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Figura 39. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme (sem
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RESUMO

Vérias pesquisas nestas ultimas décadas surgiram sobre os filmes
biodegradaveis e/ou comestiveis devido a suas caracteristicas para reduzir a
poluicdo ambiental e melhorar as propriedades organolépticas, funcionais e
nutricionais dos alimentos. A gelatina uma proteina de origem animal é muito
usada na produgdo nos biofilmes como matriz formadora por apresentar
excelentes propriedades funcionais além de ser produzida em larga escala e de
baixo custo no Brasil. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
filmes de gelatina contendo triacetina como plastificante, blenda de acidos graxos
(palmitico e estearico), cera de carnauba e cana-de-agucar utilizando-se Tween 80
e Dodecil sulfato de sédio (SDS) como surfactantes e também o ajuste de pH (8,5)
da solucéo filmogénica na tentativa de melhorar a introducao dos lipidios na matriz
filmogénica protéica. Estes filmes foram caracterizados quanto as propriedades
mecanicas (tensido na ruptura - TR e elongacéo - E), solubilidade, permeabilidade
ao vapor de agua (PVA), opacidade e quanto sua morfologia superficial
(microscopia eletrénica de varredura - MEV). Para os melhores filmes obtidos, foi
realizada avaliagao calorimétrica utilizando a calorimetria diferencial de varredura
(DSC), adsorcao de agua (isotermas de adsorgdo), além da analise da
microestrutura por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).

A adigdo da cera (carnauba ou cana-de-agucar) nos filmes a base de
gelatina em pH acido provocou uma diminui¢do nos valores de PVA e RT e um
aumento nos valores de elongacdo, solubilidade em agua, opacidade e de
adsorgcéo de agua, em relagao ao filme simples de gelatina. Ajustando-se o pH
destes filmes para 8,5 os valores de PVA, elongacao e opacidade aumentam, ja
os valores de RT, solubilidade em agua e a adsor¢ao de agua diminuem em
relacdo ao filme simples de gelatina. O ajuste de pH nos filmes emulsionados
contendo cera tendem de forma geral a diminuir os valores de PVA, RT,
solubilidade e aumentar a elongacao, em relagéo aos filmes sem ajuste de pH.

A adicdo da mistura de surfactantes nos filmes com pH alcalino tende a

diminuir os valores de RT, elongagédo, opacidade e a adsor¢do em agua e
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aumentar a PVA e a solubilidade em agua, com relagao ao filme sem a adigao de
surfactante. Em pH natural o surfactante age nos filmes diminuindo a PVA, RT,
opacidade e aumenta a elongagéo, solubilidade em agua e a adsor¢ao de agua,
em relacéo aos filmes sem a adi¢cao de surfactante. Os resultados microestruturais
(MEV e MCVL) indicaram que o ajuste de pH e a adigdo da mistura de surfactante
nos filmes emulsionados promoveram boa distribuigdo e diminuigdo do tamanho
dos glébulos de lipidios, enquanto a adigdo da cera nos filmes causou um
aumento na irregularidade da morfologia. Com relagao a analise térmica (DSC) a
adi¢ao da cera, o ajuste de pH e a adigao de surfactante nos filmes emulsionados
promoveram aumento no numero de picos de fusdo (2 a 3 picos), exceto para os
filmes contendo a mistura de surfactante 160S (3:1 Tween 80/SDS, na
concentragdo de 160g/g de gelatina) em pH alcalino apresentando apenas um

pico de fusao e sugerindo maior homogeneidade na estrutura do filme.

Palavras-Chaves: Biofiimes, Gelatina, Cera de cana-de-agucar, Cera de

Carnauba, Surfactantes.
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ABSTRACT

Innumerous researches on the production of biofilms have been developed
lately considering the possibility of reduction in the amount of non biodegradable
waste compounds and also because of the opportunity to improve organolepic,
functional and nutrition properties of foods when associated with biofilms. Gelatin is
an animal protein and largely used to produce filmogenic materials and also it is
produced in large amount in Brazil with a low cost. The goal of this work was to
develop and to characterize the composite films produced with gelatin, triacetin as
a plasticizer, a blend of fatty acids (palmitic and stearic), carnauba wax or sugar
cane wax and surfactants, including Tween 80 and sodium lauryl sulphate (SDS).
Also the effect of the pH was studied. Thus films characterization included:
mechanical properties (tensile strength — TR and Elongation — E), water solubility,
water vapour permeability (PVA), opacity and morphology of the surface (scanning
electric microscopy — MEV). After the first screening, the best films were evaluated
using differential calorimetry (DSC), adsorption curves, and microstructure using
laser scanning confocal microscopy (MCVL).

The addition of waxes (carnauba and sugar cane waxes) considering the
natural pH of the filmogenic solution, decreased the PVA and RT and increased
the E, water solubility, opacity and water adsorption compared to gelatin film.
When the pH was increased to 8,5, PVA, E and opacity increased and RT, water
solubility and water adsorption decreased compared to gelatin film. In general, the
pH adjustment for films containing waxes decreased the PVA, RT and water
solubility and increased elongation compared to films without pH adjustment.

The addition of surfactants on the filmogenic solutions (pH=8,5) seems
decrease RT, elongation, opacity and water adsorption and to increase PVA and
water solubility compared to the same formulation without surfactants. At natural
pH the surfactants decreased the PVA, RT and opacity and increased E, water
solubility and water adsorption compared to films without surfactants.

The microstructural evaluation (MEV and MCVL) indicated that the pH

adjustment and the inclusion of surfactants improved the lipidic distribution and
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decreased the size of emulsion drops inside the filmogenic matrix. On the other
hand the addition of waxes to the films, made the films matrix more
heterogeneous. Thermal analysis showed that the addition of wax, the pH
adjustment and the surfactants addition promoted a higher number of melting point
peaks, except when 160S surfactants mixture (3:1 Tween 80/SDS, in the
concentration of 160g/g of gelatin) was used which produced more homogeneous
films as was showed by DSC.

Key-Words: Biofilms, Gelatin, Sugar cane wax, Carnauba wax, surfactants.
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1. INTRODUGAO

A maioria dos alimentos processados utiliza inumeras técnicas de
conservagao como os processos fisicos (pasteurizacao, esterilizagao, refrigeracao,
congelamento, secagem), os processos quimicos (uso de aditivos quimicos, salga,
desidratacdo osmotica, defumacdo) e a combinagcdo deles, sendo ainda
necessario uma protecdo fisica do alimento através de uma embalagem
adequada.

As embalagens apresentam fungao protetora e facilitadora durante
manuseio no processamento, armazenamento e uso pelo consumidor, além de
funcionar como veiculo de propaganda. Os materiais usados na embalagem de
alimentos podem ser divididos em materiais rigidos como vidros, metais e
materiais flexiveis como papel, papeldao, plasticos, filmes metalicos, cortica
(BOBBIO; BOBBIO, 2001).

As embalagens de materiais plasticos revolucionaram o conceito de
embalagem por oferecer uma grande quantidade de opg¢des de embalagens
plasticas, baixo custo, conveniéncia, formatos, transparéncia, protecdo mecanica e
fisico-quimica, por outro lado seu inconveniente € nao ser biodegradavel e de
dificil reciclagem, acarretando sérios problemas ambientais (GONTARD;
GUILBERT, 1994).

Devido ao impacto ambiental causado por embalagem de polimeros
sintéticos, cresceu nos ultimos anos o interesse em desenvolver materiais de
embalagem biodegradaveis. Os filmes biodegradaveis e comestiveis sao
facilmente degradaveis, n&o-agressivos ao meio ambiente, com o objetivo de
melhorar a qualidade dos produtos alimenticios, prolongar a vida de prateleira e
proporcionar novos mercados para matérias utilizadas na fabricacao desses filmes
(KOELSCH, 1994; CHEN, 1995).

Os filmes comestiveis e/ou biodegradaveis sdo usados com éxito para
controlar a migracdo de vapor d’agua; permeabilidade ao oxigénio (O;) e ao
diéxido de carbono (COy), limitar a difusdo de gorduras e O6leos no sistema

alimenticio. Outra vantagem da aplicagdo desses filmes é a possibilidade de

1



Introducéo

introduzir aditivos em sua formulagao, tais como, antioxidantes, aromas e agentes
antimicrobianos, melhorando com isso a integridade do produto (KESTER;
FENNEMA, 1986; DONHOWE; FENNEMA, 1994).

Os biofilmes sao produzidos a partir de macromoléculas como proteinas,
polissacarideos ou lipidios, capazes de produzir matrizes continuas e coesas
(GUILBERT; CUQ; GONTARD, 1997). Os filmes a base de gelatina apresentam
excelentes propriedades de barreira ao oxigénio, mecanicas e Oticas, e pobre
barreira ao vapor de agua devido seu carater hidrofilico, podendo adicionar lipidios
(acidos graxos e ceras) para reduzir a difusividade das moléculas de agua
provendo melhores propriedades de barreira ao vapor de agua.

Entre as proteinas a gelatina merece atencédo toda especial devido suas
propriedades funcionais adequadas para fabricagado dos biofilmes, € uma proteina
de origem animal obtida do colageno por hidrélise acida ou basica e amplamente
produzida no Brasil e apresenta baixo custo.

Os filmes emulsionados consistem em uma mistura coloidal heterogénea
onde ocorre a mistura de dois liquidos imisciveis, sendo os lipidios dispersos em
forma de particulas na solugdo protéica, formando uma emulsdo (SHERWIN;
SMITH; FULCHER, 1998). Os agentes emulsificantes, como os surfactantes,
agem na emulsao abaixando a tensao interfacial entre o dispersado (lipidios) e a
fase continua (solugdo protéica) melhorando sua estabilidade (EVERRET, 1989;
ADAMSON, 1990) e as propriedades dos filmes emulsionados.

Neste trabalho foram produzidos filmes de gelatina com pH natural e
ajustado (8,5) contendo triacetina como plastificante, acidos graxos (palmitico e
estearico), cera de carnauba e cana-de-agucar utilizando-se Tween 80 e Dodecil
sulfato de sodio (SDS) na tentativa de melhorar a introdugéo dos lipidios na matriz
filmogénica protéica. Propriedades mecéanicas, de solubilidade e de barreira ao
vapor de agua foram medidas bem como a opacidade dos filmes. Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a incorporagdo dos
compostos lipidicos. Para os melhores filmes obtidos, avaliagdo calorimétrica
utilizando a calorimetria diferencial de varredura, e o comportamento frente a

adsorcao de agua através da obtengdo de curvas isotérmicas de adsorgdo, além
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da analise microscopica investigando a incorporagdo dos lipidios no interior da
matriz filmogénica por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) foi

também estudada.

1.1 Objetivos

1.1.1 Geral

Produzir flmes compostos de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos
(acido palmitico e estearico), ceras (de cana-de-agucar ou de carnauba) e
adicionar os surfactantes (Tween 80 e SDS) para melhorar a incorporagdo dos

lipidios na matriz polimérica, com pH natural (5,5) e ajustado (8,5).

1.1.2 Especificos

» Purificagcao, despigmentacao e caracterizagao fisico-quimica da cera
de cana-de-agucar.

» Elaboracéo filmes a partir de:

. Gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos (acidos
palmitico e estearico) e cera de carnauba e/ou cana-de-agucar com e sem
ajuste de pH.

. Gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos (acidos
palmitico e estearico) e cera de carnauba e/ou cana-de-agucar, adicionados
de surfactantes (SDS, Tween 80, SDS/Tween), com e sem ajuste de pH.

» Caracterizar os filmes quanto a permeabilidade ao vapor de agua,
resisténcia mecanica, solubilidade, opacidade, isotermas de sorc¢ao,
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e caracteristicas
morfologicas (microscopia eletrbnica de varredura e microscopia

confocal de varredura a laser).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biofilmes

Os filmes e coberturas de polimeros naturais podem ser definidos como
camadas finas e continuas de substancias alimenticias formadas ou depositadas
diretamente sobre o alimento, a partir de materiais biodegradaveis e/ou
comestiveis dependendo dos constituintes utilizados para sua elaboragao e do tipo
e da concentragcdo dos componentes empregados (SHIH, 1996). Estes materiais,
além de oferecer uma barreira seletiva contra a transmissdo de gases, vapores e
solutos agem promovendo protecdo mecéanica. As coberturas sdo aplicadas
diretamente na superficie dos alimentos, enquanto os filmes possuem a
capacidade de formar estruturas préprias independentes e depois aplicadas nos
produtos como envoltoério ou bolsas (GENNADIOS; WELLER, 1990).

Coberturas e filmes comestiveis em geral ndo substituem as embalagens
sintéticas, mas podem ser utilizadas para prolongar a estocagem dos alimentos,
agindo como um adjunto para promover aumento da qualidade e estender a vida
de prateleira, possibilitando a economia com materiais de embalagem (KESTER,;
FENNEMA, 1986).

Os filmes e coberturas comestiveis apresentam algumas vantagens
comparadas com embalagens de polimeros sintéticos tradicionais, de acordo com
GENNADIOS e WELLER (1990):

1) Reduzem a poluigdo ambiental;

2) Podem melhorar as propriedades organolépticas dos alimentos
incorporando varios componentes (condimentos, corantes, adogantes) aos
mesmos;

3) Melhoram as caracteristicas nutricionais dos alimentos, particularmente
os filmes a base de proteinas;

4) Podem ser aplicados no interior de produtos heterogéneos;
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5) Podem ser usados como transportadores de agentes antimicrobianos ou
antioxidantes.

Os biofilmes por atuarem tanto como embalagens quanto como
componentes do alimento devem cumprir alguns requisitos especificos para seu
uso, tais como: boa qualidade sensorial, propriedades de barreira e mecanicas
eficientes, estabilidade bioquimica, fisico-quimica e microbioldgica, serem inécuos,
nao poluentes, de processamento simples e de baixo custo (DEBEAUFORT;
QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1995).

Na elaboragdo dos biofilmes, cada um dos constituintes apresenta uma
finalidade especifica. As formulagdes em geral sdo constituidas de um agente
formador de filme (macromoléculas), solvente (agua, etanol, etanol/agua, entre
outros), plastificante (glicerol, sorbitol, triacetina, etc) e agente ajustador de pH

(acido acético, hidréxido de amonia, etc).

2.1.1 Agente formador de filme

As formulagcbes dos filmes e coberturas comestiveis devem incluir pelo
menos um componente capaz de formar adequadamente uma matriz coesa e
continua. Varios sdo os componentes usados na fabricacéo de filmes comestiveis.
Entre esses, estdo os filmes a base de carboidratos e seus derivados, amido
(JOKAY; NELSON; POWELL, 1967), dextrinas, alginatos (ALLEN et al., 1963) e
outras gomas (MARTIN-POLO & VOILLEY, 1990); celulose e seus derivados
(PARK et al., 1993; GENNADIOS; WELLER; TESTIN, 1993); a base de proteinas
destaca-se o colageno (GENNADIOS et al., 1994), a gelatina (CARVALHO, 1997,
BERTAN, 2003), zeina do milho (GENNADIOS; WELLER; TESTIN, 1993,
GENNADIOS; WELLER, 1994), o gluten (GONTARD, 1991; PALMU, 2003) e as
proteinas miofibrilares de bovinos (SOUZA, 2001); e a base de lipidios como
monoglicerideos, acidos graxos, ceras naturais, entre outros (GUILBERT, 1986).

Filmes comestiveis e/ou biodegradaveis a base de polissacarideos

(celulose e derivados, carboidratos e derivados, gomas, entre outros) ou proteinas
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(gelatina, zeina, farinha de gluten, entre outras) apresentam excelentes
propriedades mecanicas e Opticas e eficiente barreira a dleos e lipidios, porém
apresentam baixa barreira ao vapor de agua por serem sensiveis a umidade. Ao
contrario, os filmes compostos de lipidios (ceras, lipidios e derivados, entre outros)
apresentam boas propriedades de barreiras ao vapor d’agua, porém sua aplicagao
é limitada em fungdo de reduzidas caracteristicas mecéanicas e organolépticas
(GUILBERT, 1986; GALLO et al., 2000).

Filmes protéicos apresentam propriedades mecéanicas e de barreira ao
vapor de agua limitada, mas, superiores aos formados a partir de polissacarideos.
As proteinas tém uma estrutura especifica (derivada de 20 diferentes monémeros
— aminoacidos) que conferem uma gama maior de propriedades funcionais e
potenciais por formar ligagdes intra e intermoleculares diferindo nas posicoes,
tipos e energia (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995), enquanto os
polissacarideos possuem sequéncias repetidas de somente um tipo de monémero.

Filmes comestiveis a base de lipidios tem baixa afinidade por agua, por isso
sdo mais efetivos como barreira ao vapor de agua. Cada substancia hidrofébica
possui propriedade fisico-quimica especifica, e deste modo os filmes comestiveis
a base de lipidios apresentam diferentes propriedades de barreira ao vapor de
agua, dependendo do potencial eletrostatico que esta relacionado com os grupos
quimicos contidos na molécula, comprimento da cadeia alifatica e a presenga de
insaturacdo (MORILLON et al., 2002).

De acordo com McHUGH (2000), filmes formados somente a base de
lipidios promovem uma boa barreira ao vapor de agua, mas, para sua obtencao &
frequentemente necessaria a utilizagdo de solventes organicos ou altas
temperaturas. Além disso, apresentam propriedades mecéanicas pobres.
GONTARD e RING (1996) encontraram problemas na aplicagéo de filmes lipidicos
em alimentos, devido a baixa adesao, caracteristicas heterogéneas e quebradigas,
susceptibilidade a oxidagao e propriedades sensoriais nao aceitaveis.

A combinagcdo de proteinas ou polissacarideos com lipidios € vantajosa
podendo promover melhores propriedades aos filmes (McHUCH, 1996). As

propriedades desejaveis de diferentes materiais podem ser combinadas para
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formacao de filmes compostos, por exemplo, proteinas e polissacarideos possuem
a capacidade de formacdo de uma rede coesa e continua, relacionada com as
propriedades mecanicas, mas ndo sao boas barreiras ao vapor de agua em
virtude da sua natureza hidrofilica. Com isso, sua aplicagdo em produtos que
requerem barreiras a umidade é limitada. Ao contrario, lipidios formam filmes com
boa propriedade de barreira ao vapor de agua, devido ao carater hidrofobico,
porém, fiimes elaborados apenas com lipidios sdo muito quebradicos
(CALLEGARIN et al., 1997).

Os filmes compostos de hidrocoldides e lipidios podem ser formados por
uma dupla camada (bicamada), onde o lipidio é aplicado sobre a camada de filme
ou somente por uma unica camada homogénea (emulsionados), onde o lipidio &
disperso na solugdo protéica, e sdo formulados para combinar as vantagens das
substancias lipidicas com as hidrocoloidais, diminuindo as desvantagens que cada
uma apresenta separadamente (GREENER, FENNEMA, 1989a, 1989b).

Varias pesquisas de filmes compostos vém sendo desenvolvidas utilizando
ceras de carnauba e de candelila com caseina (CHICK; HERNANDEZ, 2002),
ceras de carnauba e de sorgo com zeina (WELLER; GENNADIOS; SARAIVA,
1998), cera de abelha com proteina do soro do leite (PEREZ-GAGO; KROCHTA,
2001), acidos graxos com a gelatina (BERTAN et al; 2005) entre outras.

2.1.2 Agente Plastificante

McHUGH; KROCHTA (1994a) definiram plastificante como uma substancia
de alto ponto de fusdo, que quando adicionada a outro material provoca certas
mudancgas nas suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas.

A medida que o filme protéico esta se formando e secando a agua é
eliminada e o numero de interagdes entre as cadeias de proteinas aumenta,
resultando em filmes rigidos e pouco flexiveis (AMARANTE; BANKS, 2001), sendo
necessario a adicado de um plastificante que melhore a flexibilidade do filme. Os

platificantes agem diminuindo as forgas intermoleculares de atragdo e aumentando
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a mobilidade das cadeias do biopolimero melhorando a flexibilidade bem como a
extensibilidade dos filmes (GENNADIOS; WELLER, 1990). Consequentemente,
além de influenciar as caracteristicas mecanicas e térmicas como tensdo na
ruptura e transi¢cdo vitrea (BODMEIER; PAERATAKUL, 1997) respectivamente,
podem provocar mudangas nas propriedades de adesdo, e nas suas propriedades
de barreira ao vapor de agua e a gases (LIN; CHEN; RUN-CHU, 2000).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes comestiveis deve ser
feita de acordo com a compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizado.
Esse plastificante deve ser miscivel as macromoléculas para que nao haja a
separacgdo durante a secagem do filme (GUILBERT, 1986) e, se possivel soluvel
no solvente utilizado (MAHMOUND, SAVELO, 1992).

Polidis  (glicerol, sorbitol, derivados de glicerina, entre outros),
monossacarideos (principalmente a frutose), dissacarideos, lipidios e derivados
(acidos graxos, monoglicerideos, derivados de éster, entre outros), sdo exemplos
de plastificantes. Existem varios plastificantes sendo utilizados na elaboragcado de
filmes e coberturas comestiveis, entre eles a triacetina (LIN; CHEN; RUN-CHU,
2000), o sorbitol (CARVALHO, 1997; SOBRAL, 1999) e o glicerol (GONTARD et
al.,, 1994). Os efeitos do tipo de plastificante, bem como a escolha de sua
concentragao, sdo processos complexos, pois 0 mesmo interfere diretamente nas
caracteristicas do filme. A habilidade destes plastificantes em mudar as
propriedades fisicas e de permeabilidade a agua do filme dependera da sua
estrutura quimica (massa molecular, configuragdo e o numero total de grupos
hidroxil funcional) e compatibilidade com o polimero (CHAMBI, 2004).

A incorporacao de lipidios ou ceras em filmes a base de proteinas ou
polissacarideos pode interferir nas interagdes entre as cadeias do polimero,
promovendo flexibilidade ao filme. O resultado pode ser o efeito plastificante,
incluindo a redugdo da forca na ruptura e o aumento da flexibilidade, como
observada em filmes a base de proteinas do soro (SHELLHAMMER; KROCHTA,
1997) e em filmes de proteinas do gluten do trigo (GONTARD et al., 1994).
TALENS e KROCHTA (2005) observaram que a incorporagao da cera de abelha
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nos filmes a base de proteinas do soro do leite produziu um efeito plastificante em

diversas propriedades.

2.1.3 Solvente e Ajustadores de pH

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

A dispersao da molécula de proteina em agua € possivel devido ao grande
numero de residuos de aminoacidos polares e apolares, que interagem com o
solvente. Essas interagcdes podem ser melhoradas em fungdo da constante
dielétrica do solvente, uma vez que essa constante é inversamente proporcional a
forca da atracao intermolecular. Solventes com alta constante dielétrica favorecem
a solubilidade de proteinas, diminuindo a forca de atracdo entre as moléculas
(SGARBIERI, 1996).

Por sua vez pode tornar-se necessario um ajuste do pH da solugéo para
que assim uma matriz homogénea possa vir a ser constituida, ou seja, uma maior
solubilidade da macromolécula seja atingida. O pH da solugéo, a forga i6nica e o
tipo de solvente empregados na elaboragdo das solugdes filmogénicas sao
parametros que podem ser modificados para alterar as propriedades mecanicas e
a porosidade dos filmes (ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998).

O pH da solugéo filmogénica € controlado, visando uma maior solubilizagao,
portando o agente ajustador de pH, influencia a solubilidade da proteina. O ponto
isoelétrico (pl) da proteina — quando uma molécula apresenta igual numero de
cargas positivas e negativas — corresponde ao pH de menor solubilidade protéica.
Em valores de pH acima ou abaixo do pl, as moléculas de proteinas possuem

cargas positivas ou negativas em excesso, que interagem com as moléculas de

10



Revisao Bibliografica

agua contribuindo para sua solubilizagdo (SGARBIERI, 1996). Dentre os
ajustadores de pH utilizados diversos sao encontrados na literatura: acido acético
glacial (SARMENTO, 1999), hidréxido de sodio (CARVALHO, 1997) representam
alguns exemplos.

Varios estudos vém relatando o efeito do pH nas propriedades funcionais
dos filmes comestiveis, como em filmes emulsionados a base de proteinas
isoladas do soro e cera de abelha (PEREZ-GAGO; KROCHTA, 1999), filmes
emulsionados de proteina do soro e acido estearico (YOSHIDA; ANTUNES, 2004)

entre outros.

2.2 Producgao dos filmes

As propriedades funcionais dos filmes comestiveis e/ou biodegradaveis séo
resultantes das caracteristicas das macromoléculas utilizadas, das interagcdes
entre os constituintes envolvidos na formulagdo (macromolécula, solvente,
plastificante e outros aditivos), dos parametros de fabricagédo (temperatura, tipo de
solvente, pH, entre outras), do processo de dispersdo da solugao filmogénica
(pulverizagao, espalhamento, etc.) e das condigcdes de secagem (GUILBERT et
al., 1996).

Os filmes compostos podem ser produzidos utilizando dois métodos
(GALLO et al., 2000):

» Bicamada: onde a proteina é dispersa em um solvente (agua e/ou etanol);
aquecida e espalhada sobre um suporte plano para a evaporacao do solvente,
o lipidio é aplicado sobre a camada protéica, formando duas camadas;

» Emulsionado: os glébulos de lipidios sdo incorporados na solugao protéica
dissolvida em um solvente, formando uma emulsdo onde esta é aquecida e

espalhada sobre um suporte plano para a evaporacgao do solvente.

11
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2.3 Filmes Emulsionados

Filmes emulsionados s&o caracterizados pela presenca de lipidios na matriz
continua e sédo obtidos através de uma homogeneizagéo do lipidio na solugao
protéica, formando uma emulsdo (SHERWIN; SMITH; FULCHER, 1998). Os
lipidios s&o utilizados devido ao seu carater hidrofobico e as suas propriedades
fisico-quimicas. Assim, a estrutura quimica, grau de saturagdo, estado fisico
(solido ou liquido), tamanho da cadeia e dimensao dos cristais, determinam o grau
de eficiéncia na interagdo da particula lipidica com os outros componentes do
filme, como proteinas, e polissacarideos (GALLO et al., 2000; McHUGH, 2000;
CALLEGARIN et al., 1997; GONTARD et al., 1994).

A natureza quimica dos lipidios modifica as propriedades dos biofilmes,
como o comprimento da cadeia carbdnica, a polaridade afeta a incorporacdo dos
componentes hidrofdbicos na solugao filmogénica, de modo que, quanto maior o
numero de carbonos na estrutura lipidica, mais dificil sera a incorporagado dos
compostos lipidicos na solu¢do protéica (MORILLON et al., 2002). Estes autores
investigaram o efeito da adicdo de acidos graxos com tamanhos de cadeias
diferentes nos filmes a base de metilcelulose, onde os filmes emulsionados
contendo acido araquidico (22C) possuem maior permeabilidade ao vapor d’agua
que os filmes contendo de acidos palmitico (16C) ou estearico (18C). Este efeito
da PVA pode ser explicado pelo fato de que a cadeia longa do lipidio induz a
formagcdo de uma estrutura mais heterogénea na rede polimérica induzindo a
maior passagem do vapor de agua através do filme (MORILLON et al., 2002).

Acidos graxos insaturados sdo menos eficientes no controle de migragdo de
umidade, por serem mais polares que os lipidios saturados. HAGENMAIER e
BAKER (1997) observaram que os filmes contendo acidos estearico (C18: 0) e
palmitico (C16:0) tem melhor desempenho para reduzir a dessecacgao de laranjas
que as camadas compostas de acido oléico (C18:1).

As ceras entre as substancias lipidicas sao mais eficientes na reducédo da
permeabilidade ao vapor d’agua, por causa de sua alta hidrofobicidade devido a

presenca de misturas complexas de acidos graxos de cadeias longas (>C18),
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hidrocarbonetos, alcoois graxos, cetonas, ésteres, ftriterpenos, esterdis e
flavonoides (MORRILON et al., 2002). No entanto, apresentam problemas de
aplicagao (controle da homogeneidade, superficie oleosa) e problemas sensoriais
(rancificagao, sabor).

A concentragdo da substancia hidrofobica afeta sua incorporagédo aos
componentes hidrofilicos, a adicdo de componentes lipidicos em concentragdes
superiores (cerca de 20%) levou ao aumento da transferéncia de vapor de agua
em filmes de gluten de trigo. Segundo GONTARD et al. (1994) a distribuicdo dos
lipidios na matriz estrutural pode ter sido prejudicada, formando-se zonas com
maior concentragcdo do componente apolar, que por sua vez podem ter
proporcionado o aparecimento de rachaduras e canais preferenciais, através dos
quais o vapor de agua difundiu-se na estrutura dos filmes.

As forgas intermoleculares de repulsao entre as substancias hidrofébicas e
hidrofilicas nos filmes emulsionados, dificultam a inclusdo dos globulos de lipidios
na estrutura filmogénica, apresentando heterogeneidade na distribuicdo e no
tamanho dos componentes hidrofébicos. Devido a esta dificuldade os sistemas
emulsionados sé&o geralmente instaveis e a adigdo de agentes emulsificantes ou
surfactantes sédo freqientemente necessarios para melhorar esta estabilidade
(EVERENT, 1989; ADAMSOM, 1990).

Os biofilmes emulsionados, elaborados a partir de proteinas ou
polissacarideos e um lipidio, suas propriedades mecanicas e de barreira sao
afetados por varios fatores, como a velocidade de agitacdo, temperatura,
possibilidade de formacao de espuma na etapa de preparo da emulsdo, causando
alteragdes no didametro, na homogeneidade e na distribuicdo e inclusdo dos
glébulos de lipidios na matriz protéica (GALLO et al., 2000).

Varias pesquisas vém sendo realizadas com filmes emulsionados, pelos
autores GALLO et al. (2000); McHUGH (2000); CALLEGARIN et al. (1997);
GONTARD et al. (1994); MARTIN-POLO; MAUGUIN; VOILLEY (1992); TALENS;
KROCHTA (2005); YOSHIDA; ANTUNES (2004); BERTAN et al. (2005), entre

outros.
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2.4 Caracteristicas dos Filmes

Diversas caracteristicas fisicas de filmes comestiveis estdo envolvidas no
parametro de qualidade, como a espessura, homogeneidade, sabor, aroma, cor e

opacidade.

2.4.1 Espessura

A espessura do filme é definida segundo as necessidades de utilizagéo
como embalagem, considerando-se a natureza, o volume e peso do alimento a ser
embalado e as condicbes de armazenamento. O controle da espessura é
importante para sua uniformidade, repetitividade das medidas de suas
propriedades funcionais e validade das comparacdes entre as propriedades dos
biofiimes (GENNADIOS; WELLER; TESTIN, 1993). Uma nao uniformidade na
espessura do filme produzido pode acarretar problemas mecanicos e de
conservacao. A espessura deve ser fixada de acordo com sua utilizacao final e
também o tipo de alimento a ser embalado (SARMENTO, 1999).

CuUQ et al. (1996) observaram um aumento linear da resisténcia mecanica
dos biofilmes com o aumento da espessura. Segundo PARK e CHINNAN (1995), a
permeabilidade ao vapor de agua, ao oxigénio e ao gas carbdnico aumentava

conforme a espessura dos filmes diminuia.

2.4.2 Homogeneidade/ Aparéncia

A homogeneidade esta relacionada com a aparéncia do filme e pode ser
avaliada por observagdes visuais e tacteis. Apos o processo de secagem 0s
biofiimes devem apresentar uma superficie homogénea e continua, com auséncia
de particulas insoluveis, rupturas, poros abertos e zonas de opacidade ou de
cores diferenciadas (CARVALHO, 1997).

14



Revisao Bibliografica

2.4.3 Sabor e Aroma

Em certos casos pode haver interesse tecnoldogico em adicionar
componentes que promovam sabor e/ou aroma nos biofiimes que s&o aplicados
em alimentos. Filmes a base de hidrocoldéides apresentam geralmente
caracteristicas sensoriais mais neutras que os formados de lipidios ou derivados,
0s quais podem apresentam sabor residual (GONTARD; GUILBERT, 1996),

podendo alterar as caracteristicas originais de um produto alimenticio.

