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"E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...
Decidi ndo esperar as oportunidades, e sim, eu mesmo busca-las.

Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solugdo.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um odsis.

Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.

Naquele dia, descobri que meu Unico rival ndo era mais que minhas préprias limitagdes,
e que enfrentd-las era a dnica e melhor forma de superd-las.

Nagquele dia, descobri que eu ndo era o melhor e que talvez eu nunca tenha sido.
Deixei de me importar com quem ganha ou perde; agora, me importa simplesmente
saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo € chegar ld em cima, e sim, deixar de subir.

Aprendi que o melhor triunfo que posso ter, é ter o direito de chamar a alguém de
"Amigo".

Descobri que o amor € mais que um simples estado de enamoramento,

"o amor ¢ uma filosofia de vida".

Nagquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados e passei a
ser a minha propria ténue luz deste presente.

Aprendi que de nada serve ser luz se ndo vai iluminar o caminho dos demais.
Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Nagquele dia, aprendi que os sonhos sdo somente para fazer-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar...

Agora simplesmente durmo para sonhar.

(Walt Disney)
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RESUMO

Desenvolvimento de biofilmes tem crescido devido a possibilidade de
substituicdo parcial de materiais plasticos n&o degradaveis. Proteinas e
polissacarideos tém sido utilizados para a producdo de filmes com boas
propriedades mecanicas. Porém filmes a partir desses materiais apresentam alta
permeabilidade ao vapor de agua. Uma alternativa usada para diminuir a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes € a incorporagdo de substancias
hidrofobicas na composigao da solugao filmogénica, porém a incorporagao dessas
substancias na matriz filmogénica ndo ocorre de maneira homogénea. Com o
objetivo de melhorar a incorporagdo das substancias hidrofébicas na matriz
protéica do filme foram adicionados os surfactantes (SDS e Tween 80), que sao
compostos organicos constituidos por moléculas anfifilicas, contendo uma parte
polar e outra apolar, com o intuito desta substéncia interagir na proteina e no acido
graxo, tornando a matriz filmogénica menos heterogénea. O efeito do pH também
foi estudado, com a finalidade de observar se este exerce influéncia na
homogeneidade da matriz filmogénica. Os acidos graxos utilizados no trabalho
foram o acido caprdico (6C), e o acido estearico (18C), com o objetivo de avaliar e
comparar se o numero de carbonos da cadeia do acido graxo exerce influencia na
incorporacdo da matriz protéica. Os filmes foram caracterizados quanto as
propriedades de barreira ao vapor de agua e propriedades mecanicas,
solubilidade em agua, opacidade, isotermas de sor¢&o e calorimetria diferencial de
varredura, podendo ser observado que a adicdo dos surfactantes melhorou a
barreira ao vapor de agua e diminuiu a resisténcia a tragdo dos filmes, ndo sendo
observado diferengcas na cor e opacidade dos filmes . Posteriormente foram
analisadas as caracteristicas morfologicas, através da microscopia otica,
microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal de varredura a laser,
observando que o ajuste do pH e a adigdo do surfactante modificam a estrutura
morfoldgica do filme.

Palavras-chaves: Biofilmes, Gelatina, Triacetina, Acido caproico, Acido

estearico, SDS (Lauril sulfato de sodio), Tween 80.
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ABSTRACT

Development of biofilms has grown considering the possibility of partial
substitution of plastic materials not degradable. Proteins and polysaccharides have
been used for the production of films with good mechanical properties. However
films produced with these materials present high water vapor permeability to the
water vapor. An used alternative to improve the water vapor barrier of the films is
the incorporation of hydrophobic substances in the composition of the filmogenic
solution, however the incorporation of these substances in the filmogenic matrix
does not occur in homogeneous way. Thus with, the objective to improve the
incorporation of hydrofhobic substances in the protein matrix of the film surfactants
had been added (SDS and Tween 80). They are organic compounds constituted by
anphiphilics molecules, incluing a polar part and other apolar, with the intention
that is substances improve the interaction between the protein and the fats acids,
producing a less heterogeneous filmogenic matrix. The effect of pH also was
studied, with the purpose to observe if this produce influence in the homogeneity of
the filmogenic matrix. The fats acids used in this work were the caproic acid (6C),
and the stearic acid (18C), with the objective to evaluate and to compare if the
carbon number of the fats acids exerts influences in the incorporation on the
protein matrix. The films were characterized with respect to the properties of barrier
to the water vapor, solubility in water, opacity, isotherms of sorption and thermal
properties, being able to be observed that the addition of the surfactants improved
the water vapor permeability and decreased the tensile strenght of the films, not
being observed differences in the color and opacity of the films. Later the
morphologic characteristics had been analyzed, through optics microscopy,
scanning electron microscopy and confocal laser scanning microscopy, observing
that the adjustment of pH and the addition of the surfactant modify the
morphological structure of the films.

Key-word: Edible film, gelatin, triacetin, caproic acid, stearic acid, SDS

(lauryl sulphate the sodium), Tween 80.

XXV



Introducao

1. Introducgao

Durante a ultima década muitos esforgos tém sido realizados, na tentativa
de diminuir o impacto ambiental causado pela deposicdo de materiais de
embalagem no meio ambiente. A necessidade da redugcédo do acumulo de residuos
soélidos nao biodegradaveis € um fator primordial, devido aos disturbios ecoldgicos
e as questdes sociais (COLLA, 2004).

De maneira geral, sédo utilizadas embalagens rigidas, como latas metalicas
ou recipientes de vidro, que possuem excelentes propriedades mecanicas e de
barreira ao vapor de agua e gases, garantindo protecdo estrutural (mecéanica) e
quimica. E comum também a utilizagdo de filmes (plasticos) flexiveis, geralmente
sintéticos. Apesar de garantirem uma protecdo desejada para diversos tipos de
produtos, essas embalagens acarretam sérios problemas ambientais (SOBRAL,
et. al., 1997). Dessa forma, esforgos tém sido feitos para o desenvolvimento de
filmes comestiveis e/ou biodegradaveis, para serem utilizados em embalagens ou
diretamente sobre os produtos, como cobertura (KESTER e FENNEMA, 1986).

Os alimentos de uma forma geral sao altamente pereciveis. Deste modo,
inumeros sao os problemas relacionados a conservagdo dos mesmos, sejam na
forma in natura ou como produtos processados. Diversas sdo as técnicas de
conservagao de alimentos utilizadas, destacando-se: o uso de aditivos quimicos, a
salga e a defumagao, a pasteurizacao, esterilizagéo, refrigeracao, congelamento,
desidratacdo osmoética e a secagem. Geralmente, métodos combinados sao
utilizados, sendo indispensavel uma protecao fisica do alimento, na forma de
embalagens. (CARVALHO, 2002)

O interesse em filmes comestiveis origina-se da tentativa de desenvolver
embalagens facilmente degradaveis, ndo agressivas ao meio ambiente, com o

objetivo de melhorar a qualidade dos produtos alimenticios e proporcionar novos
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mercados para matérias primas utilizadas na fabricagao desses filmes (KOELSCH,
1994; CHEN, 1995)

Os biofilmes podem ser de dois tipos: coberturas, quando sao aplicadas
diretamente nas superficies dos alimentos ou filmes, que sao peliculas finas
formadas sobre um suporte. Ambos podem ser definidos como uma fina camada
continua formada ou depositada no alimento, preparada a partir de materiais
biolégicos, que pode agir como barreira a elementos externos (umidade, 6leos,
gases), protegendo o alimento e aumentando sua vida de prateleira. Algumas
possiveis propriedades funcionais dos filmes e coberturas sao: inibir a migragcao
de umidade, retardar o transporte de solutos, oferecer integridade estrutural
adicional aos alimentos, reter compostos aromaticos e poder carregar aditivos
alimenticios (KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997).

Os materiais mais utilizados para elaboracido de filmes e coberturas
comestiveis sao misturas de lipidios, proteinas, carboidratos, plastificantes,
surfactantes, aditivos e solventes, como agua e alcool. Os filmes e coberturas
podem ser simples, compostos ou ainda serem formados por camadas. Os filmes
compostos de proteinas e lipidios apresentam a vantagem de reunir os pontos
positivos de cada um, ja que filmes hidrofébicos apresentam boa barreira ao vapor
de agua e filmes hidrofilicos apresentam boa barreira a gases, além de propiciar
boas propriedades mecanicas (AMARANTE e BANKS, 2001)

Os biofilmes compostos a base de proteinas e lipidios, tém apresentado
bons resultados em relagdo a permeabilidade ao vapor de agua, como foi
observado em trabalhos anteriores (BATISTA, 2004; BERTAN 2003; FAKHOURI,
2002) embora tenha sido relatado a dificuldade de incorporagdo do lipidio na
matriz filmogénica. A adicdo do surfactante pode melhorar a incorporagcado dos

lipidios na matriz filmogénica.



Introducao

Este trabalho visa a utilizagdo do acido estearico ( que é um &acido de alto
peso molecular, 18C) e do acido caproico (acido graxo de baixo peso molecular
com 6C), em filmes elaborados com gelatina em seu pH natural e com o pH de 7,5
aproximadamente. Adicionalmente, ser&o utilizados os surfactantes SDS (dodecil
sulfato de soédio) e Tween 80 e misturas dos mesmos na tentativa de se favorecer

uma incorporagao homogénea dos compostos hidrofébicos na matriz filmogénica.

Para este propésito as caracteristicas mecanicas, de barreira, opacidade,
solubilidade, morfologia (microscopia 6tica, microscopia eletronica de varredura e
microscopia confocal), propriedades térmicas (Calorimetria Diferencial de

Varredura-DSC) e Isotermas de adsorgéo foram estudadas.

1.1 Objetivo Geral

Desenvolver filmes compostos de gelatina tipo A, triacetina, acido estearico
ou acido caproico e surfactantes (SDS e TWEEN 80), para viabilizar a

incorporagao do acido graxo na matriz filmogénica protéica.

1.2  Objetivos Especificos

-Desenvolver filmes a base de gelatina, triacetina, acido estearico e/ou

acido caproico, com e sem o ajuste de pH.

-Desenvolver filmes de gelatina triacetina, acido estearico e/ou acido
caproico e surfactantes (SDS e TWEEN 80).

-Caracterizar os filmes quanto a resisténcia mecanica, elongagao,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, opacidade, propriedades térmicas,
isotermas de sorgao e caracteristicas morfolégicas (microscopia 6tica, microscopia

eletrénica de varredura e microscopia confocal de varredura a laser)
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Biofilmes

Coberturas séo finas camadas de material aplicadas e formadas
diretamente sobre a superficie do produto, enquanto filmes sdo definidos como
materiais aplicados ao produto apdés serem formados separadamente
(DEBEAUFORT; QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1995; KROCHTA; MULDER-
JOHNSTON, 1997). Eles podem ser classificados em comestiveis e/ou
biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para sua producéo e da

quantidade das substancias empregadas (SHIN, 1996).

O uso de embalagens é importante, pois favorece a preservacao da
qualidade de um alimento. Aquelas constituidas por materiais sintéticos
apresentam um periodo de degradagado no ambiente maior quando comparadas a
embalagens constituidas por proteinas, polissacarideos e/ou lipidios,
denominadas biodegradaveis (CALLEGARIN et. al., 1997).

O conceito de biofiimes como meio de protecdo para alimentos foi
registrado desde 1950 (SOUZA, 2001), no entanto, a aplicagao de coberturas a
base de ceras em frutas citricas, para retardar a desidratagéo, ja era utilizado na
China, nos séculos Xll e XIII (BALDWIN et al., 1997). A aplicagdo comercial de
ceras (de carnauba, de abelha e parafina) e 6leos (mineral, vegetal), por sua vez,
teve inicio em 1930, emulsdes destes compostos em agua, eram aspergidas sobre
as frutas para melhorar sua aparéncia (brilho e cor) e para controlar o
amadurecimento e a perda de peso (DEBEAUFORT et al., 1998; GENNADIOS et
al., 1997).
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Industrias alimenticias e pesquisadores tém demonstrado interesse
crescente nessas embalagens, especialmente devido a sua biodegradabilidade e
ao fato de que podem ser produzidas a partir de biopolimeros como proteinas e
polissacarideos, que sao recursos renovaveis (SOBRAL et al., 2001; KROCHTA e
MULDER-JOHNSTON, 1997). Na ultima década houve um grande aumento no
numero de pesquisas envolvendo biofilmes para prolongar a vida de prateleira e
melhorar a qualidade de alimentos frescos, congelados e industrializados, devido
aos seguintes fatores: preocupagbdes ambientais sobre o descarte de materiais
nao renovaveis de embalagem; aumento das exigéncias dos consumidores por
alimentos frescos como frutas e vegetais minimamente processados;
oportunidades para a abertura de novos mercados as matérias-primas formadoras
de filmes (DIAB et al., 2001).

Por outro lado, a produgdo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
também tem despertado interesse em funcédo das possiveis aplicacdes adicionais
tais como: habilidade em funcionar como suporte de substancias ativas
(antioxidantes, agentes antimicrobianos, etc) utilizacdo no interior de alimentos
heterogéneos funcionando como barreira seletiva ao transporte de gases e solutos
(embalagens ativas). (CHERIAN et al., 1998; HAN, 2000).

A utilizagcdo dos filmes visa controlar a migracao de agua de um sistema
alimenticio, a permeabilidade ao oxigénio, ao didéxido de carbono, a migragéo
lipidica, manter qualidades desejaveis em um alimento relacionadas a cor, sabor,
aroma, dogura, acidez e textura e, ainda, podem conter aditivos alimenticios como
antioxidantes e antimicrobianos, os quais visam retardar a taxa de deterioragao
(McHUGH e KROCHTA, 1994a ; KESTER e FENNEMA, 1986).

A formagdo dos filmes geralmente envolve associagbes inter e
intramoleculares ou ligagcbes cruzadas de cadeias de polimeros formando uma
rede tridimensional semi-rigida que retém o solvente (THARAHATHAN, 2003).

Qualquer que seja o processo de producdo, a transformagdo da solugao
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filmogénica em filmes ou coberturas é consequéncia de interagdes

intermoleculares, que se traduzem em forgas estruturais (CARVALHO, 1997).

As coberturas e biofilmes a base de lipidios produzidos com ceras e 6leos
sao efetivos como barreira a umidade e reduzem a troca de gases, devido a
hidrofobicidade. As coberturas e biofilmes feitos de polissacarideos (celulose,
pectina, amido, alginatos, quitosana e gomas) possuem boa barreira a gases (O, e
COy), mas nao a agua, provavelmente relacionada a alta polaridade do filme. As
coberturas e biofilmes protéicos (caseina, gelatina, soja, zeina, gluten e albumina
de ovo) sdo boas barreiras ao O, e CO, em ambientes com baixa umidade
relativa, mas ndo em alta umidade devido a susceptibilidade do filme em absorver
umidade e se dissolver. Filmes e coberturas compostos ou de duas camadas
estdo sendo investigadas, a fim de melhorar as caracteristicas de permeabilidade,
forga, flexibilidade e valor nutricional (AMARANTE e BANKS, 2001).

Como alternativa para melhorar as propriedades de barreira dos biofilmes, a
incorporacao de lipidios surge como alternativa interessante e tem sido estudada
por GONTARD, et al.; 1994; KAMPER, S. L.,. FENNEMA, 1984; YANG, L.
PAULSON, A. T., 2000b). Além de diminuir a permeabilidade ao vapor de agua
dos biofiimes, os lipidios podem prevenir a migragdo de agua entre os
componentes do alimento. Quando se adiciona um componente hidrofébico a
suspensdo formadora do filme produzem-se filmes compostos, nos quais o
componente lipidico atua como barreira ao vapor de agua, e a proteina ou
polissacarideo fornecem a barreira ao oxigénio e fornecem as caracteristicas

mecanicas necessarias (ANKER, et al., 2002)

2.2 Filmes emulsionados

Uma emulsao consiste em um sistema coloidal heterogéneo onde ocorre a

mistura de dois liquidos imisciveis, sendo um deles disperso em forma de
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particulas no outro. Para estabilizar a emulsdo necessaria € a utilizagdo de um
agente emulsificante, que possui ha mesma molécula partes hidrofilicas, que
agem mutuamente com as moléculas de agua, e partes hidrofobicas, que
interagem com a fase lipidica. Com isso, diminui a tens&o superficial existente
entre as duas fases, permitindo a formagao da emulsdo (SGARBIERI, 1996). Em
filmes protéicos multicomponentes (proteina-lipidio), a proteina atua como um
agente emulsificante. A estabilidade da emulsao é influenciada pela morfologia do
filme, ou seja, pelas caracteristicas da fase continua (viscosidade, pH, forga
ibnica, entre outras) e da fase dispersa (tamanho e densidade da particula lipidica)
(BALDWIN, 1997; CALLEGARIN et. al., 1997).

Quando se produzem biofiimes emulsionados, atencédo especial deve ser
dada a etapa de emulsdo, em relagdo a velocidade de agitacdo, devido a
possibilidade de formacado de espuma,o que pode levar a formacao de estruturas
heterogéneas afetando as propriedades mecanicas e de barreira dos biofilmes. Na
produgado de filmes emulsionados quanto menor for o didmetro dos gldbulos de
lipidios e quanto mais homogénea for sua distribuicdo, melhores serdo as
propriedades de barreira ao vapor de agua (GALLO et al., 2000; BALDWIN et al.,
1997). Na producdo deste tipo de filme a temperatura da emulsédo deve ser
superior a temperatura de fusdo do lipidio, mas inferior a temperatura de

volatilizacao do solvente da rede estrutural. (ANKER et al., 2001).

A producgao de filmes emulsionados apresenta como vantagem, em relagéo
aos filmes de dupla camada, a utilizagdo de um unico estagio de secagem, ja que
a producao dos filmes de dupla camada requerem dois estagios de secagem, ou
seja, uma camada de solugao filmogénica é colocada sobre o suporte e apds sua
secagem uma segunda é depositada sobre ela (DEBEAUFORT; VOILLEY, 1995).
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2.3 Gelatina

A gelatina € uma proteina animal, soluvel em agua e resultante da hidrolise
acida ou basica do colageno (POPPE, 1997), cujas propriedades (distribuicao de
massa molecular, estrutura e composicdo em sub-unidades) dependem do
processo de obtencdo e da matéria prima (BELL, 1989).Dentre os hidrocoldides
utilizados atualmente, a gelatina € um dos mais populares e é amplamente
utilizada na industria alimenticia e farmacéutica. A gelatina € produzida em larga
escala a pregos relativamente baixos, justificando assim o grande interesse e

exploragao de suas propriedades funcionais (CARVALHO, 2002).

A gelatina € composta de longas cadeias de aminoacidos unidas por
ligagdes peptidicas. E uma proteina de origem animal, solivel em &agua (em
temperaturas acima de 50°C), resultante da hidrolise acida ou basica do colageno
proveniente de 0ssos, peles bovinas, suinas e de tecidos conectivos. Gelatinas
sao produzidas através da degradacédo de grandes estruturas, resultando assim
em uma variedade de espécies peptidicas, pois em geral a degradacdo nao é
completamente uniforme, produzindo gelatinas ndo homogéneas no que se refere
a massa molecular (JOHNSTON-BANKS, 1990).

As proteinas, segundo ARVANITOYANNIS et al. (1998), formam bons
filmes e podem ser utilizadas em coberturas de frutas e hortaligas frescas. O filme
protéico mais utilizado € o colageno, normalmente empregado como coberturas de
carnes processadas. A conversao do colageno em gelatina € a transformacgao
essencial que ocorre na fabricagcdo da mesma e envolve a hidrélise catalisada por
acido ou base ( POPPE, 1997).

Quase que somente o couro, 0ssos e pele de porco sdo utilizados como
matéria-prima na fabricagdo de gelatina. Gelatinas comerciais podem ser divididas

em dois grupos: gelatina do tipo A, obtida por pré-tratamento acido, possuindo
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ponto isoelétrico entre 7,0 e 9,0, e gelatina do tipo B, obtida por pré-tratamento
basico, com ponto isoelétrico situado entre 4,6 e 5,2 (GENNADIOS et al., 1994). A
grande variedade de tipos de gelatina existentes deve-se a complexidade do
colageno e a variedade de tratamentos quimicos e enzimaticos que podem ser

utilizados para sua obtengao.
2.4  Acidos graxos

Sao denominados &acidos graxos todos os acidos monocarboxilicos
alifaticos. No entanto, salvo algumas excegdes, todos os acidos encontrados na
natureza s&o de alta massa molecular, em geral da cadeia linear; saturados e
insaturados . Os principais acidos graxos encontrados na natureza sao o laurico, o
palmitico e o estearico. (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

Devido a hidrofobicidade, os lipidios tém geralmente como fungdo primaria
blolquear o transporte de umidade, além de reduzir a abras&o na superficie do
alimento durante o manuseio e transporte (KESTER e FENNEMA, 1986). Filmes
preparados com goma-laca e outras resinas polares apresentam menor
permeabilidade a gases como oxigénio, didoxido de carbono e etileno se
comparado a filmes preparados com ceras. Geralmente, coberturas com grupos
polares possuem menor permeabilidade ao oxigénio (HAGENMANER e SHAW,
1992).

Dependendo do tamanho da cadeia carbdnica, do numero e da posigao das
duplas ligagbes e linearidade (esteroespecificidade, cis e frans) os lipidios tém
diferentes propriedades fisicas e quimicas. Os acidos graxos apresentam
diferentes tamanhos de cadeia de 3 a 24 atomos de carbono. Os acidos graxos
podem ser saturados ou insaturados. Os acidos graxos insaturados, por
possuirem duplas ligagdes, sdo considerados quimicamente instaveis. Quando
possuem apenas uma dupla ligacdo sdo denominados monoinsaturados; com

duas ou mais duplas liga¢des, sdo chamados de polinsaturados (BELL et al, 1989)

10
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Segundo WONG et al. (1992), a incorporagéo de acidos graxos em filmes
comestiveis pode promover uma redugdo na permeabilidade ao vapor de agua
dos mesmos. Varios autores pesquisaram os beneficios da adicdo de acidos
graxos em filmes comestiveis. A permeabilidade ao vapor de agua depende da
relacdo hidrofébica/hidrofilica proporcionada pelos componentes do fiime e da
polaridade, grau de insaturagao e do grau de ramificagdo dos lipidios presentes no
filme (GONTARD et al., 1994)

Os lipidios, quando adicionados em filmes comestiveis, sdo considerados
também plastificantes (FENNEMA, 1995). Como s&o insoluveis em agua,
interferem na solubilidade e, consequentemente, na permeabilidade ao vapor de

agua dos mesmos.

