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RESUMO

A formacgao de filmes protéicos de soro de leite vem sendo estudada para a aplicagdo
como embalagem alternativa, devido as vantagens que proporciona, como, propriedades
de barreira a transferéncia de massa, caracteristicas nutricionais favoraveis, carater
biodegradavel e a agregagao de valor a um descarte industrial. O objetivo deste estudo foi
determinar a melhor formulagdo para a obtengdo de fiimes protéicos de soro de leite,
quanto a concentragdo de proteina, plastificante e pH, avaliando atraves das principais
propriedades de barreira € mecanicas; a incorporagédo de lipidio na solugdo fiimogénica,
visando reduzir a permeabilidade ao vapor d’agua; o céalculo do coeficiente de difusdo do
vapor d’agua através dos filmes; a obtencdo de filmes por modificacdo enzimatica
utilizando a enzima transglutaminase; e a aplicagao dos filmes protéicos de soro de leite,
verificando as caracteristicas finais encontradas. Inicialmente, a formulagdo padrao foi
determinada através do estudo dos efeitos provocados pela concentragdo de proteina,
concentragdo de plastificante e pH na obtengdo dos filmes por desnaturagdo térmica,
utilizando um planejamento fatorial completo (2°+pontos axiais), sendo avaliados pelas
caracteristicas finais: solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensao na
ruptura e elongagéo, definindo uma melhor formulagao (filme padrao) composta por 6,5%
proteina, 3,0% plastificante (glicerol) e pH 7,0. A partir desta, um composto hidrofébico
(acido estedrico) foi incorporado em diferentes concentragées e pH, visando reduzir a
permeabilidade ao vapor d’agua, que é alta em filmes protéicos devido a natureza
hidrofilica das proteinas. A adigdo foi feita através de homogeneizag¢ao formando um fiime
emulsionado, em concentragdes ideais para manter boas propriedades mecanicas. Nao
foi possivel obter filmes emulsionados em pH acido, e a melhor formagao foi em pH 9,0
com a adigdo de 0,50% de acido estearico, com o menor valor de permeabilidade ao
vapor d’agua e boas propriedades mecanicas, mas optou-se por trabalhar em pH 7,0, que
também apresentou menor permeabilidade ao vapor d’agua. A transferéncia de vapor
d’agua através de filmes padrdo e emuisionado foi comparada a partir do caiculo do
coeficiente de difusdo obtido dos dados de adsorcao de umidade (25°C e 75% de
umidade relativa) e a Lei de Fick, em diferentes posi¢cdes, observando que na posi¢cao
vertical foi possivel diferenciar a caracteristica hidrofilica com a adigcdo de um composto
hidrofébico, ao contrario da posicdo horizontal que evidenciou a formacdo de uma
emulsdo instavel. A estrutura da matriz filmogénica esta diretamente relacionada com as
caracteristicas finais dos filmes, assim, outra metodologia foi aplicada para a obtengao de
filmes protéicos de soro de leite com melhores propriedades mecanicas e barreira, a
modificagdo enzimatica utilizando a enzima transglutaminase microbiana. A concentragdo
de enzima e o tempo de reacgdo foram testados, observando a formagdo de uma matriz
filmogénica mais estavel ou com maior nimero de ligagcdes isopeptidicas entre as cadeias
protéicas, reduzindo a permeabilidade ao vapor d’agua, aumentando a tensao na ruptura
e a porcentagem de elongacgdo, na concentragdo de 10U/g proteina e 180 minutos de
reac3o, trabalhando nas condigdes 6timas da enzima (50°C e pH 7,0). A formagédo de um
polimero de maior peso molecular, correspondendo a matriz filmogénica, foi constatada
através dos perfis eletroforético e cromatografico. Os filmes padréo, emulsionado e
modificado enzimaticamente foram aplicados em um sistema de embalagem contendo
pedacos de maca, verificando as caracteristicas finais de propriedade de barreira ao
vapor d’agua e mecanicas através da perda de peso, teor de umidade e textura final das
magas, além da propriedade de barreira a gases através da mudancga de cor da maca em
funcdo do tempo de armazenamento. A partir destes resultados, concluiu-se que filmes
protéicos de soro de leite apresentam caracteristicas para serem aplicados como
embalagem alternativa prolongando o armazenamento e mantendo a integridade de um
alimento, proporcionando uma moderada barreira a umidade e gases.
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SUMMARY

Whey protein films offer potential to extend the shelf life and improve quality of food
systems by acting as a mass transfer barriers. Other advantages are the biodegradability
characteristic, nutritional value aggregated and the industrial discard applying. The aim of
this work was evaluated the protein, plasticizer concentration and pH values of the solution
to film formation applying heat denaturation; obtained emulsion film adding stearic acid;
determined the water vapor diffusion coefficient through protein films; produced whey
protein films by enzymatic modification using microbial transglutaminase; and the film
application as a food packaging. Protein concentration, plasticizer concentration and pH
values were optimized to obtain flexible whey protein films, using an experimental design
(response surface methodology). The effect of these variables was investigated at a film
formation conditions analyzing the final properties of the films as protein solubility, water
vapor permeability, tensile strength and elongation. The optimum conditions was reached
at 6,5% protein, 3,0% plasticizer (glycerol) and pH 7,0. The predominantly hydrophilic
nature of proteins results in a poor moisture barrier, then a hydrophobic component
(stearic acid) was incorporated in a film solution at different ratios and pH (5,0, 6,0, 70 e
9,0) forming a emuilsion film with reduced water vapor permeability. Intact films could not
be obtained at acidic pH and the minimum water vapor permeability was observed at pH
9,0, adding 0,5% of stearic acid. The water vapor diffusion coefficient was determined
through whey protein films with and without stearic acid. An experimental procedure was
developed for measuring the gain moisture (weight) in function of time data at 75% relative
humidity and 25°C. A diffusion mechanism followed linear Fick's law. The effect of the film
position (vertical, horizontal with the external face upward and downward) was compared.
The addition of stearic acid (1,0%) led to a reduction diffusivity in a vertical plane, but in a
horizontal plane, an unstable emulsion was observed. Mechanical and barrier properties
are influenced by the network structure of the films, then an enzymatic crosslinking was
applied to form whey protein films using microbial transglutaminase to improve the barrier
and mechanical properties. Changes in water vapor permeability, protein solubility, tensile
strength and elongation were evaluated in function of the enzyme concentration and
incubation time at 50°C and pH 7,0 (optimum conditions of transglutaminase).
Intermolecular isopeptide crosslinking produced a polymeric network reducing the water
vapor permeability and increasing the tensile strength and elongation at 10U/g protein of
transgiutaminase and 180 minutes of incubation time. SDS-PAGE and size-exclusion-
HPLC showed a high molecular weight polymer formation corresponding a film matrix.
Films obtained by heat denaturation, emulsion method and enzymatic modification were
applied in a food system (cylinders of apples) to verify the final characteristics of films in
function of storage time, evaluating the moisture barrier comparing the weight loss,
moisture and texture profile, and the gas permeability measured by the apple color
change. Whey protein films could be applied as a alternative packaging to extend the shelf
life of foods, acting as a moderate moisture and gas barrier, with good mechanical
properties (strong and flexible protein films).



Introducéao

CAPITULO 1

1 - Introdugao

O desenvolvimento e as aplicagdes de materiais como embalagens comestiveis e
biodegradaveis tém merecido atengao intensa dos pesquisadores durante as Gltimas
décadas. Isto € uma consequéncia da demanda dos consumidores por alimentos de maior
qualidade e com vida de prateleira prolongada. Esta demanda por materiais que
assegurem qualidade e conveniéncia aos produtos alimenticios tem sido o fator motivador
para o estudo de filmes e coberturas comestiveis. Constituem-se em versateis materiais
de embalagem uma vez que podem ser empregados em sistemas de alimentos
heterogéneos, em embalagens pequenas ou individuais, em microencapsulagao de
acidulantes, aromatizantes, corantes, enzimas, minerais e vitaminas. Além destas
propriedades, filmes comestiveis sdo biodegradaveis, contribuindo, assim, para a redugao
de poluigdo ambiental. Entretanto, algo importante deve ser considerado: filmes e
coberturas comestiveis nao podem ser empregados como substitutos de materiais de
embalagem sintéticos para produtos alimenticios com vida de prateleira prolongada.

Entre os diversos materiais pesquisados para a produgao de filmes comestiveis, o
soro de leite bovino merece atengdo. O soro de leite, um subproduto da industria do
queijo e caseina, possui alto valor funcional e nutritivo e, devidamente processado, seja
como concentrado ou isolado protéico, constitui-se num excelente ingrediente para a
fabricagdo de varios alimentos industrializados. Uma quantidade substancial de soro de
leite € descartada anualmente no Brasil, na forma de residuo industrial, causando um
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grave problema ambiental, sendo necessario trata-lo convenientemente para reduzir os
danos. Além disso, a producdo de fiimes de proteinas de soro de leite pode representar
uma aplicagdo significativa para agregar valor a um residuo descartavel, sem valor
comercial, com a vantagem de formar filmes transparentes, flexiveis, sem odor e sabor.

A aplicagdo dos filmes como embalagens em alimentos exige propriedades de
barreira @ umidade, gases e propriedades mecéanicas que garantam a integridade do
produto durante o manuseio, embalagem, transporte e consumo. As caracteristicas finais
estdo diretamente relacionadas a formulagdo aplicada e as ligagdes entre as cadeias de
proteinas que formam a matriz filmogénica. Filmes protéicos de soro de leite tendem a
apresentar alta permeabilidade ao vapor d'agua devido a natureza hidrofilica das
proteinas e plastificante, favorecendo a ligagdo com moléculas de agua, evidenciando a
importancia do controle de suas concentragdes na obtencéo de filmes. A adicdo de um
composto hidrofébico, ou seja, um lipidio, reduz a difusividade do vapor d’agua
promovendo melhores propriedades de barreira 8 umidade, mas em concentragbes limite
para nio perder propriedades mecanicas necessarias para o manuseio. Outra técnica que
vem sendo utilizada para melhorar as caracteristicas dos fiimes é o aumento da reagao
cruzada entre as cadeias poliméricas por modificagao enzimatica ou quimica.

A caracterizacdo dos filmes em relagdo a propriedade de barreira a umidade €
uma maneira de conhecer como a matriz filmogénica interage com a agua. Este estudo
pode ser realizado através da determinacdo da permeabilidade ao vapor d'agua, da
construgdo de isotermas de sorgdo dos filmes protéicos e pela determinagdo do
coeficiente de difusdo do vapor d’agua nos filmes.

O objetivo deste estudo foi determinar a melhor formulagdo para a obtengdo de
filmes protéicos a base de soro de leite, quanto a concentragéo de proteina, plastificante e
pH, avaliando-os quanto as principais propriedades de barreira e mecéanicas; a adicao de
lipidio visando reduzir a permeabilidade ao vapor d’agua; o calculo do coeficiente de
difusdo do vapor d’agua através dos filmes; a obtencdo de fiimes por modificagdo
enzimatica utilizando a enzima transglutaminase microbiana; e a aplicagdo dos diferentes
tipos de filmes protéicos em produtos alimenticios, verificando o efeito quanto a
integridade dos mesmos.




Revisao Bibliografica

CAPITULO 2

2 - Revisao Bibliografica

2.1 - Filmes Comestiveis e/ou Biodegradaveis

Filmes comestiveis sdo definidos como camadas finas de material, digeriveis,
aplicados em alimentos ou entre componentes do alimento, com o objetivo de inibir a
migragdo de umidade, gases, aromas, lipidios e outros, podendo atuar também como
veiculos de ingredientes do alimento, entre os quais agentes antimicrobianos,
antioxidantes, vitaminas, corantes e outros. Conforme as condi¢cbes e situagdes de
aplicacéo, os filmes comestiveis podem reduzir o uso de embalagens de filmes sintéticos.
Filmes biodegradaveis sdo combinagdes de polimeros naturais, que podem ser
degradados completamente por microrganismos. A biodegradagao inclui duas etapas, a
despolimeriza¢do, ou seja, a divisdo da cadeia e a mineralizagao para gas carbénico,
agua, sais e outros (Krochta & De Mulder-Jonhston, 1997).

O uso de filmes comestiveis melhora a qualidade de alimentos, atuando como
barreira a gases, umidade, aroma e lipidios, além de oferecer prote¢do ao produto apés a
abertura da primeira embalagem. O interesse em produtos reciclaveis vem crescendo
devido a conscientizagdo ambiental (Kim & Ustunol, 2001a). Segundo LeTien et al.
(2000), o baixo custo da matéria-prima e a biodegradabilidade s3o caracteristicas
vantajosas que promovem o interesse no estudo de desenvolvimento de filmes
comestiveis.
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Os materiais utilizados para formar filmes devem ter aroma e textura aceitaveis,
além de possuir flexibilidade, visando evitar a fragmentagdo durante o manuseio e
armazenamento. Assim, a utilizagdo de aditivos (plastificantes, aromas, vitaminas, e
outros) torna-se necesséria, com a finalidade de proporcionar melhores propriedades
mecanicas, organolépticas e de protegdo (Krochta & De Mulder-Johnston, 1997). Os
constituintes basicos para a formagéo dos filmes comestiveis e/ou biodegradaveis foram
definidos por Donhowe & Fennema (1994) como polimeros de alto peso molecular
(agente formador), solvente, agente plastificante, agente ajustador de pH. Deve-se
ressaltar que, o tipo de formulagio é definido em relagdo a natureza e as propriedades
desejaveis para o filme (Mahmoud & Savello, 1992).

Os polimeros de alto peso molecular representam o constituinte capaz de formar
uma matriz continua e de alta coesdo. Os principais grupos de materiais utilizados sao
(Guilbert, 1986):

e Proteinas: caseina, proteinas do soro de leite, gelatina, proteina de soja,
proteina do milho (zeina), proteina do trigo (gliten) e colageno;

- Polissacaridios e seus derivados: derivados de celulose, quitosana, amido,
alginatos, pectina e gomas;

o Lipidios: monogliceridios, acidos graxos, ceras naturais e surfactantes;

s Mistura de diferentes materiais visando caracteristicas especificas dos filmes.

Formulagbes a base de polissacaridios produzem filmes com minima propriedade
de barreira 4 umidade e isto ocorre, devido ao fato de estes polimeros possuirem uma
natureza hidrofilica (Kester & Fennema, 1986). Segundo Banker (1966), filmes de certos
polissacaridios podem fornecer uma protecdo efetiva contra a oxidagdo de lipidios e
outros componentes de alimentos.

Filmes protéicos podem ser considerados como um tipo de embalagem comestivel
e/ou biodegradével, que oferecem vantagens sobre as embalagens sintéticas, no que diz
respeito a redugdo de residuos e poluigdo ambiental, devido ao seu carater
biodegradavel, ou seja a degradagdo completa em componentes como gas carbdnico,
agua, sais, metano e biomassa, que sdo produtos da agdo de microrganismos. Outra
vantagem é a fonte de matéria-prima para a formagéo do filme, pois sdo mais faceis de se
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obter, ao contrario da embalagem plastica que é formada a partir de um recurso, que
pode ser definido como limitado e ndo renovavel, o petréleo. Segundo Debeaufort et al.
(1998), este tipo de embalagem requer caracteristicas especificas para seu uso, tais
como, propriedades de barreira e mecanicas efetivas; estabilidade bioquimica, fisico-
quimica e microbiolégica; ser in6cuo, livre de produtos téxicos e ndo poluente; e o
processamento ser simples e de baixo custo.

A natureza hidrofilica dos filmes protéicos limita a sua aplicagao em produtos que
requerem barreira @ umidade, assim, diversos estudos vém sendo realizados para
melhorar esta propriedade, tais como, a adigdo de ceras e acidos graxos na formulagao
filmogénica, formando filmes emulsionados; a obtencdo de filmes por modificagdo
enzimatica atraves da transglutaminase, que promove reagdes cruzadas entre as cadeias
protéicas (Vachon et al., 2000). Esta enzima promove ligagdes inter e intramoleculares
entre as cadeias de proteinas, formando uma matriz mais forte € compacta, diminuindo
sua solubilidade protéica e permeabilidade ao vapor d’agua e aumentando a resisténcia a
quebra (Mahmoud & Savello, 1992).

2.2 - Proteinas do Soro de Leite

O soro de leite € um subproduto da industria do queijo e caseina, e possui um alto
valor funcional e nutricional. As proteinas do soro de leite tém sido utilizadas em diversas
aplicagbes alimenticias, devido as suas propriedades funcionais, tais como, a
gelatinizagdo, emulsificagdo, solubilidade, formagdo de espuma, viscosidade, além do
valor nutricional, sendo uma excelente fonte de aminoacidos essenciais (Morr & Ha,
1993). Os ingredientes de soro de leite sdo encontrados sob diferentes formas, sendo que
apdés o processamento do queijo ou caseina, o soro de leite contém 93% de agua e
apenas 0,6% de proteina. Entdo, é concentrado por ultrafiltracdo e diafiltragdo, e
classificado de acordo com a sua composicao, geralmente relacionada ao teor de
proteina, como pode ser visto na Tabela 1 (Huffman, 1996).
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Tabela 1: Classificagdo de ingredientes de soro de leite.

Teor de Teor de . Teor de
Tipo " Cinzas (%)
proteina (%) lactose (%) gordura (%)
Soro em pé 13 76 10 1
CPS 35 34-35 53 8 4
CPS 50 53 35 7 5
CPS 80 80 7 4-7 4-7
IPS 90 1 3 1

Fonte: Huffman (199_6).

O concentrado protéico de soro de leite CPS 80 e o isolado protéico de soro de
leite (IPS) apresentam maior potencial de aplicagdo quanto as propriedades funcionais, e
sdo obtidos por concentragdo através da ultrafiltracdo utilizando uma membrana com
porosidade que permite a separagio da lactose, sais e minerais (permeado) das proteinas
e gorduras (retentado), seguida de secagem por atomizagdo, concentrando até 35-50%
de proteina. Para a obtengio de um concentrade com maior teor de proteina o processo
de diafiltragéo é aplicado, que consiste na adigdo de agua no retentado, seguida por uma
nova ultrafiltragdo, apés o qual o produto € seco por atomizagdo atingindo 80% de
proteina e reduzindo o teor de lactose do produto. Para a obtengéo do isolado protéico de
soro de leite (IPS), aplica-se mais um processo, purificagdo por troca idénica aumentando o
teor de proteina e reduzindo o teor de lactose e sais minerais (Morr & Ha, 1993; Huffman,
1996; Bryant & Mcclements, 1998).

Proteinas do soro de leite caracterizam-se por um excelente valor nutricional e
possuem propriedades funcionais importantes para a formacé&o de filmes comestiveis, tais
como, a solubilidade em &agua, a gelatinizagdo e a capacidade para atuarem como
emulsificantes. Representam 20% das proteinas totais do leite, sd@o globulares,
solubilizam em ampla faixa de pH (Morr & Ha, 1993), e caracterizam-se por cinco tipos de
proteinas: B-lactoglobulina, a-lactalbumina, BSA (albumina de soro bovino),
imunoglobulinas, peptideos derivados da caseina. Fiimes a base de soro de leite
caracterizam-se por ndo apresentarem aroma e sabor, pela flexibilidade e, dependendo
da formulagdo, variam de transparente a translicidos. Isto favorece a aplicagdo em
tecnologia de alimentos (Sabato et al., 2001).
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A p-lactoglobulina corresponde a maior fragdo de proteina no soro de leite, sendo
representado por 50% das proteinas totais, possui em sua estrutura duas ligagdes
dissulfidicas e um grupo tiol livre por monémero; em temperatura acima de 70°C, ocorre a
desnaturacao irreversivel desta proteina, seguida da polimerizagdo pela formagdo de
pontes dissulfidicas inter e intramoleculares. A a-lactalbumina representa 20% das
proteinas totais, possui 4 ligagdes dissulfidicas, e & a mais resistente a tratamentos
térmicos, possui 4 ligagdes dissulfidicas. A albumina de soro bovino possui a cadeia mais
longa das proteinas de soro de leite, contendo 17 ligagdes dissulfidicas € um grupo livre
tiol. Ligam-se a acidos graxos, outros lipidios e aromas, estabilizando a molécula na
desnaturagao térmica. As imunoglobulinas e peptideos derivados da caseina representam
as menores fragbes de proteinas, sendo que as imunoglobulinas sdo termicamente
instaveis e os peptideos derivados da caseina sado anfifilicas e podem afetar a
funcionalidade da proteina (Kinsella, 1984; Kinsella & Whitehead, 1989; Morr & Ha, 1993).

2.3 - Formagao de Filmes Protéicos

O processo de obtencdo dos filmes inicia-se com a gelatinizagdo, ocorrendo uma
associagao intermolecular ou rea¢ao cruzada entre as cadeias poliméricas formando uma
matriz tridimensional semi-rigida que envolve e imobiliza o solvente (Kester & Fennema,
1986). Kinsella (1984) associa a formacgao de fiimes a base de proteinas, a interagdo
entre as moléculas por via eletrostatica, hidrofébica, interagdes de Van der Waals, pontes
de hidrogénio, e ligagdes dissulfidicas, considerando ainda a influéncia direta das
mesmas nas propriedades, sendo que estas variam com o tipo de proteina e com as
condi¢gdes ambientais. As etapas de formacéo sdo influenciadas pelas caracteristicas da
proteina: composi¢ao, conformagao, flexibilidade molecular e fatores externos, tais como,
pH, temperatura, concentracdo de proteina, tipo de espécie idnica e outros (Kinsella et al.,
1982).

Tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos tém sido aplicados para promover a
interacdo macromolecular entre polimeros, tais como, o tratamento térmico de proteinas,
permitindo a formacgdo de ligagbes dissulfidicas pela troca tiol dissulfidica, por reacao
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cruzada idnica e ajuste de pH, formando ligagdes ndo covalentes, e a modificagao
enzimatica catalisada com transglutaminase e peroxidase (McHugh, 1996).

A formacdo dos filmes protéicos (matriz macromolecular) consiste na ruptura das
ligagdes intermoleculares de baixa energia que estabilizam os polimeros no seu estado
nativo, seguido de um arranjo e orientagdo das cadeias poliméricas, formando uma matriz
tridimensional estabilizada por novas interagdes e ligagdes (Cuq et al., 1998). Ou seja,
consiste em uma polimerizagdo endotérmica através da desnaturagdo da proteina
simultaneamente com a desidratacdo da superficie (Wu & Bates, 1973). A coesao e a
adesdo estdo relacionadas com a estrutura e a quimica do polimero. As etapas de
desnaturagdo e aplicagdo de reagdo cruzada promovem uma ordem molecular
aumentando a coeséo e a rigidez dos filmes (Banerjee & Chen, 1995).

As condigbes para a formagdo de filmes protéicos envolvem o controle de
temperatura de desnaturagdo das proteinas e a utilizagdo de um suporte plano para a
evaporacdo do solvente (Okamoto & Taishido, 1978). As condicdes de evaporagdo do
solvente (temperatura de secagem e taxa de secagem do solvente), o tipo e quantidade
de plastificante adicionado também sao fatores importantes (Guilbert, 1986). Anker et al.
(1998) ressaltaram que a microestrutura e propriedades fisicas dos filmes protéicos sao
sensiveis a estas condigdes.

Segundo Roy et al. (1999), o mecanismo de formagdo dos filmes comestiveis a
base de proteinas do gliten commesponde a desnaturagdo da proteina através do
aquecimento das solugdes protéicas, reduzindo as ligagdes dissulfidicas (S-S) existentes
e expondo grupos SH. E durante a secagem, as ligagbes dissulfidicas sédo formadas
novamente, através da oxidacéo pelo ar, interligando as cadeias de proteina, ou seja o
aparecimento da matriz filmogénica. A mesma observagdo foi feita por McHugh et al.
(1994) para isolado protéico de soro de leite e por Gennadios & Weller (1991) para
proteina de soja.

Algumas proteinas animais e vegetais apresentam propriedades que favorecem a
formagdo de embalagens biodegradaveis, ou seja, a capacidade de formar redes
protéicas e interagir com plastificantes (Ayhlion-Meixueiro et al., 2000). Varios estudos
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foram realizados com a formagéao de fiimes a base de diferentes proteinas, tais como,
proteinas do soro de leite (McHugh & Krochta, 1994a,b,c.e; Banerjee & Chen, 1995;
Mahmoud & Savello 1993; Maté et al., 1996; Pérez-Gago et al., 1999; Sothomvit &
Krochta, 2000); caseinas (Mauer et al., 2000; Avenna-Bustillos & Krochta, 1993);
proteinas de gluten (Roy et al., 1999; Gontard & Guilbert, 1996; Gennadios et al., 1993a);
proteinas de soja (Sabato et al., 2001; Rhim et al., 1999; Gennadios & Weller, 1991);
proteinas de milho (zeina) (Herald et al., 1996; Gennadios & Weller, 1990); gelatina
(Arvanitoyannis et al., 1997); e proteinas miofibrilares (Cuq et al., 1998).

As caracteristicas dos filmes protéicos estdao diretamente relacionadas com a
natureza da interacao proteina-proteina, sendo que fatores como a composicao de
aminoécidos, a distribuicdo e polaridade, ligagdes de hidrogénio, ligagcdes dissulfidicas
inter e intramoleculares, interfferem na formagdo da matriz filmogénica (Gennadios &
Weller, 1991). Segundo Pérez-Gago & Krochta (2001), é importante entender a estrutura
e as interagcbes entre as moléculas de proteinas para a obtengdo de filmes com
caracteristicas de solubilidade e propriedades mecanicas especificas.

As proteinas do soro de leite apresentam a forma globular e contém grupos
hidrofébicos e SH no interior de suas moléculas, o que favorece a formagao de uma rede
compacta e forte. Filmes a base de proteinas do soro de leite apresentam propriedade de
barreira a gases devido ao fato de suas proteinas se apresentarem sob a forma altamente
polar (Chen, 1995).

O namero de ligagdes dissulfidicas € considerado por Maté & Krochta (1996),
como uma parte responsavel pela estrutura filmogénica. Para as proteinas do soro de
leite bovino, este nimero varia consideravelmente (o-Lactalbumina, 4; B-Lactoglobulina,
2; BSA, 17, peptideos derivados da caseina, nenhuma). A estrutura, a partir de proteinas
desnaturadas de isolado protéico de soro de leite, é diferente da obtida por frages
protéicas desnaturadas do concentrado protéico de soro de leite (por exemplo, B-
Lactoglobulina). Estas diferengas estruturais promovem propriedades de permeabilidade
dos filmes diferentes entre si.
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O tipo e o pH do solvente, a forga ibnica sdo parametros frequentemente
manipulados para alterar as propriedades mecanicas e a porosidade da membrana.
Segundo Chen et al. (1994), a mudanga no pH e na forga idnica altera a repulsao
eletrostatica inter e intramolecular entre cadeias de proteinas, permitindo a aproximagao
das mesmas, promovendo ligagdes de hidrogénio inter e intramolecular. O aumento da
permeabilidade foi observado por McHugh et al. (1994) com a variagao de pH na solugao
filmogénica, associado a um aumento na forga idnica ou a adigao de ions, 0 que aumenta
a solubilidade dos filmes, provocando uma variagdo na permeabilidade ao vapor d’agua.

As proteinas do soro de leite expostas em diferentes condicdes de pH sofrem
mudancas estruturais que interferem nas interagées proteina-proteina relacionadas com a
formagdo e propriedades finais dos filmes, como propriedades de barreira ao vapor
d’agua, propriedades mecanicas e outros (Pérez-Gago & Krochta, 1999). Em um estudo
realizado por Anker et al. (1998), foram obtidos fiimes a base de B-Lactoglobulina e
isolado protéico de soro de leite em diferentes condicdes de pH, concluindo que esta
variavel exerceu um grande efeito nas propriedades finais dos filmes, onde em valores
entre 4,0-6,0 os filmes caracterizavam-se pela opacidade e uma coloracao branca; em pH
menor que 4,0, eram frageis; e em pH maior que 6,0, transparentes e flexiveis, contudo,
em pH 10,0, a solug¢do filmogénica tendia a apresentar uma coloragdo amarela forte. Em
baixos valores de pH (< 7,0), as coberturas e filmes comestiveis possuem a vantagem de
proteger o alimento do desenvolvimento de microrganismos, onde a maioria apresenta um
crescimento favoravel em pH ao redor da neutralidade e basico. Assim, a diminui¢do do
pH da solugdo filmogénica pode proporcionar uma caracteristica antimicrobiana ao filme
(Zutara et al., 1998).

O tratamento térmico € uma etapa necessaria para a formacdo de filmes
comestiveis a base de proteina do soro de leite, provocando a desnaturagdo das
proteinas, expondo os grupos sulfidrilicos, que formam as interagdes covalentes
dissulfidicas, estando diretamente relacionadas com a estrutura molecular final dos filmes
protéicos. Pérez-Gago et al. (1999) compararam a formacdo de filmes a base de
proteinas do soro de leite, com e sem a aplicagdo do tratamento térmico, e obtiveram
filmes frageis e quebradigos sem o tratamento térmico, com uma matriz filmogénica
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representada por uma estrutura desorganizada, formada principalmente por ligagdes de
hidrogénio.

Filmes formados somente por ingredientes poliméricos tendem a ser quebradigos,
principaimente em condigbes de baixa umidade relativa. Desta forma, adicionam-se
agentes plastificantes nas formulagées, com o objetivo de obter filmes mais flexiveis
(Coupland et al., 2000). A adigdo do plastificante em materiais poliméricos modifica a
organizacao tridimensional, decrescendo as forcas atrativas intermoleculares,
aumentando o volume livre e a mobilidade da cadeia protéica (Banker, 1966).

Os plastificantes, definidos como compostos de baixa volatilidade, com alto ponto
de fusdo, sdo adicionados com a finalidade de reduzir a fragilidade e aumentar a
flexibilidade (Kester & Fennema, 1986), e atuam promovendo o decréscimo das forgas
intermoleculares entre as cadeias de proteina, diminuindo a rigidez da estrutura
filmogénica, aumentando a mobilidade da matriz polimérica, e ocorrendo uma diminuicdo
na forca de coesao, forca de ruptura e temperatura de transigdo vitrea (Gennadios &
Weller, 1990). A redugdo nas forgas entre as cadeias de proteinas aumenta o volume livre
da matriz filmogénica, criando espagos que facilitam a migracdo da 4gua e outras
moléculas (Sothomvit & Krochta, 2000). Os mais utilizados sdo os mono-, di- e
oligossacarideos (glicose, xarope de frutose e mel); os polidis (sorbitol, glicerol, derivados
de glicerol e polietileno glicol); lipidios (acidos graxos, monogliceridios e derivados de
éster, fosfolipidios e surfactantes). Devem ser compativeis com os polimeros e, se
possivel, misciveis no solvente (Guilbert, 1986; Krochta & De Mulder-Johnston,1997).

A adigdo de plastificantes provoca mudangas significativas nas propriedades de
barreira dos filmes, devido a sua natureza hidrofilica (Dohnowe & Fennema, 1994). O
glicerol é o plastificante mais utilizado na formulagcdo de filmes comestiveis; sua estrutura
pequena permite que se insira entre as cadeias protéicas facilmente, e assim exerce uma
maior influéncia nas propriedades mecanicas dos filmes do que plastificantes de estrutura
maior, como polietilenoglicol (Yang & Paulson, 2000b). Fairley et al. (1996) observaram
que com um pequeno aumento na concentra¢do de glicerol em filmes a base de proteinas
de soro de leite, obtém-se um aumento na porcentagem de elongagido. McHugh & Krochta
(1994a) fizeram uma comparagio de filmes a base de soro de leite, utilizando diferentes
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plastificantes, sorbitol e glicerol, e observaram melhor atuagéo do glicerol quanto a
permeabilidade ao oxigénio; entretanto, o sorbitol apresentou melhores resultados em
relag3o a resisténcia a ruptura, porcentagem de elongagdo e médulo de elasticidade.

Os grupos polares (-OH) presentes nas cadeias dos plastificantes facilitam a
formagdo de pontes de hidrogénio entre polimero-plastificante reduzindo as ligagoes
polimero-polimero nos filmes (Gennadios et al., 1993b). Assim, o tamanho molecular, a
configuragdo e o namero total de grupos hidroxil funcional, a compatibilidade com o
polimero s3o fatores que influenciam as interagdes do polimero e plastificante (Yang &
Paulson, 2000a). Deve-se ressaltar que a molécula de agua presente na matriz
filmogénica atua também como plastificante em filmes hidrofilicos e isto explica a
caracteristica de filmes protéicos tornarem-se mais quebradigos em condi¢bes de baixos
valores de umidade (Coupland et al., 2000).

De uma forma geral, as caracteristicas finais, como propriedades de barreira a
umidade e gases, solubilidade e propriedades mecanicas dos filmes protéicos s&@o
importantes na avaliagdo para a utilizagdo como embalagens, e estdo diretamente
relacionadas com a formulagdo e processo de obtengao.

2.4 — Propriedades de Barreira

Os filmes devem atuar como barreira contra umidade, gases e lipidios. A umidade
em alimentos & um fator importante para manter o frescor, inibir o desenvolvimento
microbiano e proporcionar sabor e textura (Krochta & De-Mulder Johnston, 1997). O
controle da migragdo de umidade é um fator critico para a qualidade dos alimentos,
devendo assegurar a estabilidade microbiana, propriedades fisicas, sensoriais e quimicas
que conduzem ao aumento da vida de prateleira. Diversos principios podem ser utilizados
para inibir esta troca de umidade, como alteragdes na condigdo de atividade de agua, na
difusividade da &gua, na viscosidade (mobilidade molecular) das fases amorfas, e
também a aplicacdo de filmes comestiveis entre ingredientes (Labuza & Hyman, 1998).

12




Revisao Bibliogrifica

As propriedades de barreira dos filmes dependem da estrutura do polimero,
plastificante, tipo de solvente, aditivos e outros fatores relacionados a dissolugédo do filme,
permeabilidade e propriedades de difusdo. Estas propriedades podem ser influenciadas
pela espessura do filme, selecdo e concentragdo de plastificante (Banker, 1966). De
acordo com Cuq et al. (1996), a espessura € um parametro significativo nas propriedades
de barreira, sendo que no estudo realizado em filmes a base de proteinas miofibrilares de
peixe, concluiu-se que a espessura € inversamente proporcional @ permeancia de vapor
d’agua, ou seja, o aumento nesta varidvel provocou uma diminuigdo linear na
permeabilidade ao vapor d’agua. Algumas hipéteses tém sido propostas para este efeito
da espessura, tais como, a modificagdo estrutural nas macromoléculas durante a
formagéo dos filmes devido a variagdes durante a secagem (Donhowe & Fennema, 1993),
o intumescimento da matriz filmogénica decomrente das forgas atrativas entre o filme e
moléculas de agua, que alteram a estrutura (Banker et al., 1966, citado por McHugh et al.,
1993), o efeito da condigdo externa de umidade relativa ou seja, modificagdes estruturais
na interface ar-filme (McHugh et al., 1993; Cuq et al., 1996).

Os filmes a base de proteinas apresentam melhores propriedades de barreira que
filmes de polissacaridios, devido a estrutura especifica das proteinas, que contém 20
monémeros diferentes, enquanto os polissacaridios sdo homopolimeros, e também por
possuirem diversas propriedades funcionais, principalmente de apresentarem um
potencial alto de ligagdes intermoleculares, ou seja, podem formar ligagées em diferentes
posicoes, com diferentes tipos de energia em fungdo da temperatura, condigdes de
solvatagdo, pH e caracteristicas de incorporar outros componentes (plastificantes,
agentes de ligagao e outros) (Guilbert & Graille (1994), citado por Cuq et al., 1995).

Filmes a base de proteinas promovem boa propriedade de barreira a gas
carbbnico e oxigénio, mas nao para umidade. A deterioragao dos alimentos promovida
pela oxidagdo e respiragdo pode ser controlada através do uso de filmes comestiveis,
estando diretamente relacionada a permeabilidade a oxigénio e gas carbénico (Chen,
1995). Filmes a base de proteinas apresentam propriedades de barreira ao oxigénio,
devido a suas estruturas ordenadas de ligagées de hidrogénio e baixa solubilidade, ao
contrario de fiimes a base de lipidios que apresentam propriedades de barreira baixas
para oxigénio, devido & presenga de poros microscépicos (McHugh & Krochta, 1994c). O
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aumento da coesdo entre as cadeias de proteinas melhora as propriedades de barreira
dos filmes, ou seja, a reagdo cruzada de proteinas promovida por tratamento quimico,
enzimético ou fisico produz filmes com propriedades de barreira e mecanicas mais
eficazes.(Whitaker, 1977). Guilbert (1986) associou a formagao de um filme com boa
propriedade de barreira a formagao de reagdes cruzadas do polimero que o constitui.

Filmes comestiveis protéicos apresentam caracteristica hidrofilica, onde a
modelagem do transporte de massa através dos filmes é complexa. O fluxo de vapor de
agua em filmes hidrofilicos varia ndo linearmente com o gradiente de pressédo parcial de
vapor d'agua, tornando a permeabilidade ao vapor d'agua uma propriedade nao
caracteristica de filmes hidrofilicos (PARK et al., 1993). Segundo Avena-Bustillos &
Krochta (1993), a natureza hidrofilica das proteinas formadoras dos fiimes comestiveis
induz a interagdo com a agua, aumentando a permeabilidade ao vapor d’dgua. As
propriedades de barreira dos filmes protéicos podem ser ajustadas para a aplicagdo em
alimentos especificos através do estudo da permeabilidade, permitindo predizer a vida de
prateleira dos produtos (McHugh & Krochta, 1994b)

2.4.1 - Permeabilidade

A permeabilidade é definida como a transferéncia de um material penetrante
(permeante) através da resisténcia do produto, ativada pela difusao, ou seja, o permeante
dissolve-se na matriz filmogénica no lado de maior concentragdo, difunde-se através da
superficie, devido a um gradiente de concentragdo, e entdo é evaporado do outro lado da
superficie (Kester & Fennema, 1986). Experimentalmente, a permeabilidade pode ser
determinada de acordo com a seguinte equacao :

Pormiedblidade =P (Eq. 1)
il = A
e ade AxtxAp q

onde,M, é a quantidade de penetrante que passou pela superficie, avaliado por diferenca
de peso (g); L, a espessura do filme (mm); A, a area da superficie do filme (m?); t, o tempo
(h); Ap, a diferenga de pressao parcial através do filme (kPa).
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Segundo Krochta & De-Mulder Johnston (1997), permeabilidade é a medida da
tendéncia de adsorver, transferir e dessorver um permeante (por exemplo, vapor de adgua
ou oxigénio) de um lado do filme para outro, quando os dois lados de material filmogénico
estdo expostos a diferentes concentragdes de permeante.

A permeabilidade através do filme comestivel depende dos seguintes fatores,

segundo McHugh & Krochta (1994d):

e Natureza quimica do polimero: polimeros altamente polares, como algumas
proteinas e polissacaridios que apresentam alto grau de pontes de hidrogénio,
resultam em baixos valores de permeabilidade a umidade.

e Natureza estrutural do polimero: cadeias poliméricas com grupos volumosos e
pouco emaranhadas provocam um aumento na permeabilidade.

e Natureza do permeante: moléculas grandes ndo favorecem a dissolugdo e
difusdo através do filme comestivel. Moléculas polares difundem-se mais
rapido que moléculas ndo polares através de filmes polares, isto ocorre devido
ao aumento da solubilidade das moléculas polares.

Pode-se concluir que a permeabilidade € funcido da relagdo entre filme e
permeante em condigdes definidas de temperatura, umidade relativa, espessura e
diferenca de pressao (Carvalho , 1997).

2.4.1.1 - Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d'agua é definida como a taxa de vapor de agua
transmitida através da unidade de area do filme com uma unidade de espessura induzida
pela diferenca de pressdo de vapor entre as duas superficies, sob dada condicio de
temperatura e umidade relativa. Para uma avaliagado precisa da eficacia do filme quanto a
esta propriedade, deve-se conhecer a propriedade de atividade de agua do sistema. A
transferéncia de umidade ou vapor de agua ocorrerd em alimentos quando existir um
gradiente de atividade de agua, indiferente do teor de umidade individual dos
componentes do alimento (Kamper & Fennema, 1985).
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Segundo Debeaufort et al. (1993), a difusdo do vapor de agua nao depende
somente da diferenca de pressdo de vapor d’agua entre as duas faces do filme, mas
também de outros fatores do processo de permeagdo como, condigdes ambientais
(temperatura e umidade relativa), teor de umidade, espessura e estrutura do filme.
McHugh et al. (1994) estudaram a influéncia de outros fatores como, tratamento térmico,
concentragdo de proteina, pH, aplicagdo de vacuo na solugdo filmogénica (retirada de
bolhas de ar) na permeabilidade a vapor d’agua em filmes compostos por proteinas de
soro de leite, concluindo que, o tratamento térmico e a concentragdo de proteina ndo
apresentaram influéncia, ao contrario da variagdo de pH, concentracdo de plastificante e
aplicagao de vacuo, que alteraram a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes.

Em um estudo realizado por McHugh & Krochta (1994e), analisando o efeito da
umidade relativa do ambiente externo na permeabilidade a vapor d’agua em filmes
protéicos a base de soro de leite, concluiram que a umidade relativa tem um efeito
exponencial na permeabilidade ao vapor d’agua, que foi reduzido quando adicionaram
lipidio na solugao filmogénica, o que pode ser explicado pelo aumento da hidrofobicidade
que o lipidio promoveu na emulsdo filmogénica. Assim, quanto maior a cadeia lipidica e
maior a concenfragdo de acidos graxos, menor sera a permeabilidade a vapor d’agua
(Park et. al., 1994)

Estudando o efeito das ligagdes dissulfidicas presentes na estrutura filmogénica,
Gennadios & Weller (1990) verificaram a importancia delas na formacao dos filmes a base
de proteina do trigo (gliten). Estas ligagdes promoveram uma reacdo cruzada
intermolecular, resultando em uma estrutura de alto peso molecular, favorecendo a
propriedade de barreira a vapor de agua (Miller et al., 1997).

A permeabilidade a vapor d’agua varia bastante com a composi¢ao e orientacdo
das moléculas (Kamper & Fennema, 1984). Através de uma reacdo cruzada, pode-se
reduzir a mobilidade segmental do polimero de proteina e a solubilidade em agua,
diminuindo a permeabilidade ao vapor de agua e gases. Outro fator importante é o ajuste
do pH com o objetivo de otimizar a interagdo proteina-proteina, modificando a
configuracao, influenciando nas propriedades de transferéncia de massa no filme (Avena-
Bustillos & Krochta, 1993).
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Filmes a base de proteinas apresentam valores de permeabilidade ao vapor
d’agua relativamente altos, associados a caracteristica hidrofilica das proteinas e/ou a
concentracdes altas de plastificante presente nas solugdes filmogénicas. Filmes formados
a partir de emulsdes protéicas apresentam boa propriedade de barreira a vapor de agua,
ou seja, baixos valores de permeabilidade (McHugh & Krochta, 1994d).

O método gravimétrico pode ser utilizado para avaliar a permeabilidade ao vapor
d'agua, e consiste em acondicionar o fime em um ambiente com uma diferenga de
pressdo parcial de vapor d'agua, determinando experimentalmente o fluxo de vapor
d'agua que atravessa o filme, caracterizado pelo ganho de massa em fung&o do tempo do
processo de transferéncia de umidade. Através desta relagdo obtém-se o coeficiente
angular da reta correspondente a razao de transferéncia de vapor d’agua (Chen, 1995).

2.4.2 - Solubilidade

A solubilidade é uma propriedade importante em filmes comestiveis, pois algumas
aplicagdes requerem insolubilidade em 4gua mantendo a integridade do produto. Mas, em
alguns casos, a solubilidade em 4gua é requerida para aplicagdo (Pérez-Gago & Krochta,
2001). A insolubilidade dos filmes a base de proteinas do soro de leite esta relacionada
com a estabilizagdo da matriz flmogénica por ligagdes covalentes dissulfidicas (CUQ et
al., 1998). O grau de desnaturagéo das proteinas interfere na solubilidade e propriedades
mecanicas dos filmes, pois esta diretamente relacionada ao grau e natureza das reagdes
cruzadas entre as cadeias protéicas (Pérez-Gago & Krochta, 2001). Outro fator
importante, segundo Mangino (1984), é a energia livre da interagio da proteina com o
solvente, que deve ser menor do que das interacGes proteina-proteina e solvente-
proteina.

2.4.3 - Isotermas de sor¢ado

O controle do teor e migragdo de umidade € um ponto critico na qualidade de
alimentos, e estéo diretamente relacionados com o teor de umidade e a atividade de 4gua
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de cada componente em um sistema multicomponente. A migracdo de umidade ocorre
devido a necessidade do sistema alcancar o equilibrio de atividade de agua
(termodin&mico) e ao processo de transferéncia de massa (difus&o) (Labuza & Hyman,
1998). A atividade de agua (a.) € definida como a razdo da presséo parcial da agua (p)
em equilibrio com o alimento na pressdo parcial da agua pura (po), sob a mesma
temperatura (Eq.2).

.} (Eq.2)

A atividade de agua combinada com a temperatura e o pH, € um parametro
determinante quando se estudam taxas de mudangas quimicas, bioquimicas e
microbiolégicas em produtos alimenticios (Fox & McSweeney, 1998).

As propriedades de barreira em filmes estdo diretamente relacionadas com o
coeficiente de difusdo e a solubilidade em agua da matriz fiimogénica. Uma das maneiras
de caracterizar a solubilidade é analisar as isotermas de sor¢do (McHugh & Krochta,
1994d). Segundo Coupland et al. (2000), a determinagéo das isotermas de sor¢éo em
alimentos fornece uma boa indicagio da estabilidade durante a estocagem e descrevem a
relagdo entre a umidade relativa de equilibrio de um produto em fungéo do seu teor de
umidade a uma dada temperatura. De uma outra forma, € a predi¢cdo da capacidade de o
produto adsorver ou dessorver agua.