2.4.4 Cor e Opacidade

O aspecto visual dos filmes deve apresentar opacidade e coloragao
atrativas, e ndo deve sofrer alteragdo de cor com o tempo de armazenamento,
para nao prejudicar a aceitagdo do produto acondicionado. A transparéncia dos
filmes e coberturas comestiveis pode ser avaliada pela opacidade que influencia o
potencial de aplicacdo dos biofilmes, uma vez que esta relacionada com a
aceitabilidade. O uso de material lipidicos, como cera de carnauba ou cera de
abelha deve ser limitado (GONTARD et al., 1994), pois sua adicdo muda a
aparéncia dos filmes de hidrocoldides, que se tornam mais opacos (KAMPER,;
FENNEMA, 1984). GALLO et al. (2000), observaram que filmes emulsionados de
metilcelulose com cera de parafina eram cinco vezes menos transparentes que o

mesmo filme sem a adicao do lipidio.

2.5 Outras propriedades dos biofilmes

As propriedades de barreira sdo um aspecto de grande importancia para os
filmes e cobertura comestiveis, que podem atuar como barreira ao vapor de agua
e aos gases, solutos, oleos, gorduras e aromas. Outro aspecto a ser considerado,

o teor de umidade, € um fator critico e essa propriedade esta vinculada a
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manutencdo da aparéncia, controle microbiano e de textura e consisténcia do
produto. O conhecimento de todas essas propriedades funcionais sdo importantes
para determinar a possivel aplicacédo dos filmes comestiveis e biodegradaveis

como materiais de embalagem.

2.5.1 Propriedades de barreira

As propriedades de barreira dos biofilmes dependem principalmente do tipo
de produto alimenticio que sera coberto ou embalado (DEBEAUFORT,;
QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1998). A migracao de vapor de agua é um dos
principais fatores de alteragdo da qualidade sensorial e da estabilidade da
estocagem (GONTARD; GUILBERT, 1994). A permeabilidade dos fiimes é a
medida obtida através da passagem de um permeante de um lado do filme para
outro quando ambos sido expostos a diferentes concentragcdes de permeante em
um determinado tempo, sendo importante estabelecer a temperatura, umidade
relativa, espessura e diferenca de presséo parcial. O ganho de peso de uma
célula utilizada para a determinacédo da permeabilidade ao vapor de agua é
registrado a partir da passagem de vapor de agua através do filme, onde a
umidade relativa € maior para aquele onde a umidade é menor.

A permeabilidade de gases e vapores em filmes comestiveis pode ocorrer
por dois mecanismos: difusdo capilar e difusdo molecular. A difusdo capilar é
dominante em materiais porosos ou com alguma imperfei¢cdo. A difusdo molecular
envolve a solubilidade do gas permeante no filme, difusdo através do filme e
dessorgdo do outro lado do fiime. O processo de difusdo em sistema
polimero/solvente depende do tamanho, natureza quimica, configuragdo e
polaridade da molécula penetrante. Os fatores que afetam os movimentos das
cadeias de polimeros incluem forgas de atragcado entre cadeias como pontes de
hidrogénio e interacdes tipo Van der Waals, grau de interacdo molecular e taxa de
cristalizagdo (KESTER; FENNEMA, 1986).
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Filmes protéicos apresentam, em geral, barreira ao vapor de agua reduzida
(GENNADIOS; WELLER, 1994). Essa caracteristica pode ser melhorada com a
adicao de substancias hidrofébicas (acidos graxos, ceras, entre outras) na solugao
filmogénica. Varios estudos verificaram a diminuicdo da permeabilidade ao vapor
de agua com a adicdo de lipidios em filmes protéicos de soro de leite
(SHELLHAMMER; KROCHTA, 1997), de caseinato (AVENA-BUSTILLOS;
KROCHTA, 1993), de gluten (GONTARD et al., 1995) e de zeina (LAl;, PADUA;
WEI, 1997).

2.5.2 Propriedades Mecanicas

Tensao na ruptura e elongacao sao propriedades mecanicas apresentadas
por um biofilme. A tensdo na ruptura é a maxima tensao suportada pelo filme até o
momento de sua ruptura. A elongagcéo € a medida de maleabilidade do filme e
pode ser considerada como uma caracteristica que define a habilidade do filme
em deformar antes de ocorrer a ruptura.

As propriedades mecéanicas dos filmes ou coberturas dependem da
natureza do material flmogénico utilizado, bem como da coesédo estrutural deste.
Em biofiimes a base de proteina, o grau de coesao dependera da aptidao da
proteina para formarem fortes e/ou numerosas ligagdes a nivel molecular, das
interacbes entre as proteinas e os demais componentes (solvente, plastificantes,
lipideos e outros aditivos dispersos no meio da matriz); do processo de obtengéo e
do processo de eliminag&o do solvente (secagem) (CHAMBI, 2004).

Filmes comestiveis preparados a base de hidrocoldides possuem elevada
resisténcia, enquanto os filmes de lipidios caracterizam se por apresentarem baixa
resisténcia mecanica (KESTER; FENNEMA, 1986). Alguns lipidios, como
acetogliceridios, acidos graxos, monoglicerideos sdo utilizados para aumentar a
flexibilidade dos filmes poliméricos, pois provocam uma diminuicdo das forcas

moleculares entre as cadeias poliméricas adjacentes. A desvantagem é que a
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adicdo de material hidrofébico aos filmes aumenta sua permeabilidade a gases
(CALLEGARIN et al., 1997).

2.5.3 Solubilidade em agua

Segundo GONTARD, GUILBERT e CUQ (1992), a solubilidade em agua é
uma importante propriedade dos filmes comestiveis, tanto nas suas aplicagées,
como na protegao 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.

2.5.4 Isotermas de sorgao

A isoterma de sorcédo tem importante aplicacdo no calculo da atividade da
agua, em misturas de componentes com diferentes atividades de agua; no estudo
do tipo de embalagem mais adequada mediante a capacidade de absorcdo de
agua pelo alimento; permitem, ainda, estimar o grau de desidratagdo do alimento
relacionado com as mudangas na temperatura ambiente durante o
armazenamento (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

A atividade de agua (Aw) € um parametro fisico-quimico definido como a
‘pressao de vapor no alimento a temperatura constante dividido pela pressao de
vapor da agua pura a temperatura constante”. Através da isoterma de sorgao
pode-se inter-relacionar o conteudo de agua de um alimento (g agua/g de massa
seca), com a atividade de agua a uma temperatura constante (FENNEMA, 1996).
A umidade da monocamada estimada pela equagcdo de BET
(Brunauer/Emmett/Teller) esta relacionada com a atividade de agua acima da qual

a agua atua como um solvente em um sistema, permitindo que ocorram reagdes
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entre as substancias em solugdo. Em atividade de agua menor que a
monocamada BET n&o existe mais a fase liquida e a agua nao atua como solvente
(SGARBIERI, 1987).

Os biofilmes a base de proteinas sofrem grandes influencia das condigdes
ambientais, devido a caracteristica hidrofilica das proteinas que possuem grupos
polares os quais podem adsorver agua do ambiente e alterar as propriedades de
barreira dos filmes. As isotermas de sorcdo obtidas de dados experimentais
resultam em uma estimativa do conteudo de umidade de equilibrio, que é
necessario para predizer as propriedades dos filmes em diferentes ambientes nas
diferentes condi¢gdes a que sdo submetidos (JANGCUHD; CHINNAN, 1999).
Informacédo sobre interagdo da agua com o filme, ou seja, quanto ele pode ganhar

ou perder, pode ser util na determinagéo das condi¢des 6timas de estocagem.

2.5.5 Analise Calorimétrica

Temperatura de fusdo ou melting (Tm) refere-se a temperatura na qual
ocorre uma mudanga de fase de primeira ordem nos materiais amorfos. Em
materiais parcialmente cristalinos, o aquecimento acima da temperatura de
transicao vitrea (Tg) resulta no surgimento de um pico endotérmico na curva de
fluxo de calor, correspondendo a Tm, as mudangas no estado fisico sao
freqlientemente observadas analisando-se as mudancas termodindmicas, que
podem ser medidas com técnicas calorimétricas, por exemplo, utilizando -
calorimetria diferencial de varredura (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000).

A Tm juntamente com a entalpia (AHm) podem ser determinadas por
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e estes parametros sao utilizados em
biofilmes para determinar o quanto os componentes do filme interagiram ou néo
com a matriz filmogénica. Por exemplo, filme simples de gelatina apresenta um
unico pico endotérmico na faixa de 85,7-91,9°C (SOBRAL, 2000), ja os filmes
compostos de gelatina e &acidos graxos (acidos palmitico e/ou estearico)

resultaram no aparecimento de mais um pico de fusdo, sugerindo que as
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substancias hidrofébicas nao estavam incorporadas na matriz da gelatina
BERTAN (2003).

2.5.6 Microscopia

A caracterizagao microscopica dos filmes é importante quando uma melhor
compreensdo do comportamento do filme é desejada. A visualizagdo a partir da
microscopia eletronica de varredura permite identificacdo da incorporacdo dos
materiais formando uma estrutura homogénea ou ainda a separagao dos mesmos
originando uma estrutura heterogénea. YANG e PAULSON (2000a) verificaram
um aumento da irregularidade da superficie dos filmes de gelana com a adigéo da
blenda de acidos estearico e palmitico.

A microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) € uma microscopia
digital de alta resolugédo nao destrutiva, associada ao emprego de compostos
quimicos denominados fluoréforos (indicadores de fluorescéncia). Com a
combinacdo dos principios de fluorescéncia e da microscopia, podem-se obter
imagens em duas e trés dimensdes. A fluorescéncia desses compostos resulta de
um processo que apresenta trés estagios, segundo SMAILI (2001):

» Excitagdo: ocorre quando fétons de energia hvey, fornecidos por fonte
de energia (feixe laser), sdo absorvidos por elétrons do fluoréforo. A
absorcao dos fétons faz com que os elétrons saltem para outro nivel
energético, atingindo assim um “estado excitado” (S1);

» ‘Tempo de vida’ finito (entre 1 e 10 milionésimos de segundo): onde
o fluoréforo passa por uma mudanca em sua conformacido e pode
interagir com uma série de moléculas presentes no mesmo meio;

» Estado excitado (S1): onde a energia € parcialmente dissipada, e o
fluoréforo alcanga o estado de emissao (S1);

» Estado de emissdo: quando os elétrons emitem, em forma de luz

(fluorescéncia), o excesso de energia que ainda contém. Na
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emissao, cada elétron (do fluoréforo) no estado S1 emite um féton de

energia hven, retornando ao estado de repouso inicial (So).
Existem diversos corantes com fluorescéncia comercializados, o que
permite investigar estruturas especificas, como € o caso do isotiocianato de

fluoresceina (FITC) e do Nilo RED, mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Corantes com fluorescéncia sio utilizados na MCVL.

Corante Aplicacao Comprimento de Coloracao
onda (nm)
FITIC (1) Reage com aminas primarias 485/530 Verde
neutras (proteinas)
Nile Red (2) Identificagdo de grupos 487/489 e Vermelho a azul
hidrofobicos (depende fortemente 530/550

da polaridade do meio)

(1) LAMPRECHT; SCHAFFER; LEHR, 2000; (2) BERTSCH; MAYBURD; KASSNER, 2003.

2.6 Gelatina

Dentre os hidrocoldides utilizados atualmente, a gelatina é um dos mais
populares e amplamente utilizado na industria de alimentos (confeitos, produtos
carneos, laticinios, etc), farmacéutica (capsulas) e fotografica (POPPE, 1997). A
gelatina é produzida em larga escala a baixo custo, justificando assim o grande
interesse e exploracao de suas propriedades funcionais.

A gelatina € uma proteina de origem animal, contendo a maioria dos
aminodacidos essenciais, com excecdo do triptofano. E derivada do colageno
componente estrutural de tecidos conectivos brancos e esta presente em érgéos e
tecidos. Constitui quase 30% de proteinas totais em vertebrados e invertebrados
e, ao microscopio aparece como fibras brancas opacas, circundadas por outras

proteinas e mucopolissacarideos (POPPE, 1997).
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O pré-tratamento na obtengdo da gelatina, tem como finalidade eliminar
gorduras, mucopolissacarideos e outros compostos organicos (POPPE, 1997). A
obtencgao da gelatina € realizada a partir da hidrolise acida ou basica do colageno
proveniente de 0ssos, peles bovina ou suina e de tecidos conectivos. A produgao
comercial da gelatina pode ser dividida em duas etapas. Primeiramente, o
colageno é desnaturado a 40°C e posteriormente submetido a hidrolise (acida ou
basica) para quebra das ligagdes covalentes. Mediante o tipo de pré-tratamento
utilizado para retirar as impurezas e iniciar o processo de hidrolise, a gelatina pode
ser classificada em dois grupos (GENNADIOS et al., 1994):

» Tipo A: quando o pré-tratamento € realizado por um acido (onde os
mais utilizados sdo os acidos cloridrico, sulfuroso e fosférico),
possuindo um ponto isoelétrico entre 7,0 e 9,0.

» Tipo B: quando o pré-tratamento é realizado por uma base (6xido de

calcio), possuindo um ponto isoelétrico entre 4,6 e 5,2.

Além de serem classificadas pelo seu ponto isoelétrico (pl), as gelatinas séo
avaliadas pela sua viscosidade, granulometria e poder de geleificacédo ou Bloom;
podendo ser encontrada comercialmente entre 50 a 300 Bloom (PB LEINER,
2004).

A gelatina é solGvel em agua quente (temperatura acima de 30°C); quando
aquecida a temperaturas acima do ponto de fusdo, a gelatina inchada dissolve e
quando atinge a temperatura ambiente forma géis (termo-reversiveis), podendo
absorver até dez vezes seu peso em agua. A gelatina pode ser dissolvida
indiretamente, quando suas particulas ficam em repouso até formar uma massa
homogénea, sendo entdo levada ao aquecimento (50-60°C) até uma dissolugéo
completa. A dissolugao direta € obtida com a adi¢do de agua quente (60-80°C) sob
agitacdo. O método direto, devido a agitacdo, pode fazer com que a gelatina
espume (JOHNSTON-BANKS, 1990), o que se torna inconveniente na elaboragao
de filmes comestiveis.

A nivel molecular, a formagao de géis envolve ligagdes idnicas entre grupos

amino e carboxil dos aminoacidos com a ajuda de pontes de hidrogénio (KESTER,;
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FENNEMA, 1986). A conversdo do estado sol para o estado gel é reversivel e
pode ser repetido, o que torna vantajosa a utilizagdo da mesma em varias
aplicagdes comestiveis (POPPE, 1997).

Apdés a hidrolise (acida ou alcalina), a gelatina possui varias espécies de
cadeias peptidicas, em geral a degradagcdo ndo € completamente uniforme assim
as gelatinas ndo sao homogéneas no que se refere a massa molecular
(JOHNSTON-BANKS, 1990). A massa molecular da gelatina pode variar de 300 a
200.000 Pa, depende do tipo de matéria-prima e das condicbes de processo
utilizadas (GENNADIOS et al., 1994).

Varios trabalhos publicados relatam propriedades de filmes elaborados a
base de gelatina. SOBRAL (1999) estudou as propriedades funcionais da gelatina
em funcdo da espessura; CARVALHO (1997, 2002) verificou as mudangas
provocadas nos filmes modificados enzimatica e quimicamente em relagdo as
propriedades funcionais dos mesmos. FAKHOURI (2002) e BERTAN (2003)
estudaram a adigcdo de substancias hidrofébicas nos filmes de gelatina e as

mudancas provocadas em suas caracteristicas funcionais.

2.7 Ceras

O termo cera é normalmente usado como referencia a uma mistura de
compostos apolares de cadeia longa, encontrados na superficie de plantas e
animais. Numa definicdo estrita, uma cera € um éster de acido graxo de cadeia
longa com um alcool graxo de cadeia longa. As ceras podem constituir uma ampla
gama de diferentes classes de lipidios, incluindo ésteres de ceras, esterois e
ésteres de esterdis, alcoois e acidos graxos livres, hidrocarbonetos, cetonas,
aldeidos, bem como lipidios mais simples como os triglicerideos (LI; PARISH,
1998).

A classificagdo das ceras € realizada de acordo com sua origem podendo

ser natural, animal ou mineral. Alguns exemplos de ceras naturais s&o de abelha,
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de lanolina, ceras minerais sdo ceras de petroleo e ceras vegetais incluem a
candelila e a carnauba, entre outras (LI; PARISH, 1998).

As ceras sao utilizadas na elaboracdo de emulsbes e biofiimes para
retardar a deterioracdo de algumas frutas citricas, pois as ceras naturais sao
componentes adequados para emulsdes alimenticias por serem inertes e por sua
dispersibilidade. Emulsdes tipo 6leo em agua séo utilizadas devido ao alto peso
especifico da cera, como no caso da candelila (HERNANDEZ; BAKER, 1991).

Entre as ceras, a de carnauba é a cera mais utilizada, sendo uma cera
vegetal produzida no Brasil, retirada da palmeira Copernica cerifera. A cera de
carnauba se apresenta como um solido duro, com cheiro préprio, utilizado em
cosméticos e por industrias alimenticias, em coberturas de papéis e fabricacédo de
tintas. A cera de carnauba € soluvel em solventes organicos polares. Composta de
ésteres (84-85%), acidos livres (3-3,5%), resinas (4-6%), alcool (2-3%), e
hidrocarbonetos (1,5-3,0%). Tipicamente a cera de carnauba apresenta ponto de
fusdo de 78 a 85°C (LI; PARISH, 1998).

Alguns trabalhos publicados relatam as propriedades de filmes comestiveis
a base de cera de carnauba. WELLER, GENNADIOS e SARAIVA (1998)
investigaram as propriedades mecanicas, barreira ao vapor d’agua e coloragao
dos filmes bicamadas de zeina e cera de carnauba. GONTARD et al. (1994)
estudaram o efeito na propriedade mecanica com a adigdo dos lipideos (acido
oléico, alcool estearico, acido palmitico cera de parafina, cera de abelha e cera de
carnauba) em filmes a base de gluten de trigo.

A cera de cana-de-agucar representa uma pequena proporcao em peso na
planta (cerca de 0,12%) (PATURAU, 1989). LARIOS, PEREZ e MARRERO,
(1993) realizaram um estudo sobre a distribuicdo da cera na cana-de-agucar
utilizando trés variedades de cana e encontraram um teor de cera maior nas folhas
(1,87%) da cana. No entanto, considerando a massa de folhas e colmo por cada
100 kg de cana, o teor de cera no colmo representa 70% de toda a cera contida na
cana.

Além da cera, outros lipidios em quantidades variaveis estdo presentes no

interior do colmo e em outras partes da planta. Quando a cana é moida, uma parte
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do material lipidico permanece no bagacgo. Porém, cerca de 40% ¢é arrastado como
impureza e permanece em suspensao no caldo, concentrando-se na chamada
torta (ADAMENAS, 1982, PATURAU, 1989).

A cera de cana, assim como outras ceras vegetais, consiste em uma
mistura de ésteres de ceras, acidos graxos livres, alcool graxo livre e trigliceridios.
O principal alcool graxo € o octacosanol, representando mais de 60% dos alcoois
graxos totais. Fitosterois também podem estar presentes em quantidades
variaveis, sendo o principal componente o B-sitosterol (PATURAU, 1989).

A cera de cana-de-agucar € extraida da torta de filtro de cana-de-agucar
podendo ser recuperada juntamente com os lipidios totais através da extragao
com solvente. A primeira tentativa de se isolar cera de cana-de-acucar das tortas
de filtro foi feita em 1841 por Avequin, em New Orlearns. Contudo, a obtencéo da
cera de tortas de filtro de cana através de extragdo com solventes diferentes em
escala laboratorial € o objetivo de alguns trabalhos recentes disponiveis na
literatura cientifica (VIERIA, 2003; ROZARIO, 2006).

Os meétodos de refino descritos na literatura para promover uma
descoloragdo da cera de cana-de-agucar incluem o uso de acidos fortes (acido
sulfurico, nitrico e crémico) e destilagdo sob vacuo alto (AZZAM, 1986; PATURAU,
1989). O uso de acidos fortes esta relacionado a problemas ambientais e, por isso,
€ cada vez mais evitado pelas industrias.

A aplicagdo desses métodos de refino pode apresentar alguns
inconvenientes, como, por exemplo, a necessidade da utilizagdo de varios
insumos de processo para obtencdo de uma cera sem impurezas. O uso de
solventes polares na extragao transfere compostos polares para a cera bruta, que
obrigatoriamente devem ser removidos para que seja obtida uma cera de boa
qualidade tecnoldgica. A necessidade desta e outras etapas de refino promovem
aumento no custo do processo.

Normalmente os parametros importantes na caracterizacdo das ceras
incluem o indice de saponificacdo, indice de iodo, indice de peréxido e matéria

insaponificavel.
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2.8 Triacetina

A ftriacetina € um dos plasticizantes mais utilizados na elaboracdo de
biofiimes oferecendo extensibilidade, adesividade e aumentando sua forca de
ruptura. Este plastificante € da familia dos ésteres, nome quimico triacetato de
gliceril (C3Hs(OCOCHS3)s3). A triacetina apresenta ponto de fusdo 3,2°C, ponto de
ebuligdo de 140°C, densidade 1,115g/cm?® ¢é transparente, incolor, soltvel na
maioria dos solventes organicos e possui boa estabilidade na presenca de luz
(LANXESS, 2005).

2.9 Surfactante

2.9.1 Caracteristicas e definigoes

Surfactantes ou tensoativos sdo compostos orgéanicos, constituido por
moléculas anfifilicas representando a parte polar (“‘cabec¢a”) que tem afinidade pela
agua e apolares (“cauda”) que tem afinidade pelo 6leo, com propriedade de
atividade superficial, resultado da adsorgdo destes compostos na superficie de
liquidos ou na interface entre dois liquidos imisciveis. Em meio aquoso, acima de
uma determinada concentragdo, os surfactantes formam micelas e outros
agregados, nos quais a porgao lipofilica das moléculas ou ions fica orientada para
o interior da micela enquanto apenas os grupos polares ficam na parte externa da
micela em contato com a agua. Forgas eletrostaticas concentram compostos
hidrofilicos junto a superficie de micelas enquanto compostos lipofilicos podem ser
solubilizados em seu interior (MINATTI, 2005).

Um bom exemplo para demonstrar a natureza ambigua dos compostos
tensoativos € o dodecil sulfato de sédio (SDS) ilustrado na Figura 1. Este
apresenta uma cadeia longa alquilica, praticamente insoluvel em agua, ligada

covalentemente a um grupo iénico (sulfato de sédio) (MINATTI, 2005).
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Figura 1: Incorporagdo de um composto hidrofébico em uma micela de SDS em

um sistema agua/ 6leo.

A caracteristica do seu grupo de cabecga classifica o surfactante em
aniénico, catidénico, zwitteribnico e nao-ibnico. A aplicacdo dos surfactantes se
estende desde industrias de detergentes, cosmética, pesticidas, fibras, plasticos,
farmacéuticas, tintas, corantes e alimenticias. O papel em comum do surfactante
em todas estas aplicagcbes € a de modificar a caracteristica da interface. Os
surfactantes podem promover a solubilizacdo e a emulsificacdo de materiais
insoluveis e eles podem reduzir a tensdo superficial da solugdo para facilitar o
processamento (GRIFFITHS; CHEUNG, 2002).

2.9.2 Agente emulsificante

Nas emulsées alimenticias os surfactantes auxiliam na sua formacao e
estabilidade (CHARALAMBOUS; DOXASTAKIS, 1989; DICKINSON, 1992;
HASENHUETTL; HALTER, 1997), contudo eles podem alterar as propriedades
das emulsbées de varias maneiras como pela interacdo com proteinas ou
polissacarideos, pela formacdo de micelas com surfactantes ou por modificagao
da estrutura de cristais de gorduras (DICKINSON; MCCLEMENTS, 1995;
BERGENSTAHL, 1997; BOS et al., 1997; DEFFENBAUGH, 1997).
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Os surfactantes mais utilizados nas industrias de alimentos sé&o
principalmente os nao-ibnicos (monoacilglicerois, éster de sacarose de acidos
graxos), anidnicos (acidos graxos), ou zwitteridnicos (lecitina). A cauda €& um
grupamento que consiste de 1 ou mais cadeias hidrocarbdnicas, que tem entre 10
e 20 atomos de carbono por cadeia (BERGENSTAHL, 1997; ZIELINSKI, 1997). A
cadeia pode ser saturada ou insaturada, linear ou ramificada, alifatica e/ou
aromatica. A maior parte dos surfactantes em alimentos tem 1 ou 2 cadeias
lineares alifaticas podendo ser saturada ou insaturada. Cada tipo de surfactante
tem sua propriedade funcional que é determinada pela sua estrutura quimica
(MYERS, 1988).

Os surfactantes podem agregar-se espontaneamente em solugdo para
formar uma variedade de estruturas termodinamicas estaveis conhecidas como
associagdes coloidais (micelas, bicamadas, vesiculas e micelas reversas), como
mostradas na Figura 2. Estas estruturas sdo adotadas por minimizar o contato
desfavoravel entre a area da cauda nao polar da molécula de surfactante e a agua

(HIEMENZ, 1986; EVANS; WENNERSTROM, 1994).
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Figura 2. Algumas estruturas tipicas formadas devido a associagdo das moléculas
de surfactante (McCLEMENTS, 1999).
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O tipo de associacdo coloidal formada por um surfactante depende
principalmente de sua polaridade e da geometria molecular. As associagdes
coloidais sdo mantidas por interagcbes fisicas que sao relativamente fracas
comparadas com a energia térmica e consequentemente eles tém estruturas
altamente dinémicas e flexiveis (ISRAELACHVILI, 1992) Estas estruturas sao
particularmente sensiveis a mudancas nas condicdbes como a temperatura, pH,
forga ibnica e o tipo de ion (MYERS, 1988; ISRAELACHVILI, 1992).

2.9.3 Concentracao Micelar Critica

Um surfactante forma micelas em solucdo aquosa quando esta
concentragao excede o nivel critico conhecido como concentracdo micelar critica
(CMC) (MYERS, 1988). Nesta concentragdo o surfactante fica adsorvido
completamente na superficie para formar uma camada interfacial monomolecular,
em seguida, o surfactante cessa de existir como uma molécula individual na fase
continua da solugdo e comega a agregar-se em “clusters” (micelas) de varias
formas. Abaixo da CMC as moléculas de surfactante sdo dispersas
predominantemente como mondmeros, mas uma vez excedida a CMC, algumas
moléculas adicionais de surfactante formam micelas, e as concentracbes dos
mondmeros permanecem razoavelmente constantes (HIEMENZ, 1986), como
mostrado na Figura 3. Acima da CMC o numero de micelas tende, a aumentar e
também o tamanho e a forma individual das micelas. H4 uma mudanca abrupta
nas propriedades fisico-quimicas da solugdo de surfactante quando a CMC é
excedida incluindo a tensao superficial, condutividade elétrica, turbidez e pressao
osmotica (ROSEN, 1978; HIEMENZ, 1986). Isto é porque as propriedades das
moléculas de surfactante dispersadas como monémero sao diferentes das
micelas. Por exemplo, mondmeros sao anfifilicos e tem alta atividade superficial
por estarem cobertos com grupos hidrofilicos (cabega). Conseqlentemente, a

tensdo superficial da solugdo diminui com o aumento da concentracdo de
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surfactantes abaixo da CMC, mas permanece razoavelmente constante acima

desta concentracao.

Condutividade
Molar

(S.cmz.mol '1)

CMC

Fy 4y

« . {P

\

.\\i \\‘\“ E

Concentragéo de surfactante (M)

Figura 3. llustragdo de uma titulagdo condutivimétrica com um surfactante idnico.

O ponto de inflexdo das retas fornece a cmc (MINATTI, 2005).

2.9.4 Balanco Hidrofilico e Lipofilico

Outro conceito importante em relagéo aos surfactantes é o HLB (balango
hidrofilico e lipofilico), muito usado para classificar os surfactantes. O HLB é
descrito pelo numero que fornece a relativa afinidade da molécula de surfactante
pelo éleo na fase aquosa (DAVIS, 1994). Cada surfactante tem um determinado
numero de HLB de acordo com sua estrutura quimica. Uma molécula com alto
numero de HLB apresenta um maior niumero de grupos hidrofilicos em relagao ao
numero de grupos lipofilicos e vice-versa. O numero de HLB do surfactante pode

ser calculado sabendo-se o numero e o tipo dos grupos lipofilicos e hidrofilicos
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contidos na molécula. O numero de HLB dos surfactantes pode ser calculado pela

seguinte equacao:

HLB =7 + 2 (n° dos grupos hidrofilicos) - ¥ (n° dos grupos lipofilicos)

O numero de HLB dos surfactantes fornece uma indicacdo util da
solubilidade em qualquer fase 6leo e/ou agua e também pode ser usado para
predizer o tipo de emulsao que poderia ser formada. Como exemplos:

e HLB entre 3-6: surfactante predominantemente hidrofébico dissolve
preferivelmente em dleo, estabiliza emulsées de agua em 6leo e forma
micelas reversas, na faixa de HLB entre 3-5, os surfactantes formam
emulsdes de agua-6leo com maxima estabilidade;

e HLB entre 8-18: surfactante predominantemente hidrofilico dissolve
preferivelmente em agua, estabiliza emulsées de 6leo em agua e forma
micelas em agua, na faixa de HLB entre 10-12 os surfactantes formam
emulsdes de 6leo-agua com maxima estabilidade;

e HLB entre 6-8: o surfactante ndo apresenta preferéncia particular pela
agua ou pelo dleo, formando emulsdes instaveis que podem coalescer
por causa da baixa tens&o superficial,

e HLB < 3 e HLB >18: os surfactantes ndo sao particularmente ativos na
superficie e tendem a se acumular preferencialmente na fase 6leo ou na

fase aquosa, melhor que na interface 6leo-agua (DAVIS, 1994).

A maior desvantagem do conceito de HLB €& que este ndo leva em
consideracado o fato que as propriedades funcionais da molécula de surfactante
sdo alteradas significativamente pelas mudangas de temperatura ou pelas
condi¢des da solugao (DAVIS, 1994). Como por exemplo, um surfactante pode ser
capaz de estabilizar uma emulsao de 6leo em agua a uma dada temperatura e em
outra estabilizar uma emulsdo de agua em oleo, mesmo que tenha a mesma

estrutura quimica.
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O tipo da emulsao é caracterizado pelo tamanho de particula da emulséo
onde: macroemulsées apresentam tamanho de particula tipicamente acima de
400nm e possuem caracteristica opaca e termodinamicamente instavel,
microemulsdes tem tamanho de particula abaixo de 100nm com caracteristica
transparente e termodinamicamente estavel e as miniemulsées podem ser
descritas como um sistema com tamanho de particula e propriedades
intermediarias (DAVIS, 1994).

As propriedades funcionais dos filmes comestiveis dependem fortemente da
estrutura, tamanho e homogeneidade dos glébulos de lipidios distribuidos no filme,
portanto do tipo de emulsdo formada. Entretanto estas propriedades estruturais
estdo intimamente ligadas a eficiéncia de emulsificagdo, natureza quimica do
surfactante (carater hidrofilico ou hidrofobico — HLB) e das condigbes de preparo
da emulsdo como a temperatura, tempo e o pH (DEBEAUFORT; QUEZADA-
GALLO; VOILLEY, 1995).

2.9.5 Classificagao dos Surfactantes

Os surfactantes podem ser classificados de acordo com o tipo de

dissociacédo de sua molécula em solugao em:

e Surfactantes Anibnicos: sdo aqueles que em solugdo aquosa se
dissociam em um anion anfifilico e um cation. Ex. lauril éster sulfato.

e Surfactantes Nao-lIénicos: em solugdo aquosa nao forma ions, e a sua
parte hidrofilica € formada por grupos polares n&o-ionizavéis como:
alcool, tiol, éter e éster. Ex. Dodecil benzeno sulfonato de sédio.

e Surfactantes Catidnicos: sdo aqueles que dissociam em um cation
anfifilico e um anion geralmente do tipo halogenado. Ex. cloreto de

dialquildimetilaménio.

Outros surfactantes: sdo combinacbes em uma mesma molécula de um

grupo com a tendéncia aniénica de um outro grupo com tendéncia catibnica
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produzindo um surfactante anféterico. Ex. 6xido de etileno, 6xido de propileno
(SALAGER; FERNANDEZ, 2004).