Os pontos de fusdo e ebulicdo dos acidos aumentam de maneira mais ou
menos uniforme com o aumento da cadeia, e sdo influenciados pelo comprimento
da cadeia e pela presenca de ramificacbes. O acido estearico possui ponto de
fusédo de 70°C (BOBBIO e BOBBIO, 2003; MORRISON e BOYD, 1983), e o acido

caproico tem ponto de fuséo de -3,2°C (Unichema international, 2002).

Os acidos graxos estudados neste trabalho estdo representados na
Tabela.1.

Tabela 1. Férmula quimica e fontes de acido capréico e acido estearico.

Formula Fonte

Ac. caproico | HzC-(CH3) 4~-COOH Gordura do leite, 6leos de coco e
babagu

Ac. estearico | H3C-(CH3)16-COOH Gordura animal, plantas tropicais

(manteiga de cacau)

Fonte: BOBBIO e BOBBIO, 2003

11
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A adicdo de acidos graxos em solugdes filmogénicas visa melhorar a
barreira de um filme em relagéo a permeabilidade ao vapor de agua (McHUGH e
KROCHTA, 1994a) A permeabilidade ao vapor de agua depende da relagao
hidrofébica / hidrofilica proporcionada pelos componentes do fiime e da
polaridade, grau de insaturagdo e de ramificagado dos lipidios presentes no filme
(GONTARD et. al., 1994). Ao adicionarem os acidos estearico, palmitico e laurico
em filmes de metil celulose, AYRANCI e TUNC (2001) observaram uma redugao

da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes.

A natureza quimica dos lipidios modifica as propriedades dos biofilmes,
como o comprimento da cadeia carbdnica, a polaridade afeta a inclusdo dos
componentes hidrofébicos na solugdo filmogénica, onde quanto maior o numero
de carbonos na estrutura lipidica, mais dificil sera a incorporagdo dos compostos
lipidicos na solugéo protéica, por exemplo, o acido araquidico (22C) possui maior
permeabilidade ao vapor de agua que os acidos palmitico (16C) e estearico (18C),
0 que pode ser explicado pelo fato de que a cadeia longa do lipidio sugere uma
estrutura mais heterogénea (MORILLON et al., 2002). Segundo BALDWIN, et. al
(1997), agentes emulsionantes ou surfactantes sdo frequentemente necessarios

para melhorar a estabilidade das particulas de lipidio na matriz protéica.

2.5 Surfactantes

Os surfactantes (do inglés surface active) sao compostos que, como o
nome indica, possuem atividade na superficie da interface entre duas fases, tais
como ar-agua, oleo-agua, e na superficie de soélidos. Também sao conhecidos
como agentes tenso-ativos. Tais compostos caracterizam-se por possuir duas
regides distintas na mesma molécula: uma regiao polar (hidrofilica) e outra regido
nao-polar (hidrofébica). (MINATTI, 2005)

A parte apolar da molécula dos compostos anfifilicos € composta por

grupos hidrofobicos, em geral hidrocarbonetos, sejam cadeias alifaticas ou grupos

12
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aromaticos ou policiclicos. Esta parte da molécula tem uma baixa solubilidade em
agua devido ao “efeito hidrofébico”, provocado nao tanto pela atragéo entre grupos
apolares, mas principalmente pela dificuldade em romper as fortes interagdes
entre as moléculas de agua. Os grupos polares ndo i6nicos sdo hidroéfilos mais
fracos do que os grupos carregados, pelo que a sua energia de interagdo com a
agua é também inferior. Os grupos hidrofilicos sdo muitas vezes chamados
“‘cabecas” e os grupos hidrofébicos sdao chamados “caudas”, principalmente
quando se trata de cadeias alquilo. No caso dos compostos anfifilicos nao idnicos,
0s grupos polares nao carregados sdo em geral maiores do que as caudas
hidrofébicas (ROCHA, 1999). A Figura 1 representa uma molécula de um
surfactante.

Parts
Hidrofilica Parte Lipofilica
(Iénical

Figura 1. Representacdo esquematica de um surfactante. (DHAYMERS, 2005).

Esta particularidade na estrutura quimica dos surfactantes é responsavel
pelos fendbmenos de atividade na tenséo superficial de interfaces, pela micelizagao

e solubilizagao.

2.5.1 Classificagao dos surfactantes:

Os surfactantes podem ser classificados em ibnicos ou neutros. Alguns sao
encontrados na natureza, enquanto que outros s&o sintetizados em laboratério. Os
Surfactantes Anibnicos contém geralmente um dos quatro grupo polares soluveis-
carboxilato, sulfonato, sulfato ou fosfato — combinado com uma cadeia
hidrocarbonada hidrofébica. Os surfactantes catidbnicos sdo muito utilizados em

detergentes, agentes de limpeza, liquidos de lavar pratos e cosméticos em geral, e

13
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sao compostos por uma molécula lipofilica e outra hidrofilica, contendo um ou
varios grupos amonio terciarios ou quaternarios. Os surfactantes nao ibnicos nao
se dissociam em ions hidratados em meios aquosos. As propriedades hidrofilicas
sdo observadas pela hidratacdo dos grupos amida, amina, éteres e hidroxilas
(KIRK, 1997).

2.5.2 Formacao de micela:
As moléculas ou os ions de surfactantes tendem a se aglomerar em
micelas, grupos de molécula de tamanho coloidal. As caudas hidrofobicas tendem

a se reunir umas as outras enquanto as cabegas hidrofilicas proporcionam pelicula

externa protetora (ATKINS, 1997), conforme pode ser observado na Figura 2.

Gota de

Parte & Ty
hidrofilica ™, : + - / oleo
Parte % ¥ 1

lipoﬁlica?/
&

Figura. 2. Representacdo grafica de uma micela de surfactante resultando uma
gota de 6leo. (DHYAMERS, 2005)

As micelas s6 se formam acima de uma concentragéo micelar critica (CMC)
e acima da temperatura de Kraft. A CMC é percebida pela descontinuidade
pronunciada nas propriedades fisicas da solugdo, especialmente pela
descontinuidade da condutancia molar. O interior hidrocarbénico de uma micela &

semelhante a uma goticula de dleo (ATKINS, 1997).



Revisdo Bibliogrdfica

2.5.3 Sistema HLB

Dependendo dos grupos polares da molécula, esta pode ser soluvel em agua
ou em oOleo (ou dispersivel). Este conceito € quantificado pelo calculo do valor HLB
(Hydrophilic-Lipophilic Balance), que é um sistema de balango hidrofilico-lipofilico.
Pode-se determinar um valor numérico para um agente tensoativo, representando
sua propriedade hidrofilica e lipofilica. (DHAYMERS, 2005)

Para obter uma medida do balango de tamanho e intensidade das partes
hidrofilica e hidrofébica de um agente tensoativo ndo ibnico, GRIFFIN, (1949)
introduziu uma quantidade empirica arbitraria, designada “balancgo hidrofilico-
lipofilico” (HLB). A quantificacao desta grandeza, que pode ser avaliada a partir da
estrutura média do tensoativo, ajuda a prever a utilidade deste para aplicagdes
particulares. Os compostos mais hidrofébicos tém um baixo valor de HLB (1 — 10)
e um aumento no valor de HLB corresponde a um aumento no carater hidrofilico,
(ROCHA,1999).

Os valores tedricos do HLB vao de 1 até aproximadamente 50. Quanto mais
hidrofilico for o emulsionante, maior o seu valor do HLB, partindo de 10, enquanto
que quanto mais lipofilico for o emulsionante, tera valores do HLB de 1 a 10. Como
regra geral, emulsionantes com valores do HLB de 4 a 6 conferem emulsbes
agua/dleo (w/o); valores entre 8 a 18 conferem emulsdes O6leo/agua (o/w)
(DHAYMERS, 2005)

Quando a concentracédo de mondmero atinge um valor critico, o surfactante
adicionado comeca a associar-se na forma de micelas. As micelas sao definidas
como agregados coloidais termidindmicamente  estaveis, formadas
espontdneamente por compostos anfifilicos acima de uma determinada
concentragdao, designada concentragao micelar critica (CMC), a temperaturas
superiores a temperatura micelar critica. Esta € a menor temperatura na qual as

micelas se formam, o que pode ser observado pela transparéncia instantanea
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adquirida por uma suspensao cristalina turva. Para solugdes onde a concentragao
de surfactante € a concentragdo micelar critica a temperatura na qual ocorre a
transparéncia designa-se por ponto de “Kraft” que, para a maioria dos

surfactantes, é sinbnimo da temperatura micelar critica (ROCHA, 1999).

2.5.4 Dodecil Sulfato de sédio (HLB=40)

Dodecil sulfato de sddio (Figura 3), cujo nome oficial € mono dodecil sulfato
de sédio, de féormula: CH3(CHz)10-CH2-O-(SO3)"Na', tem forma de pequenos
cristais brancos ou amarelados com leve odor caracteristico. Soluvel em dez
partes de agua, formando uma solugao ligeiramente opaca.é parcialmente soluvel
em alcool e quase insoluvel em cloroféormio e em éter. O SDS possui uma cadeia
alquilica longa, praticamente insoluvel em agua, ligada covalentemente a um
grupo idnico, o sulfato de sodio. Usado como tensoativo nos produtos de limpeza
domeéstico (ROSSETTI, 2004).

o
\\‘s/ . Hat
e T e T T g \D

Figura 3. Estrutura do SDS (http://amc.ufsc.br/amcweb/micela/., 2005)

A concentracdo onde inicia o processo de formacdo das micelas
(micelizagdo) é chamada de concentragéo critica micelar, CMC é uma propriedade
intrinseca e caracteristica do surfactante. Na Figura 4 pode-se observar um

esquema do processo de micelizagao do SDS:
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T

Figura.4. llustracdo do processo de micelizagdo do SDS em solugdo aquosa. Na
CMC os monbémeros livres encontram-se em equilibrio com o SDS micelizado.
(MINATTI, 2005).

O lauril sulfato de sédio (LSS), sodium laureth sulfate (SLES) ou sodium
lauryl sulfate (SLS), € um produto quimico utilizado em diversos cosméticos e
produtos de higiene pessoal como xampus, removedores de maquiagem, geis,
sais de banho, banhos de espuma, pasta de dentes etc. Tem propriedade
detergente, pois apresenta agao emulsificante e, por isso, remove a gordura e o

6leo do chao, do cabelo, da pele etc. (http://www.inca.gov.br/conteudo, 2005)

2.5.5 Tween 80 (Monooleato de sorbitanEtoxilado (HLB=15)

O Tween é composto por ésteres de sorbitan etoxilados derivados da
reagao de sorbitol com acidos graxos e oxido de eteno, sendo representado pela

seguinte formula geral:

H{OCHCH: ) O R

H{CCHCH )0 >: u]
S
O CHCHAD ) H

u]

Figura 5. Representacdo geral da molécula de TWEEN 80, onde r representa o

radical do acido graxo e n representa o numero de moles de éxido de eteno
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De acordo com o tipo de acido graxo de origem e do grau de etoxilagéo,
obtém-se produtos com diferentes valores de HLB (balango hidrofilo-lipdfilo), o que

permite a escolha ideal para cada aplicagdo (OXITENO, 2003)

Os derivados etoxilados de sorbitana s&o conhecidos como TWEENS. Se o
OE (6xido de etileno) € ligado primeiro ao sorbitol e depois a esterificagdo ocorre,
o derivado etoxilado tera propriedades diferentes dos TWEENS (PORTER, 1991;
TADROS, 2005).

Os produtos da linha TWEEN s&o tensoativos hidréfilos, ou seja, tém
elevados valores de HLB. A presenga da cadeia de polioxietileno torna os
produtos da linha TWEEN soluveis ou dispersiveis em agua, o que favorece a sua
aplicagcdo em emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), como coemulsionantes em
emulsdes do tipo agua em oleo (A/O), como dispersantes ou solubilizantes de
Oleos e esséncias, e como co-tensoativos em xampus (OXITENO, 2003). Suas

principais caracteristicas sao fornecidas na Tabela. 2.
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Tabela 2. Caracteristicas fisico quimicas do Tween 80.

Caracteristicas TWEEN 80
Aparéncia liquido amarelado
Peso molecular, mol/g 1309
indice de acidez, mgKOH/g, max. 2,0

indice de hidroxila, mgKOH/g 65-80
indice de saponificacdo, mgKOH/g 45-55
Agua, %p, max. 3,0
Densidade, 25/4°C 1,08
Viscosidade, 25°C, cP, aprox. 425

Ponto de fulgor, °C, aprox. >149
Solubilidade

agua soluvel
etanol soluvel
propilenoglicol dispersivel
6leo mineral insoluvel
HLB calculado 15,0

Fonte: OXITENO, 2003

A distribuicdo das substancias hidrofobicas afetam as propriedades fisico-
quimicas dos filmes comestiveis emulsionados, e depende fortemente do
comportamento e estabilidade da emulsdo durante a secagem. Filmes
emulsionados contendo o surfactante glicerol monoestearato, mostrou uma
redugdo na permeabilidade ao vapor de agua, comparada com filmes de
metilcelulose sem substancias hidrofdbicas; sendo assim o efeito da barreira é
muito dependente da natureza e concentragdo do surfactante (DEBEAUFORT,
VOILLEY, 1995). Outros trabalhos utilizando surfactante em filmes de gelatina
sem a incorporagcdo de acidos graxos foram desenvolvidos por TREZZA,
KROCHTA, (2000).; PATEL et. al, (1996).; BALDWIN et. al,(1997).
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2.6 Caracteristicas dos filmes

Algumas caracteristicas importantes particulares no desenvolvimento dos

biofilmes, sdo: espessura, textura, sabor e aroma, cor e opacidade.

2.6.1 Espessura

Segundo GENNADIOS et. al. (1993) o controle da espessura dos filmes &
importante para manter sua uniformidade, permitindo a repetitividade das
propriedades analisadas e assim validar as comparacgdes entre as propriedades
dos filmes. Quando aliquota da solugao filmogénica € depositada em suporte para
secagem, é importante controlar o nivel do local onde o0 mesmo é mantido (por
exemplo, estufas ou bancadas), para evitar diferengas na espessura dos filmes,
provocadas pelo desnivel do suporte. A espessura € um importante parametro de
medida, pois é a base para varias propriedades dos filmes, incluindo as mecanicas
e as de permeabilidade (XIE et. al., 2002)

2.6.2 Textura/ Aparéncia

De uma forma geral, a textura esta relacionada com a aparéncia do filme e
pode ser avaliada por observagdes visuais e tacteis. o flme deve apresentar uma
superficie continua e homogénea, ou seja, ndo deve apresentar rupturas apés o
processo de secagem, nem particulas insoluveis, poros abertos, zonas de
opacidade ou diferengas de coloragao (CARVALHO, 1997)

2.6.3 Sabor e aroma

Uma vez que os filmes e/ou coberturas comestiveis estardo em contato

com os alimentos, € desejavel que os mesmos apresentem caracteristicas
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sensoriais neutras, de modo a nao alterar as caracteristicas dos alimentos. Filmes
a base de hidrocol6ides apresentam geralmente caracteristicas sensoriais mais
neutras que os formados por lipidios ou derivados, os quais podem apresentar
algum sabor residual (GONTARD e GUILBERT, 1996).

Em certos casos pode haver interesse tecnolégico em adicionar
componentes que promovam sabor e/ou aroma nos biofilmes que sao aplicados
em alimentos. Ao contrario, se os filmes ou coberturas apresentassem sabor ou
aroma que altere as caracteristicas originais de um produto alimenticio, pode

tornar-se indesejavel sua utilizacdo (BATISTA, 2004).

2.6.4 Cor e opacidade

A avaliacdo da opacidade de um material demonstra sua maior ou menor
transparéncia. A baixa transparéncia de um material é caracterizada pelo bloqueio
da passagem de luz. Para a elaboragcéo de biofilmes que visam ser utilizados
como embalagens ou ainda como coberturas para alimentos, uma maior
transparéncia tende a ser melhor (YANG e PAULSON, 2000 b; GONTARD et. al.
1994) quando se deseja manter as caracteristicas originais do produto, como a

cor, por exemplo.

Os filmes devem apresentar opacidade e coloracao atrativas, e ndo devem
sofrer alteragcdo de cor com o tempo de armazenamento, para ndo prejudicar a
aceitacao do produto acondicionado. A transparéncia e a opacidade do polimero é
consequéncia da morfologia ou estrutura quimica relacionada a massa molecular
do material (CHEN, 1995). Quando a transparéncia € essencial para a aplicagéao
de cobertura na superficie de um determinado produto, o uso de material lipidico,
como cera de carnauba ou cera de abelha deve ser limitado (GONTARD et. al.,
1994). A adicao de lipidios muda a aparéncia dos filmes de hidrocoléides, que se
tornam mais opacos (KAMPER e FENNEMA, 1984). GALLO et. al. (2000)

concluiram que filmes emulsionados de metilcelulose eram cinco vezes menos
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transparentes que o filme controle sem lipidios. YANG e PAULSON (2000b)
observaram um aumento na opacidade de filmes de gelana proporcional a

concentragao de acido estearico-palmitico adicionada.

2.7 Propriedades mecanicas e de barreira dos biofilmes

Entre as principais propriedades dos biofimes se encontram as
propriedades de barreira ao vapor de agua, propriedades mecanicas (resisténcia a

ruptura e a elongacgao) e a solubilidade em agua.

2.7.1 Propriedades de barreira

A permeabilidade ao vapor de agua € definida pela ASTM E-96-90 como a
taxa de transmissao de vapor de agua por unidade de area através do filme, de
espessura conhecida, induzida por um gradiente de pressao entre duas
superficies especificas, de temperatura e umidade relativa especificada (ASTM,
1990).

O processo de difusdo em um sistema polimero/solvente depende do
tamanho, natureza quimica, polaridade e configuracdo da molécula penetrante e
da mobilidade molecular da cadeia do polimero na matriz do fiime (KESTER e
FENNEMA, 1986)

O coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua é definido como a
transferéncia do vapor permeante através de um material. A transferéncia de agua
em materiais poliméricos ocorre por difusdo molecular. Esse processo envolve trés
etapas: (1) movimento do permeante para a superficie da estrutura do filme e sua
adsorcao dentro da matriz polimérica; (2) difusdo através dos poros formados pelo
movimento da cadeia polimérica do filme ou, na prépria fabricagcdo e (3)
evaporacéo a partir da superficie dos filmes e sua consequente dispersdo no ar
(KESTER e FENNEMA, 1986).
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A eficiéncia de barreira ao vapor de agua € desejavel para retardar a
desidratagcdo da superficie dos produtos frescos (carnes, frutas e verduras) ou
congelados. O controle das trocas gasosas particularmente do oxigénio, permite o
melhor controle da maturagao das frutas ou a redugao da oxidacdo de alimentos
sensiveis ao oxigénio e a rancidez de gorduras poliinsaturadas, por exemplo. A
transferéncia de vapores organicos deve ser diminuida a fim de reter os
compostos aromaticos no produto durante a estocagem ou prevenir a penetragao
de solventes no alimento (GENNADIOS e WELLER, 1990).

GONTARD et. al. (1994) observaram que as moléculas de substancias
hidrofébicas que possuem dimensdo esférica substancialmente grande, quando
utilizadas em formulagdes de filmes compostos, se esses componentes ndo forem
capazes de se associar com a cadeia de proteina, podem provocar quebra na
estrutura da matriz protéica resultando em uma perda global das propriedades de
barreira a agua. Porém se a substancia hidrofébica for capaz de se ligar de

maneira adequada a matriz protéica, o transporte de agua é diminuido.

Segundo BATISTA, (2004) em relagéo ao tipo de acido graxo utilizado nos
filmes de pectina, acidos laurico, palmitico e estearico, os resultados revelaram
que o aumento da cadeia carbdnica dos acidos graxos (AL-12 carbonos; AP-16
carbonos e AE-18 carbonos) promoveu uma diminuicao da permeabilidade, sendo

neste caso, o acido estearico (18 C), a 6%, o que menor PVA apresentou.

De acordo com AYRANCI; TUNC (2001), o teor de acido estearico
acrescentado aos filmes de metilcelulose (MC) (5g AE/100g MC) promoveu uma
redugdo da permeabilidade ao vapor de agua de 40% quando comparado com o0s
filmes sem a presenca de acido.

Num estudo sobre a adicdo de acidos graxos em filmes de quitosana

WONG et. al. (1992), observaram que a incorporagao de acido laurico reduziu a

permeabilidade ao vapor de agua em até 49%, comparado ao filme controle,
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enquanto que os outros acidos adicionados ndo tiveram o mesmo efeito. Foi
observado pelos mesmos autores que a adigdo de acido palmitico aumentou a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de quitosana, ao contrario do
esperado, pois os acidos com cadeias de carbono mais longas, como o acido
estearico e palmitico, poderiam gerar filmes mais resistentes a permeabilidade ao

vapor de agua.

2.7.2 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas estdo diretamente relacionadas com a natureza
do material filmogénico utilizado e com a coesao da estrutura da matriz polimérica,
que esta relacionada com a distribuicdo e concentracao inter e intramolecular na
estrutura filmogénica entre as cadeias de proteinas (CUQ; GONTARD e
GUILBERT, 1998). Alguns lipidios, como acetoglicerideos, acidos graxos,
monoglicerideos e fosfolipidios sao utilizados para aumentar a flexibilidade dos
filmes poliméricos, pois apresentam forgas intermoleculares fracas entre as
cadeias poliméricas adjacentes. A desvantagem €& que a adicdo de material
hidrofébico aos filmes aumenta sua permeabilidade a gases (CALLEGARIN et al.,
1997).