As isotermas de sorcdo fornecem informagdes sobre a interagéo da dgua com o
produto e, no caso de filmes comestiveis e coberturas, caracterizam a solubilidade da
agua na matriz filmogénica, estando relacionadas com a propriedade de barreira ao vapor
d’agua (Ayranci, 1996). Um fator importante na construgéo das isotermas de sorgéo é a
temperatura, que esta associada com a mobilidade das moléculas de agua e o equilibrio
dinamico entre o vapor e a fase adsorvida. Para um valor de atividade de 4gua constante,
0 aumento na temperatura provoca uma diminuigdo na quantidade de agua adsorvida,
indicando que o alimento toma-se menos higroscopico. E para um teor de umidade
constante, o aumento na temperatura promove uma maior atividade de agua, favorecendo
a perda da qualidade do produto (Kapsalis, 1987).
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As isotermas de sorgao de produtos alimenticios, geraimente, apresentam-se sob
a forma sigmoidal, onde a adsor¢do de umidade aumenta moderadamente sob pressées
de vapor baixas e intermediarias, e em valores altos, a adsorgdo de umidade aumenta
exponencialmente (Wiles et al., 2000; Kinsella, 1984).

Existem inimeras equagdes utilizadas para representar as curvas de sor¢cao de
alimentos, sendo que algumas delas estao apresentadas abaixo (Jowitt et al., 1983; Rizvi
1995):

» Equacdo de GAB (Guggenheim-Anderson-De Boer): € um modelo de trés
parametros, fisicamente significativos, e tem sido sugerido como o modelo
matematico mais versatil para a sor¢do de alimentos. E expressa da seguinte
forma:

e Xm CgK ay —_
(1—K aw) (1—K ay +CgK aw)

onde, Cg € a constante de Guggenheim:

Co=c exp [wj (Eq. 4)

sendo que, Hn, € o calor total de sorgdo da primeira camada; H, € o calor total de sorgdo
das multicamadas; ¢ & a constante da equagao; T é a temperatura absoluta; R é a
constante universal dos gases; K & a constante da equacéo:

K=k exp (ﬁ-ﬁ:_—rﬁ'llj (Eq. 5)

sendo que, H, é o calor de condensagdo da agua pura; Xn € o teor de umidade
correspondente a saturagéo de todos os sitios de adsorgéo primarios por uma molécula
de 4gua (teor de umidade na monocamada).

As vantagens encontradas para esta equagéo sao a descricdo do comportamento
de sorgdo abrangendo uma faixa de atividade de agua entre 0,1 e 0,9; a forma
matematica simples, com parametros que possuem significados fisicos; e a capacidade

de descrever alguns efeitos da temperatura (Rizvi, 1995).
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« Equacdo de BET (Brunauer-Emmett-Tetter): fomece um bom ajuste para uma
variedade de alimentos na regido de atividade de agua entre 0,05 e 0,45, sendo
expressa da seguinte forma:

onde, a, é a atividade de agua; X, € o teor de umidade (base seca); X, & o teor de
umidade da monocamada; C’ € a constante relacionada ao calor de sor¢do, sendo,

C'=K'exp (A:;'TE’J (Eq.7)

sendo que, AHger € a entalpia de absorgdo da monocamada e k' € constante da equag3o.

« Equacdo de Halsey: foi desenvolvida supondo-se que, a condensagao ocorre em
multicamadas, assumindo que o potencial de energia da molécula varia
inversamente com uma distancia (r) da superficie, resultando na seguinte
equacéo, sendo que Py e r sdo parametros da equagéo, e 8 = Xn/X

._pHJ
a, =¢€ Eq.8
w = exp [RTB‘ (Eq.8)

O valor do parametro r estad relacionado com a interagdo solvente-adsorvido.
Iglesias & Chirife (1976b) reconheceram que o uso do termo RT nio eliminava a
dependéncia de Py e r com a temperatura, simplificando a equagao de Halsey, tornando-
a:

ay =exp [___] (Eq.9)

sendo que, Sy, e r s3o parametros da equag¢ao.

Gennadios & Weller (1994) obtiveram bons resultados utilizando a equagdo de
GAB para ajustar as isotermas de zeina de milho, gliten de trigo e filme protéico zeina-

glaten.
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O conceito de teor de umidade da monocamada (Xm), que consiste na quantidade
de agua requerida para cobrir todos os sitios ativos primarios, tem sido bastante estudado
em alimentos, devido & sua relagdo com a estabilidade quimica e fisica de alimentos
desidratados (Coupland et al., 2000).

Polimeros hidrofilicos, como as proteinas, contém grupos polares que permitem a
formagéo de pontes de hidrogénio, absorvendo d4gua do ambiente, assim a presencga de
vapor d'agua na matriz polimérica altera a permeagéo de gases, onde uma alta sorgso de
agua provoca uma maior taxa de permeagdo, uma vez que a molécula de 4gua atua como
plastificante na matriz fimogénica e aumenta o volume livre do polimero. Pode-se concluir
que as isotermas de sorgdo indicam o comportamento dos filmes protéicos quanto a
propriedade de barreira em diferentes condi¢des de umidade relativa (Kim & Ustunol,
2001b).

O mecanismo de sorgdo e difusdo em polimeros tém grande importancia na
interpretacdo do fenémeno de transporte em alimentos, ou seja, como o transporte de
agua pode influenciar na performance de produtos alimenticios durante seu
processamento e uso (Peppas, 1994). Filmes comestiveis, normalmente, contém
componentes hidrofilicos como proteinas, polissacarideos, que promovem uma
caracteristica sensivel a agua. Segundo Watt (1983), dois fatores influenciam a sorgio de
agua em compostos a base de proteinas, a estrutura do polimero e a capacidade de sitios
hidrofilicos ligarem-se & 4gua. O mecanismo de transporte de vapor d’agua nos filmes é
complexo, devido a néo linearidade de suas isotermas de sor¢do e da difusividade ser
dependente do teor de umidade (Wiles et al., 2000; Lim et al., 1998).

2.4.3.1 - Calor isostérico de sorgao

O estudo do efeito da temperatura nas isotermas de sorgdo também permite
determinar o calor de sor¢do em diferentes valores de umidade e predizer as isotermas
em outras temperaturas. O calor isostérico de sorgdo (Qs) &€ um parametro
termodinamico, e representa a diferenca entre a entalpia da 4gua na fase vapor e a
entalpia parcial da agua liquida adsorvida no sélido, a uma dada concentragdo, ou seja,
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corresponde a quantidade de energia necesséaria para evaporar a 4gua adsorvida na fase
sélida. O céalculo do calor de sorgdo pode ser feito através da Equagdo de Clausius-
Clapeyron, que relaciona a mudanga de atividade de agua com a temperatura:

oIn(p/po)| _2n@w)| _ [ Qs+ ARy (Eq.10)
AT |, AT |y R

onde R é a constante universal dos gases, T, a temperatura absoluta, p a pressdo de
equilibrio; AHvap é o calor de vaporizagao da agua pura. Integrando a equacgao entre as

temperaturas T, e T,, respectivamente:

a Qet | 1 1
by [ =-—[———} (Eq.11)

onde qs € 0 excesso de calor de sorgao,

Ost =Qgt —AHyp (Eq.12)

Quando os dados de atividade de agua versus o inverso da temperatura absoluta
sdo plotados em escala semi-logaritimica, obtém-se, em geral, uma reta, para cada
condicdo de umidade da amostra, e o coeficiente angular corresponde —q«/R. Se as retas
isostéricas tenderem a uma ligeira forma curvilinea, indica uma baixa dependéncia do
excesso de calor isostérico com a temperatura (Falabella et al., 1989).

O teor de umidade de equilibrio e o calor isostérico de sorgdo sdo propriedades
essenciais para a andlise de vérios processos na industria de alimentos, como
preservacio, secagem, estocagem, embalagem. As isotermas de sorgdo permitem a
avaliagdo do teor de umidade residual 6timo de produtos visando aumentar sua
estabilidade. O calor isostérico de sor¢do pode estimar a energia necessaria em
processos de desidratagdo. O nivel de teor de umidade no qual o calor de sorgdo
aproxima-se do calor latente de vaporizagdo da agua, geralmente indica a quantidade de
agua existente na monocamada do alimento (Kiranoudis et al., 1993).
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2.5 - Propriedades Mecanicas

Os filmes protéicos devem manter a integridade durante o manuseio, embalagem
e transporte, sendo necessario que apresentem resisténcia mecanica e capacidade de
deformacdo plastica. As principais propriedades mecanicas de filmes sao a tensao na
ruptura, flexibilidade, estabilidade a mudancas de temperatura, e resisténcia em diferentes
condi¢gdes ambiente e em situagdes com aplicagdo de forcas fisicas (Debeaufort et al.,
1998; Guilbert, 1986).

As propriedades mecanicas estdo diretamente relacionadas com a distribuicdo e
concentragdo das interagdes inter e intramoleculares na estrutura filmogénica entre as
cadeias de proteinas, que sdo estabilizadas por ligacbes covalentes, pontes de
hidrogénio, interagdes idnicas e forgas de Van der Waals. Quando ligagdes covalentes
estabilizam a matriz filmogénica ou quando a densidade de energia de ligagdo é alta, os
filmes apresentam grande resisténcia e elasticidade (Ayhllon-Meixueiro et al., 2000; Cuq
et al., 1998).

A tens3o na ruptura expressa a maxima tragcdo desenvolvida no filme ao estica-lo,
indica a medida de integridade e o potencial para o uso prolongado. A medida desta
propriedade é feita através do maximo pico de forga obtido (ao esticar) dividido pela area
da secc¢éo transversal do filme, antes de romper. A porcentagem de elongag&o na quebra
corresponde a capacidade do filme estender, € medida no ponto onde o fiime quebra, e
expressa como porcentagem da variagdo do comprimento inicial do filme. Uma alta
porcentagem de elongagdo indica que o material absorve uma grande quantidade de
energia antes de quebrar (Robertson, 1993; Gennadios et al., 1993b).

A integridade dos filmes e a auséncia de defeitos podem ser garantidas através de
propriedades mecanicas adequadas (Chen, 1995). O comportamento mecanico esta
diretamente relacionado com a formulagdo utilizada (Sabato et al., 2001). Altas
concentragdes de proteina promovem a formagéo de filmes com a presenga de poros,
que interferem diretamente nas propriedades mecanicas. Ao adicionar uma grande
concentracdo de plastificante na formulagao filmogénica, ocorrem mudangas significativas
nas propriedades mecanicas dos filmes, aumentando a capacidade de estender e a
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flexibilidade, mas decrescendo a coesdo, a resisténcia mecanica e a rigidez (Cuq et al.,
1997). E a mudanca no pH induz a repulsdo eletrostatica das cadeias protéicas, reduzindo
a interacdo proteina-proteina, produzindo filmes mais frageis.

Filmes hidrofilicos, a base de proteinas e polissacaridios, apresentam boas
propriedades mecanicas e barreira a gases, aroma e lipidios, ao contrario de filmes
lipidicos, que se caracterizam por uma excelente barreira a umidade, mas baixas
propriedades mecanicas (Yang & Paulson, 2000a).

2.6 - Difusao em Filmes

O estudo do mecanismo de sorgdo de agua e de difusdo em polimeros é de
grande importancia na interpretagdo de fenémeno de transporte de alimentos (Peppas,
1994). A transferéncia de umidade ocorre devido a uma diferenga no potencial quimico
entre a condicdo ambiente e o filme, ou entre o alimento e o filme. Em filmes protéicos, as
moléculas de &gua alteram propriedades como a capacidade de plastificar, o
intumescimento e a solubilidade, que estao diretamente relacionadas com a propriedade
de barreira ao vapor d’agua (Morillon et al., 2000).

A difusdo de umidade € uma propriedade importante em diversos processos
alimenticios como: embalagem, secagem, rehidratagdo e estocagem. Trés métodos
experimentais tém sido aplicados para a determinagdo da difusividade de umidade em
alimentos, a secagem, a cinética de sorgao e a permeabilidade (Karathanos et al., 1990).
O processo de difusdo em filmes protéicos esta relacionado com a caracteristica de
permeabilidade ao vapor d’agua, que consiste em um processo de solugdo e difuséo.

O fluxo difusivo (J) de um penetrante no polimero pode ser definido como a
quantidade de penetrante (Q) que atravessou uma superficie pela area superficial (A) na
direcdo do fluxo, durante um tempo (t), independente do estado de agregagio do
polimero (Rogers, 1985).

J= (Eq. 13)

Q
At
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A equagdo acima, escrita em termos de gradiente de concentragdo, em qualquer
ponto ou plano fica expressa da seguinte forma:

J=-D [_J (Eq.14)

onde, D € o coeficiente de difusdo, expresso em cm?/s ou m?s; e, x é a coordenada
normal referente ao plano atravessado pelo fluxo. Esta relagdo é conhecida por 12Lei de
Fick (Crank, 1975).

A taxa de mudanga na concentragcao do penetrante em qualquer ponto do plano
(x>0) e expressa na forma da (Eq. 15). Esta é a equagdo diferencial fundamental para a
difus&o unidirecional, onde C=C(x,t) & a concentragdo massica de umidade (Crank, 1975),

e, (Eq.15)

Para resolver a equagao parcial de difusdo, deve-se conhecer a condic&o inicial e
as condi¢cbes de contomno, onde a inicial corresponde a concentragdo de umidade que
atravessa o filme, na direcéo do fluxo no tempo t = 0 (Co); e as condi¢des de contorno sio
os valores das concentragdes de umidade nas superficies do filme durante o experimento
(Cs).

A solugdo da (Eq.15) para uma placa plana, obtida pelo método de séries de
Fourier utilizando a propriedade de separagdo de varidveis, com o coeficiente de difusdo
constante, e as condigdes de contorno C(x=4., t) = Cs é dada por Crank (1875)

Cxt)-Co _ =" -D(2n+1)%n%t E{(Zn+1)nx]
Costo) """ 5 “{ a2 ]“’ ) ©°

e a sorgao ocorre por uma membrana na regido —~L < x < L, sendo L a espessura da placa.
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Se M é a quantidade total de umidade difundida na placa plana apés um tempo t,
e M. a quantidade correspondente apés um tempo infinito (estado estacionario), tem-se a
seguinte equacéo (Crank, 1975)

2_2
Mo 5 B of-Densyiet n—
Mm n:o,(2n+1) T 4L

O transporte do penetrante através de uma membrana homogénea, na auséncia
de poros, falhas, furos, geralmente ocorre através do seguinte processo: primeiro a
condensagao e mistura do vapor nas camadas superficiais, seguida da migracao até a
superficie oposta sob um gradiente de concentragao (potencial quimico) (Rogers, 1985;
Jenke, 1992). As propriedades dos polimeros, como a sua natureza quimica, a
distribuicdo do peso molecular, o grau de reacdo cruzada, a natureza do plastificante; as
propriedades de permeante (peso e forma molecular) e as interacdes entre as moléculas
do soluto e polimero sao variaveis importantes no processo difusivo.

O coeficiente de difusdoc de um gas em um polimero € uma propriedade do
sistema e varia com a temperatura, pressdo, natureza do gas e natureza do polimero.
Segundo Labuza & Hyman (1998) e Peppas (1994), depende da estrutura da matriz (peso
molecular, grau de reacdo cruzada e ramificacdo do polimero, coeficiente de expanséo
térmica do polimero e do solvente) e solubilidade em agua. A estrutura do sélido e sua
interagdo com o soluto difundido apresentam grande influéncia no processo de difuséo e
na taxa de transporte. A solubilidade do penetrante no polimero depende da natureza das
interagBes polimero-penetrante, polimero-polimero e penetrante-penetrante, assim como
da distribuicdo e tipo dos espacos vazios formados na cadeia polimérica (Theodorou,
1986).

O processo de difusdo esta relacionado com a estrutura fisica do sélido, e
segundo Labuza & Hyman (1998), o tamanho dos poros presentes na matriz polimérica é
um fator importante na difusdo, ou seja, o quanto tortuoso € o caminho percorrido.
Defeitos na estrutura e morfologia da cadeia polimérica, como espacos vazios e
microfissuras, favorecem o processo de difusdo de vapor d’agua através dos filmes

(Rogers, 1985).
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O transporte da agua através dos filmes comestiveis € um mecanismo complexo,
devido as isotermas de sorgcdo apresentarem uma forma sigmoidal, ou seja, o fluxo de
agua varia ndo linearmente com a diferenca de pressdo de vapor (Morillon et al., 2000;
McHugh et al., 1993). A difus@o em polimeros é controlada pela temperatura, composicio,
caracteristicas morfolégicas (cristalinidade e ligagdo cruzada) que podem reduzir a
mobilidade molecular (Theodorou, 1996).

O comportamento difusivo de polimeros & influenciado pela mudanca da estrutura
da matriz polimérica relacionada a solubilidade e a mobilidade difusional do permeante
(Crank, 1975). O intumescimento altera a microestrutura de filmes poliméricos,
aumentando a sor¢do de umidade e abrindo a estrutura polimérica, o que permite o
aumento no fluxo de permeante, da solubilidade de vapor d'dgua e consequentemente da
permeabilidade ao vapor d’agua (Rogers, 1985; Wiles et al., 2000). Os aditivos alteram as
caracteristicas no processo de difusdo, pois estdo diretamente relacionados com a
formacgéo de volume livre no sistema. A adigdo de plastificante aumenta significantemente
o volume livre, tendendo a aumentar a taxa de migragdo molecular. A adi¢do de
substancias sélidas ou impermedaveis pode néo alterar a formacdo de volume livre, mas
pode provocar a diminuigdo na difusividade devido ao efeito da tortuosidade, ou seja,
dificulta o caminho percorrido pela molécula (Theodorou, 1996). Segundo Saravacos
(1995), a adigao de lipidios decresce a difusividade de umidade.

2.7 - Filmes Emulsionados

A permeabilidade ao vapor d'agua decresce com o aumento da hidrofobicidade na
matriz, assim a adi¢éo de lipidios (acidos graxos, ceras e outros) na solucdo filmogénica
melhora esta propriedade de barreira nos filmes comestiveis. A eficiéncia das
propriedades de barreira de filmes emulsionados ou multicomponentes depende da
polaridade dos componentes e da distribuicdo uniforme das substancias hidrofébicas na
matriz e/ou na superficie (Kamper & Fennema, 1985; Debeaufort et al., 1993).
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Os lipidios sdo utilizados devido ao seu caréater hidrofébico, e a caracteristica de
promover brilho e melhorar o aspecto visual dos produtos alimenticios. A sua eficiéncia
depende da estrutura quimica, grau de saturacdo, estado fisico (sélido ou liquido),
tamanho da cadeia, dimensdo dos cristais € homogeneidade no filme (distribuicdo dos
lipidios), ou seja, a interagdo da particula lipidica com os outros componentes do filme,
como proteinas ou polissacaridios (Callegarian et al., 1997).

Lipidios podem ser incorporados na formulagao de filmes protéicos na forma de
filmes emulsionados ou bicamadas (o lipidio € aplicado sobre a camada de filme protéico).
Filmes em bicamadas apresentam melhor propriedade de barreira, mas tendem a
desenvolver deformagdes, como poros, fissuras, além de apresentarem baixa
adesividade. Filmes emulsionados sdo obtidos através de uma homogeneizacao lipidica
na solugdo protéica, formando uma emulsdo. Estes filmes n&o apresentam uma
propriedade de barreira tio eficaz como os filmes bicamada, mas caracterizam-se por
melhores propriedades mecanicas (Sherwin et al., 1998)

Emulsdes consistem em um sistema coloidal heterogéneo com peloc menos um
liquido imiscivel disperso em outro na forma de pequenas particulas, envolvidas por um
filme continuo de surfactante, que estabiliza a fase emulsionada (ndo continua), evitando
a floculagdo e coalescéncia. A estabilidade do sistema emulsionado depende do balango
entre as forgas intermoleculares atrativas das moléculas no filme e as forgas repulsivas na
superficie externa. Agentes emulsificantes, geralmente sdo adicionados para a formagéao
de uma emulsdo estavel, ou as particulas lipidicas sao finamente quebradas através de
uma homogeneizagao rigorosa. Em filmes protéicos multicomponentes (proteina-lipidio), a
proteina atua como agente emuisificante. A estabilidade da emuls&o é influenciada pela
morfologia do filme, ou seja pelas caracteristicas da fase continua (viscosidade, pH, forga
ibnica) e da fase dispersa (tamanho e densidade da particula lipidica) (McHugh, 2000;
Pérez-Gago & Krochta, 1999, Baldwin et al., 1997).

De acordo com McHugh (2000), filmes formados somente a base de lipidios,
promovem uma boa barreira 8 umidade, mas frequentemente para a obtengdo destes
filmes & necessario a utilizagdo de solventes organicos ou altas temperaturas, e
apresentam baixas propriedades mecanicas. Gontard et al. (1995) encontraram
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problemas na aplicacdo de filmes lipidicos em alimentos, como baixa adesao,
caracteristica heterogénea e quebradiga, susceptibilidade a oxidagdo e propriedades
organolépticas ndo aceitaveis. A interagao entre proteinas e lipidios na interface depende
da homogeneizagao e tamanho da particula lipidica (Jost et al., 1986).

2.7.1 - Formagao dos filmes emulsionados

O filme emulsionado caracteriza-se pela presenga de um lipidio na matriz
continua, que estabelece um caminho mais tortuoso ou um aumento na distancia da
difusdo das moléculas quando comparada com uma matriz composta somente por
substancia hidrofilica (Koelsch, 1994). As proteinas atuam como surfactantes
macromoleculares em emulsdes, pois apresentam a caracteristica de estabilizar,
formando um filme viscoelastico na interface 6leo-agua. A formagéo deste depende de
interagbes nao covalentes, ligagdes de hidrogénio, interacbes hidrofébicas e
eletrostaticas, e ligagbes covalentes (dissulfidicas) entre as moléculas protéicas
{(Damodaran & Anand, 1997).

Na solucao filmogénica, as proteinas sdo parcialmente imobilizadas na interface
com as particulas lipidicas emulsionadas, ou seja, os segmentos poliméricos apresentam
uma menor mobilidade, reduzindo a difusividade da agua através da proteina interfacial,
diminuindo a permeabilidade ao vapor d'agua (McHugh & Krochta, 1994c). A afinidade
lipidio-proteina depende da estrutura e polaridade dos mesmos, da concentragao de
lipidio, pH, forga idnica, viscosidade e temperatura. A caracteristica anfifilica promove
interagdes entre lipidios e proteinas como resultado de um balango de forgas de diferente
natureza, principalmente eletrostatica e hidrofébica (Callegarian et al., 1997).

A temperatura da solucao interfere na formacao de emuisdes filmogénicas, onde
mudancgas nesta varidvel provocam alteragdes no estado fisico dos lipidios. Algumas
moléculas lipidicas apresentam baixa solubilidade em temperaturas baixas, mas tomam-
se soliveis em temperaturas mais altas, promovendo a fusdo da cadeia, 0 que permite a
penetragdo da agua na regido hidrofilica formando cristais liquidos ou micelas (Martin-
Polo et al., 1992).
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A temperatura de secagem dos filmes & um outro fator importante, onde valores
acima ou abaixo do ponto de fuséo do lipidio alteram a deformabilidade e distribui¢do do
lipidio na matriz polimérica, e reduzem a estabilidade da emulsao, devido a variagdes na
viscosidade da fase continua. O estudo realizado por Pérez-Gago & Krochta (2000) com
filmes emulsionados de proteina de soro de leite mostrou uma maior homogeneidade e
melhor aspecto visual quando a secagem foi feita em condigbes ambiente (25°C e
umidade relativa de 40%).

Pérez-Gago & Krochta (1999) verificaram a influéncia do pH na formagdo dos
filmes emulsionados & base de soro de leite, concluindo que quanto mais afastado do
ponto isoelétrico (pl) das proteinas, menor a permeabilidade ao vapor d'agua.

2.7.2 - Propriedades de barreira e mecanicas dos filmes emulsionados

A adigao de lipidios na formulagao filmogénica diminui a permeabilidade ao vapor
d’agua e promove uma perda nas propriedades mecanicas dos filmes. Estas propriedades
em filmes compostos por polimeros e lipidios dependem do tipo, estrutura € quantidade
de lipidios adicionada. No caso de filmes protéicos, a permeabilidade a gases e ao vapor
d’agua depende de diversos fatores como a integridade do filme, razdo de zonas
cristalinas e amorfas, proporgao hidrofilica-hidrofébica, mobilidade da cadeia polimeérica e
a interagcdo da proteina com os outros componentes do filme (plastificante, aditivos e
outros) (Garcia et al., 2000). A propriedade de barreira dos filmes lipidicos e emulsionados
esta relacionada a prevencgao da transferéncia de umidade em alimentos com teores de
umidade baixos e intermediarios por um longo periodo, com a embalagem fechada e por
um periodo menor, com a embalagem aberta (Shellhammer & Krochta, 1997).

Filmes emulsionados sdo formados através da homogeneizacdo do lipidio na
solucdo protéica concentrada, seguida do processo de secagem. Assim, obtém-se uma
matriz protéica continua com pequenas particulas de lipidio. A presenca destas particulas
nos filmes provoca um aumento na distancia percorrida pelas moléculas de agua durante
a difusdo, reduzindo a permeabilidade ao vapor d’agua (Fairley et al., 1997). Sherwin et
al. (1998) concluiram que o processo de homogeneizagdo &€ uma etapa importante na
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obtencdo de filmes emulsionados, uma vez que o tamanho da particula lipidica e a sua
distribuicdo estdo diretamente relacionados com a eficacia das propriedades dos
mesmos.

Filmes a base de proteinas do soro de leite caracterizam-se por uma natureza
hidrofilica, promovendo uma baixa barreira a umidade. A incorporagao de lipidios em
filmes protéicos, como uma emulsdo ou como cobertura, vem sendo estudada com a
finalidade de reduzir a permeabilidade ac vapor d'agua (Debeaufort & Voilley, 1995).
McHugh & Krochta (1994e) obtiveram filmes de proteinas do soro de leite ligadas a cera
de abelha com menor permeabilidade ao vapor d'agua; quando se aumentou a area
superficial, através da diminuigdo do didametro das particulas lipidicas, foi obtida uma
maior interagdo proteina-lipidio. Avena-Bustillos & Krochta (1993) obtiveram valores
reduzidos de permeabilidade ao vapor d’agua ao adicionar cera de abelha em filmes de
caseinato de sédio. O mesmo resultado foi obtido por Sapru & Labuza (1994) em filmes a
base de metilcelulose e acido estearico.

Os lipidios mais utilizados em filmes comestiveis sdo os acidos graxos com
cadeias carbdnicas contendo 14 e 18 carbonos; mono-, di- e triestearina, dleos vegetais e
ceras (cera de abelha, parafina, carnadba) (Callegarian et al., 1997). Ceras, acidos graxos
saturados de cadeia longa e alcoois graxos sdo mais eficientes para promover barreira a
umidade em filmes hidrofilicos, mas a incorporagdo dos mesmos acarreta em uma maior
perda nas propriedades mecanicas e éticas dos filmes (Yang & Paulson, 2000a).

O tipo e a quantidade de acido graxo infiui nas propriedades do filme, como a
dureza, retencdo de cor, durabilidade e a velocidade de reacdo cruzada (Santosa &
Padua, 1999). Em filmes contendo acido graxo, a permeabilidade ao vapor d'agua
decresceu com o aumento da extensdo da cadeia e o grau de saturagdo dos lipidios
(Hagenmaier & Shaw, 1990). Ayranci & Tune (2001) compararam a eficiéncia na redugéo
da permeabilidade ao vapor d'agua, adicionando diferentes tipos de acido graxo saturado
(acido estearico, acido palmitico e acido laurico) em filmes de metilcelulose, sendo que o
acido estedarico apresentou melhores resultados. O acido esteérico possui a maior cadeia
de hidrocarbonetos, dentre os outros, € mais hidrofébico e tem a menor mobilidade da
cadeia. Koelsch & Labuza (1992) verificaram melhores propriedades de barreira, quando
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se incorporou acido estearico em filmes de metilcelulose, sendo que foram estudados
cinco tipos de acido graxos e suas combinagoes.

Debeaufort & Voilley (1995) determinaram para filmes emulsionados a base de
metilcelulose e parafina que a taxa de transferéncia de vapor d’agua e as propriedades
mecanicas sdo dependentes da formagdo da matriz filmogénica, e fimes que
apresentaram uma distribuicdo mais homogénea e com menor diametro das particulas
lipidicas, caracterizaram-se por melhores propriedades mecanicas e de barreira ao vapor
d’agua.

As propriedades mecéanicas dos filmes dependem das interagbes entre os
componentes, ou seja da formacgao de ligagdes moleculares fortes ou numerosas entre as
cadeias. Alguns lipidios, como acetogliceridios, acidos graxos, monogliceridios e
fosfolipidios sdo utilizados para aumentar a flexibilidade dos filmes poliméricos, pois
apresentam forgas intermoleculares fracas entre as cadeias poliméricas adjacentes. A
desvantagem é que aumentam a permeabilidade a gases através do filme (Callegarian et
al., 1997).

2.8 - Modificacao Enzimatica nas Proteinas do Soro de Leite

A incorporagédo de ligagdes inter e intramoleculares através de ligagdes cruzadas
em produtos alimenticios pode ser efetuada através de modificagdo quimica e enzimatica.
Estes procedimentos visam melhorar as propriedades fisicas e de textura de alimentos,
assim como propriedades funcionais de proteinas. A modificagdo enzimatica & o processo
mais aceitavel devido ao seu carater natural, ndo gerando produtos téxicos através de sua
reacdo e apresentando uma alta especificidade (Feergemand et al., 1998b; Nonaka et al.,
1989; Matheis & Whitaker, 1987).

As proteinas na forma nativa, em alguns casos, ndo apresentam todas as
propriedades funcionais desejaveis, tornando-se necessario promover modificagcbes
quimicas, enzimaticas ou fisicas. Estas modificagées alteram a estrutura e estado de
agregacdo de suas moléculas, com a introdugdo de novas ligagdes covalentes
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(Feergemand et al., 1997). Modificagdes quimicas podem resultar em co-produtos ou
reagdes nao desejaveis (Yildirim et al., 1996). Assim, a modificagdo enziméatica mostra-se
vantajosa, uma vez que promove uma alteragdo suave, sem a destruicdo da proteina
(Nonaka et al., 1997).

A modificagdo enzimatica em proteinas pela catalise com transglutaminase nao
produz substancias téxicas, aromas indesejaveis ou perda significante de nutrientes
essenciais (Dickinson, 1997). Matheis & Whitaker (1987) afirmaram que a modificagéo de
proteinas de alimentos pela enzima transglutaminase melhora a textura dos produtos,
protege a lisina de reacdes quimicas (por exemplo, reagdo de Maillard e peroxidagao
lipidica), forma filmes resistentes ao calor e agua, promove elasticidade e capacidade de
retencado de agua em géis, modifica a solubilidade e propriedades funcionais.

2.8.1 - Transglutaminase

A transglutaminase promove rea¢ao cruzada inter e intramolecular em diferentes
tipos de proteinas. Sua classificagao consiste em EC 2.3.2.13, R-glutamil-peptidio: amina
y-glutamil transferase. Esta enzima catalisa a reagédo de acil transferéncia entre os grupos
y-carboxiamida dos residuos peptidicos glutamina (doadores acil) e de aminas primérias
(receptores acil), incluindo o grupo s-amino da lisina em certas proteinas, formando
ligacbes covalentes e-(y-Glu)-Lys (reagcdo cruzada). Também pode catalisar a
incorporacao da amina primaria no polipeptidio através da reacao de substituigdo. E, no
caso da auséncia de substratos amina, a transglutaminase catalisa a deamidagdo de
residuos de glutamina, onde moléculas de agua atuam como receptores acil. Em resumo,
pode modificar proteinas através da reagao cruzada (Eq.18), da incorporagdo de aminas
(Eq. 19), e deamidacgdo (Eq. 20), como pode ser visto abaixo (Motoki & Seguro, 1998; Han
& Damodaran, 1996):

o o
I Il Ll |
Glu — C—NH,*NH,Lys — G:‘Iu—— C — NHLys + NH,

' | (Eq. 18)
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o) o)

| Il i I
Glu — C—NH,* RNH, — Glu—C —NHR + NH,4

| ' (Eq. 19)

o] o)

Ll I
Glu— C—NH,* HOH — Glu—-C —OH + NH,

! * (Eq. 20)

E difici desenvolver um mecanismo modelo para a reagdo cruzada pela
transglutaminase em proteinas, devido as diferentes reagbes que podem proporcionar.
Estas dependem da acdo e concentragio da enzima, do tipo e conformagéo do substrato,
pH, temperatura, tempo, concentra¢do do substrato, presenga de sais e outros (Nielsen,
1995).

Os substratos protéicos da reagdo com a transglutaminase s&o classificados em
quatro grupos, baseados na facilidade de acesso dos residuos de lisina e glutamina na
superficie da proteina, sendo eles (Han & Damodaran,1996):

o tipo Glu-Lys: avaliam-se residuos de Glu e Lys

e tipo Glu: avaliam-se somente residuos de Glu

e tipo Lys: avaliam-se somente residuos de Lys

e tipo nao reativo: ndo é possivel avaliar os residuos de Glu e Lys

Segundo Nielsen (1995), existem diferentes métodos para determinar a atividade
da transglutaminase, tais como a incorporagdo de amina, desaparecimento de grupos
amino, aumento do peso molecular, formagdo de NH; ou a medida das propriedades
funcionais.

Um fator importante, segundo Han & Damodaram (1996), na formacado de
polimeros a partir da reagéo cruzada entre proteinas, € a compatibilidade termodinamica
que esta relacionada com a natureza e a intensidade das interacdes entre duas
macromoléculas. As proteinas apresentam compatibilidade limitada, diminuindo com a
presenca de superficies polares e apolares, tendendo a criar forcas de repuisdo entre

elas, aproximando-se entre si até o ponto onde a energia livre de interac&o entre duas
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cadeias iguala a zero, criando um volume vazio que néo & acessado por outras proteinas,
no caso a enzima, consequentemente, dificultando sua agao.

A estrutura e a disposigao dos residuos lisil e glutamil nas cadeias protéicas
devem ser consideradas também, onde a reatividade das proteinas pela enzima é
dependente da distribui¢do dos residuos de glutamina e lisina, e da estrutura secundaria e
terciaria apresentadas (Matsumura et al., 1996).

A transglutaminase € largamente distribuida na natureza e encontrada em muitos
organismos, em figado e sangue de mamiferos, em peixes, sendo dependente da
presenga de Ca®* para reagir (Faergeman & Quvist, 1997). Apresenta um custo elevado na
extracdo e purificagdo, tornando impraticavel e limitado o seu uso em larga escala
(Schorsh et al., 2000). A alternativa encontrada foi a descoberta da enzima
transglutaminase obtidas por fermentagdo com microrganismos (espécies de
Streptoverticilium), que sdo independentes de Ca*" (Motoki & Seguro, 1998). Segundo
Matsumura et al. (2000), o fato da atividade da transglutaminase microbiana ser
independente da presenca dos ions calcio proporciona uma vantagem na aplicagdo em
alimentos que alteram seu estado fisico na presenca destes cations, ou em casos de
proteinas que tendem a precipitar na presenga de baixas concentragoes deste ion, por
exemplo, a caseina (Dickinson, 1997).

A enzima transglutaminase derivada de microrganismo (TG microbiana) é
caracterizada por apresentar uma cadeia polipeptidica simples, com peso molecular
aproximado de 38000 Da, consistindo de 331 aminoacidos. Seu ponto isoelétrico esta em
torno de 8,9. E considerada uma proteina simples e monomérica, mas apresenta dois
sitios ativos de glicosilagdo na estrutura primaria (—Thr—Xxx—Asn). Nao possui sitios
ativos de Ca”", tonando-se assim, diferente das derivadas de mamiferos, que dependem
da presenca de Ca®*. O centro ativo da enzima é o residuo de cisteina, onde o grupo SH
é envolvido em reagao catalitica (Schorsch et al., 2000; Dickinson, 1997).

As propriedades de reacdo da transglutaminase derivada de microrganismos
consistem em pH 6timo na faixa entre 5,0 e 8,0; contudo em pH 4,0 e 9,0, a enzima ainda
apresenta alguma atividade enzimatica. A temperatura 6tima de reacdo é de 50°C. A
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inativagdo & atingida em poucos minutos aquecendo a solugéo a 70°C. Deve-se ressaltar
gue a transglutaminase microbiana apresenta alguma atividade enzimatica a 10°C e
temperaturas préximas ao ponto de congelamento (Motoki & Seguro, 1998).

2.8.2 - Aplicagdo da transglutaminase

O efeito da reacio cruzada pode ser aplicado para melhorar a textura, modificar a
solubilidade, formar espuma e emulsdo, além de promover propriedades nutricionais,
evitando que a proteina sofra reagdes de Maillard (Nielsen, 1995). lkura et al. (1980)
observaram gque o uso de transglutaminase na obtencdo de produtos alimenticios
protéicos promoveu novas propriedades funcionais e valores nutritivos, através da
formacgdo de complexos entre proteinas de diferentes fontes e pela introdugéo de aminas
primarias.

Segundo Matheis & Whitaker (1987), o uso da transglutaminase pode modificar as
propriedades funcionais das proteinas, incluindo a solubilidade. Polimeros de proteina do
soro de leite produzidos pela a a¢do da enzima transglutaminase foram caracterizados
por Mahmoud & Savello (1993) pelo aumento na capacidade de hidratar. Motoki et al.
(1984) concluiram que o tratamento com esta enzima pode produzir novas formas
protéicas para alimentos com caracteristica de alta hidratagao.

A polimerizagdo das proteinas pode ser verificada pelo aumento do peso
molecular, que segundo Yildirim et al. (1996), é proporcional ao tempo de reagao em
presenga da transglutaminase. E importante ressaltar que o aumento no peso molecular
est4d associado a reagio cruzada intermolecular das proteinas. Como exemplos de
proteinas estudadas e favoraveis & reagdo cruzada, utilizando transglutaminase
microbiana, tem-se globulina leguminosa, gliten de trigo, proteinas da clara do ovo,
actinas, miosinas, fibrinas, caseinas do leite, a-lactalbumina e p-lactoglobulina (Motoki &
Seguro, 1998). A polimerizagdo enziméatica em proteinas do leite foi considerada por
Lorenzen (2000), como uma nova ferramenta para modificar ingredientes, visando
melhorar as propriedades funcionais.
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2.8.3 - Aplicagao em filmes comestiveis

A forma polimérica das moléculas determina os segmentos moleculares
interligados e as propriedades fisicas dos filmes. A ordem da cadeia influi na rigidez,
permeabilidade, flexibilidade e fragilidade dos filmes (Banker, 1966).

A caracteristica de proteinas ou carboidratos formarem filmes depende da
estrutura quimica e como esta pode ser modificada para promover propriedades
mecanicas e de barreira desejaveis. Segundo Kester & Fennema (1986), o0 aumento da
coesdo estrutural, resultado da formacgao de ligagdes inter e intramoleculares, promove
propriedades de barreira mais efetivas a gases, vapores e solutos em filmes comestiveis.

A matriz filmogénica é resultado de interagdes covalentes e ndo covalentes entre
os polimeros protéicos. Filmes a base de soro de leite sdo formados por ligagdes
covalentes, pontes de hidrogénio, interagbes hidrofébicas e hidrofilicas entre monémeros,
dimeros e polimeros de diferentes tamanhos. A transglutaminase catalisa a formagao de
ligagdes inter e intramoleculares entre as cadeias protéicas, resultando em uma
distribuigdo ampia de polimeros de proteina (Mahmoud & Savello, 1993; Aboumahmoud &
Savello, 1990).

A reacdo cruzada de proteinas do soro de leite pela reacdo catalisada por
transglutaminase, pode ser utilizada para produzir filmes comestiveis com melhores
propriedades, tais como maior resisténcia a solubilidade em tampdes aquosos em
diferentes valores de pH e tratamentos térmicos, associadas as interagdes covalentes e
nao covalentes formadas entre polimeros protéicos (Mahmoud & Savello, 1993). Motoki et
al. (1984, 1987) promoveram a reacdo cruzada utilizando a transglutaminase em ass-
caseina, para formar fiime, observando a insolubilidade dos filmes em agua e
desnaturantes protéicos, contudo era hidrolisado pela quimiotripsina, e quanto a
propriedade de tensdo na ruptura, caracterizou-se por ser duas vezes maior que a em
filmes sem a adi¢cdo da enzima.
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Os fimes de proteinas de soro de leite obtidos através da catalise por
transglutaminase, em presenca de calcio, glicerol e em solugdo tampao (pH 7,5), foram
estudados, observando-se que a enzima promoveu uma polimerizagao covalente das
proteinas de soro de leite, induzindo uma gelatinizacdo, que seguida de um processo de
secagem, produziu filmes comestiveis (Grant & Bumns, 1994). Os efeitos do pH, tempo de
reagdo, temperatura e concentragcdo de proteina sdo variaveis importantes na reacao
cruzada de proteinas do soro de leite, sendo adequado utilizar as condigées 6timas de
acdo da enzima (Aboumahmoud & Savello, 1990).

Han & Damodaram (1996) estudaram a capacidade das proteinas a-lactalbumina
(a-la), B-lactoglobulina (B-lg) e BSA na formagdo de um polimero ou dimero através da
reacdo com transglutaminase microbiana, assim como a compatibilidade termodinamica
entre elas. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Habilidade das proteinas do soro de leite em formar polimeros ou dimeros a
partir da reagdo com transglutaminase.

Reac¢do cruzada Compatibilidade
i Tipo de .
Proteina com termodinamica com
substrato

a-ia B-ig BSA a-la PB-lg BSA

a-la Glu-Lys + & + + +-

B-lg Glu-Lys + + +
BSA Glu ou Lys + - - + - +

Fonte: Han & Damodaran (1996).

As proteinas do soro de leite em seu estado nativo ndo apresentam uma alta
reatividade a reacgbes cruzadas, como as caseinas, pois as proteinas a-la e B-lg
caracterizam-se por uma estrutura globular, compacta e com acesso limitado da
transglutaminase em residuos de glutamina e lisina (Nio et al., 1986; Mahmoud & Savello,
1992). Estudos verificaram a necessidade de promover uma desnaturagdo parcial destas
proteinas através de redugao quimica das ligagdes dissulfidicas, estabilizando a estrutura
terciaria, por adi¢do de ditiotreitol (DTT) ou alteragao fisica, aumentando o pH da solugdo
(Feergemand et al., 1998a). Porém, o uso de DTT ndo é aprovado na aplicagdo em

produtos alimenticios (Lim et al., 1998).
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Yildiim & Hettiarachchy (1998) promoveram a reag¢ao cruzada das proteinas de
isolado protéico do soro de leite e 11S globulina, utilizando transglutaminase, na produgao
de filmes; concluindo que apresentaram melhores propriedades mecanicas, com a
ressalva de que a eficacia dos mesmos depende da superficie a ser coberta, ou
embalada, e a solubilidade dos filmes foi menor, estando diretamente relacionada ao pH e
tempo de incubagao, e em pH 8,0 apresentaram maior solubilidade.

Mahmoud & Savello (1992) estudaram as propriedades fisicas dos filmes obtidos a
partir da reagao cruzada com a enzima transglutaminase em proteinas do soro de leite.
Filmes a base de o-lactalbumina (o-la) apresentaram menor resisténcia a quebra que
fimes a base de p-lactoglobulina (B-lg) e da mistura o-la:B-lg. Filmes de B-Lg
apresentaram a maior resisténcia a quebra. Quanto a permeabilidade, filmes de a-La
foram pouco mais permeaveis ao vapor d’agua que filmes de B-Lg pura e filmes da
mistura a-La:B-Lg apresentaram o maior valor de permeabilidade entre os trés
tratamentos.

2.9 — Aplicacao de Filmes Protéicos

As caracteristicas funcionais a serem consideradas para uma aplicagao especifica
em alimentos dependem do produto e de seu modo de deterioragdo. Por exemplo, para
proteger alimentos gordurosos de processos oxidativos seria indicado um filme resistente
ao transporte de oxigénio; se o objetivo for retardar perda de umidade de frutas e
vegetais, uma baixa permeabilidade ao vapor d’agua e alguma permeabilidade de
oxigénio e dioxido de carbono & desejada para que se evitem condigdes anaerdbicas
(Antunes, 1996).

A demanda pelo consumo de alimentos frescos vem crescendo, reduzindo os
processos industriais aplicados, ou seja, 0 aumento do interesse em frutas e vegetais
minimamente processados. A maior perda de qualidade e quantidade de frutas e vegetais
frescos ocorre no periodo entre a colheita e o consumo (Park, 1999). Alimentos
minimamente processados incluem processos como lavagem, selecdo, descascamento,

corte, remogao de partes indesejaveis, e outros (Wong et al., 1994).
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O metabolismo de alimentos minimamente processados continua ativo,
aumentando a perecibilidade causada pela ruptura celular, aumentando a respiragao, em
consequéncia, reagdes provocam a mudanga de cor, textura, aroma, desenvolvimento
microbiano e produgdo de etileno. Diversas técnicas estdo sendo desenvolvidas para
reduzir a deterioragdo de alimentos minimamente processados, como a refrigeracao,
embalagem em atmosfera modificada, uso de aditivos e coberturas comestiveis (King &
Bolin, 1989).

O controle da respiragdo em alimentos minimamente processados € uma forma de
aumentar o tempo de armazenamento, e geralmente é feito através da estocagem em
baixas temperaturas ou em embalagens em atmosfera modificada. Em frutas e vegetais, o
acondicionamento em baixas concentrages de oxigénio, alta concentragdo de diéxido de
carbono e a injecdo de nitrogénio, tem apresentado bons resultados. E importante
ressaltar que é necessaria uma concentragdo minima de oxigénio (1-3%) para manter a
respiragdo aerébica, e quanto ao CO,, que inibe a agdo de enzimas, em concentragcdes
muito elevadas produz substancias téxicas (Role & Chism Iii, 1987).

Uma das principais fungdes da embalagem em alimentos € aumentar a vida-de-
prateleira, através do controle de transferéncia de massa entre o produto e o ambiente
(Baldwin et al., 1995; Blumenthal, 1997). Segundo Gallo et al. (1999), a perda de
qualidade pode estar relacionada ao transporte de agua, sais, pigmentos ou aromas, que
fazem com que as industrias utilizem embalagens de vidro, metal e plastico para proteger
os produtos alimenticios. A embalagem deve reduzir as modificagdes, principalmente as
que interferem na qualidade sensorial. Myers (1989) definiu embalagem como um sistema
que protege produtos pereciveis de danos fisicos causados pelo manuseio e
desenvolvimento microbiolégico em ambiente de alta temperatura e umidade relativa.