O polioxietilensorbitano monooleato (Figura 4) mais conhecido como
Tween 80, possui formula quimica CgsH124027 com peso molecular 1310g/mol, tem
coloragdo amarelo claro em agua e, possui valor do HLB entre 10,0-15,0 e as
mesmas propriedades de um detergente tipo polietileno nao-ibnico (ROCHE,

2004).
(0]

o ©—(CH2-CH2-Q) )WVW\/\

0—(CH2-CH2-O)-H

H-(O-CHp-CH2 -0 O—(CH2-CH2-O)-H
Figura 4. Estrutura quimica da molécula de Tween 80.

O dodecil sulfato de sodio mais conhecido como SDS, com formula
molecular CH3(CH2)110S0O3Na, estrutura apresentada na Figura 1, se encontra na
forma de pequenos cristais brancos ou amarelados com leve odor caracteristico.
Soluvel em dez partes de agua, parcialmente soluvel em alcool e quase insoluvel
em cloroférmio e em éter, com ponto de ebulicdo em torno de 204-207°C e possui
um valor de HLB em torno de 40 (ANVISA, 2004).

Estes compostos vém sendo usados ao longo dos anos para diferentes
finalidades e usos distintos, a saber, banhos de espuma, cremes emolientes,
cremes depilatorios, logdes para méaos, xampus, dentifricios, além de produtos
saneantes (detergentes domissanitarios). Este uso tem sido motivado em razao
das suas propriedades detergente, espumdgena, emulsificante e solubilizante
(ANVISA, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Matéria-Prima

3.1.1 Gelatina

A gelatina bovina do tipo B utilizada para elaboracdo dos filmes, foi
fornecida pela industria LEINER DAVIS GELATIN BRASIL (Cotia — SP), a
caracterizacgdo fisico-quimica da gelatina segundo a informagao do fabricante esta

apresentado no Anexo |.

3.1.2 Cera de Cana-de-Agucar Despigmentada

A cera de cana-de-agucar despigmentada foi produzida através de um
processo de despigmentacao (item 3.2.2), a partir da cera purificada (gentiimente
fornecida pelo Prof. Dr. Daniel Barrela-Arellano, Laboratério de Oleos e Gorduras
— Dep. de Tecnologia de Alimentos — UNICAMP).

Foram utilizados acidos estearico e palmitico (Vetec), cera de carnauba
comercial, triacetina (cedida pela Rhodia), tween 80 (Synth) e dodecil sulfato de
s6dio-SDS 95% (Synth), eicozanol (Sigma). Todos os outros reagentes utilizados
foram de grau analitico e também a &agua deionizada foi utilizada quando

necessario.
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3.2 Métodos

3.2.1 Extracao e Purificagao da cera de cana-de-agucar

A extragcao e a purificacdo da cera de cana-de-agucar foram realizadas de

acordo com os métodos originalmente desenvolvidos por ROZARIO (2006).

3.2.2 Despigmentagao da cera de cana-de-agucar

Colocou-se 10g de cera purificada de cana-de-agucar e 100mL da mistura
de etanol: acetona (1:9) em um erlenmeyer e agitou-se por 12 horas utilizando um
agitador magnético. Transferiu-se a solugdo do erlenmeyer para tubos de
centrifuga e as mesmas foram centrifugadas por 15 minutos na velocidade de
4000 rpm, a porcao superior foi descartada. Foram adicionados 80mL da solugao
etanol: acetona (1:9) em cada tudo contendo a por¢ao sélida inferior, logo apoés foi
agitada em vértex por 1 minuto para homogeneizagdo e mantidas por 1 hora sob
agitagdo controlada no homogeneizador de tubos. Novamente os tubos foram
submetidos a outra centrifugacdo por 15 minutos na velocidade de 4000 rpm,
repetindo-se as mesmas etapas descritas acima. Este processo de lavagem da
cera com a mistura de solvente foi repetido por 6 vezes até a cera apresentar
coloragao clara. Apos as lavagens, o precipitado foi transferido do tubo de
centrifuga para placas de petri onde foi seco e depois pulverizado em almofariz.

Foram realizados testes preliminares para escolha do solvente (acetona
e/ou etanol) que apresentou melhor rendimento e maior extracdo da coloragao

esverdeada da cera.
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3.2.3 Caracterizagao fisico-quimica das ceras

3.2.3.1 Teor de Fosforo (colorimétrico)

O teor de fosforo foi determinado de acordo com o método AOCS Ca 12-55,
este determina o conteudo de fésforo ou o equivalente fosfatideo por incineragéao
da amostra na presenga de Oxido de zinco, seguida da medida

espectrofotométrica do fésforo como um complexo acidico fosfomolibidico azul.

3.2.3.2 indice de Saponificagdo

O indice de saponificacdo foi feito de acordo com o método AOCS Ca 6a-40
(adaptado segundo VIEIRA, 2003). Este indice é definido como a quantidade de
alcali necessario para saponificar uma quantidade definida de amostra. E
expresso como o numero de miligramas de KOH necessarios para saponificar 1

grama de amostra.

3.2.3.3 Determinacgao da Matéria Insaponificavel

A matéria insaponificavel foi determinada de acordo com o método AOCS
Ca 6b-53 (adaptado segundo VIEIRA, 2003), por este método determina-se a
quantidade de substancias frequentemente encontradas dissolvidas em dleos e
gorduras que nao podem ser saponificadas pelo tratamento caustico usual, mas
sdo soluveis em solventes normais de 6leos e gorduras. Incluindo-se neste grupo
de compostos os alcoois alifaticos de cadeia longa, esterdis, pigmentos e

hidrocarbonetos.
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3.2.3.4 indice de lodo

O indice de iodo foi determinado de acordo com o método AOCS Cd 1d-92
e é definido como a medida da insaturagao de 6leos e gorduras e é expresso em
termos do numero de centigramas de iodo absorvido por grama da amostra

(%iodo absorvido).

3.2.3.5 Teor de Clorofila

O método utilizado para determinar o teor de clorofila e pigmentos
relacionados (principalmente feofitina a) em Oleos através de absorgao
espectrofotométrica a 630, 670 e 710 nm, metodologia adaptada para aplicagéo
em ceras (Método AOCS Ch 4-91 adaptado segundo VIEIRA, 2003).

3.2.3.6 Teor de Cinzas

O teor de cinzas foi obtido pela metodologia descrita na AOCS Ch 4-91
(adaptado segundo VIEIRA, 2003).

3.2.3.7 Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método AOCS Ac 2-
41.

3.2.3.8 indice de Acidez

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método AOCS Ca 5a-
40 (adaptado segundo LI; PARISH, 1998).

38



Materiais e Métodos

3.2.3.9 indice de Peréxido:

O indice de iodo foi determinado de acordo com o método AOCS NP-90.
Este método é utilizado para medir o estado de oxidagdo de Oleos e gorduras.
Como os peroxidos sdo os primeiros compostos formados quando uma gordura
deteriora, toda gordura oxidada apresenta resultado positivo no teste de

peroxidos.

3.2.4 Composicao em acidos e alcoois graxos

De acordo com PINA et al. (1987) para a determinagdo da composicéao,
inicialmente a cera foi modificada para promover a hidrdlise total dos seus ésteres
proporcionando assim, uma maior facilidade operacional nesta analise. A
modificacdo da cera foi realizada através da derivatizacdo na presenca do
reagente de Grignard, o qual reage com os grupamentos éster da cera,
convertendo os acidos graxos em alcoois terciarios e os alcoois graxos em alcoois
primarios. A reacao foi realizada sob condi¢cdes anidras. A cera derivatizada foi
submetida a analise por cromatografia em camada delgada CCD (analitica) para
atestar a eficiéncia da reacéo. Os alcoois primarios e terciarios foram separados
por CCD (preparativa) e analisados por cromatografia gasosa (CG). Este processo

de derivatizagao foi adaptado para ceras por VIEIRIA (2003).

3.2.4.1 Cromatografia em Camada Delgada

As analises de cromatografia de camada delgada - CCD (analitica) foram
feitas em placas de silica gel de 20 x 20cm e 0,50mm de espessura (Si G 60
Merck), utilizando-se hexano: éter etilico: acido acético (60:40:0,5) como fase
movel. As amostras derivatizadas (~10uL) foram aplicadas com capilar. As

manchas foram localizadas através da vaporizacdo das placas com uma solugao
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saturada de sulfato de cobre: acido fosférico (1:1), e foram submetidas ao
aquecimento em estufa a 200°C durante 10 minutos. A identificacdo dos
componentes foi baseada no Rf de padrao auténtico (eicosanol — Sigma) eluido na
mesma condigao.

As anadlises de CCD (preparativa) foram feitas no mesmo tipo de placa e
utilizando-se a mesma fase mével que a CCD (analitica). A amostra de cera
derivatizada (400 pL) foi aplicada utilizando-se um capilar em uma banda estreita
ao longo da placa. As bandas foram localizadas através da revelagdo de uma
parte da placa, utilizando-se o mesmo reagente da CCD analitica. As diferentes
bandas foram raspadas, a silica foi colocada em tubos e os componentes foram
extraidos 2 vezes com cloroformio a quente (80°C). Apds a extragdo, os tubos
foram centrifugados (4000rpm, 5 minutos) e depois filtrados, o solvente coletado

foi evaporado sob nitrogénio e substituido por 1mL de éter etilico.

3.2.4.2 Cromatografia Gasosa

Os alcoois primarios foram analisados em cromatografo gasoso (GC 6000
Veja Series 2 Carlo Erba) equipado com um detector de ionizagdo de chama (FID)
e injetor split. Os componentes foram separados em uma coluna HP-SIMDIST (J &
W Scientific, comprimento = 15m, didmetro interno = 0,53 mm Megabore,
espessura de filme = 0,15um). Amostras de 1,0uL foram injetadas (taxa de split
1:25), a temperatura do detector foi mantida a 350°C e do injetor a 300°C. Hélio foi
usado como gas de arraste a 10 mL/min. A temperatura do forno foi mantida a
140°C por 1 min, programada para 360°C a 8 °C/min na coluna. A temperatura do
forno foi mantida a 360°C por mais 10 min. A identificagdo dos picos foi baseada
no tempo de retengcédo do padrao (como padrao foi utilizado o eicosanol da Sigma).
A integracéao foi realizada através da normalizacao das areas utilizando-se em um
integrador (Integrador Merck D-2500).
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3.2.5 Testes Preliminares

Os testes preliminares foram realizados para fixar algumas variaveis
incluindo:

a) A concentracdo de triacetina nos filmes.

b) As condi¢bes para a elaboracdo e a composigcao dos surfactantes na
formulagao dos filmes biodegradaveis.

c) O solvente utilizado na despigmentagao da cera de cana-de-agucar.

d) A concentragao das ceras de cana-de-agucar e de carnauba nos
biofilmes.

e) A espessura dos filmes.

Estes testes foram realizados para se definir condicdes de melhor
incorporacao do lipidio na matriz protéica tendo como variaveis a serem definidas
a concentracéo e a proporgao entre os surfactantes (Tween 80 e o Dodecil Sulfato
de Sodio — SDS) puros ou na forma de misturas; o pH e a temperatura da solugéo
filmogénica. O parametro utilizado para avaliar e definir estas variaveis foi o
aspecto visual da solugéo base (solugao contendo os lipidios, triacetina, agua e os
surfactantes), as solugdes translucidas foram selecionadas e as turvas foram
descartadas, conforme descrito na Figura 5. Posteriormente os filmes foram
produzidos usando-se o procedimento descrito no item 3.2.6, nas mesmas

condigdes definidas a partir dos testes preliminares.
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Solugéo Base®
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*Temperatura;
s_oncentragio do Surfactants.

¥ ¥ h k4 ¥
100% Tween 80 ‘ T5%Tween 80 0% Tween 80 25% Tween 80 100% 505
25% SDs 0% SDs T5% SDS

¥ i l l ¥
Aspecto Visual |::> Solucéo Turva

| Solugéo Transldcida |

=

Fixou as melhores condigdes: pH, temperatura e concentracdo do surfactante

L

‘ Elaboracao dos filmes |

Aspecto Visual

0

Selecdo dos Filmes com superficie homogénea e coloragéo uniforme

*Solugéo Base: agua destilada (50mL), triacetina (0,50), acidos estearico: palmitico 1:1 (1493,
cera de cana-de-agUcar ou carnauba (0.5g).

Figura 5. Fluxograma do teste preliminar para definir a composi¢cao dos

surfactantes e as condigdes de elaboragao os filmes biodegradaveis.
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3.2.6 Elaboracao dos filmes

Os filmes foram elaborados utilizando as condigdes fixadas nos testes
preliminares como: temperatura, pH da solugéo filmogénica; concentragcdes dos
surfactantes, concentracao de cera (cana-de-agucar e carnauba), concentragao de
triacetina e volume aplicado sobre o suporte de modo a manter a espessura
constante.

Os filmes foram elaborados utilizando como base o método descrito por
(BERTAN, 2003), onde 10g de gelatina tipo B foram hidratadas em 100mL de
agua destilada por 1h, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, a gelatina foi
solubilizada a 90°C, em banho termostatico, por 10 minutos. Apds completa
solubilizagdo, o pH foi o natural do sistema ou o ajustado de forma que ao final da
preparacdo estivesse em torno de 8,5. Em seguida foram adicionados sob
agitacdo magnética até homogeneizagdo a triacetina (10g/100g de gelatina),
blenda acidos estearico: palmitico (1:1 - 20g/100g de gelatina), cera de cana-de-
agucar ou de carnauba (5g/100g de gelatina), e os surfactantes nas varias
concentragdes e proporgdes selecionadas. A solucéo resultante foi mantida a 70-
80°C (banho-maria), por 30 minutos, sob agitagdo suave para evitar a formagao de
bolhas. A solugédo filmogénica foi dispersa em placas de acrilico de 15 cm de
diametro. A secagem foi realizada a temperatura ambiente (25-30°C). Apos a
secagem, os filmes foram removidos e mantidos em dessecadores a 25°C e 52 +
2% de umidade relativa (URE), durante 48h antes do inicio das analises. As

diferentes formulagdes produzidas podem ser acompanhadas na Figura 6.
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Gelatina B
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Gelatina B
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Triacetina
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palmitico 1:1) {20%")

Triacetinaf Blenda
{10%™) (20%%)
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Cera de cana-
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l h
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50% SDS 50% SDS

100% Twesn 80

Figura 6. Fluxograma dos filmes produzidos com diferentes formulagbes

produzidas para elaboracao dos filmes.

3.2.7 Caracterizagao dos filmes

3.2.7.1 Aspecto visual

Os filmes foram submetidos a uma primeira etapa de selegcao através das

analises visuais e tateis, visando utilizar apenas os filmes homogéneos (auséncia

de particulas insoluveis e coloragcdo uniforme), continuos (sem a presenca

rupturas ou zonas quebradigas) e que possibilitassem o manuseio (facilidade de

desprendimento dos filmes do suporte). Os filmes que nao apresentaram tais

caracteristicas foram descartados.
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3.2.7.2 Espessura

A espessura do filme foi medida (média aritmética de varias medidas
aleatdrias sobre a area do filme), utilizando para isso o aparelho micrometro com
0,001 mm de resolugédo (Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Japao). Para se fixar
a espessura de todas as formulagbes elaboradas, foram realizados testes
preliminares devido a grande diferenca de matéria seca entre as formulagbes dos

filmes, variando-se a aliquota pipetada na placa para formar o filme.

3.2.7.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada pelo método E-96-95
da ASTM (ASTM, 1995) a 25°C. As amostras dos filmes foram cortadas na forma
de discos e seladas com parafina em células de permeacgao feitas de aluminio,
contendo cloreto de calcio. As células de permeacado foram acondicionadas em
dessecadores contendo solugcdo salina saturada de cloreto de sédio em
temperatura e umidade relativa (umidade relativa de 75%). O vapor de agua
transferido através do filme foi determinado pelo ganho de massa no sistema,
medi¢cdes foram realizadas a cada 24 horas por 7 dias. Os testes foram realizados

em triplicata.

3.2.7.4 Solubilidade em agua

O método utilizado para obter a solubilidade em agua dos filmes em agua
foi proposto por GONTARD et al. (1994). As amostras (em triplicata) foram
recortadas na forma de discos de 2 cm de didmetro. A massa seca inicial dos
filmes foi obtida ap6s secagem em estufa de circulagdo de ar a temperatura de
105°C, por 24 h. Novas amostras foram imersas em um recipiente contendo 50 mL

de agua destilada, e o sistema foi mantido sob lenta agitagdo mecanica por um
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periodo de 24h, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram submetidas a

secagem a 105°C por um periodo de 24 h, para a obtengdo da massa seca final.

3.2.7.5 Propriedades mecanicas

As anadlises de tensdo na ruptura e de elongagao na ruptura (E) foram
realizadas com o texturbmetro TA-XT2 (Stable Micro System, Surrey, UK),
operando de acordo com o método ATM D 882 (ASTM, 1995). Amostras de 10 cm
de comprimento X 25 mm de largura foram utilizadas com 10 repeticdes e fixadas
no probe (separacgéo inicial do probe = 50 mm), sendo a velocidade do teste fixada

em 1 mm/s.

3.2.7.6 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se colorimetro Hunterlab
(Colorquest Il, Faifax). As determinagdes foram feitas em triplicata apds a
calibracdo do colorimetro com padrdo branco e um fundo padrdo preto. A
opacidade foi determinada através do software do equipamento.

3.2.7.7 Microscopia eletronica de varredura

As caracteristicas de superficie dos fiimes foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura, utilizando o microscépio Jeol (JMS —T330,
Tokyo, Japan) operando a 10kV. As amostras foram mantidas no dessecador
(contendo silica gel) por 7 dias e fixadas em “stubs” de aluminio com fita de cobre.
As amostras foram cobertas com ouro através do sputter Balzers (SDC050,

Baltec, Lichtenstein, Austria) por 180 seg., 40mA.
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3.2.7.8 Microscopia confocal de varredura a laser

A microestrutura dos filmes foram analisadas utilizando microscopia de
varredura laser confocal utilizando-se um microscopio Olympus LSM-Fluoview
versao 3.2 (Olympus, Tékio, Japao). A gelatina foi solubilizada apds a hidratacéo,
com ou sem ajuste de pH dependendo da formulagéo, e em seguida corada com o
corante FITC (isocianato de fluoresceina) especifico para proteina, segundo
metodologia proposta por SCHREIBER; HAIMOVICH (1983) e por LAMPRECHT;
SCHAFER; LEHR (2000), com a concentragdo modificada (50ul/2,5g de proteina).
Apos a adigdo, a solugéo de proteina contendo o corante foi submetida a agitagao
magnética lenta sob aquecimento de 40°C por uma hora antes de ser utilizada.
Em seguida a triacetina (10% - 10g/100g de gelatina); triacetina (10%) e acido
graxo 20% (acido esteérico, palmitico e a blenda de ambos os acidos); triacetina
(10%), blenda dos acidos (20%) e as ceras de carnauba (5%); ou de cana-de-
acucar (5%); foram fundidas e em seguida coradas com o corante “Nilo Red”
(1mg/30g de substancia hidrofébica), segundo a metodologia proposta por
LAMPRECHT; SCHAFER; LEHR (2000). Decorrido o tempo necessario para
reacdo do corante FITC com a proteina, foram adicionadas as substancias
hidrofébicas previamente coradas a solugdo de gelatina corada e os filmes
contendo os surfactantes foram adicionados sem corar a solugao filmogénica, sob
agitagdo magnética até a homogeneizacgéo. As solugdes filme formadoras com os
corantes aquecidas a 70-80°C por 30 minutos, também sob agitagdo suave, foram

preparadas como descrito no item 3.2.6.
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3.2.7.9 Isotermas de sorgao

As isotermas de sorgado foram determinadas gravimetricamente de acordo
com JOWITT et al. (1983). Os biofilmes foram cortados em pedagos pequenos
(aproximadamente 2 x 2 cm) e acondicionados no dessecador com silica gel por 7
dias, em seguida amostras (minimo de 0,5 gramas) foram armazenadas em
recipientes com solucdes salinas saturadas e acondicionadas a 25°C em camaras
de temperatura controladas (BOD TECNAL, MODELO TE-390). As solugdes
salinas foram escolhidas de modo a abranger uma ampla faixa de umidade
relativa (0,114 a 0,904). Os sais utilizados e os respectivos valores de atividade de
agua encontram-se na Tabela 3 (LABUZA; KANAME; CHEN, 1986). Uma vez
alcangado o equilibrio (periodo de aproximadamente 20 dias), a massa final foi
determinada para se obter a umidade de equilibrio. Os resultados foram ajustados
pelo modelo GAB (Guggenheim-Anderson-de Bbéer) e BET (Brunauer-Ermmett-
Tetter), utilizando o programa Water Analyzer Series-lsotherm/BET/GAB, versao

2.5. Os testes de adsorcao foram realizados em triplicata.

Tabela 2. Umidade relativa das solugdes salinas saturadas a 25°C.

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

Fonte: LABUNZA; KANAME; CHEN, 1986.
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Modelos de isotermas de adsorgao

Os modelos GAB e BET mostrados nas equagdes abaixo foram ajustados
aos dados experimentais através do programa Water Analyzer Series -
Isoterm/BET/GAB Program version 2.05p (Macintosh) para estimar as constantes
dos modelos.

Xm-c-k-aw

GAB — X =
- (I—k-aw)l—k-aw+c-k-aw)

Xm-c-aw

BET X =
- I+ aw(c - 1)(1 - aw)

Onde: X: teor de umidade do filme (em base seca);
Xm: teor de umidade da monocamada;
C e k: constantes;

aw: atividade de agua.

3.2.7.10 Calorimetria Diferencial de Varredura

A determinacdo da temperatura de fusdo foi realizada por analise
calorimétrica de varredura, utilizando-se um DSC PerKin Elmer TA 7, com mddulo
de resfriamento com refrigeracdo mecanica. As amostras (10,0 a 15,0 mg) foram
acondicionadas em capsulas herméticas de aluminio, em condigcbes de umidade
relativa controlada (52%) e temperatura ambiente (25°C) por um periodo de sete
dias. As capsulas foram fechadas anteriormente a analise. As analises foram
realizadas em duplicata, utilizando taxa de aquecimento de 10°C/min (FAKIRQOV et
al., 1997), entre 0 a 140°C, em ambiente inerte (N2). Com a referéncia utilizada foi

uma capsula vazia. O equipamento foi calibrado com amostra de Indio.
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3.2.7.11 Analise Estatistica

O programa SAS foi utilizado para calcular as analises de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey foi utilizado para determinar diferengas entre as

médias no intervalo de 95% de confiancga.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios Preliminares

Os testes preliminares foram realizados para fixar os seguintes parametros:
concentragao de triacetina, concentragao de surfactante, espessura, concentragao

das ceras de carnauba e de cana-de-agucar.

4.1.1 Concentragao de Triacetina

BERTAN (2003) para os filmes de gelatina tipo A, triacetina, blenda de
acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) e breu branco verificou que a adi¢gao de
blenda de acido estearico/palmitico (10g/100g de gelatina de cada acido),
promoveu uma incorporagdo mais eficiente do breu branco a solugéo filmogénica.
Assim com base neste estudo as concentracdes foram fixadas em 10% gelatina
tipo B; de 159/100g de gelatina de triacetina; de 20g/100g de gelatina de blenda
(1:1) de acido estearico-palmitico. Os filmes elaborados com 15% de triacetina e
com as ceras de carnauba e de cana-de-acgucar ao invés do breu ficaram com
aspecto oleoso apds sua secagem e devido a este problema foi realizado um teste
preliminar para adequar a concentragao de triacetina nos filmes.

As concentragbes testadas de triacetina foram de 5; 10; e 159/100g de
gelatina, a concentragao foi definida utilizando como parametro o aspecto visual
do filme, permeabilidade de vapor de agua e resisténcia mecanica. Os resultados

de espessura, PVA e tensao na ruptura podem ser observados na Tabela 3.

51



Resultados e Discussao

Tabela 3. Propriedades mecanicas e de permeabilidade ao vapor de agua dos

filmes de gelatina e triacetina (25°C).

Filmes* Espessura Permeabilidade ao vapor  Tensao na ruptura Elongacgao
(mm) de agua (gmmlmszPa)** (MPa)** (%)***

Gel/Tri (5%) 0,128 £ 0,008 11,60 £ 0,22° 119,68 + 1,73% 6,54 + 0,34°

Gel/Tri (10%) 0,131 £ 0,009 8,81 +0,34° 102,56 + 0,36" 5,98 + 0,37°

Gel/Tri (15%) 0,132 £ 0,003 9,06 + 0,58° 104,72 + 0,81° 6,65 + 0,93°

* Gel: Gelatina, Tri: Triacetina. ** Os valores representam a média e o desvio padrdo. Nota: letras
diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas
através do teste TUKEY. ***Os dados de elongagao ndo apresentaram diferenga significativa (p<
0,05).

Pode-se observar na Tabela 3, que os filmes com concentragdes de 10% e
15% nao apresentaram diferenga significativa (p<0,05) entre si em relagdo aos
parametros de permeabilidade ao vapor de agua e tensao na ruptura, enquanto os
filmes contendo 5% de triacetina foram descartados por apresentarem maiores
valores de permeabilidade ao vapor de agua. Neste trabalho verificou-se que a
medida que aumentou a concentragdo de triacetina de 5% para 10-15% a
permeabilidade ao vapor de agua reduziu, como observado também por BATISTA
(2004), FAKHOURI, BATISTA e GROSSO (2003). Em relagao a tensao na ruptura
observa-se uma redugéo significativa no filme contendo 5% em relagéo aos filmes
de 10 e 15% de triacetina, mesmo comportamento verificado por THOMAZINE,
CARVALHO e SOBRAL (2005) em filmes de gelatina com glicerol e sorbitol (25 e
559 de plastificante/100g de gelatina). Analisando os filmes contendo 10 e 15% de
triacetina ndo existe diferencga significativa entre os valores de PVA e da tensdo na
ruptura. Em relacdo a propriedade de elongagao a adigdo de triacetina (5; 10 e
15%) ndo promoveu diferenca significativa (p<0,05) conforme constatado por
FAKHOURI (2002). A concentragao de triacetina foi identificando os filmes com
menor valor de PVA, portanto descartando os filmes contendo 5% de triacetina.
Entre as concentragdes 10 e 15% a selegao foi realizada pelo aspecto visual, onde

a concentracado fixada foi de 10% produziu filmes homogéneos e isentos de
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materiais exudados em sua superficie, ja os filmes contendo 15% de triacetina

apresentaram-se oleosos.

4.1.2 Condigbes para a elaboragdao e a composi¢cao dos surfactantes na

formulagao dos filmes biodegradaveis.

Os surfactantes escolhidos na elaboracdo dos filmes foram Tween 80
(surfactante ndo idnico) e o SDS (surfactante ibnico). O teste preliminar realizado
teve como objetivo: definir a propor¢do da mistura destes dois surfactantes, suas
concentragdes e as condi¢des de preparo dos filmes (pH, temperatura).

As solugdes contendo agua, triacetina, blenda de acido estearico-palmitico,
cera de carnauba ou de cana-de-agucar e os surfactantes em diferentes
combinagbées (100%/0%, 75%/25%, 50%/50%, 25%/75% e 0%/100% de
Tween/SDS) e concentragdes 20 — 2509/100g de gelatina. Também foi avaliado o
efeito de diferentes temperaturas (60, 70, 80, 90°C) e condi¢bes de pH (pH=5,5 ou
8,5). As solugdes foram selecionadas de acordo com seu aspecto visual
(transparentes).

De acordo com os graficos mostrados nas Figuras 7 a 12, foram
identificadas as solugdes que apresentaram transparéncia em menor
concentragdo de surfactante e em menores valores de temperatura, como

apresentado na Tabela 4.
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Figura 7. Aspecto visual da solugao filmogénica contendo triacetina, blenda de
acido estearico-palmitico e cera de cana-de-acucar e a mistura de surfactante

(75% de Tween 80/ 25% de SDS) com pH natural =5,5 da solugéo filmogénica.
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Figura 8. Aspecto visual da solugéo filmogénica contendo triacetina, blenda de
acido estearico-palmitico e cera de cana-de-agucar e a mistura de surfactante
(75% de Tween 80/25% de SDS) com pH =8,5 da solugao filmogénica.
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Figura 9. Aspecto visual da solugéo filmogénica contendo triacetina, blenda de
acido estearico-palmitico e cera de cana-de-acucar e a mistura de surfactante
(50% de Tween 80/ 50% de SDS) com pH=8,5 da solugao filmogénica.
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Figura 10. Aspecto visual da solugao filmogénica contendo triacetina, blenda de
acido estearico-palmitico e cera de carnauba e a mistura de surfactante (100% de

Tween 80) com pH=8,5 da solugao filmogénica.
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Figura 11. Aspecto visual da solugao filmogénica contendo triacetina, blenda de

acido estearico-palmitico e cera de carnauba e a mistura de surfactante (75% de

SDS / 50% de Tween 80) com pH=8,5 da solugao filmogénica.
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Figura 12. Aspecto visual da solugao filmogénica contendo triacetina, blenda de

acido estearico-palmitico e cera de carnauba e a mistura de surfactante (50% de

SDS / 50% de Tween 80) com pH=8,5 da soluc&o filmogénica.
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Para as formulagcbes com cera de cana-de-agucar as combinacdes dos
surfactantes de 100% de SDS e 75% de SDS/25% de Tween 80 foram
descartadas por apresentarem todas as solugcbes turvas, semelhante as
formulacdes de cera de carnauba nas seguintes combinagdes de surfactantes:

75% de Tween/25% de SDS, 100% de Tween e de SDS.

Tabela 4. Condi¢gbes de preparo da solugcédo filmogénica e da combinagdo e

concentragao dos surfactantes utilizados.

Solugao* Concentragao pH/ Filme
do surfactante Temperatura
CA/M100% T 160% pH =8,5/ T=80°C  descartado
CA/75%T/ 25% SDS 120% e 160% pH =5,5/ T=80°C  selecionado
pH=8,5/ T=80°C

CA/50%T/ 50% SDS 120% pH=8,5/ T=80°C  selecionado
CA/25%T/ 75% SDS 200% pH=8,5/ T=70°C  descartado
CA/100% SDS 160% pH=8,5/ T=70°C  descartado
CR/100% T 60% pH =8,5/ T=80°C  selecionado
CR/75%T/ 25% SDS 100% e 120% pH=8,5/ T=80°C  descartado
CR/50%T/ 50% SDS 100% pH=8,5/ T=80°C  selecionado
CR/25%T/ 75% SDS 80% e 120% pH=8,5/ T=80°C  selecionado
CR/100% SDS 160% pH =8,5/ T=80°C  descartado

* CA: cera de cana-de-agucar, CR: cera de carnauba. T: Tween 80; SDS: Dodecil sulfato de sédio.
Solugéo utilizada no teste preliminar contém 0,05g de cera (cana-de-agucar ou de carnauba), 0,1g
de triacetina, 0,29 de blenda de acido graxo (1:1 estearico e palmitico), percentagem do

surfactante com relagédo a massa seca (1g) e 10mL de agua e sem adigao de proteina.

Na Tabela 4 foram apresentadas a concentracdo e a combinacdo dos
surfactantes e as condi¢cdes de preparo dos filmes definidas a partir das solugdes
translucidas identificadas nas Figuras 7 a 12. Fixadas as condi¢gdes de preparo
(temperatura e pH) e as concentragbes da mistura de surfactantes, os filmes foram

preparados (de acordo com o item 3.2.6) a partir destas variaveis fixadas e apos
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secagem foram submetidos a avaliagdo de seu aspecto visual. Os filmes que
apresentaram aspecto oleoso, quebradicos, manchados ou muito opacos, foram
excluidos, como mostrado na Tabela 4. Nas formulagdes contendo cera de
carnauba a adicdo de surfactante sé foi possivel em pH=85 e nenhuma
formulacao (em relagdo a combinagdo da mistura e concentragédo) de surfactante
foi verificada em comum entre as ceras.

A condic¢ao de preparo dos filmes foi definida utilizando-se dois tratamentos
de pH: sem ajuste de pH (pH natural= 5,0 — 6,0) e com ajuste de pH (pH
modificado = 8,5) e a temperatura de 80°C no banho maria por 30 minutos para a

fabricagao dos filmes.

4.1.3 Despigmentacao e Caracterizagao das ceras de cana-de-agucar

Na Tabela 5 pode-se observar os resultados de rendimento da
despigmentacdo da cera e a aparéncia da mesma. Na Figura 13, pode-se
observar a coloragcdo das ceras de cana-de-agucar despigmentadas com
diferentes solventes.