As principais propriedades mecéanicas dos filmes sdo a resisténcia a tracao,
que expressa a tensdao maxima desenvolvida pelo filme durante um teste de
tracdo, e a elongacao, que € a capacidade do filme em esticar. Para os filmes,
segundo GONTARD et al., (1994), uma alta resisténcia a tenséo é requerida,
enquanto que o valor da elongacéo depende do tipo de aplicagédo do filme, ja que
para manter a sua integridade e propriedades de barreira, um filme deve tolerar a
tensdo normal encontrada durante a sua aplicagdo, além do transporte e

manuseio.

Um filme com propriedades de barreira adequadas pode ser ineficiente se

as propriedades mecéanicas nao permitirem a manutencao da integridade do filme
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durante o processo de manipulacdo, empacotamento e transporte. Os biofilmes
devem ser resistentes a ruptura e a abrasdo, fazendo com que o alimento nao
perca sua protecédo por manuseio ou armazenamento (SARMENTO, 1999). Assim,
a resisténcia mecénica e a deformabilidade dos biofilmes deve ser determinada.
Os testes utilizados para medir a forca mecéanica sdo o teste de tragcdo, onde
podem ser derivadas as propriedades de resisténcia a tragdo, elongacédo e
modulo de elasticidade, e o teste de perfuragcdo, do qual pode-se obter valores de
forca e deformacéo de ruptura. A resisténcia a tragao e ruptura sdo medidas pela
forca maxima de tracdo e de perfuracdo que o filme pode sustentar,
respectivamente. Elongagcao é geralmente tirada do ponto de quebra, no teste de
tracdo, sendo expressa como percentual de aumento do comprimento original da
amostra. De maneira analoga, a deformacéo € obtida no teste de perfuracdo. O
modulo de elasticidade ou médulo de “young” também mede a resisténcia do
filme. Os testes mecanicos sao geralmente conduzidas de acordo com métodos
padrao para determinacao de propriedades mecanicas de filmes plasticos finos
(ASTM, 1993).

A adicao de lipidios pode promover uma modificagcdo na matriz filmogénica,
resultando na diminuigdo da resisténcia a tracao, conforme verificado por CHEN
(1995). Esse efeito pode estar relacionado com a substituicdo parcial dos
polimeros por lipidios na matriz do fiime (YANG e PAULSON, 2000a), também
como o ocorrido em filmes compostos de gelana e lipidios. Resultado semelhante
foi observado por BATISTA (2004), onde as propriedades mecéanicas dos filmes
foram afetadas pelo aumento no teor de acidos graxos. Os resultados indicaram
que o aumento de 6% para 18% de acidos graxos nos filmes provocou redugao da

resisténcia a tragéo.
Segundo FAKHOURI (2002), observou para filmes a base de gelatina e

acidos graxos que a adigao de lipidios provocou uma diminuigdo da resisténcia

mecanica dos filmes. A reducéo da resisténcia mecanica relacionada ao aumento
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da concentragado de acidos graxos nos filmes de gelatina, foi também observado
por YANG e PAULSON (1999), PEREZ-GAGO e KROCHTA (2000), entre outros.

SHELLHAMMER e KROCHTA (1997) observaram um aumento na
elongacao dos filmes de proteina do soro do leite com 0 aumento da concentracao
de lipidios, o que segundo os autores, foi causado pelo efeito plastificante do
lipidio. BATISTA (2004) observou que a elongagdo dos filmes estudados
apresentou comportamentos diferentes em relacdo ao tipo de acido graxo
utilizado. A adicdo de acido laurico nos filmes promoveu um aumento da
elongacéo, sendo o mesmo resultado verificado nos filmes com acido estearico,
porém em oposicdo a esses resultados, o filme contendo acido palmitico
apresentou uma reducédo da elongacdo com o aumento do teor de acido de 6%
para 18%.

2.7.3 Solubilidade em agua

A solubilidade em &agua é uma propriedade importante dos filmes
comestiveis no que se refere ao seu emprego, pois algumas aplicagdes requerem
insolubilidade em agua para manter a integridade do produto (PEREZ-GAGO e
KROCHTA, 2001).

Segundo GONTARD et. al. (1992), a solubilidade em &agua é uma
importante propriedade dos filmes comestiveis, tanto nas suas aplicagbes, como
na protecdo dos alimentos onde a atividade de agua é alta, ou ainda quando o
filme entra em contato com a agua durante o processamento do alimento
embalado. A solubilidade, além disso, também influencia a propriedade de barreira
ao vapor de agua dos filmes. Para se obter uma baixa permeabilidade ao vapor de
agua (dentro de uma grande faixa de umidade relativa), torna-se necessario a

utilizagdo de material insoluvel ou pouco soluvel em agua (FAKHOURI, 2002).
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2.7.4 Isotermas de sorgao

As propriedades funcionais de biofilmes sofrem grande influencia das
condigdes ambientais, temperatura e umidade relativa. As proteinas sao sensiveis
a umidade devido a caracteristica hidrofilica das macromoléculas, que tornam as
propriedades funcionais dos biofiimes dependentes da umidade relativa do
ambiente. As isotermas de sorcdo dos biofilmes comestiveis, produzidos com
proteina do amendoim, e gluten de trigo, variam de acordo com suas propriedades
de permeabilidade ao vapor de agua e natureza hidrofilica. As isotermas de
sor¢ao obtidas de dados experimentais resultam em uma estimativa do conteudo
de umidade em equilibrio, que € necessario para predizer as propriedades dos
filmes em diferentes ambientes em suas aplicagbes (JANGCHUD e CHINNAN,
1999).

As isotermas de sorgdo sdo divididas em trés regides. A primeira regido
esta localizada na faixa de atividade de agua (aw) de 0-0,35 e representa a
adsor¢do de agua na monocamada; a segunda regido com atividade de agua
entre 0,35 — 0,60, representa a adsorcdo nas demais camadas apos a
monocamada, e a terceira regido, que corresponde a uma atividade de agua
superior a 0,60, representa a regido onde a agua é condensada no interior dos
poros, causando a dissolugdo de materiais soluveis presentes (LOMAURO;
BAKSHI; LABUZA, 1985)

Polimeros hidrofilicos, como filmes a base de proteinas que sdo compostos
por grupos polares, podem absorver agua do ambiente ou ainda do material
embalado (KIM e USTUNOL, 2001) alterando as propriedades de barreira a gases
e vapor de agua. Isotermas de adsorcao obtidas a partir de dados experimentais
permitem determinar o conteudo de umidade no equilibrio e estimar as
propriedades de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis em diferentes condigdes
ambientais e suas possiveis aplicagbes (JANCHUD e CHINNAN, 1999). A

caracterizagao de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis em fungéo de isotermas
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de adsorgéo tém sido amplamente empregada (KIM e USTUNOL, 2001; SOUZA,
2001; WILLES et. al., 2000; MORILLON et. al., 2000)

Geralmente, sistemas com alto teor protéico apresentam maior incidéncia
na forma sigmoidal, como as da proteina do trigo (GONTARD; GUILBERT e CUQ,
1993). LIM, MINE e TUNG, (1999) relataram que o formato sigmoidal das curvas
de isotermas de adsorgdo de umidade sugere a formagao de agrupamentos de
moléculas de agua na matriz polimérica com o aumento da atividade de agua,
seguido de um entumescimento da matriz, o0 que pode ocasionar a exposi¢cao de

um numero maior de sitios de ligagao para a sor¢ao de agua.

Segundo BERTAN (2003), a adicao de substancias hidrofébicas provoca
diminuicdo do teor de umidade na monocamada. Este comportamento pode estar
relacionado com o aumento da hidrofobicidade dos filmes e consequente
diminuicdo da capacidade de absorgcdo de agua. resultado semelhante foi obtido
por KIM e USTUNOL (2001) em filmes emulsionados a base de proteina do soro

do leite.

Inimeras equacgdes sao utilizadas para representar as curvas de sorgao de
alimentos e entre elas o modelo GAB (Guggenheim-Anderson-De Béer) e o
modelo BET (Brunauer-Emmett-Tetter). O modelo BET é o mais utilizado e
fornece um bom ajuste de dados para muitos diferentes sistemas fisico-quimicos
na regiao de atividade de agua 0,05 < aw < 0,35 — 0,5 (CHIRIFE e IGLESIAS,
1978). O modelo GAB tem sido avaliado como o mais versatil modelo de sorgéo
disponivel na literatura, tendo sido adotado pelo projeto europeu Cost 90-

propriedades fisicas de alimentos (RIZVI,1995).

2.7.5 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Em materiais parcialmente cristalinos, o aquecimento acima da Tg resulta

no surgimento de um pico endotérmico na curva de fluxo de calor, correspondendo
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a temperatura de fusdo ou melting (Tm), sendo esta uma transi¢gdo de primeira
ordem (FERRY, 1980). A Tm (fusdo), esta relacionada a um movimento
significativo das cadeias moleculares, isto €, uma relaxagédo primaria (LUCAS,
SOARES; MONTEIRO, 2001)

BERTAN (2003), observou que os filmes de gelatina simples apresentaram
apenas uma fusao, enquanto que os filmes compostos com &acidos graxos,
apresentaram duas fusdées. A temperatura de fusdo da gelatina tanto nos filmes
simples como dos compostos apresentaram-se na faixa de 85, 62 — 91,87°C.
Resultados semelhantes aos valores de “temperatura de melting” foram
encontrados por SOBRAL (2000) para os filmes de gelatina de couro bovino e

suino plastificados com sorbitol.

2.7.6 Microscopia confocal de varredura a laser

Uma ferramenta importante na pesquisa de estruturas e organismos vivos é
a microscopia digital de alta resolu¢do, associada ao emprego de compostos
quimicos denominados fluoréforo (indicadores de fluorescéncia), como € o caso
da microscopia confocal. Com a combinagéo dos principios de fluorescéncia e da
microscopia, pesquisadores das distintas areas podem obter imagens em duas e
trés dimensdes. A fluorescéncia desses compostos resulta de um processo que
apresenta trés estagios: Excitacdo, tempo de vida do estado de excitagdo e
emissao de luz (SMAILLI, 2001).

Uma gama muito grande de corantes com fluorescéncia € comercializada, o
que permite investigar estruturas especificas, como é o caso do isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e Nile Red. O FITC é utilizado na identificagdo de camadas de
proteinas, onde reage espontaneamente com aminas primarias neutras, formando
produto colorido ligado, covalentemente a moléculas os grupos amino
(LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR e 2000). Nile Red é um corante fluorescente

utilizado na identificacdo de grupos hidrofébicos. A fluorescéncia do corante
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mostra-se fortemente dependente da polaridade do meio, podendo variar de
fortemente vermelho a azul, dependendo do solvente utilizado (BERTSCH,;
MAYBURD e KASSNER, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Gelatina tipo A (bloom = 240, viscosidade 35 mps, umidade = 9,8% e
granulometria = 6 mesh), gentilmente cedida pela empresa GELITA DO BRASIL;
triacetina cedida pela RHODIA, acidos estearico e capréico (Vetec), lauril sulfato

de sodio; (Sigma) e Tween 80: (Vetec).

3.2 Ensaios preliminares

Foram realizados ensaios preliminares com o objetivo de encontrar a
melhor forma de incorporar o acido graxo a solugdo de gelatina, sendo assim
foram testados a principio a solugado filme formadora sob intensa agitacéo
mecanica com Ultra Turrax T18 IKA em velocidades de 22.000 rpm e 14.000 rpm,
e avaliados no microscopio Optico o aspecto e tamanho das gotas de emulsdo
formadas. Esses ensaios foram descartados devido a formagao intensa de
espuma na solugao filme formadora. Para diminuir essa incorporagao de ar devido
a alta rotacao a solugao foi passada por um sistema de vacuo, que entretanto nao
provocou melhora pois a reducdo da temperatura provocou aumento da
viscosidade impedindo seu manuseio, e portanto, esses ensaios foram excluidos
do trabalho. A concentragéo de triacetina inicialmente foi fixada em 15% de acordo
com BERTAN (2003), porém quando utilizada para identificar a melhor
concentragao do acido caproico, observou-se exsudagao na superficie dos filmes
e portanto foram feitos novos ensaios com diferentes concentragdes de triacetina
(5% e 15%), definindo-se a concentracdo de 10% como a melhor para a
continuidade dos experimentos. Para definir uma concentracdo de acido capréico
foram feitos ensaios preliminares com diferentes concentragdes (2,5%, 5% e 10%)
e os filmes produzidos foram caracterizados com relacdo as propriedades
mecanicas (tensao na ruptura e elongagao) e permeabilidade ao vapor de agua. A

concentracdo de acido estearico foi definida de acordo com BERTAN (2003).
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ApoOs essa etapa foram realizados novos testes com variacdo no pH,
temperatura e concentracao de surfactante. A primeira variacdo estudada foi a de
pH. O pH natural das formulagdes situou-se em torno de 4,5 e foi ajustado a 7,5
com NaOH 0,1N. Foram testadas duas “solu¢des” filmogénicas contendo gelatina
(10g para 100 ml de agua destilada), triacetina (10g/100g de gelatina) e acido
estearico (10%) em relacdo a massa seca de gelatina ou gelatina (10g/100 ml de
agua destilada ), triacetina (10% em relagdo a massa seca de gelatina) e acido
capréico (5%, em relacdo a massa seca de gelatina). Estes estudos preliminares
foram feitos a pH 4,5 e a pH 7,5. Em cada uma das situacbes os sistemas foram
aquecidos gradualmente (25, 30, 35, 40, 45, 50 e 80°C) e observados para avaliar
se os compostos lipidicos eram solubilizados de forma a produzir uma “solugao”
transparente sem a presenga de particulas insoluveis. Esta avaliagao foi feita

visualmente.

Para as combinagdes utilizadas procurou-se manter a espessura final do
filme seco constante. Para que isto fosse possivel, cada formulagcdo requereu um
ajuste de volume para a produgéao do filme, de forma a manter a espessura final

constante.

Apos esses testes foram realizados novos testes com variacdo nas
temperaturas (25, 30, 35, 40, 45, 50 e 80°C), pH (pH inicial da solugao 4,5, e pH
final 7,5) e diferentes concentragdes dos surfactantes SDS e Tween 80
individualmente (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%) e mistura de ambos (
75% SDS e 25% Tween, 75% Tween e 25% SDS e 50% SDS e 50% Tween) para
definir as melhores concentracbes de surfactantes em cada formulagdo. Foram
elaborados apos esses testes, filmes contendo somente gelatina e a concentragao
desejada de surfactante e filmes contendo gelatina, triacetina e surfactante, para
efeito de comparagcédo com os filmes completos (gelatina, triacetina, acido graxo e
surfactante). Para escolha das melhores formulagbes os sistemas foram avaliados
visualmente para identificar a melhor solubilizacdo dos compostos hidrofébicos,
isto é, nas situagbes em que as solugdes filmogénicas encontravam-se

transparentes.
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Definidas as condi¢gdes de temperatura, pH e concentracao de surfactantes,
os biofilmes foram caracterizados com relagéo as propriedades mecanicas (tensao
na ruptura e elongagao), permeabilidade ao vapor de agua, cor e opacidade e
microscopia eletrbnica de varredura. Apds essas analises, as melhores
formulagdes foram observadas por microscopia 6tica, mocroscopia eletrénica de
varredura, microscopia confocal. Para estes filmes também foram determinadas as
isotermas de sorcao e propriedades térmicas através da calorimetria diferencial de
varredura (DSC).

3.3 Elaboracao dos filmes

As Figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11 apresentam os fluxogramas para a elaboragéo

de todos os filmes estudados na fase preliminar deste trabalho.

3.3.1 Elaboracgao dos filmes a base de gelatina e triacetina sem e com ajuste

de pH

A solucao filme formadora foi obtida hidratando-se 10g de gelatina em 100
ml de agua destilada, por 1 hora, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a
solucdo foi solubilizada a 90°C, em banho termostatico, por 10 minutos. Apds
completa solubilizagdo, foi adicionada a triacetina (5, 10 e 15% em relagdo ao
peso da massa seca de gelatina). Em seguida a solugao foi levada a outro banho-
maria a 50-60°C, por 30 minutos, sob agitagao leve para evitar a incorporagéo de
bolhas de ar na amostra, sendo mantido o pH natural das solugées.No caso dos
filmes com ajuste de pH, apos esta etapa o pH da solugao filmogénica foi ajustado
em 7,5 utilizando o hidroxido de sédio 0,1N. A solucao foi aplicada sobre placas
plaxiglass de 15 cm X 15 cm. O controle da espessura para manté-la constante foi
feito através do ajuste do volume da solugao filmogénica. A secagem foi realizada
a temperatura ambiente (aproximadamente 25-30°C) por 24 horas. Apos a
secagem, os filmes permaneceram em dessecadores mantidos a 25°C e 52 + 2%

de umidade relativa (URE), durante 48 h antes do inicio das analises.
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3.3.2 Elaboragao dos filmes a base de gelatina, triacetina e acido estearico

sem e com o ajuste de pH.

A solucéo filme formadora foi obtida hidratando-se 10g de gelatina em 100
ml de agua destilada, por 1 hora, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a
solucao foi solubilizada a 90°C, em banho termostatico, por 10 minutos. Apds
completa solubilizagao, foram adicionados a triacetina (10% em relagdo ao peso
da massa seca de gelatina) e o acido estearico (10% em relacdo ao peso da
massa seca de gelatina). No caso de fiimes com ajuste de pH da solugao
filmogénica foi ajustado para 7,5 usando-se NaOH 0,1N, nesta etapa. Ap0s essa

etapa o processo ocorreu da mesma forma ao utilizado em 3.3.1.

3.3.3 Elaboracgao dos filmes a base de gelatina, triacetina e acido capréico

sem e com o ajuste de pH.

A solucéo filme formadora foi obtida hidratando-se 10g de gelatina em 100
ml de agua destilada, por 1 hora, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a
solucao foi solubilizada a 90°C, em banho termostatico, por 10 minutos. Apds
completa solubilizagdo, foram adicionados a triacetina (10% em relagédo ao peso
da massa seca de gelatina) e o acido caproico (5% em relagdo ao peso da massa
seca de gelatina). No caso de filmes com ajuste de pH, o pH da solugéo foi
ajustado nesta etapa. Apds essa etapa o processo ocorreu da mesma forma ao

utilizado em 3.3.1.

3.3.4 Elaboragao dos filmes de gelatina, triacetina, lauril sulfato de sédio e

acido estearico sem e com o ajuste de pH.

A solucao filme formadora foi obtida hidratando-se 10g de gelatina em 100
ml de agua destilada, por 1 hora, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a

solucdo foi solubilizada a 90°C, em banho termostatico, por 10 minutos. Apds
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completa solubilizagado, foram adicionados a triacetina (10% em relagdo a masa
seca de gelatina), o lauril sulfato de sodio (10%, e 70% em relacdo a massa seca
de gelatina) e o acido estearico (10% em relacdo a massa seca de gelatina). Para
os filmes com ajuste de pH, o pH da solugdo filmogénica foi ajustado em 7,5
usando-se NaOH, 0,1N. Apds essa etapa o processo ocorreu da mesma forma ao
utilizado em 3.3.1.

3.3.5 Elaboragao dos filmes de gelatina, triacetina, acido estearico e Tween
80 com ajuste de pH.

A solucgao filme formadora (SFF) foi obtida pelo mesmo processo utilizado
em 3.3.8 diferindo apenas com relacdo ao tipo de surfactante. O surfactante
utilizado neste processo foi o Tween 80 (100% em relagdo a massa seca da

gelatina).

3.3.6 Elaboragcdao dos filmes de gelatina, triacetina, acido estearico e

misturas de lauril sulfato de sédio e Tween 80.

A solucao filme formadora foi obtida da mesma forma que na etapa 3.3.7,
sendo utilizado neste processo a mistura dos dois surfactantes (Lauril Sulfato de
Sodio e o Tween 80), variando suas concentragdes: 75%SDS e 25%Tween; 50%
SDS e 50% Tween; 25% SDS e 75% Tween (100% de surfactante em relagédo ao

peso de massa seca da gelatina).

3.3.7 Elaboragao dos filmes de gelatina, triacetina, acido capréico e mistura

de lauril sulfato de sédio e Tween 80.

A solucéo filme formadora foi obtida da mesma forma que na etapa 3.3.5,

sendo utilizado neste processo a mistura dos dois surfactantes (Lauril Sulfato de
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Sodio e o Tween 80),variando suas concentragdes: 75% SDS e 25%Tween (10%
e 30% de surfactante); 50% SDS e 50% Tween (10%, 20% e 40% de surfactante).

3.3.8 Elaboracgao dos filmes de gelatina, triacetina, acido capréico e mistura

de lauril sulfato de sodio e Tween 80 com ajuste de pH.

A solucéao filme formadora foi obtida da mesma forma que na etapa 3.3.5,
sendo utilizado neste processo a mistura dos dois surfactantes (Lauril Sulfato de
Sodio e o Tween 80),variando as concentragdes de surfactante em relagdo ao
peso de massa seca da gelatina em 75% SDS e 25% Tween (30% de
surfactante);50% SDS e 50% Tween (40% de surfactante) e 25%SDS e 75%
Tween (10% e 100% de surfactante).
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Gelatina A
1 1
Triacetina Triacetina Triacetina
5% 10% 15%
1 1 1
AC AC AC
2.5% 5% 10%

Figura 6. Ensaios preliminares para definir as concentragdes de acido caproico e

Gelatina
Tri 10%
AC 5%

|

Permeabilidade ao vapor de agua
Resisténcia mecéanica
Elongacao
Opacidade

triacetina.
Gelatina A
] .
Triacetina Triacetina Triacetina
5% 10% 15%
AE
10%

Gelatina
Tri 10%
AE 10%

A 4

Permeabilidade ao vapor de agua
Resisténcia mecénica
Elongacao
Opacidade

Figura 7. Ensaios preliminares para definir as concentragdes fixadas para a

triacetina, estando o acido estearico ja definido de acordo com BERTAN, 2003.
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GEL/TRI/AE
1 1
pH ajustado pH da solugéo
(7,5) (4,5)
1 1 1 1
SDS
SDS Tween SDS+Tween (10%, 40% e SDS+Tween
(60%) (100%) (50%) 70%) (100%)

Figura 8. Filmes elaborados com acido estearico, SDS, Tween, mistura de ambos,
utilizando ajuste de pH e pH natural da solugéo.