O pléastico é largamente aplicado para embalar alimentos, mas geralmente o vapor
d’agua condensa na superficie interna, favorecendo a contaminag@o microbiologica em
produtos frescos (Ben-Yehoshuas, 1985). Filmes e coberturas protéicas podem atuar
como barreira semipermeavel @ umidade, gases e compostos aromaticos, controlando a
transferéncia de massa (umidade, oxigénio, diéxido de carbono, lipidio) em sistemas
alimenticios, manter a integridade estrutural e propriedade de manuseio, reter compostos
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aromaticos volateis e transportar aditivos (Hershko & Nussinovitch, 1998), sendo utilizado
como um complemento a embalagem sintética, prolongando a vida-de-prateleira
garantindo maior qualidade do produto final, além de apresentar um potencial econdémico,
pois sua matéria-prima é de baixo custo e biodegradavel (McHugh & Senesi, 2000; Mate
& Krochta, 1998).

As embalagens alternativas devem garantir vantagens como o decréscimo do
custo da embalagem, matéria-prima reciclavel ou biodegradavel, protecao apés a
embalagem aberta e 0 aumento do valor nutricional do produto (Maté & Krochta, 1998). A
compatibilidade entre filme e alimento deve ser considerada quando se utiliza o filme
protéico como embalagem, sendo que o filme ndo deve ser sensorialmente detectado
durante o consumo. Kim & Ustunol (2001a) obtiveram bons resultados com filmes a base
de isolado protéico de soro de leite, ressaltando a formagao de filmes transparentes, o
que favoreceu sua aplicagdo. A transparéncia e a opacidade do polimero € consequéncia
da morfologia, ou estrutura quimica relacionada a massa molecular do material. Filmes
obtidos a partir de proteinas de soro de leite caracterizam-se pela transparéncia,
flexibilidade, auséncia de odor e sabor, favorecendo sua aceitabilidade para consumo
(Chen, 1995).

A temperatura e umidade relativa sdo variaveis importantes na aplicacédo de filmes
protéicos, pois a barreira a vapor d'agua e gases depende da umidade relativa do
ambiente de estocagem, onde altos valores tomam os filmes hidrofilicos, incorporando
agua em sua estrutura e aumentando a permeabilidade. E o aumento da temperatura
provoca uma maior taxa de respiragdo (Baldwin et al., 1995).

A aplicacédo de filmes e coberturas em frutas e vegetais frescos ou minimamente
processados reduz o amadurecimento, o escurecimento, a mudang¢a de cor, a perda de
aroma, umidade e textura, pois promove uma barreira a gases, vapor d’agua, diminuindo
as taxas de metabolismo e oxidagao (Li & Barth, 1998). Cobertura de alginato foi aplicada
em cebolas, reduzindo a perda de agua e aumentou o tempo de armazenamento
(Hershko & Nussinovitch, 1998); o mesmo resultado foi obtido em amostras de alho
cobertas com filmes de alginato, gelana e carragena (Nussinovitch & Hershko, 1996).
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A integridade fibrosa das frutas € facilmente alterada durante o processamento
tomando os produtos prontos para comer mais pereciveis do que o produto original.
Assim frutas frescas cortadas sdo mais dificeis de processar, e sua vida-de-prateleira
depende de fatores como tipo de cultivo, estagio de amadurecimento no corte, condigdes
de estocagem (atmosfera e temperatura) (Role & Chism Ill, 1987). Ao cortar um fruto,
provoca-se uma descompartimentagdo celular das enzimas e seus substratos,
conduzindo a deterioragdes bioquimicas, como o escurecimento enzimatico, quebra de
textura e perda de aromas (Varoquax et al., 1991, Haard, 1998).

Macad descascada € um produto perecivel que deve ser preservado contra o
escurecimento enzimatico e desenvolvimento microbiano. Em amostras de macéas preé-
descascadas, geralmente utilizam-se preservativos quimicos, embalagem a vacuo e
refrigeracdo durante a distribuicdo para evitar a perda de qualidade. Os sulfitos sdo os
preservativos mais eficazes, mas seu uso é controlado por legislagdo e tem sido rejeitado
em frutas e vegetais, estimulando outras alternativas para inibir o escurecimento (Son et
al., 2001; Soliva-Fortuny et al., 2001; Baldwin et al., 1996; McHugh & Senesi, 2000).

A mudan¢a de cor em magas e batatas cortadas ocorre principaimente pelo
escurecimento enzimatico através da enzima polifenoxidase em pH 6timo de 5,0-7,0.
Reacgbes de escurecimento estdo relacionadas com a oxidagao de compostos fenélicos
formando o-quinonas, da qual resulta em pigmento marrom (Sapers, 1993). Baldwin et al.
(1996) aplicaram cobertura a base de celulose em pedacos de batatas e magéd em
pedagos, aumentando em uma semana a vida de prateleira, acondicionadas a 4°C.

O escurecimento e a perda de d4gua em macé fatiada foram impedidos através do
uso de cobertura a base de quitosana e acido laurico (Pennisi, 1992). Baldwin et al.
(1995) aplicaram cobertura a base de caseina e lipidios (cera de abelha, monogliceridio
acetilado e estearato) em macgds minimamente processadas, aumentando o tempo de
estocagem ao avaliar a perda de umidade e o escurecimento oxidativo. Coberturas a base
de polissacaridios e lipidios também reduziram a respiragdo em fatias de magéd (Wong et
al., 1994). O critério de qualidade da eficiéncia de cobertura e filmes em frutas deve ser
determinado cuidadosamente, evidenciando parametros como mudanga de cor, textura,
perda de peso, que devem ser controlados durante o periodo de estocagem (Park,1999).
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Diversas aplicagdes de filmes e coberturas biodegradaveis tem sido estudadas
como alternativa para prolongar o tempo de armazenamento de produtos frescos e
minimamente processados, tais como, emulsdo de caseinato e acido estearico em
cenouras descascadas (Avena-Bustillos & Krochta, 1993), coberturas de celulose em
batatas e macds descascadas (Baldwin et al., 1996); coberturas de celulose e éleo
mineral em pimenta verde (Lerdthanangkul & Krochta, 1996), coberturas de cera de
camauba e celulose em manga (Baldwin et al., 1999); coberturas de proteinas de soro de
leite em amendoim (Maté & Krochta, 1996b).

A aplicagdo de coberturas a base de celulose em fatias de cenoura retardou a
acdo da enzima que provoca o esbranquicamento, e a perda de umidade em amostras
com cobertura ndo foi significante, favorecendo o prolongamento da vida-de-prateleira.
Apés o descascamento, a cenoura fica suscetivel a mudangas fisiolégicas, como a
oxidagdo do caroteno e o aumento da taxa de respiragdo, que limitam o periodo de
armazenamento, pois resultam na degradacdo de proteinas, carboidratos e lipidios (Li &
Barth, 1998). Segundo Bolin & Huxsoll (1991), a retirada da casca provoca o surgimento
de uma nova camada superficial, caracterizada por um esbranquigcamento, resuitado da
desidratacdo e lignificacdo (reacdo enzimatica) da superficie da cenoura. Coberturas a
base de caseinato de sodio e acido esteérico reduziram o esbranquigamento em cenouras
descascadas (Howard & Dewi, 1995).

2.10 - Digestibilidade de Filmes Protéicos

Proteinas do leite geralmente sdo digeridas inicialmente no estdbmago através da
acao da enzima pepsina e, a hidrélise é finalizada no intestino, onde sdo absorvidas
através das paredes intestinais (Kitabatake & Kinekawa, 1998). O valor nutricional das
proteinas pode ser obtido através de avaliagdo biolégica experimental, e para isto
métodos /n vitro oferecem a vantagem de produzir resultados em um tempo menor do que
procedimentos de analise por ingestdo. Assim, métodos in vitro sdo eficazes na
determinacdo do valor nutricional de proteinas (Villegas et al., 1968; Akenson &
Stahmann, 1964).
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LeTien et al. (2000) avaliaram a estabilidade dos filmes a base de concentrado
protéico de soro de leite a protedlise utilizando a enzima tripsina, e a biodegradabilidade
através da enzima pancreatina, concluindo que estes filmes contém compostos como
lipidios que podem retardar o acesso do sitio proteolitico, reduzindo a atividade catalitica
das enzimas. Villegas et al. (1968) estudaram a digestibilidade de caseinas e albuminas
utilizando pepsina e pancreatina, sendo expressa como a quantidade de nitrogénio
soluvel comparada ao teor de nitrogénio total da amostra.

Alguns fatores tendem a limitar a digestibilidade e reduzir a qualidade nutricional
das proteinas, como a estrutura, a formagao de complexo com amido, a presenga de
polifendis (termoestaveis) que formam um complexo com as proteinas e, estas perdem a
capacidade de hidrélise (Nielsen, 1995).

A digestibilidade de filmes protéicos modificados enzimaticamente com a enzima
transglutaminase foi estudada, indicando alta digestibilidade, tais como filmes de
caseinato que foram hidrolisados pela tripsina (Lorenzen et al., 1998); filmes de proteina
do soro de leite que foram digeridos com enzimas proteoliticas (Yildirim & Hettiarachchy,
1998; Mahmoud & Savello, 1992), e 0 mesmo em filmes de os;-caseina (Motoki et al.,
1987).
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CAPITULO 3

3 — Materiais e Métodos

3.1 - Materiais

Os filmes foram obtidos a partir de concentrado protéico de soro de leite comercial,
com 80% de proteina, fornecido pela industria CALPRO Ingredients (California, USA).

Os demais constituintes do filme sao:

= plastificante: glicerol (MERCK)

= acido estearico (Riedel-de-Haén)

* antiespumante (Sigma)

» Enzima Transglutaminase (EC 2.3.2.13), ndao dependente de calcio e produzida
por fermentacgdo através de microrganismos. Produto ACTIVA TG-MP fomecido
pela AJINOMOTO Interamericana Ind. e Com. Ltda. As caracteristicas da enzima
fornecidas pela empresa séo:

« pH o6timo: 6,0-7,0
» T 6tima: 50°C

* a-lactalbumina e B-lactoglobulina purificadas, liofilizadas, fornecidas por Besnier
Bridel Alimentaire (Franca)

= Lactose PA (Synth) e dextrina branca (Vetec)
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As enzimas utilizadas na digestibilidade foram pepsina (Sigma) e pancreatina
(Sigma).

Os sais e substancias utilizados para obtengdo das solugbes saturadas no
procedimento das isotermas de sor¢ao foram: agua destilada, cloreto de litio (LiCl); cloreto
de magnésio (MgCl,); carbonato de potassio (K.COj;); nitrato de magnésio (MgNOs);
brometo de sédio (NaBr), cloreto de sédio (NaCl); cloreto de potassio (KCI); cloreto de
bério (BaCl,).

3.2 - Métodos

3.2.1 - Fluxograma geral das etapas desenvolvidas

Obtengéo e caracterizagdo de filmes protéicos de soro de leite: avaliagio
da concentracdo de proteina, plastificante e pH (filme padrao)

I

Adicdo de acido estearico na formulagao filmogénica: filmes
emulsionados

|

Determinacgao do coeficiente de difusdo através dos filmes protéicos

'

Obtengao de filmes protéicos de soro de leite por modificacao enzimatica
utilizando transglutaminase

I

Aplicacao dos filmes padrao, emulsionados e modificado
enzimaticamente: verificacao das propriedades finais
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3.2.2 - Caracterizacao da matéria-prima

O concentrado protéico de soro de leite foi caracterizado quanto ao teor de
proteina, umidade, gordura € cinzas:
e Teor de proteina - a porcentagem de nitrogénio total foi determinada através do
Método de Kjeldahl (n® 99120, AOAC, 1997), utilizando o fator de 6,38.
e Gordura - a gordura foi determinada por diferenga de peso depois de extraida

com éter etilico e éter de petréleo e seca em estufa a 60°C (Método de
Mojonnier, n°® 98905), segundo AOAC (1997).

e Cinzas - (matéria inorganica). determinada através da perda de peso apés
incineragdo do produto em uma mufla, a 525°C, com destruigao da matéria
organica, sem apreciavel decomposi¢éo dos constituintes do residuo mineral ou
perda por volatilizagdao (método n°® 94546, AOAC, 1997).

e Teor de umidade - determinada por diferenga de peso apés secagem das
amostras em estufa a 110°C por 12 horas, segundo AOAC (n° 92705, 1997).

3.2.3 - Formagao dos filmes

A metodologia para a obtencdo dos filmes comestiveis consistiu, primeiramente,
na dispersdo da proteina (concentragdo de proteina, Cp) em agua destilada, seguida de
uma homogeneizagdo até a solubilidade total do concentrado protéico de soro de leite.
Adicionou-se o plastificante (concentragdo de glicerol, Cg) e a solugdo filmogénica foi
aquecida a temperatura de 90°C por 30 minutos em banho-maria, com o objetivo de
desnaturar a proteina. A solugéo foi resfriada em banho de gelo, sob agitagdo branda até
atingir temperatura ambiente. O pH da solugdo foi ajustado, utilizando-se NaOH 0,1N ou
acido acético 0,1N. A solucdo filmogénica foi dispersa em um suporte acrilico com
dimensdes de 15cm X 15cm e em placas de Petri de plastico com diametro de 9cm. O
controle de espessura foi efetuado através do volume aplicado no suporte. A etapa
seguinte correspondeu a evaporag¢ao do solvente, através do processo de secagem nas
condigbes de temperatura ambiente (aproximadamente entre 25°-30°C), durante a noite,
garantindo uma secagem lenta dos filmes.
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3.2.4 - Avaliacao das caracteristicas dos filmes

e Espessura — as medidas de espessura dos filmes foram efetuadas utilizando
um micrometro com sensibilidade de 0,001 mm (Modelo n°® 293, Mitutoyo,
Japan). A espessura média (mm) foi determinada a partir de 5 medidas
aleatérias.

e Aspecto Visual — caracterizagdo visual e tactil. Os filmes foram avaliados
quanto as seguintes caracteristicas:

- Homogeneidade: avaliagdo quanto a presenga de particulas insollveis
visiveis, zonas de opacidade, cores heterogéneas. A espessura, estrutura,
cor e transparéncia que devem apresentar uniformidade

- Continuidade: presencga de fraturas ou rupturas

- Manuseio: a facilidade em retirar os filmes do suporte e a sua elasticidade

e Cor - a cor final dos filmes foi medida através de um colorimetro (Colorquest I,
Hunter Associates Laboratory Inc, Virginia) avaliando os valores do indice de

luminosidade L*, indices de croma a* e b* e a opacidade.

3.2.5 - Andlises fisico-quimicas

e Proteinas: Método Kjeldahl (AOAC, 1996). as proteinas foram determinadas
pela quantidade de nitrogénio total da amostra. O fator de conversao utilizado
no calculo do teor de proteina bruta foi de 6,38.

e Teor de Umidade (Mahmoud & Savello, 1992): o teor de umidade dos filmes foi
medido através da porcentagem da perda de peso ap6és a secagem em uma
estufa a temperatura de 110°C por 24 horas.

3.2.6 - Solubilidade protéica

Em um tubo de ensaio adicionou-se uma quantidade de filme conhecida,
correspondente a 0,1g de proteina, em tampé&o Mcllvaine (pH 7,0),em seguida foi agitada
em um Vértex por 1 minuto, e deixada em repouso por 48 horas, novamente agitou-se em
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Vértex por 1 minuto. A solugao foi filtrada e a quantidade de proteina solubilizada no
sobrenadante foi determinada através do Método de Kjeldahl (AOAC, 1996).

3.2.7 - Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua foi determinada baseando-se no método
padronizado ASTM E96-95 (1995a), que corresponde a técnica gravimétrica, onde os
filmes foram fixados na parte superior de uma célula ou recipiente que contém um
dessecante (silica). Este sistema foi acondicionado em uma cdmara com temperatura e
umidade relativa controladas (através de uma solugdo de NaCl saturada, com umidade
relativa correspondente a 75%). A medida do peso final do sistema foi feita ap6s 5 dias de
incubagdo do sistema, e entdo, determinou-se o valor da massa (M;) de umidade
adsorvida pela silica, correspondente a diferenca entre a massa final e inicial do sistema.
A permeabilidade ao vapor d’agua foi obtida através da equagao
M, x espessura

Permeabilidade =
A xtempo x Ap

onde, M, corresponde a@ massa de umidade adsorvida (g); A € a area da superficie
exposta do filme (m?); Ap é a diferenga de pressdo parcial através do filme. A
determinagéo foi feita utilizando 5 amostras de cada ensaio.

3.2.8 - Tensao na ruptura e porcentagem de elongacgao

A determinagdo da tensdo na ruptura e porcentagem de elongacgao foi feita,
baseando-se no método padronizado ASTM D882 (ASTM, 1995b). As amostras foram
cortadas (25,4 x 100,0 mm) e acondicionadas em camaras com temperatura (25°C) e
umidade relativa (75%) controladas, num periodo de 48 horas. Em seguida, a tensdo na
ruptura e a porcentagem de elongac¢ao foram medidas utilizando o texturémetro TATX2. A
tensdo na ruptura foi calculada dividindo a forga pela area de secgado transversal e a
porcentagem de elongacéo, dividindo-se a distancia obtida pela distancia inicial do probe
(50mm) e multiplicando-se por 100. A determinagdo foi feita utilizando 10 amostras de
cada ensaio.
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3.3 - Planejamento Experimental

Foi utilizado um planejamento experimental fatorial de dois niveis, o que
corresponde a selegao de 2 niveis para cada variavel de entrada, sendo que as variaveis
independentes sdo: concentracido de proteina (Cp), concentragao de plastificante (Cg) e
pH (Neto et al., 2001). A execugdo do planejamento consistiu em realizar ensaios em
todas as possiveis combinag¢des destes niveis e registrar as respostas observadas. A
listagem destas combinacbes representa a matriz de planejamento experimental,
apresentada na Tabela 3

Tabela 3: Matriz de planejamento 2°+pontos axiais.

Ensaio Cp Cg pH
1 -1 1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 i H +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
1 0 0 4]
12 -1,68 0 0
13 +1,68 0 0
14 0 -1,68 0
15 0 +1,68 0
16 0 0 -1,68
17 0 0 +1,68
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A matriz representa um planejamento experimental fatorial de 2 niveis e 3
variaveis independentes (2°%), com mais 2n experimentos, possibilitando a avaliagdo do
ajuste do modelo de 1% e 2° ordem. A matriz constou de 17 ensaios, onde 8 correspondem
ao planejamento fatorial completo, 3 sdo repeticdes do ponto central e 6 correspondem
aos pontos axiais.

Neste planejamento, os pontos axiais corresponderam a uma ampliagdo da faixa
de estudo, caracterizados por pontos distantes geometricamente de 1,68 (o) do ponto
central. Este valor foi obtido através da equagado (Khuri & Comnell, 1987):

Gp=(2l"l )1;’4 (Eq 21)

onde, n € 0 numero de variaveis independentes. As faixas de operag¢do do planejamento
experimental estdo apresentadas na Tabela 4 e foram estipuladas a partir de ensaios
preliminares, determinando as concentragdes limites de formagdo dos filmes protéicos de
soro de leite, que apresentassem condicoes minimas de manuseio possibilitando a
avaliagdo de suas caracteristicas.

Tabela 4: Tabela de valores codificados e decodificados referentes ao planejamento
fatorial 2°+pontos axiais.

Variaveis ~Ctp -1 0 +1 +ap
Cp (%) 4,82% 5,50% 6,50% 7,50% 8,18%
Cg (%) 1,82% 2,50% 3,50% 4,50% 5,18%

pH 5,20 5,90 6,90 7,90 8,60

Para uma melhor visualizag@o, as condigdes das varidveis independentes para
cada ensaio estdo apresentadas em forma de matriz de planejamento na Tabela 5. As
respostas de avaliagdo dos filmes formados foram solubilidade protéica, permeabilidade
ao vapor d'agua, tensado na ruptura e porcentagem de elongagao segundo procedimentos
descritos nos itens 3.2.2 a 3.2.8.
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Tabela 5: Matriz das condi¢cdes do planejamento fatorial 2°+pontos axiais.

Ensaio Cp Cg pH
1 5,50 2,50 5,90
2 7,50 2,50 5,90
3 5,50 4,50 5,90
4 7,50 4,50 5,90
5 5,50 2,50 7,90
6 7,50 2,50 7,90
7 5,50 4,50 7.90
8 7,50 4,50 7.90
B 6.50 3,50 6,90
10 6,50 3,50 6.90
11 6,50 3,50 6,90
12 4,82 3,50 6,90
13 8,18 3,50 6,90
14 6,50 1,82 6,90
15 6,50 5,18 6,90
16 6,50 3,50 5,20
17 6,50 3,50 8,60
3.4 - Isotermas de Sorgao

Filmes protéicos a base de soro de leite foram obtidos com a seguinte formulagao:
6,50% de proteina, 3,00% de plastificante (glicerol) e pH 7,0. O procedimento para a
obtengdo dos filmes foi 0 mesmo descrito no item 3.2.3.

Os filmes foram cortados em quadrados (0,50 cm de lado) e pré-acondicionados
em dessecador contendo silica, por 7 dias. As amostras foram distribuidas em placas, e
estas em 10 potes contendo solugcdes salinas saturadas, com diferentes umidades
relativas, pesando em média 1 a 2 g (por placa). Os potes foram acondicionados em
incubadora BOD (TECNAL, Mod. TE-390), nas temperaturas de 10° 25° e 35°C.
Inicialmente, foram feitas pesagens diarias das placas contendo as amostras, em balanga
analitica, para verificar o tempo para atingir massa constante para cada temperatura
trabalhada. Uma vez atingido, determinou-se o teor de umidade das amostras em estufa

(110°C por 24 horas). O experimento foi repetido, em triplicata, deixando as amostras
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acondicionadas nos potes durante o tempo de equilibrio determinado para cada
temperatura. O teor de umidade foi considerado como a média de triplicatas.

As isotermas de sorg¢do foram ajustadas utilizando as equagdes de GAB e BET,
utilizando o programa computacional Statistica version 5.0. E avaliagdo do ajuste foi
baseada em valores do coeficiente de correlacdo (R) e porcentagem de confianga (P),
calculados pelo programa estatistico. Outro parametro utilizado para a verificagdo da
qualidade do ajuste foi 0 médulo de desvio relativo médio, erro (E%) expresso através da
equacao (Lomauro et al., 1985)

I (Eq.22)

A selecdo das solugbes salinas utilizadas foi baseada em estudos anteriores de
determinagdo de isotermas de sorgdo em alimentos, visando abranger o maior intervalo
de atividade de agua. Os valores de atividade de agua (a.) das solugdes salinas
saturadas, nas temperaturas de 10° 25° e 35°C estdo apresentadas na Tabela 6. Os
filmes protéicos a base de soro de leite, nesta formulagéo trabalhada, foram previamente
caracterizados quanto a porcentagem de proteina, teor de umidade, espessura média,
permeabilidade ao vapor d'agua, tensdo na ruptura, porcentagem de elongagio e
solubilidade protéica. Os procedimentos estdao descritos nos itens anteriores.

Tabela 6: Variagdo da atividade de agua de equilibrio com a temperatura.

. atividade de agua (a,)
Sais

T=10°C T=25°C T=35°C

LiCl 0,1284 0,1105 0,1087
MgCl. 0,3352 0,3300 0,3200
KoCOs; 0,4549 0,4430 0,4317
MgNO; 0,5720 0,5286 0,5157
NaBr 0,6215 0,5770 0,5455
NaCl 0,7565 0,7528 0,7511
KCI 0,8638 0,8426 0,8295
BaCl, 0,9153 0,9019 0,8940

“Fonte: (-Sﬁenspan, 1977, Norena et al., 1996; Gontard, 1991, Labuza et al., 1985.
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3.5 - Obtencao de Filmes Multicomponentes

3.5.1 - Formagao do filme emulsionado

A metodologia consistiu, primeiramente, na dispersdo da proteina em agua
destilada, seguida de uma homogeneizagio até solubilizagdo completa do concentrado
protéico de soro de leite (6,50% de proteina). Adicionou-se o plastificante (3,00% de
glicerol) e a solugdo filmogénica foi aquecida a temperatura de 90°C por 30 minutos em
banho-maria. Imediatamente foi adicionado o acido graxo (0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00%)
e antiespumante. A solugédo foi homogeneizada em agitador mecéanico, a velocidade de
4700rpm (Fisatom, Mod. 713D) por 10 minutos, utilizando haste do tipo hélice, sob
aquecimento por uma chapa quente (Hotlab I, Nalgon) (a temperatura da solucéo deve
estar préxima ao ponto de fus3o do acido graxo). Resfriou-se a solugdo em banho de gelo
até temperatura ambiente. As bolhas de ar foram retiradas utilizando bomba de vacuo. O
pH da solugdo foi ajustado, utilizando-se NaOH 0,1N ou acido acético 0,1N. A solugao
filmogeénica foi dispersa em placas de Petri de plastico com diametro de 9 cme 14 cm. O
controle de espessura foi efetuado através do volume aplicado no suporte.

3.5.2 - Caracterizacdo e avaliacdo das propriedades mecéanicas

Os filmes emulsionados foram caracterizados quanto ao teor de proteina, teor de
umidade, solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura,
porcentagem de elongagdo, assim como as caracteristicas visuais e tateis. As
determinagdes seguem os mesmos procedimentos descritos nos itens 3.2.2 a 3.2.8.

3.6 - Difusdo em Filmes Protéicos a Base de Soro de Leite

A adsorgdo de umidade pelos filmes protéicos a base de soro de leite foi
determinada em trés posi¢bes distintas: horizontal com a face do filme voltada para cima
e voltada para baixo e na vertical. A formulag@o do filme consistiu em 6,5% de proteina,
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73,0% glicerol e pH 7,0, e a solugao filmogénica foi aplicada em placas de acrilico de 13,5
x 3,5 cm. O procedimento de obtencdo dos filmes & a mesmo descrito no item 3.2.3.

Os filmes foram acondicionados em dessecadores a 75% de umidade relativa e
25°C, e foi determinado o ganho de massa até atingir peso constante. E importante
ressaltar que os fimes trabalhados na posicdo horizontal apresentavam-se
completamente aderidos a superficie acrilica, ndo apresentando nenhuma bolha de ar na
interface filme-placa. O teor de umidade dos filmes foi determinado no inicio e final do
experimento. Medidas de espessura foram feitas antes de iniciar o experimento, utilizando
um micréometro (Modelo n® 293, Mitutoyo, Japan), em 13 posigdes aleatérias. Outra
formulagdo foi estudada, adicionando-se 1,0% de acido estearico. O procedimento de
obtengéo dos filmes emulsionados foi 0 mesmo descrito no item 3.5.1.

3.7 — Obtencdao de Filmes Protéicos por Modificacao Enzimatica
Utilizando Transglutaminase

Para uma melhor atuagao da enzima, optou-se por trabalhar nas condigées 6timas
de atividade, fornecidas pela Ajinomoto Interamericana Ind. e Com. Ltda., ou seja, em
uma temperatura de 50°C e pH 7,0. O procedimento consistiu no preparo da solugdo
aquosa contendo 6,50% de proteina do soro de leite e 3,0% de plastificante (glicerol).
Paralelamente, o produto (ACTIVA TG-MP) contendo a enzima foi solubilizado em agua
destilada, na concentracao pré-determinada, expressa em unidades de transglutaminase
por grama de proteina (U/g proteina). As duas solugdes foram misturadas e ajustou-se o
pH 7,0 com NaOH 0,1N e acido acético 0,1N. A incubacdo foi feita na temperatura de
50°C, em banho-maria com agitagdo (Banho Dubnoff Mod. TE-053, Tecnal), por um
tempo pré-determinado. Em seguida a enzima foi inativada através da imersao da solugao
filmogénica em banho-maria na temperatura de 85°C, por 10 minutos, garantindo-se que a
solugdo atingisse a temperatura interna de 80°C, e permanecesse nela durante 1 minuto.
A solugao foi resfriada em banho de agua gelada até temperatura ambiente. Retirou-se
uma aliquota para o procedimento de exclusdo molecular e o restante foi aplicado em
suportes planos (placa de acrilico, com dimensédo de 15x15cm e placas de Petri com
diametro de 9cm). A secagem foi feita em condigdes ambiente (aproximadamente 25°-
30°C) durante a noite.
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3.7.1 - Exclusdao molecular

O procedimento de exclusdo molecular foi realizado no HPLC (High performance
liquid chromatography) Varian, onde foram injetados 20 ul de solugdo na coluna RES
ELUT-SEC 3000 steel (300 X 7,75 mm) Varian, sob fluxo de solvente a 1 ml/min, com
fase moével de tampéo fosfato 0,1M (pH 7,0) e temperatura ambiente. O detector utilizado
foi absorbancia a 280nm (Motoki & Nio, 1983). Os padrdes utilizados foram as proteinas
a-lactalbumina e B-lactoglobulina, BSA (albumina de soro bovino) e o concentrado
protéico de soro de leite. As amostras foram diluidas na proporgéo de 0,06% de proteina.

3.7.2 - Eletroforese

O sistema SDS-PAGE (dodecil sulfato de sédio poliacrilamida gel) foi utilizado
baseado em Laemmli (1970). Utilizou-se um gel de resolugao com 12% de acrilamida,
feito em sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad Laboratories Ltda.) e gel de empacotamento
com 4% acrilamida. As amostras de filmes foram dissolvidas em tampao redutor com
SDS, na presenca de B-mercaptoetanol (62,5mM Tris-HCI, 20% glicerol, 2% SDS, 5% B-
mercaptoetanol, 0,02% azul de bromofenol, pH 6,8) e aquecidos a 95°C por 5 minutos.
Aplicaram-se 5ul de amostra por canaleta. A voltagem foi mantida constante em 120 V
durante a corrida em tampao SDS-fris-glicina. Os géis foram corados com 0,1% de
Comassie Brilhante Blue G-250, 15% sulfato de aménia, 2% de acido fosférico (Brilliant
Blue-G colloidal, SIGMA) e descorados com agua destilada. O padrao de peso molecular
continha as seguintes proteinas: fosforilase b (97000 Da), albumina (66000 Da),
ovalbumina (45000 Da), anidrase carbdnica (30000 Da), inibidor tripsina (20100 Da) e a-
lactalbumina (14400 Da) (Amershan Pharmacia Biotech Ltda.).

3.7.3 - Caracterizagao do filme

Os filmes tratados com a transglutaminase foram caracterizados quanto ao teor de
proteina, teor de umidade, solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensao
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na ruptura, elongagdo as caracteristicas visuais e tateis. As determinagbes seguem os
mesmos procedimentos descritos nos itens 3.2.2 a 3.2.8.

3.8 - Aplicacdo dos Filmes Protéicos a Base de Soro de Leite

Macas de origem Argentina foram adquiridas no mercado local, lavadas por
imersdo em solugdo de hipoclorito de sodio, secas e cortadas na forma de cilindros de
dimensdes de 4,0 cm de diametro e 1,5 cm de altura. A escolha das macas foi feita a
partir de anélises visuais, selecionando amostras com tamanhos similares e descartando
as que apresentavam pequenos defeitos.

Os sistemas de embalagem eram compostos por potes plasticos, contendo
pedacos de maca, fechados com filmes protéicos de soro de leite. Os tipos de
tratamentos aplicados foram em sistema aberto, ou seja, sem filme; e sistemas fechados,
ou seja, tampados com os filmes, com e sem a inje¢éo de gas nitrogénio. Apos o corte, as
macas foram imediatamente colocadas nos potes plasticos, que foram fechados com os
fimes protéicos de soro de leite, utilizando cola de silicone; este tratamento foi
denominado sistema fechado com ar ambiente. Em embalagens com atmosfera
modificada, ap6s o fechamento, gas nitrogénio analitico era injetado em tempo pré-
determinado, visando expulsar todo o ar ambiente de dentro dos potes plasticos. A
condi¢do controle foi estipulada como cilindros de magad em potes sem o fechamento
(sistema aberto). Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

As embalagens foram armazenadas em duas condigdes, na temperatura de 25°C
e 75% de umidade relativa e em 10°C, em incubadoras BOD (TECNAL, Mod. TE-390). O
estudo das propriedades de barreira ao vapor d’agua dos filmes foi realizado através da
perda de peso, da redugédo da textura e diminuigdo do teor de umidade das amostras de
macé, em intervalos de tempo pré-definidos. A perda de peso foi feita através de
pesagens periddicas dos sistemas de embalagem em balanga analitica. A textura foi
medida utilizando um texturdmetro TATX2, avaliando a forga necessaria para perfurar os
pedagos de maga, utilizando um probe de 2,0mm de didmetro, na velocidade de 1mm/s. E
o teor de umidade final dos pedagos de magi foi determinado por diferen¢a de peso em
estufa por 24 horas a 60°C, seguido por 12 horas a 105°C. A permeabilidade a gases foi
verificada através da mudancga de cor nas amostras de macad, medida através de um
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colorimetro Hunterlab (Colorquest Il, Hunter Associates Laboratory Inc, Virginia),
avaliando os valores do indice de luminosidade L*, dos indices de croma a* e b*. Filmes
padrdo, obtidos por desnaturagéo térmica; filmes emulsionados, contendo 0,50% de acido
estearico e filmes modificados enzimaticamente com transglutaminase (10U/g proteina e
incubados a 180 minutos a 50°C) foram aplicados nos sistemas de embalagem e os
resultados foram comparados para verificar a eficacia como embalagens em alimentos.

3.9 - Digestibilidade dos Filmes Protéicos a Base de Soro de Leite

A digestibilidade in vitro foi determinada de acordo com Akeson & Stahmann
(1964). As amostras de filme contendo 0,1g de proteina foram pesadas e hidrolisadas
com a enzima pepsina em solugao de HCI 0,1N, por 4 horas a 37°C, em banho-maria sob
agitagao lenta. Ajustou-se o pH para 7,0, e, entdo as amostras foram hidrolisadas com a
enzima pancreatina em solugdo de tampao fosfato pH 8,0, por 24 horas a 37°C e, em
banho-maria sob agitacdo lenta. Em seguida, as proteinas nao hidrolisadas foram
precipitadas com TCA (acido tricloroacético), a solugéo foi centrifugada por 15 minutos a
5000rpm e filtrada em papel de filtro Millipore n° 2. O teor de nitrogénio soltvel na solugdo
sobrenadante foi determinada pelo Método de Kjeldahl (AOAC, 1996).

3.10 — Analises Estatisticas

A anadlise estatistica dos resultados foi efetuada através do teste de Tukey com
diferenca significativa de p<0,05, utilizando o programa computacional SAS (SAS Institute
Inc., Cory, N.C., USA). E o planejamento experimental fatorial foi analisado através do
programa computacional Statistica version 5.0.
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CAPITULO 4

4 - Influéncia da Concentragdo de Proteina, Plastificante e pH na
Formacao de Filmes Protéicos de Soro de Leite

4.1 - Planejamento Experimental

A composigdo quimica do concentrado protéico de soro de leite (CALPRO 8002)
foi determinada, inicialmente, correspondendo a 77,46+0,51% de proteina, 5,50+0,12% de
cinzas, 5,52+0,16% de gordura, 6,91+0,28% de umidade.

Os filmes foram caracterizados quanto ao aspecto visual e tatil, ou seja, a
presenca de particulas insolUveis, cor, presenca de poros, transparéncia, presenca de
fraturas/rupturas e fragilidade. A aparéncia € um fator importante para aplicagao como
embalagem em produtos alimenticios, pois dependendo das condigbes de
armazenamento, deve apresentar um bom manuseio, ser transparente, ndo exalar odor,
garantindo a aceitagéo do consumidor. Os filmes protéicos de soro de leite apresentaram-
se todos transparentes, com coloracdo amarela clara e, em algumas formulagdes,
fragilidade alta, dificultando o manuseio, tais como os de baixa concentragdo de
plastificante e proteina e baixos valores de pH. Pontos criticos foram observados, no que
se refere & presenca de poros, em baixos valores de pH; de particulas insolaveis, em
baixos valores de pH e alta Cp (concentragdo de proteina), associado & ampla faixa
estudada para as vari4veis independentes, sendo de grande importancia na escolha de

uma formulagdo otimizada (melhor formulagéo), ou seja, apesar de apresentarem
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respostas indesejaveis, o planejamento experimental visou estudar o efeito das variaveis
nas respostas, indicando a tendéncia de sua influéncia na formagao e em caracteristicas
finais dos filmes.

A medida de espessura dos filmes foi feita antes de todos os experimentos, em 5
posigoes aleatdrias, e seu controle foi feito pelo volume de solugdo aplicado, observando
que quanto mais viscosa a solugdo filmogénica, mais espesso o filme, por exemplo,
solugdes com alta concentracdo de proteina e com baixo pH.

4.1.1 - Analises estatisticas

A partir de ensaios preliminares, observou-se que a concentragido de proteina
(Cp), concentragao de plastificante (Cg) e o pH da solugdo filmogénica eram variaveis
importantes na formagio de filmes de proteinas do soro de leite. O conhecimento dos
efeitos provocados nas caracteristicas mecanicas e de barreira nos filmes apresenta
fundamental importancia. Assim, optou-se pela utilizagdo de um planejamento
experimental (fatorial completo) para avaliar e quantificar a influéncia destas variaveis, e
também foram feitas analises de superficie de respostas, possibilitando determinar a
melhor formulagdo para o estudo de filmes protéicos a base de soro de leite.

O planejamento experimental tem grande importancia em pesquisas preliminares,
ou seja, quando se deseja saber se determinados fatores tém ou nao influéncia sobre a
resposta, sem se preocupar ainda com uma descrigdo rigorosa desta influéncia (Neto et
al., 2001). As respostas de avaliagio dos filmes foram: solubilidade protéica;
permeabilidade ao vapor d'agua, tensdo na ruptura e porcentagem de elongagdo. A
analise destas permitiu estudar o efeito das variaveis Cp, Cg e pH na formagéo de filmes
de soro de leite bovino. A determinagdo dos pontos axiais (-1,68 e +1,68) para as
variaveis independentes foi obtida a partir de ensaios prévios, buscando os valores
minimo e maximo, ou seja, as concentragdes limite para formar filmes protéicos de soro
de leite.




Resuitados e Discussoes

A Tabela 7 apresenta o resultado da anélise das respostas estudadas (solubilidade
protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensdao na ruptura e porcentagem de
elongagdo) do planejamento experimental, assim como o0s niveis das variaveis
independentes (Cp, Cg e pH), o teor de umidade (X) e teor de proteina dos filmes
protéicos de soro de leite.

Apesar dos filmes terem sido armazenados sob as mesmas condigdes, os valores
de umidade dos filmes nd3o se mostraram uniformes, relacionado as diferentes
formulagdes trabalhadas. O teor de umidade é maior quando se trabalha em pH basico
(pH 7,90), onde a presenga de um maior nimero de moléculas carregadas promove uma
maior capacidade de absorver agua, aumentando a umidade dos filmes (Anker et al.,
1999). E a concentragdo de plastificante apresentou relagao direta com o teor de umidade
dos filmes protéicos, observando que formulagdes filmogénicas com maior concentracao
de glicerol, formaram filmes com maior teor de umidade, associado a caracteristica
hidrofilica deste plastificante. A espessura média determinada para os filmes foi de
0,081+0,008mm.

E importante ressaltar que as respostas obtidas através do planejamento, ou seja,
a determinagdo de uma melhor formulagdo envolvendo concentragdo de proteina,
concentragio de plastificante e pH, foi especifica para este estudo de filmes protéicos de
soro de leite, nos intervalos (ou faixas) estipulados e para as caracteristicas de barreira e
mecéanica esperadas.

Nos itens abaixo, a analise estatistica foi efetuada para cada resposta
(solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensao na ruptura e porcentagem
de elongagdo), verificando o efeito de cada varidvel independente (concentracdo de
proteina, concentracdo de plastificante e pH), a avaliagéo de um modelo preditivo através
do ajuste por minimos quadrados, a anélise das superficies de resposta, que permitiram
determinar uma melhor formulagdo para a obtengéo de filmes protéicos de soro de leite
através do processo de desnaturagao térmica (aquecimento da solugéo protéica a 90°C),
denominada como formulagéo padrao.
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4.1.2 - Solubilidade protéica

A solubilidade protéica representa a quantidade de proteina que migra para a
solugdo ou em uma dispers&o coloidal sob condigbes especificas e nao sedimenta sob
forcas centrifugas moderadas (Kinsella, 1984). E considerada uma propriedade
importante na aplicagdo de filmes comestiveis como protegao de alimentos com alta
atividade de agua ou quando os filmes devem estar em contato com a agua durante o
processamento de cobertura do alimento (Gontard et al., 1992; Pérez-Gago & Krochta,
2001).

Os resultados de solubilidade protéica dos filmes de soro de leite podem ser
avaliados na Tabela 7. Todos os filmes mantiveram a integridade apés 48 horas de
incubacdo em tampao aquoso, podendo associar a monomeros protéicos, pequenos
peptidios e material ndo protéico que ndo participaram da formagao da matriz polimérica
protéica, uma vez que esta permaneceu intacta, indicando a formagéo de uma rede com
alta estabilidade. A desnaturacgdo térmica aplicada nas solugdes filmogénicas promoveu a
exposi¢do dos grupos sulffidrilicos (SH), favorecendo a formagdo de ligagbes covalentes
dissulfidicas entre as cadeias de proteinas, reduzindo a solubilidade protéica.

O mesmo resultado foi obtido por Yildirim & Hettiarachchy (1998) com filmes de
proteina do soro de leite modificado enzimaticamente e, através da eletroforese, verificou-
se que somente uma pequena quantidade de proteina permaneceu sob a forma
monomeérica, indicando que a solubilidade protéica dos filmes correspondeu a monémeros
de proteinas que ndo participaram na formagéo da matriz filmogénica. Mahmoud &
Savello (1993) chegaram a mesma conclusao com filmes a base de o-lactalbumina e -
lactoglobulina; para os filmes de para osi-caseina por Motoki et al. (1987); filmes de
proteina do soro de leite por Galietta et al. (1998) e Pérez-Gago & Krochta (1999). Cuq et
al. (1998) associaram a baixa solubilidade de fiimes a base de proteina as ligagdes
covalentes dissulfidicas que estabilizam a matriz filmogénica.

O tempo de incubagdo dos filmes em solugéo tamp&o aquosa foi estipulado em 48
horas ap6s estudo prévio, avaliando a solubilidade protéica maxima em fungdo do tempo
de imersao dos filmes protéicos de soro de leite.
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4.1.2.1 - Efeitos de cada variavel independente sobre a resposta
solubilidade protéica

Os efeitos da concentragdo de proteina (Cp), concentragéo de plastificante (Cg),
pH e suas interagdes na resposta solubilidade protéica, podem ser observados na Tabela
8 e Figura 1.

Tabela 8: Efeitos principais e de interagdo das varidveis independentes na resposta
solubilidade e seus erros padrao.

Fatores Efeito (%) Erro padrao

Média 0,3227* 0,0022*

Cp -0,1005* 0,0052*

Cg 0,0756* 0,00562*

pH -0,0385* 0,0052*

CpxCg -0,0304* 0,0052*
Cp x pH -0,0102 0,0052
Cg x pH -0,0076 0,0052
CpxCgxpH -0,0162 0,0052

* valores estatisticamente significativos

0,35
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0,25 L
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0,15

010 }

Solubilidade protéica (%)

0,00 L
-0,05

-0,10

Média Cp Cg pH CpxCg CpxpH CgxpH  CpxCgxpH
Fator

Figura 1: Efeitos das variaveis independentes e suas interagdes na resposta solubilidade

protéica dos filmes de soro de leite.
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Um efeito negativo estatisticamente significativo foi encontrado quando a
concentracao de proteina e o pH passam do nivel —1 (5,50% proteina e pH 5,90) para o
+1 (7,50% proteina e pH 7,90) ou seja com o aumento da concentragdo de proteina e pH
ocorreu uma diminuicdo na solubilidade dos filmes. A concentragdo de plastificante
apresentou um efeito positivo, ou quanto mais plastificante foi adicionado maior a
solubilidade protéica dos filmes a base de concentrado protéico de soro de leite.

Quantitativamente, um aumento na concentragdo de proteina de 5,50% para
7.50%, promoveu uma diminuigdo na solubilidade na ordem de 0,1005%, e um aumento
do valor de pH de 5,90 para 7,90 promoveu uma diminuicdo de 0,0385% na solubilidade,
ao contrario da concentragcdo de plastificante, cujo aumento de 2,50% para 4,50%
promoveu um aumento na solubilidade de 0,0756%. Portanto, a concentragao de proteina
foi o efeito mais significativo na resposta solubilidade protéica.

4.1.2.2 - Determinacdo do modelo empirico para a resposta
solubilidade protéica

A analise de regressdo, ou seja o ajuste por minimos quadrados dos modeios
lineares e quadraticos nos resultados obtidos pelo planejamento experimental, foi feita
através do programa computacional Statistica version 5.0. A partir destes calculos, foram
obtidos os coeficientes dos polindmios ajustados. A Tabela 9 apresenta a andlise de
variancia (ANOVA) para o ajuste dos modelos linear e quadratico.

O modelo empirico que melhor se ajustou aos dados de solubilidade protéica foi o
linear, sendo que a determinagao foi feita através do coeficiente de determinagdo R? que
foi igual a 0,9951 para o modelo linear e 0,8308 para o0 modelo quadratico. E a falta de
ajuste foi menor para o modelo linear que o quadratico.
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Tabela 9: Anélise da variancia para o ajuste dos modelos linear e quadratico para a
resposta solubilidade protéica.

Soma Quadratica Média Graus de
Fonte de o ] Teste F R?
o (SQ) Quadratica (MQ) | Liberdade
variacao
L Q L Q L Q L Q L Q

Regressdo | 0,0373 0,0405 | 0,0053 0,0045 7 85,84 3,81 |0,9951 0,8308

Falta de
Ajuste
Emmo Puro | 0,0001 0,0001 | 0,0001 0,0001 2

9

Residuo | 0,0002 0,0083 | 0,0001 0,0012 3 7 - B - -
0,0001 0,0082 | 0,0001 0,0016 1 5
2

Total 0,0374 0,0488 - - 10 16 - - - -

L = modelo linear

Q = modelo quadratico
Fo.es7-3(Modelo Linear) = 8,89

Feac / Fian = 9,66 (Modelo Linear)
Fo.es.57 (Modelo Quadratico) = 3,68
Feac / Fiab = 1,04 (Modelo Quadrético)

A avaliacédo da validade do modelo linear foi feita através do teste F, que confere a
significancia estatistica do modelo. Comparando-se o valor do F calculado igual a 85,84
com o F tabelado igual a 8,89, a um nivel de 95% de confianga, observou-se que o
modelo linear é estatisticamente significativo e preditivo, uma vez que o F calculado é
9,66 vezes maior que o F tabelado. Segundo Neto et al. (2001), a regressdo €
estatisticamente significativa se SQgegressao/SQresiauo fOr maior que o F tabelado, e é
também preditiva quando o valor desta relagio for aproximadamente dez vezes maior que
o F tabelado (Box et al., 1978), mas esta é uma consideracdo que deve ser avaliada de
acordo com o processo efetuado.