O processo de despigmentagdo da cera consistiu na remogao da clorofila
com o auxilio de solventes orgéanicos (alcool etilico e/ou acetona). Foram
necessarios testes para a escolha do solvente levando-se em conta o rendimento
e a coloragao desejada da cera, como apresentada na Tabela 5.

Observando-se os resultados da Tabela 5 verifica-se que o solvente com
maior rendimento foi o etanol, porém a cera de cana-de-agucar despigmentada
com este solvente apresentou coloracdo verde mais escuro que 0s outros
tratamentos. A medida que se aumentou a concentracdo de acetona ocorreu uma
redugdo no rendimento da cera, mas a despigmentagao tornou-se mais eficiente.
Como o rendimento dos tratamentos utilizando mistura de solventes
(Acetona/Etanol) ndo apresentaram diferenca significativa p<0,05 e a mistura de

etanol (10%)/acetona (90%) teve maior eficiéncia na extracdo da coloragao
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esverdeada esta mistura de solvente foi selecionada. O rendimento na extracao da

cera foi maior com a mistura (1:9 etanol/acetona) em relagao a acetona pura.

Tabela 5. Aspecto e rendimento da cera de cana-de-agucar apds o processo de

despigmentacéo.

Solvente Rendimento* (%) Coloragao
Etanol (100%) 54,40 + 4,6° Verde escuro
Etanol (50%)/ Acetona (50%) 38,90 + 4,0° Verde
Etanol (25%)/ Acetona (75%) 39,10 + 5,5° Verde abacate
Etanol (10%)/ Acetona (90%) 37,60 +2,1° Verde claro
Acetona (100%) 30,60 +2,4° Verde claro

* Os valores de média e desvio padrao foram obtidos a partir de triplicatas. Nota: letras
diferentes na mesma coluna representam diferencga significativa (p< 0,05) entre as médias
obtidas através do teste TUKEY.

(A) (B) (C)

Figura 13. Coloracdo da cera de cana-de-agucar em diversos tratamentos

variando os solventes: (A) 100% de acetona; (B) 90% de acetona/ 10% de etanol;
(C) 75% de acetonal/ 25% de etanol; (D) 50% de acetona/ 50% de etanol e (E)
100% de etanol.
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Depois de padronizado o processo de despigmentagao da cera de cana-de-
agucar (descrito no item 3.2.2) obteve-se a cera despigmentada (Figura 14A) a
partir da cera purificada (Figura 14B). A caracterizacdo da cera de cana
despigmentada e purificada foi realizada com o objetivo de verificar se ocorriam
mudancas em suas propriedades com o processo de despigmentagcdo, como
mostrado na Tabela 6.

(A) (B)

Figura 14. Cera de cana-de-agucar despigmentada (A) obtida através da

despigmentacao da cera de cana de agucar purificada (B).

O processo de despigmentacdo da cera de cana-de-agucar com o solvente
(90% Acetona/10%Etanol), causou modificagbes em algumas propriedades da
cera despigmentada (CD) em relagcdo a cera purificada (CP), como pode-se
observar na Tabela 6, onde o teor de clorofila foi reduzido em 85%. Outras
propriedades que sofreram modificagdes com este tratamento foram o indice de
acidez que foi reduzido em 68% devido a lavagem com os solventes causando a
perde de acidos graxos e nos indices de saponificagdo (redugdo de 50,3%); de
peroxido (reducédo de 83%); de iodo (reducédo de 77%) e matéria insaponificavel
(reducdo de 24%).
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Tabela 6. Caracterizacao fisico-quimica da cera de cana-de-acucar e de carnauba

Propriedades Cana Cana Carnauba***

purificada* despigmentada**

indice de Acidez (mg KOH/g) 39,08 + 0,56 12,54 £ 0,28 13,09 £ 0,48
Matéria Insaponificavel (%) 50,84 + 7,89 38,37 £ 5,77 54,80 £ 2,46
indice de Saponificagdo (mg 118,33 + 2,22 58,72 + 5,49 75,32 + 2,26
KOH/g)
Umidade (%) 5,28 £ 0,28 5,30 £ 0,36 -
Cinzas (%) 0,26 £ 0,04 0,93+0,12 -
Fosforo (mg/kg) 204,79 + 7,11 188,62 + 25,12 6,55+ 0,79
indice de lodo (mg /100g) 55,72 £ 0,33 12,89 + 1,64 -
Teor de Clorofila (mg/kg) 138,31+ 2,22 20,75+ 2,93 -
Ponto de Fusao (°C) 70,20 85,2 75,3
indice de Peroxido (mg /100g) 61,00 £ 2,20 10,59 + 0,02 -

* Valores obtidos por ROZARIO (2006); **A média e o desvio padrdo foram obtidos por 5
repeticdes. *** valores obtidos por VIEIRA (2003).

A derivatizagdo das amostras de cera purificada e despigmentada com o
reagente de Grignard foi monitorada através de cromatografia em camada delgada
(CCD). A reagao ocorreu durante 2 horas a temperatura ambiente e promoveu a
conversdo dos ésteres em alcoois primarios e terciarios em todas as amostras
analisadas. As anadlises por CCD mostraram que as amostras derivatizadas
apresentaram bandas relativas aos alcoois primarios, alcoois terciarios e
hidrocarbonetos (que nao foram alterados pelo reagente de Grignard), como
verificado também por VIEIRA (2003).

As ceras analisadas apresentaram alcoois graxos saturados de 24 a 32
carbonos, sendo que o principal componente nas ceras purificada e
despigmentada de cana-de-acucar foi o octacosanol (CysHs7OH). As ceras
epicuticulares de varias plantas possuem normalmente alcoois graxos de 20 a 32
carbonos (TULLOCH, 1974; BENNET, 1956). A Tabela 7 apresenta a composi¢cao
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obtida em alcoois graxos das amostras derivatizadas. Para estas determinagdes

um padréo interno foi utilizado. Os cromatogramas sao apresentados no Anexo |l

Tabela 7. Composigcédo de alcoois graxos de ceras purificadas e despigmentadas

de cana-de-agucar e cera de carnauba.

Alcoois Cera de cana Cera de cana Cera de

graxos purificada(%)* despigmentada(%)** Carnauba(%)***
22:0 - - 3,52
24:0 1,76 £ 0,18 1,19 £ 0,08 12,53
26:0 15,29 + 2,31 14,96 + 1,70 -
27:0 3,14 £ 0,22 1,42 £ 0,02 -
28:0 59,28 + 1,80 60,94 + 0,49 2,01
29:0 9,73+1,10 10,58 + 0,53 -
30:0 8,16 + 0,39 7,93+0,43 10,32
32:0 2,64 +£0,18 2,97 £ 0,31 58,37
34:0 - - 12,95

* Valores obtidos por ROZARIO (2006); **A média e o desvio padrdo foram obtidos por 3
repeticdes. *** valores obtidos por VIEIRA ( 2003).

Na Tabela 7, observa-se que o conteudo dos alcoois graxos (Cz4 ao C3z) da
cera de cana-de-agucar despigmentada n&o sofreu alteragbes significativas
comparado com a cera purificada, mostrando que o processo de despigmentacao

nao causou modificacdes agressivas na composi¢ao da cera.

4.1.4 Concentragao das ceras nos filmes

Definidas as concentragdes de blenda de acidos graxos e de triacetina,
foram testadas diversas concentragdes de cera (cana-de-agucar e carnauba), para
verificar em qual das concentracdes (2,5; 5; 7,5; 10%) a cera seria incorporada

com maior eficiéncia. Os filmes foram avaliados de acordo com seu aspecto

62



Resultados e Discussao

visual. Os filmes compostos de 2,5 e 5% de cera tanto de carnauba quanto de
cana-de-agucar apresentaram boa homogeneidade, coloragdo homogénea e
auséncia de particulas insoluveis dispersas irregularmente na superficie, ao
contrario do que foi observado para os filmes contendo 7,5 e 10% de cera. A
concentragao de cera de 5% foi escolhida por apresentar melhor aspecto visual e
com isso maior eficiéncia na incorporagao, em relagéo as outras concentragdes.
Depois de fixada a concentragdo de cera (de cana-de-agucar e carnauba)
em 5% (em relagdo a massa seca da gelatina) adicionadas aos filmes, foi
realizado um aquecimento da solugdo filmogénica no processamento para
aumentar a eficacia na incorporagédo das ceras e da blenda de acidos graxos na
matriz da gelatina previamente solubilizada. Apds a fixagdo das formulagdes os

filmes foram produzidos e caracterizados.

4.1.5 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi fixada na faixa de 0,115 a 0,125mm, variando-se
o volume da solugao filmogénica dispersa na placa para cada formulagdo, como

pode ser observada nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8. Matéria-seca, volume da solugao filmogénica disperso no suporte e

espessura obtida para diferentes formulag¢des estudadas (sem ajuste de pH):

Filmes* Massa Seca (g) Aliquota(mL) Espessura (mm)
Gel 10,00 24,0 0,110 £ 0,008
Gel/Tri (10%) 11,00 23,0 0,115+ 0,012
Gel/BI (20%) 12,00 17,0 0,111 £ 0,011
Gel/Tri/BI 13,00 17,0 0,117 £ 0,009
Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 13,25 15,5 0,111 £ 0,012
Gel/Tri/BI/CA (5%) 13,50 14,5 0,115 £ 0,009
Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 13,75 15,5 0,127 £ 0,008
Gel/Tri/BI/CA (10%) 14,00 15,0 0,126 £ 0,007
Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 13,25 15,5 0,117 £ 0,005
Gel/Tri/Bl/ CR (5%) 13,50 15,0 0,116 £ 0,010
Gel/Tri/BI/ CR (7,5%) 13,75 15,5 0,125 + 0,009
Gel/Tri/Bl/ CR (10%) 14,00 15,0 0,127 £ 0,011
Gel/120S 22,00 12,5 0,122 £+ 0,007
Gel/Tri/120S 23,00 12,0 0,113+ 0,014
Gel/BI/120S 24,00 11,0 0,118 £ 0,009
Gel/Tri/BI/120S 25,00 11,0 0,120 £ 0,013
Gel/Tri/BI/CA (5%)/120S 25,5 9,0 0,122 £ 0,004
Gel/160S 26,00 8,0 0,111+ 0,021
Gel/Tri/160S 27,00 9,0 0,116 £ 0,015
Gel/BI/160S 28,00 9,0 0,127 £ 0,011
Gel/Tri/BI/160S 29,00 9,0 0,120 £ 0,008
Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 29,50 8,0 0,125 £ 0,011

* Gel: Gelatina, Tri: triacetina, Bl: blenda de acidos graxos (1:1 estearico e palmitico), CA: cera de
cana-de-agucar, CR: cera de carnauba, 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura
Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina, 120S: 120% mistura de
surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da

gelatina.
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Tabela 9. Matéria-seca, volume da solugao filmogénica disperso no suporte e

espessura obtida para diferentes formulag¢des estudadas (com ajuste de pH):

Filmes* Massa Seca (g) Aliquota (mL) Espessura (mm)
Gel 10,00 26,0 0,131+ 0,004
Gel/Tri (10%) 11,00 25,0 0,131 £ 0,009
Gel/BI (20%) 12,00 21,0 0,127 + 0,008
Gel/Tri/BI 13,00 21,0 0,135 + 0,005
Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 13,25 20,5 0,137 £ 0,011
Gel/Tri/BI/CA (5%) 13,50 20,0 0,134+ 0,006
Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 13,75 19,5 0,139 £ 0,015
Gel/Tri/BI/CA (10%) 14,00 19,0 0,137 £ 0,009
Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 13,25 20,5 0,141 £ 0,012
Gel/Tri/Bl/ CR (5%) 13,50 20,0 0,134 + 0,007
Gel/Tri/Bl/ CR (7,5%) 13,75 19,5 0,138 + 0,009
Gel/Tri/Bl/ CR (10%) 14,00 19,0 0,141 £ 0,012
Gel/60T 16,0 14,0 0,129 £ 0,012
Gel/Tri/60T 17,0 15,0 0,132 + 0,004
Gel/Bl/ 60T 18,0 15,0 0,127 + 0,003
Gel/Tri/BI/60T 19,0 15,0 0,137 £ 0,004
Gel/Tri/BI/CR(5%)/60T 19,5 12,0 0,118+ 0,010
Gel/BI/80SDS 20,0 14,0 0,131 £ 0,003
Gel/Tri/BI/CR(5%)/80SDS 21,5 12,0 0,121 £ 0,007
Gel/120S 22,0 12,0 0,124 + 0,019
Gel/Tri/120S 23,0 13,0 0,138 + 0,003
Gel/Tri/BI/CR(5%)/100MT 23,5 10,0 0,128+ 0,013
Gel/BI/120S 24,0 13,0 0,138 + 0,002
Gel/Tri/BI/120S 25,0 12,5 0,134 + 0,009
Gel/Tri/BI/120MT 25,0 11,0 0,121+ 0,002
Gel/Tri/BI/CA (5%)/120S 25,5 9,0 0,126 + 0,016
Gel/Tri/BI/CA (5%)/120MT 25,5 9,5 0,122 £ 0,015
Gel/Tri/BI/CR(5%)/120SDS 25,5 9,5 0,119 £ 0,009
Gel/BI/160S 28,0 11,0 0,133 £ 0,001
Gel/Tri/BI/160S 29,0 10,0 0,128 +0,008
Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 29,5 8,0 0,122 + 0,010

* Gel: Gelatina, Tri: triacetina, Bl: blenda de acidos graxos (1:1 estearico e palmitico), CA: cera de cana-
de-acucar, CR: cera de carnauba, 60T: 60% de Tween 80 em relagdo a massa seca da gelatina; 80SDS:
80% mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da mistura SDS) em relagéo a
massa seca da gelatina; 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da
mistura SDS) em relacdo a massa seca da gelatina; 100MT: 100% mistura de surfactantes (onde 50%
da mistura Tween 80 e 50% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 120MT: 120%
mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80 e 50% da mistura SDS) em relacdo & massa
seca da gelatina; 120SDS: 120% mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da
mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da
mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina.
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Como esperado nas Tabelas 8 e 9, observa-se uma diminui¢cdo do volume
disperso no suporte da solugdo filmogénica com o aumento da quantidade de
matéria seca nos filmes, mesmo comportamento observado por BERTAN (2003) e
FAKHOURI (2002) onde o aumento da quantidade de matéria seca com a adigcéo
de acidos graxos a filmes de gelatina e triacetina causou um aumento da
espessura.

Com a aliquota definida para todos os filmes, cada formulacéo foi analisada
em relacdo a permeabilidade ao vapor de agua (PVA), resisténcia mecanica,
solubilidade em agua, opacidade (considerando-se o PVC, como referéncia),
morfologia através de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), microscopia
eletrbnica de varredura a laser (MCVL), isotermas de sor¢do e calorimetria
diferencial de varredura (DSC) para os filmes contendo as ceras e os surfactantes

(separadamente e em conjunto).

4.2 Permeabilidade ao vapor de agua

Nos filmes de gelatina em pH natural (5,5) a adicdo de triacetina e da
blenda de estearico-palmitico provocou um aumento da permeabilidade de vapor
de agua (PVA), ja nos filmes (pH=5,5) adicionados de triacetina e de blenda
separadamente ndo apresentaram diferenca significativa na PVA, em relacdo aos
filmes de gelatina (Tabela 10). Nos filmes com ajuste de pH (8,5) a adigdo de
triacetina e de blenda (individualmente ou combinados) reduzem
significativamente os valores de PVA, sendo mais acentuado para os filmes
contendo triacetina e blenda apresentando uma taxa de redugédo de 70%, em
relacado ao filme simples de gelatina (Tabela 11). Observando as Tabelas 10 e 11,
verificou-se que o ajuste de pH aumentou a PVA filme de gelatina, em relagdo ao
filme sem ajuste de pH, efeito contrario foi observado para o filme contendo
triacetina e blenda o ajuste de pH reduz a PVA em 67% em relagdo aos filmes

sem ajuste de pH. Para os demais filmes sem a adigédo de cera o ajuste de pH nao
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provocou alteragdes significativas na PVA, em relagdo aos filmes sem ajuste de
pH.

Os filmes compostos de gelatina e cera de cana ou de carnauba contendo
2,5; 5; 7,5 e 10% foram ensaiados quanto a PVA para identificar a concentragéo
de cera com melhor eficiéncia e homogeneidade de incorporagao, ou seja, menor
PVA. Os filmes compostos de gelatina contendo 5% de cera (cana-de-agucar ou
carnauba) foram escolhidos por possuirem menor valor, embora sem diferenca
significativa (p < 0,5) na taxa de PVA e melhor aparéncia, como observado nas
Tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina (10%) (sem
ajuste do pH, pH=5,5), triacetina (10%), blenda de &cidos graxos (1:1 estearico e
palmitico) (20%) e cera de cana-de-agucar (0%, 2,5; 5; 7,5; 10%).

Filmes Espessura (mm) PVA (gmm/m“dKPa)*

Gel 0,110 + 0,008 11,59 + 0,23"°

Gel/Tri 0,115 + 0,012 12,62 + 0,29%°

Gel/BI 0,111 + 0,011 11,75 + 0,15%P¢
Gel/Tri/Bl 0,117 + 0,009 13,34 + 0,48°

Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 0,111 £ 0,012 11,47 + 0,10%0¢

Gel/Tri/BI/ICA (5%) 0,115 + 0,009 10,34 + 0,10%¢

Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 0,127 + 0,008 12,09 +0,18°

Gel/Tri/BI/CA (10%) 0,126 + 0,007 12,20 + 0,16%°

Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 0,117 + 0,005 12,96 + 0,197°

Gel/Tri/BI/ICR (5%) 0,116 £ 0,010 10,42 + 0,69°¢
Gel/Tri/BI/CR (7,5%) 0,125 + 0,009 5,53 +0,20'
Gel/Tri/BI/CR (10%) 0,127 + 0,011 8,18 + 0,35°

*Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acido graxo (estearico-palmitico); CA:cera de cana-
de-aglcar; CR: cera de carnauba. **Os valores de média e desvio padrao foram obtidos a
partir das ftriplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca

significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.
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Na Tabela 10, pode-se verificar que a adicdo da cera de cana-de-agucar
nos filmes emulsionados de gelatina sem ajuste de pH, em diversas
concentragdes (2,5, 5, 7,5 e 10%) n&o alteraram significativamente os valores de
PVA. Isto pode ser explicado pela pouca incorporagdo desta cera na matriz
protéica, aumentando o numero de espagos vazios na interface proteina-cera,
fendbmeno evidenciado também por DONHOWE e FENNEMA (1994) em filmes
emulsionados com cera de carnauba e candelila. Foi observada uma diferencga
significativa nos valores de PVA entre as ceras de carnauba e de cana-de-agucar
nos filmes emulsionados de gelatina sem ajuste de pH.

A adigdo da cera de cana-de-agucar sem ajuste de pH (Tabela 10) produziu
um ligeiro acréscimo no valor da PVA conforme a quantidade de cera de cana
aumentava, obtendo-se o menor valor da PVA para a adicdo de 5% de cera. O
mesmo efeito foi observado para os filmes emulsionados sem ajuste de pH com a
adicdo crescente de cera de carnauba (Tabela 10), que também provocou um
aumento da PVA, apresentando menor valor de PVA na concentragéo 7,5%,
mesmo comportamento verificado em filmes emulsionados de proteina do soro
com cera de carnauba (TALENS; KROCHTA, 2005).

Para os filmes a base de gelatina elaborados com ajuste de pH (8,5)
mostrados na Tabela 11, os valores de PVA foram afetados com a adicdo das
ceras (de cana-de-agucar ou de carnauba). A adicdo de ambas as ceras reduziu
os valores de PVA em relacdo ao filme de gelatina, sendo a de carnauba um
pouco mais eficiente nesta reducao (Tabela 11). Esta redugdo pode ser explicada
pela hidrofobicidade das ceras que retém a passagem de vapor de agua através
do filme. Varios autores verificaram que a adicdo de cera foi mais efetiva na
redugdo da PVA, como KIM et al. (2002) em filmes emulsionados de isolado
protéico de soja com cera de sorgo, onde a adi¢cdo da cera reduziu 60% a PVA em
relacdo ao filme sem a cera.

Quando o pH foi aumentado (Tabela 11) a adigdo crescente da cera (de
cana-de-agucar ou de carnauba) na faixa de concentracdo de 2,5 até 10%
provocou redugcdo da PVA, em relacdo ao filme de gelatina. Para os filmes

contendo cera de cana o menor valor apresentado foi na concentragcdo de 7,5%,
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em relagdo as outras concentragbes da cera, ja os filmes contendo cera de
carnauba nao apresentaram diferengas significativas entre as concentragbes da
cera. Por outro lado, o aumento no valor da PVA com o aumento do teor de
lipidios foi observado por BATISTA (2004), para filmes a base de pectina e por
GARCIA; MARTINO e ZARITZKI (2000) para filmes a base de amido. O aumento
da PVA pode ter sido decorrente de uma possivel descontinuidade da matriz
filmogénica com a adigdo dos compostos lipidicos.

Diminuicdo da PVA com a adicao de compostos lipidicos foi relatado na
literatura disponivel sobre filmes comestiveis/ biodegradaveis YANG e PAUSON
(2000a) examinaram o efeito da adicdo de blenda de acido estearico-palmitico,
assim como da cera de abelha nas propriedades dos filmes de gela na e os
resultados revelaram que ambos foram efetivos na redugao da PVA, sendo a cera
mais efetiva. PALMU e GROSSO (2003) para filmes a base de gluten adicionados
de 30% da mistura acido estearico-palmitico e cera de abelha, verificaram uma
reducdo da PVA (1,65 gmm/m?dKPa) quando comparados com o mesmo filme
contendo apenas 30% de cera de abelha (5,01 gmm/m?dKPa). Outros autores
relataram que ao se adicionar os componentes lipidicos em filmes de gluten
ocorreu um aumento na PVA, devido aos componentes hidrofobicos apresentarem
forma esférica e ndo serem capazes de se associar com a cadeia de proteina,
resultando em uma interacdo heterogénea entre a proteina e o lipidio tornando-se
um fator critico na PVA dos filmes (GONTARD et al., 1994).
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Tabela 11. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina (10%) (com
ajuste do pH, pH=8,5), triacetina (10%), blenda de acidos graxos (1:1 estearico e

palmitico) (20%) e cera de cana-de-agucar ou de carnauba (0%, 2,5; 5; 7,5; 10%).

Filmes* Espessura (mm) PVA (gmm/m*dKPa)**
Gel 0,131+ 0,004 14,87 + 0,922
Gel/Tri 0,131 + 0,009 11,60 + 0,34°
Gel/BI 0,131 £ 0,009 11,60 + 0,34°
Gel/Tri/BI 0,135 + 0,005 4,42 +0,20°
Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 0,137 + 0,011 6,48 + 0,45%¢
Gel/Tri/BI/CA (5%) 0,134+ 0,006 6,85 + 0,34°
Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 0,139 £ 0,015 4,79 + 0,45%¢
Gel/Tri/BI/CA (10%) 0,137 + 0,009 6,27 + 0,66°°
Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 0,141 £ 0,012 4,80 +0,28%°
Gel/Tri/BI/CR (5%) 0,134 + 0,007 5,12 + 0,39%°
Gel/Tri/BI/CR (7,5%) 0,138 + 0,009 5,85 + 0,40°
Gel/Tri/BI/CR (10%) 0,141 £ 0,012 5,45 + 0,68%°

*Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acido graxo (estearico-palmitico); CA:cera de cana-
de-aglcar; CR: cera de carnauba. **Os valores de média e desvio padrdo foram obtidos a
partir das ftriplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca

significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

Pode-se observar comportamento semelhante tanto para a cera de cana-
de-agucar como para cera de carnauba, ou seja, o ajuste do pH provocou redugéo
da PVA, em relacao aos filmes sem ajuste de pH, exceto para os filmes contendo
cera de carnauba na concentragdo de 7,5% que nao apresentaram diferenga
significativa nos valores de PVA, em relagéo aos filmes sem ajuste de pH (Figura
10 e 11). De acordo com PEREZ-GAGO e KROCHTA (1999) que estudaram o
efeito da variagao do pH (4,0 - 8,0) em filmes emulsionados de proteina de soro de
leite e cera de abelha, a utilizagdo de um valor do pH mais proximo do ponto

isoelétrico da proteina provocou um aumento da PVA, relacionado com a
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separacao de fase nos filmes emulsionados que consequientemente aumentaram
o tamanho da gota da emulsdo (em torno de 10mm) tornando-se instavel.
Adicionalmente o pH mais proximo do pl aumenta a viscosidade da solugao, pela
agregacao proteina-proteina diminuindo assim a mobilidade das particulas
lipidicas o que pode provocar uma dispersao irregular na matriz filmogénica.
Considerando que a gelatina utilizada apresenta um ponto isoelétrico na faixa de
4,5-5,5 o aumento do pH pode ter produzido os efeitos contrarios aos citados
levando a reducao da PVA, devido a distadncia do pH de trabalho e do ponto
isoelétrico. Ainda de acordo com PEREZ-GAGO; KROCHTA (1999) por outro lado,
o0 aumento do pH para valores mais altos poderia ter exposto mais os grupos SH
da proteina do soro de leite de alguma forma permitindo o aprisionamento da
fragao lipidica na rede protéica, prevenindo a separacdo de fases, produzindo
tamanho de gotas de emulsdo menores (em torno de 1,5mm) facilitando assim

dispersao na emulsao e produzindo menores valores de PVA.

PVA (gmm/m’dkPa)

2+ —M— sem ajuste de pH=5,5
—A— com ajuste de pH=8,5

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentragao da mistura de surfactante
(75Tween/25SDS) (%)

Figura 15. Efeito do aumento da concentragdo da mistura surfactantes nos filmes
de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos e cera de cana-de-agucar em duas
condi¢cbes de pHs (com ajuste=8,5 e sem ajuste= 5,5) sobre a permeabilidade ao

vapor de agua.
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Em relacdo a adicdo de diferentes concentracbes de mistura de
surfactantes (Figura 15), pode-se observar que a adigdo crescente (0, 120 e
160g/100g de gelatina) da mistura de surfactante (3:1 Tween 80/ SDS) provocou
efeito contrario em relagcdo ao aumento do pH (Figura 15). Nos filmes sem ajuste
de pH (5,5) a adicdo desta mistura de surfactante foi mais eficiente na redugao da
PVA, favorecendo a acédo do surfactante na solugdo filmogénica como agente
emulsificante, estabilizando a emuls&o e distribuindo melhor os glébulos de lipidios
na matriz protéica. Ja os filmes com ajuste de pH (8,5) a adicdo da mistura de
surfactante aumentou a PVA tornando sua aplicacdo nesta condicdo de pH
inviavel. O aumento da concentracdo da mistura de surfactante nos filmes
emulsionados favorece o aumento da diferenca das PVAs entre os filmes com e
sem ajuste de pH.

Este estudo foi realizado apenas com a cera de cana-de-agucar, pois 0s
filmes emulsionados de cera de carnauba adicionados da mistura de surfactante
em pH acido (5,5) foram descartados pelo teste preliminar (no item 4.1.2) por
apresentarem solucdes turvas.

Na Figura 16, pode-se observar o efeito do aumento do pH nas formulagdes
contendo gelatina, e blenda até as mais complexas (contendo cera de cana-de-
agucar 3,5g) adicionadas da mistura de surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS, na
concentragdo de 160%), a adicdo do surfactante em pH basico provocou um
aumento da PVA, comparando com os filmes sem ajuste de pH. A adigdo desta
mistura de surfactante nos filmes de gelatina e nos filmes compostos de gelatina e
triacetina ambos com ajuste de pH (8,5) foram descartados por apresentarem
manchas e rachaduras, os demais foram analisados e verificou-se um aumento da
PVA em relagao aos filmes sem ajuste de pH, como mostrado na Figura 16.
Abaixo desta concentragdo (2g de material hidrofobico) os filmes foram
analisados. Contrariamente, para filmes com a mesma mistura de surfactante na
concentragdao de 120%, o efeito do aumento do pH n&o causou alteragdes

significativas nos valores de PVA, como observa-se na Figura 17.
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Figura 16. Comportamento da PVA com e sem ajuste de pH nos filmes de
gelatina (0g de material hidrofébico- MH); adicionado de triacetina (1g de MH);
blenda de acidos graxos (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina,
blenda e cera de cana-de-agucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na

concentragao de 160%.
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Figura 17. Comportamento da PVA com e sem ajuste de pH nos filmes de
gelatina (0Og de material hidrofébico- MH); adicionado de triacetina (1g de MH);
blenda de acidos graxos (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina,

blenda e cera de cana-de-agucar (3,59 de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na

concentragao de 120%.
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A condicdo de pH influéncia o comportamento do surfactante na solugao
filmogénica. Nos filmes sem ajuste de pH (pH=5,5) o surfactante age promovendo
uma estabilizagcdo da emulsdo e melhorando assim a distribuicdo dos glébulos de
lipidios na matriz protéica, diminuindo a PVA. Em pH alcalino a solugéo
filmogénica apresenta-se totalmente ionizada, nestas condigdes de pH juntamente
com a temperatura de secagem 25°C o surfactante poderia estar perdendo sua
propriedade de agente emulsificante e isto poderia explicar o aumento da PVA.

Para filmes elaborados sem ajuste de pH (5,5) contendo cera de cana-de-
acucar (Tabela 12), observa-se uma diminuigao significativa na PVA com a adi¢ao
dos surfactantes. Efeito semelhante foi obtido em filmes compostos de
metilcelulose e parafina com a adicdo de glicerol monoestearato (99% pureza)
onde a PVA foi de 25,5 + 2,7 para 7,1 + 0,3 g/m?h, taxa de redugdo de 72%
(DEBEAUFORT; QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1995). Esta melhora nos valores
de PVA foi atribuida a diminuigdo do tamanho do didmetro dos globulos de lipidios
em consequéncia desta diminuicdo sua distribuicdo ficou mais homogénea na
emulsao.

DEBEAUFORT, QUEZADA-GALLO e VOILLEY (1995) observaram que a
adicdo de surfactante (Tween 80) em filmes emulsionados de metilcelulose e
parafina ndo afetou significativamente a taxa de permeagado dos filmes sem a
adicao de surfactante (25,5+ 2,7g/m?h) e com a adicdo de Tween 80 (22,2 + 1,9
g/m?h).

Na Tabela 13 pode-se observar o efeito dos surfactantes associado ao
aumento do pH nos filmes contendo cera de cana-de-agucar. Os filmes produzidos
utilizando-se a mistura (CA (5%)/120MT) apresentaram PVA inferior a PVA do
filme sem a adigdo de surfactantes. As outras duas formulagbes testadas (75%
Tween 80/ 25% de SDS) em concentracdes (120 e 1609/100g de gelatina) de
surfactantes provocaram aumento da PVA em relacdo ao filme sem adi¢do de
surfactantes em pH=8,5 (Tabela 13). Por outro lado, em filmes a pH=5,5 (Tabela
12) o aumento da quantidade de surfactante (75% Tween 80/ 25% de SDS)

provocou reducgio da PVA.
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Tabela 12. Efeito da adicdo de surfactante na permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes de gelatina (10%) (sem ajuste de pH, pH=5,5), triacetina (10%), blenda

de acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) (20%) e cera de cana-de-agucar (5%).

Filme* Espessura (mm) PVA (gmm/m“dKPa)**
CA (5%) 0,115 + 0,009 10,34 + 0,10?
CA (5%)/160S 0,125+ 0,011 7,79+0,11°
CA (5%)/120S 0,122 + 0,004 8,14 +0,76°

* CA: cera de cana-de-agucar; 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween
80 e 25% da mistura SDS) com relacdo a massa seca da gelatina; 120S: 120% mistura de
surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) com relagdo a massa seca
da gelatina. ** Média e desvio padrdo das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna

representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

Tabela 13. Efeito da adicdo de surfactante na permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes de gelatina (10%) (com ajuste de pH, pH=8,5), triacetina (10%), blenda

de acidos graxos (1:1 esteérico e palmitico) (20%) e cera de cana-de-agucar (5%).