GEL/TRI/AC
1 1
pH ajustado pH da solugao
(7,5) (4,5)
1 1 1 1

SDS+Tween

SDS Tween SDS+Tween Tween 10%,20%, 30%,

(10%) (10%) (30%, 40%, 50% e (10%) 40% e 50%

10%)

Figura 9. Filmes elaborados com &acido caprdico, SDS, Tween, mistura de ambos,
utilizando ajuste de pH e pH natural da solucéo.
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GEL/SURF
|

I 1

pH ajustado pH da solugao
(7,5) (4,5)
| ]
I 1

SDS+Tween SDS SDS+Tween
(100%, 30%) 10% e 40% 10%,40% e 100%,

Figura 10. Formulagdes elaboradas a base de gelatina e surfactantes (SDS,
Tween, e mistura de ambos), com ajuste de pH e com o pH natural da solugéo.

GEL/TRI/SURF
|

I 1

pH ajustado pH da solugao
(7,5) (4,5)
| |
I 1
SDS+Tween SDS SDS+Tween
(100%, 30%) 10% e 40% 10%,40%, 60% e
100%,

Figura 11. Formulagdes feitas a base de gelatina, triacetina e surfactantes(SDS,
Tween e mistura de ambos), com ajuste de pH e com o pH natural da solugéo.

3.4 Caracterizagao dos filmes

3.4.1 Aspecto visual

Apds a secagem dos filmes foram realizadas analises visuais e tateis para
cada tipo de filme elaborado, visando utilizar apenas os filmes que fossem
homogéneos em relagdo a coloragdo, espessura, sem a presenca de particulas
insoluveis e oleosidade e que fossem continuos, isto é, sem apresentar rupturas

ou zonas quebradicas, e facilidade na retirada dos filmes do suporte,

39



Material e Métodos

apresentando boa manuseabilidade. Os filmes e formulacbes que néo

apresentaram essas caracteristicas foram descartados.

3.4.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrémetro digital
(modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Japao). A espessura foi fixada como sendo a
média aritmética de dez medidas aleatorias sobre a area do filme. Essa medida foi
obtida apds o periodo de acondicionamento dos filmes a temperatura de 25°C, 52

+ 2% de umidade relativa, durante 48 h.

3.5 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi determinada
gravimetricamente a 25°C, de acordo com o método padrdo E-96-95 da ASTM
(ASTM, 1995). As amostras de cada filme foram seladas com parafina em células
de permeacao de aluminio, contendo cloreto de calcio. Essas células foram
acondicionadas em dessecadores a 25°C e 75% UR.O ganho de massa do
sistema, medido em intervalos de 24h, durante 7 dias. As analises foram
realizadas em ftriplicata. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinado
através da equacao 1.

Mpxe Equagdo (1)
PVA= ————
AxtxAp

Onde:

PVA = permeabilidade ao vapor de agua

Mp = diferenga de peso (quantidade de permeante que atravessa o filme) ()

A = area exposta do filme (m?)

Ap = diferenca de pressao de vapor de agua a 75% UR e 0% UR, ambos a 25°C

(Pa)
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e = espessura (mm)

t = tempo no qual ocorre ganho de massa (h)

3.6 Solubilidade em agua

A analise de solubilidade (SOL) em agua dos filmes foi realizada em
triplicata seguindo o método proposto por GONTARD et al. (1992). Inicialmente,
trés discos de cada amostra de filme com 2 cm de didmetro, foram imersos em 50
ml de agua destilada, mantidos sob agitacdo lenta e peridédica por 24 h a
temperatura ambiente (25°C) em banho-maria (Tecnal, TE057). Os fragmentos de
filme restante foram entdo retirados do banho e secos em estufa (105°C, 24 h)
para determinagao da massa seca final dos mesmos. O calculo da solubilidade foi
realizado de acordo co a seguinte equacéo da seguinte forma:

Mi— M,

if Equacao (2)
.100

SOL =

Mi
Onde:
SOL: porcentagem de material solubilizado (%)
Mi: massa inicial da amostra (g)

Mf. massa final da amostra (g)

3.7 Propriedades mecéanicas

A tensdo na ruptura e a elongacdo na ruptura (E) dos filmes foram
determinadas utilizando-se um texturbmetro TA-XT2 (SMS, Surrey, UK) de acordo
com o método padrdo ASTM D 882 (ASTM, 1995). As amostras foram cortadas,
apresentando 100 mm de comprimento e 25 mm de largura. A distancia inicial de
separagado das garras e velocidade de realizagdo do teste foram fixadas em 50
mm e 3 mm/s, respectivamente.

A tensdo na ruptura foi calculada dividindo-se a forca maxima no

rompimento do filme, pela area de seccgao transversal de acordo com a Equacgéao
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2. A elongacado na ruptura foi determinada dividindo-se a distancia final de
separagao da “probe” pela distancia inicial de separagao (50 mm), multiplicada por
100 (JANGCHUD e CHINNAN, 1999). A média das espessuras requeridas para o
calculo da area seccional foi determinada utilizando-se 5 medidas obtidas ao longo
do filme, apds o periodo de acondicionamento a temperatura de 25°C, 52 + 2% de
umidade relativa, durante 48 h.

Equagdo (3)
TR= £
A
Onde:
TR =Tensao na ruptura (MPa)
Fnm: forga maxima no momento da ruptura do filme (N)
A: area de secgao transversal (m?)
Equagdo (4)

d,

E= x 100

inicial
Onde:
E: elongacgao (%)
d;: distdncia no momento da ruptura (cm) = diferenga entre a distancia de
separagdo no momento da ruptura e a distancia inicial (5cm)

dinicial : distancia inicial de separagao (5cm)

3.8 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se colorimetro Hunterlab
(Colorquest Il, Faifax). As determinagdes foram feitas em ftriplicata apds a
calibragao do colorimetro com um padrao branco e um padrao preto. A opacidade
foi determinada através da equacgao (Hunterlab, 1997):

_| Oy 5
Op=| = 1100 Equagéo (5)
Op,
Onde:
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Op= opacidade do filme (%)
Opn = opacidade do filme sobreposto a um fundo preto

Ops = opacidade do filme sobreposto a um fundo branco.

3.9 Microscopia ética

A morfologia de superficie dos filmes foram observadas utilizando-se
microscopio 6tico JENAVAL (MO 03.01.B), com objetiva de 25x . A captacao de
imagens foi realizada pelo software “GLOBAL LAB IMAGE”. Os filmes apds o
periodo de acondicionamento, foram cortados retangularmente (2 cm x 1 cm) e

fixados na lamina com fita adesiva e entdo a lamina foi observada diretamente .

3.10 Microscopia eletronica de varredura

A microestrutura dos filmes foi avaliada utilizando-se microscoépio eletronico
de varredura (JEOL SCANNING MICROSCOPE - JMS-5800LV) a 10 kV
(BERTAN, 2003). Os filmes foram colocados em dessecadores contendo silica gel
(25°C), por um periodo de sete dias, apés os quais foram fragmentados. As
amostras dos filmes fragmentadas foram fixadas em suporte (“stubs”) de aluminio,
com fita condutiva de cobre. Apds esse periodo, as amostras foram recobertas
com ouro (SPUTTER COATER BALZERS-SCD 050, Baltec, Lichtenstein, Austria),
a 25°C e pressdo de 2x10° Torr por 180s. As amostras recobertas foram
observadas em microscopio eletrénica de varredura a 10 kv. Foram realizadas
observagdes na espessura e na superficie dos filmes. Para observar a espessura
dos filmes, estes foram colocados sob suportes com recorte em L, (Figura 12)

permitindo que a espessura do filme pudesse ser observada.
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— Suporte

Figura 12. Suporte com recorte em L, utilizado para fixagéo do filme.

3.11 Microscopia confocal de varredura a laser (MCLV)

A microestrutura dos filmes foi avaliada utilizando-se microscopia de
varredura laser confocal, de acordo com a metodologia proposta por SCHREIBER
e HAIMOVICH (1983) utilizando-se microscépio confocal Olympus LSM-Fluoview
versao 3.2 ( Olympus, Tokio, Japao). A gelatina solubilizada apds hidratagao foi
corada com o corante FITC ( isotiocianato de fluoresceina) especifico para
proteina, com a concentragdo modificada ( 50 pl/2,5g de proteina). Apos a adigao,
a solucdo de proteina contendo o corante foi homogeneizada sob agitagcéo
magnética lenta na temperatura de 40°C por uma hora. Em seguida a triacetina; e
os acidos graxos estearico (10%) e caproico (5%) foram corados com o corante
‘NILE RED” (1mg/30g de substancia hidrofébica), segundo a metodologia
proposta por LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR (2000). Passado o tempo
necessario para reagir o corante FITC com a proteina, foram adicionadas as
substancias hidrofébicas previamente coradas a solugdo de gelatina corada, sob
agitacdo magnética até a homogeneizacéo. As solugdes filme formadoras coradas
foram levadas a outro banho maria a 50-60°C por 30 minutos sob agitacao leve. A
solugéao filme formadora foi aplicada entdo sobre as placas plaxiglass e o controle
da espessura, secagem e armazenamento foram realizados como na etapa 3.3.1.
As condicgbes utilizadas para a microscopia confocal se encontram no anexo 1. As

observacgdes foram feitas na metade da espessura dos filmes.
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3.12 Isotermas de sorg¢ao

As isotermas de sorgéo para os filmes a base de gelatina, triacetina, acidos
graxos (estearico ou caproico) e surfactantes (SDS e Tween 80), foram
determinadas gravimetricamente de acordo com (JOWITT et al., 1983) na
temperatura de 25°C (LIM et al., 1999)

Os biofilmes foram colocados em dessecadores com silica gel durante sete
dias para serem secos, apos esta etapa foram cortados em pedagos pequenos
(aproximadamente 2 x 2 cm), pesados (cerca de 0,5 g) e acondicionados em
recipientes com diferentes umidades relativas conhecidas (Tabela 1) em camaras
de temperatura controlada a 25°C (BOD TECNAL, MODELO TE-390). As solugdes
salinas saturadas foram escolhidas de modo a abranger uma ampla faixa de
atividade de agua (0,114 a 0,904). Uma vez alcangado o equilibrio, num periodo
de aproximadamente 30 dias, os filmes foram pesados para se obter o peso final e

construir as isotermas de sorgao. Os testes de adsorg¢ao foram feitos em triplicata.

Tabela 3. Atividade de agua das solugoes salinas saturadas a 25°C

SAL ATIVIDADE DE AGUA (T=25°C)
LiCl 0,114
MgCl, 0,329
K2COs3 0,443
Mg(NO3) 0,536
NaCl 0,762
BaCl, 0,904

Fonte: Labuza; Kanane; Chen, 1986.

Os modelos GAB (Guggenheim-Anderson-De Boder) foi utilizado para
representagao das isotermas de sorgéo dos filmes (Equagao 6) e foram ajustados
aos dados experimentais através do programa Water Analyser Series —
Isoterm//GAB program version 2.05p. (Macintosh) para estimar as constantes do

modelo.

45



Material e Métodos

GAB X = xm.c.k.aw Equagdo (6)
(1-k.aw)( —k.aw+ c.k.aw)

X= teor umidade do filme (em base seca)

Xm= teor de umidade da monocamada

c e k = constantes do modelo de isotermas de sor¢ao relacionadas a energia de
interacdo de moléculas adsorvidas no primeiro e no mais externo sitio individual
de adsorcao

aw = atividade de agua

3.13 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A determinacdo da temperatura de fusdo e da entalpia (AH) foram
realizadas por analise calorimétrica de varredura, utilizando-se um DSC TA 7/DX,
marca (Perkin Elmer) com resfriamento intracooler. As amostras (10,0 a 18, 0 mg)
foram acondicionadas em capsulas de aluminio mantidos em dessecadores com
silica gel por um periodo de sete dias. Apds esse periodo as capsulas foram
novamente pesadas e seladas hermeticamente. As analises foram feitas em
duplicata, utilizando taxa de aquecimento de 10°C/min, entre 0 a 130°C. A

referéncia foi sempre uma capsula vazia. O equipamento foi calibrado com Indium.

3.14 Analise Estatistica

As analises estatisticas de variancia (ANOVA) foram realizadas utilizando-
se 0 programa estatistico “Statistical Analytical System” (SAS, 1992). As
diferencgas significativas entre as médias foram identificadas através do teste de
Tukey (p<0,05).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Ensaios preliminares para a definicio da concentragcao de

surfactantes e suas misturas

Em trabalhos anteriores como o de BERTAN (2003), foi observado que os
filmes de gelatina, triacetina e acidos graxos tiveram uma boa distribuicdo da
substancia hidrofébica, embora tenha ficado evidente que n&o ocorreu uma
incorporacao homogénea dos componentes hidrofébicos na matriz protéica. Com
0 objetivo de melhorar a incorporacédo das substancias hidrofobicas na matriz
protéica foram adicionados os surfactantes que sdo compostos que possuem duas
regides distintas na mesma molécula, uma regiao polar e outra ndo polar, podendo
assim melhorar a estabilidade das substancias hidrofobicas na matriz protéica.
Segundo MORRILON et. al., (2002), quanto maior o numero de carbonos na
estrutura lipidica, mais dificil sera a incorporagcdo dos compostos hidrofébicos na
solugao protéica. Sendo assim foram utilizados neste trabalho dois acidos graxos,
0 acido caproico (6C) e o acido estearico (18C). Para a escolha das melhores
concentragdes dos surfactantes SDS e Tween 80, e suas respectivas misturas,
foram feitos varios testes com variagdo na temperatura, pH e quantidade de
surfactante. A maioria das formula¢des escolhidas foram as que apresentaram-se
transparentes nas menores temperaturas, devido a dificuldade de secagem dos

filmes a temperaturas altas.

As Figuras 13, 14, 15 e 16 apresentam os resultados que definiram a
concentragdo de surfactantes. Eles foram obtidos baseado na metodologia ja
descrita em materiais e metodos com variagcdo na temperatura e variacdo de

surfactante/mistura, e o resultado (opaco/transparente) observado visualmente.
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Figura 13. Definicdo da concentracao de surfactantes em relagdo a variagéo de
temperatura para uma mistura de acido estearico, surfactante e agua (com ou sem
ajuste de pH). As pequenas barras horizontais (—) representam o primeiro binémio
de Concentracdo de surfactante X Temperatura no qual a mistura passou de
opaca (abaixo da barra) para transparente (acima da barra). As barras horizontais
com um trago no meio () representam os tratamentos nos quais, mesmo com a
adicdo de 100% de surfactantes (em relagédo a gelatina, em base seca), nao
observou-se transparéncia. Os tratamentos s&o discriminados pelas letras
maiusculas: A -SDS; B —Tween 80; C —Tween 80, com ajuste de pH; D -SDS,
com ajuste de pH

Para o SDS em temperaturas mais baixas foi necessario a adicdo de uma
maior quantidade de surfactantes para que a solugdo se tornasse transparente.
Para este surfactante com ajuste de pH foi observado o mesmo comportamento. O
Tween sO apresentou solugdes transparentes para 100% de surfactante a
temperatura de 80°C e com o ajuste de pH as solugdes transparentes foram
obtidas nas condi¢des 50°C/60% de Tween e 80°C/40% de Tween (Figura 13).
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Figura 14. Definicdo da concentragdo de surfactantes em relagdo a variacdo de
temperatura para uma mistura de acido estearico, surfactante e agua (com ou sem
ajuste de pH). As pequenas barras horizontais (—) representam o primeiro binémio
de Concentracdo de surfactante X Temperatura no qual a mistura passou de
opaca (abaixo da barra) para transparente (acima da barra). As barras horizontais
com um trago no meio (*) representam os tratamentos nos quais, mesmo com a
adicdo de 100% de surfactantes (em relacdo a gelatina, em base seca), ndo
observou-se transparéncia. Os tratamentos s&o discriminados pelas letras
maiusculas: A — 25% SDS e 75%Tween; B — 50% SDS e 50% Tween 80; C — 75%
SDS e 25% Tween 80; D — 25% SDS e 75% Tween 80, com ajuste de pH; E —
75% SDS e 25% Tween 80, com ajuste de pH e F — 50% SDS e 50% Tween 80,
com ajuste de pH.

Entre as temperaturas de 25°C e 50°C foram necessarias adi¢cbes de
misturas de surfactantes acima de 60% para obtengao de solugdes transparentes
contendo acido estearico, agua e proporg¢des dessas misturas. Na temperatura de
80°C foi observada uma redugao consideravel na quantidade de surfactante
adicionado para obtencao de solugdes transparentes (inferiores a 50%). O ponto
de fusdo de 70°C do acido estearico provavelmente tenha sido o principal
responsavel por esse comportamento observado. O ajuste de pH proporcionou as

duas menores concentragdes das misturas (Figura 14).
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Figura 15. Definicdo da concentracao de surfactantes em relagdo a variagéo de
temperatura para uma mistura de acido capréico, surfactante e agua (com ou sem
ajuste de pH). As pequenas barras horizontais (—) representam o primeiro binémio
de Concentracdo de surfactante X Temperatura no qual a mistura passou de
opaca (abaixo da barra) para transparente (acima da barra). As barras horizontais
com um trago no meio () representam os tratamentos nos quais, mesmo com a
adicdo de 100% de surfactantes (em relagédo a gelatina, em base seca), néo
observou-se transparéncia. Os tratamentos s&o discriminados pelas letras
maiusculas: A -SDS; B —Tween 80; C —Tween 80, com ajuste de pH; D -SDS,
com ajuste de pH

Para a utilizacdo do SDS com o acido capréico foi observado que para
qualquer temperatura estudada, a adigdo de 10% desse surfactante foi suficiente
para obtencido de solucdes transparentes. Para o surfactante Tween adicionado
ao acido caproico foi observado que nas temperaturas de 25, 30, 35°C foi
necessario a adigdo de 10% da concentracdo de surfactante para a solugdo se
tornar transparente e para as temperaturas de 40, 45 e 50°C foi necessario a
adicao de 70% de surfactante. O ajuste do pH apresentou solugdes transparentes

em concentragdes baixas de surfactantes (Figura 15).
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Figura 16. Definicdo da concentragcao de surfactantes em relagdo a variagao de
temperatura para uma mistura de acido capréico, surfactante e agua (com ou sem
ajuste de pH). As pequenas barras horizontais (—) representam o primeiro binémio
de Concentracdo de surfactante X Temperatura no qual a mistura passou de
opaca (abaixo da barra) para transparente (acima da barra). As barras horizontais
com um trago no meio (*) representam os tratamentos nos quais, mesmo com a
adicdo de 100% de surfactantes (em relagdo a gelatina, em base seca), ndo
observou-se transparéncia. Os tratamentos s&o discriminados pelas letras
maiusculas: A — 25% SDS e 75%Tween; B — 50% SDS e 50% Tween 80; C — 75%
SDS e 25% Tween 80; D — 25% SDS e 75% Tween 80, com ajuste de pH; E —
50% SDS e 50% Tween 80, com ajuste de pH. F — 75% SDS e 25% Tween 80,
com ajuste de pH e

Para a composicdo contendo acido caproico, mistura de surfactantes e
agua foi observado que o aumento da quantidade de SDS na mistura permitiu a
utilizacdo de uma menor quantidade de mistura dos surfactantes. Para todas as
solugdes contendo misturas de surfactantes com ajuste de pH a adicdo de

surfactante necessaria para torna-las transparentes foi de 10% (Figura 16).
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ApoOs esses ensaios foram selecionadas as melhores formulacbes, de
acordo com a temperatura, pH e concentracdo de surfactante, que foram

analisadas no decorrer do trabalho.

4.2 Aspecto visual dos filmes

Os filmes selecionados apresentaram aspecto uniforme e uma certa
maleabilidade, que os tornavam faceis ao manuseio além de permitirem facil
remocao do suporte. Os filmes que ndo apresentaram essas caracteristicas foram

excluidos do trabalho.

4.3 Espessura dos filmes

Os filmes foram elaborados a partir de aliquotas que os deixaram com
espessuras semelhantes entre si, na faixa de 0,087 a 0,095 (Tabelas 4, 5,6, 7 e
8). O controle da espessura foi importante para manter a uniformidade dos filmes

e assegurar as comparacgoes realizadas entre suas diversas propriedades.

4.4 Permeabilidade ao vapor de agua

Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua dos biofilmes a base de
gelatina, triacetina e acidos estearico ou caprdico sem e com o ajuste de pH

podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA), para filmes a base de gelatina,

triacetina e acidos estearico ou caproico com e sem o ajuste de pH.

Formulagées Espessura (mm) PVA(g.mm/m?d.KPa)

Gel 0,089 + 0,002 6,1+ 0,41°
Gel (pH)* 0,087 + 0,003 6,6 +0,58°
Gelltri 0,089 + 0,004 6,0+0,37°
Gel/tri (pH)* 0,088 + 0,005 59+0,42°
Gelltri/AE 0,093 + 0,002 8,2+0,35°"
Gelltri/AE (pH)* 0,091 + 0,002 2,4 +0,29°
Gelltri/AC 0,089 + 0,001 9,5+ 0,51
Gelltri/AC (pH)* 0,088 + 0,002 7,1+0,34°¢

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas.*-Corregdo de pH. Nota: Letras em
comum na mesma coluna nao apresentam diferenca significativa a p<0,05, entre as médias obtidas
através do teste de TUKEY.

Os filmes de gelatina e gelatina e triacetina ndo apresentaram
permeabilidades ao vapor de agua diferentes (p<0,05), mesmo com o ajuste de
pH, obtendo-se valores intermediarios entre 6,6 e 5,9. De acordo com BERTAN
(2003) os filmes de gelatina e triacetina mostraram-se mais permeaveis ao vapor
de agua que os filmes compostos de gelatina e acidos graxos. Isso deve-se ao
carater hidrofilico da gelatina, que induz a interagdo com a agua, aumentando

desta forma a permeabilidade ao vapor de agua.

O ajuste de pH para filmes adicionados de acidos graxos afetou os valores
de PVA. A alteragcdo do pH de 4,5 para 7,5 provocou a diminuigdo significativa
(p=0,05), da PVA dos filmes contendo acido estearico e acido caproico, sendo que
a reducado mais acentuada ocorreu para o filme adicionado de acido estearico que
apresentou valores de 8,2g.mm/m*KPa, sem ajuste de pH, e 2,4 g.mm/m*KPa

com o pH ajustado.

