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RESUMO

O uso de biopolimeros obtidos a partir de fontes renovaveis na elaboracdo de filmes
biodegradaveis, € uma alternativa para aplicagdes inovadoras na protecdo e preservacdo de
alimentos, assim como na reduc¢édo do impacto ambientam causado pelo descarte inadequado de
embalagens sintéticas. O presente estudo teve como objetivo geral a elaboracdo de filmes
individuais, blendas e bicamadas a partir de proteinas de glaten de trigo, de zeina de milho e de
isolado proteico de pescada (Cynoscion guatacupa). Inicialmente, foi realizado isolamento das
proteinas de pescada (aparas frescas). Tanto as aparas, quanto o isolado proteico obtido delas e
as demais proteinas foram caracterizadas quanto a sua composi¢do proximal. A partir dessas
proteinas, foram elaborados através do método de casting, os filmes individuais, blendas e
bicamadas, que foram avaliados quanto a espessura, propriedades mecénicas de resisténcia a
tracdo (RT) e alongamento na ruptura (AR), cor e opacidade, solubilidade em agua (SOL),
permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), microestrutura, propriedades térmicas e biodegradacdo
em solo. Os filmes de isolado proteico de pescada (FP), a blenda de isolado proteico de pescada
com gluten (BL P+G) e a bicamada de isolado proteico de pescada com glaten (Bl P+G)
apresentaram maior resisténcia a tracdo, enquanto o filme de gluten (FG) exibiu maior
alongamento na ruptura e a solubilidade mais baixa. O filme de zeina (FZ) apresentou
propriedades mecanicas deficientes, e foi o Unico que ndo se degradou 100% em 60 dias no
solo. A BL P+G e a Bl P+G mostraram ser as matrizes mais promissoras para aplicacdo como
material de embalagem devido as propriedades em geral exibirem os resultados mais requeridos
para serem utilizadas como embalagens para diferentes aplicagdes. A BL P+G apresentou AR,
SOL, PVA e propriedades térmicas melhores quando comparada a Bl P+G. Entretanto, a RT
de ambas foi muito prdxima, assim como as propriedades microestruturais, onde ambas
apresentaram superficies irregulares e com poros, porém, mais lisas quando comparadas as
demais matrizes desenvolvidas. Todas as matrizes apresentaram biodegradabilidade (BOD)
progressiva, sendo que, em 10 dias de analise, o0 FP, o FG e a BL P+G ja estavam 100%
degradados. A Bl P+G s0 exibiu sua completa biodegradacdo ap6s 30 dias de andlise. Estes
resultados de BOD, juntamente com os demais resultados, podem ser de grande importancia no
que diz respeito a aplicacdo desses filmes, visto que, um curto ou um longo periodo de
biodegradacao pode ser requerido, dependendo da aplicacdo a que se destina a matriz. O isolado
proteico de pescada e o gluten de trigo apresentaram-se promissores no desenvolvimento tanto
dos filmes individuais quanto das blendas e bicamadas com boas propriedades. A BL P+G e a
Bl P+G apresentaram os resultados mais promissores para serem aplicadas no desenvolvimento
de embalagens de alimentos.

Palavras-chave: Embalagem biodegradavel. Proteinas. Gluten de trigo. Isolado proteico de
pescada. Zeina de milho.
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ABSTRACT
Development of biodegradable films, blends and bilayers using different protein sources

