) de
plasticizante, pH 2,8 (mantido com 4cido acético) e T=50 °C, com uma concentrago

protéica constante de 1% (g proteina/ 100 g solu¢ao).

Para avaliar a formulagdo 6tima do filme foram considerados os seguintes aspectos:
as propriedades mecénicas de for¢a maxima e de deforma¢do minima, num valor de pH tal
que a solubilidade da proteina na solugdo formadora do filme fosse méaxima, utilizando uma

menor quantidade de plasticizante.

A polimerizacdo da proteina miofibrilar comega no abate do animal até€ extragdo da
proteina, durante a formag#io e subseqiiente secagem do filme. A hipotese do mecanismo de

formacdo do filme envolve primeiro as ligagdes dissulfidicas, desenvolvidas no estado pos-
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rigor que se acentuam na etapa final da extragdo, com “salting-out” da molécula protéica,
que favorece a formagdo de interagdes hidrofébicas. Na solu¢do formadora de filme (SFF),
preferencialmente, ocorrem ligagdes do tipo pontes de hidrogénio. Ao reduzir o pH a 2,8 da
SFF e submeté-la ao tratamento térmico ha desnaturagio parcial da cabega da actomiosina,
da estrutura a-hélice e ao longo da cadeia expondo os grupos (-SH) intramolecular e os
hidrofébicos, dispondo-os, com a abertura da rede para outras ligagdes. Ao adicionar
plasticizante glicerol sua penetragdo no interior da rede protéica é facilitada por se tratar de
uma molécula hidrofilica, de baixo peso molecular (92 g/mol), com 3 atomos de carbono e
trés grupos hidroxilas. Seu entrelagamento na rede se da por pontes de hidrogénio entre os
grupos hidroxilas do plasticizante e grupos aminas da proteina. O plasticizante ao entrar em
contato com a proteina induz a formagdo de interagdes entre plasticizante-proteina em
detrimento da interagdo proteina-proteina, ocasionando uma diminuicdo de interagdes
intermoleculares, promovendo um aumento do volume livre entre cadeias (CUQ et al.,
1997).

Na secagem ocorre a jungdo destes grupos sulfidrilas através da oxidagéo pelo ar de
secagem. As ligagdes dissulfidicas (-S-S-) intra e intermoleculares voltam a ocorrer e,
conseqlientemente em maior interligamento da rede protéica tridimensional, envolvendo as
interagdes com o plasticizante. As proteinas, ao se ligarem com o plasticizante, reduzem a
densidade de interagSes ao longo das cadeias laterais de proteinas e, conseqiientemente,
aumentam o espago livre intermolecular possibilitando maior movimento das cadeias,
diminuindo as forgas intermoleculares ¢ fornando um filme de estrutura mais flexivel
(BANKER, 1966).

O biofilme produzido da formulagdo otimizada, de espessura igual a 0,040 (+0,005
mm), a base de proteinas miofibrilares bovina est apresentado na Figura (4.1). A espessura
média dos filmes foi de 0,040 mm + 0,008 resultado obtido de 15 medidas, 10 e 5. no

sentido de maior e menor comprimento do filme, respectivamente.

Observa-se (Figura 4.1) uma variagdo de cor e também de transparéncia do filme
sobre o disco colorido. Os tons de cores mais claros (branco, azul claro, rosa e amarelo)

mascaram ligeiramente a transparéncia do filme. A cor do biofilme levemente amarelada
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deve-se aos residuos de pigmentos da carne vermelha (mioglobina) ainda remanescente na
proteina, devido ao método de separagdo, bem como da sua modificagdo. Entretanto, o
biofilme apresentou uma superficie ligeiramente arenosa e rugosa, devido a presenca de
substancias insolGveis, mostrada no corte transversal, na microfotografia eletronica de

varredura (Figura 5.4abc).

Figura 4.1 - Filme a base de proteinas miofibrilares de musculo Semitendinosus bovino
pos-rigor. Formulag@o otimizada do biofilme (Cp=1%, Cg=60%, pH=2,8 ¢ T=50 °%C).

3.1.1 EFEITO DA ESPESSURA SOBRE AS PROPRIEDADES MECANICAS

O comportamento da forga na ruptura em fungdo da umidade dos filmes, para
diversas espessuras ¢ apresentado na Figura (4.2), cujos dados sdo média de 5 repeti¢des.
Pode-se notar que o aumento da umidade do filme diminuiu gradativamente a forga na
ruptura, até um dado valor, que independe da espessura do filme. A for¢a na ruptura ¢

definida como o maximo de tensdo que o filme pode sustentar. O valor de for¢a na ruptura
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¢ utilizado para caracterizar filmes de espessura fina, com defeitos dificeis de visualizar, e
filmes que tém propriedade de tensdo desproporcional a area em que é aplicada a forca

(ASTM, 1988).

A forca de ruptura depende da espessura do filme, e portanto deve ser analisado em
funcdo da espessura. A medida que a espessura aumenta, a forca de ruptura também
aumenta, entretanto, ndo linearmente. Para um aumento de 40 a 80um, a umidade relativa
de 20 %, a for¢a de ruptura aumenta de 30,08 a 54,71 Mpa. Desta forma, para um
acréscimo de 100% na espessura a for¢a de ruptura aumenta 78%. Mais ainda, os valores da

for¢a de ruptura tendem ao mesmo valor nos filmes de umidade alta 32,10 (%, b.u).
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Figura 42 - Efeito da umidade sobre a for¢a na ruptura do biofilme, formulagido
otimizada (Cp=1%, Cg=60%, pH=2,8 ¢ T=50 OC), Produzidos com diferentes espessuras:

80 um, -4-; 60 pm, -m-; 40 pm, - ¢ -.

Segundo CUQ et al. (1996), em filmes a base de proteinas miofibrilares de sardinha
do atlantico (UR=58% e T=20 °C), a for¢a na ruptura apresenta um comportamento linear

com a espessura entre 0,010 ¢ 0,055 mm.
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Com o aumento da espessura, tem-se uma quantidade maior de matéria seca
depositada por unidade de area, elevando-se o nimero de cadeias de proteina e de
interagdes por unidade de area. No entanto, os valores de for¢a tendem a ser semelhantes,
quando a umidade do filme atinge valores acima de 35% (%, b.u), para filmes de espessuras
(40 e 60um). Isto sugere dizer que o aumento da umidade da origem a interagdes
semelhantes, e de menor energia ao longo de toda espessura. A adsorgdo de moléculas de

agua ¢ favorecida dentro da rede protéica, e aumenta com adigdo de glicerol.

Estas modificacdes da rede protéica em relagdo a espessura e umidade relativa t€ém
um efeito inverso na % de deformagdo. A deformag@io na ruptura também € influenciada
pela espessura e umidade relativa em que as amostras foram condicionadas (Figura 4.3). No
grafico, verifica-se no filme de espessura (40um), o aumento da deformagdo de +7% para
+13%, ao elevar-se a umidade de 20 a 48% (%, b.u), enquanto, nos filmes de maiores
espessuras (60 e 80u), nota-se uma variagdo semelhante na faixa de 6 a 11% na

deformagio, ao elevar-se a umidade de 20 a 48% (%, b.u).
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Figura 4.3 - Efeito da umidade sobre a deformagdo na ruptura do biofilme, formulagao
otimizada (Cp=1%, Cg=60%, pH=2,8 ¢ T=50 °C). Produzidos com diferentes espessuras:

80 um, -4-; 60 um, -m-; 40 um, - ¢-.
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E interessante comparar os valores obtidos de forca e deformagdo na ruptura, com os

obtidos por outros autores (Tabela 4.2) na mesma faixa de temperatura e umidade.

Tabela 4.2 - Propriedades mecénicas, forga na ruptura e deformagéo, de biofilmes a base
de proteinas miofibrilares bovina comparada a outros filmes comestiveis e/ou
biodegradaveis e filmes sintéticos.

Filme T0CHUR Espessura Forga Deformagao
(%) (nm) (MPa) (%)

PM til4pia-do-Nilo® 22-58 37 - 54 31,10 6,45
wWG* 25-56 50 27,14

PM bovina® 23-75 40 20,50 11,20
HPE' 25-175 54 17,60

PM Sardinha do Atlantico 25-57 34 17,10 22,70

WPIL:G* 23 -50 110 13,90 30,80
RB9,5* 23 =553 190 11,80

GGS (15:4:2) 25-50 87 5,60 39,00

Albumem de ovo 23-50 99 1,26 32,20
Zeina de milho 26 -50 81 0,40

3PM- Proteina miofibrilar; WG- Gliten de trigo; HPC- Hidroxipropilcelulose; WPL:G-
Isolado protéico de soro: glicerol; RB9,5: Farelo de arroz pH9,5; GGS: Gluten-glicerina-
sacarose.

®Este estudo.

Observa-se em biofilmes a base de proteinas miofibrilares de origem bovina, 40pm
a 25 °C; e 75%UR, que a porcentagem de deformagéo (11,20%) ¢ substancialmente menor
em relagio a todos os filmes apresentados na Tabela (4.2), exceto para biofilmes a base de
proteinas miofibrilares de peixe (tilapia do Nilo), onde a deformagdo do filme apresentou
um menor valor (6,45%), nas condigdes (T=22 9C; UR=58% e espessura variando de 37 a
54um). Também se verifica que a for¢a de ruptura ¢ maior que a dos diversos filmes
comparados, & excecdo da mencionada anteriormente (proteinas miofibrilares de peixe -
tildpia-do-Nilo). Portanto, podemos concluir que estes filmes sdo ligeiramente mais rigidos

e resistentes.
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3.1.2 EFEITOS DA ESPESSURA SOBRE O COEFICIENTE DE PERMEABILIDADE
AO VAPOR DE AGUA

A influéncia da espessura ¢ ambiente de condicionamento sobre o coeficiente de
permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), média entre triplicatas, dos biofilmes a base de
proteinas miofibrilares bovina, pode ser observada na Figura (4.4). Os resultados de ganho
de peso das células de medidas (dados nfio mostrados), para os biofilmes, nas condi¢des
acima citadas, tiveram comportamento linear positivo acima de 99%, para todas as
amostras. A partir do ajuste linear das curvas foi obtido o termo (g/t) da Equagdo (1.2) do

Cap.1. correspondente a inclinagdo da reta (¥ = a + bx).

Na Figura (4.4) observa-se que a PVA dos biofilmes aumenta com a hidratacdo do
filme, em todas espessuras (40, 60 e 80um). Nota-se na figura dois grupos de pontos
experimentais: uma zona de inclinagdo maior, correspondendo a faixa de umidade abaixo
de 30% (b.u), e outra, onde a taxa de aumento da PVA é menor, para as umidade acima de
30% (b.u), ocorrendo uma diminui¢do gradativa das inclinagdes até atingir valores
constantes, da ordem de 1,15.10", 1,28.10" e 1,47.10"" molm’.s'.Pa", para as

espessuras 40, 60 e 80pum, respectivamente.