Os parametros do modelo foram determinados com a finalidade de diminuir os
residuos, que s3o a diferenga entre os valores observados e os preditos pelo modelo. A
Figura 2 apresenta os valores observados (experimentais) em fungéo dos valores preditos
pelo modelo, verificando a proximidade dos pontos experimentais com o modelo, ou seja,
o modelo prevé o comportamento da solubilidade protéica nas faixas estudadas.
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Figura 2: Valores observados em fung@o dos valores preditos pelo modelo para a
solubilidade protéica de filmes protéicos a base de proteinas do soro de leite.

Os coeficientes de regressdo para um modelo linear que representa a solubilidade
protéica, em fungdo das variaveis independentes estudadas e suas interagbes estao

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Coeficientes de regressao estimados para a resposta solubilidade protéica.

n
Fatores c‘;:e?r':s:;:e
Média 0,3227*
Cp -0,0502*
Cg 0,0378*
pH -0,0193*
CpxCg -0,0152*
Cp xpH -0,0051
Cg x pH -0,0038
CpxCgxpH -0,0081

*_ valores estatisticamente significativos
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Considerando somente os coeficientes estatisticamente significativos, 0 modelo de
1% ordem para solubilidade protéica de filmes a base de soro de leite, pode ser analisado
abaixo:

Solubilidade Protéica =0,3227 -0,0502xCp +0,0378 xCg—0,0193xpH +

(Eq. 23)
~0,0152xCpxCg

4.1.2.3 - Estudo das superficies de resposta

As superficies de resposta e as curvas de nivel, obtidas a partir do modelo linear,
estdo apresentadas na Figura 3, ou seja, a relagdo entre as variaveis concentraco de
proteina (Cp), concentragdo de plastificante (Cg), pH e a solubilidade protéica,
possibilitando a analise das melhores condigdes para a obtencdo da menor solubilidade
em filmes protéicos.

A partir da Figura 3a e 3b, concluiu-se que com o aumento da concentragao de
proteina (de 5,50% para 7,50%) e a diminuigdo da concentracio de plastificante (de
4,50% para 2,50%), a solubilidade protéica diminuiu, ou seja, a solubilidade & menor para
concentragdes de proteina maiores e concentracdes de plastificante menores.

O aumento da concentragio de proteina promoveu uma menor solubilidade do
filme protéico, estando associada a uma estrutura do filme mais compacta e resistente,
indicando um maior nimero de ligagdes entre as cadeias protéicas, ou seja, uma matriz
tridimensional filmogénica mais resistente, @ um menor nimero de monémeros protéicos,
peptideos que nédo participaram da formagdo da matriz filmogénica. Quanto maior o
numero de grupos SH, mais ligagdes covalente dissulfidicas sdo formadas durante a
secagem dos filmes protéicos, dificultando o acesso das moléculas de 4gua aos grupos
hidrofilicos das cadeias protéicas, reduzindo a solubilidade (Handa et al., 1999a).
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Figura 3: Superficies de resposta e curvas de nivel para a solubilidade protéica.
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McHugh & Krochta (1994d); Fairley et al. (1996) e Galietta et al. (1998) afirmaram
que filmes protéicos a base de proteinas do soro de leite sdo parcialmente insoluveis em
agua devido a presenca de ligagdes dissulfidicas intermoleculares, resistindo a
solubilizagdo em tampdes aquosos. Vachon et al. (2000) associaram a obtencéo de uma
maior fracdo insolivel dos filmes a base de soro de leite a0 aumento das reacgdes
cruzadas intermoleculares entre as proteinas. Cuq et al. (1997) concluiram que cadeias
protéicas de baixo peso molecular (monémeros e peptidios pequenos), formadas durante
a obtencgdo dos filmes e imobilizadas na rede protéica podem constituir a proteina soltvel

encontrada para filmes a base de proteina miofibrilar de peixe.

Quanto maior a concentragdo de plastificante, maior foi a solubilidade protéica dos
filmes (Figura 3a e 3b). O glicerol & um plastificante hidrofilico que alonga, dilui e afrouxa
a estrutura dos filmes, resultando no aumento da capacidade de ligar-se a agua. O
mesmo resultado foi verificado por Mahmoud & Savello (1993) e Stuchell & Krochta
(1995), para filmes protéicos a base de proteinas do soro de leite e de soja.

Nas Figuras 3c e 3d, observou-se que ao aumentar a concentragdo de proteina
(de 5,50% para 7,50%) e ao aumentar o pH (de 5,90 para 7,90), uma menor solubilidade
dos filmes foi encontrada. Quanto ao pH, verificou-se que a solubilidade é maior em pH
acido, ou seja, com o decréscimo do pH, a solubilidade protéica dos filmes aumenta,
sendo explicada pela coagulagéo das proteinas em pH acido, préximo ao pl, formando
pequenos agregados protéicos soluveis na solugcao filmogénica, que nao participaram da
matriz polimérica. Analisando-se as Figuras 3e e 3f, concluiu-se que o aumento da
concentragdo de plastificante (de 2,50% para 4,50%) e a diminui¢éo do pH (de 7,90 para
5,90) promoveram uma solubilidade maior, confirmando as tendéncias observadas nas
figuras anteriores.

Todos estes efeitos e interagdes resultaram na menor solubilidade protéica
filmogénica para as condi¢gdes de maior concentracdo de proteina, menor concentragao
de plastificante e valores de pH (basico), ou seja, a melhor formulagédo para a resposta
solubilidade protéica nos filmes, consistiu em 7,50% de proteina , 2,50% de plastificante e
pH 7,90, no intervalo e condi¢des utilizadas para filmes protéicos a base de soro de leite.
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4.1.3 - Permeabilidade ao vapor d’agua

Os resultados de permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes protéicos nas
diferentes formulagdes foram apresentados na Tabela 7, a seguir estdo as analises
estatisticas efetuadas. A determinacdo do tempo de incubagdo correspondente a 5 dias
(120 horas) para a permeabilidade ao vapor d’agua foi baseada na prévia determinagao
do tempo de equilibrio para os filmes em cada ensaio (para todas as formulacdes). As
amostras foram acondicionadas a 25°C e UR=75% nas células de permeabilidade
contendo uma massa de silica pré-fixada, como dessecante, e foram feitas pesagens
diarias, até atingir peso constante. A escolha deste tempo foi para ter certeza de
determinar a permeabilidade ao vapor d’agua no estado estacionario.

A principal fungdo dos filmes comestiveis € impedir a transferéncia de umidade,
gases e outros entre o alimento e o ambiente, assim a permeabilidade ao vapor d'agua
deve ser a mais baixa possivel.

41.31 - Efeitos de cada variavel sobre a resposta
permeabilidade ao vapor d’agua

Na Tabela 11 e Figura 4, estdo apresentados os valores dos efeitos da
concentracdo de proteina (Cp), concentracdo de plastificante (Cg), pH e suas interagdes
para a permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes protéicos a base de soro de leite. Os
efeitos da concentracdo de proteina e concentracdo de plastificante sobre a
permeabilidade ao vapor d'agua séo positivos estatisticamente significativos, da mesma
forma a interagao entre as trés variaveis. O pH e a interagéo da concentracgao de proteina
e o pH promoveram um efeito negativo estatisticamente significativo.

Quantitativamente, o aumento de 5,50% (nivel —=1) na concentragdo de proteina
para 7,50% (nivel +1), promoveu um aumento de 0,0960 gmm/hm’*kPa na
permeabilidade, e o aumento na concentragdo de plastificante de 2,50% para 4,50%
promoveu um aumento de 0,0289 gmm/hm?®kPa, ao contrario do pH, que ao aumentar de
5,90 para 7,90, ocorreu um decréscimo na permeabilidade na ordem de 0,0399
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gmm/hm?kPa. Apesar das variaveis Cp e Cg apresentarem um efeito positivo, a
combinagao entre as duas apresentou um efeito negativo, indicando que a interagdo dos
mesmos ndo favoreceu a formacdo de uma rede compacta. Assim, o efeito mais
significativo foi a concentragéo de proteina na resposta permeabilidade ao vapor d’agua.

Tabela 11: Efeitos principais e de interagdo das variaveis independentes na resposta

permeabilidade ao vapor d’agua e seus erros padrao.

Fatores Efeito (%) Erro padrao

Média 0,2370* 0,0023*

Cp 0,0960* 0,0054*

Cg 0,0289* 0,0054*

pH -0,0399* 0,0054*
CpxCg -0,0056 0,0054

Cp xpH -0,0503* 0,0054*
Cg x pH 0,0227 0,0054

CpxCgxpH 0,0302* 0,0054*

* _ yvalores estatisticamente significativos
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Efeito na Permeabilidade ao vapor d'agua
(gmm/hm*kPa)

Média Cp Cg pH CpxCg CpxpH CgxpH CpxCaxpH
Fator

Figura 4: Efeitos das variaveis independentes e suas interacbes na resposta
permeabilidade ao vapor d'agua.
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4.1.3.2 - Determinacao do modelo empirico

A analise de regressao consistiu no ajuste por minimos quadrados dos modelos
lineares e quadraticos aos resultados obtidos pelo planejamento fatorial, efetuado pelo
programa computacional Statistica version 5.0. A partir destes calculos foram obtidos os
coeficientes dos polindmios ajustados. A Tabela 12 apresenta a analise de variancia
(ANOVA) para o ajuste dos modelos linear e quadratico.

Tabela 12: Andlise da varidncia para o ajuste dos modelos linear e quadratico para a

permeabilidade ao vapor d’agua.

Soma Média Graus de

Fonte de i . ] Teste F R?
Quadratica (SQ) | Quadratica (MQ) | Liberdade
Variagdo
L Q L Q L Q L Q L Q
Regressao | 0,0312 0,0496 | 0,0052 0,0055 6 9 [1475 1,91 |0,9698 0,7101
Residuo 0,0009 0,0203 | 0,0002 0,0029 4 7 - - - -
Faltade | 0,0009 0,0201 | 0,0004 0,0040 | 2 5 - - - .
Ajuste
Emo Puro | 0,0001 0,0001 | 0,0001 0,0001 2 2 - - - -
Total 0,0322 0,0699 - - 10 16 - - - -

L = modelo linear

Q = modelo quadratico
Fo.es6.4(Modelo Linear) = 6,16
Feac / Fian = 1,66 (Modelo Linear)
Fu‘gs;g_? (MOdE'O Quadrétlco) = 3,68
Feac / Fiab = 0,52 (Modelo Quadratico)

Verificou-se que a correlagdo R? é igual a 0,9698 para o modelo linear e 0,7101
para o modelo quadratico, e a falta de ajuste do modelo linear foi menor que o quadratico,
entdo o modelo linear foi o melhor para representar a permeabilidade ao vapor d’agua dos
filmes a base de proteinas do soro de leite. O teste F foi feito para conferir a significancia
estatistica do modelo linear, comparando-se o valor do F calculado igual a 14,75 como F
tabelado igual a 6,16, a um nivel de confianga de 95%, observou-se que o modelo &
estatisticamente significativo, mas nao preditivo, uma vez que o F caiculado € 1,66 vezes
maior que o F tabelado.
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No caso dos filmes protéicos a base de soro de leite, o intervalo das
concentragdes testado ndo foi adequado para obter uma regressao preditiva, mas &
importante ressaltar que o concentrado protéico de soro de leite € constituido por 5 tipos
de proteinas, com possibilidades de ligagdes em pontos diferentes da cadeia, dificultando
uma reprodutibilidade exata das ligagcdes entre as cadeias protéicas durante a formagao
dos filmes, considerando que, a matriz fimogénica & estabilizada por um equilibrio de
forcas atrativas e repulsivas de diferentes tipos (interages hidrofobicas e idnicas, pontes
de hidrogénio, ligagbes de Van der Waals, ligagdes covalentes dissulfidicas).

4.1 3.3 - Estudo das superficies de resposta

As andlises das superficies de resposta e curvas de nivel, obtidas a partir do
modelo linear, estdo apresentadas na Figura 5, permitindo a visualizagdo de uma melhor
formulagdo para a permeabilidade ao vapor d’dgua. A partir das Figuras 5a e 35b,
observou-se que com o aumento da concentragio de proteina (de 5,50% para 7,50%) e o
aumento na concentragao de plastificante (2,50% para 4,50%), a permeabilidade ao vapor
d’agua aumenta. Desta forma, para uma menor permeabilidade ao vapor d’agua, as
quantidades de proteina e plastificante adicionadas devem ser as menores possiveis.

Uma maior quantidade de proteina provocou um aumento significativo na
permeabilidade ao vapor d’agua, associado a presenca de bolhas de ar, dificeis de serem
retiradas, devido & alta viscosidade da solugdo filmogénica. A quantidade de bolhas e
defeitos influenciou diretamente nas caracteristicas de permeabilidade em filmes a base
de celulose (Park & Chinnan, 1995), e em filmes a base de isolado protéico de soro de
leite (McHugh et al., 1994).

A resisténcia de filmes protéicos a transferéncia de vapor d’agua foi limitada,

devido & hidrofilicidade das proteinas do soro de leite, sendo facilitada pela presenga do
glicerol, um plastificante hidrofilico, que favoreceu a adsor¢dc das moléculas de agua.
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Figura 5: Superficies de resposta e curvas de nivel para a permeabilidade ao vapor
d’'agua.
75



Resultados e Discussées

Liebermann & Gilbert (1973) afirmaram que plastificantes reduziram as ligagGes
internas de hidrogénio e aumentaram o espago intermolecular, contudo decresceram a
dureza e aumentaram a permeabilidade de materiais filmogénicos. O mesmo foi conferido
por Maté & Krochta (1996a) com filmes a base de isolado protéico de soro de leite e B-
lactoglobulina, apresentando uma relagdo quase linear para o valor de permeabilidade e
guantidade de glicerol adicionada. Arvanitoyannis et al. (1998) determinaram que a adi¢éo
de plastificante foi diretamente proporcional a permeabilidade ao vapor d'agua em filmes
de gelatina e quitosana.

O glicerol, utilizado como plastificante, reduziu as forgas intermoleculares entre as
cadeias de proteina, aumentando o volume livre do polimero, criando espagos vazios para
a agua e outras moléculas migrarem. A concentragéo de plastificante, a morfologia do
filme e o grau de reagéo cruzada séo fatores que influenciam na permeabilidade ao vapor
d’agua (Yildirim & Hettiarachchy, 1998). A adi¢do de plastificante modifica a organizacao
molecular da matriz filmogénica, aumentando o volume livre, ou seja, a matriz torna-se
menos densa e consequentemente mais permeavel (Banker, 1966; Cugq et al., 1997).

Analisando as Figuras 5c e 5d, observou-se que quanto maior a concentracéao de
proteina e menor o pH (acido), maior a permeabilidade ao vapor d’agua. Entédo o aumento
da concentragdo de proteina de 5,50% para 7,50% e a diminui¢cdo do pH de 7,90 para
5,90, provocaram um aumento significativo na resposta permeabilidade. A partir destas
consideracdes, para obter uma menor permeabilidade, deve-se trabalhar com baixas
concentracdes de proteina, como visto anteriormente, e em regiées de pH basico.

Em pH 4cido, préximo ao pl, a viscosidade das solucdes filmogénicas aumentou,
dificultando a remocao das bolhas de ar, e consequentemente reduziu a propriedade de
barreira ao vapor d’agua dos filmes protéicos de soro de leite. Nestas formulagbes, os
flmes eram frageis e de dificil manuseio. Aumentando o pH (basico) ocorreu uma
diminuicdo nos valores da permeabilidade ao vapor d'agua, e segundo McHugh & Krochta
(1994a), atribuf-se a inibigdo parcial da reacdo de troca tiol-dissulfidica e a reacdo de
oxidagdo na regido de pH &cido. O abaixamento do pH pode ser responsavel pelo
desdobramento das proteinas com exposicdo de residuos hidrofilicos na superficie

76




Resultados e Discussbes

protéica, aumentando a afinidade das proteinas pelo vapor d’agua, promovendo uma
maior transferéncia de agua (Gontard et al., 1992).

A partir das Figuras 5e e 5f, concluiu-se que em altas concentragdes de
plastificante (4,50%), o pH nao exerceu influéncia na permeabilidade ao vapor d’agua dos
filmes protéicos de soro de leite.

A titulo de comparagéo, utilizando as mesmas condi¢cdes para a obtencdo dos
valores de permeabilidade ao vapor de agua, foi feito para papel celofane e filme de PVC
(cloreto de polivinil),-obtendo valores de 0,0100 e 0,0247gmm/hm’kPa, respectivamente.
Isto indica que os filmes protéicos a base de soro de leite apresentaram permeabilidade
ao vapor d’agua de aproximadamente 15 a 43 vezes maior que o celofane e de
aproximadamente 7 a 17 vezes maior que o filme de PVC, dependendo da formulagao
dos filmes protéicos.

A melhor formulagéo para a resposta permeabilidade ao vapor d’agua, no intervalo
e condi¢des trabalhadas, consistiu na menor concentragéo de proteina (5,50%), a menor
concentracdo de plastificante (2,50%) e em pH basico (7,90).

4.1.4 - Tensao na ruptura e elongacao

A tensao na ruptura e a porcentagem de elongagao representam as propriedades
mecanicas de filmes protéicos, indicando a integridade esperada do filme sob condigées
de tensdo que poderiam ocorrer durante o processamento, manuseio e estocagem, e
estdo diretamente relacionadas com a estrutura filmogénica, ou seja, as ligagdes
presentes na matriz protéica. As mudangas nestas propriedades caracterizam
modificagdes na organizagdo tridimensional, decrescendo a densidade e reversibilidade
das interagdes intermoleculares ocorridas na rede protéica formadora do filme e
aumentando o volume vazio e a mobilidade da cadeia (Galietta et al., 1998). A analise
estatistica dos resultados de tens&o na ruptura e elongagdo apresentada na Tabela 7 foi
descrita separadamente para cada resposta, nos itens abaixo.
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4.1.4.1 - Efeitos sobre a resposta tensdo na ruptura

A tensdo na ruptura é a maxima forgca de tragdo que o filme pode sustentar antes
de romper, e est4 diretamente relacionada com a ordem de grandeza da energia nas
ligagbes intermoleculares presentes na matriz filmogénica (Robertson, 1993). Os valores
dos efeitos da concentragdo de proteina (Cp), concentragdo de plastificante (Cg) e pH
para a tensdo na ruptura estao apresentadas na Tabela 13 e Figura 6.

Tabela 13: Efeitos principais das variaveis independentes na resposta tensdo na ruptura.

Fatores Efeito (MPa) Erro Padrao
Média 4,2054* 0,0116*
Cp 0,4493* 0,0273*
Cg -1,1298* 0,0273*
pH 0,1109 0,0273
Cp xCg -0,2164* 0,0273*
Cp x pH 0,1058 0,0273
Cg x pH 0,4681* 0,0273*
Cp xCg x pH -0,1316* 0,0273*

*- valores estatisticamente significativos

N

:5" ' /‘V

Média Cp Cg pH CpxCg Cp xpH CgxpH CpxCgxpH
Fator

Efeito na Forga de Tenséo
(MPa)

al
V77, 7_/:

Figura 6: Efeitos das variaveis independentes e suas interagcdes na tensao na ruptura.
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Os efeitos da concentragcdo de proteina e a interagdo entre a concentragdo de
plastificante e pH sao estatisticamente significativos e positivos, ao contrario da
concentragdo de plastificante, e as interagdes entre a concentragdo de proteina e
plastificante e as trés variaveis, que produziram um efeito estatisticamente significativo e
negativo. Quantitativamente, um aumento na concentragdo de proteina de 5,50% (nivel —
1) para 7,50% (nivel +1), promoveu um aumento na tensdo na ruptura na ordem de
0,4493MPa; ao contrario, quando se aumentou a concentragcio de plastificante de 2,50%
para 4,50%, ocorreu um decréscimo de 1,1298MPa. Conclui-se que a concentragdo de
glicerol foi a variavel que provocou maior efeito na tensao na ruptura dos filmes protéicos.

4.1.4.2 - Determinacao do modelo para tensdo na ruptura

A analise de regressao foi feita através do programa Statistica version 5.0, onde os
resultados obtidos pelo planejamento experimental foram ajustados por minimos
quadrados em modelos linear e quadratico. A Tabela 14 apresenta a analise da variancia
para o ajuste do modelo linear e quadratico, possibilitando avaliar a validagao do melhor
modelo.

Tabela 14: Andlise da variancia (ANOVA) para o ajuste dos modelos linear e quadratico
para a resposta tensao na ruptura.

Soma Média Graus de
Fonte de ) Teste F R?
. . |Quadratica (SQ)| Quadratica Liberdade
Variagao
L Q L Q L Q L Q L Q
Regressa | 35698 12,9003 | 0,5099 1,4334 7 9 0,74 6,40 |0,6318 0,8915
Residuo | 2,0799 1,5686 | 0,6933 0,2241 3 ¥ f - - - -
Faltade | 20769 1,5656 |2,0769 0,3131| 1 5 - %
Ajuste
Erro Puro | 0,0029 0,0029 | 0,0015 0,0015 2 2 - - - -
Total 5,6497 14,4689 - - 10 16 - - - -

L = modelo linear
Q = modelo quadratico
Fo_gs;:r;s(MOdelo Linear) = 8,89
Feae / Fiap = 0,08 (Modelo Linear)
Foss:e:7 (Modelo Quadratico) = 3,68
Feac / Fiap = 1,74 (Modelo Quadratico)
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A correlagdo R? é igual a 0,6318 para o modelo linear e 0,8915 para o modelo
quadratico, concluindo ser o modelo quadratico o melhor para representar a tensao na
ruptura dos filmes protéicos a base de soro de leite. A falta de ajuste foi menor para o
modelo quadratico.Através do teste F, conferiu-se a significancia estatistica do modelo
quadratico para tensdo na ruptura, onde se comparando o F calculado igual a 6,40 com o
F tabelado igual a 3,68, a um nivel de 95% de confianca, e condigdes estudadas, obtem-
se um modelo estatisticamente significativo, uma vez que o F calculado & 1,74 vezes
maior que o F tabelado, mas ndo preditivo segundo Neto et al. (2001).

4.1.4.3 - Estudo das superficies de resposta para tensdo na
ruptura

Através da analise das superficies de resposta e curvas de nivel, obtidas pelo
modelo quadratico, determinou-se uma melhor formulagdo para a tensao na ruptura,
dentro do intervalo estudado para a obtengdo de filmes protéicos de soro de leite. As
superficies e as curvas de nivel para a resposta tensdo na ruptura em fungdo das
variaveis independentes estdo apresentadas na Figura 7.

A influéncia da concentracao de proteina e plastificante na tensao na ruptura pode
ser analisada nas Figuras 7a e 7b, onde a tensdao na ruptura foi maior para altas
concentracdes de proteina e baixas concentragdes de plastificante. O aumento da
quantidade de glicerol provocou um decréscimo na tensdo na ruptura dos filmes protéicos
de soro de leite, onde o plastificante atua reduzindo a forga de atra¢do entre as cadeias
de proteina, aumentando a flexibilidade, mas também reduzindo a rigidez da matriz
filmogénica.

Em geral, a tensdo na ruptura é influenciada pela interagao entre as proteinas na
matriz flmogénica, em diversos sitios ativos das cadeias protéicas e, os plastificantes
reduzem o numero destas ligagGes através da solvatagdo de sitios ativos polares,
resultando em uma menor densidade de energia coesiva e consequentemente diminui o
valor de tensdo na ruptura (Santosa & Padua, 1999; Lim et al, 1998).
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Figura 7: Superficies de resposta e curvas de nivel para a tensdo na ruptura.
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Fairley et al. (1996) constataram que em diferentes tipos de filmes comestiveis, ao
aumentar a concentragao de plastificante, ocorreu uma diminuicao significativa na tensao
na ruptura e um aumento na porcentagem de elongacdo. O mesmo foi observado em
filmes de isolado protéico de soro de leite (McHugh & Krochta, 1994b; Kaya & Kaya,
2000); em filmes de caseina (Chick & Ustunol, 1998); em filmes de isolado protéico de
semente de girassol (Ahyllon-Meixueiro et al., 2000); em filmes de gelana (Yang &
Paulson, 2000b); em filmes combinados de caseinato de sddio e amido (Arvanitoyannis &
Biliaderis, 1998).

Quanto maior a concentragdo de proteina, maior a quantidade de grupos
sulfidrilicos na superficie protéica, promovendo um maior numero de ligagOes covalentes
S-S na matriz filmogénica, consequentemente formando filmes mais resistentes. O
mesmo foi observado por Gontard et al. (1992), verificando a influéncia da concentragéao
de proteina de glaten nas propriedades mecénicas dos filmes, concluindo que o aumento
na quantidade de proteina formou filmes mais resistentes, explicado pelo maior nimero
elou a melhor posicao das ligacdes covalentes entre as cadeias protéicas.

A relagdo entre a concentragdo de proteina e pH pode ser observada nas Figuras
7c e 7d, onde a regido entre valores de pH 5,90 a 7,90 e para concentragdes de proteina
entre 5,50% e 8,18%, definiu uma maior tensdo na ruptura. O filme apresentou-se mais
resistente nestas faixas de operagéo, sendo que mostrou sua maior forgca em pH neutro.
Filmes formados em condicdes extremas de pH, apresentaram uma menor tensao na
ruptura, ou seja, mais frageis. Em pH éacido (préximo ao pl), as proteinas tendem a se
precipitar, formando agregados e aumentando a viscosidade da solucéo filmogénica,
dificultando a remocgdo das bolhas de ar, formando filmes com a presencga de poros,
falhas ap6s a secagem. E em pH basico, ocorrem mudangas estruturais onde as
proteinas adquirem carga negativa, provocando uma repulsdo eletrostatica, reduzindo a
interacédo proteina-proteina, aumentando a ligagdo entre as cadeias protéicas durante a
formacao dos filmes (Anker et al., 1999: Zirbel & Kinsella, 1988).

O pH influencia as interagdes sulfidril-dissulfidica na polimerizagéo das proteinas e
gelatinizagdo. Segundo Morr & Ha (1993), o concentrado protéico de soro de leite
apresenta excelente capacidade gelatinizante em pH 7.0, sendo que a reatividade dos
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grupos SH das proteinas aumenta em pH alcalino, e diminui em pH acido, formando uma
matriz somente através de pontes de hidrogénio. Nas Figuras 7e e 7f, confirmando os
resultados anteriores, a maior forca foi encontrada em menores concentracfes de
plastificante e valores de pH na faixa entre 5,90 e 7,90.

A melhor formulagédo obtida para a resposta tensao na ruptura, nas condigcoes e
intervalo estudados consistiu na concentracdo de proteina entre 5,50% e 8,18%. na
menor concentracdo de plastificante (1,82%), e valor de pH entre 5,90 e 7,90.

4.1.4.4 - Efeitos de cada variavel sobre a resposta elongacao

A elongacéo corresponde a maxima variagéo no comprimento da amostra antes da
quebra ou ruptura, mede a capacidade de esticar (Robertson, 1993). Os valores dos
efeitos das varidveis estudadas, concentracdo de proteina (Cp), concentracdo de
plastificante (Cg), pH e suas interagdes para a porcentagem de elongagéo dos filmes
protéicos estdo apresentados na Tabela 15 e Figura 8. As trés varidveis apresentaram
efeitos positivos estatisticamente significativos, assim como as interagbes da
concentracdo de plastificante e pH. A interacdo entre a concentracdo de proteina e
plastificante, e a interagdo entre as trés variaveis promoveram efeitos negativos

estatisticamente significativos.

Tabela 15: Efeitos principais das variaveis independentes na resposta elongacao.

Fatores Efeito (%) Erro Padrao
Média 25.41* 0,29*
Cp 5,89* 0,68*
Cg 16,45* 0,68*
pH 26,94* 0,68*
CpxCg -10,71* 0,68*

Cp xpH 2,27 0,68

Cg x pH 9,74* 0,68*
Cp xCg x pH -7,50* 0,68*

*. valores estatisticamente significativos
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Figura 8: FEfeitos das variaveis independentes e suas interagcfes na resposta

porcentagem de elongacéo.

Quantitativamente, o aumento da concentracio de proteina de 5,50% (nivel —1)
para 7,50% (nivel +1), promoveu um aumento na porcentagem de elongagéo na ordem de
5,89%; e um aumento na concentragéo de plastificante de 2,50% para 4,50% aumenta em
16,45% a elongacao; e variando-se o pH de 5,90 para 7,90, aumenta a porcentagem de
elongacdo em 26,94%. Desta forma, o maior efeito encontrado foi variando o valor do pH
de 4cido para basico na porcentagem de elongagéo dos filmes protéicos.

4.1.4.5 - Determinacio do modelo empirico para elongacao

Utilizando-se o programa computacional Statistica version 5.0, foi feita a analise de
regressio, onde os modelos linear e quadratico foram ajustados por minimos quadrados
nos resultados obtidos pelo planejamento fatorial. Através da analise da variancia para o
ajuste dos modelos linear e quadratico, foi possivel avaliar a validagéo do melhor modelo
representando a elongagao dos filmes protéicos de soro de leite (Tabela 16).
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Tabela 16: Analise da variancia (ANOVA) para o ajuste dos modelos linear e quadratico
para a resposta porcentagem de elongacgao.

Soma Quadratica Meédia Graus de
Fonte de . ] Teste F R?
o (SQ) Quadratica (MQ) | Liberdade
Variagao

L Q L Q L Q L Q L Q

Regressdo |2603,86 4967,20 | 371,98 551,91 7 9 9,03 4,87 |0,9547 0,8624
Residuo (12360 792,67 (41,20 113,24 3 £ = - - -

Faltade (12178 790,85 |121,78 158,17 1 5 -

Ajuste
Erro Puro | 1,83 1,83 0,92 0,91 2 2 - = 22 =
Total 2727,46 5759,87 |- - 10 16 - - - -

L = modelo linear

Q = modelo quadratico
Fu,$;7;3(M0de|O Linear) = 8,89

Feac / Fiab = 9,03 (Modelo Linear)
Fo_g;g_]r (Modeio Quadlétioo) = 3,68
Feaic / Fiab = 1,32 (Modelo Quadratico)

Os valores da correlagdo R? para cada modelo foram 0,9547 para o modelo linear
e 0,8624 para o modelo quadratico, portanto o0 modelo linear foi o que melhor representou
a porcentagem de elongacao dos filmes. Para conferir a significancia estatistica do
modelo linear foi feito o teste F. Comparando-se o F calculado da relagdo entre a soma
quadratica da regressao com a do residuo, sendo igual a 9,03 e o F tabelado igual a 8,89,
a um nivel de confianga de 95%, concluiu-se ser um modelo estatisticamente significativo
e nao preditivo, uma vez que o F calculado é 1,32 vezes maior que o F tabelado, nas
condigdes de processo estipuladas. E a significancia pode ser confimada pelo F da
soma quadratica da falta de ajuste em relagdo ao erro puro (66,55), maior que o F
tabelado (18,51), a 95% de confianca.

4.1.4.6 - Estudo das superficies de resposta elongacédo

A anélise das superficies de resposta e curvas de nivel permitiu determinar uma
melhor formulagdo para a porcentagem de elongacdo, nas condigées e intervalos de
processo frabalhados. A Figura 9 apresenta as superficies de resposta e curvas de nivel

obtidas através do modelo linear.
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Nas Figuras 9a e 9b pode-se observar o efeito provocado pela concentragao de
proteina e concentragdo de plastificante. A elongacdo é aita em toda a faixa de
concentracao de proteina estudada, sendo maior entre 5,50% e 6,50%; e aumentando a
concentracdo de plastificante, promoveu-se maior elongagéo. A maior capacidade de
estender (maior elongagdo) foi atingida quando se trabalhou com concentragdo de
proteina entre 5,50 e 7,50% e altas concentragdes de plastificante. O tamanho, numero
de carbonos na cadeia e o numero de grupos hidroxila funcionais nas moléculas de
plastificante influenciaram as propriedades mecanicas, favorecendo a ligagao com
moléculas de agua, que atuam como plastificante na matriz filmogénica, aumentando a
porcentagem de elongacdo e diminuindo a tensdo na ruptura.

A adicdo de alta concentracdo de plastificante na formulagéo filmogénica provoca
mudancas significativas nas propriedades mecanicas do filme, aumentando a capacidade
de estender e flexibilidade (Galietta et al., 1998). O mesmo foi obtido por McHugh &
Krochta (1994a) para filmes a base de concentrado protéico de soro de leite; por Santosa
& Padua (1999) para filmes de zeina do milho e por Arvanitoyannis & Biliaderis (1998) em
filmes combinados de caseinato de sédio e amido.

O efeito da concentragdo de proteina e pH na elongacdo pode ser analisado
através das Figuras 9c e 9d. Quanto maior o valor de pH (basico) e para a concentragao
de proteina na faixa entre 5,50 e 7,50%, maior foi a elongacao dos filmes protéicos a base
de soro de leite. A diminuicdo do pH promoveu uma insolubilidade parcial das proteinas,
provocando um desenvolvimento estrutural limitado, tornando os filmes mais frageis.
Gennadios et al. (1993c) determinaram uma maior elongagdo em filmes de isolado
protéico de soja em pH bem acima do pl (ponto isoelétrico). Handa et al. (1999b)
observaram que a porcentagem de elongagdo aumentou proporcionalmente com o valor
de pH em filmes de proteinas da clara de ovo.

A alcalinidade favoreceu a exposicdo de grupos SH, sendo que uma maior
quantidade de grupos SH na superficie resultou em um aumento das ligagdes covalentes
S-S nos filmes, caracterizando-se pela formacao de filmes mais estaveis e com maior
capacidade de estender. O mesmo foi discutido por Fairley et al. (1996), onde grupos SH
livres associaram-se positivamente na capacidade de estender de filmes a base de

isolado protéico de soro de leite, e por Okamoto (1978) para filmes de gluten de trigo.
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Figura 9: Superficies de resposta e curvas de nivel para a porcentagem de elongacgéo.
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O impedimento da troca sulfidril/dissulfidica provocou mudancas na conformacgéo
protéica que conduz o aumento nas pontes de hidrogénio, isto poderia contrabalancear a
perda de resisténcia e o aumento da capacidade de estender que poderia ser esperada
pela repressdo das ligagdes dissulfidicas (Fairley et al., 1996). Da mesma maneira, para
altas concentracdes de proteina, uma maior quantidade de grupos SH sao adicionados,
promovendo mais ligagbes covalentes S-S, formando filmes mais estaveis, com maior

capacidade de estender.

As Figuras 9e e 9f confirmaram as conclusdes acima: quanto maior a
concentragao de plastificante e maior o valor do pH (basico), maior foi a porcentagem de
elongacio apresentada pelo filme protéico de soro de leite.

Uma melhor formulagéo para a porcentagem de elongacéo, dentro das condigdes
e intervalos de processo trabalhados, consistiu em uma concentragéo de proteina na faixa
de 550% e 7,50% (tendendo a ser maior), na maior concentracdo de plastificante
(4,50%), na regido de mais alto pH (7,90).

4.1.5 - Conclusdes parciais

O planejamento fatorial permitiu determinar a melhor formulacdo de filmes
protéicos a base de soro de leite, com 0s parametros pré-estipulados de processo,
verificando através das caracteristicas mecanicas e de barreira favoraveis e avaliando a
importancia (efeito) das variaveis, concentragéo de proteina, concentragao de plastificante

e pH.

A menor solubilidade protéica do filme foi obtida para maior Cp (7,50%), ao
contrario da permeabilidade ao vapor d'agua que foi menor para concentragdes de
proteina de 5,50%. Quanto as propriedades mecanicas, a tensdo na ruptura foi maior
entre 5,50- 8,18% e a maior porcentagem de elongacdo encontrada foi na faixa entre
5.50-7,50% de proteina. E interessante trabalhar com caracteristicas boas de barreira e

mecanicas, sendo que uma concentragéo intermediaria de proteina seria mais adequada
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(6,00-6,50%), pois nao acarreta uma alta solubilidade, uma alta permeabilidade ao vapor
d’agua e com boas propriedades mecanicas.

A adicdo de glicerol favoreceu as propriedades mecénicas, mas diminuiu as
propriedades de barreira de filmes protéicos. A menor quantidade de plastificante
adicionada (2,50%) resultou em um menor valor de solubilidade protéica e permeabilidade
ao vapor d’'agua. E quanto a tensdo na ruptura, apresentou-se maior para 1,82% de
plastificante, mas, reduziu a eficacia quanto a capacidade de estender (elongagéo) do
filme, sendo esta maior para concentragdo de plastificante igual a 4,50%. Portanto, para
manter a integridade mecéanica, satisfazendo as condi¢des de barreira dos filmes, a faixa
de concentracdo de plastificante ideal para trabalhar foi 3,00-3,50%.

O pH basico (7,90) promoveu as melhores caracteristicas mecanicas e de barreira,
apenas ressaltando a tensao na ruptura que encontrou uma melhor regido na faixa entre
5,90 e 7,90. O uso de filmes como embalagens em alimentos deve considerar que o
desenvolvimento microbiano é favorecido em pH basico.

A partir da analise estatistica do planejamento experimental, verificou-se que
somente a solubilidade protéica apresentou um modelo significativo e preditivo, sendo que
a permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura, porcentagem de elongagao
apresentaram modelos estatisticamente significativos. O concentrado protéico de soro de
leite & constituido por diferentes tipos de proteinas, que sdo as responsaveis pela
formagdo da matriz filmogénica através de ligagées entre suas cadeias protéicas por
pontes de hidrogénio, interacdes idnicas e hidrofébicas e ligacdes dissulfidicas,
equilibrando forgas atrativas e repulsivas. Assim, é dificil garantir a reprodutibilidade exata
das ligacdes na matriz filmogénica, justificando a ndo obtengdo de modelos preditivos,
mas significativos.

Para aplicar filmes em sistemas alimenticios, € importante desenvolver
caracteristicas mecanicas e de permeabilidade favoraveis, contudo estas analises
combinadas de predizer o comportamento do filme e definir a relagdo entre estrutura e
fungcdo sdo bastante complexas (McHugh & Krochta, 1994d). O planejamento
experimental & considerado uma ferramenta estatistica para determinar efeitos de
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variaveis no desenvolvimento de um produto novo. No caso dos filmes protéicos a base
de soro de leite, esta ferramenta permitiu verificar o efeito das variaveis, concentragao de
proteina, concentragdo de plastificante e pH nas caracteristicas de barreira e mecanica.

Gontard et al. (1992) afirmaram que ao invés de determinar o ponto 6timo para as
superficies de resposta, € melhor escolher combinagdes de formulagdo baseadas na
énfase nas caracteristicas requeridas para o seu uso especifico, técnica de aplicagao ou
outras consideragdes. Por exemplo, se o filme for usado para coberturas superficiais para
manuseio, as propriedades principais para otimizar sdo as propriedades mecanicas e
aparéncia; ou, se o filme for usado como barmeira ao vapor d'agua entre dois
componentes de produtos alimenticios heterogéneos, requer-se um filme com a mais
baixa permeabilidade ao vapor d’agua.

A melhor formulagdo determinada neste caso de filmes protéicos a base de soro
de leite, visando manter boas caracteristicas de barreira e mecanicas, foi: concentragio
de proteina 6,50%; concentragdo de plastificante 3,00% e pH 7,00. Deve-se ressaltar que
todos os resultados para a permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura e
porcentagem de elongacgao corresponderam as condigdes de 75% de umidade relativa e
25°C.

4.2 - Filme Padrao
4.2.1 - Caracterizacao do filme protéico

A partir da melhor formulagdo encontrada para filmes protéicos a base de soro de
leite (6,5% de proteina, 3,0% de plastificante (glicerol) e pH 7,0), concluida a partir do
planejamento experimental, e denominada de filme padréo, os filmes foram abtidos e
caracterizados quanto ao teor de proteina, teor de umidade, solubilidade protéica,
permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura e porcentagem de elongagao, os
resultados e seus_respectivos desvios padriao estdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17: Caracterizagdo dos filmes protéicos a base de soro de leite.

Caracteristicas do filme padrao Valores obtidos’
Teor de proteina 57,10+1,26%
Teor de umidade 16,1610,41%
Solubilidade protéica 0,741540,0165%

Permeabilidade ao vapor d’agua 0,302310,0134 gmm/hm*kPa

Tens&o na ruptura 2,5558+0,1983 MPa
Elongacao 68,0415,23%
Espessura média 0,085110,0055 mm
'~ médiatdesvio padrio

4.2.2 - Isotermas de sorcdo

Através das isotermas de sor¢ao, obtém-se informagdes do teor de umidade de
equilibrio em filmes protéicos em fungdo da umidade relativa (Kim & Ustunol, 2001b). As
isotermas de adsorcao ou curvas de equilibrio dos filmes protéicos a base de soro de leite
foram determinadas através do método estatico e direto, baseado no Projeto COST 90
(Jowitt et al., 1983). As amostras foram acondicionadas em potes contendo diferentes
solugbes salinas saturadas, sem abri-los durante o periodo equivalente ao tempo de
equilibrio. Este foi previamente determinado, nas diferentes condigcdes de umidade
relativa (obtidas atraves de solugdes salinas saturadas) e para cada temperatura
trabalhada (10°, 25° e 35°C). Foi feita triplicata para cada umidade relativa, sendo que o
valor da umidade de equilibrio das amostras (X,s) € 2 média das trés medidas, e o valor
de atividade de agua corresponde ao encontrado na literatura para cada solugdo salina
trabalhada. Na Tabela 18 estdo apresentados os valores de umidade de equilibrio e da
atividade de agua correspondente, para cada temperatura.
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As temperaturas escolhidas neste estudo foram baseadas na aproximacéo das
condigdes reais de armazenamento de embalagens, sob refrigeragao (10°C), temperatura
ambiente (25°C) e temperatura mais elevada, caracteristica do verdo em paises tropicais
(35°C). As amostras acondicionadas em solugdo saturada de sulfato de cobre (CuSO;,,
umidade relativa aproximadamente 95%) em todas as temperaturas, e em solugdo
saturada de BaCl, na temperatura de 10°C, tenderam a deteriorar-se antes de atingirem o
equilibrio.

Tabela 18: Teor de umidade de equilibrio dos filmes protéicos a base de soro de leite sob
diferentes valores de umidade relativa.

Sl T=10°C T=25°C T=35°C
als

aw Xbe (kg/kg) aw Xps (kglkg) aw Xps (kg/kg)
LiCl 0,1284 0,1281 0,1105 0,1278 0,1087 0,1234

MgCl 0,3352 0,1825 0,3300 0,1765 0,3200 0,1753
K2COs 0,4549 0,2078 0,4430 0,2056 0,4317 0,2033
MgNO; 0,5720 0,2624 0,5286 0,2356 0,5157 0,2114

NaBr 0,6215 0,2874 0,5770 0,2588 0,5455 0,2484
NaCl 0,7565 0,4343 0,7528 0,3887 0,7511 0,3829
KCI 0,8638 0,6703 0,8426 0,56551 0,8295 0,5331
BaCl, 0,9153 . 0,9019 0,7271 0,8940 0,7157

*-amostra deteriorada

Os modelos matematicos utilizados para fazer os ajustes nos dados experimentais
de equilibrio dos filmes protéicos, em cada temperatura, foram as equagdes de GAB, BET
e Halsey. O ajuste foi feito com o auxilio de um programa computacional Statistica version
5.0, utilizando um segmento de regressdo nao-linear. A avaliagdo foi baseada no
coeficiente de regressdo (R), porcentagem de confianga (P), calculados pelo programa
ara cada equacgdo e condicdo de temperatura, e também por valores de erro (E), que
correspondem ao médulo de desvio da média relativa, considerando que para valores
menores que 5,0%, o ajuste pode ser considerado excelente (Lomauro et al., 1985). Estes
parametros estdo apresentados na Tabela 19, concluindo que a equagéo de GAB foi 0
melhor modelo para ajustar os dados de filmes protéicos a base de soro de leite, seguida
da equacio de Halsey.
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Tabela 19: Valores dos coeficientes de correlagdo (R?), porcentagem de confianga (P) e
erro (E) obtidos através do ajuste dos modelos matematicos das isotermas de adsorgéo.

T (°C) Modelo R P (%) E (%)

GAB 0,9996 99,926 1,5984

10 BET 0,9815 96,341 11,4489
Halsey 0,9984 99,675 4,8362

GAB 0,9998 99,947 1,1796

25 BET 0,9467 89,612 25,4852
Halsey 0,9989 99,787 2,8295

GAB 0,9989 99,774 3,7759

35 BET 0,9628 92,705 21,4372
Halsey 0,9980 99,599 5,5367

A Figura 10 ilustra os dados experimentais de equilibrio na temperatura de 25°C,
ajustados pelas equacbées de GAB, BET e Halsey, observando o melhor ajuste
representado pela equagdo de GAB, seguida pela equacéo de Halsey.

1,0
0,8 - A T=25°C
Equacéo GAB
Equacéo BET ‘
Equagao HALSEY /
0,6 /
S A
=
D
=
><B 0.4 ‘/
A
&
- z
0.2 e
A
§5 S e o) I SRR SRS DL o R Bk (L R St T T

0,0 0,1 02 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0.8 09 1,0

Figura 10: Isotermas de adsor¢éo de filmes protéicos a base de soro de leite, ajustadas
pelas equagdes de GAB, BET e Halsey na temperatura de 25°C.
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A equacio de GAB foi o modelo que também melhor representou as isotermas de
sorcdo de filmes de isolado protéico de soro de leite (Coupland et al., 2000), de gelatina
(Gontard et al., 1993; Lim et al., 1999), de gliten de trigo e zeina de milho (Gennadios &
Weller, 1994); de metil- e etilcelulose (Cruz et al., 2001), e filmes emulsionados a base de
proteinas do soro de leite (Kim & Ustunol, 2001b).