The use of biopolymers obtained from renewable sources in the preparation of biodegradable
films is an alternative for innovative applications in the protection and preservation of food, as
well as in reducing the environmental impact caused by the inappropriate disposal of synthetic
packaging. The present study has as general objective the elaboration of individual films, blends
and bilayers from wheat gluten proteins, maize zein and hake (Cynoscion guatacupa) protein
isolate. Initially, isolation of hake proteins (fresh chips) was carried out. Both the chips, their
protein isolate and the other proteins were characterized by their proximal composition. From
these proteins, the individual films, blends and bilayers were developed through the casting
method, which were evaluated for thickness, mechanical properties of tensile strength (TS) and
elongation at break (E), color and opacity, water solubility (SOL), water vapor permeability
(WVP), microstructure, thermal properties and soil biodegradation. Films from protein isolate
(PF), blends from gluten with protein isolate (BL P+G) and bilayers from gluten with protein
isolate (Bl P+G) showed higher tensile strength, whereas the gluten film (GF) exhibited higher
elongation at break and lower solubility. The zein film (ZF) had poor mechanical properties
and was the only one that did not degrade 100% in 60 days in the soil. BL P+G and Bl P+G
proved to be the most promising matrices for application as packaging material due to the
properties in general exhibit the most required results to be used as packaging for different
applications. The BL P+G presented better E, SOL, WVP and thermal properties when
compared to Bl P+G. However, the TS of both was very close, as well as the microstructural
properties, where both presented irregular surfaces and with pores, however, they were
smoother when compared to the other developed matrices. All matrices showed progressive
biodegradability (BOD), and in 10 days of analysis, the PF, GF and BL P+G were 100%
degraded. The BI P+G only showed its complete biodegradation after 30 days of analysis. These
BOD results, along with the other results, may be of great importance with regard to the
application of these films, since a short or a long period of biodegradation may be required,
depending on the intended application of the matrix. Protein isolate from hake and wheat gluten
were promising in the development of individual films as well as in blends and bilayers with
good properties. The BL P+G and the Bl P+G presented the most promising results for to be
applied in the development of food packaging.

Keywords: Biodegradable packaging. Corn zein. Hake protein isolate. Proteins. Wheat gluten.
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1 INTRODUCAO GERAL

As embalagens de alimentos possuem, como principal fungdo, manter a qualidade
e seguranca dos produtos durante seu armazenamento e transporte, além de prolongar sua vida
util. Este processo ocorre pelo impedimento do contato com fatores ou condicGes desfavoraveis,
tais como micro-organismos, contaminantes quimicos, oxigénio, umidade, entre outros (RHIM;
PARK; HA, 2013).

Mais de trinta diferentes tipos de polimeros estdo sendo utilizados como materiais
de embalagens plasticas destinadas ao acondicionamento de alimentos, isso ocorre devido ao
baixo custo e grande facilidade de processamento de alguns desses materiais (FABRIS;
FREIRE; REYES, 2006). As embalagens plasticas obtidas a partir de polimeros sintéticos tém
como principal matéria prima a nafta, derivada do 6leo bruto e do gas natural provenientes do
petroleo (SIRACUSA et al.,, 2008). O impacto ambiental causado pelos materiais nédo
degradaveis dessas embalagens tém gerado preocupacdo com solucgdes inovadoras para este
problema (WANG; RHIM, 2015). O setor industrial e pesquisadores buscam desenvolver
embalagens biodegradaveis utilizando materiais a base de polimeros naturais como
polissacarideos, lipideos e proteinas (ZOLFI et al., 2014).

O uso de biopolimeros na elaboracdo de filmes biodegradaveis é uma alternativa
para aplicagdes inovadoras na protecdo e preservacdo de alimentos. Inimeras proteinas tém
sido utilizadas como potenciais agentes formadores de filmes, tais como zeina de milho, gluten
de trigo, proteinas do soro, da clara de ovo, colageno, gelatina e miofibrilares de pescado
(MASTROMATTEO et al., 2008). Alguns destes filmes apresentam boas propriedades de
barreira ao oxigénio e aromas, mas apresentam propriedades mecéanicas deficientes, e alta
permeabilidade ao vapor de dgua. Assim, filmes bicamadas ou blendas poliméricas, os quais
combinam as propriedades de dois ou mais materiais em uma Unica estrutura de diferentes
formas, apresentam-se como uma estratégia para melhorar a funcionalidade dos filmes de
proteinas (CONDES et al., 2015).

Muitas proteinas podem sofrer uma grande variedade de interagdes
intermoleculares e, assim, serem utilizadas na elaboragdo de filmes biodegradaveis (NIE et al.,
2015). Porém, a baixa resisténcia ao vapor de agua de filmes de proteina e sua resisténcia
mecanica menor em comparacdo aos polimeros sintéticos, limitam a sua aplicacdo em

embalagens de alimentos. Assim, varios estudos vém sendo realizados em uma tentativa de
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melhorar o desempenho dos filmes de proteina (CINELLI et al., 2014; CHO; LEE; RHEE,
2010; FERREIRA; RUIZ; GASPAR-CUNHA, 2014; GONZALEZ; IGARZABAL, 2013).