Para umidades relativas acima de 30% este comportamento também foi observado
por McHUGH et al. (1993); CUQ et al. (1996) e PARK et al. (1993). Como esperado o
aumento da umidade em filmes comestiveis, de natureza hidrofilica, provocou um aumento
da PVA (BIQUET & LABUZA, 1988; GONTARD et al., 1993). Segundo estes autores, a
agua mostrou efeito plasticizante em filmes a base de chocolate e proteinas de ghiten de
trigo, respectivamente. Neste trabalho, o filme de espessura 40 um aumentou a PVA de
2,4.10" 2 1,15.10"" molm™.s".Pa’, ao elevar a umidade de 7,8 a 32,10% (g 4gua/100 g
amostra), a PVA do filme aumentou 3 vezes, enquanto para o filme de espessura, 80um, o
efeito provocado pela elevagdo da umidade foi mais acentuado (10 vezes), que para o filme

de espessura intermediaria, 60um, (5 vezes).
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Figura 4.4 - Efeito da umidade sobre a permeabilidade ao vapor de agua do biofilme,
formulagdo otimizada (Cp=1%, Cg=60%, pH=2,8 e T=50 "C). Produzidos com diferentes
80 um, -4-; 60 um, -m-; 40 pum, -4 -,

A resisténcia a transferéncia de PVA em filmes a base de proteinas ¢ limitada
devido ao carater hidrofilico da proteina. Segundo MARTIN-POLO & VOLLEY (1990) as
etapas de dissolugdo e evaporagdo sdo influenciadas pela solubilidade do permeante no
filme. Neste caso, as moléculas de 4gua, de baixo peso molecular, sio facilmente
adsorvidas na rede protéica, de caracteristicas hidrofilicas, tanto quanto no glicerol, também
de carater hidrofilico. Este efeito foi também mencionado por STUCHELL & KROCHTA
(1994) em filmes de proteinas de soja com adicdo de plasticizante e por
GNANASAMBANDAM et al. (1997), em filmes a base de proteinas de farelo de arroz. A
molécula de agua ao ser adsorvida no interior da rede protéica, provoca um inchamento da
rede protéica com provavel aumento da difusdo das moléculas de dgua, que torna os filmes

a base de proteinas poucos eficientes com relag@o a barreira ao vapor de agua.

Também se verifica que a permeabilidade média aumenta com a espessura Figura
(4.4). Este comportamento do filme a base de proteinas miofibrilares indica que o polimero
ndo se adequou a lei de Fick, ou seja, a difusividade das moléculas de dgua pode ndo ser
constante, como também o coeficiente de solubilidade da lei de Henry, de sorcdo, este
efeito pode ser devido a interagdo do permeante a rede protéica e a varia¢do da estrutura do

filme em funcio da espessura (GENNADIOS et al., 1990).
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CAPITULO 4

Os valores de PVA de varios tipos de biofilmes podem ser comparados,
considerando as condi¢des (diferenca de umidade relativa e temperatura), em que foram
realizadas as analises. A Tabela (4.3) compara os valores de PVA de filmes a base de
proteinas, de origens e processos de extragdes diferentes com filmes de polimeros

sintéticos.

Tabela 4.3 — Coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua de biofilmes a base de proteinas
miofibrilares bovina comparada a outros filmes comestiveis e/ou biodegradaveis e filmes
sintéticos.

Filme Espessura  Temperatura UR Permeabilidade.10™"
(um) (C) (%) (mol.m/s.m”.Pa)
Glutend,0" 150 25 50 - 100 261,10
GGS” (15:6:0)° 87 25 50 -100 78,33
GGS” (15:4:2) 87 25 50 - 100 63,90
RB'9,5° 190 23 55-100 44,44
Gluten e Glicerol* 50 30 0-100 41,50
Pure de péssego’ 92 25 0-75 37,70
IP" de soja’ 78 28 0-78 28,10
Zeina de milho® 120 21 (-85 6,40
PM’ de sardinha’ 60 25 0-100 3.90
PM" de Tildpia-do-nilo® 47 22 0-100 3,80
Glaten’ 127 23 D11 3,11
PM" bovina'® 94 22 0-100 1,52
PM’ bovina'! 40 25 0- 100 0,24
LPDE" 2 14 23 55-100 0,027
HDPE" 25 38 0-97 0,0122
Gliten + Cera de abelha® 120 25 D=87 0,0122
Saran®!! 12 23 55-100 0,0022

Fonte: 'GENNADIOS et al. (1993a); 2CHERIAN et al. (1995); ’°GNANASAMBANDAN et al.
(1997); *GONTARD (1991); McHUGH et al. (1996); * PARK & CHINNAN (1995); "CUQ et
al. (1995); *MONTERREY-Q (1998); "GENNADIOS et al. (1993b); °0OCUNO & SOBRAL
(1998); 'Este estudo; 2CHEN (1995); *Apud CUQ et al. (1995);

' GGS-Gluten-glicerina-sacarose; RB-Proteinas de farelo de arroz; IP-Isolado protéico; PM-
Proteinas miofibrilares; LPDE-Polietileno de baixa densidade; HDPE-Polietileno de alta
densidade; Saran-copolimero de PVDE — policloreto de vinilideno.
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Observando a Tabela (4.3), os valores de PVA de filmes a base de proteinas
miofibrilares apresentaram melhores valores do que a maioria dos filmes. Entretanto, os
filmes de polimeros sintéticos ainda sfo mais resistentes a difusdo de umidade do que de
proteinas. Os biofilmes a base de proteinas miofibrilares apresentam alta densidade dos
amino4cidos Asparagina (Asp) e Glutamina (Glu) ricos em grupos (-CO e -NH) que
contribuem com ligagdes do tipo pontes hidrogénio e facilmente substituidas por ligagdes
proteina-glicerol, que facilitam adsor¢@o de dgua. Esta troca € favoravel dada a quantidade
de energia gasta para substituigdo da dupla ponte de hidrogénio (85 kJ/mol) entre os
grupos reativos por somente uma ponte de hidrogénio (25 kJ/mol) entre dois grupos
reativos e uma molécula de plasticizante. A medida que o teor de glicerol aumenta entre
as moléculas, também aumenta o espago livre entre elas, facilitando a permeagdo das

moléculas de 4gua, diminuindo ainda mais a resisténcia dos filmes, hip6tese levantada por
(CUQ et al., 1997).
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4. CONCLUSAO

A forga na ruptura dos filmes diminui com a espessura em fung¢do do teor de
umidade dos filmes até alcangar 35% (b.u). Acima deste valor a espessura dos filmes e a

umidade relativa ndo influenciaram.

A deformagdo na ruptura apresentou visivelmente dois patamares, sendo que o
primeiro foi até a umidade em torno de 35 g de 4gua/g de matéria seca, aproximadamente

75% UR e enquanto o segundo foi acima desse valor de umidade.

O aumento do coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua em fungdo da
espessura foi mais evidente & medida que a umidade relativa ambiente aumentou. Visto que
o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua depende da espessura dos filmes e
também das condi¢des ambientais € necessario padronizar a espessura € a condigdo

ambiental, para uma especifica permeabilidade ao vapor de agua.

Os valores do coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua determinados, foram
da ordem 0,24.107* mol.m/s.m?.Pa, abaixo da maioria dos polimeros sintéticos e acima dos

biofilmes produzidos a partir de macromoléculas hidrofilicas.
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CAPITULO 5

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a calorimetria diferencial de varredura (DSC) tem sido aplicada
em diversos trabalhos de determinacdo de propriedades termofisicas de alimentos. A
aplicacdo do conceito transi¢do vitrea estd sendo valiosa no entendimento do
comportamento fisico quimico da complexa estrutura de filmes comestiveis (CUQ et al.,
1997bc; CHERIAN et al., 1995; SERENO et al, 1998; KALICHEVSKV et al., 1993;
DEBEAUFORT & VOILLEY, 1997; MENEGALLI et al,, 1998). As maiores vantagens

apresentadas por esta técnica séo a rapidez e a acuracidade.

O termo temperatura de transi¢o vitrea (Tg) refere-se a temperatura na qual ocorre
uma mudangca de fase de segunda ordem, nos materiais amorfos (PEREZ, 1994). A
temperatura Tg € especifica de cada material e corresponde a ocorréncia de uma transicéo
de ordem estrutural que influencia as propriedades, e separa os materiais em dois dominios:
o estado borrachoso e o vitreo. Abaixo da Tg, o material € rigido e, acima ele se torna
viscoeldstico e ainda liquido. O efeito do plasticizante € bem conhecido: ele diminui a
temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do sistema. A temperatura de transi¢éo vitrea é um
importante pardmetro fisico na ciéncia de alimentos porque ela procura explicar as
alteragdes estruturais indesejaveis dos materiais amorfos através do comportamento fisico e
quimico. Materiais amorfos no estado vitreo sdo materiais de viscosidade extremamente
alta (n= 10' Pa.s). A estrutura de um sélido vitreo pode ser considerada como uma
distribuicdo ao acaso de regides flutuantes com locais de alta densidade espacial e alta
energia (e entropia) numa desordenada atomicidade continua (PEREZ, 1994). O material,
acima da Tg, apresenta uma mobilidade cooperativa de todas as moléculas e de segmentos
das cadeias poliméricas ou de pequenas moléculas nas regides amorfas. Abaixo da Tg, tem-
se o estado vitreo onde a mobilidade molecular ¢ fraca, restringindo-se a movimentos
rotacionais de pequena amplitude e a vibragdes locais isoladas de modo ndo cooperativo.
Este estado é muito sensivel a mudanca de temperatura e teor de umidade, sendo que estes
materiais no estado vitreo apresentam caracteristicas tipicas de serem quebradicos e
transparentes (ROOS, 1995). As condi¢des ambientes t€ém um efeito importante sobre a Tg,

sendo que o material de comportamento higroscépico também aumenta o teor de umidade
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de equilibrio promovendo uma diminui¢do da Tg (SLADE & LEVINE, 1991). O aumento
da mobilidade molecular em alguns casos tem efeito plasticizante no material. Portanto,
uma substancia de baixo peso molecular adicionada ao material pode diminuir a Tg do

material e, portanto provocar plasticizacdo.

O estado gomoso do material protéico, constituido de proteinas miofibrilares, pode
ser provocado também pelo aumento de temperatura. Embora esse estado ndo seja estavel,
as transformagdes que ocorrem na forma a-hélice passam por dois estagios, para alcangar a
temperatura de fusfo: (1) decréscimo das interagBes entre cadeias e (2) desdobramento da
estrutura o-hélice. Ambas sdo desestabilizadas pela mudanga de interagdes eletrostaticas e
hidrofébicas (SAMEJIMA et al., 1983).