De acordo com YOSHIDA (2002), o aumento da hidrofobicidade,
representada pela concentracdo de acido estearico, provocou a redugao na
permeabilidade ao vapor de agua, com valores menores para filmes obtidos em

pH basico (9,0) do que em pH neutro. A presenga de acido estearico reduziu a
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mobilidade protéica, que formou um filme viscoelastico na interface lipidio-agua,
diminuindo a difusidade da agua através da proteina interfacial, promovendo um
menor valor de permeabilidade ao vapor de agua (McHUGH e KROCHTA, 1994c).

Os filmes compostos com acido estearico (18C) apresentaram
permeabilidade ao vapor de agua menor que os filmes compostos com acido
caproico (6C). Segundo McHUGH e KROCHTA (1994), com o aumento das
cadeias de acidos graxos a porcao apolar de cada molécula também aumenta,
resultando em menor permeabilidade ao vapor de agua dos filmes emulsionados.
PEROVAL et. al. (2002), também constataram que a permeabilidade ao vapor de
agua dos filmes de arabinoxilana com acido estearico foi menor que a dos filmes

com a adicao de acido palmitico.

McHUGH e KROCHTA (1994) e SHELLHAMMER e KROCHTA (1997),
verificaram que a redugdo da permeabilidade ao vapor de 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 interacdo da proteina com a cera.

Por outro lado, o aumento no pH, pode provocar uma saponificagdo dos
acidos graxos, melhorando a incorporagdo e consequentemente reducdo da
permeabilidade ao vapor de agua. A maior redugdo observada para o acido
estearico pode ser decorréncia do tamanho de sua cadeia por ter sido utilizado em

maior quantidade na elaboracao dos filmes.

Inicialmente todas as formulagdes deveriam ser feitas com e sem o ajuste
de pH. No entanto para muitas delas o ajuste de pH produziu filmes inadequados

0 que impossibilitou sua comparagao para varias formulagoes.

Na Tabela 5 pode-se observar os resultados da permeabilidade ao vapor de
agua, para filmes a base de gelatina, gelatina e triacetina, gelatina, triacetina,

acidos graxos e surfactantes
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Tabela 5. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina, triacetina e

acido caproico com adicéo de surfactantes.

Formulagdes Espessura PVA
(mm) (9.mm/m2d.Kpa)

Gel/tri/AC 0,089 + 0,001 9,5+0,58°°
Gel/tri/AC(pH) 0,088 + 0,002 7,1 0,68 °¢
Gel/tri/AC/10%tween 80* 0,090 + 0,003 6,7 £0,47°°¢
Gel/tri/AC/10%tween 80(pH)*** 0,089 + 0,002 4,4 +0,62

Gel/tri/AC/10%SDS(pH)*** 0,090 + 0,001 4,7 +0,36'

Gel/tri/AC/(75%SDSe25%tween 80)=30%"* 0,092 + 0,004 2,4 +0,49°

Gel/tri/AC/(75%SDSe25%tween 80)=30%**(pH)*** 0,091 + 0,002 5,3+0,53°"
Gel/tri/AC/(75%SDse25%tween 80)=10%"* 0,089 + 0,004 8,2+0,48"°
Gel/tri/AC/(75%SDSe25%tween 80)=10%**(pH)*** 0,090 + 0,005 4,8+ 0,35

Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)=40%** 0,093 + 0,002 3,740,619
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)=40%**(pH)*** 0,092 + 0,003 5,2 +0,54°"
Gel/tri/AC/25%SDSe75%tween=50%** 0,094 + 0,002 11,2+ 0,38°
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)=50%"**(pH)*** 0,092 + 0,001 8,3+ 0,45°°
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)=20%** 0,092 + 0,003 54+0,63°°"
Gel/tri/AC/25%SDSe75%tween=10%"*(pH)*** 0,093 + 0,001 6,7 +0,42°°°
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)=10%** 0,091 + 0,002 9,5 £0,512°
Gel/tri/AC/25%SDSe75%tween=10%** 0,090 + 0,002 10,1 £ 0,39°

Gel: Gelatina, Tri: triacetina, AC: acido caproico. Media e desvio das triplicatas. . *%de surfactante
total adicionado em relacdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da
mistura. ***Ajuste de pH Nota: Letras em comum na mesma coluna ndo apresentam diferenga

significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Para as formulagbes com adigdo de 10% de Tween 80 foi observado que
houve uma redugéo significativa (p<0,05) da permeabilidade para os filmes com
pH 7,5. Quando o Tween 80 foi substituido pelo SDS (Gel/tri/AC/10%tween
80).Nos filmes produzidos no pH 7,5 observou-se que as permeabilidades ao
vapor de agua foram muito proximas. Segundo DEBEAUFORT e VOILLEY,
(1995), a eficiéncia dos emulsificantes dependem principalmente da natureza

quimica do surfactante e do valor de HLB. A permeabilidade dos filmes
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comestiveis depende fortemente da estrutura do filme, do numero e

homogeneidade da distribuicdo dos gldbulos de gordura no filme .

Para as formulacbes contendo misturas dos surfactantes com
concentragdes maiores de SDS, (75%SDS e 25% Tween 80), foi verificado que o
ajuste de pH provocou aumento significativo (p<0,05). Na permeabilidade ao vapor
de agua. Resultados semelhantes foram observados por PEREZ-GAGO e
KROCHTA (1999), onde foram encontrados maiores permeabilidades ao vapor de
agua em filmes no pH 7,0, porém a redugdo do pH provocou aumento para

concentragdes de 10% de surfactantes.

Ja nas formulagdes com misturas de concentragdo de surfactantes iguais
entre si (50% SDS e 50% Tween 80), ndo foi observado diferenca significativa
quando o pH foi ajustado. Para os filmes com a mesma concentragao de mistura
de surfactantes (50%SDS e 50% Tween 80) nas concentragdes de 10% e 20%,
sem o ajuste de pH, verificou-se que a permeabilidade ao vapor de agua foi

significativamente inferior para concentragées de 10% de surfactantes.

Para as formulagcdes de misturas de surfactantes, onde a quantidade de
SDS é menor do que a de Tween 80 (25% SDS e 75% Tween 80) verificou-se que
a permeabilidade ao vapor de agua foi significativamente inferior que a

permeabilidade dos filmes produzidos no pH natural das solugdes filmogénicas.
A Tabela 6 apresenta os valores de permeabilidade ao vapor de agua para

filmes produzidos com gelatina, triacetina, acido estearico e surfactantes (SDS e
Tween 80).
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Tabela 6. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina, triacetina e

acido estearico, com diferentes concentracdes e tipos de surfactantes.

Formulagoées Espessura(mm) PVA(g.mm/m?d.Kpa)
Gel/tri/AE 0,093 + 0,002 8,8 + 0,56°
Gel/tri/AE(pH)*** 0,091 + 0,002 2,4 +0,25°
Gel/tri/AE/70%SDS* 0,095 + 0,006 1,9+0,38°
Gel/tri/AE/40%SDS* 0,093 + 0,002 2,9 +0,62°°
Gel/tri/AE/10%SDS* 0,092 + 0,004 47 +0,25°°
Gel/tri/AE/60%SDS(pH) 0,093 + 0,004 2,5+0,49%¢
Gel/tri/AE/(75SDS/25%tween 80)=100% 0,091 + 0,003 3,9 £0,29°¢
Gel/tri/AE/(50%SDS/50%tween 80)=100% 0,090 + 0,002 2,5 £0,43%¢
Gel/tri/AE/50%SDS/50%tween 80(pH)=100% 0,092 + 0,003 2,6 +0,61°°
Gell/tri/AE/(25%SDSe75%tween 80)**=100% 0,091 + 0,002 5,6 +0,37°
Gel/tri/AE/100%tween 80 0,094 + 0,005 8,3+0,42°

Gel: Gelatina, Tri: triacetina, AE: acido estearico. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante
total adicionado em relagéo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da
mistura. ***Ajuste de pH. Nota: Letras em comum na mesma coluna nao apresentam diferenga

significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Os filmes de gelatina, triacetina, acido estearico e SDS produzidos com
(Gelltri/AE/70%SDS, Gel/tri/AE/40%SDS e
Gel/tri/AE/60%SDS (pH)), apresentaram reduzida permeabilidade ao vapor de

maiores concentragdes
agua, quando comparada aos demais filmes. Porém ao se comparar estas
formulagdes com concentragdes menores de SDS (Gel/tri/AE/10%SDS) observa-
se aumento significativo (p<0,05) na PVA. O aumento do pH parece néo ter sido

determinante quando o surfactante foi adicionado as formulagdes.

O filme contendo gelatina, triacetina, acido estearico e 70%SDS apresentou
reduzido valor de PVA (1,92 g.mm/m?d.Kpa) enquanto o mesmo filme contendo
60%SDS e pH 7,5 teve a PVA elevada para 2,53 g.mm/m?d.Kpa, um valor ainda
baixo entre os obtidos para formulacdes similares. Estes dois valores néao

apresentam diferenga significativa.
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O efeito da adicdo de surfactantes sobre a permeabilidade ao vapor de
agua de filmes produzidos apenas com gelatina estdo apresentados na tabela 7. A
adicao de SDS nas concentragdes de (10% e 40% em relagdo a massa seca de
gelatina) provocou redugao significativa (p<0,05) da permeabilidade ao vapor de
agua. Segundo RHIM et al., (2002), filmes contendo 10% ou mais de SDS
apresentaram valores de permeabilidade ao vapor de agua inferiores aos dos
filmes controle de isolado protéico de soja, melhorando assim a funcionalidade dos

filmes de isolado protéico de soja.

Tabela 7. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina e surfactantes
(SDS e Tween).

Formulagées Espessura(mm) PVA(g.mm/m*d.Kpa)
Gel/10%SDS* 0,092 + 0,003 8,8 + 0,36°
Gel/40%SDS* 0,094 +0,004 3,2+0,61°
Gel/50%SDSe50%tween 80(pH)=100%"* 0,089 + 0,002 1,9+ 0,39°
Gel/50%SDSe50%tween 80=40%* 0,091 + 0,004 3,2+0,54°
Gel/50%SDSe50%tween 80=100%* 0,087 + 0,001 4,6 +0,32°
Gel/75%SDSe25%tween80=30%(pH)*** 0,093 £+ 0,002 42 +0,61°°
Gel/75%SDSe25%tween 80=10%** 0,0092 + 0,001 9,0 £0,29°

Gel: Gelatina. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante total adicionado em relagéo a
quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH. Nota:
Letras em comum na mesma coluna nao apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre as

médias obtidas através do teste de TUKEY.

A substituicdo de parte do SDS por Tween 80 (75% de SDS e 25% Tween
80) para uma adicao total de 10% de surfactantes, ndo afetou estatisticamente o
valor da permeabilidade ao vapor de agua (p< 0,05), o mesmo ocorreu para uma
adicdo de 40% de surfactantes com substituicao de 50% do SDS por Tween 80
(50%SDS e 50% Tween 80).
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O ajuste de pH da solugdo de gelatina produziu um filme com
permeabilidade ao vapor de agua estatisticamente menor que o da solugédo sem o

ajuste de pH, para uma mistura de surfactantes de 50% SDS e 50% Tween 80.

As permeabilidades ao vapor de agua dos biofiimes produzidos com
gelatina, triacetina e surfactantes, sem a presenga de &acidos graxos séao

apresentadas na tabela 8.

Tabela 8. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina, triacetina e

surfactantes (SDS e Tween)

Formulagées Espessura PVA(g.mm/m°d.Kpa)
Gelltri/(75%SDSe25%tween 80)=10%" 0,087 + 0,001 8,4 +0,69°
Gel/tril10%SDS* 0,088 + 0,003 6,8 +0,61°
Gel/tri/50%SDSe50%tween 80**=100%* 0,090 + 0,004 1,5+ 0,35°
gel/tri/(50%SDSe50%tween 80)**=40%* 0,089 + 0,002 4,4 +0,42°
Gell/tri/(75%SDSe25%tween80)**=30%*(pH)*** 0,0086 + 0,005 2,5+0,34%¢
Gel/tri/40%SDS* 0,087 +0,004 3,4+0,61°¢
Gel/tri/(50%SDSe50%tween80)**(pH)*** 0,0080 = 0,005 2,0+ 0,45°
Gelltri/(75%SDSe25%tween80)**=60%* 0,085 + 0,002 2,0 +£0,28°

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *-% de surfactante total adicionado a
formulagao. *-Proporgéo entre SDS e Tween 80 usados na misturas. ***Ajuste de pH. Nota: Letras
em comum na mesma coluna n&o apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre as médias
obtidas através do teste de TUKEY.

O aumento da concentragdo de SDS de 10 para 40% em filmes contendo
apenas Gelatina/triacetina/10%SDS e Gelatina/triacetina/40%SDS provocou uma
diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua, comportamento ja observado
para as mesmas adicbes aos filmes produzidos com gelatina pura. Segundo
BERTAN (2003), os filmes apenas de gelatina e triacetina mostraram-se mais
permeaveis ao vapor de agua que os filmes compostos com gelatina , triacetina e
acidos graxos. A adicao dos surfactantes, no entanto, parece ter possibilitado uma
maior incorporagao da triacetina ao filme de gelatina, produzindo filmes (Tabela 8)
com menores permeabilidades ao vapor de agua que os filmes contendo somente

a gelatina e os surfactantes (Tabela 7). Os filmes obtidos com adigao crescente
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das misturas de surfactantes (75%SDS e 25% Tween 80) e (50% SDS e 50%
Tween 80) apresentaram diminuicdo da PVA (p< 0,05) corroborando a

possibilidade de melhor incorporagéo da triacetina na matriz filmogénica protéica.

A substituicdo de 25% do SDS por Tween 80 (comparagdo entre
Gel/tri/10%SDS e Gel/tri/75%SDS e 25% Tween 80=10%), para uma
concentragao total de surfactantes de 10%, implicou em aumento significativo (p<

0,05) da permeabilidade ao vapor de agua.

A corregcdo de pH, para filmes produzidos com uma relagdo fixa de
surfactantes de 50% SDS e 50% Tween 80, com 100% de adigdo em relagao a

gelatina, nao interferiu significativamente nas permeabilidades ao vapor de agua.

4.5 Solubilidade

Na Tabela 9 pode-se observar os valores de solubilidade e umidade
obtidos para os filmes produzidos com gelatina, triacetina, acido estearico ou

caproéico com e sem o ajuste de pH.

Tabela 9. Solubilidade e umidade dos filmes de gelatina, triacetina, acidos
estearico, acido caprdico com e sem o ajuste de pH.

Formulagées Solubilidade (%) Umidade(%)
Gel/tri/AE 35,35+ 0,25° 16,23 +0,21 °¢¢
Gel/tri/AE(pH)*** 29,33 + 0,36' 15,14 £ 0,18 Pcd¢
Gel/tri/AC 30,30 + 0,69" 16,82 +0,36°°
Gel/tri/AC (pH)*** 38,68 0,59 ° 14,72 £+ 0,28"¢4¢

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das ftriplicatas. ***Ajuste de pH Nota: Letras em
comum na mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre as médias obtidas
através do teste de TUKEY.
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A solubilidade da proteina em agua parece estar relacionada com a
hidrofilicidade e a estrutura da matriz protéica resultante. A incorporacao de um
composto hidrofébico na formulagao de filmes protéicos reduz a capacidade da
matriz filmogénica para ligar-se com moléculas de agua (McHUGH e KROCHTA,
1994). A solubilidade é considerada uma propriedade importante na aplicagéo de
filmes comestiveis como protecdo 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; PEREZ-GAGO e KROCHTA,
2001).

A solubilidade em agua dos filmes de gelatina, triacetina e acido estearico,
apresentaram diferenga significativa quando o pH foi ajustado, observando-se
menor solubilidade com o ajuste de pH. Resultado semelhante foi encontrado por
YOSHIDA (2002), que observou que quanto maior o pH da solugéo filmogénica,
menor a solubilidade protéica, ou seja, ocorreu uma melhor formagao da matriz
filmogénica (proteina-lipidio) em pH 9,0, associados a menor quantidade de
mondémeros de proteina que ndo participaram da formacdo da matriz. Porém os
resultados obtidos da solubilidade para o acido capréico foram opostos ao do
acido estearico, pois a formulagdo sem o ajuste de pH apresentou solubilidade

menor que a formulagdo com o pH ajustado.
Na Tabela 10 estdo apresentados os valores de solubilidade e umidade

para filmes produzidos com gelatina, triacetina, acido estearico com e sem o

ajuste de pH e surfactantes SDS e Tween 80.
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Tabela 10. Solubilidade e Umidade dos fiimes de gelatina, triacetina, acido

estearico e surfactante (SDS e Tween 80).

Formulagoées Solubilidade Umidade(%)
(%)

Gel/tri/AE 3535+0,39" 16,23 +0,54°¢
Gel/tri/AE(pH)*** 2933+0,26° 15,14 +0,35°9¢f
Gel/tri/AE/70%SDS* 91,85+ 0,29° 14,83+0,36°"¢"
Gel/tri/AE/40%SDS* 72,68 0,46 15,14+ 0,65°4¢"
Gel/tri/AE/10%SDS* 53,43+0,38° 23,59+ 0,26
Gel/tri/AE/(75SDS/25%tween 80)**=100%* 100,00 % 0,0° 12,26 +0,38"
Gel/tri/AE/(50%SDS/50%tween 80)**=100%* 59,39+ 0,36 12,80 £0,25°f

Gelltri/AE/(50%SDS/50%tween80)**=100%(pH)*** 88,44+ 0,69° 16,33 + 0,39°¢

Gel: Gelatina, Tri: triacetina, AE: acido estearico. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante

total adicionado em relagao a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da
mistura. ***Ajuste de pH. Nota: Letras em comum na mesma coluna nao apresentam diferenca

significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

A solubilidade em agua dos filmes de gelatina, triacetina, acido estearico e
surfactantes, aumentou com a adigdo dos surfactantes. Nos filmes com o
surfactante SDS verificou-se que o aumento da quantidade deste surfactante,
provoca aumento da solubilidade dos filmes, isso pode ser devido a propriedade
desnaturante que o SDS apresenta. Nas formulacbes com a adicao das misturas
do SDS e Tween, a formulacdo que o SDS (75%) se encontra em maior
quantidade que o Tween (25%),0s filmes foram totalmente soluveis. Para mistura
de 50% de SDS e 50% de Tween, foi observado que o ajuste de pH aumentou a
solubilidade do filme, resultado contrario ao observado para a formulagdo sem a
adicdo do surfactante, onde o ajuste de pH diminuiu a solubilidade do filme

resultante.
De um modo geral, a umidade dos filmes produzidos n&o variou

significativamente, exceto para a formulagdo com adicdo de 10% de SDS, onde

houve um aumento significativo de umidade 23,6% foi observado.
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A Tabela 11 apresenta os valores de Solubilidade e Umidade para filmes
produzidos com gelatina, triacetina, acido capréico com e sem o ajuste de pH e

surfactantes SDS e Tween 80.

Tabela 11. Solubilidade e Umidade dos filmes de gelatina, triacetina, acido
caproéico e surfactante (SDS e Tween 80).

Formulagées Solub (%) Umidade(%)
Gel/tri/AC 30,30 + 0,611 16,82 = 0,29
Gel/tri/AC (pH)*** 38,68 + 0,298 14,72 £ 0,38°4¢f
Gel/tri/AC/(75%SDSe25% Tween)**=10%* 32,80 +0,35" 20,16 + 0,28°°
Gel/tri/AC/(75%SDSe25%Tween80)**=30%*(pH)*** 42,85+ 0,54 " 16,51 +0,41¢¢
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween 80)**=40%* 28,98 0,31 13,07 +0,34%¢"

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relagéo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenca significativa a p<0,05, entre as

médias obtidas através do teste de TUKEY.

Em relagéo solubilidade dos filmes de gelatina, triacetina, acido caprdico e
surfactantes, foi observado que conforme o pH foi ajustado a solubilidade ficou
maior, tanto para os filmes apenas com o acido caproéico, como também para os
filmes com a adicdo da misturas dos surfactantes. Por outro lado a formulagao
com a maior concentragdo de surfactante e sem o ajuste de pH apresentou a
menor solubilidade.

Para as umidades destes filmes nao foi observado diferenga significativa
entre ambos, apenas o filme com 75% de SDS e 25% de Tween (com
porcentagem de apenas 10% total de surfactante) apresentou umidade maior em

relacdo aos outros filmes.

A Tabela 12 apresenta os valores de solubilidade para filmes produzidos

com gelatina e surfactantes (SDS e Tween 80).
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Tabela 12. Solubilidade e Umidade dos filmes de gelatina e surfactantes (SDS e

Tween).
Formulagées Solub(%) Umid(%)
Gel/10%SDS* 40,98 £ 0,061 ¢ 15,10 £ 0,31 ¢
Gel/l40%SDS* 34,80 + 0,35° 24,87 +0,32°
Gel/(50%SDSe50%tween 80)**=100% 93,13 +0,39° 19,70 + 0,42°
Gel/(50%SDSe50%tween 80)**=40%* 50,84 +0,31° 16,05+ 0,38 ¢
Gel/(50%SDSe50%tween 80)**=100%* (pH)*** 93,93 +0,62° 16,42 + 0,34 "¢
Gel/(75%SDSe25%tween80)**=30%*(pH)*** 77,28 £ 0,54 19,80 +0,51°
Gel/(75%SDSe25%tween 80)**=10%* 49,15 +0,36° 19,28 + 0,39°¢

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das ftriplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relagéo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras em comum na mesma coluna nao apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre

as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Para a solubilidade dos filmes de gelatina e surfactantes sem a adigao dos
acidos graxos e de triacetina, foi observado que para os filmes contendo o
surfactante SDS na concentracao de (10% e 40%), a solubilidade diminuiu com a
auséncia dos acidos graxos e da triacetina, porém nos filmes com a misturas dos
surfactantes (SDS e Tween), sem a adicdo dos acidos graxos e da triacetina,
houve um aumento da solubilidade comparado com os filmes contendo os acidos

graxos (acido estearico e acido caproico) e triacetina.