Uma alternativa que vem sendo estudada ¢ a elaboracéao de filmes bicamadas, uma
técnica que produz uma Unica estrutura constituida por dois ou mais polimeros individuais, com
0 objetivo de combinar as propriedades desses materiais, melhorando assim as suas
caracteristicas gerais (GHANBARZADEH; OROMIEH]I, 2009).

De acordo com Cho, Lee e Rhee (2010), as proteinas do gluten do trigo e a zeina
do milho possuem propriedades viscoelasticas e ligacdes Unicas quando aquecidas,
apresentando-se assim com elevado potencial para desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis. O gluten de trigo tem sido utilizado, devido as suas interessantes propriedades
de formacéo de pelicula, baixa solubilidade em agua, baixo custo e disponibilidade, e por ser
um coproduto da indGstria do amido de trigo (ZUBELDIA; ANSORENA; MARCOVICH,
2015). A zeina é obtida a partir do glaten do milho, que € um subproduto da moagem Umida do
milho (DICK, 2014), de baixo valor nutritivo e econémico, sendo muitas vezes descartado ou
empregado na alimentacdo animal (CINELLI et al., 2014).

No municipio de Rio Grande (RS), a captura de pescado é considerada uma
atividade tradicional. A cidade abriga diferentes industrias pesqueiras que sao responsaveis pelo
descarte de subprodutos da atividade (CENTENARO; MELLADO, 2008). Dentre estes,
encontram-se as aparas de filé, subproduto oriundo da etapa de filetagem na industrializa¢do da
pescada, que atualmente, em conjunto com os demais subprodutos e também espécies de baixo
valor comercial, sdo destinados a fabricacdo de farinha de pescada.

Percebendo a necessidade de maiores estudos para o desenvolvimento de novos
materiais, assim como o melhoramento dos ja existentes que possam ser aplicados a embalagens
de alimentos, objetiva-se com o presente estudo avaliar diferentes fontes de proteinas para o

desenvolvimento de filmes biodegradaveis com multiplas camadas e blendas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar filmes individuais, blendas e bicamadas a partir de

proteinas de origem vegetal e animal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar filmes e blendas a partir de proteinas de pescada, gliten de trigo e zeina;

e Elaborar filmes bicamadas a partir de proteinas de pescada, gluten de trigo e zeina;

e Caracterizar os filmes obtidos quanto as suas propriedades mecénicas, Opticas,
morfologicas, térmicas e quimicas;

e Auvaliar a biodegradabilidade dos filmes proteicos.






CAPITULO 1
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROTEINAS

Proteinas sdo moléculas complexas compostas por carbono, hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio e, eventualmente, por outros elementos como enxofre, ferro, cobre, fosforo e zinco
(ORDONEZ, 2005). S&o polimeros complexos compostos por 21 aminoacidos distintos,
interligados por ligacGes peptidicas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Os
aminoacidos estdo unidos pela formagao de ligagdes covalentes, entre um grupo o - carboxila
de um aminoécido e o grupo o - amina do préximo. Consequentemente, a dgua é eliminada do
processo obtendo-se residuos de aminoacidos ligados entre si, sendo essa ligagdo denominada
ligacdo peptidica. A proteina € composta por aminoacidos que sdo ligados por ligacdes
peptidicas para formar uma cadeia polipeptidica (CAMPBELL, 2000).

As proteinas existem em todas as células vivas, apresentando-se como um dos
principais constituintes da pele, tecido nervoso, tendes, musculos e cabelos. Também estao
presentes em plantas para fornecer a estrutura e a atividade biolégica (AHMED et al.,
2012). Séo recursos renovaveis, biodegradaveis, com grande potencial para melhorar a
qualidade e a estabilidade de uma grande variedade de produtos alimentares (HERNANDEZ-
IZQUIERDO; KROCHTA, 2008).