A agua e outros componentes de baixo peso molecular como sorbitol e sacarose sdo

capazes de interagir com o biopolimero, p.e. proteinas, provocando uma diminui¢do na Tg
(GONTARD & RING, 1996; CUQ et al., 1997bc).

ROOS & KAREL (1991) verificaram o efeito plasticizante da 4gua, em solugdes
modelos de agucares desidratados como a a-lactose, a sacarose, a sacarose/frutose e a
sacarose com o amido modificado de alto teor de amilopectina. As solu¢des mostraram
comportamento tipico de materiais amorfos, € a 4gua agindo como plasticizante. O mesmo
comportamento foi observado por CUQ et al. (1997ab), em filmes a base de proteinas
miofibrilares de peixe, plasticizados com sorbitol e sacarose, quando se aumentou a
concentragdo de agua. O efeito do plasticizante ou diluente também depende da sua
afinidade com a matriz do polimero, além do seu peso molecular. A compatibilidade entre o
plasticizante e a matriz é necessdria para um bom efeito plasticizante, o qual é alcancado
pela diminui¢do do peso molecular e o aumento das interagdes entre polimeros e o
plasticizante, enquanto a separagdo de fases também pode indicar pouca afinidade.
CHERIAN et al. (1995) observaram em filmes a base de gliten boa miscibilidade da
glicerina e do sorbitol no gliten, quando verificaram a presenga de uma unica Tg,
intermedidria & transi¢3o entre as combinagdes gliten-glicerina e gliten-sorbitol. A melhor
afinidade entre o gliten e a glicerina foi relacionada com a receptividade desta pela matriz

protéica hidrofilica, seguida pela difusdo de 4gua, e ao mesmo tempo plasticizando o filme,
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que se verificou com o aparecimento do pico e a Tg —60 °C. Entretanto quando se adicionou
a sacarose a mistura apresentou comportamento adverso, mostrando-se incompativel, com
separacdo de fases. Resultados de separacdo de fases foram também observados por
KALICHEVSKYV et al. (1993) ao misturar acgucar e caseina, a Tg da caseina permaneceu
inalterada, ndo se verificando miscibilidade dos componentes. Resultados semelhantes
foram encontrados na combinagdo da 4dgua com a caseina, o caseinato de sodio, a
amilopectina e o gliten. A caseina e o caseinato de sddio foram menos plasticizados pela
agua do que a amilopectina e gliten. A propriedade térmica, Tg, vem sendo determinada
em varios alimentos, com intuito de elucidar aspectos microestruturais: proteina miofibrilar
de peixe (CUQ et al., 1997a), gliten de trigo (CHERIAN et al.,1995; GONTARD & RING,
1996), gelatina (MENEGALLI et al., 1998) e metilcelulose (DEBEAUFORT & VOILLEY,
1997).

O objetivo deste trabalho é o estudo da transicdo vitrea de filmes comestiveis de
proteina miofibrilar bovina plasticizado pela glicerina em fungdo do teor de umidade, por
colorimetria diferencial de varredura (DSC). Outro objetivo foi observar e relacionar os
aspectos morfolégicos das proteinas miofibrilares liofilizadas e do filme resultante, a partir

do exame microestrutural no microscépio eletronico de varredura (MEV).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DA PROTEINA E FORMACAO DO FILME

Utilizaram-se as proteinas miofibrilares obtidas segundo o método descrito em
material e métodos do Cap.2, item 2.1. Os biofilmes foram preparados com uma espessura

tinica (0,040 mm=0,08) e secos nas mesmas condi¢des mencionada no Cap.3, item 2.2.
2.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras de proteinas miofibrilares liofilizadas e dos filmes a base das mesmas
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foram preparadas, seguindo-se o método de MARTIN-POLO et al. (1992) e McHUGH &
KROCHTA (1994), para serem analisadas pelo microscopio eletronico de varredura
(MEV). A amostra da proteina miofibrilar liofilizada foi colada em “stubs™ préprios com
fita aluminio dupla-face, descolou-se a ldmina de aluminio da outra face, fez-se uma leve
pressdo contra o po liofilizado, € em seguida retirou-se o excesso, conseguindo-se assim

aderéncia do material a parte colante da fita.

Amostras de aproximadamente 3 x 18 mm, retiradas da regido central dos filmes,
para se evitar possiveis injurias nas bordas foram submetidas ao congelamento rapido com
nitrogénio liquido. Depois foram cuidadosamente fraturadas de modo que a regido de
fratura ndo fosse danificada. Para isso, os pedagos de biofilmes foram fixados, com pinga
propria, sempre nas bordas. Em seguida os pedagos fraturados e devidamente identificados
foram colocados em placas de Petri forradas com papel de filtro. As amostras preparadas de
biofilmes e de proteinas miofibrilareres liofilizadas foram acondicionadas em dessecadores
sob vacuo com silica gel desidratada (0 % UR) por 72 horas (3 dias), para retirar toda
umidade. O vécuo foi alcangado quando a pressdo no dessecador tornou-se constante, com
o auxilio de bomba de vacuo.

Depois de retirada toda umidade, as amostras foram fixadas com uma camada de
ouro por evapora¢do num evaporador Balzers Sputter Coater (Modelo SCD050). Os
materiais foram entdo submetidos a andlise no Microscopio Eletrdnico de Varredura (MEV)
- (Modelo JEOL/ JXA - 840A Electronprobe microanalyzer). Os resultados observados no
MEYV foram fotografados com filme Trix 400 ASAS P & B.

2.3 ANALISE DSC

Inicialmente, as amostras de filmes e de proteinas miofibrilares foram equilibradas
em recipientes plasticos hermeticamente fechados, sob atividades de 4gua (ay) de 0,07 a
0,90, a 25 °C. Quando o equilibrio foi atingido, os filmes foram pesados diretamente nas
capsulas e submetidos a andlise de DSC. Os teores de umidade de equilibrio das amostras
foram obtidos a partir das isotermas de adsor¢do (Apéndice.B). Determinou-se a umidade
das amostras em estufa ventilada a 100 °C por 24 h. Todas as analises foram realizadas em

duplicata.
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Para analises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), foram utilizadas
amostras previamente pesadas, em balanga analitica (Scientech SA-210), da ordem de 10
mg (+0,1 mg), colocadas em cépsulas de aluminio TA hermeticamente fechadas. As
amostras foram aquecidas a uma taxa de 5 °C/minuto (CUQ et al., 1997), passando por uma
corrente a 100 mL/minutos de nitrogénio (N3), num DSC Modelo TA2010 equipado com
um controlador TA4000. A referéncia utilizada foi uma capsula vazia. Na primeira
varredura, a temperatura de varredura ficou entre -120 °C e 60 °C. Apés, a célula no DSC
foi totalmente congelada com N, quando foi observada a Tg de glicerina, na segunda
varredura. A calibragio padrio utilizada foi indium suprido pelo TA. Os resultados foram
analisados pelo Universal Analyzer TA Software, considerando a Tg como ponto médio de
inflexdo. A temperatura de fusdio (Tm) foi definida como a temperatura em que a taxa de

fusdo é maxima, ou seja, a temperatura do pico de transi¢éo endotérmico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As proteinas liofilizadas aparecem como um conjunto desordenado de particulas
cristalizadas de diferentes tamanhos (Figura 5.1a). Observam-se pequenos cristais sobre a
superficie que poderiam ser fragdes de protefnas de baixo peso molecular como
tropomiosina, troponina e a-actinina (Figura 5.1a). Nota-se também entre os cristais e sobre
as superficies dos cristais de protefnas na Figura (5.1b) de maior aumento, pequenas
particulas de forma hexagonal dando a impressdo de ser outro material de menor tamanho,

mas também semelhantes a cristais.

Na Figura (5.2) sdo apresentadas microfotografias realizadas sobre um filme de
proteinas miofibrilares de carne bovina. Neste caso, a superficie do filme vista no
microscopio eletrénico de varredura, a base de proteinas miofibrilares de carne bovina,
revela uma estrutura externa pouco homogénea, porém coesa € densa. A pouca

homogeneidade da superficie de secagem deve-se provavelmente aos canais formados no
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interior da estrutura do biofilme, para a saida da 4gua, formando poros na superficie (Figura

5.2). Aparentemente os filmes se constituem de uma rede protéica contendo no interior

moléculas de glicerol adsorvidas que contribuem significativamente para as propriedades

fisicas e de textura destes filmes (GONTARD, 1992; CUQ, 1996).

Figura 5.1 - Microfotografia eletronica de varredura do concentrado de proteinas miofibrilares
liofilizadas, armazenadas a 5 °C. a-200 X; b-7.500 X.

A fotografia eletronica de varredura da fratura ou da sec¢do transversal do filme
revelou uma estrutura da matriz do filme de proteina fina e compacta (Figura 5.3a) que
melhor explica as propriedades mecanicas de forga e deformagio e a permeabilidade baixa.
Nota-se também a formacgdo de canais (C), entre a matriz de proteina em dire¢do a
superficie oposta (SE) ao lado de contato com o suporte do filme. Estes canais
provavelmente foram formados pela 4gua e o glicerol presente no filme, evaporado durante

0 vacuo a que foi submetida a amostra para retirada de toda umidade da mesma.

Na Figura (5.3a) nota-se o aparecimento de vdrios pontos brancos (MI),
evidenciados na Figura (5.3¢), que so materiais insoliiveis como proteinas estromaticas ¢
proteinas insoliiveis em solu¢do salinas de baixa concentracao (0,1 M), e também
imperfeigdes como as fendas (F) visiveis, que foram ocasionadas pelo tratamento de vacuo
aplicado a amostra, que eliminaria a glicerina livre (Figura 5.3b), utilizada como
plasticizante aparentemente ndo totalmente miscivel com as proteinas miofibrilares. Estas

descontinuidades da rede protéica poderiam ser de regides em que havia somente glicerol e
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agua, caracterizando na fotografia o aparecimento de diferentes fases constatadas também
nos dados de calorimetria diferencial de varredura (DSC), que se discutem no item

seguinte.

Figura 5.2 - Microfotografia eletronica de varredura de biofilme produzido de
proteinas miofibrilares (Cp=1% p/p), glicerol (Cg=60 % p/p proteina seca) e
pH=2.8. 2.000 X. A seta evidencia pequenos cristais na superficie do filme.