A Tabela 13 apresenta os valores de Solubilidade para filmes produzidos

com Gelatina, Triacetina e surfactantes (SDS e Tween 80).
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Tabela 13. Solubilidade e umidade dos

surfactantes (SDS e Tween)

flmes de gelatina, triacetiana e

Formulagées Solub Umid
Gel/tri/75%SDSe25%tween 80** 36,43+£0,69° 16,99 +0,36"°
Gel/tri/l10%SDS* 52,92 +0,29° 10,08 + 0,61¢
Gell/tri/50%SDSe50%tween 80** 70,08 +0,43* 26,79 +0,41°
Gel/tri/50%SDSe50%tween 80**=40% 35,33 +0,36° 18,83 +0,52°
Gelltri/75%SDSe25%tween=30%"**(pH)*** 68,73 +0,81° 23,89 +0,39°
Gel/tri/40%SDS* 4493 £0,65° 12,76+ 0,28¢¢
Gel/tri/’50%SDSe50%tween** (pH)*** 29,96 +0,74" 12,82 +0,68°¢
Gel/tri/75%SDSe25%tween=60%** 63,38 £0,45° 16,65+ 0,46"°

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das ftriplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relagéo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras em comum na mesma coluna nao apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre

as médias obtidas através do teste de TUKEY.

A adigao da triacetina (Tabela 13) nos filmes contendo o surfactante SDS
(10% e 40%) provocou um aumento na solubilidade dos filmes em relacdo aos
filmes sem a triacetina (Tabela 12). Para os filmes contendo as misturas dos
surfactantes (SDS e Tween 80) a adicao da triacetina favoreceu a reducao da
solubilidade dos filmes, o que pode ter sido produto da melhor incorporacédo da

triacetina a solugao protéica pela agao das misturas de surfactantes presentes.

46 Propriedades Mecanicas

Os resultados de tensao na ruptura e elongacao dos biofilmes produzidos

nas diferentes formulacdes testadas sao apresentadas nas tabelas a seguir.

Na Tabela 14 pode-se observar os valores de tensdo na ruptura e
elongagao para filmes produzidos com gelatina, triacetina e acidos estearico ou

acido capraico.
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Tabela 14. Tensao na ruptura (TR) e elongagcdo (E) dos filmes de gelatina,

triacetina e acidos estearico e caproico (filmes basicos)

Formulagées Espessura (mm) TR(MPa) E(%)
Gel 0,089 + 0,002 82,04 +1,56° 3,7 +0,64°
Gel (pH)*** 0,087 + 0,003 99,16 +1,53° 5,1+ 0,95
Gelltri 0,089 + 0,004 89,01 + 0,69¢ 5,3 + 0,75
Gel/tri (pH)*** 0,088 + 0,005 81,67+ 1,45° 3,9 +0,56 %
Gelltri/AE 0,093 0,002 53,41+ 1,369 3,6 +0,89°
Gell/tri/AE (pH)*** 0,091 + 0,002 65,88 + 0,65 4,7 +0,79%
Gel/tri/AC 0,089 + 0,001 124,38 + 1,45 7,0 £0,582
Gel/tri/AC (pH)*** 0,088 + 0,002 112,38 + 0,52° 5,6 + 0,45"

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relagéo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras em comum na mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre

as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Verificou-se que nos filmes de gelatina, sem a adicdo de surfactantes, a
tensdo na ruptura foi significativamente superior para os filmes produzidos com pH
ajustado. O mesmo ocorreu com os filmes de Gelatina/Triacetina/AE, sendo mais

resistentes os biofilmes com pH ajustado.

A adicdo de acido estearico (18C) provocou diminuicdo na tensdo na
ruptura, em oposicédo, a adicado do acido capréico (6C) provocou um aumento
significativo da resisténcia mecanica quando as formulagdes basicas sao
comparadas (Tabela 6). Isso possivelmente ocorreu devido ao tamanho das
cadeias de carbono dos acidos graxos, € a menor quantidade de acido caproico
adicionado a solugao filmogénica em comparagao com o acido estearico, onde o
acido de menor cadeia pode ter desestruturado menos a matriz polimérica
levando a uma maior resisténcia mecanica. A diminuicdo da tensdo na ruptura
com o aumento da concentragdo de acido estearico foi associada por YANG e
PAULSON (2000), aos grupos carboxil presentes nas moléculas de acido

estearico, que competem com as moléculas de proteina, reduzindo as interagbes
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entre os polimeros e consequentemente enfraquecendo a tensdo de ruptura do

filme.

Para as formulagdes basicas dos filmes de Gel; Gel/tri; gel/tri/AE; Gel/tri/AC,
ambas com e sem o ajuste de pH (Tabela 14), foram observados valores de
elongacao diferentes estatisticamente (p<0,05) dos filmes quando ocorre o ajuste
do pH. As mudancas nesta propriedade caracterizam modificagdes na
organizagao 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 (GALLIETTA et. al., 1998).

Segundo YOSHIDA (2002), o tamanho, o numero de carbonos na cadeia e
o numero de grupos hidroxila funcionais nas moléculas de plastificante influenciam
as propriedades mecéanicas, favorecendo a ligagdo com moléculas de agua, que
atua como plastificante na matriz filmogénica, aumentando a porcentagem de
elongacgao e diminuindo a tens&o na ruptura. O efeito da concentragao de proteina
e pH na elongagéo também foi analizado, sendo que, quanto maior o valor de pH
(basico), maior foi a elongacdo dos filmes protéicos a base de soro de leite. A
diminui¢do do pH promoveu uma insolubilidade parcial das proteinas, provocando

um desenvolvimento estrutural limitado, tornando os filmes mais frageis.

No filme de gelatina, o ajuste do pH, torna o valor da elongagdo maior, o
mesmo ocorre com o filme de Gel/tri/AE, apresentando maior elongagéo, quando o
pH é corrigido. Na formulagdo com Gel/tri, o ajuste de pH reduz o valor da
elongacao, da mesma forma que ocorre com o filme de Gel/tri/AC, observando-se

diminuicdo na elongagao quando o pH € ajustado.

SHELLHAMMER e KROCHTA (1997),0bservaram um aumento na
elongacao dos filmes de proteina do soro do leite com 0 aumento da concentragao
do lipidio. Em contraposicao, PEROVAL et. al.,, (2002) observaram uma

diminui¢cdo da elongagao ao incorporar acidos graxos aos filmes de arabinoxilana.
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Os mesmos autores relataram que alguns lipidios foram incapazes de formar uma

matriz continua e coesa, causando assim, uma menor elongagao.

A Tabela 15. apresenta os valores de tensédo na ruptura e elongagao para

filmes produzidos com gelatina, triacetina, acido caproico e surfactantes (SDS e

Tween 80).

Tabela 15. Tensdo na ruptura (TR) dos filmes de gelatina, triacetiana e acido

caproico.

Formulagoes Es?:]sr:)u re RT (MPa) Elong (%)
Gelltri/AC 0,089 +0,001 124,4+0682  7,0+0,95"
Gel/trilAC(pH)*** 0,088 +0,002 112,4+0,59° 5,9+ 0,68
Gel/tri/AC/10%tween 80* 0,090 0,003 1004 +1,23° 4,4+ 1,25
Gel/tri/AC/10%tween 80*(pH)*** 0,089+0,002 101,3+145° 6,3 +0,58%
Gel/tri/AC/10%SDS(pH) 0,090+ 0,001  114,5+1,59° 6,9 +0,23%
Gelltri/AC/(75%SDSe25%tween 80)**=30%* 0,092+0,004  53,8+0,98 7,2 +0,36°
Gelltri/AC/(75%SDSe25%tween80=)**30%*(pH)*** 0,091 + 0,002 41,9 +0,77" 6,7 +0,64%
Gel/tri/AC/(75%SDse25%tween 80)**=10%* 0,089 +0,004 1152+ 146° 59+ 0,95
Gelltri/AC/(75%SDSe25%tween80)**=10%*(pH)*** 0,090 + 0,005 68,7 £0,95° 6,1+ 0,797
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)**=40%* 0,093+0,002 61,8+0,75" 6,3 +0,82%%
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)=40%*(pH)*** 0,092 +0,003 60,2+ 142" 57 +0,72°°%
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)**=50%* 0,094+ 0,002 40,4 +1,06°  6,5%+0,65"
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)**=50%*(pH)*** 0,092 + 0,001 59,5+087 55 +0,87%
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)**=10%* 0,091 40,002  83,1+0,74' 6,9 0,57
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)=20%* 0,092+0,003 533+096  6,3+0,65"
Gelltri/AC/(25%SDSe75%tween)**=10%* 0,090 +£ 0,002 82,1+ 1,54 4,7+0,81°
Gelltri/AC/(25%SDSe75%tween)**=10%*(pH)*** 0,093+0,001 1054 +1,23° 5114+0,98"

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante total adicionado em

relagédo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH

Nota: Letras em comum na mesma coluna ndo apresentam diferencga significativa a p<0,05, entre

as médias obtidas através do teste de TUKEY.
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Filmes a base de Gel/tri/AC, sem a adi¢cao de surfactantes (SDS e Tween
80), apresentaram diferenca significativa, com uma resisténcia mecanica maior
para o filme sem ajuste de pH. Em algumas situagbes quando o surfactante é
adicionado a solugéo filmogénica, o efeito ocorre de maneira oposta, onde filmes
com ajuste de pH, apresentaram-se mais resistentes que os filmes sem o pH
ajustado (Gel/tri/AC/10%Tween 80 (pH); Gel/tri/AC/25% SDS e 75% Tween
80=50%(pH); Gell/tri/AC/25%SDS e 75% Tween =10% (pH)). Isso possivelmente
pode ter ocorrido devido a maior solubilidade e homogeneidade de incorporagao
dos compostos hidrofébicos na matriz polimérica com o ajuste do pH produzindo
melhor estruturagéo, entretanto o comportamento nao foi generalizado para todos

os surfactantes utilizados (Tabela 15).

Verificou-se que o aumento na concentracdo do surfactante reduziu a
resisténcia mecanica dos filmes, com diferenga significativa (p<0,05). Este efeito
foi anteriormente observado por RHIM, et. al., (2002), onde a adi¢cado de 40% de
SDS reduziu substancialmente as propriedades de tensdo dos filmes de isolado

protéico de soja.

Para as formulac¢des de Gel/tri/AC/surfactante, (Tabela 15), foi observado,
de uma forma geral, que as elongagcbes destes filmes n&o apresentaram
diferengcas significativas quando os valores médios da elongacdo foram
comparados, observando-se apenas diferenga significativa entre as elongagdes
das formulacdes (gel/tri/AC/75%SDS e 25%Tween 80) e (Gel/tri/AC/10% Tween).

A Tabela 16 apresenta os valores de tensdo na ruptura e elongagao para

filmes produzidos com gelatina, triacetina, acido estearico e surfactantes (SDS e
Tween 80).
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Tabela 16. Tensao na ruptura e elongagao dos filmes de gelatina, triacetina,

acidos estearico e surfactante (SDS e Tween 80).

Formulagées Es;():‘sns‘)u a TR (MPa) Elong(%)
Gelltri/AE 0,093 £0,002 53,4+125° 3,6+0,39%®
Gelltri/AE(pH)*** 0,091 +0,002 659+145° 4,7+0,25%
Gel/tri/AE/70%SDS* 0,095+0,006 31,1+0,98° 3,3+0,95%
Gel/tri/AE/40%SDS* 0,093 £0,002 44,9+ 0,76° 3,7 +0,63%
Gel/tri/AE/10%SDS* 0,092 £0,004 951+0,97% 5,6+ 0,24°
Gel/tri/AE/60%SDS*(pH)*** 0,093 +0,004 12,1+ 1,24" 1,7+0,58°
Gelltri/AE/(75SDS/25%tween 80) ** 0,091 +0,003 158+ 1,06° 12,9+0,74°
Gel/tri/AE/(50%SDS/50%tween 80)** 0,090 + 0,002 14,0+ 1,65°" 60,4 +0,59°
Gell/tri/AE/(50%SDS/50%tween80)**(pH)*** 0,092 + 0,003 12,9 + 1,08" 18,5 + 0,45°
Gelltri/AE/(25%SDSe75%tween 80)** 0,091 +0,002 16,1+ 1,04° 20,6 + 1,25"
Gelltri/AE/100%tween 80* 0,094 + 0,005 21,1+0,98" 3,8 +1,08%

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relagcdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre as

médias obtidas através do teste de TUKEY.

A adigcao de acido estearico a formulagao filmogénica com ou sem ajuste de
pH ou surfactantes produziu filmes mais frageis que os produzidos com a adigao

de acido caproéico (Tabelas 14, 15 e 16).

Para as formulagdes de Gel/tri/AE com SDS nas concentragdes de 70%,
40%, 10% e 60%(pH), foi observado diferenca significativa entre os valores de
resistencia mecanica, sendo verificado que a maior resisténcia mecanica ocorreu
no filme com 10% de SDS (menor concentragdo de SDS), com diminuicdo da
resisténcia, conforme aumentou-se a concentragdo do SDS na formulagao, todas
sem o ajuste de pH. Na formulagdo de 60%SDS (pH), onde foi efetuado o ajuste
de pH, observou-se que a resisténcia mecanica diminuiu de maneira significativa,
sendo a formulagdo com o menor valor determinado entre as formulagbes

contendo o acido estearico.
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Para a mistura de surfactantes (50% SDS e 50% Tween 80) com e sem o
ajuste de pH, observou-se que nao houve diferenga significativa na tensao na

ruptura.

A formulagdo com apenas o surfactante Tween 80, na concentracéo de
100% (em relagdo a gelatina - base seca) de surfactante apresentou uma
resisténcia mecanica intermediaria com diferenga significativa entre os outros
filmes, porém menores valores foram observados quando o Tween 80 entra como

componente nas misturas de surfactantes utilizados.

A homogeneizacdo do lipidio na solugcdo protéica é uma etapa muito
importante, pois o didmetro da gota lipidica e sua distribuicdo homogénea na
matriz polimérica estdo diretamente relacionados com a tens&do na ruptura e a
porcentagem de elongacdo, onde quanto menor o didmetro mais homogénea a
distribuicdo, formando-se filmes com uma matriz mais continua, regular e estavel
(DEBEAUFORT e VOILLEY, 1997). Se o surfactante melhorar a incorporagdo na
matriz o efeito na resisténcia mecéanica pode ser bom e ao contrario em alguns

casos sua adigao parece prejudicar a incorporacao lipidica na matriz filmogénica.

Nos filmes a base de Gel/tri/AE/surfactante, as formulagdes com
concentragdes de 40%, 70%(sem ajuste de pH) e 60%(com ajuste de pH) de SDS,
apresentam elongacao estatisticamente iguais, observando mesmo efeito para as
concentragdes de 10%, 40% e 70% de SDS sem ajuste de pH. Comparacao entre
a formulagao contendo 10% de SDS (sem ajuste de pH) com a formulagéo de 60%

de SDS (com ajuste de pH), mostrou diferenca significativa (p<0,05).

Entre as misturas de surfactantes na concentragcado de 50% de SDS e 50%
de tween 80, estando uma com pH ajustado e a outra ndo, foi observado que a
formulagcdo sem o ajuste de pH, apresentou uma elongacao significativamente

maior do que a formulagédo com o pH ajustado.

Para as misturas de SDS e Tween 80 com (75% de SDS e 25% Tween) e

(25% de SDS e 75% Tween 80), verificou-se que a elongagéo do filme com
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menores concentragdes de SDS em relacdo a de Tween (25% SDS e 75% de
Tween), foi significativamente superior, em relacao ao filme com 75%SDS e 25%

Tween 80.

Tabela 17. Resisténcia mecéanica dos filmes de gelatina e surfactantes (SDS e
Tween 80)

FORMULAGOES ES'(C’:‘S;)“” TR(MPa) E(%)
Gel/10%SDS* 0,092+ 0,003 1142085 51%092°
Gel/40%SDS* 0,094 +0,004  64,8+095° 3.9 0,54%
Gel/(50%SDSe50%tween 80) (pH)**=100%*  0,089+0,002  232+0,64° 652 + 0,65
Gel/(50%SDSe50%tween 80)=40%** 0,091 0,004  415+125°  7,0+0,36°
Gel/(50%SDSe50%tween 80)=100%* 0,087 0,001  237+128° 89,3067
Gell(75%SDSe25%tween80)=30%"** (oH)*** 0,093+0,002  395+156°  3,5¢0,36°
Gell(75%SDSe25%tween 80)=10%"* 0,0092+0,001  965+105  55£049%

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relacdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre as

médias obtidas através do teste de TUKEY.

Entre as formulagbes compostas apenas de gelatina e SDS, foi observado
que o aumento da concentragcado desse surfactante de 10 para 40%, provocou uma
diminuicdo significativa na tensdo de ruptura. A substituicio da metade da
concentragao de SDS por Tween 80 (Gel/tri/50%SDS e 50%tween 80), também
provocou diminuigdo na resisténcia mecanica com diferenga estatistica para as

proporcgdes testadas.

O lauril sulfato de sédiio (SDS), ndo quebra pontes dissulfeto, mas impede
as interacdes hidrofébicas entre as moléculas de proteina. Isto ocorre através da
ligacdo da porcao ndo polar do SDS aos residuos de aminoacidos hidrofébicos.
Resultados semelhantes foram obtidos para filmes de isolado protéico de soja
contendo SDS, em relacao aos filmes produzidos apenas com isolado, conforme
observado por RHIM, et. al., (2002).
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Para filmes produzidos com mistura de surfactantes (50% de SDS e 50% de
Tween 80), o aumento da concentracdo total de surfactante de 40 para 100%,

acarretou reducgao significativa (p< 0,05) na tens&o da ruptura.

A caracteristica de elongagao dos filmes de Gel/surfactante, compostos
apenas pelo SDS, nas concentragdes de 10% e 40% nao apresentou valores com
diferenga significativa entre eles. Para as misturas de surfactantes SDS e Tween
80 na concentracao de 50% de SDS e 50% de Tween 80 ( com e sem o ajuste de
pH) foi observado que o ajuste de pH aumentou a elongag¢ao e diminuiu a tenséo
na ruptura. Para a adicdo de 40% de surfactante total, a substituicdo de parte do
SDS por Tween gel/40%SDS e gel/50%SDS e 50%Tween = 40% provocou um
aumento significativo nos valores de elongacdo. Para essa mesma proporgao
entre os surfactantes (50%SDS e 50% Tween) o aumento da adi¢céo total de 40%
para 100% ( em relacdo a gelatina em base seca) provocou um acentuado
aumento no valor da elongagao que passou de 7,04 para 89,33%. Ainda para essa
proporgdo com adigao de 100% de surfactante (em relagao a gelatina em base em
seca), o ajuste de pH provocou uma reducgao significativa da elongagéo. Para as
misturas SDS e Tween 80 ( 75% SDS e 25% Tween), nas concentragdes de
30%(com ajuste de pH) e 10% (sem ajuste de pH), os filmes com menor
concentragdo total de surfactante e sem o ajuste de pH, apresentou maior

elongacao.
Na Tabela 18 pode-se observar os valores de Tensdo na ruptura e

elongacao para filmes produzidos com gelatina, triacetina e surfactantes (SDS e
Tween 80).
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Tabela 18. Resisténcia mecéanica dos filmes de gelatina, triacetina e surfactantes
(SDS e Tween)

Espessura

Formulagodes (mm) TR(MPa) E(%)
Gel/tri/(75%SDSe25%tween 80)=100%"* 0,087 + 0,001 96,7 + 0,97° 5,1+ 0,36°
Gel/tri/10%SDS* 0,088 + 0,003 62,8 + 0,86° 5,6 +0,37°
Gel/tri/(50%SDSe50%tween 80)**=100%* 0,090 + 0,004 17,8 £ 0,92 25,0 + 0,95°
Gel/tri/(50%SDSe50%tween 80)**=40%* 0,089 £ 0,002 53,9 + 1,24° 48,5+ 0,582
Gel/tri/(75%SDSe25%tween 80)=30%(pH) 0,0086+ 0,005 44,7 +1,05° 7,4+ 0,27°
Gel/tri/40%SDS 0,087 + 0,004 50,1 + 1,36° 5,7+ 0,49°
Gelltri/(50%SDSe50%tween)**=100%*(pH)***  0,0080 + 0,005 18,5+ 1,41 12,3+ 0,75
Gelltri/(75%SDSe25%tween80)**=60%* 0,085 £ 0,002 52,9+0,98°° 53+0,82°

Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das ftriplicatas. *%de surfactante total adicionado em
relagéo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura. ***Ajuste de pH
Nota: Letras em comum na mesma coluna nao apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre

as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Nas formulagdes com Gelltri/surfactantes (SDS e Tween 80), sem a
presenca de acidos graxos, para os filmes com 10% e 40% do surfactante SDS,
foi observado que o aumento da adigdo na concentracdo de surfactante, diminuiu
significativamente a resisténcia mecanica. A mistura de surfactantes na
concentragao de 50% de SDS e 50% de Tween 80, com e sem pH, n&o tiveram
diferenga significativa entre si, portanto o pH parece nao ter influenciado a
resisténcia mecanica destes filmes. Quando a mesma mistura de surfactante foi
utilizada, mas em concentragao inferior, o efeito resultou em aumento significativo
da resisténcia mecéanica. O mesmo tipo de efeito foi observado para a mistura de
75% de SDS e 25%Tween 80 com concentragao total de 30% de surfactante
resultando em maior resisténcia mecanica do que adicdo da mesma mistura em
maior concentragdo (60%). O aumento da concentragdo de surfactante total,
independente de ser SDS puro ou mistura de SDS com Tween 80, implicou na
diminuicdo da resisténcia mecanica. Por outro lado os filmes compostos de
gelatina, triacetina e surfactantes, foi observada diferenga significativa na
elongacao entre as formulagbées de 50% de SDS e 50% de Tween 80 (100% de

adicao de surfactantes), sendo uma com o pH ajustado e a outra sem, indicando
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que, nesse caso, o ajuste de pH provocou diferenga entre as amostras. Entre as
demais formulagcbes todas apresentam-se estatisticamente iguais quanto os

valores de elongacgao.