Filme* Espessura (mm) PVA (gmm/m*dKPa)**
CA (5%) 0,134+ 0,006 6,85 + 0,34"°
CA(5%)/160S 0,122 £ 0,010 9,33 +1,78°
CA(5%)/120S 0,126 £ 0,016 9,52 + 0,60°
CA(5%)/120MT 0,122 £ 0,015 4,99 + 0,05°

*CA: cera de cana-de-acgucar; 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween
80 e 25% da mistura SDS) em relacdo a massa seca da gelatina; 120S: 120% mistura de
surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da
gelatina; 120MT: 120% mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80 e 50% da mistura
SDS) em relagdo a massa seca da gelatina. ** Os valores de média e desvio padrao foram obtidos
a partir das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa
(p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.
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Para os filmes contendo cera de carnauba (com ajuste de pH=8,5) o efeito
da adicao dos surfactantes, pode ser visto na Tabela 14. Nos filmes de carnauba
(pH=8,5) a adigao das misturas de surfactantes (1:3 Tween 80/ SDS e 1:1 Tween/
SDS), nas concentragdes de 80 e 100% nao provocaram alteragcéo significativa
nos valores de PVA, em relacdo aos filmes sem a adicdo de surfactantes. Ja a
adicao de 60% de Tween 80 e de 120% de 1:3 Tween/ SDS provocaram aumento
na PVA. Em relacdo da concentracdo de misturas de surfactantes, pode-se
observar na Figura 18 que o aumento da concentragdo da mistura de surfactantes
provocou aumento da PVA. Este aumento da PVA com a adicdo de surfactante
pode ser explicado pelas condigbes de secagem da solugdo filmogénica para
formar os filmes (25°C e 40% RH) que poderiam provocar alteracbes nas
propriedades da emulsdo favorecendo assim a formacdo de agregados. As
misturas de surfactante podem agir estabilizando a emulsdo e assim facilitar a
incorporacao dos lipidios em uma determinada temperatura fixada pelos graficos
apresentados nas Figuras 7 a 12 (70-90°C) e a secagem em outras condi¢des de
temperatura (temperatura=25°C) pode ter agido desestabilizando a mesma. Esta
desestabilizagdo parece favorecer a formagdo de agregados conferindo uma
irregularidade e heterogeneidade na distribuicdo dos globulos lipidicos na matriz

do filme e aumentando assim a PVA.
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Tabela 14. O efeito da adi¢cao de surfactante na permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes de gelatina (10%) (com ajuste de pH=8,5), triacetina (10%), blenda de

acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) (20%) e cera de carnauba (5%).

Filme* Espessura (mm) PVA (gmm/m“dKPa)**
CR (5%) 0,134 + 0,007 5,11 + 0,39°
CR(5%)/60T 0,118 £ 0,010 10,05 £ 0,36°
CR(5%)/100MT 0,128 £ 0,013 5,75+ 0,15°
CR(5%)/120SDS 0,119 £ 0,009 9,52 + 0,60°
CR(5%)/80SDS 0,121 £ 0,007 5,13 £ 0,40°

* CR: cera de carnauba, 60T: 60% de Tween 80 em relagdo a massa seca da gelatina;. 100MT:
100% mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80 e 50% da mistura SDS) em relagao
a massa seca da gelatina; 120SDS: 120% mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80
e 75% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 80SDS: 80% mistura de
surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da
gelatina. **Média e desvio padrdo das friplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

PVA (gmm/m’dKPa)
(4]
-

0 —r
0 20 40 60 80 100 120

Concentragédo da mistura de surfactante
(75SDS/25Tween) (%)

Figura 18. Efeito do aumento da concentragdo da mistura surfactantes nos filmes
de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos e cera de carnauba com pH

ajustado 8,5 na permeabilidade ao vapor de agua (PVA).
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Foi realizado outro estudo da adicdo de surfactante de forma mais
especifica, observando-se sua interagdo com cada componente do filme
separadamente e sua influéncia na PVA, como mostrado nas Tabelas 15 a 19. Na
Tabela 15 para os filmes sem ajuste de pH (5,5) adicionados da mistura de
surfactantes (3:1 Tween 80/SDS, na concentragao de 160% em relagdo a massa
seca da gelatina) foi observado uma diminuicao significativa (p<0,05) da PVA em
relacdo aos filmes sem a adicdo de surfactantes. Nesta comparagao a taxa de
redugdo apresentou-se mais significativa para o filme emulsionado de gelatina
contendo blenda de acido estearico-palmitico e triacetina (92%) e a menos
significativa para o filme composto de gelatina, triacetina, blenda de acido
estearico-palmitico e cera de cana-de-agucar (redugdo de 25%), observados na
Tabela 15. Este mesmo comportamento foi observado reduzindo-se a
concentragao da mistura de surfactante de 160% para 120% em relacdo a massa
seca da gelatina nos filmes sem ajuste de pH (5,5) (Tabela 16), onde as taxas de
reducdo foram menores nesta concentracdo em comparagdo a mistura de
surfactante contendo 160% (Tabela 15 e 16). RHIM et al. (2002a) verificaram
resultados semelhantes com a adigdo de dodecil sulfato de sddio (SDS) nos filmes
a base de isolado protéico de soja onde a PVA foi reduzida de 10,1 + 0,5 (filmes
com 0% de surfactante) para 5,6 + 0,4 gmm/m*hKPa (filmes com 40% de SDS)

com uma taxa de reducéo de 56%.
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Tabela 15. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS, na
concentracdo de 160% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (sem ajuste de pH=5,5); adicionados triacetina; blenda de acidos graxos
(1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de cana-de-

acucar (5%) na permeabilidade de vapor de agua (PVA).

Filmes* Espessura (mm) PVA (gmm/m*dKPa)**
Gel 0,110 + 0,008 11,59 £ 0,23°
Gel/160S 0,111+ 0,021 7,17 £0,32°
Gel/ Tri 0,115+ 0,012 12,62 + 0,29°
Gel/Tri/160S 0,116 £ 0,015 1,99 + 1,19°
Gel/BI 0,111 £ 0,011 11,75+ 0,15°
Gel/BI/160S 0,127 + 0,011 7,02+0,18°
Gel/Tri/BI 0,117 + 0,009 13,34 +0,48°
Gel/Tri/BL/160S 0,120 + 0,008 1,05 + 0,07°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 0,115 + 0,009 10,34 £ 0,10°

Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 0,125+ 0,011 7,79+0,11°

* Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1 estearico-palmitico); CA: cera de
cana-de-agucar; 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da
mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média desvio das triplicatas. Nota: letras
diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas
através do teste TUKEY.
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Tabela 16. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS, na
concentracdo de 120% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (sem ajuste de pH=5,5); adicionados triacetina; blenda de acidos graxos
(1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de cana-de-

acucar (5%) na permeabilidade de vapor de agua (PVA).

Filmes* Espessura (mm) PVA (gmm/m*dKPa)**
Gel 0,110 + 0,008 11,59 + 0,232
Gel/120S 0,122 + 0,007 6,90 + 1,49°
Gel/ Tri 0,115 + 0,012 12,62 + 0,297
Gel/Tri/120S 0,113 + 0,014 4,44 +117°
Gel/BI 0,111 + 0,011 11,75 + 0,15
Gel/BI/120S 0,118 + 0,009 9,54 + 0,44°
Gel/Tri/Bl 0,117 + 0,009 13,34 + 0,487
Gel/Tri/BL/120S 0,120 + 0,013 9,31+ 0,49°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 0,115 + 0,009 10,34 + 0,107
Gel/Tri/BI/CA (5%)/120S 0,122 + 0,004 8,14 +0,76"

* Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agUcar; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1
estearico-palmitico); 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25%
da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrao das triplicatas.
Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as
médias obtidas através do teste TUKEY.

Nos filmes sem ajuste de pH a adigdo da mistura de surfactante foi efetiva
na diminuicdo da PVA. Enquanto o aumento do pH apresentou efeito contrario
como mostrado nas Tabelas 17 a 19.

A adigdo da mistura de surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS, na concentragéo
de 160g/100g de gelatina) nos filmes emulsionados com ajuste de pH provocou
um aumento na PVA, em relacdo aos filmes sem a adicdo de surfactante, como
mostrado na Tabela 17. Diminuindo-se a concentracdao da mistura de surfactante
(3:1 Tween 80/SDS) de 160% para 120% verificou-se 0 mesmo comportamento da

PVA dos filmes (contendo de 2 a 3,5g de material hidrofébico) com relagdo aos
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filmes contendo 160% da mistura (Tabela 18). Nesta concentragédo todas as
formulagdes foram selecionadas pelo aspecto visual desde o filme simples de
gelatina até os filmes compostos contendo cera de cana-de-agucar, como
mostrado nas Tabelas 17 e 18. Nos filmes simples de gelatina e nos filmes
compostos de gelatina e triacetina a adigcdo de 120% da mistura de surfactante
reduziu a PVA em relagdo aos filmes sem a adicdo da mistura de surfactantes
(Tabela 18).

Tabela 17. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS, na
concentracdo de 160% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (com ajuste de pH=8,5); adicionados triacetina; blenda de acidos graxos

(1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de cana-de-

acucar (5%).

Filmes * Espessura (mm) PVA (gmm/m*dKPa)**

Gel/BI 0,127 + 0,008 3,46 + 0,37°

Gel/BI/160S 0,133 + 0,001 8,94 +0,71°

Gel/Tri/BI 0,135 £ 0,005 4,42 +0,20°

Gel/Tri/BL/160S 0,128 + 0,008 11,76 + 0,337

Gel/Tri/BI/CA (5%) 0,134 £+ 0,006 6,85 + 0,34°

Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 0,122 + 0,010 9,33+1,78°

* * Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agucar; Tri:triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1
estearico-palmitico); 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25%
da mistura SDS) em relagcdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrdo das triplicatas.
Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferencga significativa (p< 0,05) entre as
médias obtidas através do teste TUKEY.
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Tabela 18. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS, na
concentracdo de 120% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (com ajuste de pH=8,5); adicionados triacetina; blenda de acidos graxos
(1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de cana-de-

acucar (5%) na permeabilidade de vapor de agua (PVA).

Filmes* Espessura (mm) PVA (gmm/m*dKPa)**
Gel 0,131 + 0,004 14,87 £ 0,92°
Gel/120S 0,124 + 0,019 8,15 +1,91°
Gel/ Tri 0,131 £ 0,009 11,60 + 0,34°
Gel/Tri/120S 0,138 + 0,003 5,08 +0,28°
Gel/BI 0,127 + 0,008 3,46 £ 0,37°
Gel/BI/120S 0,138 + 0,002 9,65 + 0,24°
Gel/Tri/BI 0,135 + 0,005 4,42 +0,20°
Gel/Tri/BL/120S 0,134 + 0,009 8,57 +0,34°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 0,134 + 0,006 6,85 + 0,34°
Gel/Tri/BI/CA(5%)/120S 0,126 + 0,016 9,52 +0,60°

* Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agucar; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1
estearico-palmitico); 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25%
da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrao das triplicatas.
Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as

médias obtidas através do teste TUKEY.

Nos filmes (pH=8,5) adicionados de 60g de Tween 80/100g de gelatina
verificou-se um comportamento diferenciado em relacdo as outras misturas
estudadas. O Tween 80 interagiu de forma especifica com cada componente do
filme, conforme pode ser observado na Tabela 19, onde verifica-se que a adigao
do Tween 80 no filme (pH=8,5) simples de gelatina promoveu uma reducéo de
20% na PVA em relagcédo ao filme sem a adicdo de surfactante. Ja para o filme
composto de gelatina e triacetina (pH=8,5) a adicdo do Tween 80 ndo provocou

alteracao significativa no valor da PVA. Para os filmes contendo blenda, triacetina

82



Resultados e Discussao

e cera de carnauba (pH=8,5) a adicao de Tween 80 produziu uma elevagéo nos
valores da PVA em relacéo aos filmes sem a adicdo deste surfactante.
Avaliando-se de forma geral os resultados com a adigdo de surfactantes
(podendo estar presente na forma de mistura ou puro) nos filmes emulsionados
com pH natural (5,5), observou-se que a mistura de surfactante (3: 1 Tween 80/
SDS) foi mais eficiente na incorporagdo do material hidrofébico propiciando assim

uma redugao da PVA.

Tabela 19. Efeito da adigdo dos surfactantes (60% de Tween 80 em relacéo a
massa seca da gelatina) nos filmes de gelatina (com ajuste de pH=8,5);
adicionados triacetina; blenda de acidos graxos (1:1 estearico-palmitico); triacetina
e blenda; triacetina, blenda e cera de carnauba (5%) na permeabilidade de vapor
de agua (PVA).

Filmes* Espessura (mm) PVA (gmm/m“dKPa)**
Gel 0,131 + 0,004 14,87 £ 0,92°
Gel/60S 0,129 0,012 11,97 £ 0,42°
Gel/ Tri 0,131 £ 0,009 11,60 + 0,34°
Gel/Tri/60S 0,132 + 0,004 11,89 £ 1,02a
Gel/BI 0,127 + 0,008 3,46 +0,37°
Gel/BI/60S 0,127 + 0,003 6,09 +0,12°
Gel/Tri/BI 0,135 + 0,005 4,42 +0,20°
Gel/Tri/BI/60S 0,137 + 0,004 11,64 £ 0,77°
Gel/Tri/BI/CR (5%) 0,134 + 0,007 5,11 +0,39°
Gel/Tri/BI/CR(5%)/60S 0,118 £ 0,010 10,05 £ 0,36°

* Gel: gelatina; CR: cera de carnauba; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1 estearico-
palmitico); 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura
SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média desvio das triplicatas. Nota: letras diferentes
na mesma coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do
teste TUKEY.
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4.3 Propriedades mecanicas

Para os filmes simples de gelatina (5,5) adicionando a triacetina e a blenda
(separadamente ou combinados) a TR diminuiu significativamente. Para os filmes
contendo triacetina e a a blenda observa-se aumento significativo na elongagao
em relacéo ao filme simples que ndo apresentaram diferencas significativas entre
si para este parametro (Tabela 20). Analisando-se os filmes de gelatina em pH
basico (pH=8,5) a adigao de triacetina provocou um aumento na tenséo na ruptura
(TR) e na elongacéo, ja a adigdo de blenda e blenda e triacetina nesta condigéo
de pH provocaram a diminuigdo da TR e a elongagao aumentou significativamente
para os filmes contendo triacetina e blenda, enquanto para os filmes contendo
somente a blenda a porcentagem de elongacéo nao se alterou significativamente
(Tabela 21). O ajuste de pH para os filmes de gelatina reduziu a TR em 19%, em
relacéo aos filmes sem ajuste de pH. Nos filmes contendo blenda o ajuste de pH
aumentou a TR em 15% e nos filmes adicionados de triacetina; triacetina e blenda
o valor de TR néao se alterou significativamente, em relagdo aos filmes sem ajuste
de pH (Tabelas 20 e 21). Observando a elongacao o ajuste de pH afetou apenas
os filmes contendo blenda e triacetina reduzindo a elongagdo em relagdo aos
filmes sem ajuste de pH, os demais filmes n&o sofreram alteragbes significativas
na elongagao.

Observa-se nas Tabelas 20 e 21 que a adigdo das ceras (carnauba ou de
cana-de-agucar) em filmes com e sem ajuste de pH provocaram uma redug¢ao na
tensdo na ruptura (TR) em relacdo aos filmes de gelatina e que o aumento da
concentragdo das ceras (carnauba ou de cana-de-agucar) de 2,5% para 10%
provocou diminui¢do na TR nos filmes com e sem ajuste de pH. Efeito similar foi
relatado por PEREZ-GAGO e KROCHTA (2001) em filmes emulsionados de
proteina do soro do leite e cera de abelha onde o aumento do conteudo de cera de
abelha de 20% para 60% reduziu a tensédo na ruptura, devido a um aumento na
imobilizacado da proteina na interface da particula da cera de abelha e a redugao
do tamanho de particula. Contrariamente TALENS e KROCHTA (2005) em filmes

emulsionados de proteina do soro e cera de carnauba observaram um aumento da
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tensao na ruptura com o aumento do conteudo de cera, onde os filmes compostos
contendo cera de carnauba apresentaram valor superior a tensao na ruptura para
as concentracdes de 1% de cera (3,1 £ 0,1MPa) para 1,5% de cera (RT 4,8 1,0
MPa).

Tabela 20. Resisténcia mecanica dos filmes de filmes de gelatina (10%) (sem
ajuste de pH, pH=5,5); triacetina (10%), blenda de acidos graxos (1:1 estearico-
palmitico) (20%) e cera de cana-de-agucar (0; 2,5; 5; 7,5; 10%).

Filmes Tensao na ruptura (MPa)* Elongacao (%)*
Gel 117,07 + 0,35° 5,561+ 0,24°
Gel/Tri 111,57 + 1,66° 5,98 + 0,36°
Gel/Bl 61,87 + 0,92°¢ 6,78 + 0,48°
Gel/Tri/BI 62,02 +0,78° 11,52 + 0,55%°
Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 57,02 + 0,34° 5,67 + 0,06°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 53,05 + 1,06 7,72 +1,38°
Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 50,03 + 1,09° 12,75 £ 1,55°
Gel/Tri/BI/CA (10%) 49,83 + 1,049 12,84 + 0,442
Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 59,60 + 1,24%¢ 6,35 + 0,84°
Gel/Tri/BI/CR (5%) 52,44 +1,17"9 6,55+ 0,57°
Gel/Tri/BI/CR (7,5%) 50,99 £ 0,74° 6,62 + 0,19°
Gel/Tri/BI/CR (10%) 50,92 + 0,48° 9,37 +1,72°

*Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acido graxo (estearico-palmitico); CA:cera de cana-
de-agucar; CR: cera de carnauba. **Os valores de média e desvio padrdo foram obtidos a
partir das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca

significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

YANG e PAULSON (2000a) observaram que a adigdo de blenda de acido
estearico-palmitico ou cera de abelha em filmes compostos de gelana diminuiu a
TR proporcionalmente ao aumento da concentracao das substancias lipidicas. De
acordo com os autores tal resultado pode estar relacionado com uma substituicao

parcial dos polimeros pelos lipidios na matriz flmogénica, onde a interagao
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lipidios-lipidios (moléculas apolares) e lipidios-proteinas apresentaram menor
energia que a ligacao proteina-proteina influenciando, portanto, as propriedades

mecanicas.

Tabela 21. Resisténcia mecanica dos filmes de filmes de gelatina (10%) (com
ajuste de pH, pH=8,5); triacetina (10%), blenda de acidos graxos (1:1 estearico-

palmitico) (20%) e cera de cana-de-acgucar (0; 2,5; 5; 7,5; 10%).

Filmes Tensao na ruptura (MPa)* Elongacao (%)*
Gel 95,25 + 0,99° 4,82 + 0,48°
Gel/Tri 102,56 + 0,36 6,12 + 0,14°¢
Gel/Bl 72,68 +0,51° 5,00 + 0,63°
Gel/Tri/Bl 65,16 + 0,62° 6,67 + 1,06°
Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 51,98 + 0,92° 8,18 + 0,80°°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 45,63 + 0,87° 9,39 + 0,60°
Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 45,36 + 0,77° 12,93 + 0,572
Gel/Tri/BI/CA (10%) 49,58 + 1,35%¢ 9,95 + 0,74°
Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 50,55 + 0,33° 7,43 £0,76°
Gel/Tri/BI/CR (5%) 49,11 + 1,061 9,34 + 0,14°
Gel/Tri/BI/CR (7,5%) 52,66 + 1,11° 8,28 + 0,92°°
Gel/Tri/BI/CR (10%) 48,32 +0,13° 8,05 + 0,38

*Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acido graxo (estearico-palmitico); CA:cera de cana-
de-agucar; CR: cera de carnauba. **Os valores de média e desvio padrdo foram obtidos a
partir das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca

significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

Estes resultados da TR confirmam que a fase protéica apresenta maior
tensdo na ruptura que a fase lipidica, e o aumento da concentracdo da fase
lipidica provocou a reducao da tens&do na ruptura da fase protéica. Isto pode ser
explicado pela reducdo das interagdes intermoleculares entre as cadeias
adjacentes na solugao filmogénica, com a adicao dos componentes hidrofobicos
reduzindo assim a TR. Segundo CALLEGARIN et al. (1997), as propriedades
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mecanicas dos filmes dependem das interagdes entre os componentes, ou seja,
da formacéo de ligagdes moleculares fortes ou numerosas entre as cadeias.

A adicao crescente de componentes lipidicos provocaram modificacbes na
matriz polimérica resultando na diminuicdo da tensdo na ruptura do filme,
conforme verificado por CHEN (1995). Esse efeito parece ter sido resultado da
substituicdo parcial dos polimeros por lipidios na matriz do filme, assim como o
ocorrido em filmes compostos de gelana e lipidios (YANG; PAULSON, 2000a).

A adicao de cera (carnauba ou cana-de-agucar) nos filmes emulsionados
com e sem ajuste de pH, provocaram um aumento da elongagao (Tabelas 20 e
21). A elongacéao dos filmes a base de gelatina contendo cera (de carnauba ou de
cana-de-agucar) com e sem ajuste de pH nao apresentou uma resposta linear e
proporcional com o aumento do conteudo de cera, apresentando um maximo da
elongagcdo em 7,5% de cera de cana. O aumento da elongacdo foi mais
pronunciado para os filmes contendo cera de cana-de-agucar do que para 0s
filmes contendo cera de carnauba, como pode ser observado nas Tabelas 20 e 21.

Com a adigao das ceras (de carnauba ou cana-de-agucar) em ambas as
condicoes de pH (5,5 ou 8,5), diminuiu a TR em relagao aos filmes de Gel, Tri, e B
de maneira significativa, ficando mais sensivel a ruptura (Tabelas 20 e 21). A taxa
de redugédo da RT foi maior para filmes contendo cera (cana ou carnauba) na
concentragao de 5% e 7,5% em pH alcalino (8,5) com 52% de reducé&o em relagao
aos filmes de gelatina e de 56% para os filmes com pH=5,5. Os filmes com ajuste
de pH (8,5) contendo cera (cana ou carnauba) aumentou a elongagcdo em 28%,
com relagao aos filmes de gelatina (Tabelas 20 e 21). Nos filmes contendo cera de
cana em pH acido (5,5) também ocorreu aumento de 28% na elongagdo em
relacdo aos filmes de gelatina, ja para os filmes contendo cera de carnauba o
aumento da elongacéo foi de 16%.

SHELLHAMMER E KROCHTA (1997) observaram um aumento na
elongacao dos filmes de proteina do soro do leite com 0 aumento da concentragao
de lipidios devido o efeito plastificante do lipidio; este mesmo comportamento foi
também verificado por FAKHOURI (2002), YANG; PAULSON (2000a), BATISTA
(2004), BERTAN (2003) entre outros. Por outro lado, PEROVAL et al. 2002
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observaram uma diminui¢ao da elongagao ao incorporar acidos graxos aos filmes
de arabinoxilana, devido ao fato de que alguns lipidios parecem ser incapazes de
formar uma matriz continua e coesa, causando assim menor elongagao.

Esse duplo efeito devido a adi¢gdo de lipidios nos filmes hidrofilicos ja foi
anteriormente relatado na literatura por YANG; PAULSON (2000a) que
observaram a redugao da tensdo na ruptura e da elongagdo com o aumento da
concentragdo da blenda de estearico-palmitico nos filmes de gelana.
Contrariamente, BERTAN (2003) observou que o aumento da concentragdo de
breu nos filmes a base de gelatina provocou diminuicdo da tenséo na ruptura e a
elongacdo aumentou e o mesmo comportamento também foi observado com a
adicao do acido laurico.

Analisando as Tabelas 20 e 21, pode-se verificar que a adigao crescente de
cera (de carnauba ou de cana-de-agucar) nos filmes elaborados com ajuste de pH
provocou uma reducdo da TR, comparando com os filmes sem ajuste de pH. A
taxa de reducédo da TR com o ajuste de pH, foi maior para os filmes contendo cera
de cana-de-agucar (5%) cerca de 14%, ja para os filmes com cera de carnauba
(5%) foi em torno de 6%, em relagédo aos filmes sem ajuste de pH. Além disso, os
filmes contendo cera de carnauba com e sem ajuste de pH apresentaram maiores
valores de TR se comparados com filmes contendo cera de cana-de-acgucar.

Os filmes emulsionados sem ajuste de pH (pH=5,5) contendo cera de cana-
de-agucar (Tabela 20), foram mais resistentes (tens&o na ruptura superior) do que
nos filmes em pH=8,5 (Tabela 21). O mesmo efeito foi observado para os filmes
contendo cera de carnauba (Tabelas 20 e 21), exceto para a concentragéo de cera
de 7,5% onde nado foi observada diferenca significativa. Este mesmo
comportamento foi verificado por YOSHIDA; ANTUNES (2004) onde o aumento do
pH de 7,0 para 9,0 reduziu a TR dos filmes emulsionados a base de proteina do
soro do leite, pois o pH alcalino deixou os filmes mais frageis devido a
heterogeneidade da distribuigdo dos glébulos de lipidios.

Observando-se o parametro elongagdo nas Tabelas 20 e 21 pode-se
verificar que o ajuste de pH (8,5) aumentou a flexibilidade dos filmes emulsionados

de cera (de carnauba ou de cana-de-agucar) nas concentragdes de 2,5% até
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7,5%, em relacao aos filmes sem ajuste de pH. Aumentando-se a concentragao da
cera (cana ou de carnauba) para 10% verifica-se que o ajuste de pH (8,5)
provocou diminui¢do da elongagéo em relagao aos filmes com pH=5,5. O aumento
da percentagem de elongacao é caracterizado pelo efeito plastificante que alguns
lipidios apresentam quando adicionados aos filmes poliméricos utilizados para
aumentar a flexibilidade; estes plastificantes enfraquecem as forgas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas adjacentes, desta forma
influenciando as propriedades mecéanicas (CALLEGARIN et al., 1997).

As propriedades mecanicas dos filmes estdo intimamente relacionadas com
as condi¢gbes da emulséo filmogénica, a distribuicdo e tamanho dos globulos de
lipidios afetam a rede polimérica, afetando assim a RT e a elongagao dos filmes
protéicos. O pH &acido (5,5) da solugéo filmogénica dificultou a incorporagdo da
cera na matriz da gelatina sendo evidenciado pelos baixos valores de elongacao
com relagdo aos filmes com ajuste de pH (8,5), mas em contraposicdo o meio
acido favoreceu a formacgao de filme mais fortes por apresentarem altos valores de
TR em relacédo aos filmes com pH=8,5. Em filmes emulsionados de proteina do
soro do leite com a adi¢ao de acido estearico a elasticidade diminuiu com a perda
da integridade estrutural da matriz (YOSHIDA; ANTUNES, 2004).
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Figura 19. Efeito do aumento da concentracdo da mistura de surfactantes (3:1
Tween 80/SDS) nos filmes de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos e cera
de cana-de-agucar em duas condi¢gdes de pHs (com ajuste=8,5 e sem ajuste= 5,5)

sobre a tensdo na ruptura.
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Figura 20. Efeito do aumento da concentracdo da mistura de surfactantes (3:1
Tween 80/SDS) nos filmes de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos e cera
de cana-de-agucar em duas condigdes de pHs (com ajuste=8,5 e sem ajuste= 5,5)

sobre a elongagao.
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A TR apresentou um comportamento decrescente com o aumento da
concentragao da mistura de surfactante (3:1 Tween 80/SDS) tanto para os filmes
com ajuste de pH como para os filmes sem ajuste de pH, como mostrado na
Figura 19. No entanto a adicdo da mistura de surfactante nos filmes com ajuste de
pH provocou aumentos superiores da TR em relacdo aos filmes com pH=5,5,
provavelmente o ajuste de pH dos filmes contendo esta mistura de surfactante
melhorou a distribuicdo dos gldbulos de lipidios aumentando a coesividade da
matriz polimérica.

Na Figura 20 observa-se que o ajuste de pH nos filmes contendo a mistura
de surfactante (3:1 Tween 80/SDS) promoveu uma redugdo na elongagdo em
relacao aos filmes sem ajuste de pH. O pH acido melhorou a elasticidade do filme
atingindo um maximo na concentragdo 160% da mistura de surfactante. Verificou-
se que para os filmes contendo a mistura de surfactante, o pH alcalino tornou os
filmes mais resistentes a ruptura, porém menos flexiveis, o contrario sendo
observado em pH &acido.

Os filmes contendo a mistura de surfactantes (3:1 Tween 80/ SDS) na
concentragdo de 160% foram elaborados com cada componente do filme, para
avaliar o grau de interacao do surfactante com cada componente individualmente.
Os filmes de gelatina e de gelatina e triacetina contendo esta mistura de
surfactante na concentracdo de 160% elaborados em pH alcalino apresentaram
alguns problemas com relagdo a seu aspecto visual (oleosos, manchados e
frageis), portanto foram descartados.

Na Figura 21 verificou-se que o ajuste de pH ndo provocou alteragbes nos
parametros de TR nos filmes de gelatina adicionados de blenda de acido
estearico-palmitico e de blenda e triacetina ambos contendo a mistura de
surfactante (3:1 Tween 80/ SDS) na concentracdo de 160% . Ja nos filmes
adicionados de blenda, triacetina e cera de cana-de-agucar contendo a mistura de
surfactante (3:1 Tween 80/ SDS) na concentracdo de 160%, o ajuste de pH
provocou aumento nos valores de TR, em relacéo aos filmes sem ajuste de pH.

Analisando-se a elongacao (Figura 22) destes mesmos filmes descritos acima o
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ajuste de pH provocou alteragbes significativas diminuindo a elongagdo em
relacdo aos mesmos filmes sem ajuste de pH.

Analisando-se os dados de TR na Figura 23 cada componente do filme
interage com a mistura de surfactante (3:1 Tween 80/ SDS) na concentragédo de
120% de forma especifica. Para os filmes simples de gelatina e os filmes
complexos contendo blenda de acido estearico-palmitico, triacetina e cera de
cana-de-agucar a adigdo da mistura de surfactante (concentragdo de 120%) com o
ajuste de pH aumentou os valores de TR em relagao aos filmes sem ajuste de pH.
Analisando-se 0s outros componentes dos filmes separadamente como a
triacetina e a blenda de acido estearico-palmitico a adicdo da mistura de
surfactante em pH alcalino provocou redugao da TR, ja para os filmes compostos
contendo além da mistura de surfactante a triacetina e a blenda o ajuste de pH
nao alterou significativamente os valores de TR.

Avaliando-se a elongacédo dos filmes simples de gelatina e dos filmes
compostos de gelatina adicionada de triacetina contendo a mistura de surfactante
(3:1 Tween 80/ SDS) na concentragcéo de 120% (Figura 24), observou-se que o pH
alcalino alterou drasticamente a elongagao destes filmes, onde para os filmes
simples de gelatina o ajuste de pH (8,5) reduziu a elongagao, contrariamente ao
observado nos filmes contendo a triacetina onde pH alcalino provocou aumento na
percentagem de elongagcdo. Os demais filmes ndo apresentaram alteracdes
significativas na elongagéo com o ajuste de pH.

Tanto a composigdo quanto a condicdo de pH da solugao filmogénica
provocam mudangas significativas na forma de agéo do surfactante. O pH alcalino
da solugao filmogénica em determinadas condigbes parece melhorar as
propriedades mecanicas de uma dada formulagdo, onde o surfactante age
estabilizando a emulsdo da solugdo filmogénica e melhorando assim a

incorporacao dos materiais hidrofébicos.
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Figura 21. RT dos filmes de gelatina com e sem ajuste de pH (0g de material
hidrofébico- MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda de acidos graxos
(2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera de cana-de-

acucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentragédo de 160%.
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Figura 22. Elongagdo com e sem ajuste de pH dos filmes de gelatina (0Og de
material hidrofobico- MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda de acidos
graxos (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera de
cana-de-agucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentracéo de
160%.
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Figura 23. TR dos filmes de gelatina com e sem ajuste de pH (0g de material
hidrofobico- MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda de acidos graxos
(2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera de cana-de-
acucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentragédo de 120%.
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Figura 24. Elongacédo dos filmes de gelatina com e sem ajuste de pH (0g de
material hidrofobico- MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda de acidos
graxos (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera de
cana-de-agucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentracéo de
120%.
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Nas Tabelas 22 a 24 pode-se observar o efeito da adicao das misturas de
surfactantes nas propriedades mecanicas dos filmes com e sem ajuste de pH,
respectivamente. Os filmes ficaram mais frageis e com uma estrutura irregular
com a adigao das misturas de surfactantes apresentando menores valores de TR
em relagcdo aos filmes sem a adicdo da mistura de surfactantes tanto em pH
alcalino como acido. Nas Tabelas 22 e 23 observou-se que a adicdo da mistura de
surfactante (3:1 Tween 80/ SDS) aos filmes compostos de gelatina, triacetina,
blenda e cera de cana-de-acucar provocou redugdo da TR com o aumento da
concentragdo da mistura de surfactantes, nos dois tratamentos de pH. Este
mesmo comportamento foi verificado para os filmes compostos contendo cera de

carnauba adicionados da mistura de surfactantes (Tabela 24).