Os valores dos parametros da equacdo de GAB (Xn, C e K) para cada condigao de
temperatura, calculados pelo programa estatistico através do ajuste da equacao, estao
apresentados na Tabela 20.

Tabela 20: Parametros (Xm, C e K) da equagdo de GAB calculados pelo ajuste das

isotermas de adsorgcdo em diferentes condi¢cdes de temperatura.

T (°C) Xm G K
10 0,1215 105,2189 0,9486
25 0,1212 191,0668 0,9245
35 0,1179 217,9000 0,9348

A umidade na monocamada (X.) decresceu com o aumento da temperatura, ao
contrario da constante de Guggenheim (Cg) e o fator de corregdo K que nao
apresentaram proporcionalidade com a temperatura. Cruz et al. (2001) obtiveram
comportamento semelhante do valor de monocamada em filmes de etilcelulose. As
moléculas de agua na monocamada correspondem a primeira camada adsorvida ao redor
da proteina e estdo ligadas através de pontes de hidrogénio e interagdes dipolo-dipolo
(Schnepf, 1989), geralmente est&o relacionadas a valores de atividade de agua entre 0,0
e 0,3.

As isotermas de adsorcdo dos filmes protéicos nas temperaturas de 10°, 25° e
35°C, ajustadas pela equagdo de GAB, podem ser analisadas na Figura 11. As curvas de
equilibrio apresentaram um comportamento tipico de polimeros sensiveis ao vapor
d’agua, onde se observa uma maior quantidade de umidade adsorvida pelo filme para
valores de a, acima de 0,70, ou seja, ocorre um maior ganho de umidade nos filmes em
condigdes de ay > 0,70, e em baixos valores de umidade relativa, somente uma pequena
quantidade de agua foi adsorvida pelo filme. Esta caracteristica esta diretamente
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relacionada com a permeabilidade ao vapor d’agua, onde o intumescimento do filme
promove uma mudanga na microestrutura da matriz protéica que permite um aumento na
adsor¢ao de umidade e no fluxo de permeante.

0,8
0,7 4
¥ T=10C
0,6 - ® T=25°C
m T=35C

X, (kg/kg)

Figura 11: Isotermas de adsor¢do de filmes protéicos a base de soro de leite, em
diferentes temperaturas, ajustadas pela equacéo de GAB.

Segundo Kinsella (1984), na regido 0,30<aw<0,90, multicamadas s&o formadas
acima da camada vicinal; abaixo de a,=0,30, a 4gua é adsorvida primeiramente pelos
componentes macromoleculares. Esta tendéncia foi verificada também para filmes de
isolado protéico de soro de leite (Coupland et al., 2000), de gelatina (Gontard et al., 1993),
de proteina de amendoim (Jangchud & Chinnan, 1999), de metilcelulose (Chinnan & Park,
1995), de gluten de trigo (Gontard et al., 1993) e metil- e etilcelulose (Cruz et al., 2001).

As isotermas de adsor¢do apresentam uma forma sigmoidal, do tipo II, segundo a
classificagdo de Brunauer. Este tipo de curva & caracteristica da maioria dos produtos
alimenticios (Fennema, 1985), onde reflete um aumento progressivo da quantidade de
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agua associada a proteina, quando esta foi exposta a alta umidade relativa (Kinsella,
1984). Wiles et al. (2000) obtiveram também isotermas de adsorg¢ao de filmes a base de
quitosana na forma sigmoidal, assim como Hermansson (1977) para concentrado protéico

de soro de leite.

Os componentes hidrofilicos (proteina e glicerol) sdo responsaveis pela afinidade
da agua pelo filme, sendo uma caracteristica importante segundo Morillon et al. (2000),
pois em alta umidade relativa, pode-se provocar a hidratacéo dos filmes. A ligacao da
agua na matriz protéica depende da composi¢do de proteina, estrutura, polaridade
superficial, topografia, porosidade, pH, presenca de sais, forga ibnica e temperatura
(Kinsella, 1984).

Para valores altos de umidade relativa, o ganho de umidade aumentou sob a
forma exponencial podendo estar associado a um intumescimento dos filmes. Este
fenémeno promove uma mudanca na conformacdo da microestrutura do filme, que
aumenta a adsor¢do de agua e abre a matriz polimérica permitindo um aumento no fluxo
de permeante. Este fendmeno aumenta a solubilidade e a permeabilidade ao vapor
d’agua do filme, onde o vapor d’agua atua como plastificante na matriz filmogénica (Wiles
et al., 2000). A hidratagédo de filmes protéicos inicia com os grupos carregados, seguida
dos grupos polares e finalmente pelos residuos polares envolvidos em ligagdes peptidicas
e estruturas secundarias (Poole & Finney, 1983).

A isoterma de adsorcdo a 10°C apresentou maior diferenca em relagdo as
isotermas de 25° e 35°C. As isotermas de 25° e 35° apresentaram pouca diferenca entre
si, acentuando na faixa de a, entre 0,4 e 0,85. Para a mais alta temperatura, menos
umidade foi absorvida para um valor fixo de atividade de agua. A temperatura influencia a
mobilidade das moléculas de agua e o equilibrio dindmico entre a fase vapor e adsorvida
(Kapsalis, 1987). Segundo a equagao de Clausius-Clapeyron, a quantidade de umidade
adsorvida em cada atividade de agua deve decrescer com o aumento da temperatura,
confirmando a tendéncia obtida nas isotermas de adsorgéo dos filmes protéicos a base de
soro de leite.
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As propriedades de barreira ao vapor d'agua e mecanicas de filmes protéicos
estdo diretamente relacionadas com as condigbes de atividade de agua e temperatura
(Gontard et al., 1993). Em altos valores de aw, ocorre um intumescimento na matriz
protéica, favorecendo a difusdo de moléculas de 4gua e entdo reduzindo a eficiéncia da
propriedade de barreira ao vapor d’agua. Assim como, filmes com alto teor de umidade
perdem sua resisténcia a tragao.

4.2.3 - Calor isostérico de sor¢ao

O estudo do efeito da temperatura nas isotermas de sorgdo permitiu a
determinacgdo do calor de sor¢do em diferentes valores de umidade. O excesso de calor
isostérico de sor¢ao (qs) em fungéo da umidade do filme (Xps) foi determinado a partir das
isotermas de adsorgdo dos filmes protéicos ajustadas pela equagdo de GAB em
diferentes temperaturas. Este estudo analisa parametros energéticos da sorgao de agua
no filme, fornecendo dados sobre o estado da agua no produto, ou seja, o calor isosterico
de sorgéo representa a quantidade de energia necessaria para evaporar a agua adsorvida
na fase solida.

O calculo de g & feito através da equacdo de Clausius-Clapeyron (Eq.8), que
relaciona a mudancga de atividade de agua com a temperatura. Foi feita uma regressao
linear dos dados do logaritmo neperiano das atividades de agua versus o inverso da
temperatura, a diferentes umidades, como pode ser observado na Figura 12. O valor do
calor de sorcdo corresponde ao coeficiente angular de cada reta, multiplicada pela
constante universal dos gases (R=0,46188 kJ/kg).

Os resultados obtidos do calor de sorgéo dos filmes protéicos a base de soro de
leite em fungao do teor de umidade estdo apresentados na Tabela 21, indicando uma
redugdo proporcional da energia em fungéo do teor de umidade dos filmes protéicos de
soro de leite. Em altos teores de umidade o gs tende a zero indicando que se aproxima do

calor de vaporizagao da agua.

97



Resultados e Discussbes

-1,75 4 i
- e S .
e &
-2,00 : :
¥
. 2254 | v X =0015 " .
< + X,=0,030
= 1 |+ %=0060 .
X, =0,090 ki
-2,50 G T
e X,=0,130
= X,=0,150 1
1 X, =0,180
X,=0,210
2754 | & X,=0250
X,,=0,300
1 1 [
T I L
0,00300 0,00325 0,00350 0,00375

UT (K

Figura 12: Rela¢do entre a atividade de agua e temperatura absoluta, baseada na

equacao de Clausius-Clapeyron, para filmes protéicos a base de soro de leite.

Tabela 21: Valores calculados do calor de sor¢do dos filmes protéicos a base de soro de

leite, para diferentes teores de umidade.

Xos (kg/kg)

qst (kJ/kg)

0,015
0,030
0,060
0,020
0,110
0,130
0,150
0,180
0,210
0,250
0,300

538,82
273,49
110,55
49,56
11,93
7,67
-0,94
-49,61
-57,26
-62,09
-64,90
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Através da Figura 13 pode-se analisar a relagido entre o excesso de calor de
sorgao com o teor de umidade dos filmes protéicos. Observa-se que o calor de sorgio
diminuiu com o aumento do teor de umidade. Esta proporcionalidade inversa de gg e Xgs €
resultado da sorgdo da agua pela matriz polimérica ocorrendo inicialmente nos sitios
disponiveis, mais ativos, sendo o ponto de maior interagdo de energia. E ao longo do
processo, a disponibilidade de sitios ativos decresce (Iglesias & Chirife, 1976a; Maskan &
Gogus, 1998). Ayranci (1996) obteve uma curva semelhante de calor de sor¢do em
fungdo do teor de umidade para filmes a base de metilcelulose.

600
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Figura 13: Influéncia do teor de umidade no calor de sorgdo dos filmes protéicos a base
de soro de leite.

4.2.4 - Conclusdes parciais

As isotermas de adsorcao dos filmes protéicos a base de soro de leite permitem a
avaliacdo do comportamento em diferentes condigdes de umidade relativa e temperatura,

sendo um fator importante na aplicagdo como embalagem.
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A equacdo de GAB foi 0 modelo que melhor representou os dados de adsorgado
dos filmes protéicos a base de soro de leite, apresentando uma forma sigmoidal, do tipo i,
considerada a forma caracteristica de diversos alimentos. A influéncia da temperatura foi
verificada entre as curvas de adsorgédo dos filmes protéicos a base de soro de leite. Em
temperatura mais alta, a adsorcdo de vapor d’agua pelos filmes € menor, em um valor fixo
de atividade de agua. O calor de sorgdo dos filmes protéicos diminui com o aumento do
teor de umidade.

As amostras submetidas a valores altos de umidade relativa (solugédo saturada de

CuSO0, e BaCl,) deterioraram antes de atingir o equilibrio, sendo entdo descartadas na
anélise dos dados e indicando a instabilidade dos filmes protéicos nestas condigées.
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CAPITULO 5

5- Filmes Multicomponentes — Filmes Emulsionados

A eficiéncia de barreira @ umidade é requerida em filmes quando se deseja
retardar a desidratacdo de produtos alimenticios frescos, como frutas, vegetais e cames,
ou para evitar a hidratagdo de produtos com baixo teor de umidade. Os filmes protéicos
de soro de leite apresentaram propriedade de barreira @ umidade moderada, devido a
caracteristica hidrofilica de seus companentes, a proteina e o plastificante (glicerol). Nesta
etapa, a adicao de um composto hidrofébico (acido estearico) foi estudada, com o objetivo
de verificar a redu¢do da permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes, mas com o cuidado
de nao perder propriedades mecanicas importantes, pois filmes lipidicos tendem a ser
quebradigos e com baixa flexibilidade.

A partir da formulagdo padrdao (6,50% proteina e 3,00% glicerol) foram adicionados
diferentes concenfragbes de acido estedrico. Através de ensaios preliminares, a
concentragao limite de acido graxo foi definida, onde a formacgao de filmes com adi¢éo de
0,0 a 5,0% de acido estearico foi avaliada, verificando que filmes com concentragdes
iguais e superiores a 1,25% eram dificeis de retirar das placas e impossiveis de manusea-
los, padronizando como 1,00% a concentragao limite superior para a adicdo de 4cido
estearico. Os filmes emulsionados a base de soro de leite foram obtidos em pH acido (5,0
e 6,0), pH neutro (7,0) e pH basico (9,0), na faixa de concentragdao de acido estearico
correspondente a 0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00%. As principais caracteristicas visuais e
tateis observadas nos filmes, uma vez formados, em fungéo do pH foram:
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pH 5,0 e 6,0: fimes contendo acido estearico apresentaram uma solugao
muito viscosa, ocorrendo a incorporagio de ar ao ajustar o pH da solugdo. Com
dificuldade, as solugdes foram dispersas em suportes planos, formando filmes
ndo homogéneos, de dificil manuseio, com presenca de particulas insoltveis e
bolhas de ar. Estes valores de pH foram descartados, uma vez que a fragilidade
e o dificl manuseio, presenca de falhas (poros, fissuras) ndo permitiram a
medida das propriedades dos filmes.

pH 7,0: a flexibilidade dos filmes contendo acido graxo diminuiu quando
comparados com o filme referéncia (0,00% acido estearico), com coloragdo
levemente amarela e baixa opacidade, e auséncia de bolhas de ar. Filmes
contendo 0,75 e 1,00% de acido estearico apresentaram particulas brancas
insoliveis (aumentando proporcionalmente com o aumento da concentragao de
acido estearico).

pH 9,0: os fiimes apresentaram flexibilidade alta (manuseio), opacidade
baixa, ndo homogéneos, auséncia de bolhas de ar e apresentavam particulas
brancas insoltveis, aumentando proporcionaimente com a concentragac de
acido estearico adicionada.

Nao foi possivel obter filmes protéicos de soro de leite em pH acido, onde em pH

préximo ao ponto isoelétrico a carga das proteinas aproxima-se de zero, tomando as

forcas de repulsdo eletrostaticas fracas, aumentando as interagbes atrativas entre as

proteinas, precipitando-as e entdo aumentando a viscosidade da solucao.

O efeito do pH reflete a diminuigdo da capacidade de emulsificagdo e de formar

filme, devido a mudangas conformacionais nas proteinas do soro de leite (Shimizu et al.,
1985). Pérez-Gago & Krochta (1999) obtiveram filmes a base de isolado protéico de soro

de leite e cera de abelha, em pH 4,0-5,0, quebradigos e com defeitos, caracterizados por

uma maior permeabilidade ao vapor d’agua em relacdo ao pH neutro e basico. E

atribuiram o aumento da viscosidade da solugao filmogénica em pH acido, a uma maior

agregacio das proteinas, impedindo a interacdo proteina-proteina na matriz filmogénica

que reduz a mobilidade e a interligagao das particulas lipidicas com a cadeia protéica.

102



Resultados e Discuss6es

A opacidade é consequéncia da presenga dos lipidios na formulagdo dos filmes. A
mesma caracteristica foi observada por Yang & Paulson {2000a) em filmes de gelana com
adicao de acido palmitico e estearico ou cera de abelha; por Gallo et al. (2000) em filmes
de metilcelulose com alcanos; por Debeaufort & Voilley (1995) em filmes de metilcelulose
com adigdo de trigliceridios ou alcanos; por Gontard et al. (1995), em filmes emulsificados
de glaten de trigo.

A quantidade de particulas brancas insollveis presentes nos filmes protéicos foi
proporcional & concentragdo de acido estearico e, pode estar associada a separagao de
fases (lipidio e proteina) durante o processo de secagem. Este efeito foi observado nas
concentragdes de 0,75 e 1,00% de &cido estearico, podendo considerar os filmes
contendo 0,25 e 0,50% como emulsdes estaveis.

A partir das observagdes feitas para cada pH, concluiu-se que as condigbes de pH
7.0 e 9,0 permitiram a caracterizagéo (teor de proteina, teor de umidade, solubilidade
protéica) e avaliagdo (permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura e elongagéo)
dos filmes emulsionados, variando a concentragéo de acido estearico adicionado (faixa de
0,0-1,0%). O teor de proteina e umidade em fungdo da concentragdo de acido estearico
adicionado na formulag3o filmogénica, estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22: Teor de proteina e de umidade em filmes emulsionados em pH 7,0 e 9,0.

Acido pH7,0 pH 9,0
estearico (%) Proteina’ (%) X (%) Proteina’ (%) X (%)
0,00 57,93 18,06 55,73 18,38
0,25 55,68 18,55 52,45 18,53
0,50 54,08 18,57 50,57 18,26
0,75 53,71 17,69 50,23 18,01
1,00 50,97 18,33 49,24 18,51

1 - teor de proteina em 0,1g de filme

Os filmes emulsionados de proteina de soro de leite obtidos empH 7,0 e 9,0 foram
avaliados quanto a solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensao na
ruptura e porcentagem de elongagao dos filmes emulsionados, descritos nos proximos

itens.
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quantidade de lipidio adicionada deve ser ideal para reduzir a permeabilidade ao vapor
d’agua e manter um bom manuseio dos filmes. Os valores de permeabilidade ao vapor
d’agua dos filmes protéicos a base de soro de leite em fungdo da concentragdo de acido
estearico, nos pH 7,0 e 9,0 podem ser analisados na Tabela 24 e Figura 15. As
espessuras dos filmes foram mantidas em 0,099+0,010mm.

Tabela 24: Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes protéicos emulsionados a base de
proteinas do soro de leite em pH 7,0 e 9,0.

Permeabilidade ao vapor d’agua

Acido o
Cp (%) Cg (%) . (gmm/hm*kPa)
estearico (%)
pH7,0 pH 9,0
0,00 0,3084 +0,0062°* 0,3018 +0,0146°
0,25 0,2701 +0,0021® 0,2696 + 0,0001°
6.5 3,0 0,50 0,2680 + 0,0006° 0,2561 + 0,0045%
0,75 0,2590 + 0,0006° 0,2490 + 0,0064°
1,00 0,2506 + 00,0010 0,2328 + 0,0009°

a b, c, d, e — diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas atraves do meétodo
de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrao

O aumento da hidrofobicidade, representada pela concentracdo de 4&cido
estearico, provocou a redugdo na permeabilidade ao vapor d’agua, com valores menores
para filmes obtidos em pH basico (9,0) do que em pH neutro. Em pH 7,0, a
permeabilidade ao vapor d'agua reduziu em 12,68%, quando se aumentou a
concentracao de 4cido estedrico de 0,00% para 1,00%, e nas concentracdes de 0,50 e
0,75% de acido estearico, os valores de permeabilidade n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significativa. A presenca de acido estedrico reduziu a mobilidade
protéica, que formou um filme viscoeldstico na interface lipidio-agua, diminuindo a
difusividade da &gua através da proteina interfacial, promovendo um menor valor de
permeabilidade ao vapor d’agua (McHugh & Krochta, 1994c).

Em pH 9,0, houve uma maior reducdo na permeabilidade quando comparado com
os filmes obtidos em pH 7,0, ou seja, o aumento da concentracao de acido estearico de
0,0 para 1,00%, provocou uma diminuicdo em 17,04% da condicdo inicial, formando uma
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matriz flmogénica menos hidrofilica em pH alcalino. Em pH maior que 8,0, a reatividade
dos grupos SH aumenta rapidamente, favorecendo a reacdo de troca dissulfidica, e
consequentemente grupos hidrofébicos sdo expostos, podendo provocar agregacao (Kella
et al., 1989). Segundo Kinsella (1984), a formacdo de uma rede polimérica é influenciada
principalmente por dois fatores, o pH e a presenca de grupos tiol.

0,31}

0,30

—4— pH7,0
+ pH8,0

0,29 t

0,28

0,27

. = o )

Permeabilidade ao vapor
d'agua (gmm/hm %kPa)

025 R
0,24

023 |

0,22 .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Concentragdo de acido estearico (%)

Figura 15: Permeabilidade ao vapor d’agua de filmes emulsionados a base de proteina

do soro de leite com acido estearico.

A adicdo de 0,25% de acido estearico foi suficiente para provocar diferenca
significativa na permeabilidade ao vapor d’agua dos fiimes proteicos de soro de leite em
pH neutro e basico. Mas, em pH basico a redugdo foi mais acentuada, indicando a
formacdo de uma matriz mais homogénea, com maior nimero de ligagbes entre as
cadeias de proteinas, englobando mais moléculas de acido graxo, diminuindo a afinidade
dos filmes com moléculas de agua, explicando a menor solubilidade protéica e

permeabilidade ao vapor d'agua.

Estes resultados confirmam as conclusdes obtidas por Pérez-Gago & Krochta
(1999) para filmes emulsionados a base de isolado protéico de soro de leite com cera de
abelha; por Shellhammer & Krochta (1997) em filmes a base de proteinas de soro de leite
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com adigdo de diferentes concentragdes de lipidios; por Sapru & Labuza (1994) em filmes
compostos por metilcelulose e acido estearico; por Avena-Bustillos & Krochta (1993) em
filmes de caseinato de sodio com monogliceridios acetilado, cera de abelha ou acido
estearico; por Ayranci & Tune (2001) em filmes de metilcelulose com acido estearico,

acido palmitico e acido laurico.

A transferéncia de vapor d’agua através de filmes emulsionados esta diretamente
relacionada com o tamanho da cadeia e grau de saturagéo dos acidos graxos (Kamper &
Fennema, 1984). Segundo McHugh & Krochta (1994e) e Shellhammer & Krochta (1997),
a reducdo da permeabilidade ao vapor d'agua em filmes compostos por concentrado
protéico de soro de leite e cera de abelha estava diretamente relacionada com o tamanho
da particula lipidica, onde o decréscimo no tamanho promoveu uma melhor interagdo da

proteina com a cera.

5.3 - Tensdo na Ruptura e Porcentagem de Elongacao

As propriedades mecanicas dos filmes dependem da capacidade de obter uma
matriz resistente e da formacdo de ligagdes moleculares entre as cadeias protéicas e
lipidicas. A tens&o na ruptura é a maxima forga de tracéo que o filme pode sustentar antes
de romper, e esta relacionada com a ordem de grandeza da energia nas ligacdes
intermoleculares presentes na matriz fimogénica (Robertson, 1993). A aplicagdo dos
filmes como embalagem requer caracteristicas mecanicas como a capacidade de
estender e tensdo mecanica para resistir as forgas externas e manter sua integridade
(Yang & Paulson, 2000b). A Tabela 25 apresenta os dados de tensdo na ruptura dos
filmes emulsionados em pH 7,0 e 9,0.

A adicdo de lipidio enfraqueceu os filmes protéicos, ou seja, quanto maior a
concentracdo de acido graxo, menor a tenséo na ruptura encontrada, isto confirma que a
fase protéica apresenta maior tensdo na ruptura que a fase lipidica, e o aumento da
concentracdo da fase lipidica provocou a redugéo da tenséo na ruptura da fase protéica.
Em pH 7,0, os filmes emulsionados reduziram a tensdo na ruptura em 16,89% da
condicdo inicial, quando se aumentou de 0,0 para 1,0% de acido estearico; e a partir da
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Figura 16, observou-se uma maior tenséo na ruptura dos filmes nesta condi¢do, quando

comparado com os obtidos em pH 9,0, ou seja, filmes protéicos de soro de leite mais

resistentes foram obtidos em pH neutro. O mesmo foi observado em filmes proteicos a

base de soro de leite emulsionados com diferentes lipidios, como cera de abelha e

carnatiba (Shellhammer & Krochta, 1997; Banerjee & Chen, 1995), em filmes de clara de
ovo (Handa et al., 1999b).

Tabela 25: Tens&o na ruptura de filmes emulsionados a base de proteinas do soro de
leite em pH 7,0 e 9,0.

Acido Tensio na ruptura (MPa)'
Cp (%) Cg (%) )
estearico (%) pH7,0 pH 9,0
0,00 24867 +0,0702® 2,0100 +0,0917°
0,25 23033 +0,0252° 1,9733 +0,0551
6,50 3,00 0,50 2,2500 + 0,0100°  1,8200 + 0,0200%
0,75 23267 +0,0404°  1,7933 + 0,0764°
1,00 2.0667 +0,0513°  1,7867 +0,0252°

TTTEE _Giferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Tukey
pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrdo
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Figura 16: Tensdo na ruptura de filmes emulsionados compostos por proteina do soro de

leite e acido estearico em pH 7,0 e 9,0.
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A diminuicio da tensdo na ruptura com o aumento da concentracdo de acido
estearico foi associada por Yang & Paulson (2000a), aos grupos carboxil presentes nas
moléculas de 4cido estearico, que competem com as moléculas de proteina, reduzindo as
interacdes entre os polimeros e consequentemente enfraquecendo a tensdo mecanica do

filme.

A homogeneizacgdo do lipidio na solugéo protéica € uma etapa muito importante,
pois o diametro da particula lipidica e sua distribuicdo homogénea na matriz polimérica
estdo diretamente relacionados com a tensdo na ruptura e a porcentagem de elongagao,
onde quanto menor o didmetro e mais homogénea a distribuicdo, formam-se filmes com
uma matriz mais continua, regular e estavel (Debeaufort & Voilley, 1995).

A elongacao corresponde @ maxima variagdo no comprimento da amostra antes da
quebra ou ruptura, mede a capacidade de esticar. Os resultados da porcentagem de
elongacao dos filmes emulsionados em pH 7,0 e 9,0 estdo apresentados na Tabela 26 em
funcdo da concentracdo de acido estearico adicionada. A porcentagem de elongacéo
decresceu com o aumento da concentracéo de acido estearico, indicando uma perda na
propriedade elastica dos filmes. Filmes a base de lipidio caracterizam-se por baixas
propriedades mecénicas, assim quanto mais acido graxo foi adicionado na solugao
filmogénica, maior foi a perda na capacidade de estender do fiime.

Tabela 26: Porcentagem de elongagdo de filmes emulsionados a base de proteinas do
soro de leite em pH 7,0 € 9,0.

] Elongacao (%)’
Cp (%) Cg (%) Acido
estearico (%) PH 1,9 PR

0,00 67,46 + 1,98° 65,15 + 1,42°
0,25 48,20 + 0,46* 55,88 + 1,41°

6,50 3,00 0,50 44 80 +0,28° 50,48 + 0,75°
0,75 25,90 + 1,39 31,35 £ 0,24°
1,00 11,19 +0,07° 29,28 + 0,06

a b, c d e f, g— diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas atraves do
método de Tukey pelo programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrdo
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Em pH 7,0, a redugéo na elongagao foi mais acentuada, onde a diferenga de 0,0 a
1,0% de lipidio adicionado provocou perda na ordem de 56,27% correspondendo a uma
reducdo em 83,41% da condigdo inicial e em pH 9,0, na ordem de 35,87%,
correspondendo & redugdo de 55,06% da condigdo inicial. Este fendmeno pode ser
explicado pela formagdo de uma matriz filmogénica com menor continuidade, pela
presenca de glébulos lipidicos.

O pH neutro das solugdes emulsionadas de proteina de soro de leite favoreceu a
formagao de uma matriz filmogénica mais resistente e menos elastica quando comparada
aos filmes obtidos em pH alcalino (Figura 17), podendo concluir que uma matriz mais
rigida (maior tragéo) foi obtida, mas com menor flexibilidade, facilitando o rompimento do
fime ao aplicar uma tensdo. Valores de tensdo menores permitiram uma maior
capacidade de os filmes esticarem antes de romper. A escolha da melhor formulagéo esta
diretamente relacionada com as condigdes e tipo de aplicagao dos filmes protéicos.

75
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Figura 17: Porcentagem de elongacéo de filmes emulsionados a base de proteinas do
soro de leite em pH 7,0 e 9,0.
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Nos filmes contendo 0,75 e 1,00% de acido estedrico, a baixa porcentagem de
elongacdo encontrada foi influenciada pela presenca de particulas brancas insoltveis
(lipidios), atuando como pontos mais fracos (falhas) e faceis de romper, indicando a
formacdo de uma matriz com menor homogeneidade. Esta tendéncia também foi
verificada por Yang & Paulson (2000a) em filmes a base de gelana com &cido estearico e
palmitico ou cera de abelha, e por Debeaufort & Voilley (1995) em filmes de metilcelulose
com trigliceridios e alcanos. Handa et al. (1999a) afirmaram que a elasticidade dos filmes

protéicos emulsionados diminuiu com a baixa integridade estrutural da matriz.

E importante a formacéao de filmes emulsionados homogéneos para garantir suas
propriedades mecanicas, onde qualquer falha (presenga de particulas insoluveis) pode
ser considerada como o ponto fragil de quebra. O efeito negativo dos lipidios nas
propriedades mecanicas dos filmes pode ser resultado da substituicdo parcial dos
polimeros pelos lipidios na matriz filmogénica, onde interacdes lipidio-lipidio (moléculas
nao polares) e lipidio-proteina (moléculas polares) apresentam menor energia que a
ligacdo proteina-proteina.

5.4 - Conclusodes Parciais

A adicdo de acido estearico na formulagao de filmes protéicos de soro de leite
provocou uma reducgéo na solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensao
na ruptura e porcentagem de elongagdo. Ou seja, melhorou as propriedades de barreira,
mas reduziu as mecanicas, tornando os filmes mais faceis de quebrar e menos elasticos.
Estas tendéncias acentuavam com o aumento da concentragao de lipidio.

Nao foi possivel caracterizar os filmes emulsionados de proteinas de soro de leite
em pH 4cido, devido ao aumento da viscosidade da solugédo filmogénica, promovendo a
incorporacdo de bolhas e a formagé&o de filmes com poros, fissuras e manuseio dificil. Ou
seja, valores baixos de pH, proximo ao ponto isoelétrico, aumentaram a forca de atracao
entre as cadeias de proteinas, formando agregados (precipitados), aumentando a

viscosidade da solugéao.
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Em pH basico (pH 9,0), os filmes emuisionados apresentaram uma menor
solubilidade protéica e permeabilidade ao vapor d'agua em relagdo aos filmes em pH
neutro (pH 7,0), e quanto as propriedades mecanicas, a tensdo na ruptura foi menor e a
porcentagem de elongacéo maior. Assim, concluiu-se que uma melhor formagéo da matriz
filmogénica ocorreu em pH alcalino, associado a maior reatividade do grupo SH,
promovendo a formacgao de ligagdes covalentes dissulfidicas entre as cadeias protéicas.
Em pH 7,0, os filmes emulsionados obtidos apresentaram resultados estatisticamente
significativos, e deve-se ressaltar que dependendo da aplicagdo dos filmes é mais
interessante trabalhar com uma formulagdo em pH neutro do que em basico, no que diz

respeito a menor propensio de desenvolvimento microbiano.

A influéncia de algumas etapas no processo de obtengdo da emulséo filmogénica,
como a homogeneizagdo e a deaeracdo foi observada em ensaios preliminares. A
homogeneizacao esta relacionada com o tamanho da particula lipidica na solugédo, onde o
tempo e a velocidade de homogeneizagdo influenciaram na obtengdo de uma matriz
filmogénica mais homogénea e estavel, estando relacionada a menores particulas
lipidicas, e conseqlientemente, com propriedades de barreira mais eficiente. A deaeragéo
promove a retirada de bolhas de ar formando filmes homogéneos, ndo apresentando
pequenos poros, defeitos que facilitam o transporte de vapor d’agua (aumento da
permeabilidade ao vapor d’agua) e a quebra ao aplicar uma forga.
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CAPITULO 6

6 - Difusdo em Filmes Protéicos a Base de Soro de Leite

A determinagdo do coeficiente de difusdo em filmes protéico de soro de leite
consistiu em quantificar a adsorgdo de umidade através dos filmes, acondicionados em
ambiente com umidade relativa (75%) e temperatura (25°C) controladas, atraves de
medidas da massa de umidade adsorvida pelo filme em fungéo do tempo, e os resultados
foram comparados com a previsdo da equac3o diferencial para difuséo (22 Lei de Fick).

As variaveis estudadas para a determinagéo do coeficiente de difusdo de filmes
protéicos de soro de leite foram: a posigdo em que foram acondicionados, ou seja, vertical
(todas as faces do filme estdo em contato com o ar ambiente) e horizontal com a face do
filme voltada para cima e para baixo (o filme esta apoiado em um suporte plano e apenas
uma face do filme est4 em contato com o ar ambiente); e a caracteristica hidrofilica dos
filmes protéicos, através da adigdo de um composto hidrofébico (4cido estearico) na
solugdo filmogénica. Filmes padréo, obtidos por desnaturacéo térmica, foram comparados
com filmes emulsionados com a incorporagao de 1,0% de acido estearico.

A interpretagio do fendmeno de transporte em filmes protéicos pode ser descrita
através do coeficiente de difusdo, onde parametros estruturais da matriz influenciam o
mecanismo de transporte, tais como peso molecular, ligagdes presentes na matriz
filmogénica, volume livre, cristalinidade, polaridade, orientagéo, presenca de aditivos, ou
seja, basicamente depende do material (Peppas & Brannon-Peppas, 1994; Miller &
Krochta, 1997).
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O estudo das propriedades de transporte permite descrever o comportamento
quando aplicados como embalagens, avaliando o transporte de umidade, aroma e gases
(Miller et al., 1998). Segundo Redl et al. (1996), a qualidade do produto depende do
processo difusivo de umidade, gases e outros solutos. O coeficiente de difusdo depende
da estrutura da matriz (peso molecular, grau de reagdo cruzada e ramificacdo do
polimero, e coeficiente de expansao térmica do polimero e do solvente) e da solubilidade
em agua (Labuza & Hyman, 1998; Peppas, 1994).

Filmes protéicos geralmente sao caracterizados por uma baixa barreira ao vapor
d’agua, e sdo considerados permeaveis ou semipermeaveis a difusdo de umidade, devido
a natureza hidrofilica das proteinas e plastificante. Desta forma, a permeabilidade ao
vapor d’agua dos filmes depende da estrutura da matriz polimérica, do tipo de solvente,
concentragao e tipo de plastificante, adigdo de compostos hidrofébicos (lipidios), presenga
de volume vazio, de poros e falhas na matriz protéica.

6.1 - Difusdao em Filmes Padrao

O experimento de determinacao do coeficiente de difusdo em filmes padrdo foi
realizado em trés posicdes distintas: vertical, horizontal com a face do filme voltada para
cima e horizontal com a face do filme voltada para baixo, visando verificar a influéncia da
forca da gravidade no processo de adsorg@o de umidade dos filmes protéicos a base de
soro de leite. As dimensdes dos filmes protéicos foram padronizadas em 13,5 x 3,5cm, e a
formulagédo filmogénica consistiu em 6,5% de proteina, 3,0% de plastificante (glicerol) e
pH 7,0, denominada como filme padrao.

6.1.1 - Adsorgdo na posicao vertical

Os filmes protéicos de soro de leite foram acondicionados na posigdo vertical,
admitindo-se que todas as faces do filme estavam em contato com as condigbes do ar
ambiente, ou seja, foi aplicada uma condigdo simétrica nas amostras. Primeiramente, o
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filme adsorveu umidade por todas as faces, e entdo foi estabelecido um gradiente de
concentracdo de umidade através da amostra.

A espessura média dos fimes protéicos foi de L=(0,297+0,001) mm,
correspondente a seis vezes o volume aplicado para a obtencdo dos filmes protéicos
utilizados nas etapas anteriores. A opg¢ao de trabalhar com uma espessura maior foi para
evitar a oscilagcdo dos resultados de massa ganha, observada quando se trabalhou com
espessuras finas, evidenciando as diferengas das condigdes de acondicionamento e de
pesagem, e consequentemente favoreceu o processo de dessorgdo. Estas variagoes
interferem diretamente no ajuste matematico para a obtenc¢ao do coeficiente de difuséo.

O calculo do coeficiente de difusdo de vapor d’agua foi desenvolvido através da
comparagdo entre os dados experimentais de umidade adsorvida (massa ganha) em
funcdo do tempo de acondicionamento, e a solugdo da equacdo diferencial de difusao,
segundo a Lei de Fick. Os filmes protéicos foram considerados como placas planas
infinitas, ao comparar a espessura média com as dimensdes da superficie (13,5 x 3,5cm).
Para resolver a equacac diferencial parcial de difusdo, € necessario definir a condicao
inicial do filme e as condi¢cdes de contomo (valores da concentragdo de umidade nas
superficies do filme durante o experimento). O teor de umidade inicial dos filmes, neste
experimento correspondeu a 14,49%.

O fluxo de umidade é unidimensional (x), na dire¢ao perpendicular a superficie do
filme, onde x mede a penetragdo da umidade no filme. A origem de x & no centro das
duas superficies do filme, sendo entdo as coordenadas limites x=+ L / 2. A equacdo
parcial diferencial linear para um processo de difusdo de umidade unidimensional através
do filme, segundo a Lei de Fick, & dada por (Crank, 1975):

—=D — (Eq. 24)

considerando que, D é o coeficiente de difusdo (m?/s); C=C(x,t) &€ a concentragdo massica
de umidade (kg/m°); t &€ o tempo de acondicionamento (s).
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A condicao inicial e as condigées de contorno sdo:

C (x0)=Co (Eq. 25)
C [x=2Lr2 t)=Cs (Eq. 26)

Resolvendo a Eq.(24), através do método das séries de Fourier (CRANK, 1975),
temos:

c (x-t)=co+{cs—co)[ - T Acosk,x expeDKﬁt)} (Eq. 27)

n=012,...

A quantidade total de umidade adsorvida na placa plana apés um intervalo de
tempo t é dada por:

M-S o) e Mo + s Mo [ -8 5 TR Kn Y (Eq.28)
= X, X= + = - —_—— qg.
+Lr2 S 7% ndtz.  (2n+1?

onde, Mo € a massa inicial do filme, Ms € a massa no estado estacionario e S é a area
superficial do filme exposto.

Para o calculo do coeficiente de difusdo, considera-se a massa normalizada de
umidade adsorvida:
(M(t)-Mp)
ult) = —— (Eq.29)
) (Ms -Mg)
onde, M(t) - Mo é a quantidade total de vapor d’agua difundida no filme no tempo t
Ms— Mo € a quantidade de vapor d’agua apés um tempo infinito.
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Assim a série infinita que aparece na Eq.(28) fica, para a posigdo vertical:

exp(D K2 t)

8
He(t)= 1‘;{@%@:‘6@—” (Eq.30)

Os resultados de massa adsorvida em fungdo do tempo de acondicionamento para
as placas na posi¢éo vertical estdo apresentados na Tabela 27, onde my (t) € a média de
triplicata, e calculada pela diferenga entre a massa do filme no tempo t e a massa inicial
(M(H)-Mo); pv (t) € a massa normalizada média, calculada pela relagdo dada pela Eq.(29);

e o, , 0 desvio padrao.

Tabela 27: Massa ganha nos filmes protéicos a base de soro de leite (padrdo)
acondicionados na posi¢ao vertical a 25°C e 75% de umidade relativa.

Tempo (h)  mv (D) (9) v (D) =
0 0,0000 0,0000 —

4 0,1374 0,4790 0,0440

8 0,1855 0,6468 0,0091

12 0,2015 0,7026 0,0032

16 0,2086 0,7273 0,0305

28 0,2601 0,9069 0,0074

36 0,2703 0,9425 0,0022

56 0,2732 0,9526 0,0163

80 0,2868 1,0000 0,0245

O ajuste dos dados experimentais foi feito utilizando a Eq.(30) com o auxilio do
programa computacional Minuit (James & Ross, 1989), considerando 100 termos da série
infinita, obtendo o valor do coeficiente de difusdo do filme na posi¢ao vertical:

Dv=(9,3+0,1) x 10 ¥ m?s™
A concentragdo de umidade uniforme no estado estacionario, que é uma condicédo

de contorno, é dada por:
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Bs—Co= (ﬁ%i—“-@ (Eq.31)
I

onde, Co corresponde a concentragdo de umidade inicial no filme no tempo t=0; Cs é a
concentracdo de umidade na superficie do filme durante o experimento; Ms &€ a massa de
agua adsorvida no estado estacionario; Mo € a massa de agua adsorvida no tempo t=0;
S é a area do filme; L é a espessura média.

Sendo a massa de 4gua adsorvida no estado estacionario, determinada
experimentalmente, (Ms — Mo)= 2,87 x 10™ kg; e a 4rea da superficie dos filmes protéicos,
$=(13,5x 3,5) x 10 m?, tem-se o valor da concentracdo de umidade:

Cs-Co =(205+016)x10% kg-m™

Na Figura 18, os dados experimentais de p{t) em funcdo do tempo foram

comparados com os valores preditos pelo modelo, indicando um bom ajuste.
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Figura 18: Massa normalizada de vapor d’agua adsorvida pelos filmes protéicos de soro
de leite acondicionados a 25°C e 75% de umidade relativa, na posicéo vertical, em fungéo

do tempo.
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O coeficiente de difusdo é influenciado pela estrutura do sistema e a interagao da
agua com as macromoléculas (McCarthy et al., 1994). A determinagdo do mesmo tornou-
se importante em filmes protéicos de soro de leite com o objetivo de definir o
comportamento em ambientes que apresentam gradientes de concentracdo de umidade.
A hidrofilicidade da matriz polimérica caracteriza uma alta solubilidade, e facilita a
adsorcao de solvente. As proteinas do soro de leite contém grupos hidrofilicos e polares
em suas estruturas, que interagem facilmente com moléculas de agua, provocando o
intumescimento e permitindo um maior fluxo de agua na matriz polimérica (Ozdemir &
Floros, 2001). A adi¢do do glicerol, um plastificante hidrofilico, também favorece a
adsorgéo de agua nos filmes protéicos. Gallo et al. (1999) concluiram que a afinidade do
composto volatil com o filme € um fator importante na transferéncia de massa, sendo que
relaciona a interagao fisico-quimica do composto com o polimero.

6.1.2 - Adsorcdo na posi¢ao horizontal

Duas configuragdes foram estudadas na posi¢do horizontal, a face do filme voltada
para cima e para baixo, no estado estacionario. Deve-se ressaltar que durante o
experimento, os filmes protéicos estavam apoiados e completamente aderidos ao suporte
plano (acrilico), para evitar bolhas de ar na interface filme-placa.

O processo de difusdo € expresso pela Lei de Fick, onde o fluxo do soluto é
orientado pelo sentido oposto ao gradiente de concentragdo. Neste caso, também foi
considerada a transferéncia de umidade pela for¢a da gravidade com o fluxo proporcional
a concentragdo de umidade no interior do filme. Sendo x a variavel correspondente a
direcado do fluxo, a expressdo unidimensional do fluxo na posigédo horizontal com a face do
filme voltada para cima, sendo que o processo de difusdo e a forga da gravidade tém o
mesmo sentido (vertical para baixo), fica:

Jxt) = —D%C{x,t) +agC(x.t) (Eq. 32)

onde C(x, t) € a concentracdo de umidade, D o coeficiente de difusdo, g é a aceleragao da

gravidade e a o parametro referente ao fluxo de umidade devido a forca da gravidade.
120



Resultados e Discusstes

A equacéo de continuidade para a transferéncia de umidade é:
oJ
—+—=0 . 33
b (Eg. 33)

Substituindo a Eq. (32) na (33), obtém-se:

oc . o%C aC
N ; bl s Eq. 34
x o2 %9 & (Eq. 34)

No estado estacionario, considera-se que é C /0 t=0, e sendo B=(a g) /D, tem-se

que:

oC _
-0 (Eq. 35)

e, a solugao toma-se independente do tempo,

d (dC ~
_&;[_&- B cjﬁo (Eq. 36)

onde, C = C (x).

A solucdo geral para a Eq.(36) pode ser escrita:
C(x)=A+BeP* (Eq. 37)
onde, A e B sdo constantes.

A espessura é representada por L, e os limites da variavel x correspondem a x=0,
na superficie do filme e x=L, na base do filme (suporte plano). As dimensdes da superficie
horizontal (13,5 x 3,5cm) sd0 muito maiores que a espessura do filme, podendo-se
considera-lo como placa plana infinita. Assim, o fluxo de umidade é unidirecional e
vertical.
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As condi¢des de contorno so:
C(x=0)=Cg (Eq. 38)

Jx=L)=0 (Eq. 39)

onde, Cs é a concentragcao de umidade na superficie e considerando que nao existe fluxo
na base do filme.

Esta condicado pode ser escrita da seguinte forma,

[ic -B CJ =0 (Eq. 40)
dx x=L

Substituindo a Eq.(38) e (39) na (40), obtém-se:
C(x)=Cg e?* (Eq. 41)

E a quantidade total de umidade adsorvida corresponde a integral da concentracdo
de umidade na area superficial (S) do filme exposto:

M,=S [C(x) dx= Sgs {gP—1] (Eq. 42)
0

A segunda configuragdo corresponde ao sistema na posi¢ao horizontal com a face
do filme voltada para baixo, considerando que o sentido do processo de difus3do (vertical
para cima) € contrario a forca da gravidade. O método matematico é similar ao efetuado
com a primeira configuracdo, descrito acima, com a diferenga na acelera¢édo da gravidade
(-g). O sistema estando no estado estacionario, obtém-se no final:

C(x)=Cg eP* (Eq. 43)
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A quantidade total de umidade adsorvida fica:
y $C
M, =S [C(x) dxz—Bim—e—ﬁ'—) (Eq. 44)
0

A razéo entre essas duas massas, com a face do filme voltada para cima (M,)

para baixo (M.), fixa o valor de 3:

A My
B—LIH(MJ (Eq. 45)

Se o coeficiente de difusdo foi determinado nas mesmas condigées de umidade
relativa e temperatura, o parametro a , referente a influéncia da forga da gravidade no
processo de difusdo, &€ dado por:

o=p % (Eq. 46)

Os dados experimentais de massa de umidade adsorvida pelos filmes protéicos de
soro de leite acondicionados nas posigbes horizontais estdo apresentados na Tabela 28.
A variavel mqma corresponde a diferenga de massa do sistema com a face do filme voltada
para cima entre a massa no tempo t e a inicial (M(t)-Mo); Mpaie, € @ Massa absorvida para
o filme com a face voltada para baixo, sendo estes valores a média de triplicata.

O estado estacionario foi atingido apés 200 horas de acondicionamento para
ambas as configuragbes. A massa de equilibrio encontrada para a face voltada para cima
foi M;4=0,3910g, e para baixo, M,=0,3925g. Substituindo estes valores na Eq. (45), obtém-
se que B=0, e consequentemente o=0, ou seja, ndo existe fluxo de umidade produzido
pela forga da gravidade, sendo este devido somente a difuséo.

No caso de filmes protéicos de soro de leite, a forca da gravidade n&o contribuiu
no processo de transmissdo de vapor d’agua, ao contrario das amostras de chocolate,
observado por Antunes & Avellar (2001), associado a uma alta hidrofobicidade.
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Tabela 28: Massa ganha dos filmes protéicos de soro de leite em fung¢éo do tempo de

acondicionamento nas posiges horizontal com a face do filme voltada para cima e para

baixo.