Estas descontinuidades da rede protéica poderiam ser de regides em que havia
somente glicerol e agua, caracterizando na fotografia o aparecimento de diferentes fases
constatadas também nos dados de calorimetria diferencial de varredura (DSC), que se
discutem no seguinte item (3.2). A presenga destas fendas e poros na estrutura dos filmes
podem comprometer a integridade estrutural do filme e, conseqiientemente provocar
modifica¢des nas propriedades funcionais. O aparecimento de fendas também na superficie,
indica provavelmente os caminhos percorridos pela d4gua de migragdo até a parte externa do
biofilme (SE), durante o processo de secagem da amostra. Este fato poderia explicar a
formacdo de cristais de tamanho menor que 8 pm distribuidos regularmente na superficie
do filme aparecendo praticamente em toda regido superficial (Figura 5.2), sendo que, em
algumas regides, em areas menores, 0s cristais ndo sdo vistos (Figura 5.4c). Logo, os
cristais de sais sobre a superficie poderiam ser resultado da migragéo destes solubilizados
na dgua que permeia o filme durante a secagem. A este comportamento da-se o nome de
“case hardening”. Na Figura (5.4) se apresenta um outro corte transversal do filme onde

estes cristais de sais aparecem bem caracterizados.
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CAPITULO 5

Figura 5.3 - Microfotografia eletronica de varredura, corte transversal inclinado 40 0 de
biofilme produzido de proteinas miofibrilares (Cp=1% p/p) . glicerol (Cg=60 % p/p
proteina seca) ¢ pH=2,8, armazenadas a 5 °C. a- 750 X; b- 2000 X e ¢c- 7.500 X. C (canais);
F (fendas); MI (materiais insoluveis) e SE (superficie externa do filme).

Ainda com relagdo a Figura (5.4a), a seta mostra a presenga de proteinas na forma
cristalina pura, suportando a hipotese da existéncia de diferentes fases. Como se observa, os

cristais que aparecem de cor branca na fotografia estdo em toda parte, no interior do filme,

155






CAPITULO 5

sobre a superficie de materiais insoliveis e no interior da rede protéica.

Figura 5.4 - Microfotografia eletronica de varredura de biofilme produzido de
proteinas miofibrilares (Cp=1 % p/p proteina), glicerol (Cg=60 % p/p proteina seca)
e pH=2,8, armazenadas a 5 °C. a- 2.000 X; b- 5.000 X e c- 1.500 X. C (cristais); F
(fendas); MI (materiais insoluveis) e P (proteina).
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Na Figura (5.4b) ¢ visivel a presen¢a semicontinua de cristais de sais no interior e
sobre a matriz de proteina, onde também se observa uma estrutura bem caracteristica de
rede protéica com um grande numero de cavidades, que podem ser Os €spagos vazios
anteriormente ocupados pela fragdo de 4gua e glicerol fixados em regides isoladas,
intramoleculares. Resultados similares foram observados por YANG & FRONING (1992).
Na Figura (5.4b), corte transversal, pode-se observar a existéncia de fendas, materiais

insoltiveis, canais e aglomerados de cristais.

3.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Todas as andlises de transigdo vitrea foram realizadas em duplicatas, os dados foram
obtidos através das Figuras (5.5 e 5.6). Os termogramas dos biofilmes sdo tipicos de um
sistema gel, semelhantes aos de géis de gelatina com polidis e aguicares observados por
NISHINARI et al. (1997). Os termogramas mostraram duas temperaturas de transi¢do
vitrea (Tg) na primeira varredura (Figura 5.5). A primeira Tg aparece em torno de <53 °C
(aw=0,07, X=0,32 g de 4gua/g de matéria seca) ¢ -98 °C para aw=0,75 e X=0,7 g de dgua/g
de matéria seca. A segunda Tg aparece em torno de -13 °C em baixas ay, p.e., entre 0,07 €
0,65 e diminui a -25 °C para a,=0,75. Nota-se uma alteragdo nas curvas, entre a faixa de
temperatura -45 a -95 °C, onde a primeira Tg € bem visivel e certamente corresponde a fase
proteina-dgua-glicerina. A segunda Tg, menos visivel, deve-se & por¢do da proteina menos

solavel.

Na segunda varredura das mesmas amostras, quando a temperatura da célula no
DSC foi reduzida rapidamente até a temperatura acima da primeira Tg, a segunda Tg
aparece mais visivel. Os valores e comportamento desta Tg permanecem inalterados, em
relagdo aos observados na 1° varredura. A segunda Tg aparece claramente, proxima de -11
°C em baixa aw, entre 0,07 e 0,65 e diminui a -30 °C na aw=0,75, mas sempre menos

importante do que a primeira Tg (Figura 5.5).

Observa-se, a medida que o teor de umidade aumenta no biofilme verifica-se um
aumento da depressio na temperatura de transicdo vitrea, e a0 mesmo tempo esta
visibilidade melhora. Isto indica a atuacdio da 4dgua como plasticizante no biofilme a base de

proteinas miofibrilares. O aparecimento de duas Tg corresponde a suposicdo de
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CAPITULO 5

heterogeneidade do biofilme, uma vez que a segunda Tg, tanto na primeira, como na
segunda varredura mostra um ACp pequeno. Este resultado vem de encontro aos da
literatura, que menciona valores de Cp pequenos para substancias orgdnicas como proteinas
(SLADE & LEVINE, 1991). Nota-se também na Figura 5.5, o aumento de ACp na primeira
Tg em fun¢do do teor de umidade do biofilme, onde se encontra a fragdo de proteina
solivel na fase dgua-glicerina. Enquanto, o ACp da segunda Tg, constituida da fracdo
proteina, permanece praticamente pouco visivel até o teor de umidade 0,7 g de agua/ 100 g
de matéria seca, quando, entdo, aparecem dois picos na altura da segunda Tg ao atingir o
teor de umidade 0,9 g é4gua/ 100 g matéria seca. Entretanto, diante da aparente
miscibilidade entre proteina e o plasticizante glicerol usado, quando visualizamos somente
uma Tg, estes picos podem ser explicados como conseqiiéncia de separagdo de fases, que
ao sofrer descongelamento a fragdo glicerina-agua, provocou o aparecimento de picos Tm

(temperatura de fusdo).
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Figura 5.5 - Primeira varredura dos termogramas DSC de filme comestivel a base de
proteina miofibrilar em funcéo da ay,.
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Os dois picos endotérmicos aparecem em alta a,. As temperaturas observadas no
primeiro pico foram -23 e -11 °C e no segundo pico, 13 ¢ 10 °C, em ay=0,84 ¢ 0,90,
respectivamente. Estes dois picos sfo também visiveis na segunda varredura (ndo
mostrado), sendo que as temperaturas registradas no primeiro e no segundo pico foram as
mesmas. Neste caso, o primeiro pico ¢ devido a fusdo da solug@o aquosa de glicerina, € o
deslocamento do ponto de fusdo para a direita deve-se ao efeito da glicerina. O segundo

pico é uma transi¢do sol-gel do sistema hidratado soluvel proteina-glicerina.
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Figura 5.6 - Segunda varredura dos termogramas DSC de filme comestivel a base de
protefna miofibrilar em fungéo da a,,.

A Tg da fragdo protéica insoluvel ¢ menos visivel pois envolve variagdes de
entalpia, em escala monomérica. CHERIAN et al. (1995) observaram que o comportamento
térmico de filme a base de proteina de trigo ndo pode ser estudado pelo DSC porque a
variagdo na capacidade calorifica durante a Tg é muito pequena. Mas no trabalho de CUQ
et al. (1997b), a transicdo vitrea de filme comestivel a base de proteina miofibrilar de peixe
¢ bem visivel. Todavia neste estudo, a Tg aparece acima de 30 °C. A redugédo da Tg com

aumento da ay, e conseqilentemente, aumento do teor de umidade do filme, deve-se ao
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CAPITULO 5

efeito plasticizante da agua. Este comportamento ¢ bem comentado na literatura, para
biopolimeros e filmes comestiveis (SLADE & LEVINE, 1991; ROOS, 1995; CHERIAN et
al., 1995; CUQ et al., 1997a,b,c; DEBEAUFORT & VOILLEY, 1997).

Observa-se que a Tg da fragdo rica em glicerina diminui gradativamente com o teor
de umidade (Figura 5.7), como um mondémero compativel na agua (SLADE & LEVINE,
1991). A Tg do plasticizante foi também determinada por DEBEAUFORT & VOILLEY
(1997) em filmes a base de metilcelulose-PEG400 e por CHERIAN et al. (1995), em filmes
a base de gliten de trigo plasticizado pela glicerina, os quais observaram que o valor da Tg
da porgio glicerina ¢ superior a Tg da glicerina pura (-93 °C). Este fato pode ser explicado

pela solubilizagdo da proteina nesta fase.

Em relagdo a Tg da proteina miofibrilar menos soluvel determinada em ambas
primeira e segunda varreduras, esta decresce em relagdo ao conteudo de 4gua em forma

inversa, se mantém aproximadamente constante até 60% (b.s) de umidade, para logo
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Figura 5.7 - Temperatura de transi¢do vitrea pela calorimetria diferencial de varredura
(DSC) de filme a base de proteina miofibrilar bovina. Tg da fragdo rica em glicerina, 1%
varredura: =; Tg da fragdo proteina menos soluvel, 1* varredura: @ e 2* varredura: o.
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decrescer até um novo valor para umidades de 90% (b.s). Para a fase de proteina insolivel a
queda hiperbolica da Tg representa a hidrata¢do da macromolécula. Em alto contetido de
agua, a Tg determinada corresponde a maxima hidratagdo possivel da macromolécula e,

posteriormente, tende a um valor constante.

Estes resultados confirmam que filmes comestiveis a base de proteina miofibrilar
podem ser considerados como constituidos por uma fragdo de proteina hidratada menos

solivel e uma fase aquosa bem plasticizada (CUQ et al., 1997¢).

4., CONCLUSAO

A fotografia eletronica de varredura do filme revelou uma microestrutura néo
homogénea, com fendas que podem ter sido provocadas pela evaporagio da fracdo soluvel

de glicerina e a presenga de varias fases.

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que filmes comestiveis
a base de proteina miofibrilar nfo sio sistemas homogéneos do ponto de vista fisico-
quimico, devido as separagdes de fase entre as fragdes ricas em macromolécula e
plasticizante. O filme comestivel € flexivel e tem boa facilidade de manuseio e aplicagdo

visto que a Tg observada do sistema proteina € menor que a temperatura ambiente.