Tabela 22. Efeito da adicdo de surfactante nas propriedades mecanicas (tensao
na ruptura e elongacéo) dos filmes de gelatina (10%) (sem ajuste de pH=5,5),
triacetina (10%), blenda de acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) (20%) e cera

de cana-de-agucar (5%).

Filme* Tensao na ruptura (MPa)** Elongagao (%)**
CA (5%) 53,05 + 1,06 7,72+ 1,38°
CA(5%)/120S 15,67 +0,23° 6,58 + 1,03°
CA(5%)/160S 11,52 £ 0,72° 18,91 £ 0,57°

*CA: cera de cana-de-agucar; 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween
80 e 25% da mistura SDS) em relacdo a massa seca da gelatina; 160S: 160% mistura de
surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relacdo a massa seca da
gelatina. ** Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna

representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.
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Tabela 23. Efeito da adicdo de surfactante nas propriedades mecanicas (tensao
na ruptura e elongacéo) dos filmes de gelatina (10%) (com ajuste de pH, pH=8,5),
triacetina (10% com relagdo a massa seca da gelatina), blenda de acidos graxos

(1:1 estearico e palmitico) (20%) e cera de cana-de-agucar (5%).

Filme* Tensao na ruptura (MPa)** Elongacao (%)**
CA (5%) 45,63 + 0,87° 9,39 + 0,60°
CA(5%)/120S 21,58 + 0,15° 4,62 +0,17°
CA/120MT 14,86 + 0,64° 2,85+ 0,22°
CA(5%)/160S 14,77 + 0,36° 5,55 + 0,64°

*CA: cera de cana-de-acgucar; 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween
80 e 25% da mistura SDS); 120MT: 120% mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80
e 50% da mistura SDS) em relacdo a massa seca da gelatina; 160S: 160% mistura de surfactantes
(onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina. **
Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna na mesma coluna
representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

Os resultados de elongagédo podem ser verificados nas Tabelas 22 e 23. A
adicao da mistura de (3:1 Tween 80/ SDS) nos filmes compostos de cera de cana-
de-agucar com pH=8,5 reduziu a elongagao em torno de 40% em relagéo ao filme
sem a adicao do surfactante (Tabela 23), ja para o mesmo filme a adi¢cdo da
mistura de surfactante em pH=5,5 apresentou efeito contrario aumentando a
elongacdo em 60% (Tabela 22). Ao se adicionar a mistura de surfactante (3:1
SDS/Tween 80 ou 1:1 Tween 80/SDS ou Tween 80) nos filmes compostos de cera
de carnauba em pH=8,5 ocorreu uma redugdo acentuada da elongagao na faixa
de 50 a 70% dependendo da mistura de surfactante adicionado (Tabela 24).

Nas Figuras 25 e 26 pode-se observar uma diminuicdo acentuada nos
parametros de TR e elongacgao, respectivamente com o aumento da concentragao
da mistura de surfactante (3:1 SDS/Tween80) nos filmes contendo cera de
carnauba (pH=8,5). Para os filmes contendo cera de carnauba a adicdo das
diversas misturas analisadas s6 foram produzidos em condi¢cdes de pH alcalino,
pois em pH acido os filmes foram descartados pelas sua aparéncia (manchados e

quebradigos). A mistura de surfactante foi testada nos filmes compostos de cera
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de cana-de-acgucar nao foram selecionados para os filmes compostos de cera de
carnauba e vice-versa, por apresentarem manchas, rachaduras e aspecto oleoso
e assim foram descartados pelo aspecto visual, como pode ser observado na
Tabela 4. Devido este problema a comparacao ficou restrita a duas ceras em

relacdo a adicdo da mistura de surfactante.
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Figura 25. Efeito do aumento da concentragao da mistura surfactantes (1:3 Tween
80/SDS) nos filmes de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos e cera de

carnauba com pH ajustado=8,5 e tens&o na ruptura.
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Figura 26. Efeito do aumento da concentracao da mistura surfactantes (1:3 Tween
80/SDS) nos filmes de gelatina, triacetina, blenda de acidos graxos e cera de

carnauba com pH ajustado=8,5 e elongacgao.

Para os filmes que nao sofreram ajuste de pH (pH=5,5) (Tabela 22) a
adicao da mistura de surfactante (3:1 Tween 80 /SDS) diminuiu os valores de TR e
aumentou a porcentagem de elongagcao comparando com os filmes sem a adi¢ao
de surfactante. A reducdo da TR pode ser explicada pela formagcdo de uma
estrutura fragil do filme com a adigdo da mistura de surfactante, devido
provavelmente a falta de interagdes hidrofébicas entre os grupos laterais da
proteina e dos lipidios. J& 0 aumento da elongacéao foi explicado por FAIRLEY et
al., (1996) observando um efeito moderado plastificante do SDS em filmes de
proteina de soro do leite.

De maneira geral a adigdo da mistura de surfactante ndo melhorou o
parametro TR e de elongagao dos filmes contendo cera (de cana-de-agucar ou de
carnauba) com ajuste de pH. A reducdo da elongacdo e da TR com a adigao da
mistura de surfactante, pode ser explicado por DEBEAUFORT, QUEZADA-GALLO
e VOILLEY (1995) que analisaram as propriedades mecanicas dos filmes
emulsionados de metilcelulose e cera de parafina. Estes autores verificaram que

as propriedades mecanicas dos filmes sao influenciadas pela homogeneidade da
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emulsao, tamanho e distribuicdo dos glébulos de lipidios dentro do filme e para
que a rede polimérica dos filmes se organize de forma homogénea e continua &
necessario que o surfactante adicionado a emulsdo esteja em condicbes

favoraveis para agir, incluindo a temperatura e o pH adequados.

Tabela 24. Efeito da adigdo de surfactante nas propriedades mecanicas (tenséo
na ruptura e elongacéo) dos filmes de gelatina (10%) (com ajuste de pH=8,5),
triacetina (10%), blenda de acidos graxos (1:1 esteérico e palmitico) (20%) e cera

de carnauba (5%).

Filme* Tensao na ruptura (MPa)** Elongagao (%)**
CR (5%) 49,11 + 1,06° 9,34 +0,14°
CR(5%)/60T 20,84 + 0,86° 2,41 +0,53%¢
CR(5%)/100MT 17,30 + 0,18° 4,19 +0,28°
CR(5%)/120SDS 15,04 + 0,55° 2,07 + 0,09¢
CR(5%)/80SDS 24,74 + 0,44° 3,05 + 0,08°

* CR: cera de carnauba, 60T: 60% de Tween 80 em relagdo a massa seca da gelatina; 100MT:
100% mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80 e 50% da mistura SDS) em relagéo
a massa seca da gelatina; 120SDS: 120% mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80
e 75% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 80SDS: 80% mistura de
surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da
gelatina. **Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna

representam diferencga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

O efeito de cada componente individualmente nas propriedades mecanicas
dos filmes pode ser verificado nas Tabelas 25 a 28, observa-se que a adi¢cao da
mistura de surfactante (3:1 Tween 80/SDS) nas concentragdes de 160 e 120%
reduz drasticamente os valores de TR em relagdo aos filmes sem a adigado da
mistura de surfactante, mostrados nas Tabelas 25 e 26 respectivamente. Ja os
valores de elongacédo desta mistura na concentragcdo de 160% aumentaram em
relagdo aos filmes sem a adicdo da mistura de surfactante (Tabela 25). O

surfactante agiu nestes filmes (pH=5,5) como um agente plastificante aumentando
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a flexibilidade dos filmes (exceto nos filmes simples de gelatina) com o aumento
da elongacao em relagéo aos filmes sem a adigao de surfactante.

O filme (pH=5,5) de gelatina e triacetina contendo a mistura de surfactante
(concentracado de 160%) foi o que apresentou maior efeito com um aumento da
elongacao de 81% em relacdo ao filme sem a mistura de surfactante; ja a adicao
desta mesma mistura de surfactante nos filmes simples de gelatina reduziu a
elongacdo em 40%, em relacdo aos filmes sem a adicdo de surfactante.
Diminuindo-se a concentragdo da mistura de surfactante de 160 para 120% nos
flmes sem ajuste de pH, observou-se que cada componente interage
diferentemente com a mistura (3:1 Tween 80/SDS), pois ndo se verifica nenhuma
relacao linear com a adigao da substancia hidrofobica (Tabela 26). Observando-se
na Tabela 26, verifica-se que o filme de gelatina adicionados da mistura (3:1
Tween 80/SDS, na concentragédo de 120%) sofreu um aumento na elongagao, em
relacdo aos filmes sem adi¢cao de surfactante, ja para o filme composto contendo
triacetina e blenda de acido estearico-palmitico contendo a mesma mistura de
surfactante os valores de elongacéo reduziram em torno de 42%, em relagdo ao
filme sem a adicdo de surfactantes (Tabela 26). Para os demais filmes a adigcéo
desta mistura de surfactante ndo provocou alteragdes em relagdo aos filmes sem

a adicao de surfactante.
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Tabela 25. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/SDS, na
concentracdo de 160% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (sem ajuste de pH=5,5); adicionados de triacetina; blenda de acidos
graxos (1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de

cana-de-acgucar (5%) nas propriedades mecanicas.

Filmes* Tensao na ruptura (MPa)** Elongagao**

Gel 117,07 + 0,35° 5,51 + 0,24°
Gel/160S 14,38 + 0,52° 3,28 +0,15°
Gel/ Tri 111,57 + 1,66° 5,98 + 0,36°
Gel/Tri/160S 13,08 + 1,32° 32,03 +0,68°
Gel/BI 61,87 +0,92° 6,78 + 0,48°
Gel/BI/160S 15,68 + 1,02° 12,29 + 0,462
Gel/Tri/Bl 62,02 + 0,787 11,52 + 0,55"
Gel/Tri/BL/160S 14,74 +0,52° 28,28 + 1,197
Gel/Tri/BI/CA (5%) 53,05 + 1,06 7,72 +1,38°
Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 11,52 +0,72° 18,91 + 0,57°

* Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1 estearico-palmitico); CA: cera de
cana-de-agucar; 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da
mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrao das triplicatas. Nota:
letras diferentes na mesma coluna representam diferencga significativa (p< 0,05) entre as médias
obtidas através do teste TUKEY.
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Tabela 26. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/SDS, na
concentracdo de 120% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (sem ajuste de pH=5,5); adicionados de triacetina; blenda de acidos
graxos (1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de

cana-de-acgucar (5%) nas propriedades mecanicas.

Filmes* Tensao na ruptura (MPa)** Elongagao (%)**
Gel 117,07 + 0,35° 5,51 +0,24°
Gel/120S 20,25 + 1,74° 49,90 + 5,43°
Gel/ Tri 111,57 + 1,667 5,98 + 0,36°
Gel/Tri/120S 21,85+ 0,19 4,61 + 0,42
Gel/BI 61,87 + 0,92° 6,78 + 0,487
Gel/BI/120S 21,46 +0,16° 7,43 +0,28°
Gel/Tri/Bl 62,02 + 0,787 11,52 + 0,55°
Gel/Tri/BL/120S 17,59 + 0,31° 6,77 +0,10°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 53,05 + 1,067 7,72 +1,38°
Gel/Tri/BI/CA (5%)/120S 15,67 + 0,23° 6,58 + 1,03

* Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agUcar; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1
estearico-palmitico); 120S: 120% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25%
da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrao das triplicatas.
Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as
médias obtidas através do teste TUKEY.

A adicao da mistura de surfactante (3:1 Tween 80/SDS) nas concentragdes
160 e 120% nos filmes com ajuste de pH, diminuiu as propriedades mecéanicas
(TR e E), em relacé&o aos filmes sem a adi¢gdo de surfactante (Tabelas 27 e 28).
Observando-se as Tabelas 27 e 28, verificou-se comportamento semelhante para
as concentragdes 160 e 120% da mistura de surfactante adicionadas aos filmes
(pH=8,5), apresentando menores valores de TR em relagdo aos filmes sem a
adi¢ao de surfactante. Avaliando-se a elongacéao dos filmes (pH=8,5) adicionados
da mistura de surfactantes (3:1 Tween 80/SDS) na concentracdo de 160% (Tabela

27), apenas os filmes de Gel e Bl sofreram aumento de 21%, os demais sofreram
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uma redugcao em torno de 45%, em relagdo aos filmes sem a adicdo de
surfactante. Na Tabela 28 observa-se que com a diminuicdo da concentracdo da
mesma mistura de surfactantes de 160 para 120% adicionada aos filmes (pH=8,5),
os valores de elongagao nao aumentaram linearmente com o aumento do material
hidrofébico. Para os filmes de gelatina, triacetina, blenda e cera de cana a adigao
da mistura de surfactante diminuiu a elongagao; ja para os filmes compostos
contendo triacetina a adicdo da mistura de surfactante aumentou a elongagéo em
torno de 93%, em relagao aos filmes sem a adigao de surfactante. Para os demais
nao foi observada diferengas significativas.

Os filmes apresentam um comportamento diferente na elongagéo para cada
componente adicionado ao filme com a adi¢cao do surfactante que ora aumentou
ora reduziu-se dependendo das propriedades quimicas dos componentes
adicionados. Os filmes com ajuste de pH ndo apresentaram o0 mesmo
comportamento plastificante com a adicdo dos surfactante, o que pode ser
explicado pela diferenga das cargas ionizadas na solugdo filmogénica em pH
basico onde ha um excesso de carga negativa, alterando assim as interagdes
intermoleculares formando uma matriz descontinua e com a presenca de

agregados de lipidios.
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Tabela 27. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/SDS, na
concentracdo de 160% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (com ajuste de pH=8,5); adicionados de triacetina; blenda de acidos
graxos (1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de

cana-de-acgucar (5%) nas propriedades mecanicas.

Filmes * Tensao na ruptura (MPa)** Elongacgao (%)**
Gel/BI 72,68 + 0,512 5,00 + 0,63°
Gel/BI/160S 17,16 + 0,32° 6,31 £ 0,25°
Gel/Tri/BI 65,16 + 0,62° 6,67 + 1,062
Gel/Tri/BL/160S 15,18 + 0,44° 3,52 +0,80°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 45,63 + 0,87° 9,39 + 0,60°
Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 14,77 + 0,36° 5,55 + 0,64°

* * Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agucar; Tri:triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1
estearico-palmitico); 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25%
da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrao das triplicatas.
Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as

médias obtidas através do teste TUKEY.
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Tabela 28. Efeito da adicdo dos surfactantes (3:1 Tween 80/SDS, na
concentracdo de 120% em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de
gelatina (com ajuste de pH=8,5); adicionados de triacetina; blenda de acidos
graxos (1:1 estearico-palmitico); triacetina e blenda; triacetina, blenda e cera de

cana-de-acgucar (5%) nas propriedades mecanicas.

Filmes* Tensao na ruptura (MPa)** Elongac¢ao (%)**
Gel 95,25 + 0,99° 4,82 +0,48°
Gel/120S 25,25+ 0,21° 2,83+0,42°
Gel/ Tri 102,56 + 0,367 6,12 +0,14°
Gel/Tri/120S 15,73 + 0,65° 84,14 +1,76°
Gel/BI 72,68 + 0,512 5,00 + 0,63°
Gel/BI/120S 20,13 £0,33° 4,16 +1,10°
Gel/Tri/Bl 65,16 + 0,62° 6,67 + 1,06
Gel/Tri/BL/120S 18,06 + 0,65" 6,26 + 0,11°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 45,63 + 0,872 9,39 + 0,60°
Gel/Tri/BI/CA(5%)/120S 21,58 +0,16° 4,62+0,17°

* Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agUcar; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1
estearico-palmitico); 120S: 120% mistura de surfactante (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da
mistura SDS) com relagdo a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrao das ftriplicatas.
Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as

médias obtidas através do teste TUKEY.

A adicédo de 60% de Tween 80 (em relacdo a massa seca da gelatina) nos
filmes (pH=8,5) reduziu os valores de TR e de E, em relagdo aos filmes sem
adicao de surfactante (Tabela 29). Os valores de TR nos filmes com a adi¢géo de
Tween 80 apresentaram uma taxa de redugdo em torno de 70%, em relagao aos
filmes sem a adicdo de surfactante (Tabela 29). Na Tabela 29 a elongagéao sofre
uma redugao em todos os filmes com ajuste de pH e com a adigdo do Tween 80,
esta reducao varia de 40% para o filme simples de gelatina e até de 74% para os
filmes de gelatina, triacetina, blenda e cera de carnauba, em relagdo aos filmes

sem a adicao de Tween 80.
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Tabela 29. Efeito da adicdo dos surfactantes (60% de Tween 80 em relagcéo a
massa seca da gelatina) nos filmes de gelatina (com ajuste de pH=8,5);
adicionados triacetina; blenda de acidos graxos (1:1 estearico-palmitico); triacetina

e blenda; triacetina, blenda e cera de carnauba (5%) nas propriedades mecanicas.

Filmes* Tenséao na ruptura (MPa)** Elongagao (%)**
Gel 95,25 + 0,99° 4,82 + 0,48
Gel/60S 46,46 + 1,79° 2,89 +0,54°
Gel/ Tri 102,56 + 0,367 6,12 + 0,142
Gel/Tri/60S 24,65 + 0,82° 1,50 + 0,21°
Gel/BI 72,68 + 0,512 5,00 + 0,63°
Gel/BI/60S 26,37 £ 1,12° 2,60 £0,31°
Gel/Tri/Bl 65,16 + 0,62° 6,67 + 1,06°
Gel/Tri/BI/60S 17,43 +0,32° 1,97 +0,14°
Gel/Tri/BI/CR (5%) 49,11 + 1,06° 9,34 +0,14°
Gel/Tri/BI/CR(5%)/60S 20,84 +0,86° 2,41+0,53

* Gel: gelatina; CR: cera de carnauba; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1 estearico-
palmitico); 60S: 60% de Tween 80 em relagado a massa seca da gelatina; ** Média e desvio padrédo
das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (p<

0,05) entre as médias obtidas através do teste TUKEY.

Observa-se de forma geral que a adigdo dos surfactantes nos filmes
(pH=8,5) ndo melhorou suas propriedades mecéanicas, apesar dos surfactantes
adicionados terem sido selecionados pelo teste preliminar e classificados como
microemulsdo, ou seja, nesta concentragdo e combinagdo o surfactante poderia
agir estabilizando a emulsdo e melhorando as propriedades dos filmes (T=80°C).
Durante o processo de secagem (24,3°C e 52,5% de umidade relativa por 24
horas) desses filmes, alterou-se a temperatura da emulsdo e com isso suas
propriedades provocando sua desestabilizagdo e desorganizando a distribuigao e
o tamanho dos glébulos de lipidios nos filmes, consequentemente alterando
significativamente suas propriedades mecanicas. Este mesmo comportamento foi
relatado por DEBEAUFORT, QUEZADA-GALLO e VOILLEY (1995) onde o
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processo de secagem nos filmes emulsionados de metilcelulose e cera de parafina

contendo 0,9% de monoestearato de glicerol afetou suas propriedades estruturais

como a distribuicdo e o tamanho dos glébulos de lipidio nos filmes emulsionados.
Nos filmes (pH=5,5) a adigdo da mistura (3:1 Tween 80/SDS) melhorou a

flexibilidade do filme aumentando sua elongagao, porém diminuiu a TR.

4.4 Solubilidade

A solubilidade em agua (Sol) dos filmes esta relacionada diretamente com
as interacdes intermoleculares entre seus componentes, de acordo com sua
estrutura e suas caracteristicas quimicas (hidrofilicidade e hidrofobicidade) entre
outras.

A Tabela 30 apresenta o efeito da solubilidade para os filmes simples com
pH natural sem a adicao de cera verificando-se um aumento da Sol com a adi¢ao
da triacetina e da blenda de acido estearico-palmitico(adicionados separadamente
ou em conjunto), em relacdo ao filme de gelatina, com um aumento de 41% na Sol
dos filme simples de gelatina em relagdo aos filmes contendo triacetina e blenda.
Efeito contrario da Sol foi observado para os filmes com ajuste de pH (8,5),
ocorrendo uma diminuicdo da Sol em 66% para os filmes de gelatina em relagéo

aos filmes contendo triacetina e blenda (Tabela 30).
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Tabela 30. Solubilidade em agua dos filmes compostos de gelatina, triacetina,
blenda de acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) e ceras (cana-de-agucar e

carnauba), filmes preparados em duas condi¢des de pH.

Filmes* Solubilidade (%)*
pH= 5,5 pH=8,5

Gel 19,77 + 1,65¢ 100,00 + 0,00?
Gel/Tri 19,38 + 0,02¢ 39,45 + 4,99°
Gel/BI 27,58 + 3,53° 35,58 + 0,86°
Gel/Tri/Bl 33,43+ 2,112 33,27 +1,52°
Gel/Tri/BI/CA 2,5% 28,03 + 6,85° 25,19 + 1,33¢
Gel/Tri/BI/CA 5% 28,15 + 2,14° 26,95 + 1,47¢
Gel/Tri/BI/ICA 7,5% 23,39 + 3,32° 23,91 +1,73°
Gel/Tri/BI/CA 10% 33,75 £ 1,50° 17,29 + 3,83
Gel/Tri/BI/CR 2,5% 35,74 + 1,86° 23,02 + 3,10°
Gel/Tri/Bl/ CR 5% 30,45 + 3,05 22,38 +0,16°
Gel/Tri/BI/ CR 7,5% 30,61+ 3,02° 23,75+ 1,62°
Gel/Tri/Bl/ CR 10% 28,35 + 1,30° 21,93 +1,63°

* Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agucar; CR: cera de carnauba; Tri: triacetina; Bl: blenda de
acidos graxos (1:1 estearico-palmitico).** Média e desvio padrdo das triplicatas. Nota: letras
diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas
através do teste TUKEY.

Para os filmes de gelatina, gelatina e triacetina e de gelatina e blenda o
ajuste de pH (8,5) aumentou significativamente os valores da Sol em relagdo aos
filmes sem ajuste de pH (5,5) (Tabela 30), ja para o filme de gelatina, triacetina e
blenda o ajuste de pH ndo provocou alteragdes significativas nos valores de Sol.
Uma hipotese para explicar este resultado pode estar associada ao ponto
isoelétrico da gelatina situado entre 4,6 — 5,2. Os filmes elaborados sem ajuste de
pH (pH=5,5) apresentam menores valores de Sol por estarem proximos do pl da
proteina, onde a repulsdo eletrostatica € minima o que favorece a agregacao

através das interagdes hidrofébicas. Por outro lado, o aumento da densidade de
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cargas da proteina, em valores de pH afastados da regido do ponto isoelétrico,
como € o caso dos filmes produzidos com ajuste de pH (8,5), favorecem as
interacbes proteina-agua resultando em um aumento das propriedades de
hidratacdo e consequentemente um aumento na solubilidade (DAMODARAM,
1996).

A adigcdo das ceras (cana e carnauba) nos filmes sem ajuste de pH
provocou um aumento significativo na Sol em todas as faixas de concentragao
estudadas (2,5 — 10%), em relacao aos filmes de gelatina (Tabela 30). Resultados
similares foram verificados por outros autores, onde a adicdo de compostos
lipidicos aumentaram a Sol bruscamente depois que certa quantidade de material
lipidico foi adicionada a formulacdo dos filmes, por exemplo, por FAKHOURI
(2002), para filmes de gelatina e varios tipos de &acidos graxos em varias
concentragdes diferentes e por BERTAN (2003) com a adigdo de acido laurico e
breu branco em filmes emulsionados a base de gelatina.

Para os filmes com o ajuste de pH (8,5), verificou-se uma diminuigdo da Sol
com a adigao crescente de cera (carnauba ou cana-de-agucar), comparando com
os filmes simples de gelatina. Este mesmo comportamento foi observado por KIM
et al. (2003) que elaboraram filmes emulsionados de proteina do soro do leite e
cera de sorgo, onde o aumento da concentracdo de cera de sorgo (0, 15 e 30%)
provocou uma diminuigao na Sol.

Observa-se na Tabela 30 que o ajuste de pH nos filmes emulsionados
adicionados de cera de cana-de-agucar provocou uma diminui¢do nos valores de
Sol, em relacéo aos filmes sem ajuste de pH (exceto para os filmes contendo 7,5%
de cera que nao apresentaram diferenga significativa na Sol com o ajuste de pH).
O pH acido préximo ao pl da gelatina, pode aumentar a viscosidade da solugao
filmogénica dificultando assim a interagao do lipidio com a proteina no filme. Esta
dificuldade de interagdes entre o lipidio-proteina confere ao filme uma estrutura
fragil e heterogénea, propiciando maior Sol em relagcado aos filmes com ajuste de
pH. Este mesmo comportamento foi verificado para os filmes adicionados de cera
de carnauba em todas as concentragdes, onde o ajuste de pH promoveu redugéo

na Sol, em relacéo aos filmes sem ajuste de pH (Tabela 30).
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Figura 27. Solubilidade em agua com e sem ajuste de pH nos fiimes de gelatina
(Og de material hidrofébico — MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda de
acido graxo (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera
de cana-de-agucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentracao
de 120%.
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Figura 28. Solubilidade em agua com e sem ajuste de pH nos fiimes de gelatina
(Og de material hidrofébico — MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda de
acido graxo (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera
de cana-de-agucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentragao
de 160%.
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A Figura 27 permite verificar que o ajuste de pH aumentou a solubilidade
dos filmes simples de gelatina, filmes compostos de blenda de acido estearico-
palmitico e dos filmes adicionados de triacetina e blenda, em relacdo aos filmes
sem ajuste de pH todos contendo a mistura de surfactante (3:1) Tween 80/SDS,
na concentracdo de 120%. O pH alcalino pode ter promovido uma
desestabilizacdo devido a agao da mistura de surfactantes nestes filmes formando
uma estrutura instavel e reduzindo as forgas intermoleculares entre as cadeias da
proteina. Para os filmes compostos de triacetina a adicdo da mistura de
surfactante em pH alcalino promoveu uma reducédo na Sol, em relacédo aos filmes
sem o ajuste de pH (Figura 27). Ja para o filme mais complexo contendo cera de
cana-de-acucar a adicdo da mesma mistura de surfactante na concentracao de
120% né&o alterou o valor de Sol com o ajuste de pH (Figura 27).

Na Figura 28 observou-se que aumentando-se a concentragdo da mistura
de surfactantes adicionando (3:1 Tween 80/SDS) de 120 para 160% nos filmes
emulsionados contendo a blenda de acido estearico-palmitico e com o ajuste de
pH observou-se a Sol ndo variou, em relagédo aos filmes sem ajuste de pH. Ja para
o filme contendo triacetina, blenda e a mistura de surfactante o ajuste de pH
promoveu o0 aumento da Sol e os filmes complexos contendo cera de cana e a
mistura de surfactantes apresentou efeito contrario diminuindo a Sol, em relagao
aos filmes com pH acido.

A adicdo dos surfactantes nos filmes emulsionados deveria agir
promovendo melhor incorporagéo dos compostos hidrofébicos na matriz protéica,
modificando a estrutura dos filmes que esta relacionada diretamente com a
solubilidade destes filmes em agua e com a possibilidade que as micelas de

surfactante poderia ocorrer maior afinidade lipidio-proteina.
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Tabela 31. Solubilidade em agua dos filmes compostos de gelatina, triacetina,
blenda de acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) e ceras (cana-de-agucar e
carnauba) e surfactantes (diversas combinagdes de Tween 80/SDS e Tween 80),

filmes preparados em duas condi¢des de pH.

Filmes* Solubilidade (%)*
pH=5,5 pH=8,5
Gel 19,77 + 1,65° 100,00 + 0,00°
Gel/120S 62,20 + 0,82° 72,09 + 4,16°
Gel/160S 76,91 + 1,43° -
Gel/60T - 57,98 + 3,10°
Gel/Tri (10%) 19,38 + 0,02° 39,45 + 4,99°
Gel/Tri/120S 69,24 + 3,23° 26,57 + 3,23°
Gel/Tri/ 160S 74,70 + 3,27° -
Gel/Tri/60T - 52,58 + 0,607
Gel/BI (20%) 27,58 + 3,53° 35,58 + 0,86°
Gel/BI/120S 37,18 +1,51° 53,29 + 3,12°
Gel/BI/160S 58,73 +2,17° 60,21 + 0,25°
Gel/BI/60T - 33,02 + 1,08°
Gel/BI/80SDS - 24,93 + 1,23°
Gel/Tri/BI 33,43+2,11° 33,27 +1,52°
Gel/Tri/Bl/120S 34,67 +1,14° 57,34 +1,14°
Gel/Tri/BI/160S 49,30 + 0,34° 63,24 + 0,58°
Gel/Tri/BI/60T - 43,27 +0,71°
Gel/Tri/BI/120MT - 59,38 + 0,27°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 28,15 + 2,14° 26,95 + 1,47°
Gel/Tri/BI/CA (5%)/120S 25,00 + 1,73° 26,11 +3,72°
Gel/Tri/BI/CA (5%)/160S 56,37 + 3,10° 24,65 + 2,85°
Gel/Tri/BI/CA(5%)/120MT - 12,52 + 2,35"
Gel/Tri/Bl/ CR (5%) 30,45 + 3,05 22,38 + 0,16°
Gel/Tri/BI/ICR(5%)/60T - 56,74 + 1,65°
Gel/Tri/BI/ICR(5%)/80SDS - 27,39 + 3,83°
Gel/Tri/BI/ICR(5%)/120SDS - 35,81 + 4,69°
Gel/Tri/BI/ICR(5%)/100MT - 9,99 + 1,52¢

* Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1estearico: palmitico); CA: cera de
cana-de-agucar; CR: cera de carnauba, 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura
Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 120S: 120% mistura de
surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da
gelatina; 60S: 60% de Tween 80 em relacdo a massa seca da gelatina; 80SDS: 80% mistura de
surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da
gelatina;120MT: 120% mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80 e 50% da mistura
SDS) em relagdo a massa seca da gelatina 100MT: 100% mistura de surfactantes (onde 50% da
mistura Tween 80 e 50% da mistura SDS) em relacdo & massa seca da gelatina; 120SDS: 120%
mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da mistura SDS) em relagéo a
massa seca da gelatina; **. Média e desvio padréo das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma
coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste
TUKEY.
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Na Tabela 31, observou-se que a adicdo da mistura de surfactantes nos
filmes emulsionados provocou alteragdo significativa na Sol comparado com os
filmes sem a adigdo de surfactantes. Observa-se que a mistura de surfactante (3:1
SDS/ Tween 80, na concentracao de 80% em relagdo a massa seca da gelatina)
quando adicionada aos filmes (pH=8,5) contendo blenda de acido graxo diminuiu a
Sol em torno de 30%, em relagao aos filmes sem a adi¢gao de surfactante. Para os
filmes contendo cera de carnauba n&o ocorre alteragcdo na Sol com a adigéo desta
mistura de surfactante. Aumentando-se a concentracdo desta mistura de 80 para
120% no filme contendo cera de carnauba, a Sol aumenta em torno de 38%, em
relacdo ao filme sem a adicdo de surfactante. Analisando-se a adi¢gao de outra
mistura de surfactante (1:1 Tween 80/SDS, nas concentragcdes de 100 e 120%)
aos filmes emulsionados em pH=8,5 os valores de Sol apresentaram uma taxa de
reducéo de 55% com relagao aos filmes sem a adi¢ao de surfactante.