Tempo (h) Meima (9)" Meaixo (@)’
0 0,0000 0,0000
4 0,1163+0,0032 0,1149+40,0084
8 0,1811+0,0071 0,1850+0,0123
12 0,2189+0,0112 0,2292+0,0094
16 0,2458+0,0139 0,2568+0,0085
28 0,3125+0,0163 0,3300+0,0110
36 0,3391+0,0172 0,3518+0,0093
56 0,3673+0,0143 0,3770+0,0072
80 0,3735+0,0197 0,3820+0,0095
104 0,3788+0,0200 0,3868+0,0098
152 0,3870+0,0224 0,3916+0,0104
200 0,3910+0,0224 0,3925+0,0106
244 0,3905+0,0221 0,391540,0123
" - médiatdesvio padrio

A equacao diferencial para a difusdo em filmes protéicos a base de soro de leite,

na auséncia da forga da gravidade, fica:

2
L LK

ot a2

As condigdes de contorno e inicial sdo definidas como:

C(x=0, 1)=Cg

oC
—(x=L, t)=0.
= X )

C(x, t=0)=Cqp.
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Resolvendo a equacéo utilizando o método de séries de Fourier (Crank, 1975), a
solucéo encontrada é:

Clxt) = Cs -%(cS ~Co) if—sen (K, X) exp(-Dk2 ) (Eq. 51)

n=0"n

onde a variavel k, € definida como:

K, = 2_1;.(2" +1) (Eq. 52)

A quantidade de umidade adsorvida pelo fime em fungdo do tempo na superficie
(S) do filme exposto & dada por:

t
m (t)=S j'J(O, t')dt' (Eq. 53)
0

Sendo o fluxo de vapor d’agua através da superficie do filme:
J(x=0,t)=—0%(x=0, ) (Eq. 54)
E, a partir das equagdes Eq.(51), (53) e (54), obtém-se:

m (t)=§(cs 8s)Y, %(vexpwk%t». (Eq. 55)

n=0 Rp

Sendo a massa relativa (normalizada),

M) -Mo _ m(t)
MS —MO mg

B )= (Eq.56)

e quando o sistema atinge o estado estacionario, a quantidade total de vapor d’agua
adsorvido pelo filme é dado por:
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m @=2cs-co)%, kiz (Eq. 57)

n=0 Rp

tem-se, para a posi¢ao horizontal, o valor da massa normalizada média:

fj (2n +1) 2 exp(-Dk2 t)
I (Eq. 58)

) =0 -
S (@n+1)72
n=0

S

A massa média adsorvida (my), correspondente a média dos resultados obtidos
com os filmes acondicionados com a face voltada para cima e para baixo, a massa
normalizada média (u4) € os desvios padrdo (c,) calculados na posicdo horizontal em

fungdo do tempo de acondicionamento, podem ser analisados na Tabela 29.

Tabela 29: Massa normalizada média dos filmes protéicos a base de soro de leite (fiilme
padrdo) em fungdo do tempo de acondicionamento nas posigdes horizontal com a face do
filme voltada para cima e para baixo.

Tempo (h) my (g) pu(t) Op

0 0,0000 0,0000 —
4 0,1156 0,2930 0,0033
8 0,1831 0,4667 0,0055
12 0,2241 0,5710 0,0170
16 0,2513 0,6403 0,0235
28 0,3213 0,8189 0,0294
36 0,3455 0,8803 0,0205
56 0,3722 0,9483 0,0250
80 0,3778 0,9732 0,0127
104 0,3828 0,9855 0,0118
152 0,3893 0,9967 0,0056
200 0,3918 1,0000 0,0370
244 0,3910 0,9975 0,0008
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A partir da equagao adimensional relativa de agua adsorvida (Eq. 58), os dados do
intervalo de 0 a 244 horas de acondicionamento foram ajustados utilizando o programa
computacional Minuit (James & Ross, 1989), considerando 100 termos da série infinita,
obtendo o coeficiente de difusdo dos filmes protéicos a base de soro de leite na posi¢ao
horizontal:

Dy=(5,1+0,1) x 10" m?s™

A concentragdo de agua adsorvida na superficie externa dos filmes, dada pela
Eq.(31), e, sendo, Ms—Mo=0,3910g e S=(13,5x3,5)x10*m?, tem-se que,

Cs-Co =(279+0,10)x10% kg-m™

A Figura 19 apresenta a massa normalizada média da &agua adsorvida
experimentalmente e ajustada pelo modelo, dos filmes protéicos a base de soro de leite,
indicando um bom ajuste. O teor de umidade dos filmes ap6s o acondicionamento foi de
26,48%.

[
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Tempo (h)
Figura 19: Massa normalizada de vapor d’agua adsorvido pelos fiimes a base de
proteinas do soro de leite acondicionados a 75% de umidade relativa e 25°C na posigédo

horizontal.
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Segundo Brandao et al. (2001), a precisdo dos parametros do modelo estimado é
altamente dependente do planejamento experimental.

O coeficiente de difusdo na posigdo vertical para filmes padrio (Dy=9,30 x 10™
m?s™") foi maior que em filmes acondicionados na posicdo horizontal (Dy =5,10 x 107
m?s™). Esta diferenca foi atribuida ao efeito da adsorgdo de umidade pelo filme protéico
de soro de leite, uma vez que se caracterizam pela natureza hidrofilica, indicando que o
fenomeno da adsorcdao de agua esta interferindo no valor do coeficiente de difuséo,
havendo a necessidade de adicionar um termo ndo homogénea no modelo matematico
correspondente a adsorcao (Ag). Isto foi concluido a partir de um novo estudo com filmes
de diferentes espessuras, observando que quanto maior a quantidade de material
hidrofilico, maior o coeficiente A4 referente a adsorgdo de umidade. Em filmes na posi¢céo
vertical, onde o D foi maior, se concluiu que o efeito da adsorgdo interferiu menos no
processo de difusdo, uma vez que o vapor d’agua permeava através de duas superficies
enquanto na hornizontal através de somente uma superficie, indicando que a espessura
efetiva dos filmes acondicionados na vertical correspondia & metade da espessura dos
filmes acondicionados na posigao horizontal, baseado no fluxo de umidade.

O processo difusivo consistiu em duas etapas, a solubilizacdo, seguida da
migracdo do permeante. No caso de filmes protéicos, sua caracteristica hidrofilica, tende
primeiramente adsorver as moléculas de dgua, reduzindo o fluxo de umidade. Na posigéo
vertical, como duas faces estdo em contato com o ambiente, o fluxo de umidade ocorreu
em dois sentidos opostos (perpendicular a superficie filmogénica), enquanto que na
horizontal o fluxo ocorre somente em um sentido, ou seja a curva de concentragdo na
posicdo vertical corresponde a duas vezes a curva na horizontal, indicando que a
espessura efetiva da vertical € a metade da horizontal, em termos de fluxo de umidade.

O intumescimento das macromoléculas da matriz filmogénica ocorre devido a
sor¢cdao de moléculas de dgua durante a transferéncia, ou seja, é resultado das forgas
atrativas entre o filme e a agua, alterando a estrutura da matriz € aumentando a
permeabilidade ao vapor d’agua (Banker et al. (1966), citado por Cuq et al., 1996 e por
McHugh et al., 1993).
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A titulo de comparag¢do Antunes & Antunes (2000) determinaram o coeficiente de
difusdo em chocolates (D=1,78 x 10" m?.s™), acondicionados a 75% de umidade relativa
aplicando um ajuste linear nos dados experimentais de Biquet & Labuza (1988), indicando
que a maior concentracdo de lipidios nos chocolates, reduziu a transferéncia de umidade
através do produto.

Outro fator que deve ser ressaltado & que os sistemas dos filmes posicionados na
vertical e na horizontal eram diferentes, uma vez que na horizontal o sistema continha
também um anteparo de acrilico, podendo ter ocorrido menor interferéncia das condigdes
ambientais durante as pesagens, ao contrario dos filmes acondicionados na posigdo
vertical, apresentavam duas faces expostas.

6.2 - Difusao em Filmes Emulsionados

Filmes proteicos apresentam a caracteristica hidrofilica, caracterizando uma baixa
propriedade de barreira a umidade, sendo que a adigdo de compostos hidrofébicos, como
acidos graxos, reduz esta caracteristica. O processo difusivo em filmes emulsionados de
soro de leite foi estudado, para verificar a influéncia da hidrofilicidade dos filmes protéicos
a base de soro de leite no processo de difusdo de vapor d’agua. O experimento foi
realizado nas trés posicdes distintas (vertical, horizontal com a face do filme voltada para
cima e para baixo), avaliando-se a massa de umidade adsorvida em funcdo do tempo de
acondicionamento a 25°C e 75% de umidade relativa. Deve-se ressaltar que as amostras
acondicionadas na posicdo horizontal estavam apoiadas em um suporte acrilico,
completamente aderidas a superficie, garantindo a auséncia de bolhas de ar na interface
filme-placa. A determinacdo da massa adsorvida de umidade pelos filmes foi feita até as
amostras atingirem o estado estacionario.

O procedimento de preparo dos filmes foi o mesmo, com a adigdo de 1,0% de
acido estearico, seguida de uma homogeneizagdao mais rigorosa, em agitador mecanico.
A obtencao dos filmes utilizados nas posi¢des vertical e horizontal foi padronizada, ou
seja, o preparo e a secagem foram os mesmos, para evitar variagdes nos filmes por erros
experimentais. A espessura dos filmes foi determinada em 9 amostras escolhidas
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aleatoriamente, podendo considera-la como a média para todos os filmes,
(0,393+0,009)mm. A umidade inicial dos filmes encontrada foi 13,74%.

A escolha da adigdo de acido estearico, na concentragdo de 1,00%, ou seja o
limite maximo encontrado na etapa de obtengéo de filmes protéicos emulsionados, foi de
garantir uma diferenca mensuréavel da adsorgdo em relagdo ao filme padréo, apesar de
nesta formulacgdo os filmes nao apresentarem as melhores caracteristicas finais. Deve-se

ressaltar que este estudo visava avaliar a influéncia da hidrofilicidade dos filmes.

6.2.1 - Adsorgdo na posicao vertical

O tratamento matematico seguiu o0 mesmo procedimento descrito no item 6.1.1
para filmes padrdo, e os resultados de massa de umidade adsorvida (Memv)
correspondente & média de 5 amostras de filme, da massa normalizada média (pemv), € 0
desvio padrio (c,) em funcao do tempo para os filmes emulsionados acondicionados na
posicéo vertical a 75% de umidade relativa e 25°C, podem ser analisados na Tabela 30.

Tabela 30: Massa média de agua adsorvida, massa normalizada média e desvio padréo
de filmes protéicos emulsionados de soro de leite, acondicionados na posigao vertical.

Tempo (h) Memv (@) pemv (t) Oy

0 0,0000 0,0000 —
4 0,1367 0,3520 0,0244
8 0,2042 0,5262 0,0120
12 0,2323 0,5974 0,0164
15 0,2490 0,6377 0,0193
26 0,3027 0,7751 0,0152
34 0,3205 0,8260 0,0135
50 0,3603 0,9282 0,0096
58 0,3644 0,9336 0,0018
74 0,3699 0,9407 0,0033
123 0,3899 0,9999 0,0236
171 0,3903 1,0000 0,0010
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Os filmes emulsionados atingiram o equilibio em um tempo maior de
acondicionamento (t=123h), quando comparados com filmes sem a adicdo de acido
estearico (filme padrao), apresentando uma maior resisténcia a adsorgéo de vapor d'agua
pela matriz proteina-lipidio. Os dados da massa normalizada média foram ajustados com
a Eq.(30), utiizando o programa computacional Minuit (James & Ross, 1989),
considerando 100 termos da série infinita, obtendo o coeficiente de difuséo

Demv= (2,5 +0,1) x 10 m? . s

E a concentracdo de umidade adsorvida encontrada, no estado estacionario,
segundo a Eq. (31), considerando que Ms- Mo=0,3899g foi de:

(Cs-Co)emv= (2,10 £ 0,13) x 10°kg . m™
A Figura 20 mostra os dados experimentais da massa média normalizada e os

preditos pelo modelo, em fungdo do tempo de acondicionamento, indicando um bom
ajuste da equacao.
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Figura 20: Massa normalizada média em fungdo do tempo de acondicionamento dos
filmes protéicos emulsionados a base de soro de leite, acondicionados na posigao vertical.
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A comparacao entre os valores do coeficiente de difusdo do filme emulsionado e
filme padrao (Dv=9,3 x 10° m? . s™), acondicionados na posigdo vertical mostrou que
houve um decréscimo no processo difusivo através do filme com a presenga de um
composto hidrofébico (acido estearico) na matriz, provocando uma diminuicdo na
transferéncia de massa (vapor d’agua), pela redugéo da afinidade da matriz filmogénica
pela agua e modificagdo na estrutura filmogénica aumentando a tortuosidade, ou seja, o
caminho percorrido pela molécula de agua e redugédo do numero de poros.

No estudo realizado por Ouattara et al. (2000), a incorporagdo de acido lurico em
fimes de quitosana, em concentragdo até 0,75% ndo provocou efeito no processo de
difusdo de acido acético através dos filmes, mas com 1,00%, o coeficiente de difuséo
diminuiu significativamente quando comparados com filmes somente a base de quitosana,
explicado pela diminuigao da hidratagéo do filme na presenga do composto hidrofébico. E,
com a adigdo de cinamaldeido, a concentragdo encontrada que reduziu o coeficiente de
difusédo foi de 0,5%.

6.2.2 - Adsorgao na posicao horizontal de filmes emulsionados

Os filmes protéicos emulsionados a base de soro de leite, apoiados e
completamente aderidos a um suporte plano (acrilico), foram acondicionados na
temperatura de 25°C e 75% de umidade relativa. O procedimento matematico aplicado foi
o mesmo desenvolvido no item 6.1.2, sendo que os dados experimentais de adsorgdo de
umidade dos filmes na posig¢do horizontal, sob as duas configuragdes, com a face do filme
voltada para baixo e para cima podem ser analisados na Tabela 31, onde Mpaio
corresponde a média de ftriplicata da massa ganha em fungdo do tempo de
acondicionamento das amostras com a face do filme voltada para baixo e calculada pela
diferenca de massa no tempo t e a inicial; mema Commesponde as amostras com a face
voltada para cima.
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Tabela 31: Massa ganha em filmes protéicos emulsionados de soro de leite,

acondicionados na posicao horizontal com a face do filme voltada para baixo e para cima.

Tempo (h) Meima (@)’ Moaixo (9)'
0 0,0000 0,0000
4 0,0974:0,0038 0,1091+0,0107
8 0,1535:0,0029 0,17830,0130
12 0,1967+0,0047 0,2288+0,0144
15 0,2178+0,0037 0,2562+0,0168
26 0,301820,0056 0,3407+0,0194
34 0,3531+0,0067 0,3807+0,0132
50 0,413420,0313 0,4412+0,0133
58 0,443320,0193 0,4561+0,0100
74 0,4617+0,0154 0,4817+0,0067
123 0,497620,0111 0,5184:+0,0049
171 0,48700,0087 0,5355:0,0047
219 0,5157+0,0109 0,525820,0055
267 0,5327+0,0172 0,5319+0,0060
315 0,521310,0094 0,5451+0,0062
- médiatdesvio padréo

O estado estacionario foi atingido apds 267 horas de acondicionamento para
ambas as configuragdes, representadas pela massa constante no sistema com a face
voltada para cima de M;=0,5327g, e para baixo, M.= 0,5319g. Substituindo na Eq.(45),
obtém-se que PB=0, e consequentemente o parametro a € igual a zero, indicando a
auséncia do fluxo de umidade provocado pela forga da gravidade. Este mesmo resultado
foi encontrado no processo difusivo do filme padrdo. A partir da média das massas das
duas posi¢des (Memn), calculou-se a massa normalizada média (pemn) © 0 desvio padrao
(o,) em fungdo do tempo, estando apresentado na Tabela 32.
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Tabela 32: Massa média adsorvida (cima e baixo), massa normalizada média e desvio

padrao dos filmes emulsionados de soro de leite acondicionados na posicéo horizontal.

Tempo (h) Memn (9) Hemt (t) Ou

0 0,0000 0,0000 —
4 0,1033 0,1941 0,0083
8 0,1659 0,3117 0,0175
12 0,2128 0,4085 0,0431
15 0,2370 0,4552 0,0515
26 0,3213 0,6173 0,0523
34 0,3669 0,6893 0,0592
50 0,4273 0,8027 0,0636
58 0,4497 0,8446 0,0444
74 0,4717 0,8861 0,0531
123 0,5080 0,9543 0,0286
171 0,5113 0,9605 0,0654
219 0,5208 0,9784 0,0169
267 0,56332 1,0000 0,0006

O calculo do coeficiente de difusado foi efetuado a partir do ajuste da Eq.(58) nos
dados de pemn(t) em funcdo do tempo, utilizando o programa computacional Minuit (James
& Ross, 1989), considerando 100 termos da somatéria, e o valor obtido foi

Demti = (5,10 £0,10) X 10 m?. s™

A concentracdo de umidade encontrada, no estado estacionario foi calculada
segundo a Eq. (31), considerando que Ms- Mo= 0,5323¢g foi de

(Cs-Co)emn = (2,87 £ 0,08) x 10 kg . m™

A Figura 21 apresenta os valores experimentais e preditos pelo modelo da massa
normalizada média dos filmes emulsionados em fungdo do tempo na posigéo horizontal,
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indicando que o modelo se ajustou bem aos resultados. O teor de umidade final foi
determinado para os filmes protéicos emulsionados foi 26,19%.

10 -
0,8 b : hit B . ‘-__.-"'.-.
06} 2
=
0471 ' -8 Experimental
—— Predito
0.2}
0,0 .
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80

Tempo (h)

Figura 21: Massa normalizada média em fungdo do tempo de acondicionamento dos

filmes protéicos emulsionados a base de soro de leite, acondicionados na posigéo
horizontal.

Como discutido no item anterior, o coeficiente de difusdo em ambas as posigoes
foi mascarado pela adsorgdo de moléculas de agua pelas cadeias protéicas durante o
processo difusivo, indicando novamente a necessidade de adicionar o termo nao
homogéneo referente a adsorgao de umidade (Aq). Neste caso de filmes emulsionados,
observou-se que a posigao vertical, que apresentava duas superficies em contato com a
condigdo ambiente apresentou menor interferéncia pela falta do termo Ay, indicando um
menor coeficiente de difusdo em relagdo ao do filme padrio.

A homogeneizacdo da solugdo filmogénica contendo lipidio € uma etapa
importante na obtengdo de filmes emulsionados, onde quante menor a particula lipidica
mais estavel & a emulsdo, formando uma matriz filmogénica mais homogénea e estavel.
Os filmes protéicos de soro de leite contendo 1,00% de acido estearico apresentaram
particulas insoltveis lipidicas indicando que a emulsdo formada n&o foi completamente
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estavel, tendo ocorrido a separagao de fases durante o periodo de secagem, formando
um gradiente de concentragdo de lipidio através da espessura, com maior valor na
superficie em contato com o suporte plano, devendo ressaltar que nao houve a formagéao
de filmes bicamadas. Isto explica o valor do coeficiente de difusdo do filme emulsionado
acondicionado na posigao horizontal encontrado ser igual ao valor obtido para a adsorgao
de umidade em filmes padrdo (Dy=5,10 x 10" m? . s™') na mesma posi¢do, associando
que a difusdo ocorreu principalmente na fase protéica dos filmes (parte superior em
contato com o ar ambiente), uma vez que o composto hidrofébico & apolar e ndo se liga a
moléculas de agua. Resultado contréario foi encontrado no plano vertical, onde um menor
coeficiente de difusdo foi encontrado para filmes emulsionados, onde o processo difusivo
foi reduzido com a presenca do acido estearico, mas neste caso, todas as faces do filme,
tanto a fase com maior concentragdo de proteina, como a fase com maior concentracéo
de lipidio, estavam em contato com a mesma condi¢do ambiente.

E importante ressaltar que as espessuras dos filmes emulsionados (€em =
0,393mm) eram maiores que dos filmes padrdo (ep= 0,297mm), apesar do volume de
solugdo filmogénica aplicado nas placas ter sido o0 mesmo, € uma vez que o teor de
proteina era igual, 0 aumento da espessura foi decorrente da presenga do acido esteéarico
na formulacéo.

A orientagdo dos filmes protéicos emulsionados durante a determinacdo da
permeabilidade ao vapor d’agua foi considerada um fator importante, ou seja, a aplicagao
dos filmes emulsionados com a face do filme com maior concentragao lipidica para cima
na célula de medida, em contato com o ambiente de maior umidade relativa, apresentou
valores menores de permeabilidade do que em contato com a condicdo de menor
umidade relativa (voltada para o dessecante), sendo que a natureza hidrofilica das
proteinas contribuiu menos nesta propriedade quando sua face estava voltada para o
ambiente mais seco (McHugh & Krochta, 1994e). Pérez- Gago & Krochta (1999)
observaram a separacdo de fases em filmes de proteinas de soro de leite emulsionados
com cera de abelha e fracdo lipidica do leite, e constataram a diferenca na
permeabilidade ao vapor d’agua em fungdo da orientagac dos filmes na célula de medida.
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A adigdo de cera de abelha e monogliceridios acetilados em filmes de gluten
resultou na reducdo em 20-50% no coeficiente de difusdao de acido sérbico (alta
solubilidade em agua) através dos filmes, atribuindo que a difuséo ocorreu principalmente
na fase proteina-plastificante, sendo os valores encontrados, a titulo de comparagao,
2,5x10"® m%s, para cera de abelha e 2,7x10™"° m?/s, para monogliceridios acetilados. O
lipidio aumenta a tortuosidade, aumentando o caminho difusivo (Red! et al., 1996).
QOuattara et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes com a adi¢ao de acido laurico
em filmes de quitosana, onde o valor do coeficiente de difuséo de acido acético através
dos filmes reduziu substancialmente em relagdo ao filme controle, quando imersos em
solugdo aquosa.

O termo C¢-C, indica a concentragdo massica dos filmes no estado estacionario,
depende do material e das condicdes de acondicionamento, neste caso, 75% de umidade
relativa e 25°C, sendo a massa de umidade na unidade de volume do filme. Os valores
obtidos em filmes padrao e emulsionado na posigdo vertical foram similares, o mesmo
ocorreu na posi¢do horizontal. Indicando que as moléculas de agua ligaram-se as cadeias
protéicas ou moléculas de plastificante (glicerol), uma vez que os teores de proteina e
plastificante em todas as formulagées utilizadas foram mantidos constantes. A titulo de
comparagao, o teor de umidade (em base seca) dos filmes no final do experimento
encontrado nas diferentes condigdes foi em média de 0,3693 kg/kg (base seca), que
corresponde & condicdo de equilibrio encontrada anteriormente na construgdo da
isoterma de sorgéo a 25°C e 75% de umidade relativa.

6.3 — Conclusoes Parciais

Um modelo linear descreveu a difusdo de vapor d’agua através dos filmes
protéicos de soro de leite, acondicionados em diferentes posigcdes, vertical e horizontal
com a face do filme voltada para cima e para baixo. O coeficiente de difusdo abtido a
partir do ajuste do modelo aos resultados de adsorcdo dos filmes protéicos
acondicionados na posigdo vertical foi de Dy = 9,3 x 10 m? . s, e a densidade de 4gua
adsoarvida foi Cs-Co = 2,05 x 102 kg.m™.
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Um modelo para descrever o transporte de vapor d’agua através do filme protéico
de soro de leite foi desenvolvido, considerando a influéncia de duas for¢as no processo de
adsorcdo, a forga da gravidade e a difusdo. A partir dos dados experimentais, pode-se
concluir que a forga da gravidade nao apresentou efeito no processo de adsor¢ao, € 0
calculo do coeficiente de difusdo e da concentragdo de umidade na superficie foi feito a
partir de um modelo linear de difusdo. Os coeficientes de difusdo dos filmes na posi¢&o
horizontal com a face do filme voltada para cima e para baixo ndo apresentaram diferenga
significativa, entdo foram calculados a partir da média das massas de vapor d’agua
adsorvida nas duas posigdes, encontrando Dy =5,10 x 10" m?s™ e Cs-Co = 2,79 x 10°
kg.m?>.

A adicdo de um composto hidrofébico (acido estearico) na formulagcdo de filmes
protéicos de soro de leite reduziu o coeficiente de difusdo dos filmes acondicionados na
posicdo vertical, Demv=2,50 x 10" m%s™"" e (Cs- Co)emv= 2,10 x 10? kg . m™>. Nos filmes
acondicionados na posi¢ao horizontal com a face do filme voltada para cima e para baixo
ndo se constatou diferenca significativa, indicando que a for¢a da gravidade nao provocou
efeito no processo difusivo do vapor d’agua, e os valores encontrados foram Demn =5,10 x
10 m?s™, e (CsCo)emn = 2,87 x 10% kg . m™. Os coeficientes de difusdo dos filmes
padrdo e emulsionados, acondicionados na posicdo horizontal nao apresentaram
diferenca significativa, associada a formagado de um gradiente de concentragdo lipidica,
devido a separacgao de fases durante a secagem e a diferenca de espessura.
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CAPITULO 7

7 - Modificacao Enzimatica nos Filmes de Soro de Leite

A enzima ftransglutaminase promove ligagcbées inter e intramoleculares em
diferentes tipos de proteinas, e a reagao cruzada em proteinas do soro de leite tem sido
estudada como um mecanismo para a obtencdo de filmes comestiveis com melhores
propriedades de barreira e mecéanicas, resultado da formagéao de uma rede mais estavel e
compacta. A transglutaminase promove interacdes entre as cadeias de proteinas do soro
de leite, ligando residuos de glutamina e lisina.

Neste experimento, utilizou-se a transglutaminase microbiana cedida pela
Ajinomoto Interamericana Ltda., contida em um produto, ACTIVA TG-MP, com
composicao total de 1,0% de transglutaminase, 10% de dextrina e 89% de lactose, com
atividade enzimatica de 85-125U/g proteina (média 100U/g proteina), segundo dados
fornecidos pela empresa. E importante ressaltar que outros produtos contendo a enzima e
com composicdo basica diferente foram testados para a obtencao de filmes protéicos de
soro de leite, ndo obtendo éxito nas caracteristicas finais. Uma vez determinado o produto
a ser aplicado na formulagao filmogénica, os efeitos provocados pela concentragdo de
enzima e tempo de reacdo foram analisados através das propriedades finais dos filmes
(solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura e porcentagem
de elongacgao), por eletroforese SDS-PAGE e por exclusao molecular (HPLC).
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7.1 - Efeito da Concentracdo de Enzima

A concentracdo de enzima (Cg) foi adotada como unidade de transglutaminase por
grama de proteina, variando na faixa de 0 a 50U/g proteina (0, 10, 20, 30, 40 e 50U/g
proteina). O tempo de reagao foi mantido em 180 minutos e a temperatura foi controlada
através de banho-maria com agitagcdo em 50°C (temperatura 6tima de agdo da enzima). A
formulagéo basica do filme consistiu na formulagdo do filme padrdo, 6,5% de proteina,
3,0% de plastificante (glicerol) e pH 7,0 (pH 6timo da enzima). Em seguida a reacgéo, a
solugao foi aquecida em banho-maria a 80°C para inativar a enzima.

Os filmes formados em diferentes concentragbes de enzima apresentaram
flexibilidade alta, fragilidade moderada, cor levemente amarelada, transparéncia e
homogeneidade. Em concentragdes acima de 30U/g proteina, apds o acondicionamento a
75% de umidade relativa e 25°C, os filmes tornavam-se opacos, apresentando manchas
brancas, aumentando a intensidade proporcionalmente a quantidade de produto
adicionado, estes filmes eram mais imidos e frageis. As formulagées sem a adigdo de
transglutaminase formaram filmes com flexibilidade baixa e fragilidade alta. A aparéncia e
manuseio dos filmes protéicos sdo fatores importantes na determinagdo da melhor
concentracdo de enzima na formulagdo filmogénica, uma vez que ocorrem alteragdes
fisicas quando submetidos a diferentes condigées de umidade relativa.

7.1.1 - Solubilidade protéica

A solubilidade & uma propriedade importante em filmes protéicos, pois a aplicagio
em alimentos com alto teor de umidade requer resisténcia & 4gua, e em outros casos
requer solubilidade apés o consumo (Stuchell & Krochta, 1995; Pérez-Gago et al., 1999).
A Tabela 33 apresenta os valores do teor de proteina, teor de umidade e solubilidade
protéica dos filmes em funcdo da concentragdo de enzima. A solubilidade protéica dos
filmes modificados enzimaticamente correspondeu a monémeros protéicos, pequenos
peptideos e material ndo protéico, pois os filmes permaneceram intactos apds 48 horas
de incubagdo em tampao aquoso (pH 7,0).
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Tabela 33: Teor de proteina, teor de umidade, solubilidade protéica dos filmes a base de

soro de leite catalisados com diferentes concentragdes de transglutaminase.

Ce Tempo Proteina (%)’ X (%) Solubilidade protéica
(U/g proteina) (min) (%)’
0 61,03 13,17 0,7281+0,0214°
10 57,69 14,22 0,9067+0,01172
20 6n 51,01 18,82 1,4226+0,0132°
30 47,82 20,00 1,4261+0,0145°
40 44,36 16,33 1,5339+0,0103°
50 42,97 18,88 2,3064+0,0194°

a, b, c — diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Tukey pelo
programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA); 1- determinado em 0,1g de filme.
1 - médiatdesvio padréo
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Figura 22: Efeito da concentracéo de transgiutaminase na solubilidade protéica dos filmes

a base de proteina do soro de leite.

O aumento da solubilidade protéica em fun¢éo da concentragédo de enzima (Figura

22) foi associado a presenca de outras substancias no produto que contém a enzima
(ACTIVA TG-MP), a lactose e a dextrina, que podem ter interferido nas ligagdes

intermoleculares das cadeias protéicas.

Quanto maior a concentragdo de

transglutaminase adicionada, maior foi a quantidade de produto incorporado, ou seja
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maior a massa de lactose presente, alterando a formagado da matriz protéica durante a
polimerizagao, indicado por um maior nimero de mondmeros protéicos que nao
participaram da rede. Fairley et al. (1996) concluiram que a solubilidade protéica dos
filmes aumentou com a inibicdo de ligagdes covalentes intermoleculares entre as cadeias
de proteinas. Resultados contrarios foram obtidos por Lorenzen (2000) em filmes a base
de caseinato de sodio e por Yildirim et al. (1996) em filmes a base de isolado protéico de
soro de leite, utilizando a enzima purificada.

Um estudo comparativo foi realizado, adicionando lactose e dextrina na solugéo
filmogénica sem a presenga da transglutaminase, em concentragées proporcionais as
formulagdes trabalhadas contendo a enzima (referente a composigdo do produto),
equivalente as formulacdes com 10U e 50U/g proteina, ou seja, a menor e maior
concentracdo destes compostos presentes nas solugdes filmogénicas. Na Tabela 34
estéo os resultados da solubilidade protéica e o teor de proteina dos filmes formados sem
a adigdo da enzima e na presencga de lactose e dextrina. Estes filmes caracterizaram por
alta fragilidade, dificultando o manuseio durante as determinagdes das propriedades, e na
maior concentra¢do de lactose, depois de acondicionados em 75% de umidade relativa,
alteravam seu aspecto fisico, apresentando uma colorago branca, rugosidade e pouca
flexibilidade.

Tabela 34: Teor de proteina e solubilidade protéica de filmes sem adigdo de
transglutaminase e na presenca de lactose e dextrina.

C - =
oncentracdo de lactose Tempo de Proteina (%)’ Solubilidade
e dextrina equivalente reagao (min) protéica (%)*

~10U TG 180 57,69 0,9041+0,0245
~50U TG 41,50 1,3281+0,0218

1-em 0,1g de filme, 2 - médiatdesvio padrao

A partir dos dados da Tabela 33 e 34, concluiu-se que filmes com e sem 10U de
transglutaminase, na presenga de lactose e dextrina ndo apresentaram diferenga
significativa na solubilidade protéica, mas em filmes com 50U transglutaminase, a
auséncia da enzima reduziu a solubilidade protéica, indicando uma menor quantidade de
mondmeros protéicos que nao participaram da matriz filmogénica, portanto altas
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concentragbes de lactose interferiram na atuagdo da enzima durante a formagdo de
ligagbes cruzadas entre as cadeias protéicas.

O agucar estabiliza a estrutura da proteina & desnaturagdo térmica, reduzindo o
desenrolamento das proteinas do soro de leite, assim a presenca da lactose pode estar
influenciando durante a formagdo da matriz filmogénica, inibindo as ligagdes inter e
intramoleculares entre as cadeias protéicas. Rich & Foegeding (2000) determinaram a
influéncia da lactose na desnaturagdo das proteinas de isolado protéico de soro de leite,
verificando a necessidade de um maior tempo e temperatura na gelatinizagdo. Spiegel
(1999) observou que a proteina B-lactoglobulina apresentou maior estabilidade em sua
forma nativa na presenga de lactose na solugo. A reatividade redutora da lactose é a
menor entre agucares redutores como frutose, glicose, rabinose.

7.1.2 - Permeabilidade ao vapor d’agua
A permeabilidade ao vapor d’agua em fungdo da concentragdo de enzima foi
determinada a 75% de umidade relativa e 25°C, e os resultados podem ser analisados na

Tabela 35 e Figura 23. A espessura média dos filmes encontrada foi de (0,092+0,006)mm.

Tabela 35: Permeabilidade ao vapor d’4gua em fungdo da concentragdo de
transglutaminase adicionada em filmes protéicos a base de soro de leite.

Ce Tempo (min) Permeabilidade ao vapor
(U/g proteina) d’agua (gmm/hm?kPa)’
0 '0,3329+0,0113°
10 0,2718+0,0150°
20 180 0,2729+0,0094°
30 0,2938+0,0134°
40 0,3435+0,0277°
50 0,3554+0,0135°

a, b — diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do
método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary,
N.C., USA).

1 - médiatdesvio padrédo
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O aumento da concentragdo de enzima diminuiu a permeabilidade ao vapor
d’agua, indicando a formagao de uma matriz protéica com maior niamero de ligacoes entre
as cadeias das proteinas, que participaram da rede. O menor valor de permeabilidade
obtido foi para a formulagdo com 10U/g proteina, reduzindo em aproximadamente 18,35%
em relagdo a 0U/ g proteina. A variagao entre os valores de permeabilidade ao vapor
d’agua entre as concentragdes de enzima de 10, 20 e 30U/g proteina nao foi significativa,
entdo a formulagdo contendo 10U/g proteina foi considerada a melhor para a obtencéo de
filmes protéicos de soro de leite, pois utilizou menor quantidade de produto e ndo sofreu
alteracgdes fisicas apés acondicionamento em umidade relativa maior (75%).

Nas concentrages de 40 e 50U/g proteina, a permeabilidade ao vapor d’agua
aumentou, relacionada a uma maior concentragdo de lactose adicionada, que além de
interferir na formagdo de uma rede protéica compacta € homogénea, &€ também um
composto higroscopico, favorecendo a ligagdo com moléculas de agua.

0,36
035t
034 |
0,33
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0,31}
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028 | |
0,260

Permeabilidade ao
vapor d'égua (gmnvhm *kPa)

10 20 30 40 50

Concentragdo de transglutaminase
(Ul g proteina)

Figura 23: Permeabilidade ao vapor d’agua de filmes protéicos a base de soro de leite
catalisados com diferentes concentragdes de transglutaminase.

A permeabilidade ao vapor d’agua de filmes sem a adigdo de transglutaminase, e
contendo lactose e dextrina em proporgdes equivalentes as formulagées com 10U e 50U/
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g proteina de transgiutaminase encontrada foi de (0,3618+0,0146)gmm/hm’*kPa e
(0,3763+0,0041)gmm/hm*kPa, respectivamente, comprovando a atuagdo da enzima na
obtengdo dos filmes, que mesmo na presenca destes compostos, reduziu esta
propriedade.

Li & Chen (1999) estudaram o efeito da transglutaminase em filmes a base de
concentrado e isolado protéico de soro de leite, e obtiveram valores menores de
permeabilidade ao vapor d’agua, mas a redugdo nos filmes de isolado protéico foi muito
pequena. Sabato et al. (2001) aumentaram o nimero de ligagdes covalentes na matriz de
filmes de soja e soro de leite através de irradiagdo, que reduziram o valor da
permeabilidade ao vapor d’agua.

Desta forma, a presenga da enzima transglutaminase favoreceu a formacéo de um
maior nimero de liga¢des inter e intramolecular entre as cadeias das proteinas de soro de
leite, reduzindo o volume livre e a difusividade do permeante através da matriz, e,
consequentemente a permeabilidade ao vapor d’agua dos fiimes. Quanto maior a
concentragdo de lactose, maior a permeabilidade ao vapor d’agua, ou seja, menor a
propriedade de barreira dos filmes, confirmando a interferéncia das moléculas de lactose
na formagdo da rede protéica, criando espacos vazios, estabilizando a proteina, além de
sua caracteristica higroscopica que aumenta a ligagdo com moléculas de &gua,
permitindo um maior fluxo de umidade.

7.1.3 - Tensdo na ruptura e elongacéo

As propriedades mecanicas estdo diretamente relacionadas com a distribuicdo e
concentracdo das interagbes inter e intramoleculares na estrutura filmogénica. Quando
ligagbes covalentes estabilizam a matriz filmogénica ou quando a densidade de energia
de ligagao é alta, os filmes apresentam grande resisténcia a ruptura e maior elasticidade
(CUQ et al., 1998). A avaliagdo dos filmes quanto a tensdo na ruptura e porcentagem de
elongagdo dos filmes protéicos em fungdo da concentragdo de transglutaminase
adicionada pode ser analisada na Tabela 36 e Figura 24. A tens&o na ruptura aumentou
até a concentragao de 20U/g proteina, evidenciando a eficiéncia da enzima em ligar as
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cadeias protéicas através de ligagdes isopeptidicas, formando uma rede mais estavel,
aumentando a forga de tragdo que o filme pode sustentar antes de romper.

Tabela 36: Tensdo na ruptura e porcentagem de elongagao dos filmes protéicos a base
de soro de leite em funcdo da concentracdo de transglutaminase adicionada na solugao.

Ce (Ulg proteina) Tempo (min) Tensao na ruptura Elongacao
(MPa)’ (%)
0 1,9987+0,0646° 32,46+1,96°
10 3,0752+0,3201° 72,02+1,11°
20 180 3,4029+0,1222° 33,58+0,62°
30 2,175310,0270° 20,58+0,26'
40 1,7991+0,0386° 13,42+40,17"
50 0,8119+0,0165° 12,1140,32°

a, b, ¢, d, e, f, g— diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do
método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C.,
USA).

1 - médiatdesvio padrao

Tenséo na ruptura (MPa)

0.5

0 10 20 30 40 50

Concentragao de fransglutaminase
(U/ g proteina)

Figura 24: Tensao na ruptura dos filmes a base de proteina do soro de leite catalisados
com diferentes concentracdes de transglutaminase.
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Em concentragbes acima de 30U/ g proteina, a forca de tensdo diminuiu, explicada
pela maior quantidade de lactose adicionada na solugéo filmogénica (contida no produto),
atuando como espacgos vazios, pontos de falha na matriz flmogénica. Esta caracteristica
foi confirmada pela aparéncia dos fiimes apés acondicionamento a 75% de umidade
relativa, que apresentaram uma coloracdo esbranquigada, fragilidade alta e dificil
manuseio.

Yildirim & Hettiarachchy (1998) obtiveram filmes a base de soro de leite com maior
tens&o na ruptura quando se adicionou transglutaminase, devido a formacgao de ligagdes
peptidicas covalentes na estrutura protéica aumentando a tragao dos filmes. Em géis de
surimi, Sakamoto et al. (1995) encontraram uma concentragao limite de transglutaminase,
e valores superiores provocaram um decréscimo no “jelly strength”, associado a uma
formacdo excessiva de ligagbes G-L, inibindo o desenvolvimento uniforme da rede
protéica.

A acao da transglutaminase promoveu maior elasticidade nos filmes protéicos a
base de soro de leite na concentracdo de 10U/g proteina, com um valor duas vezes maior
em relagdo ao filme sem adicdo da enzima, aumentando a capacidade de deformar a
estrutura molecular (Figura 25). Os filmes contendo concentragbes maiores que 10U/g
proteina tenderam a reduzir a porcentagem de elongag¢ao, indicando a formac¢do de uma
matriz polimérica ndo continua, associada a presenga da lactose. A partir destes
resultados, filmes protéicos de soro de leite contendo 10U/g formaram uma matriz
protéica mais estavel (maior tensdo na ruptura) e elastica (maior porcentagem de
elongacao), considerando esta concentracdo de enzima como a melhor na obtengio de
filmes com boas propriedades mecanicas.

A confirmagdo da atuacdo da enzima, verificando a influéncia da presenca da
lactose nas caracteristicas finais dos filmes, quanto a tenséo na ruptura e porcentagem de
elongacdo, foi determinada através da auséncia de transglutaminase e adigéo de lactose
e dextrina, em concentragdes equivalentes as formulagdes contendo 10U e 50U/g
proteina, como ilustra a Tabela 37.
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Elongagé&o (%)

0 10 20 30 40 50
Concentragao de transglutaminase
(U / g proteina)

Figura 25: Porcentagem de elongacgdo dos filmes a base de proteina do soro de leite

catalisados com diferentes concentragées de transglutaminase

Tabela 37: Tensdo na ruptura e porcentagem de elongagao de filmes protéicos a base de
soro de leite obtidos sem a adigdo de transglutaminase e na presenca de lactose e
dextrina em concentragdes equivalentes.

Concentracao de lactose e Tensao na

Elongagao (%)’
dextrina equivalentes ruptura (MPa)’
~10U TG 1,8360+0,1956 13,85+0,12
~50U TG 1,4392+0,0076 11,92+0,87

1 - médiatdesvio padrdo

Filmes protéicos obtidos na auséncia de enzima caracterizaram por menor tensao
na ruptura e porcentagem de elongagdo, sendo mais frageis e menos elasticos quando '
comparados com filmes obtidos através da agdo da enzima. A transglutaminase |
promoveu ligagdes peptidicas cruzadas entre as proteinas do soro de leite formando uma
matriz mais compacta, estavel e elastica. A presenca da lactose € um fator limitante
dependendo da concentragdo adicionada, onde o excesso pode interferir na rede proteica,
formando filmes frageis, quebradigos e mais permedveis a umidade. Como conclusao, a
adigdo do produto ACTIVA TG-MP é viavel em concentragbes controladas, até 10U/ g

proteina.
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7.2 - Efeito do Tempo de Reagao

A partir dos resultados do efeito da concentracdo de transglutaminase,
determinou-se a formulagdo filmogénica contendo 10U/g proteina como a que melhor
representa a reagdo de catalise na formacao de filmes protéicos a base de soro de leite,
neste estudo. O tempo de reacdo cruzada na obtengao de filmes protéicos foi estudado,
fixando a formulagdo em 6,5% de proteina, 3,0% de plastificante (glicerol), pH 7,0, com a
presenca (10U/g proteina) e a auséncia da enzima transglutaminase. A temperatura da
solugdo foi mantida constante a 50°C (temperatura 6tima da enzima), através de um
banho-maria com agitagdo. Os intervalos do tempo de reagao estipulados foram de 0, 60,
120, 180 e 240 minutos, e a avaliagao foi feita através das caracteristicas finais dos filmes
(solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura e porcentagem
de elongacdo). A caracterizagdo dos filmes protéicos (teor de proteina e umidade) na
presenga (com TG) e na auséncia (sem TG) da enzima transglutaminase esta
apresentada na Tabela 38.

Tabela 38: Teor de proteina, e teor de umidade de filmes protéicos a base de soro de

leite obtidos com e sem adigdo de transglutaminase em funcao do tempo de reacéao.

Tempo Ce com TG sem TG
(min)  (U/g proteina) Proteina (%) X (%) Proteina (%)’ X (%)
0 56,64 14.22 62,26 15,00
60 57.46 12,95 60,91 13,43
120 10 57,46 13,39 60,40 13,87
180 57,69 14,22 61,03 13,17
240 56,65 13,67 60,81 14,06

T-om 0,19 de fime

Filmes protéicos com a adi¢do de transglutaminase apresentaram flexibilidade alta,
homogeneidade, fragilidade moderada apés os 60min de reagdo. A auséncia da enzima
provocou a formacgéo de filmes com baixa flexibilidade, fragilidade alta, principalmente no
tempo 0 min. Em todas as formulacdes, os filmes apresentaram uma cor levemente
amarelada e transparéncia. A espessura média encontrada foi de (0,082+0,002)mm.
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Na formagédo dos filmes sem a transglutaminase pode ter ocorrido por uma
desnaturagio parcial nas proteinas do soro de leite durante as etapas do processo com
tratamento térmico, como a incubagéo (T=50°C) e a inativagdo da enzima (T=80°C por 10
minutos). S&o tratamentos moderados e néo suficientes para a desnaturagdo completa
das proteinas de soro de leite, formando filmes mais frageis e sem flexibilidade. Aguilera
(1995) afirmou que a extensdo da desnaturagdo das proteinas depende do tempo e
temperatura. Segundo DeWit & Klarenbeek (1984), a temperatura de desnaturagao do
CPS est4 entre 62-78%, e a condigdo necessaria para garantir a desnaturacao completa
deve ser 90°C por 30 minutos. Havea et al. (1998) estudaram o efeito do tempo de
desnaturacgio das proteinas do soro de leite a8 75°C, observando que apds 12 minutos de
incubacao, aproximadamente 70% da B-lg e 50% da o-la permaneceram sob a forma
nativa.

7.2.1 - Solubilidade protéica

A solubilidade protéica dos filmes com a preseng¢a (com TG) e a auséncia (sem
TG) da transglutaminase, em fungao do tempo de reagdo estdo apresentados na Tabela
39 e Figura 26, e os resultados foram associados a mondémeros de proteina, pequenos
peptidios, e material ndo protéico, uma vez que os filmes mantiveram-se intactos apés a
incubagao em tampao aquoso.

Tabela 39: Solubilidade protéica dos filmes a base de proteinas do soro de leite, na
presenca (10U/g proteina) e auséncia da transglutaminase.