4.7 Opacidade

Na Tabela 19 pode-se observar os valores da opacidade para os filmes
produzidos com gelatina, triacetina, acido estearico ou acido caproéico (filmes
basicos). Todos os filmes utilizados para a andlise da opacidade foram

comparados com o filme comercial de policloreto de vinila (PVC).

Tabela 19. Opacidade (OP) dos filmes de gelatina, triacetina e acidos estearico e

caproéico (filmes basicos).

Formulagées OP

Padréo -PVC 12,16

Gel 12,76 + 0,24°
Gel (pH)*** 13,17 £ 0,15¢
Gelltri 13,11 £ 0,29¢
Gelltri (pH)*** 13,18 +0,36°
Gel/tri/AE 19,14 + 0,15
Gel/tri/AE (pH)*** 17,17 £ 0,28°
Gel/tri/AC 14,51 +0,37°¢
Gelltri/AC (pH)*** 16,20 + 0,46°°

PVC: policloreto de vinila;Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. ***Ajuste de
pH Nota: Letras em comum na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa a p<0,05,

entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Para os valores de opacidade dos filmes basicos foi observada diferenca
significativa quando o acido graxo foi adicionado a formulagao, tanto para o acido
estearico como para o capréico. Ambos tiveram sua opacidade elevada, quando

comparados aos fiimes sem a adicdo do acido graxo. Efeito semelhante foi
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encontrado por BATISTA (2003), que observou a opacidade dos filmes
combinados de pectina e gelatina, com a adicao de lipidios apresentaram-se mais
opacos com a adi¢cado dos acidos graxos. RHIM et. al. (2002), obtiveram filmes de
isolado protéico de soja com maior opacidade ao incorporar acidos graxos (laurico,
palmitico e estearico) na formulagdo, com maior efeito provocado pela adigao de
acido palmitico. A adicdo dos acidos graxos tornou os filmes mais opacos em
relagao ao filme de PVC. O ajuste do pH produziu efeitos opostos na opacidade
comparados aos filmes sem ajuste de pH. Filmes contendo acido estearico com o
pH ajustado apresentaram diminuigdo da opacidade, enquanto a adi¢do do acido

caproico com ajuste de pH tiveram a opacidade aumentada.
A Tabela 20 apresenta os valores de opacidade (OP) para filmes

produzidos com Gelatina, Triacetina acido caproico e surfactantes (SDS e Tween
80).
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Tabela 20. Opacidade dos filmes de Gelatina, Triacetiana, acido caproéico e
surfactantes (SDS e Tween 80).

Formulagées OoP

Padrdo —PVC 12,16
Gel/tri/AC 14,51+ 0,26%¢"
Gel/tri/AC(pH)*** 16,20+ 0,58°¢

Gell/tri/AC/10%tween 80*

Gel/tri/AC/10%tween 80*(pH)***
Gel/tri/AC/10%SDS*
Gel/tri/AC/(75%SDSe25%tween 80)**=30%"*
Gel/tri/AC/(75%SDSe25%tween 80)**=30%*(pH)***
Gel/tri/AC/(75%SDse25%tween 80)**=10%*
Gel/tri/AC/(75%SDSe25%tween 80)**=10%*(pH)***
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)**=40%"(
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)**=10%"
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)**=10% (pH)*
Gel/tri/AC/(50%SDSe50%tween)**=20%*
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)**=50%"
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)**=50%"(pH)***
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)**=10%"*
Gel/tri/AC/(25%SDSe75%tween)**=10%"(pH)***

13,23 + 0,35°"¢
14,22 £ 0,24¢"
15,03 £ 0,34°¢¢
20,46 +0,38°
11,55 + 0,258
12,65 + 0,42'¢
21,19+ 0,43°
17,04+ 0,15 ¢
14,03 + 0,36°¢"
14,03 + 0,549¢"
17,04 £ 0,25 ¢
11,50+ 0,43 ¢
11,50 + 0,418
13,53+ 0,38°"¢
13,31 £ 0,29°"¢

PVC: policloreto de vinila;Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de
surfactante total adicionado em relagdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada
surfactante da mistura. ***Ajuste de pH Nota: Letras em comum na mesma coluna nao

apresentam diferenga significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Em relacdo a opacidade dos filmes de gelatina, triacetina, acido caproico e

surfactantes, foi observado que a opacidade dos filmes com
Gel/tri/AC/50%SDS/50% T Tween 80 foi estatisticamente superior a todos os outros
filmes. As misturas de surfactantes de 75% de SDS e 25% Tween 80, com
concentragdes de 10% e 30% apresentaram-se iguais estatisticamente, porém

diferentes das demais formulagdes. Além da adigao do acido caproico, em geral a
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adicdo dos surfactantes tendem também a aumentar a opacidade exceto, as
formulagdes contendo misturas dos surfactantes onde o Tween 80 estava

presente em maior proporgao.

Os valores de Opacidade para os filmes produzidos com gelatina, triacetina,

acido estearico e surfactantes (SDS e Tween 80) sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Opacidade (OP) dos filmes de gelatina, triacetina, acidos estearico e
surfactante (SDS e Tween 80).

Formulagées OoP

Padrao —PVC 12,16

Gel/tri/AE 19,14 + 0,28 <4¢f
Gel/tri/AE(pH)*** 17,17 £ 0,15%¢1
Gel/tri/AE/70%SDS* 2437+0,68 °
Gel/tri/AE/40%SDS* 20,63 +0,29 "¢
Gel/tri/AE/10%SDS* 20,16+ 0,48"°¢
Gel/tri/AE/60%SDS*(pH)*** 22,02 £0,57°
Gel/tri/AE/(75SDS/25%tween 80)**=100%* 15,69 0,48
Gel/tri/AE/(50%SDS/50%tween80)**=100%* 29,45 +0,29°
Gelltri/AE/(50%SDS/50%tween 80)**=100**(pH)*** 28,61 + 0,19
Gel/tri/AE/(25%SDSe75%tween 80)**=100%* 15,69 +0,42F
Gel/tri/AE/100%tween 80* 16,83 +0,44°"

PVC: policloreto de vinila;Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das friplicatas. *%de
surfactante total adicionado em relagdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada
surfactante da mistura. ***Ajuste de pH Nota: Letras em comum na mesma coluna néo apresentam

diferencga significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Novamente o comportamento anteriormente observado se repete onde a
adicao do acido estearico produz um valor mais alto comparado a adi¢ao do acido
caproico (Tabela 20) e adicionalmente a opacidade torna-se maior em relagéo ao

filme de PVC, conforme os surfactantes sdo adicionados.
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A Tabela 22 apresenta os valores de opacidade para filmes produzidos
com gelatina e surfactantes (SDS e Tween 80). Os valores de opacidade sao mais
préximos aos do filme de PVC, em fungdo da auséncia da adicdo dos acidos
graxos. Pequenos aumentos de opacidade podem ser observados pela adigdo dos

surfactantes.

Tabela 22. Opacidade (OP) dos filmes de gelatina e surfactantes (SDS e Tween).

Formulacgées oP

Padréo -PVC 12,16
Gel/10%SDS* 12,73 £ 0,28 <¢
Gel/40%SDS* 15,40 £ 0,19°

Gel/50%SDSe50%tween 80)*=100%* 14,37+ 0,11°°
Gel/(50%SDSe50%tween 80)*=40%* 13,33 +0,36°°
Gel/(50%SDSe50%tween 80)*=100%* 13,28 + 0,28"°¢
Gel/75%SDSe25%tween80=30%*(pH)*** 11,89 + 0,14 ¢
Gel/75%SDSe25%tween 80**=10%* 12,63 +0,31¢¢

PVC: policloreto de vinila;Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das triplicatas. *%de

surfactante total adicionado em relacdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada
surfactante da mistura. ***Ajuste de pH Nota: Letras iguais na mesma coluna nédo apresentam

diferencga significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Segundo RHIM et al.,(2002), filmes contendo grandes quantidades de SDS
(10%, 20% e 40%) diminuiram a transparéncia dos filmes de isolado protéico de

soja, apresentando-se com uma aparéncia mais amarelada.

A Tabela 23 apresenta os valores de opacidade para filmes produzidos

com gelatina, triacetina e surfactantes (SDS e Tween 80)
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Tabela 23. Opacidade dos filmes de gelatina, triacetiana e surfactantes (SDS e

Tween)
Formulagées op
Padréo -PVC 12,16
Gelltri/(75%SDSe25%tween 80)**=100% 12,26 + 0,36 "
Gel/tri/10%SDS* 15,10+ 0,25°*°
Gelltri/(50%SDSe50%tween 80)**=100%* 14,29 + 0,31*°
Gelltri/(50%SDSe50%tween 80)**=40%* 15,77¢ 0,19 *

Gelltri/(75%SDSe25%tween)**=30%*(pH)*** 14,10 + 0,21°°

Gel/tri/40%SDS* 15,10 0,23
Gel/tri/(50%SDSe50%tween)*=100%*(pH) 13,57 + 0,35
Gel/tri/(75%SDSe25%tween)*=60%* 13,27+ 0,26"

PVC: policloreto de vinila; Gel: Gelatina, Tri: triacetina. Media e desvio das ftriplicatas. *%de
surfactante total adicionado em relacdo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada
surfactante da mistura. ***Ajuste de pH Nota: Letras em comum na mesma coluna nao apresentam

diferencga significativa a p<0,05, entre as médias obtidas através do tese tde TUKEY.

A Opacidade de uma maneira geral, aumentou com a adigao crescente dos

surfactantes e da triacetina.

Inicialmente a cor dos filmes foi também avaliada através da medida dos
parametros L, a e b do sistema Hunter, porém as diferencas foram pequenas e
pouco relevantes para a comparagao entre os filmes e desta forma nao foram

incluidas no trabalho.
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4.8 Microscopia Eletronica de Varredura

Os filmes de gelatina com e sem o ajuste de pH apresentaram algum
alinhamento em sua estrutura, na forma de fibras quando a espessura do filme é
observada (Figura 17 A e C) caracteristicas dos filmes de gelatina tipo A, como ja
foi observado em trabalhos anteriores (CHAMBI, 2004 e CARVALHO, 2002). Na
imagem da superficie dos filmes néo foi possivel observar diferenca entre os

filmes de gelatina com e sem o ajuste de pH (Figura 17B e 17D).

LA o 2 e A e e A R e bR e

Dl

Figura 17. Microscopia eletrénica de varredura. (A)Gelatina-espessura;
(B)Gelatina-superficie; (C)Gelatina com ajuste de pH-espessura (D)Gelatina com
ajuste de pH-superficie

Para os filmes com a adigdo da triacetina (Figura 18) foi possivel observar
claramente a presenga das goticulas desse material na matriz filmogénica
indicando a ndo incorporacéo da triacetina a matriz protéica (18A). O ajuste de pH
para esta mesma formulagéo indicou alguma mudanga morfolégica da superficie
do filme (Figura 18B).
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Na superficie dos filmes de gelatina, triacetina e acido caproico, com e sem
o ajuste de pH (18C e 18D) foi possivel observar também goticulas dispersas,

causando irregularidades na matriz filmogénica (Figura 18).

Para o filme de gelatina, triacetina e acido estearico, sem o ajuste de pH
(18E, 18F), a morfologia de superficie apresentou claramente a presenca das
gotas de d6leo na matriz filmogénica, evidenciando a nao incorporagao do acido
estearico na matriz protéica. O ajuste do pH, por sua vez, melhorou a dispersao da
substancia hidrofébica na matriz, com diminuigédo nitida do tamanho das gotas de
gordura (Figura 18F). WONG et. al., (1992) trabalhando com a adigdo de acidos
graxos em solugdes filmogénicas de quitosana observaram que a adigdo de
compostos hidrofébicos provocava modificagdo na morfologia de superficie dos
flmes e em decorréncia alteragcbes na permeabilidade a agua dos filmes

resultantes.
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Figura 18. (A) Gelatina e triacetina; (B) Gelatina e triacetina, com ajuste de pH;
(C)gelatina, triacetina e acido capréico, (D)gelatina, triacetina e acido caproico,
com ajuste de pH; (E)Gelatina, triacetina, acido estearico;(F)Gelatina,triacetina,
acido estearico, com ajuste de pH.

Apoés a adicao dos surfactantes nos filmes de gelatina, triacetina, acido
estearico, foi possivel observar uma mudanca estrutural nas matrizes
filmogénicas, em relagdo as matrizes sem a adigao dos tensoativos. Para o filme
de gelatina, triacetina, acido estearico e 70% de SDS (19A), a matriz polimérica
apresenta-se sem gotas de gordura, quando comparada com as formulagdes sem

a adicao deste surfactante.
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Na imagem (19B), onde a adicdo do SDS foi menor (40%), a matriz
filmogénica apresentou pequenas estruturas arredondadas em formas de gotas de
substancias hidrofobicas, sendo possivel observar que a maior quantidade do
surfactante SDS melhora a incorporagdo e homogeneidade da matriz filmogénica.
Na imagem (19C), o filme de gelatina, triacetina, acido estearico e 60% de SDS
(com ajuste de pH) apresentou uma mudanga na morfologia, ndo sendo visivel as
gotas de gordura, compativel com a baixa permeabilidade ao vapor de agua obtida
para este filme. O filme de gelatina triacetina, acido estearico e 50% de SDS e
50% de Tween, apresentou morfologia semelhante a da formulagdo anterior
contendo 60% de SDS (com ajuste de pH), ndo apresentando também gotas de
substancias hidrofébicas na matriz filmogénica. O ajuste de pH desta formulacao
favoreceu a diminuicdo e maior dispersao das estruturas observadas nesta matriz

filmogénica.
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Figura 19.(A)Gelatina, triacetina, acido estearico e 70% de SDS - superficie;
(B)gelatina, triacetina, acido estearico e 40% de SDS - superficie; (C)Gelatina,
triacetina, acido estearico e 60% de SDS, com ajuste de pH - superficie; (D)
Gelatina, triacetina, acido estearico e 50 de SDS e 50% de Tween -superficie; (E)
Gelatina, triacetina, acido estearico e 50% de SDS e 50% de Tween, com ajuste
de pH - superficie.
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A adicao da mistura de surfactante (75% SDS e 25% Tween 80 = 30% de
surfactante em relagdo a massa seca de gelatina) ao filme de gelatina, triacetina,
acido capréico, com e sem ajuste de pH produziu morfologias de superficie
visualmente diferentes conforme pode ser observado na figura 20. A adicdo dos
surfactantes parece ter propiciado uma maior homogeneizagdo entre os

constituintes formadores do filme (Figura 20).

Figura 20.(A)Gelatina, triacetina, caproico e 75% de SDS e 25% de Tween (30%
concentragao do surfactante; (B) Gelatina, triacetina, caproico e 75% de SDS e
25% de Tween (30% concentracao do surfactante, com ajuste de pH.

1.1 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCLV) e Microscopia Otica

A analise por microscopia confocal permitiu uma melhor visualizagao da
matriz filmogénica, sendo possivel, devido a especificidade dos corantes
utilizados. localizar as proteinas e as substancias hidrofébicas e seu arranjo
estrutural tanto por superficie como por profundidade no interior da matriz
filmogénica). Neste trabalho foram utilizadas trés tipos de captagdo na microscopia
confocal: FITC (Isotiocianato de fluorescéncia) — confocal com a proteina corada;
NILE RED - confocal com substancias hidrofébicas coradas e no modo Merge —
onde as imagens sao superpostas a partir das imagens obtidas com os corantes
FITC e NILE RED. Foi também realizada tentativamente a microscopia 6tica da
superficie dos mesmos filmes, permitindo alguma comparagédo com a microscopia

confocal.
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Na figura 21, a imagem A,apresenta o filme onde a proteina foi colorida
com FITC, a imagem (B) representa o composto hidrofébico (triacetina) colorido
com NILE RED, a imagem (C) representa a sobreposicdo de ambas no modo
merge e a imagem (D) a captagdo por microscopia otica. Nas imagens dos filmes
compostos de gelatina e triacetina foi observado que ndo houve boa incorporagéo
da substancia hidrofébica (triacetina) na proteina, sendo visivel os glébulos da

triacetina ndo incorporadas homogeneamente na matriz protéica.

o
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Figura 21. Microscopia confocal a laser:.(A)Gelatina e Triacetina coradas-FITC;
(B) gelatina e triacetina coradas-Nile Red; (C)gelatina e triacetina coradas-Merge;
e Microscopia o6tica: (D)gelatina e triacetina coradas.
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Nas imagens obtidas dos filmes compostos de gelatina e triacetina com
ajuste de pH, (Figura 22C-confocal e 22D-6tica), pode-se notar uma melhor
distribuicdo entre as gotas de triacetina na matriz filmogénica. Embora mais
homogéneo, a captacdo da imagem da superficie do filme por microscopia 6tica
indicou que mesmo com o ajuste de pH ocorreu a separagao de fase (triacetina-
gelatina; 22D), sugerindo que o ajuste do pH tenha sido responsavel pela melhor

homogeneizagao dos compostos na matriz filmogénica.

Figura 22. Microscopia confocal a laser.(A)Gelatina e Triacetina, com ajuste de pH
coradas-FITC; (B) .Gelatina e Triacetina, com ajuste de pH coradas-Nile Red;
(C)Gelatina e Triacetina, com ajuste de pH coradas-Merge; e Microscopia otica:
(D)Gelatina e Triacetina, com ajuste de pH - coradas.
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Os biofilmes compostos de gelatina , triacetina e acido estearico, ilustrados
na figura 23 apresentam dispersao de gotas de 6leo na matriz filmogénica, onde o
acido estearico pode ser observado indicando a heterogeneidade do filme. Isso foi
também observado pela microscopia o6tica (Figura 23D) e também confirmado pela
microscopia eletrobnica de varredura (Figura 18E) e pelo alto valor na
permeabilidade ao vapor de agua obtido para este filme (Tabela 6). Resultados
semelhantes foram observados por BERTAN (2003), onde nas imagens dos filmes
compostos (gelatina, triacetina e acidos estearico e palmitico), gotas dos acidos
graxos foram observadas separadas na matriz, sugerindo um material

heterogéneo, contendo duas fases, a matriz polimérica e a fase de acidos graxos.

£¥ Q.
2

l"= ¥ 4
. s -1 W SR

Figura 23. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina e acido estearico
sem o ajuste de pH coradas-FITC; (B) .gelatina, triacetina e acido estearico
coradas-Nile-Red; (C)gelatina, triacetina e acido estearico coradas-Merge; e
microscopia otica: (D)gelatina, triacetina e acido estearico.
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Através da microscopia confocal, os filmes compostos de gelatina, triacetina
e acido estearico, com o pH ajustado conforme observado na figura 24,
apresentaram uma dispersdo maior das gotas de gordura, comparado ao filme
sem ajuste de pH, indicando que o ajuste do pH apresentou um papel importante
na maior homogeneizacédo lipidica na matriz filmogénica, com uma melhor
incorporagao do acido graxo na mesma. O efeito foi também corroborado pela
microscopia eletrénica de varredura (Figura 18F) e pelo baixo valor de

permeabilidade ao vapor de agua obtido para esta formulagéo (Tabela 6).

Figura 24. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina e acido estearico,
com ajuste de pH coradas-FITC; (B) .gelatina, triacetina e acido estearico com
ajuste de pH coradas-Nile-Red; (C)gelatina, triacetina e acido estearico com ajuste
de pH coradas-Merge; e Microscopia 6tica: (D)gelatina, triacetina e acido estearico
- com ajuste de pH.
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A morfologia do biofilme de gelatina, triacetina e acido caproico esta
apresentada na Figura 25. Novamente o acido caproéico ndo apresentou uma boa
incorporacédo na matriz filmogénica mesmo estando presente em menor
quantidade (5%) em relagdo a formulacdo contendo acido estearico. O efeito &
também observado pela microscopia o6tica (Figura 25D) e pela microscopia

eletrénica de varredura (Figura 18C).

Figura 25. Microscopia confocal a laser.(A)Gelatina, Triacetina e Acido caproico
coradas-FITC; (B) .Gelatina, Triacetina e Acido capréico coradas-Nile-Red;
(C)Gelatina, Triacetina e Acido caprodico coradas-Merge; e Microscopia otica:
(D)Gelatina, Triacetina e Acido capraico.
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Conforme observado para o filme contendo gelatina, triacetina e acido
estearico com ajuste de pH (Figura 24) o efeito do ajuste para o filme contendo o
acido caproéico parece também ter possibilitado uma melhor incorporacdo do

conjunto hidrofébico a matriz protéica de acordo com a figura 26.

Figura 26. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina e acido caproico,
com ajuste de pH coradas-FITC; (B) .gelatina, triacetina e acido capréico com
ajuste de pH coradas-Nile-Red; (C)gelatina, triacetina e acido capréico com ajuste
de pH coradas-Merge; e Microscopia 6tica (D)gelatina, triacetina e acido caproéico
com ajuste de pH.
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Com a adigao do surfactante (Figura 27), pode-se observar que houve uma
melhora na incorporacado das substancias hidrofébicas, sendo visivel a auséncia
das gotas de gordura, comparado aos filmes sem a adigdo de surfactantes. Essa
formulacdo apresenta-se homogénea comparada com as anteriores. Isso pode
também ser observado (Tabela 6) pela baixa permeabilidade ao vapor de agua
que este filme apresentou. Na imagem 27C - (Merge), nao foi possivel visualizar a
cor verde (representada pelo FITC), nem a cor vermelha (representada pelo Nile-
Red), evidenciando que houve uma mistura de ambas as cores resultando no
amarelo, e assim sugerindo e reforgando a possibilidade da melhor incorporagao
da substancia hidrofébica na matriz protéica. O amarelo € constituido por uma
blenda de cores, sendo criado pela mistura do vermelho e verde
(OTTERSTATTER, 1999).