O efeito da solubilidade com adicdo da mistura de surfactantes (3:1 Tween
80/SDS) nos filmes poliméricos (pH=5,5), tanto na concentragdo 120% como na
de 160% produz um aumento na Sol dos filmes emulsionados, em relagao aos
filmes sem a adigao de surfactantes (Tabela 31). Como esperado o aumento da
Sol € maior com a adigdo da mistura de surfactante na concentragdo de 160% do
que na concentragdo de 120%, como pode ser observado na Tabela 31. Estes
resultados mostram que a adi¢ao de surfactante aumentou a solubilidade em agua
dos filmes emulsionados provavelmente devido ao enfraquecimento das forgas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas, desestabilizando assim sua
estrutura. Para os filmes a pH=8,5, a adicdo da mistura de surfactantes (3:1
Tween 80/SDS), contendo blenda ou blenda e triacetina, a adicado da mistura de
surfactante nas concentragdes 120 e 160% provocaram aumento da Sol. De forma
oposta, foi observado para filmes simples de gelatina e para o adicionado de
triacetina, diminuicdo na Sol com a adicado desta mesma mistura de surfactantes
na concentracao de 120%, em relagao ao filmes sem a adi¢do de surfactantes.

Nos filmes de gelatina, a adigdo de surfactantes (60% de Tween 80, em

relagcdo a massa seca da gelatina) reduziu a solubilidade (Tabela 31).
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4.5 Opacidade

A opacidade envolve o aspecto visual dos filmes e esta diretamente
relacionada com sua aparéncia final. O padrao utilizado para comparar com os
valores analisados foi o filme de cloreto de polivinilideno (PVC) apresentando
11,75 £ 0,13 de opacidade. Este padrao foi escolhido por ser muito utilizado como

embalagem para diversos produtos (BRISTON, 1988).

Tabela 32. Opacidade dos filmes compostos de gelatina, triacetina, blenda de
acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) e ceras (cana-de-agucar e carnauba),

filmes preparados em duas condi¢des de pH.

Filmes* Opacidade (%)*
pH= 5,5 pH=8,5

Gel 13,08 + 0,09¢ 13,43 £ 0,12°
Gel/Tri (10%) 15,07 + 0,76° 14,50 + 0,09°
Gel/Bl (20%) 27,38 + 0,89° 14,78 + 0,27°
Gel/Tri/Bl 25,75 + 1,26°° 23,74 +0,62°
Gel/Tri/BI/CA (2,5%) 27,75+ 0,93? 24,05 + 0,62°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 23,59 + 0,79° 25,68 + 0,80%°
Gel/Tri/BI/CA (7,5%) 27,12 +0,31? 26,25 + 0,83°
Gel/Tri/BI/CA (10%) 28,81 + 0,35° 26,08 + 0,75°
Gel/Tri/BI/CR (2,5%) 22,81+ 0,93° 24,70 + 0,73
Gel/Tri/Bl/ CR (5%) 26,97 + 3,31%° 24,97 + 0,65
Gel/Tri/BI/ CR (7,5%) 27,84 + 0,012 27,25 + 0,22°
Gel/Tri/Bl/ CR (10%) 26,83 + 5,30*° 27,19 + 0,09

* Gel: gelatina; CA: cera de cana-de-agucar; CR: cera de carnauba; Tri:triacetina; Bl: blenda de
acidos graxos (1:1 estearico-palmitico).** Média e desvio padrdo das triplicatas. Nota: letras
diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas
através do teste TUKEY.
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A Tabela 32 indica que para os filmes simples sem a presenca de ceras, a
opacidade aumentou significativamente quando a blenda de acido estearico-
palmitico foi adicionada em relagéo ao filme de gelatina. A adi¢cao de triacetina (pH
natural) aumenta levemente a opacidade do filme de gelatina. O ajuste de pH
manteve a mesma opacidade dos filmes de gelatina ou de gelatina e triacetina em
comparacao aos filmes com pH natural. Filmes de gelatina, triacetina e blenda
praticamente também mantém a opacidade com e sem ajuste de pH. Na série de
filmes sem a adicao das ceras a Unica variagcao de opacidade observada foi para
filmes contendo gelatina e blenda, onde o ajuste de pH produziu um decréscimo
acentuado na opacidade do filme resultante com uma redugdo de 43% na
porcentagem de opacidade em relagdo a mesma formulacdo em pH natural. Os
filmes contendo somente gelatina (com e sem ajuste de pH) apresentam valores
de opacidade maiores que os filmes de PVC.

Filmes completos (gelatina, triacetina e blenda) contendo as duas diferentes
ceras em quantidades crescentes apresentaram valores de opacidade muito mais
altos que os filmes contendo somente gelatina ou o filme de PVC (Tabela 32). No
entanto o tipo de cera (carnauba ou cana) e as concentragcbes estudadas (2,5 -
10%) ndo mostraram diferencas significativas devido a esses fatores na condi¢céo
de pH natural. O ajuste de pH, também n&o indicou diferengas acentuadas devido
da concentracdo ou do tipo de cera utilizados. No entanto os valores de opacidade
ligeiramente menores foram produzidos, quando o pH € aumentado, o que poderia
permitir melhores incorporagdes dos lipidios na matriz protéica e
consequentemente menor opacidade. Observagdes visuais dos filmes indicaram o
mesmo comportamento, com filmes em pH ajustado aparentemente menos
opacos. O aumento da opacidade devido a inclusdo da cera foi observado em
filmes de isolado protéico do soro do leite e cera de candelila (KIN; USTUNOL,
2001). GONTARD et al. (1994) observaram que o aumento da concentragdo dos
compostos hidrofébicos (acido oléico, cera de parafina, cera de carnauba, cera de
abelha, entre outros) também promoveu um aumento na opacidade dos filmes

emulsionados de gluten.
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Para todas as propriedades dos filmes analisadas até o momento, como
PVA, resisténcia mecanica e solubilidade em agua, foi verificado de forma geral
que o ajuste de pH nos filmes emulsionados parece dificultar a agdo do
surfactante na emulsao filmogénica, interferindo de forma negativa em suas
propriedades. O mesmo comportamento pode ser observado nos valores de
opacidade, conforme apresentados nas Figuras 29 e 30. A adicdo da mistura de
surfactantes (3:1 Tween 80/SDS) tanto nas concentragdes 120 como na de 160%
(em relacdo a massa seca da gelatina) nos filmes emulsionados (pH=8,5)
contendo cera de cana provocou um aumento na opacidade, em relagdo aos
filmes sem ajuste de pH.

Comportamento negativo semelhante devido a adicdo de surfactantes em
diferentes quantidades ou misturas quando o pH é ajustado para 8,5 pode ser
observado na Tabela 33. De forma geral as porcentagens de opacidade
aumentam sobre estes efeitos (aumento de pH e presenga de surfactantes). Os
dois tipos de cera estudados nao foram importantes na presenca de surfactantes

em pH alcalino, para alterar os valores de opacidade obtidos.
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Figura 29. Comportamento da opacidade com e sem ajuste de pH nos filmes de
gelatina (0g de material hidrofébico — MH); adicionado de triacetina (1g de MH);
blenda (2g de MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera de

cana-de-agucar (3,5g de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentragao de
120%.
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Figura 30. Opacidade com e sem ajuste de pH dos filmes de gelatina (Og de
material hidrofébico — MH); adicionado de triacetina (1g de MH); blenda (2g de
MH); triacetina e blenda (3g de MH); triacetina, blenda e cera de cana-de-agucar
(3,59 de MH) e a mistura 3:1 Tween 80/SDS na concentragdo de 160%.

A adicao da mistura de surfactantes 120S e 160S (3:1 Tween 80/SDS) no
filme completo contendo triacetina, blenda de acido estearico-palmitico e cera de
cana diminuiu significativamente a opacidade dos filmes tanto em pH alcalino
como em pH acido, ao se comparar com o filme sem a adicdo de surfactante
(Tabela 33). Este mesmo comportamento foi verificado adicionando-se o Tween
80 na concentragado de 60% - 60T (em relagdo a massa seca da gelatina) para o
filme completo contendo cera de carnauba a pH 8,5. Efeito contrario foi observado
com a adigdo das misturas 100MT e 80 SDS (1:1 tween 80/SDS, concentragao
100% e 3:1 SDS/ Tween 80, na concentracédo 80%) nos filmes contendo cera de
carnauba onde ocorre um aumento da opacidade, em relacdo aos filmes sem a
adicdo de surfactante. A mistura 1:1 Tween 80/SDS, na concentracédo 120%
(120MT) adicionada aos filmes completos contendo cera de cana também
provocou um aumento na opacidade, em relacdo aos filmes sem a adicdo de
surfactantes a pH.8,5. Ja as misturas de surfactantes (3:1 SDS/ Tween 80, na

concentracdo de 120%, 120SDS) adicionadas aos filmes emulsionados contendo
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cera de carnauba em pH 8,5, nao causou alteragbes significativas na opacidade,
em relacdo aos filmes sem a adicao de surfactantes.

Era esperado que os filmes apresentassem menor opacidade com a adigcao
do surfactantes, devido ao aspecto translucido observado na solugéo filmogénica
durante a elaboragédo dos filmes (T=80°C por 30 minutos). Este comportamento
ocorreu somente para situagdes onde os filmes contendo os surfactantes se
encontravam em pH natural, quando comparados com os filmes de mesma
formulacdo sem a adicao de surfactantes e também em pH natural. Quando o pH
foi ajustado para 8,5 a maior parte dos filmes resultantes (Tabela 33) teve a
porcentagem de opacidade aumentada, embora na temperatura de produgéao
(60°C) a solugao filmogénica visualmente estivesse transparente. Com a redugao
da temperatura, a solugcdo filmogénica comeca a ficar esbranquicada. A
eliminagdo de agua pode ter provocado modificagdes na estrutura da emulsdo
(alteragbes na distribuicdo e tamanho dos glébulos de lipidios), os glébulos de
lipidios podem coalescer e formar agregados podendo alterar a opacidade do filme
e até formar manchas opacas onde os agregados estiverem concentrados
(VILLALOBOS et al., 2005).
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Tabela 33. Efeito da adigdo de surfactante (diversas combinagcbes de Tween
80/SDS) na opacidade dos filmes compostos de gelatina, triacetina, blenda de
acidos graxos (1:1 estearico e palmitico) e ceras (cana-de-agucar e carnauba),

filmes preparados em duas condi¢des de pH.

Filmes* Opacidade (%)*
pH= 5,5
pH=8,5

Gel 13,08 +0,09° 13,43 +0,12°
Gel/120S 11,71 +0,07°  30.54 + 0,672

Gel/160S 15,00 + 0,64° -
Gel/60T - 28,28 +0,72°
Gel/Tri (10%) 15,07 +0,76 14,50 + 0,09°
GellTri/120S 12,05+0,35° 12,79 +0,14°

Gel/Tri/ 160S 14,34 + 0,88%° -
Gel/Tri/60T - 12,37 +0,17"
Gel/BI (20%) 27,38+0,90° 14,78 +0,27°
Gel/BI/120S 20,55 +0,33° 29,07+ 0,412
Gel/BI/160S 20,34 +0,32° 21,84 +0,91°
Gel/BI/60T - 19,53 + 1,35°
Gel/BI/80SDS - 25,53 + 0,40°
Gel/Tri/Bl 25,75+ 1,26 23,74 + 0,62°
Gel/Tri/BI/120S 23,51 +0,74° 27,08 + 0,50°
Gel/Tri/BI/160S 19,57 +0,24° 38,56 + 0,48°
Gel/Tri/BI/60T - 21,45 + 0,20¢
Gel/Tri/BI/120MT - 29,35+ 1,10°
Gel/Tri/BI/CA (5%) 23,59 +0,79° 25,68 + 0,80°
Gel/Tri/BIICA (5%)/120S 18,37 +0,78° 21,81 +0,07°
Gel/Tri/BIICA (5%)/160S 17,43 +0,24° 19,29 +0,15°
Gel/Tri/BI/ICA(5%)/120MT - 29,35 + 1,102
Gel/Tri/Bl/ CR (5%) 26,97 + 3,31 24,97 + 0,65°
GellTri/BIICR(5%)/60T - 19,53 + 1,35°
Gel/Tri/BI/CR(5%)/80SDS - 26,90 + 0,53"
Gel/Tri/BI/CR(5%)/120SDS - 23,74 +0,11°
Gel/Tri/BI/ICR(5%)/100MT - 33,85 + 0,02°

* Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda de acidos graxos (1:1estearico: palmitico); CA: cera de
cana-de-agucar; CR: cera de carnauba, 160S: 160% mistura de surfactantes (onde 75% da mistura
Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo & massa seca da gelatina; 120S: 120% mistura de
surfactantes (onde 75% da mistura Tween 80 e 25% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da
gelatina; 120MT: 120% mistura de surfactantes (onde 50% da mistura Tween 80 e 50% da mistura
SDS) em relagdo a massa seca da gelatina 100MT: 100% mistura de surfactantes (onde 50% da
mistura Tween 80 e 50% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 120SDS: 120%
mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e 75% da mistura SDS) em relagcédo a
massa seca da gelatina; 80SDS: 80% mistura de surfactantes (onde 25% da mistura Tween 80 e
75% da mistura SDS) em relagdo a massa seca da gelatina; 60T: 60% de Tween 80 em relagédo a
massa seca da gelatina. **Média e desvio padréo das triplicatas. Nota: letras diferentes na mesma
coluna representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as médias obtidas através do teste
TUKEY.
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4.6 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura tornou possivel a visualizacdo de
possiveis imperfeicdes, a presenca de poros, a separacdo dos componentes
utilizados na formulacao dos filmes e a estrutura da superficie dos filmes obtidos.

As micrografias eletrénicas de varredura foram obtidas em relagéo a superficie
dos filmes. Os filmes foram analisados quanto ao aumento da concentracdo do
material lipidico, o efeito do pH (5,5 e 8,5) e quanto a adigdo dos surfactantes.

Nas Figuras 31 e 32, pode-se observar o efeito da adicdo dos componentes
hidrofobicos (triacetina, blenda de acido estearico-palmitico e cera de carnauba e
de cana-de-agucar) na morfologia da superficie dos filmes nos dois pHs
estudados. A adigdo de triacetina nos filmes a base de gelatina provocou
alteragdes na morfologia da superficie dos filmes formando glébulos de triacetina
de tamanhos variados e dispersos irregularmente tanto nos filmes com pH=5,5
(Figura 31B) quanto para o filme com pH=8,5 (Figura 32B). A adicédo de
substancias lipidicas como a blenda de acido estearico-palmitico modificou a
superficie dos filmes a base de gelatina (pH=5,5) apresentando glébulos de
lipidios irregulares e de tamanhos diferentes, como mostrado na Figura 31C, o
mesmo comportamento foi observado nos filmes compostos de triacetina, blenda e
cera de cana-de-agucar e carnauba, mostrados respectivamente nas Figuras 31E
e 31F. Nos filmes com pH=8,5 a adicdo dos compostos lipidicos provocou
alteragdes significativas na superficie dos filmes comparados ao filme simples de
gelatina (Figura 32A). A adigdo da blenda, da blenda e triacetina e da blenda,
triacetina, cera de cana-de-agcucar ou de carnauba nos filmes emulsionados
(pH=8,5) alteram a superficie regular do fiime de gelatina formando estruturas
dispersas irregularmente, que podem ser visualizadas nas Figuras 32B, 32C, 32D,
32E e 32F.

A adicao dos componentes hidrofobicos alterou a superficie dos filmes a base
de gelatina promovendo o aparecimento de glébulos de tamanho diferente e
distribui¢cdo irregular, como também verificado por MARTIN-POLO; MAUGIN e

VOILLEY (1992) em filmes emulsionados onde a adicdo de materiais lipidicos
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causou irregularidade na morfologia de superficie dos filmes resultantes. YANG e
PAUSON (2000a) relataram que a adigdo de blenda de acido estearico-palmitico
em filmes de goma gelana promoveu alta irregularidade na superficie. McCHUGH e
KROCHTA (1994b) observaram, em filmes emulsionados de proteina do soro do
leite, que o lado do filme que ficava em contato com a placa durante o processo de
secagem apresentava maior brilho e uniformidade devido a maior concentragao de
material protéico, enquanto que o lado em contato com o ar apresentou-se mais
opaco e irregular pela presenga de lipidios, menos densos e que tendem a migrar

para a superficie.

121



Resultados e Discussao

2000X

700X

700X

10ky

10kv

10ky

Figura 31. Imagens captadas por microscopia eletronica de varredura dos seguintes filmes (sem
ajuste de pH=5,5): (A) Gelatina (2000x); (B) Gelatina/Triacetina (700x); (C) Gelatina/Blenda de

acido estearico-palmitico (700x); (D) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico

(700x); (E) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de cana-de-agucar 5%

(700x); (F) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de carnauba 5% (700x).
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Figura 32. Imagens captadas por microscopia eletrénica de varredura dos seguintes filmes (com
ajuste de pH=8,5): (A) Gelatina (700x); (B) Gelatina/Triacetina (700x); (C) Gelatina/Blenda de acido
estearico-palmitico (700x); (D) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico (700x); (E)
Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de cana-de-agucar 5% (700x); (F)

Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de carnauba 5% (700x).
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Os filmes com ajuste de pH (8,5) apresentaram em todas as formulagbes
uma superficie menos irregular e os glébulos de lipidios de tamanho menor, o que
pode estar relacionado com o distanciamento do pl da proteina (em torno de 4,6 —
5,2) onde a proteina (pH =8,5) teria maior solubilidade devido a sua alta ionizagao
e alta forca de repulsdo favorecendo assim uma maior interagdo com o material
lipidico.

A adigdo de triacetina nos filmes emulsionados em pH=8,5 (Figura 32B)
apresenta globulos de triacetina com tamanho inferior, com relagdo a este mesmo
filme com pH acido (pH=5,5) como pode ser visualizado na Figura 31B. O ajuste
de pH nos filmes contendo substéancias lipidicas provocou alteragdes significativas,
como mostrado nas Figuras 32C, 32D, 32E e 32F diminuindo o tamanho das
particulas insoluveis formando uma estrutura menos irregular na superficie dos
filmes, comparando com os filmes sem ajuste de pH (Figuras 32C, 32D, 32E e
32F).

A variacdo do pH pode influenciar diretamente a eficiéncia do surfactante
em estabilizar a emulsdo modificando a estrutura final dos filmes emulsionados
nos quais os surfactantes foram adicionados. O ajuste de pH (pH=8,5) nos filmes
contendo a cera de cana adicionados da mistura de surfactante (3:1 Tween 80/
SDS) tanto na concentracdo de 160% como na concentracdo de 120% (em
relacdo a massa seca da gelatina) (Figura 34C e 36E, respectivamente) produz
uma superficie menos irregular, em relagdo aos filmes sem ajuste de pH (Figuras
33E e 35E). Esta observacdo mostra que os surfactantes agem de forma mais
eficaz em pH basico, formando uma estrutura mais regular, o que pode ser devido
a maior estabilizagdo da emulsédo filmogénica e a melhor incorporagdo das

substancias hidrofébicas na matriz polimérica em pH=8,5.
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A adigao da mistura de surfactante (3:1 Tween 80/SDS na concentragao de
160%, em relagdo a massa seca da gelatina) nos filmes de gelatina (pH=5,5)
(Figura 33A) causou uma certa irregularidade porém nao significativamente ao ser
comparada com o filme de gelatina sem a adicdo de surfactante (Figura 31A). A
adicao de (3:1 Tween 80/SDS na concentragdo de 160%) afetou a estrutura da
superficie dos filmes compostos de triacetina, blenda, triacetina e blenda e
triacetina, blenda e cera de cana-de-agucar (5%) em pH=5,5 como pode ser
observado nas Figuras 33B, 33C, 33D e 33E, respectivamente, ocorrendo uma
diminuicdo na quantidade e na tamanho dos glébulos de lipidios na superficie,
com relagdo aos mesmos filmes sem a adigdo da mistura de surfactante (Figuras
31B, 31C, 31D e 31E). Alterando-se o pH para 8,5, a adigcdo de 3:1 Tween
80/SDS, na concentragdo de 160% nos filmes compostos de gelatina e blenda,
blenda e triacetina e blenda, triacetina e cera de cana-de-agucar (5%), como
observado nas Figuras 34A, 34B e 34C, respectivamente, agiu diminuindo os
globulos de lipidio em tamanho e a superficie apresenta-se quase regular com a
presenga de alguns micro furos (apenas nos filmes contendo blenda e blenda e
triacetina) (Figuras 34A, 34B e 34C), comparados aos filmes sem a adi¢cao de
surfactante (Figuras 32C, 32D e 32E).

Diminuindo-se a concentracdo da mistura de surfactante (3:1 Tween
80/SDS) de 160% para 120% tanto nos filmes sem ajuste de pH=5,5 (Figuras 35A,
35B, 35C, 35D e 35E) como nos filmes com ajuste de pH=8,5 (Figuras 36A, 36B,
36C, 36D e 36E) o mesmo comportamento foi observado em relagdo a mistura de
surfactante na concentragao de 160%.

A adi¢do da mistura de surfactante (1:1 Tween 80/SDS, na concentragéo
de 120%) nos filmes compostos de gelatina contendo triacetina e blenda e
triacetina, blenda e cera de cana-de-agucar (5%) apresentados nas Figuras 34D e
34E, respectivamente, produziu uma superficie na forma de escamas mais
regulares (Fig. 34D) e uma superficie toda irregular com a presenca de globulos
de tamanhos diferentes (Figura 34E), com relacdo ao fiime sem a adicdo do

surfactante (Figura 32E).
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A adigao do surfactante Tween 80 (na concentragao de 60%, com relagao a
massa seca da gelatina) nos filmes com ajuste de pH (8,5) produziu uma melhora
na superficie do filme diminuindo os gldbulos dispersos nos filmes compostos a
base de gelatina adicionado de triacetina; triacetina e blenda e triacetina, blenda e
cera de carnauba (5%), Figuras 37B, 37C e 37D, respectivamente, com relagao
aos filmes sem a adi¢cao de surfactante (Figuras 32B, 32D e 32F). Ja nos filmes
simples de gelatina a adicdo do Tween 80 parece ter aumentado a irregularidade
da superficie do filme (Figura 37A), se comparado com o filme sem a adi¢ao de
surfactante (Figura 32A).

Varias combinagdes de surfactantes foram testadas como a adicido da
mistura 3:1 SDS/Tween 80 (na concentracao 80%, em relagdo a massa seca da
gelatina) nos filmes (pH=8,5) compostos de triacetina e blenda e de triacetina,
blenda e cera de carnauba (Figuras 38A e 38B, respectivamente) onde a adigéo
desta mistura aumentou a irregularidade da superficie do filme analisada pela
MEV, se comparada com os filmes sem a adigdo de surfactante (Figura 32D e
32F). Aumentando-se a concentragao da mistura (3:1 SDS/Tween 80) de 80 para
120% nos filmes emulsionados (pH=8,5) contendo cera de carnauba (Figura 38C)
a irregularidade da superficie diminui apresentando apenas algumas particulas
insoluveis, com relagdo ao filme contendo 80% de 3:1 SDS/Tween 80 (Figura 38B)
e também com relacdo ao filme sem a adicdo de surfactante (Figura 32F). Os
filmes (pH=8,5) adicionados da mistura 1:1 Tween 80/SDS (na concentracdo de
100%, com relagdo a massa seca da gelatina) (Figura 38D) apresentaram um
aumento na irregularidade no tamanho e distribuigdo das particulas na superficie
do filme, com relagao ao filme sem a presenga do surfactante (Figura 32F).

O aumento na irregularidade da superficie de alguns filmes com a adigao de
algumas misturas de surfactantes, pode também ter sido produzido pelo processo
de secagem do filme alterando a distribuicdo dos gldbulos de lipidio na superficie
e o0 seu tamanho. DEBEAUFORT, QUEZADA-GALLO e VOILLEY (1995)
verificaram que o processo de secagem dos filmes afeta diretamente a estrutura
do filme e analisaram a distribuicdo dos lipidios utilizando varias formas de

secagem, alterando a temperatura, umidade relativa e a velocidade da circulagéo
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de ar em filmes emulsionados de metilcelulose e cera de parafina. Concluiram que
a secagem lenta a 25°C e 40% UR foi mais eficiente na distribuicdo dos glébulos
de lipidios (dispersos de maneira mais homogénea em toda a espessura do filme),
que a secagem rapida a 45°C e 15% UR onde os globulos de parafina ficaram
concentrados na superficie do filme em contato com o ar apresentando assim uma

distribuicdo heterogénea e globulos de lipidios maiores.
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Figura 33. Imagens captadas por microscopia eletrbnica de varredura dos seguintes filmes
adicionados de 160% da mistura de surfactantes, (75% da mistura Tween 80 e 25% SDS) (sem
ajuste de pH=5,5): (A) Gelatina (700x); (B) Gelatina/Triacetina (700x); (C) Gelatina/Blenda de acido
estearico-palmitico/ (700x); (D) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico (700x); (E)

Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de cana-de-agucar 5% (700x).
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Figura 34. Imagens captadas por MEV dos seguintes filmes adicionados de 160% da mistura de
surfactantes, (75% da mistura Tween 80 e 25% SDS) (com ajuste de pH=8,5): (A) Gelatina/ Blenda
de acido estearico-palmitico (700x); (B) Gelatina/Triacetina/Blenda de acido estearico-palmitico
(700x); (C) Gelatina/Triacetina/Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de cana-de-agucar 5%
(700x) e adicionando 120% da mistura de surfactantes, (50% da mistura Tween 80 e 50% SDS)
(com ajuste de pH=8,5) nas seguintes formulagdes: (D) Gelatina/Triacetina/Blenda de acido
estearico-palmitico (700x); (E) Gelatina/Triacetina/Blenda de &acido estearico-palmitico/Cera de

cana-de-agucar 5% (700x).
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Figura 35. Imagens captadas por microscopia eletrbnica de varredura dos seguintes filmes
adicionados de 120% da mistura de surfactantes, (75% da mistura Tween 80 e 25% SDS) (sem
ajuste de pH=5,5) de acido estearico-palmitico/ (700x); (D) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido
estearico-palmitico (700x); (E) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de

cana-de-agucar 5% (700x).
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Figura 36. Imagens captadas por microscopia eletrdnica de varredura dos seguintes filmes
adicionados de 120% da mistura de surfactantes, onde 75% da mistura Tween 80 e 25% SDS
(com ajuste de pH=8,5): (A) Gelatina (700x); (B) Gelatina/Triacetina (700x); (C) Gelatina/Blenda de
acido estearico-palmitico/ (700x); (D) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico
(700x); (E) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de cana-de-agucar 5%
(700x).
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Figura 37. Imagens captadas por microscopia eletronica de varredura dos seguintes filmes
adicionados de 60% de Tween 80 (com ajuste de pH=8,5): (A) Gelatina (300x); (B)
Gelatina/Triacetina (300x); (C) Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico (700x); (D)

Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de carnauba 5% (700x).
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Figura 38. Imagens captadas por microscopia eletrobnica de varredura dos seguintes filmes
adicionados de 80% da mistura de surfactante, (75% da mistura SDS e 25% da mistura Tween80)
(com ajuste de pH=8,5): (A) Gelatina/Blenda de acido estearico-palmitico (700x); (B)
Gelatina/Triacetina/Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de carnauba 5% (700x) (C)
Gelatina/Triacetina/ Blenda de acido estedrico-palmitico/Cera de carnauba 5%/ 120% de mistura
de surfactantes, (25% da mistura Tween 80 e os outros 75% SDS) (700x); (D) Gelatina/Triacetina/
Blenda de acido estearico-palmitico/Cera de carnauba 5%/ 100% de mistura de surfactantes, (50%
da mistura Tween 80 e os outros 50% SDS) (700x).
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4.7 Microscopia confocal de varredura laser

Neste trabalho a MCVL foi utilizada para complementar a MEV, permitindo uma
visualizagao interna dos filmes enquanto a MEV imagens de superficie. Foram
observados 5 tipos de imagens pela MCVL entre elas: DIC (Contraste
Interferencial Diferencial de fase), FITC proteina corada com FITC (isotiocianato
de fluoresceina), Nile Red material hidrofébico corado com Nile Red, Merge
(imagens obtidas pela sobreposi¢cdo de FITC, Nile Red e DIC) e FITC-Nile Red
(sobreposicao das imagens de FITC e Nile Red). A microscopia confocal de
varredura a laser (MCVL) apresenta-se hoje como uma ferramenta muito
importante na obtencdo de imagens de alta resolugdo. Esta técnica permite
visualizar a estrutura morfolégica do filme em qualquer nivel de profundidade no
interior da matriz do filme, combinando principios de microscopia e fluorescéncia.

Nos filmes de gelatina e triacetina (10%) com pH=5,5 observa-se na Figura 39,
a distribuicdo das particulas de triacetina na matriz protéica, na Figura 39A, onde
as particulas de triacetina observadas no modo DIC aparecem pequenas e
distribuidas de forma homogénea. Os pontos vermelhos séo caracterizados pelas
particulas de triacetina (Figura 39B). Na Figura 39C evidencia-se a disperséao
homogénea da matriz protéica no filme, enquanto na Figura 39D tem-se a
sobreposicdo das 3 imagens captadas mostrando a distribuicdo das particulas de
triacetina que sofreram ligeira migragdo para a superficie do filme, observacao

feita visualmente.
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Figura 39. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme (sem ajuste de
pH=5,5) de gelatina, triacetina (10%). (A) DIC (Contraste Interferencial Diferencial de fase); (B) Nile
Red (triacetina corada com Nile Red); (C) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina);
(D) Merge (sobreposigao da gelatina corada —FITC, triacetina corada com Nile Red e do DIC).
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A adicdo de acido graxo na forma de blenda de estearico-palmitico nos
filmes a base de gelatina (pH=5,5), pode ser observada na Figura 40. A blenda de
acidos graxos esta distribuida de forma irregular e seus glébulos apresentam
tamanhos diferenciados, com o mesmo comportamento verificado através da MEV
(Figura 31C). Ao se sobrepor as imagens de FITC (Figura 40C) (proteina corada
de verde) e Nile Red (Figura 40B) (material hidrofébico corado de vermelho),
pode-se observar os glébulos de lipidios na coloragao alaranjada (Figura 40D e
40E).

Nos filmes (pH=5,5) compostos de triacetina e blenda de acido estearico-
palmitico (Figura 41C), observa-se que o tamanho dos glébulos de lipidios séo
inferiores e sua distribuicdo esta menos irregular dentro da estrutura do filme,
quando comparado com o filme contendo apenas blenda de acido estearico-
palmitico (Figura 40D). Esta comparagédo pode ser melhor visualizada na
sobreposicdo da imagem de FITC-Nile Red Figuras 40D (filmes contendo blenda)
e na 41C (contendo além da blenda a triacetina).

Ao se adicionar as ceras de cana-de-agucar (Figura 42A, B e C) e de
carnauba (Figura 43A, B e C) aos filmes compostos (pH=5,5) de gelatina,
triacetina e blenda observou-se que os globulos de lipidios tendem a ficar com
tamanhos variados e mais irregulares com a adicdo das ceras em relagdo aos
filmes de gelatina, triacetina e blenda com pH acido (Figura 41C). A adi¢cao destas
ceras (de cana-de-agucar ou carnauba) nos filmes em pH alcalino (Figuras 42D, E
e F) para os filmes contendo cera de cana e Figuras 43D, E e F para os filmes
contendo cera de carnauba observa-se que os filmes sofrem uma mudanga
acentuada em sua morfologia onde glébulos de material lipidico ndo sao mais
observados. Os filmes ndo apresentam uma matriz totalmente heterogénea, mas
ela é bastante melhorada por decorréncia do ajuste de pH em concordancia com
os resultados obtidos para PVA onde filmes com pH ajustado para 8,5 e sem a
adicdo de surfactante tiveram a PVA abaixada em relagdo aos filmes em pH

natural.
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Figura 40. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme (sem ajuste de
pH=5,5) de gelatina e blenda de acido estearico-palmitico (20%). (A) DIC (Contraste Interferencial
Diferencial de fase); (B) Nile Red (blenda corada com Nile Red); (C) FITC (isotiocianato de
fluoresceina corando a gelatina); (D) FITC-Nile Red (sobreposi¢cdo da gelatina corada —FITC,
blenda corada com Nile Red); (E) Merge (sobreposi¢cao da gelatina corada —FITC, triacetina corada
com Nile Red e do DIC).
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Em todas as analises efetuadas até agora, o ajuste de pH interferiu
significativamente nas propriedades funcionais dos filmes emulsionados e na sua
morfologia superficial. Nas Figuras 41 a 43, verificam-se distribuicbes
diferenciadas entre os filmes elaborados em pH acido e pH alcalino.

Ao se comparar os filmes com ajuste de pH (pH=8,5) em relagéo aos filmes
sem ajuste de pH (pH=5,5), observou-se que o ajuste de pH nos filmes
emulsionados melhorou de forma geral a distribuicdo dos globulos de lipidios e
também reduziu o tamanho destes, facilitando assim sua incorporagao dos lipidios
na matriz protéica.