Tempo de Solubilidade Protéica (%)’
reacdo (min) ComTG Sem TG
0 0,9405+0,0120° 0,7486+0,0400°
60 0,8242+0,0117" 0,7930+0,0296"°
120 0,8852+0,00013% 0,7895+0,0108°
180 0,8818+0,0235%* 0,7509+0,0107°
240 0,9403+0,0120° 0,8146+0,0266"*

a, b, ¢, d, e — diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do
método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrdo
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Figura 26: Solubilidade protéica dos filmes a base de soro de leite, com e sem adigéo de

transglutaminase, em fungéo do tempo de reagao.

A presenga da enzima na solugéo filmogénica aumentou a solubilidade protéica
dos filmes, quando comparada com a da auséncia, sendo que a lactose pode ter sido um
interferente na formac&o da rede protéica, uma vez que aglcares atuam como inibidor na
desnaturagdo da proteina. A solubilidade protéica dos filmes tratados pela
transglutaminase diminuiu apés 60, 120 e 180 minutos de reagao, quando uma menor
quantidade de monémeros protéicos néo participou da formacéo da matriz filmogénica, e
em 240 minutos de incubagao, a solubilidade protéica aproximou-se novamente do tempo
zero. A auséncia de transglutaminase formou filmes que ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa na solubilidade protéica em fungéo do tempo.

7.2.2 - Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes com e sem a transglutaminase, em
funcao do tempo de reagéo, pode ser analisada na Tabela 40 e Figura 27.
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Tabela 40: Permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes protéicos a base de soro de leite,
com (10U/ g proteina) e sem adigéo de transglutaminase em fungdo do tempo de reacéo.

Tempo de reacdo  Permeabilidade ao vapor d’agua (-gmn'n'hmsza)1

(min) Com TG Sem TG
0 0,3117+0,0078%° 0,3125+0,0070%°
60 0,3040+0,0035° 0,3102+0,0046%
120 0,3097+0,0019% 0,3113+0,0100%®
180 0,2705+0,0057° 0,3264+0,0004°
240 0,2510+0,0125° 0,3361+0,0035"

a, b, c — diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de
Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrao

0,36 7

[ZZ4 10 U/g proteina

034} b 0 Ulg proteina b

032t

0,30 |

Permeabilidade ao vapor
d'agua (gmm/hm *kPa)

0,28

026 |

0,24

Tempo de reagdo (min)

Figura 27: Permeabilidade ao vapor d'agua de filmes protéicos a base de soro de leite
com e sem adicdo de transglutaminase em fungao do tempo de reagao.

A permeabilidade ao vapor d'agua manteve-se constante até 120 minutos de
reacao em ambas formulagdes (com e sem transglutaminase). Em 180 minutos, as
tendéncias encontradas foram contrarias: nos filmes tratados com a enzima, a
permeabilidade ao vapor d'agua diminuiu e, sem a enzima, aumentou, observando a
influéncia da enzima na formagdo de um maior nimero de ligacdes inter e
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intramoleculares entre as cadeias protéicas, diminuindo os espagos vazios, reduzindo a
difusividade das moléculas de agua através da matriz filmogénica. O melhor valor desta
propriedade foi no tempo de 240 minutos, equivalente a 19,47% menor que no tempo zero
(O min).

Os filmes obtidos sem a adigcao de transglutaminase nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os valores da permeabilidade ao vapor d'agua em
funcdo do tempo de reacao. A morfologia e o grau de reagcdo cruzada sao fatores
importantes nas propriedades de barreira de filmes protéicos.

Li & Chen (1999) determinaram um tempo de incubagdo oOtimo para filmes
protéicos a base de soro de leite com transglutaminase microbiana de 4 horas,
apresentando o menor valor de permeabilidade ao vapor d’agua. Yildirim & Hettiarachchy
(1998) observaram uma tendéncia contraria, o aumento da permeabilidade ao vapor
d’agua em filmes a base de isolado protéico de soro de leite, catalisados pela
transglutaminase, quando comparados com filmes sem a adigdo da enzima, sendo
explicado pela formagdo de um maior nimero ou tamanho de poros durante a reagao
cruzada, ou seja, a orientagdo das moléculas de proteina formou poros adicionais ou
aumentou o tamanho dos poros ja existentes.

7.2.3 - Tensao na ruptura e elongacao

A tensao na ruptura e a porcentagem de elongacao descrevem as propriedades
mecanicas dos filmes em fung¢ado de sua estrutura quimica (Pérez-Gago et al., 1999). A
Tabela 41 apresenta os resultados destas propriedades para os filmes obtidos com a
presenga (com TG) e auséncia (sem TG) de transglutaminase na formulacgao filmogénica.
A tensao na ruptura dos filmes catalisados pela enzima aumentou em 56,35% (t=180 min)
em relagdo ao ponto zero (t=0 min), e a elongagdo em 49,50% (t=180min), mostrando
uma melhora nas propriedades mecanicas dos filmes.
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Tabela 41: Propriedades mecénicas dos filmes protéicos a base de soro de leite
formulados com e sem a adi¢ao de transglutaminase.

Tempo ComTG Sem TG
(min) Tensao na ruptura Elongacao Tensao na ruptura Elongacao
(MPa)' (%)’ (MPa)’ (%)’
0 1,9669+0,0090%° 48,51+1,25° 1,8944+0,0176% 44 78+3,28%
60 2,2285+0,0490% 48,55+0,49¢ 1,8921+0,0200% 38,99+0,71°
120  2,5254+0,1236 76,47+1,87° 1,6413+0,0521° 35,91+1,29%"
180 3,0752+0,3201° 72,5240,62° 1,9987+0,0646* 32,49+0,96™
240 1,8200+0,0180° 90,71+0,35' 1,7647+0,1039° 29,52+0,93'

a,b,c d e f g hij— diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas atraveés do metodo de 'T‘ery
pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrdo

A transglutaminase promoveu a formagao de filmes com uma matriz protéica mais
estavel em fungdo do tempo de reagdo, aumentando a tensdo na ruptura até 180 minutos
(Figura 28), ou seja a energia de ligagao entre as cadeias protéicas aumentou através da
acdo da enzima, indicando a formacao de um maior nimero de ligagdes covalentes. A
tensdo na ruptura em filmes obtidos sem a enzima foi menor quando comparada ao valor
dos filmes obtidos com a presenga, e nao apresentou diferenga estatisticamente
significativa em relacdo ao tempo de reagao, concluindo que a matriz filmogénica foi
formada por ligacoes de menor energia entre as cadeias de proteinas parcialmente
desnaturadas, ou seja, interagdes hidrofobicas e idnicas, pontes de hidrogénio, forgas de
Van der Waals.

Os filmes apresentaram maior elasticidade a medida que ocorria a reacao com
transglutaminase, ou seja, a porcentagem de elongagdo aumentou proporcionalmente
com o tempo de reacgdo cruzada (Figura 29), promovendo maior flexibilidade, ao contrario
dos filmes sem transglutaminase que tenderam a diminuir a porcentagem de elongagéo
com o tempo de reagdo, indicando a necessidade de uma menor energia para romper os
filmes, confiimando a formagdo de uma matriz com ligagdes de menor energia. E
importante ressaltar que moléculas de agua podem atuar como plastificante na matriz
filmogénica, e a natureza hidrofilica da proteina, do glicerol, adicionada a
higroscopicidade da lactose, pode também ter influenciado no aumento da porcentagem
de elongacao.
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Figura 29: Elongacao dos filmes protéicos a base de soro de leite, com e sem
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O melhor tempo de incubagéo foi de 180 minutos, a 50°C, formando filmes com
maior tensdo na ruptura e porcentagem de elongagao, caracterizando uma matriz mais
estavel e com maior capacidade de estender, representada por um maior numero de

ligacdes covalentes isopeptidicas entre as cadeias de proteinas do soro de leite.

Motoki et al. (1987) observaram uma tensdo na ruptura e porcentagem de
elongagdo duas vezes maior em fimes a base de asi-caseina catalisados pela
transglutaminase, em relacdo a filmes obtidos sem a adicdo da enzima. O mesmo
resultado foi obtido por Yildirim & Hettiarachchy (1998) em filmes a base de isolado
protéico de soro de leite. E em filmes de concentrado protéico de soro de leite, a tens@o
na ruptura aumentou 17,0% e a porcentagem de elongagao, 38% em relagéo a filmes nao
catalisados com a enzima (Li & Chen, 1999).

Desta forma, os filmes protéicos de soro de leite obtidos pela agao da enzima
transglutaminase apresentaram melhores propriedades de barreira a umidade, mecanicas
e solubilidade protéica apés 180 minutos de reacao cruzada pela transglutaminase, na
formulagdo especifica trabalhada, ou seja, adicionando 10U/g proteina em filmes
contendo 6,5% de proteinas do soro de leite, 3,0% de glicerol em pH 7,0.

7.3 - Sistema Modelo

O mecanismo de acdo da transglutaminase nas proteinas do soro de leite foi
estudado também através de um sistema modelo para a obtengé@o dos filmes protéicos
utilizando somente as principais proteinas constituintes do concentrado protéico de soro
de leite, a o-lactalbumina (20%) e a B-lactoglobulina (50%), na proporgao de 6,5% de
proteina total na formulagao filmogénica. A concentragdo de plastificante foi mantida em
3.0%, a concentragdo de enzima, 10 U/g proteina e ajuste do pH 7,0. O filme controle
consistiu nestas mesmas concentracdes, sem a adi¢do da enzima. O tempo de reacao
adotado foi 180 minutos a temperatura de 50°C. E, a titulo de comparagdo, outra
formulacéo foi feita sem a adicéo da enzima e contendo lactose e dextrina, em proporgoes
equivalentes a formulagéo contendo 10U/ g proteina. As avaliacdes dos filmes quanto ao
teor de proteina, teor de umidade, solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d'agua,
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tensdo na ruptura e porcentagem de elongagdo estdo apresentadas na Tabela 42,
representadas pelo valor médio e o respectivo desvio padrao.

Tabela 42: Caracterizacdo dos filmes obtidos pelo sistema modelo (a-la e -Ig) com e

sem a adicdo de transglutaminase (TG).

Sistema modelo

Caracteristicas Sem 1G
lactose+dextrina
Teor de proteina (%) 54,74+0,56 57,02+0,54 51,96+0,08
Teor de umidade (%) 24,47+0,12 22,39+0,28 25,12+0,19
Solubilidade protéica (%) 1,7590+0,1184° 1,0861+0,0246° 0,9116+0,0819°
Permeabilidade (gmm/hm°kPa)  0,2746+0,0061° 0,3360+0,0049" 0,3511+0,0147°
Tens&o na ruptura (MPa) 1,7193+0,0689° 1,411440,0305' 1,1276+0,0735°
Elongac&o (%) 76,08+3,57" 39,87+0,18 17,98+1,27
Espessura média (mm) 0,008+0,006 0,077+0,005 0,081+0,005
2 b odefg h i - diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de

Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

As caracteristicas finais dos filmes de a-la e B-lg com e sem a adi¢géo da enzima
confirmaram os resultados obtidos anteriormente com concentrado protéico de soro de
leite. A solubilidade protéica aumentou a adigdo da enzima, mas o menor valor
encontrado foi em filmes contendo somente lactose e dextrina. O oposto ocorreu para a
permeabilidade ao vapor d’agua, que diminuiu indicando a formagao de uma rede mais
compacta com menor nimero de poros. Apesar da solubilidade protéica ter sido menor
em filmes sem enzima, a acdo da transglutaminase pdde ser verificada através da
permeabilidade ao vapor d’agua, onde se formou um maior numero de ligagées entre as
cadeias de proteina, diminuindo a difusividade da molécula de agua através dos filmes,
aumentando a barreira a umidade. A tensdo na ruptura e a porcentagem de elongagao
aumentaram em formulagdes com enzima.
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7.4 - Eletroforese e Exclusao Molecular

A formagdo das ligagdes covalentes inter e intramoleculares entre as cadeias
protéicas obtidas pela reagéo cruzada com a enzima foi analisada por eletroforese SDS-
PAGE e por exclusdo molecular (HPLC), visando identificar a formacdo de um polimero

de maior peso molecular em consequéncia da agéo da transglutaminase.

7.4.1 - Efeito da concentragio de enzima

A Figura 30 apresenta o perfil eletroforético dos filmes protéicos obtidos a partir da
reacdo com diferentes concentragdes de transglutaminase (faixa de 0 a 50U/g proteina).

e ——— e — Polimero

97.000Da
g
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66.000Da -

45.000Da ]
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20.100Da - . - . B-Lg
@oe® SR
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Figura 30: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) da polimerizacao das proteinas do soro de
leite catalisadas pela transglutaminase sob diferentes concentragbes de enzima (U/g
proteina) na obtengao de filmes protéicos: (1) padrao; (2) CPS; (3) OUTG; (4) 10UTG,; (5)
20UTG:; (6) 30UTG; (7) 40UTG, (8) 50UTG.

A intensidade da banda do mondmero de o-la diminuiu com o aumento da
concentragdo de enzima (linhas (3) a (8)), e em menor intensidade a banda da p-lg,

aparecendo uma nova banda no topo do gel de separagao (maior peso molecular),
intensificando com o aumento da quantidade de enzima adicionada. Ou seja, o perfil

mostra fracdes monoméricas de a-la e p-Ig diminuindo, e uma fragao polimérica de maior
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peso molecular aparecendo, da qual ndo entrou no gel de separagdo. Uma vez que o
preparo das amostras para aplicagcdo nos geis, continha B-mercaptoetanol (agente
redutor), este polimero detectado ndo pode ter sido formado por ligagdes dissulfidicas.
Entdo a matriz protéica foi estabilizada por ligagdes covalentes isopeptidicas e-(y-

glutamil)lisina.

As bandas formadas entre as marcas do padrdao 20100 e 45000Da (A), com
intensidade fraca, podem estar associadas a formagdo de dimeros de a-la e 3-g, que nao
apareceram nas fragdes do concentrado protéico de soro de leite (CPS). A matriz
filmogénica foi formada principaimente pelas proteinas o-la e B-ig (heterdlogos e
homélogos), observado pela diminuicdo nas bandas correspondentes, e néo foi verificada
a participacdo da BSA, pois a intensidade de sua banda permaneceu igual em todos os

ensaios.

Han & Damodaran (1996) obtiveram um perfil eletroforético semelhante para a
reagdo das proteinas o-la e B-lg puras pela agdo de transglutaminase microbiana,
formando dimeros e um polimero de maior peso molecular que ndo penetrava no gel de
separagao, assim como Faergemand et al. (1997), Motoki & Nio (1983). LIM et al. (1999)
concluiram que este polimero é resultado da formagéo de agregados protéicos de alto
peso molecular. Babiker et al. (1996) também observaram em proteinas de soja
modificada com TG e Motoki et al. (1987) com ags-caseina.

As solugbes filmogénicas também foram analisadas através do processo de
exclusdo molecular (HPLC) para obter maiores informagdes sobre o efeito da reacao
catalisada pela transglutaminase. Os padrdes utilizados foram as proteinas purificadas a-
la, B-lg, BSA e concentrado protéico de soro de leite. Os tempos de retengdo para as
proteinas a-la e B-lg e BSA, foram respectivamente 9,1; 8,8 e 8,1 minutos. A Figura 31
apresenta o perfil cromatografico do concentrado protéico de soro de leite. Através da
comparacgao com o perfil cromatografico das proteinas puras (a-la, B-Ig e BSA) e o estudo
de Bican & Blanc (1982) e Morr (1985), os picos encontrados, para cada tempo de
retengdo, durante a exclusdo molecular do CPS correspondem a: (1), (2) e (3)

imunoglobulinas; (4) BSA,; (5) p-lactoglobulina e (6) a-lactalbumina.
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Figura 31: Perfil cromatografico do concentrado protéico do soro de leite.

O perfil cromatografico das amostras de filmes obtidos em diferentes
concentracdes de enzima esta apresentado na Figura 32, confirmando a formacgdo de um
polimero de maior peso molecular através do pico (1) e o consumo principalmente da o-la
(3), em fungdo do aumento da concentragdo de transglutaminase. Na concentragcéo de
30U/g proteina, ocorreu a maior area do pico referente ao polimero de maior peso
molecular, e em concentracbes de 40 e 50U/ g proteina a enzima perdeu sua atividade,
formando cada vez menos polimero, e consequentemente consumindo menos as

proteinas o-la e B-lg.
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Figura 32: Perfis cromatograficos do efeito da concentracdo de transglutaminase na
reacdo cruzada das proteinas do soro de leite na obtencdo de filmes protéicos: (1)
polimero; (2) B-lg; (3) o-la; (4) polimeros com diferentes pesos moleculares; (5) BSA.

160




Resultados e Discussoes

Para uma melhor visualizacdo, os perfis cromatogréaficos das formulagdes
contendo 0 e 30U/g proteina foram separados e apresentados na Figura 33.

1)

0.1500 —

---- 0 Utg

---- 30 Ttg
0.1000 — / \
00500 — !’ \\

r’l \ (4) ) () (3)
00000 /'I
T ) ) T L} ) 1 T
10 20 30 40 50 60 70 80 on 100 110 120

Figura 33: Perfis cromatograficos do efeito da concentragdo de transglutaminase na
reagdo cruzada das proteinas do soro de leite na obtencé@o de filmes protéicos, com a
adicdo de 0 e 30U/g proteina: (1) polimero; (2) B-Ig; (3) o-la; (4) polimeros com diferentes

pesos moleculares; (5) BSA.

O aparecimento de uma area (4) proporcional a concentragdo de enzima
adicionada, entre os tempos de retengdo 6,0 e 8,0, pode estar associada a formacéo de
polimeros com diferentes pesos moleculares, e nao foi possivel uma separagao, ou seja,
a formacao de picos definidos, com a coluna e condigdes trabalhadas no processo de
exclusdo molecular. Supde-se como explicacdo deste resultado a formagéo de polimeros
de pesos moleculares muito préximos e em pequenas quantidades. Deve-se ressaltar que
apresentam peso molecular maior que o da proteina BSA (66.000Da).

Feergemand et al. (1997) avaliaram a porcentagem de o-la e p-lg que
permaneceram na solugdo sob a forma nativa ap6s a reagdo com transglutaminase,
observando uma maior reducdo da o-la, associada a uma estrutura com residuos de
glutamina e lisina mais acessiveis para a reacao cruzada com a enzima, enquanto que a
B-lg caracterizou-se por uma menor reatividade dos residuos. Segundo Han & Damodaran

(1996), a taxa de reagdo cruzada da B-Ig € muito menor que a da o-la.
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Os perfis eletroforético e cromatografico confirmaram os resultados obtidos na
caracterizacdo dos filmes protéicos formados pela catélise com diferentes concentragdes
de transglutaminase, indicando a formagéo de uma matriz polimérica com maior numero
de ligagdes entre as cadeias de proteinas (diminuicdo da intensidade das bandas e area
dos picos das proteinas o-la e B-lg, aparecimento de uma banda e pico referente a um
polimero de maior peso molecular), reduzindo a permeabilidade ao vapor d'agua e
aumentando a tens&o na ruptura e porcentagem de elongacgéo. A formagéo de possiveis
dimeros (banda A) e monémeros protéicos que ndo participaram da rede protéica, estao
relacionados ao aumento da solubilidade protéica dos filmes.

A escolha da melhor concentracdo deve ser feita ndo s6 pela quantidade de
polimero de maior peso molecular formado, mas também pelas melhores propriedades
(barreira e mecanica) obtidas pelos filmes, assim como a aparéncia € manuseio dos
mesmos. A concentracdo de 10U/ g proteina pode ser considerada a que melhor
representou a obtencdo de filmes protéicos a base de soro de leite, nas condi¢des
trabalhadas neste estudo, uma vez que em concentragdes maiores que 30U/g proteina,
os filmes alteraram seu aspecto fisico quando submetidos a altos valores de umidades

relativa.

7.4.2 - Efeito de tempo de reac¢ao

O efeito do tempo de reagdo cruzada na obtencgéo dos filmes protéicos a base de
soro de leite foi avaliado, e seu perfil eletroforético esta representado na Figura 34. A
formulagdo filmogénica constava da adicdo da concentragdo de transglutaminase de
10U/g proteina em 6,5% de proteina, 3,0% de glicerol em pH 7,0, e os tempos avaliados
foram 0, 60, 120, 180 e 240 minutos. Observou-se o aparecimento do polimero de maior
peso molecular, relacionado & formacdo da matriz filmogénica através de ligagdes
covalentes isopeptidicas obtidas através da acdo da transglutaminase. Uma redugao
parcial na intensidade das bandas de o-la e B-lg foi constatada até 180 minutos de

reacdo. E, novamente ocorreu o aparecimento de uma regido correspondente a dimeros

das proteinas a- la e B-lg.
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Figura 34: SDS-PAGE da reago da transglutaminase com as proteinas do soro de leite

na obtencdo de filmes protéicos em fungdo do tempo de reagéo: (1) padréo; (2) enzima
TG; (3) CPS; (4) 0 min; (5) 60 min; (6) 120 min; (7) 180 min; (8) 240 min.

Estes resultados foram comparados com o perfil cromatografico da reagéo cruzada

com a transglutaminase, em fungdo do tempo (Figura 35), confirmando a formacéo do

polimero de maior peso molecular (1), no tempo de elui¢ao de aproximadamente t =5,2

min, e o consumo das proteinas B-lg (2) e-o-la (3), associado a diminuicao gradativa das

areas dos picos correspondentes.
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Figura 35: Perfil cromatogréfico do efeito do tempo de reagdo na formacgdo de filmes

protéicos a base de soro de leite através da catalise com transglutaminase: (1) polimero;

(2) B-lg; (3) o-la; (4) polimeros com diferentes pesos moleculares; (5) BSA.
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A obtencdo da maior area de pico do polimero de maior peso molecular foi aos
240 minutos de reacdo. A formacgéo de polimeros com peso molecular intermediario (faixa
de tempo entre 6,0 a 8,0 minutos) também foi constatada, e esta representada pela area
(4), sem identificacdo de picos, sugerindo que sdo polimeros com pesos moleculares
muito préximos, que ndo conseguem separar neste tipo de coluna utilizada. lembrando
que apresentam pesos moleculares maiores que a proteina BSA, identificados no perfil
eletroforético através da banda que ndo penetrou no gel de separacéo.

A titulo de comparacao, o perfil eletroforético dos filmes obtidos sem a adicdo de
transglutaminase esta representado na Figura 36, indicando o n&o aparecimento da
banda referente a um polimero de maior peso molecular, e as bandas dos dimeros das
proteinas o-la e B-lg (A) apresentaram intensidade muito baixa. A diminuicdo na
intensidade das bandas destas proteinas ndo foi perceptivel. Deve-se ressaltar que,
houve a obtencao de filmes com baixas propriedades mecanicas, e a formagédo da matriz
filmogénica foi associada a ligagdes de baixa energia entre proteinas parcialmente
desnaturadas durante os tratamentos térmicos aplicados nas solugdes, como discutido
anteriormente.
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Figura 36: Perfil eletroforético da reagdo para a obtengéo de filmes protéicos a base de

soro de leite sem a adicdo da enzima transglutaminase: (1) padréo; (2) CPS; (3) 0 min; (4)
60 min; (5) 120 min; (6) 180 min; (7) 240 min.

O cromatograma referente a este processo (sem TG) em fun¢do do tempo de
reacdo pode ser analisado na Figura 37. O pico referente ao polimero de maior peso

molecular (t = 5,5 min) apareceu na reagdo sem a adicdo da transglutaminase,
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representando a matriz protéica que representa a formagéao de filmes por ligagoes entre
as cadeias de proteinas parcialmente desnaturadas pelos tratamentos térmicos aplicados
durante o processo.
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Figura 37: Perfil cromatografico do efeito do tempo de reagéo na formagéo de filmes
protéicos a base de soro de leite na auséncia da enzima transglutaminase: (1) polimero;

(2) B-lg; (3)a-la; (4) polimeros com diferentes pesos moleculares; (5) BSA.

Para uma melhor visualizagdo, os perfis cromatograficos obtidos para o tempo de
reagdo de 240 minutos, com a presenca e auséncia da enzima transglutaminase, estao

apresentados na Figura 38.
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Figura 38: Perfil cromatografico do efeito da adigdo de transglutaminase em filmes

protéicos a base de soro de leite: (1) polimero; (2) B-lg; (3) o-la; (4) polimeros com

diferentes pesos moleculares; (5) BSA.
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As diferencas encontradas entre os perfis cromatograficos da reagdo com
presenca e auséncia da transglutaminase foram: ndo aparecimento da area intermediaria
(entre t=5,5 e 8,0min) referente a polimeros com diferentes pesos moleculares (4), o
consumo das proteinas o-la e B-lg foi pequeno e similar e uma menor area do pico

referente ao polimero de maior peso molecular.

Através dos perfis eletroforéticos e cromatograficos obtidos no estudo do efeito do
tempo de reacdo com transglutaminase, pode-se confirmar os resultados da
caracterizacdo dos filmes protéicos a base de soro de leite, onde a presenca da enzima
provocou a formagdo de um maior nuamero de ligacdes intermoleculares entre as
proteinas a-la e B-lg (aparecimento da banda e pico referente a um polimero de maior
peso molecular, redugédo na intensidade das bandas das proteinas), promovendo uma
melhor propriedade de barreira @ umidade e filmes com maior tensdo na ruptura e
porcentagem de elongacdo. Aboumahmoud & Savello (1990) estudaram a reagéo de
catalise com transglutaminase nas proteinas a-la e B-Ig purificadas em fungao do tempo
de reacdo, observando o aumento na formagdo de um polimero até 4 horas de incubagéo,
em condigdes 6timas de processo.

7.4.3 - Sistema modelo

O perfil eletroforético do sistema modelo, ou seja, da reacdo de transglutaminase
com as proteinas a-la e B-lg, na obtencdo de filmes protéicos, esta apresentado na Figura
39. A intensidade das bandas de a-la e B-lg diminuiu com a adi¢do de transglutaminase,
formando uma banda de um polimero de maior peso molecular, e de um dimero de 3-Ig,
confirmando os resultados obtidos na reagdo cruzada com filmes obtidos com
concentrado protéico de soro de leite.
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Figura 39: Perfil eletroforético do sistema modelo (o-la e f-g) na obtengédo de filmes

através da catalise com TG: (1) padrao; (2) enzima TG; (3) o-la; (4) B-lg; (5) 0U; (6) 10U.

Através da comparagdo do perfil eletroforético e cromatogréafico (Figura 40),
observou-se a formagdo de um pico referente a um polimero com maior peso molecular
(1) e a area referente a polimeros com diferentes pesos moleculares (4), assim como o

consumo das proteinas a-la e B-Ig (diminuigdo da area dos picos).
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Figura 40: Perfil cromatografico da reacdo de transglutaminase com as principais
proteinas do soro de leite (a-la e B-Ig) em sistema modelo: (1) polimero; (2) B-lg; (3) a-la;

(4) polimeros com diferentes pesos moleculares; (5) BSA.

A formagdo de um polimero com maior peso molecular e fragfes poliméricas com

diferentes pesos moleculares foi verificada pelo método de exclus&do molecular e atraves

da analise do perfil eletroforético. A banda referente ao polimero de maior peso molecular
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ndo penetrou no gel de separagdo na concentragdo de acrilamida trabalhada (12% de
acrilamida), assim a alternativa foi diminuir a concentracdo do gel de separagéo. Ensaios
foram realizados utilizando géis de acrilamida com 6, 8 e 10%, néo obtendo éxito, ou seja,
as bandas referentes a este polimero continuaram ndo penetrando no gel de separacao,
confirmando que a formacdo da matriz filmogénica néo foi via ligagdes dissulfidicas.

Outros estudos de reacdo catalisada pela enzima transglutaminase obtiveram
resultados de eletroforese similares, ou seja, as bandas do polimero de maior peso
molecular ndo penetraram no gel de separagao, tais como em filmes a base de gelatina
(Lim et al., 1999); em filmes de clara de ovo (Lim et al., 1998); proteinas de isolado
protéico de soro de leite (Yildirim et al., 1996); em proteinas o-la, B-lg € BSA (Han &
Damodaran, 1996); em proteinas do soro de leite (Aboumahmoud & Savello, 1990); em
proteinas de caseina e B-lg (Motoki & Nio, 1983; lkura et al., 1980). O preparo das
amostras no processo SDS-PAGE inclui a adigdo de B-mercaptoetanol, que exclui a
possibilidade deste polimero de maior peso molecular ter sido formado por ligagdes
dissulfidicas (Feergemand et al., 1997; Nonaka et al., 1989 e Motoki & Nio, 1983).

Um experimento foi desenvolvido para verificar se este polimero de alto peso
molecular, que ndo penetrou no gel de separagdo, € um composto protéico. O
procedimento consistiu em aplicar em um gel de poliacrilamida com 12% de
concentragdo, somente a amostra do filme formado com 30U/g proteina (correspondente
a canaleta (6) da Figura 30) nas oito canaletas centrais. Ap6s a aplicagdo da corrente
elétrica (final da corrida), o gel foi cortado na parte superior, préximo a posi¢ao da banda
deste polimero, sem corar. Em seguida, este pedaco de gel foi macerado em um pequeno
volume de agua destilada e determinou-se o teor de proteina pelo Método de Lowry
(método com alta sensibilidade). O resultado obtido foi de 4,66mg de proteina na solugao
aquosa. Desta solugéo, foram preparadas amostras com p-mercaptoetanol e aplicadas
em diferentes concentracées em um gel de poliacrilamida de menor concentragdo (8%),
ou seja, mais poroso, permitindo a penetragdo de polimeros de maior peso molecular,

como mostra a Figura 41.
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Figura 41: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) da amostra contendo o polimero de alto peso

molecular sob diferentes concentragdes: (1) e (2) 6,6mg proteina; (3) e (4) 1,9mg
proteina; (5) e (6) 4,7mg proteina.

Este gel foi corado primeiramente com o corante a base de Comassie Blue, nao
obtendo resultado, devido a baixa concentragdo de proteina nas amostras aplicadas. Um
outro corante a base de nitrato de prata e DTT (ditiotreitol) foi utilizado, e segundo a
literatura & 5 vezes mais sensivel. Os géis com este corante ficaram mais escuros, mas
foi possivel visualizar as bandas referentes ao polimero de alto peso molecular. A faixa
(P) corresponde a polimeros de diferentes pesos moleculares em quantidade pequenas,
insuficientes para definir uma banda, este fenémeno também foi verificado nos perfis
cromatograficos. Desta forma, pode-se afirmar que o polimero encontrado nos perfis
eletroforético e que ndo penetram no gel € um composto protéico de alto peso molecular e

nao formado por ligagdes dissulfidicas.

7.5 - Conclusdes Parciais

A catélise pela transglutaminase promoveu ligagdes covalentes isopeptidicas entre
as cadeias das proteinas do soro de leite, formando uma matriz polimérica, ou filme
protéico, com melhores propriedades de barreira e mecénicas. A melhor concentragao de
transglutaminase foi de 10U/g proteina em filmes contendo 6,5% de proteina, 3,0%
plastificante (glicerol) e pH 7,0. O aumento na concentragéo de enzima reduziu os valores
de permeabilidade d’agua dos filmes, aumentou a tensdo na ruptura e porcentagem de

elongagdo, mas provocou o aumento da solubilidade protéica. O tempo de reacao que
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promoveu a formagao de filmes com melhores propriedades de barreira e mecanica foi de
180 minutos. Quanto maior o tempo de reagéo, na presenca de transglutaminase, menor
a permeabilidade ao vapor d’agua e solubilidade protéica, maior a tenséo na ruptura e

porcentagem de elongagao dos filmes protéicos de soro de leite.

O uso do produto ACTIVA TG-MP fornecido pela Ajinomoto Interamericana Co. &
viavel em concentragdes limitadas, devido a presenga de outros compostos, como lactose
e dextrina, que em grandes quantidades interferem na formagdo de uma matriz estavel e
homogénea de filmes protéicos. A concentracdo ideal encontrada neste estudo foi de
10UTG/g proteina. A alta concentragéo de lactose na formulagéo filmogénica influenciou
as propriedades de barreira e mecanicas dos filmes, impedindo a formacéo de uma matriz
filmogénica continua e com maior nimero de ligagdes inter e intramoleculares.

O perfil eletroforético e cromatografico da reagdo da transglutaminase em varias
concentracdes de enzima e tempo de reagao indicaram a formagdo de polimeros de maior
e diferentes pesos moleculares, relacionado a acdo da enzima promovendo ligacdes
covalentes isopeptidicas entre as proteinas do soro de leite.

O uso de agentes redutores, como DTT promoveu rendimentos maiores na reagao
da transglutaminase com proteinas de soro de leite, segundo o estudo realizado por
Faergemand et al. (1997), concluindo que a o-la e B-Ig reagiram com maior intensidade
quando submetidas a uma pré-desnaturagéo parcial. Mas, este trabalho optou por nao
adicionar produtos téxicos e ndo aceitos pela legislacdo em alimentos.
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CAPITULO 8

8 - Aplicagdo de Filmes Protéicos a Base de Soro de Leite
8.1 - Filmes Protéico de Soro de Leite

A utilizagido de um filme como embalagem envolve propriedades mecanicas para
um bom manuseio e transporte, o prolongamento do tempo de armazenamento,
mantendo as caracteristicas iniciais do produto, e a aceitacdo do consumidor, que esta
diretamente relacionada com o aspecto visual e nutritivo.

Os filmes protéicos a base de soro de leite foram obtidos atraveés de ftrés
procedimentos distintos, por desnaturagéo térmica, com a incorporagéo de acido estearico
e por modificagdo enzimatica utilizando a transglutaminase microbiana, a partir de uma
formulagdo basica de 6,50% de proteina, 3,0% de plastificante (glicerol) e pH 7,0. A
aplicagdo consistiu em comparar os resultados finais das principais propriedades
(permeabilidade ao vapor d’agua, tensado na ruptura e porcentagem de elongagéo) destes
filmes com uma situacdo real. A Tabela 43 resume as caracteristicas finais dos filmes
protéicos, obtidos a partir da melhor formulagdo definida nas etapas anteriores através de
diferentes processos: desnaturagéo térmica, filme padrao (FP); com incorporagao de um
composto hidrofébico, filme emulsionado (FEM) contendo 0,5% de acido estearico; e por
modificagdo enzimatica, filme catalisado com transglutaminase (FTG) na concentragédo de
10U/g proteina, incubada por 180 minutos.
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Tabela 43: Caracteristicas finais dos diferentes tipos de filmes protéicos de soro de leite.

Tipo de Solubilidade Permeabilidade ao Tensdaona Elongacao
filme protéica (%) vapor d’agua ruptura (MPa) (%)
FP 0,7415 0,3023 2,5558 68,04
FEM 0,7025 0,2680 2,2500 44,80
FTG 0,8818 0,2705 3,0752 72,52

O aspecto visual estd relacionado com a cor e transparéncia final dos filmes
protéicos, e foi avaliado através da variagdo de cor e opacidade entre os trés tipos de
filme, medidos no colorimetro Hunterlab, sendo L*, o indice de luminosidade, variando de
branco (-L*) para preto (-L*); a*, o indice de croma com as coordenadas de verde (-a*)
para vermelho (+a*), b* o indice de croma com as coordenadas de azul (-b*) para
amarelo (+b*) e AE, a diferenga total de cor dos filmes em relagdo ao filme padrio,
calculada pela equagédo Eq.(61). A Tabela 44 apresenta os parametros de cor, opacidade
e a diferenca total de cor determinados e calculados para os filmes padrao (FP), filme
emulsionado (FEM) e filme catalisado pela transglutaminase (FTG).

AE = (L' -Lo)? +(a” —ap)? +(b” —bp)? (Eq. 59)

Tabela 44: Parametros de cor, opacidade com os respectivos desvios padrao dos filmes
protéicos de soro de leite, formulados por diferentes processos.

Tipo de

L* a* b* Opacidade AE

Filme
FP 84,62+0,17° -0,91+0,02° 10,52+0,50° 19,99+0,15¢ —
FEM 83,68+0,35° -0,68+0,02° 18,54+0,81f 31,27+0,62" 8,08
FTG 85,26+0,232 -0,98+0,04¢ 10,17+0,57¢ 19,71+0,40° 0,73

a, b, c, d, e f, g, h — diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Tukey
pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

Filmes emulsionados apresentaram uma diferenca total de cor (AE) mais
acentuada em relacdo ao filme padrao, relacionada a incorporacdo de lipidio, que
promoveu um aumento na opacidade e no parametro b*, e uma redugédo na luminosidade
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a) FILME PADRAO b) FILME EMULSIONADO

......

it

c¢) FILME MODIFICADO COM TG

Figura 42: Filmes protéicos de soro de leite obtidos por diferentes procedimentos: a) filme

padréo, b) filme emulsionado e c) filme TG.
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Filmes emulsionados apresentaram uma diferenga total de cor (AE) mais
acentuada em relagcao ao filme padrao, relacionada a incorporagao de lipidio, que
promoveu um aumento na opacidade e no parametro b*, e uma redug¢ao na luminosidade
e do parametro a*. Fazendo uma comparagao visual, os filmes emulsionados
apresentaram-se mais opacos e amarelos, que confirmam os resultados obtidos dos
parametros de cor. Quanto aos filmes modificados enzimaticamente, as caracteristicas de

cor e opacidade foram similar as encontradas no filme padrao.

A opacidade é uma propriedade de grande importancia na aplicagao dos filmes
como embalagem alimenticia e esta associada a morfologia nao homogénea da matriz
filmogénica emulsionada, onde particulas lipidicas provocam uma luz visivel que dispersa

através do filme, causando a opacidade.

Kim & Ustunol (2001a) também obtiveram filmes de isolado protéico de soro de
leite com maior opacidade quando se incorporou cera de candelila na formulagao, assim
como McHugh & Krochta (1994c) em filmes emulsionados de proteina de soro com
diferentes tipos de acidos graxos (acido laurico, palmitico, estedrico e miristico). Yang &
Paulson (2000b) observaram um aumento na opacidade de filmes de gelana proporcional
a concentracao de acido estearico-palmitico adicionada. E Gallo et al. (2000) concluiram
que filmes emulsionados de metilcelulose eram cinco vezes menos transparentes que os

filmes controle (somente metilcelulose).

Outra caracteristica estudada dos fiimes protéicos de soro de leite foi a
digestibilidade protéica, visando averiguar o valor nutritivo e a possibilidade de ser uma
embalagem comestivel. A metodologia in vitro agiliza os resultados de qualidade
nutricional, e expressa a concentragao de nitrogénio soluvel comparada com a
concentracao total de nitrogénio da amostra. O valor encontrado para filme protéico de
soro de leite, com a formulacao padrao foi de 93,97%; para filmes emulsionados, de
92,55% e para filmes modificados enzimaticamente, de 89,88%, concluindo que todos os

filmes apresentaram uma digestibilidade elevada.
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8.2 - Sistema de Embalagem

As metodologias de aplicacdo testadas para os filmes protéicos de soro de leite
em produtos alimenticios foram baseadas nas caracteristicas finais dos fiimes
(propriedades de barreira e mecanicas), ou seja, o objetivo foi constatar estas
propriedades através do comportamento pratico como embalagem em alimentos. Ensaios
preliminares foram realizados aplicando os filmes protéicos sob diferentes maneiras, a
embalagem (filme) selada a quente, coberturas protéicas (recobrimento de amostras) e o
fechamento de um recipiente. A selagem em filmes protéicos a base de soro de leite nao
se manteve durante o processo, observando que em alta umidade relativa (75%), os
filmes adsorviam umidade e tendiam a abrir os pontos de selagem, ndo garantindo a
transferéncia de vapor d’agua somente através das paredes da embalagem. Quanto a
técnica de recobrimento, variagdes na perda de massa e teor de umidade, na mudanca de
cor e textura foram averiguadas, mas as diferengas eram pequenas para os produtos
alimenticios estudados.

Segundo McHugh & Senesi (2000), coberturas em alimentos minimamente
processados com alto teor de umidades é um procedimento desvantajoso, por necessitar
de um maior tempo de secagem em temperatura ambiente, podendo desencadear
previamente o processo detereorativo, resultando na perda de qualidade ou um menor
tempo de vida-de-prateleria.

A aplicagdo dos filmes através do fechamento de um recipiente permitiu avaliar as
principais propriedades dos filmes protéicos a base de soro de leite. Os filmes foram
aplicados, fechando um recipiente plastico contendo cilindros de magé, garantindo que a
transferéncia de massa ocorresse somente através da superficie filmogénica. O sistema
pode ser visualizado na Figura 43.

As macas foram cortadas em cilindros de 4,0 cm de diametro e 1,5 cm de altura. A
perda de umidade provoca o encolhimento e alteragdes na textura (crocancia). A maca é
um fruto que apds o corte, fica sujeito a acéo da enzima polifenoxidase, e na presenca de
oxigénio, promove um escurecimento. Alimentos minimamente processados devem
manter a consisténcia, aparéncia fresca, cor aceitivel e ser razoavelmente livres de
defeitos.
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A avaliacdo visual é o fator de maior efeito na escolha de compra do consumidor,
seguido da firmeza no toque, estando diretamente relacionados com a mudanga de cor e
perda ou ganho de umidade (Shewfelt, 1987).

Figura 43: Sistema de embalagem fechado com filmes protéicos de soro de leite

contendo cilindros de maca.

A propriedade de barreira ao vapor d'agua dos filmes protéicos foi avaliada através
de medidas de perda de peso, teor de umidade e variagdao na textura das macas em
funcdo do tempo de armazenamento. As propriedades mecanicas (tens&o na ruptura e
porcentagem de elongagao) foram requeridas durante a aplicagdo dos filmes nos potes,
pois a fragilidade ndo permitiu a total vedagdo do pote plastico, apresentando pontos de
falhas, quebra ap6s o fechamento. E a propriedade de barreira a gases foi controlada
através do escurecimento enzimatico dos pedagos de maca, na presenca de oxigénio,
medida pela mudanga nos parametros de cor.

Filmes protéicos de soro de leite apresentam boa barreira a oxigénio, segundo a
literatura, e a avaliagdo da mudancga de cor foi efetuada durante o armazenamento para
conferir esta propriedade nas formulagdes trabalhadas, comparando-se o resultado em
sistema aberto (potes sem tampa) e sistemas fechados com os diferentes tipos de filme
com e sem a injec&o de nitrogénio. Este gas foi injetado por um tempo pré-definido para a
expulsdo total do ar ambiente de dentro dos potes, visando comparar o comportamento
das macas acondicionadas em sistemas fechados com os filmes, com e sem a redugao

da concentragédo de oxigénio.
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E importante ressaltar que, neste estudo, ndo houve uma preocupagdo em
determinar condi¢des de armazenamento para a vida de prateleira de magéas em pedacos,
sendo que a escolha deste produto foi baseada na rapida deterioragéo (perda de umidade
e escurecimento enzimatico), 0 que permitiu a avaliagao dos filmes atuando como barreira
a umidade e gases, mantendo sua integridade durante o tempo de armazenamento.

Os potes foram armazenados na temperatura de 25°C e 75% de umidade relativa;
referente a condicdo de determinacdo das propriedades dos filmes, facilitando a
comparagdo dos resultados com a pratica; e a 10°C, que € uma condigdo similar a da

geladeira.

8.2.1 - Armazenamento em temperatura e umidade relativa controlada

As embalagens contendo os pedagos de maga, em sistema aberto e em sistema
fechado, com e sem a injecdo de gas nitrogénio, foram acondicionadas em temperatura
(25°C) e umidade relativa (75%) controladas. Estas condigbes estao relacionadas com a
de determinacdo das propriedades dos filmes, uma vez que o objetivo foi verificar os
resultados de barreira e propriedades mecanicas dos filmes de soro de leite.

A avaliagdo da permeabilidade ao vapor d’agua foi feita através da perda de peso
das amostras de maga, o teor de umidade e a mudanca de textura em fungdo do tempo
de acondicionamento. O comportamento das magas em sistema fechado com e sem a
injecdo de nitrogénio foi similar, assim as curvas representadas a seguir correspondem a
média das duas medidas. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata. A perda de
peso das amostras de macd em sistemas aberto e fechado com filme padrao (FP),
emulsionado (FEM) e modificado enzimaticamente com transglutaminase (FTG) em
fungao do tempo de armazenamento, pode ser avaliada na Figura 44.

Os filmes protéicos promoveram uma barreira & umidade quando comparados com

o sistema aberto, ndo apresentando uma diferenca significativa entre as diferentes
formulagbes, mas observou-se que filmes emulsionados tenderam a perder menos
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umidade que filmes padrdo, associado a presenga de um composto hidrofébico na matriz

filmogénica, que reduz a permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes.

3,0
25 —+— Filme padrdo
~&~ Filme emulsionado
—#- FimeTG
2,0 —&— Sem Filme
2
o
oy
& 15
i}
=]
1]
2
2 10
0,5
0,0
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72

Tempo de armazenamento (h)

Figura 44: Perda de peso das amostras de mag¢éd acondicionadas a 25°C e 75% de
umidade relativa em sistema aberto e fechado com diferentes tipos de filmes protéicos de
soro de leite.

A perda de peso dos pedacos de maca foi gradual em todos os sistemas de
embalagem trabalhados, como pode ser observado também na Tabela 45, resultando em
uma perda de 2,43% apds 72 horas de acondicionamento em sistema aberto; e em
sistema fechado, os comportamentos com diferentes tipos de filmes foram muito
similares, com uma perda de peso média de 1,68%, no mesmo periodo, ndo existindo
diferenca significativa entre os resultados no mesmo tempo de armazenamento. Quanto a
transferéncia de umidade, os sistemas de embalagem fechada com os filmes protéicos de
soro de leite aumentaram o tempo de armazenamento, ou seja, a perda de peso atingida
em sistema fechado apés 72h de armazenamento foi equivalente & perda de peso em
sistema aberto atingida apés aproximadamente 40h de armazenamento.
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Tabela 45: Perda de peso das amostras de maga acondicionadas em sistemas de
embalagem aberto e fechado com filmes protéicos de soro de leite a T=25°C e UR=75%.