Esses resultados estdo de acordo com as observagdes da microestrutura realizadas
no MEV sobre a superficie plana e na fratura do filme, onde se nota uma rede de proteina
coesa de raras falhas, as quais podem corresponder a espagos ocupados pelas fragdes

plasticizante-agua ou agua.
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1. INTRODUCAO

Trabalhos recentes utilizando proteinas miofibrilares de peixe realizados por CUQ
et al. (1995); MONTERREY-OUINTERO & SOBRAL (2000); MONTERREY-
QUINTERO (1998) demonstraram o potencial que as proteinas possuem em formar filmes
transparentes ¢ bastante resistentes. Entretanto, estes filmes sofrem grande influéncia das
condi¢des ambientais, temperatura ¢ umidade relativa. As proteinas sdo sensiveis a
umidade devido a caracteristica hidrofilica das macromoléculas que tornam as propriedades
funcionais dos filmes dependentes do teor de umidade deles e, portanto, da umidade
relativa ambiente. O efeito do teor de umidade sobre as propriedades funcionais dos filmes
influencia fortemente na escolha do polimero, para a determinagdo das condi¢des
adequadas de armazenamento. Estudos recentes de forca e deformagdo de filmes de zeina
condicionados a 25 °C por dois dias, determinaram que a for¢a de ruptura dos filmes de
19,5 MPa a 23% umidade relativa para 5,7 MPa a 75% umidade relativa (GENNADIOS et
al., 1994). Similarmente, os mesmos autores verificaram em biofilme de gliten,
condicionado a 25 °C por dois dias, uma diminuicio de 5,2 MPa a 23% umidade relativa
para 2,7 MPa a 75% umidade relativa. (1994). Outra propriedade fortemente influenciada
pelas condigbes ambientais € a permeabilidade ao vapor de &4gua que aumenta
sensivelmente em altas umidades relativas (KAMPER & FENNEMA, 1984; BIQUET &
LABUZA, 1998; RICO-PENA & TORRES, 1991). Estudos com biofilmes de gliten
condicionados a 5 °C (GONTARD et al., 1993) verificaram um aumento moderado da
permeabilidade ao vapor de agua com o aumento da umidade relativa. Quando os biofilmes
foram condicionados a 30 °C, a permeabilidade aumentou de 1,1 a 50% umidade relativa
para 8,2 gmm/m’mmHg24 a 93% umidade relativa. Quando os filmes foram
condicionados a 50 °C, a permeabilidade apresentou um rapido aumento em baixas

umidades relativas até€ aproximadamente 60% e permaneceu alto e constante.

Sdo diferentes interagdes entre proteina-dgua, em solugdo, provocam as
modificagdes de conformagio das proteinas. A dgua, segundo sua ligagdo com a proteina
pode ser classificada como: (1) Agua constitucional, ndo disponivel como solvente, cujas

moléculas estdo ligadas as proteinas por pontes de hidrogénio, e tem como fungdo
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estabiliza-la. Esta dgua constituinte forma parte da monocamada de BET, adsorvida em
sitios especificos da proteina, cadeias laterais polares, através de pontes de hidrogénio ou
de interagdes dipolo-dipolo. (2) A 4gua livre, cujas moléculas estdio ligadas entre si em
forma de multicamadas em torno da proteina. Além das ligagdes, pontes de hidrogénio e
ligagdes dipolo-dipolo, as moléculas de hidrogénio estdo ligadas por forgas de capilaridade.
Ao processo de adsor¢do e absor¢do destas moléculas de agua dé-se o nome de sorgdo.
Devido a caracteristica anfotera da proteina, a 4gua ou outros solventes com afinidade com
a proteina miofibrilar estabelecem virias interagbes atrativas, repulsivas e hidrofobicas
intra e intermoleculares compondo uma matriz tridimensional complexa. Na presenca de
eletr6litos como cloreto de s6dio ocorrem interagdes alterando suas propriedades funcionais
(LIOUTAS et al., 1988). A falta de conhecimento dos mecanismos detalhados destas

interagdes deve-se & complexidade delas.

Segundo KAREL (1975), a migragdo de dgua em alimentos ocorre principalmente
devido a diferenga de pressdo de vapor de 4gua, mas outros fatores como gravidade, forcas
capilares € também o transporte entre as diferentes 4dreas (p.e. gelo) podem auxiliar. A
diferenga da pressdo de vapor de agua entre componentes pode ser reduzida com o uso de
plasticizante (p.e. polidis, oligossacarideos), que fixam as moléculas de 4gua no
componente de maior atividade de agua (aw) reduzindo a pressio de vapor (BANKER,
1966). Entretanto, o plasticizante aumenta a mobilidade da cadeia polimérica, gerando

entdo, uma facilidade de absor¢do de vapor de 4gua.

De acordo com WATT (1983), a absor¢do de vapor de 4gua pelo biopolimero pode
resultar no aumento de volume e mudanga de conformacdo na estrutura molecular.
Consequentemente, o conhecimento das propriedades de sor¢do do biofilme a base de
proteina € necessario para informar o quanto de 4gua ele pode ganhar ou perder do
ambiente ou de um sistema alimenticio para, assim, estabelecerem-se as condicdes

adequadas de armazenamento e também para serem previstas as propriedades do filme.

Estudos realizados por LIOUTAS et al. (1984), de sor¢do de 4gua em proteinas do
musculo bovino com adi¢do de sal (NaCl), observaram dois seguimentos distintos, nas
curvas de adsor¢do de umidade, com um aumento da higroscopicidade provocado pela

adicdo de sal, acentuado a partir da a, 0,75. O mesmo ndo foi observado por
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MONTERREY-QUINTERO (1998) ao estudar proteina miofibrilar de peixe sem adigio de
sal. Os valores encontrados de umidade de equilibrio, tanto nas curvas de absor¢io como
nas de dessor¢do foram continuos e ndo apresentaram um aumento acelerado a partir de
valores proximos a a, 0,75. Uma baixa higroscopicidade foi constatada por
MONTERREY-QUINTERO (1998) em proteinas miofibrilares de peixe, extraidas pelo
método de trituracdo seguido de sucessivas lavagens. Foram observados valores de
umidades de equilibrio inferiores a 20% (b.s), em atividades de 4gua abaixo de 0,75, as
temperaturas de 15, 25 e 35 OC. Esta caracteristica apresenta um efeito benéfico, que as
tornam interessantes para a producéo de biofilmes poucos higroscopicos, mas por outro
lado, o filme produzido a partir da proteina extraida pelo processo de lavagens sucessivas
apresentou uma quantidade consideravel de orificios observados na fotografia eletronica de
varredura (MONTERREY-QUINTERO & SOBRAL, 2000).

Em base ao anteriormente exposto, o objetivo deste trabalho foi o de verificar o
efeito da adi¢do do plasticizante sobre as isotermas de adsor¢do de umidade do filme a base
de proteina miofibrilar a 10, 25 e 35 °C e comparar os valores obtidos com a isoterma da
proteina liofilizada a 25 °C.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DE CARNE

Utilizou-se o musculo Semitendinosus, e a extragdo procedeu de acordo com Cap. 2,
item 2.1. As proteinas miofibrilares foram extraidas do musculo no estado pds-rigor e
armazenadas, seguindo-se o0 método modificado de EISELE & BREKKE (1981), discutido

no Cap. 2, item 2.1.
2.2 FORMACAO DO FILME

A elaboragdo dos filmes, segundo o método “casting”, consistiu inicialmente na

formag@o de uma solugdo coloidal, seguida de secagem, procedimento descrito previamente
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nos Cap.2 e 3. Segundo o estudo exposto no Cap. 3, o filme de melhores propriedades
mecanicas e de barreira ao vapor de agua foi o elaborado com a solugdo de “casting” de
concentragdo de glicerol 60% (g glicerol/g proteina), concentragdo de proteina 1%, pH 2,8
e temperatura do tratamento térmico de 50 °C, durante 45 minutos, portanto, escolhida para

este estudo de sorcdo.

A solugdo filmogénica foi colocada em suporte, € seca em estufa de ventilagdo

forgada (Modelo 320-SE) em temperatura de 37 °C por 18 horas.

2.3 ISOTERMAS DE SORCAO DE AGUA

As amostras de proteinas miofibrilares liofilizadas e de biofilmes foram colocadas
em dessecadores com P,Os por 15 dias, a 25 °%c para obtencdo de amostras desidratadas. Os
biofilmes foram cortados em pequenos pedagos (aproximadamente 2 x 2 c¢m). Em seguida
as amostras de proteinas e de biofilmes foram acondicionadas em ambientes com diferentes
umidades relativas conhecidas (Anexo C), estabelecidas de acordo com o procedimento
recomendado no projeto COST-90 (SPIESS & WOLF, 1983). As amostras de biofilmes e

proteinas foram condicionadas em temperaturas controladas de 10, 25 e 35 °C e 25 °C,

respectivamente.

Uma vez alcangado o equilibrio, num periodo aproximado de 20 dias, determinou-se
o teor de umidade das amostras em estufa de ventilagio forcada (Modelo 320-SE) a 100
9C/24 h. Os testes de adsorcéo foram feitos em triplicatas.

2.4 MODELOS DE ISOTERMA DE ADSORCAO

Os modelos de GAB (1938), BET (1984), HENDERSON & OSWIN, apud PARK
& NOGUEIRA (1992) e HALSEY (1948) mostrados na Tabela (6.1), foram ajustados aos
dados experimentais para as analises de regressdo nio linear com o programa Origin 3.5

(Software Microcal Origin®), para estimar as constantes dos modelos.

Para avaliar a qualidade de ajuste de cada equagio, calculou-se o desvio relativo
médio (E) (AGUERRE et al., 1989). Este modulo é definido pela Equagio (6.1).
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E% =

. ’ 6.1

Tabela 6.1 - Modelos para ajustar as isotermas de adsorgdo de filmes comestiveis a base de
proteina miofibrilar.

Nome do Modelo Modelo

R T
m W

GAB T kA, (- K, v
BET o xm.c.aw
L. e ~Agl=g. ]
i1
HENDERSON X=0-01-[b_:r-1“ (l—aw)}c
OSWIN X =m [ = )
l-ay
= h 1 3
HALSEY X={s,314 .T'In(a,)]

b, ¢, k e m sdo constantes dos modelos de isoterma de sor¢do; X, - teor de umidade da
monocamada (base seca); X - teor de umidade (base seca); R - constante dos gases
perfeitos (kcal/mol.K); T - temperatura absoluta (K) e k - constante de Guggenheim.

onde m; € my; sdo os valores experimentais € preditos, respectivamente, € n € 0 numero de
observacdes dos dados experimentais. Geralmente considera-se que um valor de E inferior

a 5% indica um razoavel ajuste para propositos praticos (AGUERRE et al., 1993).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados experimentais e preditos de adsor¢do de umidade de filmes a base de
proteina miofibrilar de carne bovina, a 10, 25 e 35 °C e de proteina miofibrilar de carne
bovina a 25 °C, se encontram tabelados no Anexo (C). Na Figura (6.1 e 6.2), foram plotadas
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as umidade de equilibrios de adsor¢do em fung@o de a,. Observa-se que em temperaturas
mais elevadas, a quantidade de agua retida para uma mesma a,, ¢ menor, como esperado.
Este comportamento de isoterma, no caso de adsorgdo, estd exaustivamente discutido na
literatura. As isotermas de adsorcéo, de proteinas miofibrilares e dos biofilmes produzidos a
partir das mesmas, apresentaram a forma similar a sigmoidal, como de polimeros sensiveis
ao vapor de agua (LIOUTAS et al., 1988), e de biofilmes a base destes polimeros
(MONTERREY-QUINTERO & SOBRAL, ndo-publicado; CUQ et al., 1997). Geralmente,
sistemas com alto teor protéico apresentam maior incidéncia na forma sigmoidal como as
proteinas de trigo (GONTARD et al., 1993; GENNADIOS & WELLER, 1994), mas p.e.
filme a base de celulose (MANJEET & PARK, 1995), também apresentou isoterma na

forma sigmoidal.