Os aminoéacidos diferem entre si, devido a sua diferente massa molecular, carga e
polaridade caracteristica. As propriedades quimicas e o tamanho da cadeia lateral, bem como a
sequéncia de aminodcidos, afetam a conformacdo da molécula, a atividade bioldgica e
nutricional e as propriedades funcionais da proteina (ARAUJO, 2011; DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Estas sdo heteropolimeros com propriedades termoplasticas, constituidas de
aminoacidos polares e apolares, que sdo capazes de formar numerosas ligacOes
intermoleculares, as quais permitem ampla variacdo nas propriedades funcionais dos materiais
resultantes (DAMODARAN; PARKING; FENNEMA,2010; HERNANDEZ-IZQUIERDO;
KROCHTA, 2008).

2.2 ZEINA DE MILHO (Zea mays)

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil

produziu 24.319.708 toneladas de milho no de 2016 e para o0 ano de 2017 sdo esperadas
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29.662.612 toneladas de milho (IBGE, 2017). Foi a partir da farinha de milho que os estudos
para extragdo da zeina comegaram, obtida da moagem seca do gréo inteiro, com rendimento de
5 a 6% de extracdo de zeina. Osborne, em 1891, foi o primeiro a registrar uma patente nos EUA
para extracdo de zeina, a partir da moagem umida com formacao de glaten do milho, esse
método, a partir do gliten, alcangcou maior rendimento, de 30 a 40% de zeina (LAWTON, 2002;
PAPALI; LONDERO, 2015).

As zeinas, ou prolaminas, sdo proteinas de reserva compostas por varios
polipeptideos que representam mais de 50% da massa total das proteinas presentes no
endosperma do milho (Zea mays) (OZCALIK; TIHMINLIOGLU, 2013). Essas proteinas tém
baixa qualidade nutricional e sdo indicadas para usos em aplicacfes diversas que nao
alimenticias, principalmente em farmacéutica como material de encapsulamento de farmacos,
na impermeabilizacdo de papeis e embalagens cartonadas e associadas a polimeros sintéticos
para minimizacOes de contato e deterioracbes em alimentos (FORATO et al., 2013). Além
disso, essas proteinas apresentam alto grau de polimerizacdo, superiores aos encontrados nas
poliamidas e no poliéster (CHEN; YE; LIU, 2014).

As zeinas sdo consideradas proteinas globulares e constituidas de fracbes
classificadas de acordo com sua massa relativa (Mr) e solubilidade, como zeinas a, vy, B ¢ .
Essas proteinas contém 10 segmentos helicoidais sucessivos dispostos de forma antiparalela
que sdo estabilizados por ligacdes de hidrogénio (GAO et al., 2017). Por serem ricas em
residuos de aminoéacidos apolares (leucina, prolina, alanina, glicina, valina e outros), as zeinas
a sdo altamente hidrofobicas, portanto insoliiveis em agua, mas soliiveis em meios alcodlicos
(TIHMINLIOGLU; ATIK; OZEN, 2010). Por conseguinte, filmes produzidos a partir da
diluicdo de zeinas puras apresentam também carater hidrofobico, o que pode ser potencialmente
interessante para aplicacfes como revestimentos ou barreiras a umidade e ao vapor de 4gua. De
um modo geral, filmes a base de zeinas apresentam também uma boa barreira ao transporte de
oxigénio, dioxido de carbono e demais compostos volateis (CHEN; YE; LIU; 2014; FORATO
etal.,, 2013; GAO et al., 2017).

2.3 GLUTEN DE TRIGO (Triticum Spp.)

O gluten de trigo € um subproduto da producdo de amido de trigo, e atualmente é
utilizado principalmente na industria de panificacdo e como racdo animal (NORDQVIST;
KHABBAZ; MALMSTROM, 2010). O gliten de trigo esta disponivel em grandes quantidades,
uma vez que € um subproduto da producéo de etanol com base em trigo (KHOSRAVI et al.,
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2015). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a estimativa da
producédo de trigo para 2017 alcanca 6.475.841 toneladas, reducéo de 3,6% frente ao ano
anterior. A area a ser plantada deve crescer 14,7%, enguanto que o rendimento medio deve cair
16,0%. Em 2016, o clima foi favoravel as lavouras de trigo na Regido Sul e obtidos rendimentos
elevados no Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, sendo que esses estados responderam
por 91,4% da safra nacional do cereal.