D GOﬁ

Figura.27. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina, acido estearico e
70% SDS (coradas-FITC); (B) .gelatina, triacetina, acido estearico e 70% SDS
(coradas-Nile-Red); (C)gelatina, triacetina, acido estearico e 70% SDS (coradas-
MERGE); e Microscopia ética : (D)gelatina, triacetina, acido estearico e 70% SDS.
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No filme composto com a gelatina, triacetina, acido estearico e 60% SDS,
com pH ajustado (Figura 28), uma matriz filmogénica homogénea é observada,
sem a presenca de gotas de gordura, efeito também confirmado pela baixa
permeabilidade ao vapor de agua deste filme (Tabela 6). Pequenas imperfeigcdes
na matriz filmogénica de cor escura, possivelmente indicando excesso do
surfactante, e ndo incorporagao de forma homogénea na matriz. A microscopia

otica sugere o mesmo comportamento (Figura 28D).

D! 60um

Figura 28. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina, acido estearico e
60% SDS, com ajuste de pH (coradas-FITC); (B) gelatina, triacetina, acido
estearico e 60% SDS , com ajuste de pH (coradas-Nile-Red); (C)gelatina,
triacetina, acido estearico e 60% SDS, com ajuste de pH (coradas-Merge); e
Microscopia o6tica (D)gelatina, triacetina, acido estearico e 60% SDS, com ajuste
de pH.
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Foi observado no filme de gelatina, triacetina, acido estearico e 40% de
SDS (Figura 29), o mesmo comportamento observando nas figuras 27 e 28, com a
auséncia das gotas de gordura, porém a matriz flmogénica apresenta algumas
imperfeicbes em relacdo aos casos anteriores, devido a cor mais esverdeada,
supondo assim uma menor incorporagdo do acido graxo na proteina. A

microscopia 6tica corrobora o resultado observado (Figura 29D).

D 60@

Figura 29. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina, acido estearico e
40% SDS (coradas-FITC); (B) .gelatina, triacetina, acido esteéarico e 40% SDS
(coradas-Nile-Red); (C)gelatina, triacetina, acido estearico e 40% SDS (coradas-
MERGE); e Microscopia otica: (D)gelatina, triacetina, acido estearico e 40% SDS.
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Nas imagens da microscopia confocal, da figura 30, é possivel observar
uma matriz filmogénica com irregularidades, que pode ter sido devido ao excesso
da mistura dos surfactantes n&o incorporados a matriz flmogénica.Porém quando
se observa a microscopia otica (Figura 30D) constata-se apresenca de pequenas
gotas de oleo dispersas na matriz. Entretanto, essa formulagéo apresentou valor
baixo de permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 6), indicando uma melhor
dispersao das substancias hidrofébicas na matriz, onde a incorporagcédo nao parece

ter sido completa.

D 60@

Figura 30. Microscopia confocal a laser (A)Gelatina, Triacetina, Acido estearico e
50% SDS e 50% TWEEN 80(coradas-FITC); (B) .Gelatina, Triacetina, Acido
estearico e 50% SDS e 50% TWEEN 80 (coradas-Nile-Red); (C)Gelatina,
Triacetina, Acido estearico e 50% SDS e 50% TWEEN 80 (coradas-Merge); e
Microscopia o6tica: (D)Gelatina, Triacetina, Acido estearico e 50% SDS. e 50%
TWEEN 80.
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A formulagdo contendo gelatina, triacetina, acido estearico e 50% SDS e
50% Tween 80, com ajuste de pH (Figura 31), apresenta uma matriz filmogénica
sem a presenca das gotas de gordura, porém podem ser observados
irregularidades como as observadas na figura 30. Na microscopia o6tica (Figura
31D) foi observado uma diminuicdo na dispersdo das gotas de gordura. Essa
formulagdo apresentou um baixo valor de permeabilidade ao vapor de agua
(Tabela 6), sugerindo que a substancia hidrofébica esteja melhor incorporada na
matriz, e que as irregularidades observadas possam ser produzidas pelo excesso

de surfactante na matriz.

LD N sk,

Figura 31. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina, acido estearico e
50% SDS e 50% TWEEN 80, com ajuste de pH(coradas-FITC); (B) .gelatina,
triacetina, acido estearico e 50% SDS e 50% TWEEN 80, com ajuste de pH
(coradas-Nile-Red); (C)gelatina, triacetina, acido estearico e 50% SDS e 50%
TWEEN 80, com ajuste de pH (coradas-Merge); e Microscopia o6tica: (D)gelatina,
triacetina, acido estearico e 50% SDS. e 50% TWEEN 80, com ajuste de pH.
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Na formulagdo de gelatina, triacetina, acido capréico e 75% SDS e 25%
Tween, 30% da concentracao do surfactante (Figura 32), € possivel observar uma
matriz filmogénica homogénea, sem a presenca de glébulos de gordura e com a
imagem C (Merge) amarelada, indicando que houve mistura da substéncia
hidrofébica corada em vermelho (Nile Red), com a proteina corada em verde
(FITC). Essa maior homogeneidade pode ser devido ao acido graxo de menor
cadeia carbdnica e também por ele ter sido usado em menor proporcdo que o

acido estearico, o que pode ter facilitado a fungao emulsionante do surfactante.

Figura 32. Microscopia confocal a laser.(A)gelatina, triacetina, acido caproico e
75% SDS e 25% TWEEN 80=30% da concentragéo da mistura do surfactante, (A)
FITC; (B) NILE RED; (C) MERGE e Microscopia otica: (D)gelatina, triacetina,

acido caproéico e 75% SDS. e 25% TWEEN 80=30% da concentragdo da mistura
do surfactante.
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4.9 Isoterma de sorg¢ao

Foram determinadas as curvas de sorgdo de agua dos filmes de gelatina
triacetina, acido estearico ou acido caproico e surfactantes (SDS e TWEEN 80) e
mistura de ambos, com e sem o ajuste de pH. Através das isotermas de sorgao,
obtém-se informagdes do teor de umidade de equilibrio em filmes protéicos em
funcdo da umidade relativa. Polimeros hidrofilicos, como as proteinas, contém
grupos polares que permitem a formagao de pontes de hidrogénio, absorvendo
agua do ambiente. Desta forma, a presencga de vapor de agua na matriz polimérica
altera a permeacgéo a gases, pois uma alta sorgdo de agua provoca uma maior
taxa de permeacéo, ja que a molécula de agua atua como plastificante na matriz
filmogénica e aumenta o volume livre do polimero. Portanto, as isotermas de
sorcao podem indicar o comportamento dos filmes protéicos quanto as
propriedades de absorcdo de agua em diferentes umidades relativa (KIM;
USTUNOL, 2001).

CARVALHO (2002); YOSHIDA (2002) e BERTAN (2003), concluiram que o
modelo GAB foi o mais ajustado para representar as curvas caracteristicas dos
isotermas de sorcao de filmes semelhantes aos usados neste trabalho. A equagao
de GAB foi 0 modelo que também melhor representou as isotermas de sorgéo de
filmes de isolado protéico de soro de leite (COUPLAND, et. al., 2000), de gelatina
(GONTARD et. al., 1993; LIM et. al., 1999), de gluten de trigo e zeina de milho
(GENNADIOS e WELLER, 1994); de metil celulose (CRUZ et. al, 2001).

Assim, o modelo de GAB foi utilizado para representar a isoterma de
adsorgcao de vapor de agua dos seguintes filmes: (1) Gelatina e Triacetina, (2)
Gelatina e Triacetina (com ajuste de pH), (3) Gelatina Triacetina e acido estearico,
(4) gelatina , Triacetina e acido estearico (com ajuste de pH), (5) Gelatina,
triacetina e acido caproico.(6) gelatina, triacetina e acido caprdéico (com ajuste de
pH), (7)gelatina, triacetina, acido estearico e 70%SDS, (8)gelatina , triacetina e
40% SDS, (9)gelatina triacetina, acido estearico e 60% SDS, com ajuste de pH,
(10)gelatina , triacetina, acido estearico e 50% SDS e 50% TWEEN 80,
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(11)gelatina, triacetina, acido estearico e 50%SDS e 50% TWEEN 80, com ajuste
de pH e (12) gelatina, triacetina, acido caproico e 75% SDS e 25% TWEEN 80.

Na Figura 33 foi observado que os filmes de acido caproico apresentaram
maior absor¢cdo de agua no intervalo estudado, enquanto os filmes com acido
estearico apresentaram menores umidades. Isso pode ser explicado pela maior
hidrofobicidade do acido estearico em relagdo ao acido caproéico. Comparando os
valores da umidade na monocamada (Tabela 24), pode-se observar que os filmes
de gel/tri/AC com e sem o ajuste de pH foi superior aos demais. Segundo
BERTAN (2003), a adicao de substancias hidrofobicas provocou diminuigdo do
teor de umidade na monocamada (mo) e este comportamento pode estar
relacionado com o aumento da hidrofobicidade dos filmes e consequente
diminuicdo da capacidade de absor¢cdo de agua. Adicionalmente os filmes com
acido caproico apresentaram maior umidade possivelmente por sua menor
hidrofobicidade devido ao tamanho da cadeia ser menor e por sua utilizacdo em
menor quantidade que o acido estearico. Os componentes hidrofilicos (proteinas)
sdo responsaveis pela afinidade da agua no filme, sendo uma caracteristica
importante segundo MORILLON et. al., (2000), pois alta umidade relativa, pode-se
provocar a hidratagcéo dos filmes. A ligacdo da agua na matriz protéica dependa da
composicao de proteina, estrutura, polaridade superficial, topografia, porosidade,

pH, presencga de sais, forga idnica e temperatura (KINSELLA, 1984).

Na Figura 34 foi observado que o ajuste do pH nos filmes de gelatina e
triacetina provocou reducdo da capacidade de absorgdo de agua, efeito também
observado com relagdo a permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 4) desse

filme.
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Figura 33. Isotermas de adsorgéao, ajustadas pela equagdo GAB, dos filmes de
gelatina, triacetina, acido estearico ou acido caproico com e sem o ajuste de pH.
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Figura 34. Isotermas de adsorgéo, ajustadas pela equacdo GAB, dos filmes de
gelatina e triacetina com e sem o ajuste de pH.
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Foi observado (Figura 35), que para os filmes de gelatina, triacetina, acido
estearico e SDS, a umidade da monocamada decresceu com o aumento da
concentragao de SDS do filme. Possivelmente o SDS seja o responsavel por esse
comportamento. Isso ocorre também na permeabilidade ao vapor de agua onde
quanto maior € a concentragdo de SDS, menor é a permeabilidade ao vapor de

agua (Tabela 6).
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Figura 35. Isotermas de adsorgdo, ajustadas pela equagao GAB, dos filmes de
gelatina, triacetina, acido estearico e 70% de SDS, 40% de SDS e 60% de SDS
(com ajuste de pH).
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Na figura 36 foi observado que a curva de adsorgédo do filme de gelatina,
triacetina e acido estearico e 50% de SDS e 50% de Tween apresentou forma
sigmoidal. Esse tipo de curva é caracteristica da maioria dos produtos alimenticios
(FENNEMA, 1985). O ajuste de pH por outro lado produziu a perda da forma

sigmoidal da curva.
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Figura 36. Isotermas de adsorgao, ajustadas pela equacao GAB, dos filmes de
gelatina, triacetina, acido estearico e 50% de SDS e 50% de Tween, com e sem o
ajuste de pH.
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Na figura 37 o filme de gelatina, triacetina, acido caproéico e 75% de SDS e
25% de Tween (30% da concentracdo do surfactante), apresentou a menor
umidade na monocamada, quando comparada com os fiimes de gelatina ,
triacetina e acido caproéico. Apresenta forma sigmoidal, com um crescente

aumento na curva quando a atividade de agua atinge 0,7.

0,6

0,5

o
EN

A A GEL+TRI+AC+75%S
DS 25%TWEEN

x(gde agua/g de matéria seca
o
w

o
N
| 4
>

0,1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Aw

Figura 37. Isotermas de adsorgao, ajustadas pela equacao GAB, dos filmes de
gelatina, triacetina, acido capréico e 75% de SDS e 25% de Tween (30%
concentragao do surfactante).
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Os valores dos parametros da equacgdo de GAB (m, Cg e Kb) de cada
formulagdo, calculados pelo programa Water Analyser Series — Isoterm/GAB

program version 2. 5p. (Macintosh), estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Parametros (m, Cc e Kb) da equacado de GAB das isotermas de sor¢ao

em diferentes formulagdes.

Filmes m, Cag Kb
H,O0/g solido

Gel/tri 0,1538 49,93 0,68
Gel/tri (pH) 0,2054 8,69 0,45
Gel/tri/AE 0,1538 49,93 0,68
Gel/tri/AE (pH) 0,1340 376.71 0,71
Gel/tri/AC 0,1576 -780,92 0,69
Gel/tri/AC (pH) 0,1862 -230,00 0,65
Gel/tri/AE/70%SDS* 0,0974 -23,06 0,82
Gel/tri/AE/40%SDS* 0,2212 107,14 0,71
Gel/tri/AE/60%SDS* (pH)*** 0,1104 -31,25 0,82
Gel/tri/AE/50%SDSe50%Tween80** 0,1019 -28,85 0,86
Gel/tri/AE/50%SDSe50%Tween80**(pH)*** 0,1024 -116,92 0,89
Gel/tri/AC/75%SDSe25%Tween80** 0,1219 -32,17 0,84

Gel: Gelatina, Tri: triacetina, AE: &cido estearico, AC: acido caprdico. *%de surfactante total
adicionado em relagao a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura.
***Ajuste de pH.

410 Calorimetria Diferencial de varredura (DSC)

Exemplo das curvas obtidas por calorimetria diferencial de varredura (DSC)
para determinagédo das temperaturas de fusédo dos filmes de gelatina e triacetina ,
de gelatina , triacetina e acido estearico, ambos com e sem o ajuste de pH, estado
apresentados nas Figuras 38, 39, 40 e 41.
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Figura 38. Termograma de DSC dos filmes de gelatina e triacetina.
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Figura 39. Termograma de DSC dos filmes de gelatina e triacetina com ajuste de
pH.
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Figura 40. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina e acido
estearico.
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Figura 41. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina e acido
estearico com ajuste de pH.
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Foi possivel observar que o filme de gelatina e triacetina, e o filme de
gelatina, triacetina e acido estearico, com e sem o ajuste de pH, ambos
apresentando dois picos de fusado, tiveram um comportamento diferente, com
diminuigao significativa dos picos, ou seja, o ajuste do pH possivelmente tornou a
matriz filmogénica mais homogénea e consequentemente os compostos
apresentaram-se mais incorporados. A temperatura de fusdo dos filmes contendo
gelatina e triacetina como para os filmes contendo gelatina, triacetina e os acidos
graxos apresentam-se na faixa de 63,8°C - 115,5°C. Resultados semelhantes
foram encontrados por BERTAN (2003) para os filmes de gelatina, triacetina, acido
palmitico e gelatina, triacetina e blenda de &cido estearico e palmitico, com
temperatura de fusao na faixa de 85,62°C - 91,87°C e por SOBRAL (2000) para os
filmes de gelatina de couro bovina e suina plastificadas com sorbitol. O autor
observou temperaturas de fusao na faixa de 77,6°C — 93,1°C para gelatina de
couro bovina e 73,8°C — 93,3°C para de couro suina, conforme a variagdo na

quantidade de sorbitol utilizada.

Os filmes contendo gelatina, triacetina acido graxo e surfactantes
apresentaram-se com comportamentos diferentes. O filme de gelatina, triacetina,
acido estearico e 70% de SDS (Figura 42) e o filme de gelatina, triacetina, acido
estearico e 60% de SDS, com pH ajustado (Figura 43), tiveram comportamentos
semelhantes, apresentando uma temperatura de fusdo em torno de 55°C - 70°C e
a outra em torno de 88°C — 110°C, sendo que este segundo pico possivelmente

seja o do ponto de fusdo do material filmogénico.
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Figura 42. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina, acido estearico
e 70% de SDS..
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Figura 43. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina, acido estearico
e 60% de SDS com ajuste de pH.
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A formulagcdo com gelatina, triacetina, acido estearico e 50% de SDS e 50%
de Tween 80, formulagdo com melhor incorporagdo dos compostos na matriz
filmogénica apresentou apenas um pico de fusao (Figura 44), incorporagdo com
temperatura de fusdo de 81°C (Tabela 25). Os filmes com essa formulagéo
apresentou baixa permeabilidade ao vapor de agua (2,54g.mm/m?d.KPa) e
aparentemente esse filme foi o mais transparente, quando comparado com os

filmes adicionados de surfactantes.
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Figura 44. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina, acido estearico

e 50% de SDS e 50% de Tween 80.

O filme de gelatina, triacetina, acido capréico e 75% de SDS e 25% de
Tween 80, apresentou dois picos com o primeiro ponto de fusdo em torno de 45°C

-60°C e o segundo ponto de fusdo em torno de 110°C — 120°C.

Os filmes de acido caprdico com e sem surfactantes apresentaram dois
picos de fusdo, um provavelmente seja da matriz filmogénica, e o outro pode ser
alguma impureza presente no acido graxo, ja que o ponto de fusdo do acido
caproico esta em torno de -4,2°C (Figura 45 e 46). A tabela 25 resume as

temperaturas obtidas para os ensaios com a calorimetria diferencial de varredura.
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Figura 45. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina e acido
caproico.
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Figura 46. Termograma de DSC dos filmes de gelatina, triacetina, acido caprdico
e 75% de SDS e 25% de Tween 80 (30%da concentragéo do surfactante).’
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Tabela 25. Valores de temperatura de fusdo (Tm) dos filmes de gelatina,

triacetina, acido estearico ou acido caproico e surfactantes (SDS e Tween).

Formulagoes Tm(°C)  Tmy(°C)
Gel/tri 67,8 93,3
Gelltri(pH)*** 88,5 _
Gell/tri/AC 67,5 102,3
Gell/tri/AE 63,8 95,5
Gel/tri/AE(pH)*** 86,3 115,5
Gelltri/AE/70%SDS* 61,5 108,2
Gel/tri/AE/60%SDS*(pH)*** 58,8 94,5
Gel/triAE/50%SDS*e50% Tween* 81,0
Gel/tri/AC/75%SDSe25%Tween(30%) 56,3 113,2

Gel: Gelatina, Tri: triacetina, AE: &cido estearico, AC: acido caprdico. *%de surfactante total
adicionado em relagédo a quantidade de gelatina (base seca). **% de cada surfactante da mistura.
***Ajuste de pH.
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5. Conclusoées gerais

O acido graxo de maior cadeia (acido estearico-18C), produziu menor valor
para permeabilidade ao vapor de agua comparado ao acido de cadeia menor
(acido capréico-6C), porém o acido capréico mostrou-se mais eficiente quanto a

resisténcia mecanica dos filmes sem a adicao de surfactantes.

O ajuste de pH para os filmes sem a adigao de surfactantes produziu efeitos
positivos reduzindo a permeabilidade ao vapor de agua em relagdo aos filmes
produzidos no pH natural da solugéo filmogénica dos sistemas. Este efeito pode
também ser observado pela morfologia dos filmes produzindo matrizes mais
homogéneas (microscopia eletronica de varredura, confocal e ética) e pelas

curvas calorimétricas obtidas pelo DSC.

A adicdo do surfactante SDS, mostrou-se eficiente na diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes. O efeito melhora conforme aumenta
sua concentragao. Por outro lado o aumento da concentragdo provoca perda das

propriedades mecanicas.

A utilizacdo das misturas dos surfactantes SDS e Tween 80, produziram
filmes com boas propriedades e de facil manuseio. A adi¢cao do surfactante Tween

(sozinho), nao produziu filmes manuseaveis e visivelmente homogéneos.
Quando o acido estearico foi utilizado a menor permeabilidade ao vapor de

agua foi produzida quando 70% de SDS foi utilizada comparativamente a todos os

outros sistemas contendo surfactantes estudados.

113



Conclusoes Gerais

114



Sugestoes para trabalhos futuros

6. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Os acidos graxos apresentam dissociacao em fungcao do pH e podem também
saponificar dependendo da constituicdo do meio. O estudo em maior profundidade
do comportamento frente a diferentes pHs e frente a condigbes que provoquem
efetivamente saponificagdo € necessario para acidos graxos de diferentes

caracteristicas.

Incluir surfactantes com HLB menores.

As condi¢des de formacado das micelas quando os surfactantes séo utilizados
dependem fortemente da temperatura do sistema e podem ser representados por
diagramas de fase (concentragao X temperatura). Considerando que temperaturas
mais altas que a ambiente favorecem a utilizacdo de menores quantidades de
surfactantes, a possibilidade de secagem dos filmes em temperaturas mais altas
na presenca dos surfactantes pode ser promissora na obtencdo de filmes

funcionalmente melhores.
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ANEXO 1

CONDICOES PARA A MICROSCOPIA CONFOCAL

Samples: Level 12 bit 1.0

Dimensions: X 1024 0.690534 pm
Y 1024 0.690534 uym
Ch3

Intensity Mapping: Map Ch0: Range=00243 to 04095
Map Ch1: Range=00019 to 04095
Map Ch2: Range=00000 to 04095

Acquisition Parameters:

Channel 1=Fluorescence

Channel 1 Dye=FITC

Channel 2=Fluorescence

Channel 2 Dye=Nile Red

Channel 3=Transmission

Channel 3 Dye=Transmitted
Date=03-16-2005

Time=11:13:18

PMT Voltage Ch1=636

Offset Ch1=0

Gain Ch1=1.000000

PMT Voltage Ch2=410

Offset Ch2=2

Gain Ch2=1.297000

PMT Voltage Ch3=218

Offset Ch3=0

Gain Ch3=1.200000

Frame Filter=4 frame Kalman Filter
Zoom Size=1.000000

Scan Speed=4000
Magnification=20X

Laser-Shutter Ar=Open

Laser-ND Ar=28% transmittance
Laser-Shutter HeNe-G=0Open
Laser-ND HeNe-G=55% transmittance
Laser-Shutter HeNe-R=Closed
SecondsPerScanLine=5076
DelayToFirstimagePixellnSecs=0
SourceOfData=PMT 1 PMT 2 PMT 3
Scan Start Mode=Scan started immediately
Acquisition GUID={84315481-9613-11D9-95DD-91B3FBBB9995}

Description: DIC leveling performed on Transmission channel from Live
Display Settings: Gamma 0=0.628000

Gamma 1=0.422000
Gamma 2=1.143000
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