16
o]
g - A
5 » F5°C /
5 1,27 B 9500 Y,
z _
& i 4 10°C _
o0 “a
] ol .
! 0.8
g 0.4 p —S%a
E | e o
D IIII

0:0*_ s T T T T

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1.0
Atividade de agua

Figura 6.1 - Isotermas de adsorgdo a 10, 25 e 35 'C, do filme (Cg=60%, pH=2,8 e
T=50 °C) a base de proteina miofibrilar 1%. Nas temperaturas de
condicionamento: A, 10°C; m, 25°C; ®, 35 °C. Linha cheia-ajuste GAB.

Os modelos matematicos utilizados ajustaram os resultados em toda faixa de a,

estudada (GAB, BET, HENDERSON, OSWIN e HALSEY). As constantes calculadas
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pelos modelos e seus respectivos erros padrao, os coeficientes de correlacdo e de correlagdo
explicada e o desvio médio relativo de erro, para as proteinas miofibrilares liofilizadas e os
filmes a base destas sdo mostrados nas Tabelas (6.2,3.4,5). Observa-se que os valores
obtidos por regressio, de R, proximos a unidade da equagio de GAB e HALSEY

confirmam o melhor ajuste dos modelos. Os ajustes calculados pelos modelos de GAB e

HALSEY das proteinas miofibrilares liofilizadas a 25 OC foram respectivamente, E% =
4,12 e 3,22 e para os biofilmes a base das mesmas proteinas, a 10 e 25 OC, os valores de E
foram 1,31 e 3,22%; 0,90 e 0,96%, respectivamente. Entretanto, o valor da constante ¢

(132,7596) e o seu erro (359,1179), no modelo de GAB apresentaram-se elevados.

e LB

[3)

q) -

175] L]
. % 1.9 v Proteina

= ®E  Filme

E ~

B0 [ ]

= 0.87

=5 ] b4
ol J *
3 "] /,’
2, o ¥

% 09 = /!_../"'

= { mm . T -

2 Yo ——— V¥V ¥ .

E 00— p— : : ; : ; :
= 0.0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0

Atividade de agua

Figura 6.2 - Isotermas de adsor¢do a 25 C, de filme (Cg=60%, pH=2,8 e T=50 °C) a base
de proteina miofibrilar 1% e da proteina miofibrilar de origem bovina liofilizada: ¥, filme;
=, proteina e Linha cheia-GAB.

O teor de umidade da monocamada das proteinas miofibrilares de origem bovina, da
equacdo de GAB foi X, = 0,078 a 25 UC, aproximadamente 15% acima do observado para

proteinas miofibrilares de peixe e de sardinha do Atlantico. Ainda que a diferenga possa
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estar associada a habilidade de ajuste da propria equacéo de GAB (LEWICKI, 1997) é de
se esperar que o filme de proteina bovina adsorva mais dgua que o de Tilapia do Nilo. Isto
pode estar associado ao residuo de sal retido durante o processo de extragdo das proteinas
miofibrilares de origem bovina, extraidas por centrifugac¢do diferencial em solu¢des salinas
(LIOUTAS et al., 1988). Outra explicagdo possivel é a provavel alteragdo estrutural das
proteinas durante a extracdo, e conseqiiente exposicdo de residuos polares das
macromoléculas, os quais tornam acessiveis as moléculas de 4gua. Comparando o
percentual de aminoacidos que interagem com a 4gua formando pontes de hidrogénio das
proteinas miofibrilares (53,1%) e de Tilapia do Nilo (45,9%) (MONTERREY-QUINTERO
e SOBRAL, 2000), pode-se observar um valor bem acima, sugerindo uma maior interagdo
com as moléculas de agua. Este resultado esta de acordo com LIOUTAS et al. (1984, 1988)
ao determinarem curvas de adsor¢do de mistura de proteina e NaCl, a 5 °C. O fato foi
principalmente atribuido pelo autor ao sal que pode ligar a uma pequena quantidade de
agua em ay, abaixo de 0,75, enquanto que acima desta a, 0 sal come¢a a diminuir sua
capacidade de ligar 4gua, aumentando a quantidade de 4gua livre. Neste caso, a temperatura
tem um efeito adicional sobre a quantidade de agua adsorvida em a,, acima de 0,75. Acima
de 70% o teor de umidade de equilibrio de adsor¢do tem um aumento rapido (Figura 6.2).

Neste caso, a temperatura tem um efeito adicional sobre a quantidade de agua
adsorvida em a,, acima de 0,75. Acima de 70% o teor de umidade de equilibrio de adsorgéo
tem um aumento rapido (Figura 6.2). No caso dos biofilmes a base de proteinas
miofibrilares de carne bovina, os valores de umidade de monocamada foram X, = 0,22;
0,19 e 0,20 nas temperaturas de 10, 25 e 35 °C, respectivamente, sendo maiores em relagdo

aos observados para a proteina liofilizada de origem bovina.

Todavia, entre os biofilmes, observa-se nos valores obtidos da equagdo de GAB,
que o teor de umidade da monocamada (Xr) diminui, 2 medida que a temperatura aumenta
(Tabela 6.3,4,5). Esta é uma tendéncia geralmente verificada em biofimes. Além disto, se a
quantidade de agua adsorvida em cada a, decresce com o aumento da temperatura,
significa que apresenta comportamento de acordo com a equacdo de Clausius Clapeyron.
Na Figura (6.1) observa-se o efeito negligenciavel da temperatura, onde se nota uma ligeira

diferenca entre a quantidade de agua adsorvida no biofilme em fun¢do da temperatura.

183



CAPITULO 6

TABELA 6.2 — Parametros dos modelos de GAB, BET, HENDERSON, OSWIN ¢ HALSEY
com seus respectivos erros, coeficiente de determinagio (R?), coeficiente de correlagio (R) e
o desvio relativo médio (E), calculados pelo ajuste das isotermas de adsor¢do da proteina
miofibrilar de origem bovina, a temperatura de 25 °C.

Modelo Parametros do modelo-Erro R? R E%
X c k
GAB
0,0786-0,0098 9,3923-9,7801 0.9866-0.0153 0,9853 0,9926 4,12
Xom c
BET
0,0733-0,0029 13,0708-14,7775 0,9810 0,9905 3.21
b C
HENDERSON
0,0005-0,0001 0,6421-0,0609 0,9753 0,9876 4,28
m r
OSWIN
0,1275-0,0136 0,7860-0,0567 0,9818 0,9908 4,18
b c
HALSEY
182,8341-10.5446 1,1061-0,0690 0,9847 0.9923 3,22

Na Figura (6.2) se compara o teor de umidade de equilibrio de adsor¢do da proteina
miofibrilar com o de biofilmes a base de proteina miofibrilar. Nota-se que um
comportamento bem diferente dos dois materiais. Nos filmes foram obtidos isotermas tipo
I1, na classificacdo de Brunauer, e na proteina, tipo III, identificando no primeiro caso altos

valores de calor de sor¢do da monocamada.

Observa-se que o biofilme apresenta mais sensibilidade a umidade relativa,
adsorvendo mais 4gua para uma mesma temperatura. Este comportamento deve-se ao efeito
cumulativo das condig¢des de processamento e da quantidade de plasticizante adicionado ao
filme (60 %, g glicerol/g proteina). A proteina miofibrilar bovina € menos higroscdpica que

o filme, 50%, comportamento que se verifica em toda extensao das curvas.

O desdobramento, mesmo que parcial das moléculas de proteina, provocado pela

adi¢d@o de acido ou pelo tratamento térmico dado a solugdo formadora de filme indica uma
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tendéncia de expor os grupos polares das cadeias laterais, que permitem maior nimero de
ligagdes entre a proteina-agua e a proteina-plasticizante. Este fato explica os diferentes
comportamentos de sorgdo entre a proteina miofibrilar liofilizada e o biofilme. GONTARD
et al. (1993) cita estas diferengas e as relaciona as mudangas de conformago da proteina
durante a formagdo do filme, e também devido a alta hidrofilicidade do plasticizante

incorporado na rede protéica.

Tabela 6.3 — Parametros dos modelos de GAB, BET, HENDERSON, OSWIN e HALSEY
com seus respectivos erros padrio, coeficiente de determinagéo (R?), coeficiente de correlagio
(R) e o desvio relativo médio (E), calculados pelo ajuste das isotermas de adsorc;ao dos
biofilmes a base de proteinas miofibrilares de origem bovina, a temperatura de 10 e,

Modelo Pardmetros do modelo-Erro R? R E%
X, c k
GAB
132,7596-
0,2185-0,0170 359.1179 0,9039-0,0148 0,9987 0,9933 1,31
X c
BET
3,89.10'%-0,0082  13,7077-14,7776 0,9810 0,9905 1,90
b C
HENDERSON
0-0 0,9226-0,0918 0,9802 0,9844 4,18
m r
OSWIN
0,3941-0,0242 0,5862-0,0351 0,9859 0,9929 0,46
b c
HALSEY
425,0956-14,563914  1,4447-0,0742 0,9888 0,9944 3,22

Os valores obtidos de umidades de equilibrio dos biofilmes a base de proteinas
miofibrilares de origem bovina apresentaram maiores que os de biofilmes a base de tilapia
do Nilo e sardinha do Atlantico (MONTERREY-QUINTERO & SOBRAL, ndo publicado;
CUQ et al., 1997), respectivamente, em todo intervalo de umidade relativa. A diferenca de
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umidade de equilibrio entre as proteinas miofibrilares de origem bovina e de peixe deve-se
a0 processo de extragdo e também ao tratamento de congelamento dado as amostras, além
de origens diversas. As proteinas miofibrilares de origem bovina possuem uma estrutura de
alta densidade de energia resultado das ligagdes dissulfidicas (-S-S-), 13,26%. Por outro
lado, o processo de congelamento lento, comparado ao répido aplicado nas proteinas de
peixe, permite a formag@o dessa rede de alta densidade energetica e de estrutura porosa, que
melhor retém relativamente as moléculas de 4gua e de plasticizante. Enquanto as proteinas
miofibrilares de peixe possuem uma rede densa devido ao congelamento, porém de menor

potencial energético e de menor retencdo das moléculas de agua e de plasticizante.