No caso dos filmes adicionados da mistura de surfactantes (3:1 Tween
80/SDS) na concentracao de 160%, apresentadas nas Figuras 44C (sem ajuste de
pH) e 44F (com ajuste de pH), observa-se que neste caso o ajuste de pH nao
apresenta diferenga significativa nas duas imagens de MCVL- FITC- Nile red
sobrepostas nas duas condi¢gdes de pH. O mesmo comportamento foi observado
para a mesma mistura de surfactante na concentracdo de 120% (em relagdo a
massa seca da gelatina), como pode ser observado nas Figuras 45C (para os
filmes sem ajuste de pH) e 45F (para os filmes com ajuste de pH). Efeito negativo
da associacdo do pH alcalino e a adicdo de surfactantes foi evidenciado na

avaliacao das propriedades fisicas dos filmes nos itens anteriores.
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Figura 41. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme de gelatina,
triacetina(10%), blenda de acido estearico-palmitico (20%), sem ajuste de pH=5,5: (A) FITC
(isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina); (B) Nile Red (triacetina e blenda corada com Nile
Red); (C) FITC-Nile Red (sobreposigdo da gelatina corada —FITC, triacetina e blenda corada com
Nile Red); e filmes com ajuste de pH=8,5: (D) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a
gelatina); (E) Nile Red (triacetina e blenda corada com Nile Red); (F) FITC-Nile Red (sobreposi¢ao
da gelatina corada — FITC, triacetina e blenda corada com Nile Red).
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Figura 42. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme de gelatina, triacetina
(10%), blenda de acido esteérico-palmitico (20%) e cera de cana-de-agucar (5%), sem ajuste de
pH=5,5: (A) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina); (B) Nile Red (triacetina, blenda
e cera corada com Nile Red); (C) FITC-Nile Red (sobreposicdo da gelatina corada —FITC,
triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); e filmes com ajuste de pH=8,5: (D) FITC
(isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina); (E) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada
com Nile Red); (F) FITC-Nile Red (sobreposigdo da gelatina corada — FITC, triacetina, blenda e
cera corada com Nile Red).
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Figura 43. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme de gelatina, triacetina
(10%), blenda de é&cido estearico-palmitico (20%) e cera de carnauba (5%), sem ajuste de pH=5,5:
(A) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina); (B) Nile Red (triacetina, blenda e cera
corada com Nile Red); (C) FITC-Nile Red (sobreposi¢do da gelatina corada —FITC, triacetina,
blenda e cera corada com Nile Red); e filmes com ajuste de pH=8,5: (D) FITC (isotiocianato de
fluoresceina corando a gelatina); (E) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (F)
FITC-Nile Red (sobreposi¢do da gelatina corada — FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile
Red).
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A mistura de surfactante (3:1 Tween 80/SDS, na concentragédo de 160%)
adicionada aos filmes (pH=5,5) de triacetina, blenda e cera de cana-de-agucar
(Figura 44C) alterou profundamente a estrutura morfolégica comparado aos filmes
sem a adigdo do surfactante (Figura 42C). Nas imagens (Figura 44C e 45C) dos
filmes contendo a mistura de surfactante (3:1 Tween 80/SDS) nas concentra¢des
160 e 120%, respectivamente, tem-se a sobreposi¢cdo da FITC e do Nile Red onde
as imagens mostraram-se em geral homogéneas e com coloragdo amarelo-
alaranjado com a presenga de pontos pretos menores nos filmes com pH=5,5, se
comparados com os filmes sem a adi¢gdo de surfactante (Figura 42C). Em pH
alcalino (pH=8,5) as imagens dos filmes adicionados da mistura de surfactante
(3:1 Tween 80/SDS) tanto na concentragéo de 160 (Figura 44F) como na de 120%
(Figura 45F) apresentam imagem semelhante aos filmes sem ajuste de pH
(Figuras 44C e 45C), exceto pelos pontos pretos que ficam maiores e mais
nUMerosos.

Ao se sobrepor as imagens observa-se outras cores como amarelo laranja,
o aparecimento dessas cores na MCVL parece ser consequéncia da mistura em
diversas proporgdes dos corantes (FITC e Nile Red). A mistura do verde com o
vermelho em diversas proporgdes produz variagcdo de coloragéo entre laranja a
amarelo (OTTERSTATTER, 1999).

A adicdo do Tween 80, na concentracado de 60% (Figuras 46C) nos filmes
emulsionados contendo cera de carnauba, produz uma imagem que apresenta
cores bem distintas com amarelo no fundo manchas verdes e globulos marrons
dispersos irregularmente (sobreposicdo do FITC e Nile Red). Esta morfologia
irregular alterou a valor da PVA de 5,12 gmm/m?dkPa (para os filmes de cera de
carnatiba sem a adi¢do de Tween 80) para 10,05 gmm/m?dkPa (para os filmes de
cera de carnauba contendo Tween 80). A mistura de surfactante 1: 1 Tween
80/SDS pode ser melhor evidenciada na Figura 46F com a sobreposi¢édo do FITC
e Nile Red mostrando uma coloragdo uniforme com fundo alaranjado com
manchas pretas e glébulos verdes dispersos. Ja na mistura 3:1 SDS/Tween 80
(Figura 47D) adicionada aos filmes (pH=8,5) contendo cera de carnauba, a

sobreposicdo do FITC, Nile Red e DIC mostra particulas (pretas e alaranjadas)
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dispersas de forma homogénea em toda a area analisada com fundo de coloragao
verde-amarelado.

A eficiéncia da acao do surfactante (na forma de mistura de 2 surfactantes
ou utilizados puros) pode ser melhor verificada nas imagens de MCVL com
sobreposicdo de FITC-Nile Red, onde as coloragdes alaranjadas ou amareladas
denota que os compostos lipidicos de certa forma incorporaram-se mais

efetivamente na matriz protéica do filme.

143



Resultados e Discussao

100 pm

— —
— —

100 pm 100 pm
F

Figura 44. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme de gelatina, triacetina
(10%), blenda de acido estearico-palmitico (20%), cera de cana-de-agucar (5%) e 160% da mistura
de surfactantes (75% de Tween/25% SDS), sem ajuste de pH=5,5: (A) FITC (isotiocianato de
fluoresceina corando a gelatina); (B) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (C)
FITC-Nile Red (sobreposigéo da gelatina corada —FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile
Red); e filmes com ajuste de pH=8,5: (D) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina);
(E) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (F) FITC-Nile Red (sobreposi¢cao da
gelatina corada — FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile Red).
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Figura 45. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme de gelatina, triacetina
(10%), blenda de acido estearico-palmitico (20%), cera de cana-de-agucar (5%) e 120% da mistura
de surfactantes (75% de Tween/25% SDS), sem ajuste de pH=5,5: (A) FITC (isotiocianato de
fluoresceina corando a gelatina); (B) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (C)
FITC-Nile Red (sobreposigcéo da gelatina corada —FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile
Red); e filmes com ajuste de pH=8,5: (D) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina);
(E) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (F) FITC-Nile Red (sobreposi¢cao da
gelatina corada — FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile Red).
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Figura 46. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme (com ajuste de
pH=8,5) de gelatina, triacetina (10%), blenda de acido estearico-palmitico (20%), cera de carnaliba
(5%), adicionados de 60% de Tween: (A) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina);
(B) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (C) FITC-Nile Red (sobreposi¢cao da
gelatina corada —FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); e filmes adicionados de
100% de mistura de surfactante (50% de Tween/50% de SDS) : (D) FITC (isotiocianato de
fluoresceina corando a gelatina); (E) Nile Red (triacetina, blenda e cera corada com Nile Red); (F)
FITC-Nile Red (sobreposigao da gelatina corada — FITC, triacetina, blenda e cera corada com Nile
Red).
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Figura 47. Imagens captadas por microscopia confocal a laser (20x) de filme (com ajuste de
pH=8,5) de gelatina, triacetina (10%), blenda de acido estearico-palmitico (20%), cera de carnauba
(5%) e 80% de mistura de surfactante (75% de SDS/ 25% de Tween): (A) DIC (Contraste
Interferencial Diferencial de fase); (B) Nile Red (triacetina, blenda e cera coradas com Nile Red);
(C) FITC (isotiocianato de fluoresceina corando a gelatina); (D) Merge (sobreposigdo da gelatina

corada —FITC, triacetina, blenda e cera coradas com Nile Red e do DIC).
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4.8 Isotermas de Sorgao

A isoterma de sorcao descreve matematicamente o comportamento entre o
conteudo de umidade e atividade de agua de materiais biologicos. A obtencéo da
isoterma € muito importante para os biofilmes, pois mede o quanto os filmes sao
sensiveis a umidade determinando assim o seu tempo de armazenamento e sua
funcionalidade em geral (YANG; PAULSON, 2000b). Além de determinar a
funcionalidade dos biofimes a isoterma é uma ferramenta que oferece
informacdes importantes do teor de umidade de equilibrio dos filmes poliméricos,
indicando o comportamento dos filmes protéicos quanto as propriedades de
barreira em diferentes umidades relativas (KIN; USTUNOL, 2001).

O teor de umidade de equilibrio foi determinado e as equacgdes BET
(Brunauer-Ermmett-Teller) e GAB (Guggenheim-Anderson-de Bber) foram
determinadas para ajustar os dados experimentais. Os resultados obtidos para
cada filme mostraram que o modelo GAB foi o que apresentou maiores valores de
R? (Tabela 34 e 35) para a maioria das formulagdes analisadas e desta formas as
curvas obtidas para cada filme foram ajustadas segundo o modelo GAB conforme
também adotado para filmes emulsionados de gelatina e breu branco (BERTAN,
2003), em filmes a base de gelatina (LIN; MINE; TUNG, 1999) e em filmes
emulsionados de proteina do soro do leite (KIN; USTUNOL, 2001).

As isotermas de sorgédo observadas nas Figuras 48 e 49 apresentam forma
sigmoidal, forma mais caracteristica de sistemas com alto teor protéico, que se
apresentam mais sensiveis a variacédo da umidade relativa. A forma sigmoidal das
isotermas de sorgédo foram observadas para os filmes a base de proteina de trigo
(GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993). LIN; MINE e TUNG (1999) explicam este
comportamento da curva pela formagao de agrupamentos de moléculas de agua
na matriz polimérica com o aumento da atividade de agua, seguido de um
intumescimento da matriz, 0 que pode ocasionar a exposicdo de um numero maior
de sitios de ligagao para a sorgao de agua.

Analisando-se a Figura 48 observa-se que o filme de gelatina, triacetina,

blenda de &acido estearico-palmitico e cera de cana-de-agucar em pH=5,5
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absorveu mais agua em toda faixa de atividade de agua (a,) estudada que o
mesmo filme com ajuste de pH=8,5. A adicdo da mistura de surfactante (3:1
Tween 80/SDS, na concentragdo 160%) nos filmes sem ajuste de pH aumentou a
adsorcao de agua, com relagéo aos filmes sem adi¢cao de surfactante (foi o filme
que mais absorveu agua, o ajuste de pH (8,5) nos filmes emulsionados contendo
3:1 Tween 80/SDS, na concentragdo 160% causou a redugdo na adsorgdo de

agua na faixa de 0 até 0,4 de a,, € aumento da absor¢ao acima de 0,4 aw.

Na Tabela 34, observa-se que o filme a base de gelatina de cera de cana-
de-agucar com a presenca da mistura 3:1 Tween 80/SDS, na concentracado de
160% (pH=5,5), que absorveu mais agua, foi também o que apresentou maior
quantidade de agua na monocamada GAB ou BET. Por outro lado o filme que
adsorveu menos umidade na isoterma apresentou menor valor de agua na

monocamada (M,).
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Tabela 34. Constantes dos modelos do GAB e do BET de isoterma de adsorgcao a

25°C, obtidos a partir do ajuste dos dados experimentais para os filmes a base de

gelatina.
Modelo Constantes* Gel/Tri/Bl/ Gel/Tri/Bll  Gel/Tri/Bll  GellTri/Bl/
CA CA CA/160S CA/160S
(PH=5,5)"* (pH=8,5)**  (pH=5,5)"*  (pH=8,5)™
BET Mo 0,0699 0,0585 0,0821 0,0568
C 31,11 24,68 17,95 35,43
R? 0,9886 0,9988 0,9878 0,9979
GAB Mo 0,0891 0,0662 0,0963 0,0635
K 0,74 0,86 0,85 0,89
C 48,56 46,57 39,10 86,71
R? 0,9992 0,9991 0,9994 0,9989

* M, indica a quantidade de umidade que foi adsorvido na camada simples ligado-se aos sitios
ativos filme; C: constante relacionada com a primeira camada de sorgao; R? coeficiente de
determinagéo e K: € uma parametro do modelo GAB que independe da composigao, relacionado
com a sorgao da multicamada; **Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda acido estearico-palmitico;
CA: cera de cana-de-agucar; CR: cera de carnauba; 160S (mistura de 75% de Tween 80/25% de

SDS com concentragao de 160%, em relacéo a massa seca da gelatina).
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*CA: cera de cana-de-agucar.

Figura 48. Isortema de adsorcao dos filmes sem pH=5,5 ou com ajuste de pH=8,5
de gelatina, triacetina (10%), blenda de acido estearico-palmitico, cera de cana-
de-agucar (5%) com a presenga ou ausente de surfactante (160% de mistura de
surfactante, onde 75% de tween/25% de SDS) , ajustadas pela equagao de GAB,

na temperatura de 25°C.

Em todas as formulagdes estudadas com ajuste de pH (8,5), o pH basico
diminui a adsor¢do de agua de maneira geral tanto nos filmes contendo
surfactantes como nos filmes sem a adi¢cdo de surfactantes, como foi verificado
nas Figuras 49 e 50. Observando-se a Figura 49, verificou-se que os filmes de
gelatina, triacetina, blenda e cera de carnauba em pH 8,5 absorveram menor
quantidade de agua que o mesmo filme sem ajuste de pH=5,5 (onde o filme
contendo cera de carnauba adsorveu mais agua). A adicdo da mistura de
surfactante (3:1 SDS/Tween 80, na concentracdo de 80%) foi mais eficiente na
redugdo da quantidade de &agua adsorvida, em todas as faixas de a,, se

comparados com os filmes adicionados da mistura (100% de Tween 80, na
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concentracdo de 60%) e com o filme contendo cera de carnauba (pH=8,5) sem a
adicao de surfactante. Com excecao dos filmes de gelatina, triacetina, blenda e
cera de carnauba (pH=5,5) todos as outras formulagdes adsorveram pouca
umidade em a,, < 0,5, observando-se que acima de 0,5 ocorre uma grande
aumento na adsorcdo de agua. Nos filmes contendo substéancias hidrofébicas a
adsorcao tende a se reduzir comparado com as formulagdes contendo apenas
proteinas hidrofilicas (como a gelatina). Os filmes protéicos sdo mais sensiveis a
umidade, devido sua caracteristica hidrofilica sendo esperado uma progressiva
hidratacdo e inchamento da matriz polimérica quando exposto a um ambiente com

alta umidade relativa conforme evidenciado na isoterma de adsorcéao.

Na Tabela 35, pode-se observar que o filme adicionado de cera de
carnauba sem ajuste de pH (5,5) apresentou maior taxa de absor¢édo de agua
como também observado na Figura 49, e em consequéncia maior valor de M,.
Alterando-se o pH para 8,5 e adicionando a mistura 3:1 SDS/Tween 80 este filme
apresenta reducado do valor de M, em 54% e consequentemente diminui a
absorgéo de agua pelo filme. Observa-se tanto nos filmes contendo cera de cana-
de-agucar como nos filmes de carnauba, que o ajuste de pH para 8,5 e
conjuntamente a adicdo da mistura de surfactantes (3:1 Tween 80/SDS, na
concentragao de 160% para os filmes de cana-de-agucar e 3:1 SDS/Tween 80, na
concentragdao de 80% para os de carnauba) reduziu a absor¢cdo de agua e

diminuiu o valor de M,
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Tabela 35. Constantes dos modelos do GAB e do BET de isoterma de adsor¢ao a

25°C, obtidos a partir do ajuste dos dados experimentais para os filmes a base de

gelatina.
Modelo Constantes Gel/Tri/Bl/ Gel/Tri/Bl/ GellTri/lBl/  Gel/Tri/Bl/

CR CR CR/80SDS CR/60T
(PH=5,5)  (pH=8,5)  (pH=8,5) (PH=8,5)

BET Xm 0,1222 0,0627 0,0558 0,0647

C 15,57 74,74 16,09 20,07

R? 0,9796 0,9856 0,9602 0,9898

GAB Xm 0,1900 0,0737 0,0643 0,0762

K 0,52 0,83 0,87 0,85
C 458,28 97,23 31,20 52,26
R? 0,9999 0,9899 0,9889 0,9645

* M, indica a quantidade de umidade que foi adsorvido na camada simples ligado-se aos sitios

ativos filme; C: constante relacionada com a primeira camada de sorgao; R? coeficiente de

determinagéo e K: € uma parametro do modelo GAB que independe da composigao, relacionado

com a sorgao da multicamada; **Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda acido estearico-palmitico;
CR: cera de carnauba; 80SDS (mistura de 75% de SDS /25% de Tween 80, na concentracdo de
80%, em relacdo a massa seca da gelatina); 60T (100% de Tween 80, na concentragédo de 60%,

em relacdo a massa seca da gelatina).
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*CR: cera de Carnauba.
**Surfactante(1): 80% de mistura de surfactante (75% de SDS/25% de Tween).
**Surafactante (2): 60% de Tween.

Figura 49. Isoterma de adsor¢dao dos filmes sem pH=5,5 ou com ajuste de
pH=8,5) de gelatina, triacetina (10%), blenda de acido estearico-palmitico, cera de
carnauba (5%) com a presenca ou ausente de surfactante (160% de mistura de
surfactante, onde 75% de tween/25% de SDS ou 3:1 Tween 80/SDS), ajustadas

pela equacao de GAB, na temperatura de 25°C.
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4.9 Analise Térmica

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi a analise térmica utilizada
por fornecer informagdes qualitativas e quantitativas sobre as mudancas fisicas e
quimicas que envolvem processos endotérmicos (absorgao de calor), exotérmicas
(liberagdo de calor) ou mudancgas na capacidade calorifica. A técnica de DSC
permite ainda obter informagées como valores de transigdo vitrea, temperatura e
tempo de cristalizagéo e ponto de fusdo entre outros.

Na Tabela 36 pode-se verificar os filmes de gelatina e triacetina apresentam
apenas uma fusdo, enquanto os filmes compostos de lipidios (blenda de acido
estearico e cera de cana ou carnauba) apresentam dois picos de fusdo. Ja com a
adicdo do surfactante (dependendo da mistura de surfactante) nos filmes
emulsionados estes apresentaram até trés picos de fusdo. A temperatura de fusao
dos filmes simples e dos filmes compostos adicionados de triacetina, blenda e
cera (carnauba e cana-de-agucar) variou na faixa de 78,14 a 104,42°C. Para os
filmes de gelatina adicionados de blenda de acido estearico, acido laurico e breu
branco, BERTAN (2003) obteve valores de Tm na faixa de 85,62-91,87°C,
enquanto CARVALHO (2002) obteve valores de Tm = 65,1°C para o filme simples
de gelatina.

A adicdo de componentes lipidicos (blenda de acido estearico-palmitico,
cera de cana-de-agucar e de carnauba) nos filmes a base de gelatina resultou no
aparecimento de mais um pico de fusdo, sendo o ponto de fusdo dos acidos
palmitico, estearico, das ceras de cana-de-agucar e de carnauba respectivamente
63, 69,3 (BOBBIO, BOBBIO, 2003), 85,2 e 75,3°C (VIEIRA, 2003). O
aparecimento de dois picos com a adigao das substancias hidrofébicas nos filmes
emulsionados, sugere que estas substdncias ndo estdo completamente
incorporadas na matriz da gelatina confirmando o comportamento observado na
MEV (microscopia eletronica de varredura) e na MCVL (microscopia confocal de

varredura a laser).
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Tabela 36. Temperatura de fusdo (Tm) dos filmes compostos de gelatina, obtidos

a partir da calorimetria diferencial de varredura (DSC).

Filmes* Tm;, Tm, Tms

O (oc)* S
Gel/Tri (pH=8,5) 76,25 + 2,01 - -
Gel/Tri (pH=5,5) 64,83+2,12 925+0,24 -
Gel/Tri/BI (pH=8,5) 72,17 £0,71 89,49+ 1,19 -
Gel/Tri/BI (pH=5,5) 59,92+0,12 91,00 £ 0,47 -
Gel/Tri/BI/CA (pH=8,5) 72,17 £ 0,71 86,25+ 0,11 -
Gel/Tri/BI/CA (pH=5,5) 60,17 £ 1,18 103,17 £ 0,23 -

Gel/Tri/BI/CA/160S (pH=8,5) 100,75 + 0,82 - -
Gel/Tri/BIICA/160S (pH=5,5) 58,84 +0,94 7814 +1,13 90,17 % 0,94

Gel/Tri/BI/CR (pH=8,5) 74,25+0,59 103,67 + 0,23 -

Gel/Tri/BI/CR/80SDS (pH=8,5) 81,25+ 0,11 104,42 0,12 -

*Gel: gelatina; Tri: triacetina; Bl: blenda acido estearico-palmitico; CA: cera de cana-de-agucar; CR:

cera de carnauba; 160S (mistura de 75% de Tween 80/25% de SDS com concentragao de 160%,
em relagdo a massa seca da gelatina) e 80SDS: (mistura de 75% de SDS/ 25% de Tween 80,

concentragdo de 80%). ** Média e desvio padrao das repetigdes.

Nas Figuras 50 a 52, pode-se observar os termogramas obtidos para os
filmes emulsionados adicionados das substancias hidrofébicas (triacetina, blenda
e cera de cana ou carnauba). A adicdo de blenda nos filmes contendo gelatina e
triacetina (pH=8,5) promoveu o aparecimento de mais um pico endotérmico em
torno de 70°C (proximo ao ponto de fusdo dos acidos graxos da blenda) e o
deslocamento do pico da gelatina para 89°C (Figura 50).
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Figura 50. Termograma obtido por DSC dos filmes (com ajuste de pH=8,5) de

gelatina, triacetina (10%) (A), gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido

estearico-palmitico (20%) (B) e gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido

estearico-palmitico (20%) e cera de cana-de-agucar (5%) (C).
55 1 (

a0 A

I
h

=
L]

Fluxo de calor {J/g)

)
i

30 f"?-. T T T T T T T T T T T 1
5 10 20 30 40 a0 60 7o g0 a0 100 110 120 130
Curva Endotérmica Temperatura(°C)

Figura 51. Termograma obtido por DSC dos filmes (sem ajuste de pH=5,5) de
gelatina, triacetina (10%) (A), gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido
estearico-palmitico (20%) (B) e gelatina, triacetina (10%) e blenda de &cido

estearico-palmitico (20%) e cera de cana-de-agucar (5%) (C).
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Figura 52. Termograma obtido por DSC dos filmes (com ajuste de pH=8,5) de
gelatina, triacetina (10%) (A), gelatina, triacetina (10%) e blenda de &cido
estearico-palmitico (20%) (B) e gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido

estearico-palmitico (20%) e cera de carnauba (5%) (C).

Nos filmes de gelatina e triacetina (Figura 53) foi observado dois picos de
fusdo nos filmes com pH=5,5 (Figura 51), ja nos filmes com pH=8,5 (Figura 50)
observou-se apenas um pico, indicando que a mudanca do pH melhorou a
incorporacao de triacetina na matriz protéica, resultado também evidenciado pela
MEV. O efeito do ajuste de pH (Figura 51) nos filmes contendo triacetina e blenda
provocou redugado da Tm primeiro pico, em relagéo aos filmes sem ajuste de pH
(Figura 50) e no segundo pico o ajuste de pH apresenta efeito contrario. A adigédo
de cera de cana-de-agucar nos filmes contendo triacetina e blenda o ajuste de pH
provocou modificagdes semelhantes nos valores de Tm se comparados com 0s
filmes contendo triacetina e blenda.

Para os filmes de cana-de-agucar e mistura de surfactante (3:1 Tween
80/SDS, na concentragdo de 160%) com pH ajustado (pH=8,5) foi observado
apenas um pico de fusdo, quando comparado com os filmes sem a adi¢cdo do
surfactante (Figura 57), evidenciando que o surfactante melhorou a incorporagao

das substancias hidrofobicas na matriz filmogénica como mostrado na MEV e
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MCVL. Por outro lado, foi observado para filmes com esta mesma formulagao sem
ajuste de pH (pH= 5,5) trés picos de fusao (Figura 56).

Nos filmes contendo cera de carnauba a adicdo da mistura de surfactante
3:1 SDS/Tween 80, na concentragao de 80% nao provocou alteracdo no numero
de picos (dois picos de fusdo), em relagcdo a mesma formulagcéo sem a adigéo de
surfactante (Figura 58)

A adigdo dos surfactantes de maneira geral deveria melhorar a
incorporacao dos lipidios na matriz protéica provocando a reducdo dos picos de
fusdo porém para a adicdo de 160S (pH=5,5) foi observado aumento no numero
de picos (Figura 56), o que pode ter sido influenciado pela processo de secagem
do filme prejudicando a atuagéo otimizada do surfactante. O ajuste de pH para 8,5
para a mesma mistura 160S (Figura 57) produziu como desejado a redugao dos
picos endotérmicos e deslocou a Tm total para 100°C. Ja a mistura 80S nao
alterou a quantidade dos picos endotérmicos, mas aumentou a Tm para 81,25°C
(Figura 58).
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Figura 53. Termograma obtido por DSC dos filmes (sem ajuste de pH=5,5) de
gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido estearico-palmitico (20%) e cera de
cana-de-agucar (5%) sem o surfactante (A) e com surfactante (160% da mistura
de surfactante — 75% de Tween/25% de SDS) (B).
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Figura 54. Termograma obtido por DSC dos filmes (com ajuste de pH=8,5) de
gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido estearico-palmitico (20%) e cera de
cana-de-agucar (5%) sem o surfactante (A) e com surfactante (160% da mistura
de surfactante — 75% de Tween/25% de SDS) (B).
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Figura 55. Termograma obtido por DSC dos filmes (com ajuste de pH=8,5) de
gelatina, triacetina (10%) e blenda de acido estearico-palmitico (20%) e cera de
carnauba (5%) sem o surfactante (A) e com surfactante (80% da mistura de
surfactante — 75% de SDS 125% de Tween) (B).
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5. CONCLUSOES

Os filmes elaborados a base de gelatina contendo triacetina, blenda de
acidos graxos e cera (carnauba ou cana-de-agucar) com e sem a adicao de
surfactante apresentaram-se visualmente homogéneos, manuseaveis e levemente
opacos.

A adicdo da cera (cana-de-agucar ou carnauba) aos filmes de gelatina em
pH acido provocou uma diminuicdo nos valores de PVA e TR e um aumento nos
valores de elongacéo, solubilidade em agua, opacidade e de adsor¢ao de agua,
com relagcao ao filme simples de gelatina. Ajustando-se o pH destes filmes para
8,5 os valores de PVA, elongacédo e opacidade aumentam, ja os valores de TR,
solubilidade em agua e a adsor¢do de agua diminuem com relacédo ao filme
simples de gelatina.

O ajuste de pH (8,5) nos filmes emulsionados contendo cera tendem de
forma geral a diminuir os valores de PVA, TR, solubilidade e aumentar a
elongacgao, com relagao aos filmes sem ajuste de pH.

A adicdo da mistura de surfactantes nos filmes com pH alcalino tende a
diminuir os valores de TR, elongagédo, opacidade e a adsor¢do em agua e
aumentar a PVA e a solubilidade em agua, com relagao ao filme sem adi¢ao de
surfactante. Em pH acido o surfactante age nos filmes diminuindo a PVA, TR,
opacidade e aumentando a elongacgédo, solubilidade em agua e a adsorcao de
agua, com relacao aos filmes sem a adi¢ao de surfactante.

As misturas de surfactantes adicionada aos filmes que se apresentaram
mais eficientes na incorporagao dos lipidios na matriz protéica melhorando assim
suas propriedades funcionais, foram as misturas 3:1 Tween 80/SDS, nas
concentragdes 160 e 120% (em relagédo a massa seca da gelatina) adicionada aos
filmes contendo cera de cana, ja para os filmes contendo cera de carnauba foram
3:1 SDS/Tween 80 (na concentracdo de 80%) e Tween 80 (na concentragdo de
60%).

A equacdo de GAB foi escolhida por melhor representar os dados de

isoterma de adsorc&o dos filmes emulsionados, na forma sigmoidal (R* maiores).
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Os resultados microestruturais (MEV e MCVL) com a adigdo da cera
(carnauba ou cana-de-agucar) nos filmes indicaram boa distribuicdo das
substancias hidrofébicas porém produziram maior heterogeneidade na morfologia
da matriz polimérica, com relagao aos filmes sem a adi¢ao da cera. O ajuste de pH
e a adicdo da mistura de surfactantes nos filmes emulsionados contendo cera
promoveram boa distribuicdo e diminuicdo do tamanho dos glébulos de lipidios
apresentando uma estrutura mais regular.

A analise térmica por DSC indicou que a adicdo da cera e a adicdo de
surfactantes nos filmes emulsionados promoveu aumento no numero de picos de
fusdo (2 a 3 picos), exceto para os filmes contendo a mistura de surfactantes 160S
em pH alcalino que apresentou apenas um pico de fusdo sugerindo
homogeneidade na estrutura deste filme. O ajuste de pH nao afetou o numero de

picos de fusdo em relagao aos filmes sem ajuste de pH.
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6. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

v' Realizar testes preliminares mais elaborados da adigdo do surfactantes na
solugao filmogénica medindo a tensao superficial, forga idnica na interface
proteina—lipidio, tamanho de particula da emulsdo e determinar as

concentragdes micelares criticas.

v Ampliar o espectro de surfactantes estudados a serem incluidos nas

formulagdes filmogénicas.

v Construir diagramas de fase (temperatura x concentragéo de surfactantes x
formagédo de micelas/microemulsdo) e estudar condigbes de secagem dos
filmes nas temperaturas otimizadas (definidas pelos diagramas) onde a

incorporacao lipidica é efetiva.
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Anexo

ANEXO

ANEXO | — Caracterizagao fisico-quimica da gelatina

Tabela 37. Caracterizagao fisico-quimica da gelatina segundo o laudo cedida pela

industria.

Gelatina tipo B

Lote PL/2V535/99
Bloom (6,66%) 2709

Massa molecular (Da) 3,83.10°
Viscosidade (6,66%) 50,0 mps

pH (1,0%) 5,7

Umidade 9,5%

SO, <40 ppm
Residuos por ignigéo < 2%

Cromo <2 ppm
Granulometria 30 mesh
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Anexo

ANEXO Il - Cromatografias Gasosas das ceras de cana-de-agucar

derivatizadas com Reagente de Grignard
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Figura 56. Cromatograma da cera de cana-de-agucar purificada
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Figura 57. Cromatograma da cera de cana-de-agucar despigmentada
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Anexo

ANEXO lll - Dados da microscopia confocal de varredura a laser

Samples: Level 12 bit 1.0

Dimensions:

X 1024 0.690534 pym
Y 1024 0.690534 ym
Ch3

Intensity Mapping:

Map ChO: Range=00112 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=09:28:31

PMT Voltage Ch1=661
Offset Ch1=0

Gain Ch1=1.000000
PMT Voltage Ch2=439
Offset Ch2=2

Gain Ch2=1.297000
PMT Voltage Ch3=228
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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=25% transmittance
Laser-Shutter HeNe-G=0Open

Laser-ND HeNe-G=55% transmittance
Laser-Shutter HeNe-R=Closed
SecondsPerScanLine=5076
DelayToFirstimagePixelInSecs=0
SourceOfData=PMT 1 PMT 2 PMT 3

Scan Start Mode=Scan started immediately
Sequential Scanning Mode=Frame-sequential
Acquisition GUID={84315436-9613-11D9-95DD-91B3FBBB9995}

Description:

DIC leveling performed on Transmission channel from Live

Display Settings:

Gamma 0=0.639000
Gamma 1=0.276000
Gamma 2=1.293000
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