O gluten é definido como uma fracéo proteica do trigo, que compreende as proteinas
de armazenamento e ocorre exclusivamente no endosperma amilaceo dos graos, constituindo
cerca de 70-80 % de proteinas totais dos grdos (SCHERF; KOEHLER; WIESER, 2015).

As proteinas do glaten sdo divididas em duas fragdes, glutenina e gliadinas, de
acordo com as diferencas de solubilidade em uma proporcdo em massa de aproximadamente
60/40, respectivamente. A fracdo de glutenina contém principalmente proteinas monomeéricas
soliveis apenas em solucBes alcodlicas. As gliadinas contém ligacbes dissulfeto
intermoleculares, onde o rompimento destas ligacdes permite que haja o desdobramento da
molécula de proteina (FERREIRA; RUIZ; GASPAR-CUNHA, 2014). Estas s6 sao
parcialmente solGveis em acidos diluidos e bases ou solventes que contenham detergentes ou
agentes de desagregacdo (SCHERF; KOEHLER; WIESER, 2015).

De acordo com Palmu (2003), para a formacdo de filmes de gliten é necessaria
inicialmente a dispersao deste em solugdo de etanol e agua, para que haja a reducdo e quebra
das ligacOes dissulfeto (S-S). A mistura mecanica também ajuda nessa dispersdo, porém, de
acordo com Okamoto (1978), a reducéo das ligacGes dissulfeto sdo completamente atingidas
em ambiente alcalino ou pela da adicdo de agentes redutores como mercaptoetanol e sulfito de
sodio.

2.4 PROTEINAS DE PESCADA (Cynoscion guatacupa)

A pescada é comercializada na forma de filé, onde na etapa de filetagem, obtém-se
as aparas de pescada. Este € um subproduto oriundo da industrializagdo, e que, atualmente, em
conjunto com 0s demais subprodutos e também espécies de baixo valor comercial, sdo
destinados a fabricacéo de farinha de pescado (RAI et al., 2010; TASKAYA e JACKZYNSKI,
2009).

As proteinas musculares do pescado apresentam a vantagem de possuirem eleva do
valor biologico, decorrente da sensibilidade a hidrdlise e de composicdo balanceada em

aminoéacidos, particularmente daqueles que costumam ser os limitantes em proteinas de origem
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vegetal, como a metionina e a cisteina (MARTINS; COSTA; PRENTICE-HERNANDEZ,
2009).

De acordo com Orddfiez (2005), as proteinas do pescado, podem ser divididas em
sarcoplasmaticas, miofibrilares e insolGveis ou do estroma dependendo de sua solubilidade. O
musculo do pescado possui proteinas miofibrilares que correspondem a 66 - 77% das proteinas
totais, proteinas sarcoplasmaticas que constituem cerca de 35% das proteinas totais do musculo,
e as proteinas do estroma (tecido conectivo), que sdo o colageno e a elastina, tidos como residuo
da extracdo das proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares (SALGADO, 2015).

Estudos indicam que as proteinas animais possuem excelente capacidade de
formacdo de filmes, especificamente as proteinas miofibrilares provenientes de carne bovina e
de pescado. De modo geral, os filmes formados com essas proteinas apresentam propriedades
funcionais interessantes (GARCIA; SOBRAL, 2005; SOBRAL et al., 2001; MONTERREY;
SOBRAL, 1998). As proteinas tém uma estrutura especifica (derivada de 20 diferentes
mondmeros — amino&cidos) que conferem uma gama maior de propriedades funcionais e
potenciais por formar ligacdes intra e intermoleculares diferindo nas posi¢des, tipos e energia
(CUQ et al., 1997).

2.5 ISOLADO PROTEICO

As proteinas de pescado, tem sido utilizadas para o desenvolvimento de produtos
de elevado valor agregado. Esses podem contribuir no melhoramento das propriedades
funcionais e no enriquecimento proteico, como novas alternativas para o desenvolvimento de
alimentos através do uso de isolados proteicos, proteinas miofibrilares, surimi, entre outros
(CENTENARO et al., 2007; FREITAS et al., 2011; LEMPEK; MARTINS; PRENTICE, 2007;
PIOTROWICZ, 2012).