Tabela 6.4 — Parametros dos modelos de GAB, BET, HENDERSON, OSWIN e HALSEY
com seus respectivos erros padrio, coeficiente de determinagio (R?), coeficiente de correlacdo
(R) e o desvio relativo médio (E), calculados pelo ajuste das isotermas de adsor¢do dos
biofilmes a base de proteinas miofibrilares de origem bovina, a temperatura de 25 °C.

Modelo Parametros do modelo-Erro R? R E%
X ¢ k
GAB
0,1878-0,0084 376,818 0,9526-0,0086 0,9929 0,9964 0,90
X ¢
BET
0,1468-0,0062  3,62.10"-1,06.10*° 0,9619 0,9807 1,62
b L
HENDERSON
0-0 0,9340-0,1139 0,9527 0,9761 1,92
m r
OSWIN
0,3653-0,0246 0,5856-0,0380 0,9830 0,9914 3,49
b ¢
HALSEY
401,0817-11,159 1,4427-0,0596 0,9925 0,9962 0,96
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Tabela 6.5 — Parametros dos modelos de GAB, BET, HENDERSON, OSWIN ¢ HALSEY com
seus respectivos erros padrio, coeficiente de determinagdio (R?), coeficiente de correlagio (R) e
o desvio relativo médio (E), calculados pelo ajuste das isotermas de adsor¢do dos biofilmes a
base de proteinas miofibrilares de origem bovina, a temperatura de 35 °C.

Modelo Parametros do modelo-Erro R? R E%
X c k
GAB
0,2004-0,0078 295,9723-830,1347 0,9517-00761 0,9965 0,9950 1,14
Xm c
BET PP =
0,1484-0,0152 5,35.10"-7,50.10 0,9556 0,9775 2,14
b C
HENDERSON
0-0 0,9660-0,1101 0,9581 0,9788 2,00
m r
OSWIN
0,3806-0,0199 0,5697-0,0297 0,9889 0,9944 3,69
b c
HALSEY
423,1201-6,6069 1,4775-0,0338 0,9976 0,9988 1,37
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4. CONCLUSAO

As isotermas de proteinas miofibrilares e de filmes a base de proteinas miofibrilares

apresentaram comportamentos tipo II e III.

Os resultados apresentados de temperatura provocaram o efeito esperado sobre as

isotermas, mas a diferenga entre as isotermas de 10, 25 e 35 °C foi negligenciavel.

Este estudo demonstrou que o modelo GAB pode representar os dados

experimentais de biofilmes a base proteina miofibrilar entre a,, de 0,070 e 0,907.

A diferenca entre as isotermas de biofilme e proteina esta relacionada com a maior
capacidade de adsorgdo, devido a presenga do plasticizante na composicio e também as

possiveis modifica¢des ocorridas na estrutura molecular da proteina.
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- O método de extragdo por centrifugagdo diferencial com soluggio tampdo fosfato de sédio
a diferentes concentragdes de NaCl apresentou um bom rendimento, em torno de 46%,

considerando o tipo de musculo utilizado.

- A escolha do estado da carne pos-rigor mortis, para extracdo da proteina foi oportuna,
considerando a fonte comercial da matéria-prima, e também por possibilitar comparagéo

com proteinas miofibrilares de peixe extraidas no estado pré-rigor mortis.

- As proteinas extraidas de musculo Semitendinosus bovino apresentaram teores de

proteinas de 84,26% e baixo teor de gordura em fungd@o do processo de extragéo.

- As identificagdes das fragdes protéicas e dos aminoacidos constituintes de proteinas
miofibrilares extraidas de musculo bovino pds-rigor mortis foram semelhantes as das
proteinas miofibrilares de tildpia do nilo adulta extraidas de musculo pré-rigor mortis,

exceto a actina que apresentou faixa de peso molecular maior.

- As proteinas miofibrilares sdo capazes de formar filmes de baixa solubilidade, de

transparéncia relativa e de facil manuseio.

- Os filmes apresentaram boas propriedades mecénicas e de permeabilidade ao vapor de

agua.

- Os biofilmes apresentaram duas texturas, uma de aparéncia fina e outra de materiais
insoltiveis, além de fendas que foram atribuidas a locais onde se encontravam as fragdes de
agua e glicerol ou 4gua, que foram evaporadas durante a secagem a vacuo das amostras,

uma etapa da metodologia.

- Os biofilmes apresentaram duas Tg’s distintas. A primeira Tg representa a frag@o rica em
glicerina e a segunda Tg constituida da fragdo menos solivel de proteina. Estes resultados
permitem concluir que filmes comestiveis a base de proteina miofibrilar bovina ndo sdo um
sistema homogéneo real. A maior Tg do sistema ficou abaixo da temperatura ambiente. Isto

torna possivel seu manuseio e aplica¢éo.

- A natureza hidrofilica da macromolécula é um limitante do potencial destes biofimes.
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- A adigdo de plasticizante & proteina, no caso o filme, aumentou a adsor¢do de agua.

- Os biofilmes apresentaram baixa solubilidade em 4gua, uma propriedade que pode torna-
los utilizdveis como embalagens de alimentos de alto teor de umidade.

- Os filmes apés uma estocagem de 24 meses ndo apresentaram sinais visiveis de

deterioragéo.

SUGESTOES

- Determinar a temperatura de transicdo vitrea das proteinas miofibrilares de origem
bovina.

- Determinar o coeficiente de permeabilidade dos biofilmes aos gases O, e CO,.

- Estudar a influéncia de adi¢do de substéncias hidréfobas nos filmes a base de proteinas

miofibrilares de origem bovina e o seu efeito sobre a permeabilidade ao vapor de agua, bem

como das propriedades mecénicas.

- Desenvolver uma formulagdo a partir de proteinas miofibrilares extraidas de forma

analoga a de surimi (em 4gua), e estudar o desenvolvimento de cor desses filmes.

- Estudar a caracteristica de biodegradabilidade vs o potencial de aplicagdes desses filmes
como embalagens com relagdo as condicdes de armazenamento, contaminagio microbiana

e de insetos.

- Estudar aplicagdes praticas como revestimentos em frutas (p.e.: banana, goiaba, magd...) e

raizes.
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ANEXO 4

ANEXO A

Tabela A.1 - Efeito dos fatores sobre a forga de ruptura calculados para o planejamento

fatorial completo 2°.
Modelo Fator Efeitos (N) Erro Padrdo p
Média 3o 0,21 0,0016°
Linear
Cg -0,21 0,22 0,4434
pH -0,58 0,22 0,0823
T -0,33 0,22 0,2361
Interagdes
Cg xpH 0,06 0,29 0,8390
CgxT -0,05 0,29 0,8634
PHxT 0,23 0,29 0,4821
Quadratico
CgxCg -0,11 0,23 0,6581
pH x pH -0,41 0,23 0,1876
T.x.T -0,33 0,23 0,0808
"Nivel de significancia p<0,05%.

Tabela A.2 - Efeito dos fatores sobre a deformagdo de ruptura calculados para o planejamento
fatorial completo 2°.

Modelo Fator Efeitos (mm) Erro Padrio p
Média 8,96 0,16 0,000012"
Linear
Cg 0,35 0,17 0,1310
pH 0,43 0,17 0,0875
T 0,22 0,17 0,2793
Interacdes
Cg x pH <1,32" 0,22 0,0098"
CgxT -0,90° 0:02" 0,0277
pHxT 0,48 0,22 0,1191
Quadratico
CogxCy 0,00 0,17 0,9868
pH x pH 0,54 0,17 0,0553
TxT -0,90 0,17 0,3774

"Nivel de significancia p<0,05%.
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ANEXO A

Tabela A.3 - Efeito dos fatores sobre a solubilidade calculados para o planejamento fatorial
completo 2°.

Modelo Fator Efeitos (%) Erro Padrdo P
Média 25,06 0,22° 0,000002°
Linear
Cg -4,19° 0,24" 0,00042°
pH 255" 0,24 0,00181"
T -5,70° 0,24° 0,00017"
Interacdes
Cg x pH -2,09" g32" 0,0070"
CgxT 2,03° 0,32° 0,00701°
pHx T -0,11 0,32 0,00767
Quadratico
CgxCg -1,18° 0,25" 0,018172°
pH x pH -6,55" 0,25 0,000124
TxT q1.38 025" 0,000025"

"Nivel de significancia p<0,05%.

Tabela A4 - Efeito dos fatores sobre a opacidade calculados para o planejamento fatorial
completo 2°.

Modelo Fator Efeitos (Ua.mm)  Erro Padrio )
Média 121,46 12,33 0,0022°
Linear
Cg 11,58 13.37 0,4498
pH 50,417 13,37 0,0326"
T -3,31 i3:37 0,8206
Interacdes
Cg xpH -6,83 17,46 0,7218
CgxT -11,14 17,46 0,5690
pHxT -10,42 17,46 0,5928
Quadratico
CgxCg 40,31 13,88 0,0624
pH x pH 12,42 13,88 0,4372
Ll -3,71 13,88 0,8073

Nivel de significancia p<0.05%.
gnifi p<0,
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ANEXO A

Tabela A.5 - Efeito dos fatores sobre a permeabilidade ao vapor de 4agua calculados para o
planejamento fatorial completo 2°.

Modelo Fator Efeitos (10"%)  Erro Padrio P
(mol.mfs.mz.Pa)
Média 0,25 0,0139° 0,0004"
Linear

Cg 0,02 0,0151 0,3699
pH -0,08" 0,0151° 0,0111°
T 0,00 0,0151 0,8880

Interacdes
Cg x pH -0,02 0,0157 0,0185
CgxT -0,14° 0,0157" 0,0089°
PHxT 0,09° 0,0157" 0,0050°

Quadratico
CgxCg 0,07 0,0197" 0,3810°
pH x pH 0,10° 0,0197 0,0062°
TxT 0,11 0,0197 0,0185"

"Nivel de significancia p<0,05%.
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ANEXO A

Tabela A.6 - Coeficientes de regressdo da forca de ruptura calculados pelo planejamento

fatorial completo 2°.
Modelo Fator Coeficiente (N) Erro Padrido P
Média 2,21 0,16 0,000893
Linear
Cg -0,10 0,11 0,443489
pH -0,29 0,11 0,082366
i -0,17 0,11 0,236170
InteragGes
Cg xpH -0,03 0,14 0,839062
CoxT -0,02 0,14 0,863407
PHxT -0,12 0,14 0,482147
Quadratico
CgxCg -0,06 0,12 0,658088
pH x pH -0,20 0,12 0,2000754
IxT -0,30 0,12 0,084136

"Nivel de significancia p<0,05%.