Tempo Perda de peso (%)’

(h) FP FEM FTG Sem Filme

0 0,0000" 0,0000" 0,0000° 0,0000"

4 0,0247+0,0080°  0,0174+0,0016"  0,0210+0,0010°"  0,3500+0,0147"
8 0,1235+0,0010°  0,0905+0,0025®  0,1081+0,0013®  0,5412+0,0150'
24 0,4482+0,0011™  0,3474+0,0235' 0,3827+0,0370™  1,0286+0,0291'
30 0,5597+0,0672' 0,5915+0,0035" 0,5417+0,0218' 1,175410,0973%"
32 0,7268+0,0101’ 0,6450+0,0538%  0,6435+0,0074  1,2709+0,0125'
48 1,1757+0,0604%"  1,0199+0,0207" 1,0982+0,0750"  1,7433+0,0182°
52 1,2720+0,0161" 1,1219+0,0211" 1,2807+0,0044' 1,8401+0,0005°
56 1.4137+0,0803°  1,2515:0,0286°  1,4634+0,0725°  1,9688+0,0006"
72 1,6941+0,0144° 1,6692+0,0254 ¢ 1,6652+0,0645°  2,4342+0,0840°

ab.cdefghiilmn o p g r—diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do
método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrdo

A hidrofilicidade dos filmes protéicos favoreceu a transferéncia de vapor d'agua,
promovendo a perda de massa (umidade) em amostras de macga (Baldwin et al., 1996). A
adicdo do plastificante glicerol também produz efeito na perda de umidade, devido a sua
natureza hidrofilica, que permite a ligagdo com moléculas de agua. Filmes e coberturas
protéicas podem atuar como barreira semipermeavel a umidade, gases e compostos
aromaticos, sendo utilizados como um complemento a embalagem sintética, aléem de
apresentar um potencial econdmico, pois sua matéria-prima € de baixo custo e
biodegradavel (Maté & Krochta, 1998).

Esta tendéncia da perda de peso gradual e continua foi observada em pimentbes
recobertos com pelicula de fécula de mandioca na ordem de 1,03%, e sem cobertura,
1,15% apos 12 dias de armazenamento (Vicentini et al., 1999). Em cebolas frescas, a
perda de peso foi de aproximadamente 2,80% apos estocagem a 23°C e 70% de umidade
relativa por 15 dias, e com cobertura de alginato foi de 1,80% (Hershko & Nussinovitch,
1998).
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O teor de umidade final das magas ap6s o tempo de armazenamento confirmou os

resultados das curvas de perda de peso, como pode ser observado na Figura 45 e Tabela

46. Amostras de macga em sistema aberto apresentaram menor teor de umidade apés o

acondicionamento, quando comparadas as acondicionadas em sistemas tampados com

filmes protéicos.

Tabela 46: Teor de umidade das amostras de macd em fungdo do tempo de

acondicionamento a 25°C e 75% de umidade relativa.

X (%)’
Tempo (h)

FP FEM FTG Sem Filme
0 86,98+0,48° 86,98+0,48° 86,98+0,48° 86,98+0,48°
4 86,39+0,18%° 86,64+0,51% 86,61+0,37%° 85,51+0,38%
8 86,32+0,072>4 86,4140, 373 86,25+0,032° 85,09+0,09%"
24 85,75+0,563> 85,97+0,36%> 85,95+0,09°° 84 44+0,29%
48 85,62+0,06™% 85,49+0,20°% 85,26+0,45%%f 84,08+0,14"

a b, c, d, e, f — diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Tukey
pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrao

87,5

87,0

86,5

86,0

85,5

X (%)

85,0

83,5

—+— Filme padrao

= Filme TG

—@— Sem Filme

#— Filme emulsionado

16 20 24

32 36 40

Tempo de armazenamento (h)

44 48

Figura 45: Teor de umidade das amostras de macd em fungdo do tempo de

armazenamento em condi¢cdes de temperatura e umidade relativa controladas (25°C e

75%).
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A diferenca no teor de umidade das magas acondicionadas em sistema fechado
em fungao do tempo foi significativa somente apos 48h de armazenamento, apresentando
um valor médio de 85,46%. Este teor de umidade foi atingido em sistema aberto apos 8h,
indicando que a aplicagdo dos filmes retardou a perda no teor de umidade. O teor de
umidade inicial das magas é muito alto, e qualquer perda de agua provoca alteragdes que
as tornam inaceitaveis para o consumo, sendo a textura uma das propriedades alteradas.
Os resultados deste parametro, representados pela forca necessaria para perfurar as
amostras de maga, podem ser avaliados na Tabela 47 e Figura 46, observando a perda
de textura em fungdo do tempo de armazenamento apés o corte.

Tabela 47: Perfil de textura das macgas acondicionadas em sistemas de embalagem
abertos e fechados com filmes protéicos de soro de leite a T=25°C e UR=75%.

Tempo F (N)'

(h) FP FEM FTG Sem Filme

0 2.0742+0,0136%  2,0742+0,0136° 2.0742+0,0136°  2,0742+0,0136°
4 1.8506+0,0046™  1,918710,1241* 1 19089+0,0267%°  1,8172+0,0325™

8 1,6227+0,0569%  1,6967+0,1504°* 1 7042+0,0496°*  1,4765+0,0195®"
24 1.534140,0633%" 1,6477+0,0022°%"  1,5757+0,1180°° 1,41 11+0,0549°"
48 1,3539+0,0991"  1,5225+0,0306°%"  1,4601:+0,01 37" 1,1544+0,0231'

a.b.c d e f g h i- diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Ti ukey
pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padréo

Os filmes emulsionados (FEM) e modificados com a transglutaminase (FTG)
mantiveram a textura das macds proxima a condig&o inicial por um periodo de tempo
maior que o filme padrao, confirmando os resultados de permeabilidade ao vapor, sendo
0,2680gmm/hm*kPa, para filmes emulsionados, seguidos de 0,2705gmm/hm?kPa, para
modificado com transglutaminase, 0,3028gmm/hm’kPa, para filmes padréo. Em sistema
aberto (sem filme), a forga requerida para perfurar o pedago de maca foi menor do que
em sistemas fechados. O valor atingido em 48 horas de armazenamento em sistema
fechado foi equivalente a 8 horas em sistema aberto, indicando um prolongamento no
tempo de armazenamento equivalente a 40 horas, quanto a barreira a oxigénio. Isto relata
o aspecto visual final das amostras acondicionadas em sistema aberto, que ja se
apresentavam em processo de deterioragao, com reducdo do tamanho (encolhimento no
diametro e altura).
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~+— Filme padréo
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Figura 46: Perfil de textura das amostras de magé acondicionadas em sistema aberto e

fechado com filmes protéicos de soro de leite em fungdo do tempo de armazenamento.

A mudanca de cor nas amostras de maca estd diretamente relacionada com a
enzima polifenoxidase, que age somente na presenga de oxigénio, oxidando compostos
fenélicos. Filmes poliméricos apresentam barreira a gases, devido a estrutura da rede
filmogénica ser fechada e ordenada por pontes de hidrogénio (Yang & Paulson, 2000b).
Esta propriedade foi avaliada através da determinagdo dos parametros de cor (L*, a* e b*)
nos pedacos de maca em fungdo do tempo de armazenamento nas condigdes de 25°C e
75% de umidade relativa, em sistema aberto (sem filme) e sistema fechado com
diferentes tipos de filmes, com e sem a injecdo de gas nitrogénio. A Tabela 48 e Figura 47
apresentam a mudan¢a do pardmetro L* (indice de Iluminosidade) das macas,
acondicionadas em sistema aberto e fechado sem a injecédo de nitrogénio (representado
pela denominacdo: ar) e com a injecdo (N,).

O indice de luminosidade das amostras de mag¢a diminuiu nas primeiras 4 horas
de armazenamento, mantendo-se constante durante o armazenamento, ou seja, as
macas tenderam a escurecer em sistemas aberto e fechado, com e sem a injecdo de
nitrogénio. As pequenas variagdes encontradas nos resultados iniciais (t=0h) podem estar
associadas a diferentes estagios de maturacéao, possiveis defeitos causados por “batidas”,
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fissuras, que aceleram o processo detereorativo, mas n&o impediram a analise da

tendéncia dos parametros de cor em fungdo do tempo de armazenamento.

Tabela 48: indice de luminosidade (valores médio de L*+desvio padréo) das amostras de

maca acondicionadas em sistema aberto e fechado com diferentes filmes protéicos de

soro de leite com e sem a injegdo do gas nitrogénio, na T=25°C e UR=75%.

Lt
Sistema de
Tempo (h)
embalagem
0 4 [) 24 48

s ar 77.90:0.50° 69,04+05" 69.16:0,43"  69,64+0,89° 68.76+0,69%

N, 77.90+0,50® 67,84+0,75™ 70,3118 70,80+1,23°  68,92+1,22%
o o 77201039° 67,691,377 69.27+1,2" 68,930,652 67.43+0,15°

N, 77.20+039° 6942+1,13" 68,04:+239" 68,58+3,00  67,31+0,15®
. ar  77,52+1,16 69.42+1,13™  68,06+1,53 67.80+1.9"  68,51+1,91°

N, 77.52+1,16° 70,35+1,82'  67,56+0,55™" 67,23+0,44° 67,89+3,20™
Sem Filme 77.00+1,34°  71,34+1,10° 68.8210,23°  68,00£1,40  67,54+1,34™F

abocdelfohilklmn o p-— diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do
método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

81,0
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76,0
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Filme emulsionado
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— ar
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Figura 47: indice de luminosidade das amostras de maca armazenadas em sistema

aberto e fechado com filmes protéicos de soro de leite.
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O indice de croma a* representa a mudanga da cor de verde (valores negativos)
para o vermelho (valores positivos), sendo que este parametro esta relacionado com o
escurecimento enzimatico que ocorrem em magas. Segundo Baldwin et al. (1996), quanto
maior a*, maior foi o escurecimento das amostras. O escurecimento evidencia a acéo da
polifenoxidase, que resulta na reducédo da qualidade visual, em mudang¢as no aroma e
perda de nutrientes (McHugh & Senesi, 2000). A Tabela 49 e Figura 48 apresentam os
dados de a* em fungéo do tempo de armazenamento.

Tabela 49: indice de croma (valor médio de a*+desvio padrdo) das amostras de maga
acondicionadas em sistema aberto e fechado com filmes protéicos de soro de leite com
(N2) e sem (ar) a injecdo do gas nitrogénio, na T=25°C e UR=75%.

Sistema de ol
embalagem Tempoih)
0 4 8 24 48
& ar 1,060,177  8,02:0,4570  8,75:0,19°°  8,20:0,12°07  8,54+0,28"0%0
N, 1,0640,17°  7,87+0,07  7,8610,18™  7,28+0,23™  8,59+0,45%
i ar 095+0,19°  6,93+0,06" 8,61+0,27°*"  8.80+0,14™  8,83+0,90°
N, 0,95+0,17%  5,40+0,21° 7,8940,11™  747+0,01"  8,4510,38"
_— ar  1,1810,50°  7,180,04™  8,16:0,18°7  B827+0,87°°% 823+0 140
N>  1,18+0,50°  6,34+0,04° 7,.95+0,30™  7,37+0,40™  8,53+0,44"°%
Sem Filme 1724010 7,680,27°"  8,7040,38°° 9,51+0,72°  9,63+0,51°
a,bcdefaghijlmn o p q-—diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do

método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

O aumento no valor de a* indicou a ocorréncia do escurecimento enzimatico nos
pedacos de mag¢a durante a estocagem, com comportamento similar em sistema aberto e
fechado, tendendo a coloragdo vermelha, observando uma diferenga estatisticamente
significativa nas amostras acondicionadas com a injegdo de N, que apresentaram valores
menores de a* em relacdo aos potes fechados com ar ambiente. Em todas as condigdes
trabalhadas, o valor do parametro a* aumentou até 8 horas de armazenamento, podendo
associar a uma concentragdo inicial de oxigénio dentro dos potes, suficiente para
promover o escurecimento, devendo ressaltar que, durante o corte, ja estava ocorrendo a

acao da enzima.
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Em sistema aberto, apoés 24 horas de armazenamento, o indice de croma a*
apresentou valores maiores. Neste caso as magas estavam em contato direto com o ar
ambiente, ou seja, maior concentragdo de oxigénio, que promoveu maior escurecimento
quando comparados com as amostras em sistemas fechados, e a injecéo de nitrogénio
diminuiu o valor do parametro a*. Pode-se concluir que as embalagens protéicas atuaram
com uma barreira a oxigénio moderada, e a atmosfera modificada € uma alternativa para
retardar o escurecimento enzimatico em macéas. Maté & Krochta (1996b) concluiram que
coberturas de isolado protéico de soro de leite diminuiram a concentragéo de oxigénio em
amendoins, retardando o processo de rancidez. A composicéo atmosférica da embalagem
foi o fator que mais influenciou a atividade da polifenoxidase em magés cortadas
armazenadas em sacos plasticos (Soliva-Fortuny et al., 2001).
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Figura 48: indice de croma a* das amostras de magé acondicionadas a 25°C e 75% de
umidade relativa em sistemas aberto (sem filme) e fechado com filmes protéicos de soro

de leite com e sem a injecdo de nitrogénio.

O valor de a* encontrado em 48h nas magas acondicionadas em sistema fechado
foi atingido em 8h em sistema aberto, indicando que o filme promoveu a formagéo de
barreira a oxigénio. A aplicagdo de atmosfera modificada (N) retardou o escurecimento

em relagdo a sistemas somente fechados. Filmes emulsionados e modificados com a
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transglutaminase apresentaram diferencas na barreira a oxigénio em um tempo
equivalente a 24h de armazenamento, quando comparados com o filme padréo e o
sistema aberto, ou seja, a presenca do acido graxo nesta concentracdo (0,50%) na
formulacdo filmogénica nao favoreceu a permeabilidade ao oxigénio, que é uma
caracteristica de filmes hidrofébicos, a baixa barreira a gases. McHugh & Senesi (2000)
também néo constataram efeito significativo na adi¢éo de lipidio em coberturas a base de
puré de magd em pedagos de macgéd, apesar de apresentarem valores menores de
permeabilidade ao vapor d’agua em relacdo ao filme controle.

O indice de croma b*, representa a variagao da cor azul (-b*) para o amarelo (+b*),
avaliado na Tabela 50 e Figura 49, que apresentam os resultados em sistema aberto e
fechado com filmes protéicos de soro de leite com e sem a inje¢do de nitrogénio em
funcdo do tempo de armazenamento a 25°C e 75% de umidade relativa.

Tabela 50: indice de croma (valor médio de b*tdesvio padrdo) das amostras de maga
acondicionadas em sistema aberto e fechado com diferentes filmes protéicos de soro de
leite com (N2) e sem (ar) a injecdo do gas nitrogénio, na T=25°C e UR=75%.

Sistema de all
embalagem Tenthoihl
0 4 8 24 48
en ar  32,04:0200 432411507  44,11£1,97°° 44,50+0,66™° 41,47+0,65
N2 32,041020  44,86+2,04°" 4531+0,81®° 4622+0,21°  40,60+0,64"
e ar 32521277  43,40+160° 42,931,386  41,580,70"  39,79+1,12%
N; 32524277  4503+0,74™ 43,15+2,32"  41,75+0,26°"  40,22+1,66"
- ar  31,1412,00"  43,95t1,50%  41,76+1,25"  40,78+3,45%  41,47+153

N, 31,1442,00™  41,49+0,80" 42,68+0,88°  40,22+1,17%  40,73+0,78"

Sem Filme 31.921017™  42.53+038% 4443415770 46,15+0,72°  41,46+027

a,b,c d e f g hijl m-diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de
Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

As macés tenderam a uma coloragdo amarela mais forte (maior b*) em todos as
condi¢des trabalhadas, mas este indice ndo apresentou relagdo representativa da

mudanga de cor entre os diferentes sistemas de embalagem em fungdo do tempo de

armazenamento, nem com as embalagens com atmosfera modificada.
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Figura 49: indice de croma b* das amostras de maga acondicionadas a 25°C e 75% de
umidade relativa em sistemas aberto (sem filme) e fechado com filmes protéicos de soro

de leite com e sem a injegdo de nitrogénio.

Baldwin et al. (1996) avaliaram a mudanga de cor em pedacos de maga
acondicionadas em sacos plasticos a temperatura ambiente, observando o aumento nos
indices de croma a* e b* e a diminui¢do na luminosidade L*, sendo que representaram a
porcentagem de inibicao do escurecimento atraves da variagdo no parametro a*.

8.2.2 - Armazenamento a frio

O consumo de alimentos minimamente processados vem aumentando, devido ao
crescimento da procura de produtos mais saudaveis, naturais e com maior praticidade.
Manter a qualidade destes produtos é um fator importante e critico, pois o tempo de
armazenamento é curto. Alternativas tém sido expostas, sendo que filmes protéicos
podem ser considerados uma delas, como um complemento & embalagem sintética.
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Alimentos minimamente processados sdo armazenados geraimente em
temperaturas mais baixas, que previnem o desenvolvimento microbiano e reduzem a taxa
de respiragdo celular, retardando o apodrecimento. As amostras de maca foram
armazenadas na temperatura de 10°C, simulando a condig&o da geladeira, aproximando-
se da situagdo real cotidiana. A umidade relativa de uma geladeira n&o € controlada e
depende do tipo de produto armazenado, que troca umidade com o ar ambiente até o
equilibrio. Desta forma, esta variavel foi medida durante o tempo de acondicionamento,

somente para controle do processo, apresentando um valor médio de 73%.

A perda de peso das amostras de magé em fungdo do tempo de acondicionamento
em sistema aberto (sem filme) e sistema fechado com filme padrao (FP), filme
emulsionado (FEM) e modificado enzimaticamente com transglutaminase (FTG) pode ser
analisada na Tabela 51 e Figura 50. Novamente, o comportamento das macas
armazenadas em sistema fechado com e sem a injegdo de nitrogénio foi similar, sendo
entao apresentado a média dos resultados obtidos para cada tipo de filme.

Tabela 51: Perda de peso das amostras de magéd acondicionadas em sistemas de
embalagem aberto (sem filme) e fechado com filmes protéicos de soro de leite a 10°C.

Tempo Perda de peso (%)’
(h) FP FEM FTG Sem Filme
0 0,0000" 0,0000" 0,0000" 0,0000"

4 0.4113+0,0011"  0,4076+0,0028"  0,4808+0,0359'  2,5185+0,1683"

8 0,7027+0,0078" 0,6908+0,0406" 0,7413+0,0390" 4,0900+0,0235™
24 1,8157+0,0868%  1,7659+0,0044°  1,9091+0,0356%  11,2970+0,3667"
30 2 0942+0,0503%"  2,0037+0,0161%°  2,1938+0,0463™" 12,5467+0,0433°
32 2.3915+0,0853"  2,2471+0,0065°" 2,4676+0,0488°  13,8681+0,0550"
48 3,3300+0,0566° 3,235440,0259°  3,6000+0,1283™  17,6874+0,0894°
56 3,8914+0,0337™  3.6524+0,0482™ 4,0682+0,1219™  20,4267+0,2257°
72 5,0042+0,1594' 4,6239+0,0488' 5,0627+0,0230' 25,0819+0,1485°
96 6,5322+0,1556’ 6,0714+0,0701%  6,6858+0,0469' 31,8834+0,7361°
120 - 7,6289+0,0132' 8,0681+0,0629' 36,3361+0,3729°

abcdefahijklmnopaqrstu— diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas
através do método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrao
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A perda de peso aumentou gradualmente em fungao do tempo, sendo mais
acentuada em macas acondicionadas em sistema aberto e, em sistema fechado nao foi
observada diferenga significativa entre os diferentes tipos de filme para cada tempo. A
perda de peso atingida em 96 horas em sistema aberto foi de 31,88% e em sistema
fechado, de 6,53% com filme padrao, de 6,07% com filme emulsionado e de 6,69% com
filme modificado enzimaticamente. Em sistema aberto, a perda de peso equivalente a
condigdo final em sistema fechado (t=96h) foi atingida em aproximadamente 13h de
acondicionamento, indicando um prolongamento no tempo de armazenamento, em
termos de migracdo de umidade sob refrigeragdo, como consequéncia da propriedade de
barreira a vapor d’agua dos filmes protéicos de soro de leite.
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Figura 50: Perda de peso das amostras de maca acondicionadas a 10°C em sistema
aberto e fechado com diferentes tipos de filmes protéicos de soro de leite

O teor de umidade das magas apés o acondicionamento confirmou os resultados
de perda de peso, onde as acondicionadas em sistema aberto apresentaram maior
reducdo no teor de umidade, e em sistema fechado com os diferentes tipos de filmes, néo
apresentaram diferenca significativa entre si, somente podendo ressaltar que filmes
emulsionados apresentaram o maior teor de umidade em relagéo a todas as condigoes
trabalhadas (Tabela 52 e Figura 51).
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Tabela 52: Teor de umidade das amostras de magd em fungdo do tempo de

acondicionamento na temperatura de 10°C.

Tempo X (%)’
(h) Fp FEM FTG Sem Filme
0 86,97+0,30° 86,97+0,30° 86,97+0,30° 86,97+0,30°
4 85,17+0,17° 85,99+0,11°2 85,21+0,13% 84,52+0,39%°
8 84,65+0,29%° 86,20+0,37° 84,51+0,10% 83,51+1,32%°
24 83,56+0,90%° 84,20+0,20%° 83,83+0,99%° 82,30+0,63%*
48 82,76+0,15% 83,85+0,70% 83,02+1,34% 80,02+0,63%
96 81,25+0,20%° 82,96+0,77%° 81,98+1,16% 75,01+1,10°
a, b, c — diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Tukey pelo

programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrdo

A diferenca no teor de umidade néo foi significativa durante o armazenamento em
sistema fechado, mas a minima perda de dgua em pedacos de macéa fresca provoca
alteragdes marcantes no aspecto fisico e visual. No final do experimento, as amostras de
mac¢d haviam encolhido (reduziram o didmetro e espessura), enrugado e amolecido,

principalmente as acondicionadas em sistema aberto.
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Figura 51: Teor de umidade das amostras de magd em fungdo do tempo de

armazenamento em condigées de temperatura de 10°C.
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A perda de umidade em alimentos com alto teor de umidade, como a macga, tende
a perder a suculéncia e a frescura (Szczesniak, 1998). Em cenouras descascadas, Li &
Barth (1998), constataram uma diminuigéo no teor de umidade na ordem de 1,00% apbs o
armazenamento sob refrigeragao, mas com mudangas visuais acentuadas.

A textura das macgds seguiu a mesma tendéncia acima descrita para a perda de
peso e teor de umidade, decresceu com o tempo de armazenamento, necessitando uma
menor forca de perfuragdo, ou seja, afastando-se da condicéo de fruta fresca. Os
resultados da reducdo de textura, a 10°C em sistema aberto (sem filme) e sistema
fechado com diferentes tipos de filme, podem ser analisados na Tabela 53.

Tabela 53: Perfil de textura das macas acondicionadas em sistemas de embalagem
abertos e fechados com filmes protéicos de soro de leite a 10°C.

Tempo F (N)’

(h) FP FEM FTG Sem Filme

0 2.2483+0,0313%  2,248310,0313°  2,248310,0313°  2,2483+0,0313°

4 1.9508+0,0121°  2,0307+0,0157®  1,9529+0,0045°  1,9122:+0,0518"
8 1.8846+0,0161° 1,9752+0,0588°  1,9430+0,0205°  1,8325+0,1136>%
24 1,6816+0,0022%  1,8789+0,0652°° 1,6968+0,0267°*" 1,6401+0,0037¢
48 1.5264+0,0035°  1,6615+0,0098%" 1,6185+0,0419%  1,3821+0,0046""
96 1,.4862+0,0386°  1,630310,0187%  1,5390+0,1372%  1,2075:+0,0207"

2 b cdef g h— diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de
Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
1 - médiatdesvio padrao

Até 4 horas de armazenamento, somente as amostras fechadas com os filmes
emulsionados mantiveram a textura proxima a inicial, evidenciando uma menor
permeabilidade ao vapor d’agua de filmes contendo lipidio. Apds este periodo, em todos
os tratamentos, houve reducdo da forga de perfuragéo, confirmando o aspecto visual de
magas com menores tamanhos e secos. Em t=96 horas, as magas acondicionadas em
sistema fechado apresentaram uma textura similar a atingida em 48 horas em sistema
aberto, indicando que a aplicagdo de filmes protéicos aumentou o tempo de
armazenamento a 10°C. A Figura 52 ilustra as curvas de textura em fungéo do tempo,
observando uma perda mais acentuada em sistema aberto (sem filme).
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Figura 52: Perfil de textura das amostras de mag¢a acondicionadas em sistema aberto
(sem filme) e fechado com filmes protéicos de soro de leite obtidos por diferentes

processos em funcdo do tempo de armazenamento a 10°C.

A reducdo do tamanho dos pedacos de macgd foi visualmente perceptivel,
principalmente as acondicionadas em sistema aberto, confirmando os resultados obtidos
quanto a perda de umidade. E importante ressaltar que neste estudo ndo houve a
preocupacdo em definir condigdes 6timas de armazenamento do produto, ou seja, que
mantivessem as caracteristicas das magas aceitaveis para o consumo, e sim avaliar as
propriedades dos filmes protéicos de soro de leite, determinando a atuacdo dos mesmos
como barreira @ umidade e gases, observando sua integridade durante todo o periodo de
armazenamento (auséncia de fraturas, fissuras). Desta forma, pode-se concluir que os
filmes protéicos atuaram como uma barreira moderada a umidade em armazenamento a
frio (10°C).

A avaliagdo da permeabilidade a gases dos fiimes na temperatura de 10°C foi
efetuada, baseando-se na variagdo de cor dos pedagos de macéd, medida através da
luminosidade e indice de croma a* e b*. O indice de luminosidade (L*) em fungéo do

tempo de armazenamento esta apresentado na Tabela 54 e Figura 53.
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Tabela 54: indice de luminosidade (valor médio de L*+desvio padrdo) das amostras de
maga acondicionadas em sistema aberto e fechado com filmes protéicos com (N2) e sem
(ar) a injegao de nitrogénio, na T=10°C.

L*
Sistema de

Tempo (h)
embalagem

0 & 8 24 48 96

ar 78,38+0,21° 68.9610,15“' 67,34+0,55° 67,21+0,85° 67,16+0,07° —

P N, 78,38:021° 68,12+1,33° 69,33+0,65" 70,38:0,76™" 69,09+0,87" e

™ 78.9710.84%° 60,3111.807 68,66£0,93™ 69,86:1,60"F 72,38+2,71° 68,06+1,04°
N, 78,07+0,84% 68,64+0,66™ 69,32+0,02¢ 69,31+1,01" 72,92+1,72° 70,4041,51%"

e 70.2911.22° 70,631,440 69,09£0,04° 69,20£0,01°" 69,03+1,30™ 67,28+0,56"

N, 79.29+122° 70,04+2,02" 70,76+2,02* 69,79+2,24"* 69,41+0,27™ 71,22+0,02°

Sem Filme 79,14+1,15° 68,39+0,17™ 70,‘39:|:0,265‘E 69,'4?9j:l'J,67"".E 66,44+1,47%  62,71+2,94'

abocdefghiklmn o p g r— dferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do
método de Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).
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Figura 53: indice de luminosidade das amostras de maca armazenadas em sistema
aberto e fechado com filmes protéicos de soro de leite a 10°C.
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As macas ap6s o corte tenderam a escurecer, reduzindo a luminosidade quando
armazenadas em sistema aberto e fechado, diminuindo até 8 horas de armazenamento,
mantendo-se constante ap6s este periodo. A injecdo de nitrogénio dentro das
embalagens manteve uma maior luminosidade dos pedagos de magd@ quando
comparadas com as acondicionadas em embalagens fechadas sem inje¢éo de nitrogénio.
O mesmo resultado foi observado por Soliva-Fortuny et al. (2001) em macas
armazenadas sob refrigeragdo em sacos plasticos em atmosfera modificada com
nitrogénio, apresentando um decréscimo exponencial de L* durante o armazenamento, de
83,20 a 79,80 apéds 90 dias.

A variacdo no parametro a*, relacionado ao escurecimento enzimatico das magas,
esta representada na Tabela 55, em fungéo do tempo de armazenamento a 10°C.

Tabela 55: indice de croma (valor médio de a*tdesvio padrdo) das amostras de maga
acondicionadas em sistema aberto e fechado com filmes protéicos com (N,) e sem (ar) a
injega@o do gas nitrogénio, na T=10°C.

Sistema de =
embalagem Temnoi(h)
0 4 8 24 48 96
o 1,20+0,07" 7,47+0,20°0 7,96+0,37°9" 9,27+0,70°  9,30+0,05° —
N, 1,29:0,07" 6,34+0,29™ 7,31:0,97% 7,02+0,82%  7,79:0,50°" —
_— 1201029° 6.161065" 845:10,71° 8,2910,36°°  8,45t0,06© 9,87+0,28%
N, 1,2040,29" 6,64+0,429™ 7,710,119 7,8610,54% 7,5410,26°" 849:0,39%
o 11810 50" 6.411044™ 839018  8,05:0,87°0" B8 18+0,14°0 8 49+0,14%

N, 1,18+0,50" 6,17+0,14™  7,72+0,65% 7,96+0,40%%" 7 4140,55" 7,96+0,15""

Sem Filme 1,19+0,02" ?,81i(2},43%m 8,58+0,28 9,39+0,66" 10,53+0,51° 10,15+0,30°

ab.cdefaghijklm,n— diferencas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de
Tukey pelo programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

Em todas as condi¢des trabalhadas, os valores de a* aumentaram gradualmente
com o tempo, indicando a ocorréncia do escurecimento enzimatico, sendo mais
acentuado em sistema aberto, onde as amostras de maga estdo em contato direto com o
ar ambiente (Figura 54). Baldwin et al. (1996) também n&o conseguiram evitar o
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escurecimento com a aplicagdo de cobertura de carboximetilcelulose em fatias de maca
acondicionadas em sacos plasticos a 4°C, observando que o escurecimento foi retardado
ap6s a imers&o em antioxidantes, acidulantes e conservantes.

A embalagem em atmosfera modificada promoveu um menor escurecimento em
todo o periodo de armazenamento, quando comparada as embalagens sem injecdo de
nitrogénio, podendo considerar a redugdo da concentragao inicial de oxigénio uma técnica
favoravel. Nicoli et al. (1994) concluiram que a embalagem plastica em atmosfera
modificada (N./CO,) reduziu a concentragdo de oxigénio e foi efetiva na prevencao da
reagdo de escurecimento enzimatico em fatias de maga por no minimo 9 dias de
estocagem. Em pedacos de manga cobertos com filmes de polissacaridio e cera de
carnalba, a permeancia de oxigénio foi menor em relagéo a do controle (sem cobertura),
mas com diferengas pequenas (Baldwin et al., 1999).
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Figura 54: indice de croma a* das amostras de maga acondicionadas a 10°C em sistemas

aberto e fechado com filmes protéicos de soro de leite com e sem a injecéo de nitrogénio.

O escurecimento enzimatico das macgas, representado pelo parametro a*,
encontrado apés 24h de armazenamento a 10°C em sistema aberto, foi atingido neste
mesmo periodo em sistema fechado com filme padréo, em 96h com filmes emulsionados.

E, em filmes modificados com a enzima, este parametro aumentou até 8h, mantendo-se
195



Resulfados e Discussdes

gonsianie aie o final Alravés desies resultados, concluiu-se que os filmes atuaram como

barreira a oxigénio, prolongando o tempo de armazenamento das amostras de maca
acondicionadas a frio, evidenciando a estrutura da matriz filmogénica, apresentande

exposicdo de grupos polares, que favorecem a barreira a substancias ndo polares, tais
como oxigénio @ alguns compostos aromdticos. Deve-se ressaltar que a embalagem de
frutas e vegetais frescos requer uma transferéncia minima de O, e CO, para manter a
respiracdo em taxas reduzidas.

A mudanga do parametro b* das amostras de magad em funcdo do tempo de

armazenamento esta representada na Tabela 56 e Figura 55.

Tabela 56: indice de croma (valor médio de b*+desvio padrdo) das amostras de maca
acondicionadas em sistema aberto e fechado com filmes de soro de leite com (N,) e sem
a injecéo de nitrogénio, na T=10°C.

Sistema de b
embalagem Tempo (h)
4 8 24 48 96
- ar 30,95+0,95° 42,40+1,80°" 43,02+0,0500 43,2010 2899 42.211129™ -
N2 30,95+0,95° 41,33+1,39"™ 4348+0,82°° 41,18+2,00™ 41,4140 534" —
- ar 30,59+0,40° 43.13+1 07°09 42,984;0,04"**5" 44,78+1,87°  43,13+0,74°9 40,06+0,89°
N2 30,59:0,40° 42,62+0,41" 41,2310,05"™ 42,65:3,97°" 40,77+1,02™ 39,70+0,25"
ar 29,97+0,85° 41,84:0,20™ 41,46+1.43™ 42.4311,42° 43.3710.12° 41.48+0.02F
FTG
N> 29,97+0,85° 40,37+0,05"" 38,90+1,42" 39,30+0,55% 40,61+0,02™° 40,13+0,02°°
Sem Filme 30,67+1,20° 40,37+0,52° 44,29t041° 44,36:0.91° 43,90:0,99°° 41,031,656

a, b, ¢ d, e f— diferengas significativas entre as médias (p<0,05) calculadas através do método de Tukey pelo
programa computacional SAS (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA).

Os pedagos de maga tenderam a uma coloragdo amarela mais forte nas primeiras
8 horas de acondicionamento, representada pelo indice de croma b*, mantendo-se
constante até o final do armazenamento, em todos os tipos de embalagem aplicados.
Mas, ndo apresentou relagdo com o tempo de armazenamento e tipo de tratamento (com
ou sem a injecao de nitrogénio).
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Figura 55: indice de croma b* das amostras de maca acondicionadas a 10°C de em

sistemas aberto (sem filme) e fechado com filmes protéicos de soro de leite.

A permeabilidade a gases dos filmes protéicos de soro de leite foi melhor
representada através dos parametros de cor a* e L*, relacionado ao comportamento de
escurecimento enzimatico das amostras de magd acondicionadas neste sistema de
embalagem, nas diferentes condi¢des de armazenamento. Confirmou-se a afirmagéo de
Sapers & Douglas Jr (1987), onde o escurecimento enzimatico em macgas cortadas pode
ser monitorado pela medida das mudancas nos indice de luminosidade L* e a*.

8.3 — Conclusoes Parciais

Filmes protéicos de soro de leite apresentaram barreira a umidade e gases
moderada quando comparados ao armazenamento em sistema aberto (sem tampa), nas
condi¢cdes de 25°C e 75% de umidade relativa e 10°C, mantendo a sua integridade até o
final do armazenamento, indicando um grande potencial para a aplicagdo como
embalagem, evidenciando as caracteristicas de permeabilidade ao vapor d’agua e gases,
e as propriedades mecanicas.
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Em relacdo a migracdo de umidade (perda de peso, teor de umidade e mudanca
de textura), a aplicacdo dos filmes protéicos de soro de leite acondicionados a 25°C e
75% de umidade relativa apresentou diferenca equivalente a 40 horas no tempo de
armazenamento, estando diretamente relacionada a permeabilidade ao vapor d'agua dos
filmes. Na mesma propor¢do quanto ao escurecimento enzimatico em relagdo ao do
sistema aberto. O armazenamento em temperatura mais baixa (10°C) apresentou
diferenca nos valores equivalente a 80 horas no tempo de armazenamento quanto a
perda de peso, e o escurecimento apresentou melhores valores de a* com filmes
modificados com transglutaminase.

A diferenca de peso, teor de umidade e mudanca de textura das macas
acondicionadas com diferentes tipos de filmes (padrdo, emulsionado e modificado
enzimaticamente) ndo foi estatisticamente significativa em fungcdo do tempo de
armazenamento, apesar do valor de permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes
encontrado ter sido diferente. Ou seja, neste tipo de aplicagido com alimento com alto teor
de umidade, néo foi possivel detectar esta diferenca.

O escurecimento enzimatico das macés foi evidenciado pelo indice de croma a*,
que aumentou em fungdo do tempo de armazenamento, apresentando diferenca em
relagao ao das amostras acondicionadas em atmosfera modificada com gas No.

A escolha da maga, neste estudo, como o produto alimenticio foi baseada na sua
deterioragéo rapida, ou seja, devido ac seu alto teor de umidade e escurecimento, ndo
havendo a preocupacdo com o aspecto final da maga ap6s o armazenamento, e sim com
0 comportamento das propriedades finais dos filmes, quanto a barreira & umidade e gases
e propriedades mecanicas. A avaliagdo da vida de prateleira do alimento embalado com
filmes protéicos de soro de leite € um tema interessante para trabalhos futuros.
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CAPITULO 9

9 — Conclusoes Gerais

O planejamento fatorial permitiu determinar a melhor formulagdo de filmes
protéicos a base de soro de leite, observando as caracteristicas mecanicas e de barreira
favoraveis e avaliando a importancia (efeito) das variaveis, concentragao de proteina (Cp),
concentragdo de plastificante (Cg) e pH, onde as faixas de valores estudadas foram , de
482 a8,18%, de 1,82 a 5,18% e 5,20 a 8,60, respectivamente:

e A menor solubilidade protéica do filme foi obtida para maior Cp (7,50%), ao
contrario da permeabilidade ao vapor d’agua que foi menor em 5,50%. Quanto as
propriedades mecénicas, a tensdo na ruptura foi maior nas faixas entre 5,50-
8,18% e a maior porcentagem de elongagdo encontrada foi na faixa entre 5,50-
7,50% de proteina. E interessante trabalhar com caracteristicas boas de barreira e
mecanicas, sendo que uma concentragdo intermediaria de proteina torna-se mais
adequada (6,00-6,50%).

e A adigdo de glicerol favoreceu as propriedades mecéanicas, mas diminuiu as
propriedades de barreira de filmes protéicos. A menor quantidade de plastificante
adicionada (2,50%) resultou em um menor valor de solubilidade protéica e
permeabilidade ao vapor d’agua. Quanto a tensao na ruptura, foi maior para 1,82%
de plastificante, mas, reduziu a eficacia quanto a capacidade de estender
(elongacdo) do filme, sendo esta maior em Cg igual a 4,50%. Portanto, para
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manter a integridade mecanica, satisfazendo as condi¢des de barreira dos filmes,
a faixa de concentracdo de plastificante ideal para trabalhar foi de 3,00-3,50%.

» O pH basico (7,90) promoveu as melhores caracteristicas mecanicas e de barreira,
apenas ressaltando a tenséo na ruptura que encontrou uma melhor regido na faixa
entre 590 e 7,90. O uso de fimes como embalagens em alimentos deve
considerar que o desenvolvimento microbiano é favorecido em pH basico.

A melhor formula¢do determinada para filmes protéicos de soro de leite, visando
manter boas caracteristicas de barreira e mecanicas foi: concentragdo de proteina 6,50%;
concentracado de plastificante 3,00% e pH 7,00. Deve-se ressaltar que todos os resultados
para a permeabilidade ao vapor d’agua, tensdo na ruptura e porcentagem de elongagio
corresponderam as condigdes de 75% de umidade relativa e 25°C.

A equagédo de GAB foi 0 modelo que melhor representou os dados de adsorgdo
dos filmes protéicos de soro de leite, apresentando uma forma sigmoidal. A influéncia da
temperatura foi verificada entre as curvas de adsorgdo dos filmes protéicos. Em
temperatura mais alta, a adsorgédo de vapor d'agua pelos filmes & menor, em um valor fixo
de atividade de agua. O calor de sorgzo dos filmes protéicos diminuiu com o aumento do
teor de umidade.

A adicdo de acido estedrico na formulagio de filmes protéicos de soro de leite
provocou uma redugdo na solubilidade protéica, permeabilidade ao vapor d’agua, tenséo
na ruptura e porcentagem de elongagdo. Ou seja, melhorou as propriedades de barreira,
mas reduziu as mecanicas, tomando os filmes mais faceis de quebrar e menos elasticos.
Estas tendéncias se acentuavam com o aumento da concentragio de lipidio.

Néo foi possivel caracterizar filmes emulsionados de proteinas de soro de leite em
pH acido, devido ao aumento da viscosidade da solugdo filmogénica, promovendo a
incorporacéo de bolhas e a formagao de filmes com poros, fissuras e manuseio dificil. Ou
seja, valores baixos de pH, préximos ao ponto isoelétrico, aumentaram a forga de atracéo
entre as cadeias de proteinas, formando agregados (precipitados) e aumentando a
viscosidade da solugdo.
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Em pH basico (pH 9,0), os filmes emulsionados apresentaram uma menor
solubilidade protéica e permeabilidade ao vapor d’agua em relagdo a dos filmes em pH
neutro (pH 7,0), e quanto as propriedades mecéanicas, a tensdo na ruptura foi menor e a
porcentagem de elongagao maior. Assim, concluiu-se que uma melhor formagao da matriz
filmogénica ocorreu em pH alcalino, associado & maior reatividade do grupo SH,
promovendo a formagao de ligagdes covalentes dissulfidicas entre as cadeias protéicas.
Em pH 7,0, os fimes emulsionados apresentaram resultados significativos
estatisticamente, e deve-se ressaltar que, dependendo da aplicagdo dos filmes, € mais
interessante trabalhar com uma formulagdao em pH neutro do que em basico, no que diz
respeito a propensao de desenvolvimento microbiano.

Um modelo linear descreveu a difusdo de vapor d’agua através dos filmes
protéicos de soro de leite, acondicionados em diferentes posicdes, vertical e horizontal
com a face do filme voltada para cima e para baixo. O coeficiente de difusdo obtido a
partir do ajuste do modelo aos resultados de adsor¢cdo dos filmes protéicos
acondicionados na posigio vertical foi de Dy = 9,3 x 10" m? . s, e a densidade de 4gua
adsorvida foi Cs-Co = 2,05 x 10% kg.m™.

A partir dos dados experimentais concluiu-se que a forga da gravidade ndo
apresentou nenhum efeito no processo de adsorgdo na posi¢ao horizontal, e o calculo do
coeficiente de difusdo e da concentragdo de umidade na superficie foi feito a partir de um
modelo linear de difusdo. Os coeficientes de difusao dos filmes na posi¢do horizontal com
a face do filme voltada para cima e para baixo nao apresentaram diferenca significativa,
sendo entdo calculado a partir da média das massas de vapor d’agua adsorvida nas duas
posigbes. O valor encontrado foi Dy =5,10 x 10™ m%s™ e a concentragdo de umidade
adsorvida no equilibrio, Cs-Co = 2,79 x 10? kg.m™.

A adicdo de um composto hidrofébico (acido estearico) na formulagdo de fiimes
protéicos de soro de leite reduziu o coeficiente de difusdo dos filmes acondicionados na
posicdo vertical, Demv=2,5 x 10" m%s™" e a concentragdo de umidade, (Cs- Co)emv= 2,10
x 10 kg . m™. A diferenga encontrada em filmes emulsionados acondicionados na posigao
horizontal com a face do filme voltada para cima e para baixo ndo foi significativa,
indicando que a forga da gravidade nado provocou efeito no processo difusivo do vapor
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d'agua, o coeficiente de difusdo encontrado foi Dem: =5,1 x 10" m”%.s™, e a concentragio
de umidade, (Cs-Co)emn= 2,87 x 10°kg . m™

A modificacdo enzimatica pela transglutaminase promoveu ligagdes covalentes
isopeptidicas entre as cadeias das proteinas do soro de leite, formando uma matriz
polimérica com melhores propriedades de barreira e mecanicas. A melhor concentragéo
de transglutaminase foi de 10U/g proteina em filmes contendo 6,5% de proteina, 3,0%
plastificante (glicerol) e pH 7,0. O aumento na concentragdo de enzima reduziu os valores
de permeabilidade d’4gua dos filmes, aumentou a tensdo na ruptura e porcentagem de
elongagao, mas provocou 0 aumento da solubilidade protéica. O tempo de reagdo que
promoveu a formagéo de filmes com melhores propriedades de barreira e mecanica foi de
180 minutos. Quanto maior o tempo de reagéo, na presenca de transglutaminase, menor
a permeabilidade ao vapor d'agua e solubilidade protéica, maiores tensdo na ruptura e
porcentagem de elongagao dos filmes protéicos de soro de leite.

O uso do produto ACTIVA TG-MP fomecido pela Ajinomoto Interamericana Co. é
viavel em concentragdes limitadas, devido & presenca de outros compostos, como
lactose, que em grande quantidade interfere na formagdo de uma matriz estavel e
homogénea de filmes protéicos. A alta concentragéo de lactose na formulagio filmogénica
influenciou nas propriedades de barreira e mecanicas dos filmes, impedindo a formagao
de uma matriz filmogénica continua e com maior numero de ligacbes inter e
intramoleculares.

O perfil eletroforético e cromatografico da reagdo da transglutaminase em varias
concentragbes de enzima e tempo de reagdo indicaram a formagao de polimeros de maior
e diferentes pesos moleculares, relacionado a agéo da enzima nas proteinas do soro de
leite, formando a matriz filmogénica.

Filmes protéicos de soro de leite apresentaram barreira moderada a umidade e
gases quando comparados ao armazenamento em sistema aberto (sem tampa), nas
condicdes de 25°C e 75% de umidade relativa e 10°C, indicando um grande potencial
para a aplicagdo como embalagem secundaria.
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Em relagdo a migragdo de umidade (perda de peso, teor de umidade e mudancga
de textura), a aplicagdo dos filmes protéicos de soro de leite acondicionados a 25°C e
75% de umidade relativa apresentou diferenca equivalente a 40 horas no tempo de
armazenamento, estando diretamente relacionada a permeabilidade ao vapor d’agua dos
filmes. Na mesma propor¢do quanto ao escurecimento enzimatico em relagdo ao do
sistema aberto. O armazenamento em temperatura mais baixa (10°C) apresentou
diferenca nos valores equivalente a 80 horas no tempo de armazenamento quanto a
perda de peso, e o escurecimento apresentou melhores valores de a* com filmes
modificados com transglutaminase.

A diferengca de peso, teor de umidade e mudanca de textura das macas
acondicionadas entre os diferentes tipos de filmes (padrdao, emulsionado e modificado
enzimaticamente) nao foi estatisticamente significativa em fungdo do tempo de
armazenamento, apesar do valor de permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes
encontrado ter sido diferente. Ou seja, neste tipo de aplicagdao com alimento com alto teor
de umidade, nao foi possivel detectar esta diferenca.

O escurecimento enzimatico das macgas foi evidenciado pelo indice de croma a*,

que aumentou em fungdo do tempo de armazenamento, apresentando diferenga em
relacdo ao das amostras acondicionadas em atmosfera modificada com gas N..
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