Tabela A.7 — Coeficientes de regressdo na deformagio de ruptura calculados pelo
planejamento fatorial completo 2°.

Modelo Fator Coeficientes Erro Padrédo P
(mm)
Média 9,09" 0,16 0,000012
Linear
Cg 0,18 0,08 0,131068
pH 0,21 0,08 0,087534
T 0,11 0,08 0,279326
Interagdes
Cg x pH -0,66" 0,11 0,009774
CgxT -0,45 0,11 0,027734
pHxT 0,24* 0,11 0,119163
Quadratico
CgxCg 0,00 0,08 0,986882
pH x pH 0,27 0,08 0,055327
TxT -0,09 0,08 0,377457

“Nivel de significancia p<0,05%.
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ANEXO A

Tabela A.8 — Coeficientes de regressdo da solubilidade calculados pelo planejamento fatorial
completo 2°.

Modelo Fator Coeficiente (%)  Erro Padrdo p
Média 25,06 0,22 0,000002
Linear
Cg 2,09 0,12 0,00042
pH A2T 0,12 0,001819
T 283 0,12 0,000171
Interacdes
Cg x pH -2,09° 0,16 0,007017
CgxT 2,02" 0,16 0,007675
pHx T -0,89 0,16 0,065657
Quadratico
CgxCg -0,59° 0,12 0,018172
pH x pH 337 0,12 0,000124
TxT -5,59° 0,12 0,000025

"Nivel de significincia p<0,05%.

Tabela A.9 — Coeficientes de regressdo da opacidade calculados pelo planejamento fatorial

completo 2%,
Modelo Fator Coeficiente Erro Padrdo P
(Ua.mm)
Média 125,34 7,72° 0,000509°
Linear
Cg 5,79 6,68 0,449786
pH 25.20° 6,68 0,032659"
T -1,6 6,68 0,820616
Interagdes
Cg xpH -3.41 8,73 0,721864
CgxT -5,97 8,73 0,569084
pHxT -5,21 8,73 0,592780
Quadratico . . .
CgxCg 19,40 6,68 0,06247
pH x pH 6,20 6,94 0,437191
TxT 6,94 0,807302

“Nivel de significancia p<0,05%.
gnifi p<0,
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ANEXO A

Tabela A.10 — Coeficientes de regressdo da permeabilidade ao vapor de agua calculados pelo
planejamento fatorial completo 2°.

Modelo Fator Coeficiente (10'%)  Erro Padrdo P
(mol.m/s.m” Pa)
Média 1,60 0,09 0,000398°
Linear
Cg 0,05 0,05 0,372062
pH 027 0,05 0,011493"
T 0,01 0,05 0,86428
Interagdes
Cg x pH -0,06 0,06 0,387869
CgxT -0,44" 0,06 0,006553"
PHxT 0,30" 0,06 0,01918"
Quadratico
Cgx Cg 0,24° 0,05" 0,019042"
pH x pH 0,31 0,05 0,009114
TxT 0,37 0,05 0,005212°

"Nivel de significancia p<0,05%.
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ANEXO B

ANEXO B

A permeabilidade ao vapor de agua (P) dos biofilmes foi calculada utilizando a
Equag@o (1.2) no item 1.4 do Cap.1.

Permeabilidade = %

) 4.(4p)

(1.2)

.—+i0’q

Onde x € a espessura dos biofilmes, A € a area de permeagéo, Ap € a diferenca de
pressdo de vapor ambiente contendo silica gel (0% UR; 0 mmHg pressdo de vapor de agua)
e da dgua (100% UR; 32,33 mmHg presséo vapor da agua, a 25 °C) ou de solugdes salinas

de diferentes pressé@o de vapor.

Na Figura (B.1) mostra o grafico esquematico de ganho de umidade versus tempo,
quando a transferéncia de vapor de agua através do filme atingiu o estado estacionario.

Entdo, determina-se o termo g/t ou o coeficiente angular da curva tragada (y = a + bx).

&

§=00005k+04
R =917

0 5 100 1 20
Tempo (h)

Ganho de umidade (g)
£
5 8 B

&

Figura B.1 — Representac@o do grafico para calcular o termo ganho de peso da amostra de
filme em fungdo do tempo (g/t), quando o fluxo de vapor de agua atingiu o estado

estacionario.
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ANEXO B

O termo g/t = coeficiente angular da parte linear da curva, ganho de umidade versus tempo,
em g de agua/hora.

Ao considerar a 4rea (A) de permeagdo do filme determina-se a taxa de permeacio

(g/t.A), em g de dgua‘hora.m’.
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ANEXO C

ANEXO C

A Equagdo (4.1) foi utilizada no célculo percentual (%) de deformagio na ruptura
dos biofilmes. A Figura (C.1) mostra o esquema de determinacdo das propriedades
mecanicas, especificamente a deformagéo na ruptura dos biofilmes e as condigdes em que

ocorre a deformagdo dos biofilmes perfurados pela sonda.

Sonda Filime relaxado

e ], IG ]

Filme sob tensdo Dla I

Figura C.1 — Esquema do sistema de determinacdo do teste deformagéo na ruptura.

Onde [y € o raio da superficie exposta do filme a ser testado, D € a distancia penetrada pela

sonda na ruptura, / € o novo raio da superficie do biofilme no ponto de ruptura.
Da Figura (C.1), obtemos a relagdo matematica:

D

D

COS =—=———
I D+

D D

I D +1}

No ponto de ruptura o raio da superficie (/p) tem um aumento Al. Substituindo / por

(Ip +Al), tem-se a Equacio utilizada para o célculo da deformag@o na ruptura.

Al [,/D2 +12 -JOJ -
Iy '

0
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ANEXO D

Tabela D.1 - Umidades relativas de solugdes salinas saturadas.

ANEXO D

Temperatura (°C)

Sal 10 25 35
NaOH 0,073 0,069 0,068
LiCl 0,115 0,112 0,111
MgCl, 0,337 0,327 0,321
K>CO; 0,433 0,442 0,436
Mg(NO3)2 0,577 0,536 0,516
NaNO, 0,671 0,645 0,625
NaCl 0,758 0,756 0,755
KCl 0,870 0,843 0,827
BaCl, 0.940 0,904 0,897

Fonte: ROOS (1995).
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ANEXO D

Tabela D.2 — Teor de umidade de equilibrio de adsorgéo experimental e desvio padréo, e os
estimados pelo modelo matemitico de GAB, em base seca e seus respectivos valores de ay
para a proteina liofilizada, a 25 °C.

X (b.s.) Adsorcdo
Solucdo Salina Ay Experimental Desvio Padrio  Estimados - GAB”

NaOH 0,069 0,071 0,0004 0,034
LiCl 0,112 0,054 0,0020 0,047
MgCl, 0,327 0,085 0,0007 0,095
K,CO3 0,442 0,093 0,0041 0,122
Mg(NOs), 0,536 0,117 0,0027 0,152
NaNO, 0,645 0,173 0,0024 0,204
NaCl 0,756 0,338 0,0024 0,298
KCl 0,843 0,481 0,0143 0,457
BaCl, 0,904 0,706 0,0054 0,717

"(p<0,05)

Tabela D.3 — Teor de umidade de equilibrio de adsorgéo experimental e desvio padrio, e os
estimados pelo modelo matemético de GAB, em base seca e seus respectivos valores de a,,
para a formulagio 6tima, a 10 °C.

X (b.s.) Adsor¢do
Soluc¢do Salina A Experimental Desvio Padrao Estimados - GAB®

NaOH 0,073 0,251 0,0164 0,211
LiCl 0,115 0,196 0,0044 0,229
MgCl, 0,337 0,272 0,0169 0,309
K>COs 0,433 0,320 0,0162 0,355
Mg(NO3), 0,577 0,373 0,0077 0,454
NaNO, 0,671 0,611 0,0062 0,553
NaCl 0,758 0,684 0,0111 0,692
KCl 0,870 1,104 0,0125 1,021
BaCl, 0,940 1,416 0,0460 1,452

"(p<0,05)
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ANEXO D

Tabela D.4 — Teor de umidade de equilibrio de adsorg@o experimental e desvio padrio, e os
estimados pelo modelo matematico de GAB, em base seca e seus respectivos valores de ay,
para a formulago 6tima, a 25 °C.

X (b.s.) Adsor¢do

Soluggo Salina aw Experimental  Desvio Padrio  Estimados - GAB
NaOH 0,069 0,214 0,0197 0,194
LiCl 0,112 0,207 0,0100 0,206
MgCl, 0,327 0,241 0,0131 0,272
K,CO; 0,442 0,297 0,0175 0,318
Mg(NO), 0,536 0,404 0,0575 0378
NaNO, 0,645 0,543 0,0066 0,499
NaCl 0,756 0,683 0,0401 0,664
KCl 0,843 0,888 0,0108 0,953
BaCl, 0,904 1,374 0,0038 1,316

(p<0,05)

Tabela D.5 — Teor de umidade de equilibrio de adsorgdo experimental € desvio padrao, €
os estimados pelo modelo matematico de GAB, em base seca e seus respectivos valores de
a, para a formulagdo 6tima, a 35 e

X (b.s.) Adsorg¢ao

Solucdo Salina B Experimental  Desvio Padrio  Estimados - GAB’
NaOH 0,068 0,218 0,0502 0,204
LiCl 0,111 0,198 0,0025 0,218
MgCl, 0,321 0,266 0,0083 0,286
K2CO;3 0,436 0,330 0,0126 0,341
Mg(NOs), 0,516 0,408 0,0040 0,392
NaNO, 0,625 0,548 0,0494 0,493
NaCl 0,755 0,684 0,0248 0,711
KCl 0,827 0,928 0,0377 0,940
BaCl, 0,897 1,375 0,0674 1,369

"(p<0,05)
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Errata

Pagina 76 Linha 7 Onde se & Permeabilidade (10"’) Leia-se Permeabilidade
(4,85.10"%).

Pagina 105 Linha 16 Onde se 1¢ Efeito (10'%) Leia-se efeito (4,85.10'%).

Pagina 106 Linha 11 Onde se 1& Coeficiente (10"%) Leia-se permeabilidade
(4,85.10'2).

Pagina 125 Linha 4 Onde se 1€ 0,070 e 0,907 Leia-se 0,327 e 0,843.
Péagina 135 Linha 4 Onde se [é PVA Leia-se agua.

Pagina 137 Linha 34 Onde se 1é PVDE Leia-se PVDC.

Pagina 147 Linha 15 Onde se 1€ colorimetria Leia-se calorimetria.

Pagina 173 Linha 23 Onde se 1& gmm/m’.mmHg.24 Leia-se g.mm/m’.mmHg.24h
ou g.mnvmz.mmHg.dia.

Pagina 193 Linha 14 Onde se 1€ relativa Leia-se relativamente boa.