O processo de isolamento de proteinas por método quimico baseia-se no principio
de que a solubilidade de um material proteico homogeneizado em agua € afetada pelo pH da
mistura. Em condiges extremamente &cidas ou alcalinas, ocorrem fortes alteracfes positivas e
negativas que conduzem a repulsdo ou a interacdo com a agua, levando a solubilizacdo
(NOLSOE; UNDELAND, 2009).

O isolamento das proteinas do madsculo de pescado, com a eliminacdo simultanea
de lipidios e proteinas insoluveis, foi proposto por Hultin e Kelleher (2000). Os isolados
proteicos s&éo comumente obtidos pelo processo de variagdo de pH (pH- shifting process) por

solubilizacdo proteica por via quimica (acida ou alcalina), a partir de co-produtos, musculo ou
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de pescado inteiro, seguida de precipitacdo em seu ponto isoelétrico (pl) (MATAK;
TAHERGORABI; JACZYNSKI, 2015; NOLSOE; UNDELAND, 2009). A Figura 1 explica
bioquimicamente a obtencdo do isolado proteico pelo do método de variacao de pH.

Segundo Matak, Tahergorabi e Jaczynski (2015) (Figura 1), quando um &cido é
adicionado em uma solugdo proteica, ocorre a formacdo de ions hidrénio (H30+), e a
consequente protonacdo de algumas cadeias laterais carregadas, tais como os residuos de
glutamil ou aspartil, resultando em um aumento da carga liquida positiva da solucéo.
Semelhantemente, a adicdo de base (OH-) na solucdo resulta na desprotonacdo, das cadeias
como a tirosil, lisil, cistenil, triptofanil e arginil entre outras, contribuindo para um aumento de
carga negativa (GEHRING et al., 2011; NOLSOE; UNDELAND, 2009).

Figura 1 - Base bioquimica para a obtencao do isolado proteico
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aumentam, resultando na solubilidade proteica. (Fonte: Adaptada de Gehring et al., 2011; Matak, Tahergorabi e
Jaczynski, 2015).

De acordo com Matak, Tahergorabi e Jaczynski (2015), quando as proteinas
possuem cargas liquidas, positivas ou negativas, iniciam uma interacdo eletrostatica proteina-
agua, o que diminui as interacbes hidrofobicas proteina-proteina. Consequentemente as
moléculas de proteina se tornam mais polares, ocorrendo um acréscimo no conteddo de agua
associada e em torno da mesma, tornando-as soliveis em agua (GEHRING et al., 2011,
NOLSOE; UNDELAND, 2009).
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No entanto, é possivel ajustar o pH de uma solugdo proteica, de modo que 0 nimero
de cargas negativas sobre a superficie da proteina seja igual ao nimero de cargas positivas e,
por conseguinte, a molécula de proteina assume uma carga eletrostatica liquida igual a zero.
Esse ponto é denominado ponto isoelétrico (pl) da proteina, o qual depende do tipo de matéria-
prima utilizada, mas para um grande nimero de proteinas encontra-se entre os pHs 4,5 e 6,5
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; GEHRING et al., 2011; MATAK;
TAHERGORABI; JACZYNSKI, 2015). A solubilidade da proteina depende néo apenas das
propriedades fisico-quimicas da molécula, mas também do pH, da forca idnica, da temperatura
e do tipo do solvente (ORDONEZ, 2005).

O comportamento isoelétrico das proteinas musculares de pescado, pode ser usado
para recuperar proteinas do processamento de animais aquaticos ou de co-produtos, assim como
de espécies de baixo valor agregado (MATAK; TAHERGORABI; JACZYNSKI, 2015).
Segundo Kristinsson e Liang (2006), materiais indesejaveis como a pele, 0ssos, micro-
organismos, lipidios de membrana e outros residuos sdo removidos durante o processo de
centrifugacdo. Nos processos de solubilizacdo acida ou alcalina da proteina, quando o masculo
é submetido a pH extremos, as proteinas sdo parcialmente desdobradas. Desta forma, ocorrem
alteracBes na parte estrutural e conformacional das proteinas, as quais conduzem a diferentes
propriedades quando recuperadas (KRISTINSSON; HULTIN, 2003). O processamento do
isolado proteico de pescado em pH alcalino, permite a recuperacdo de proteinas com
propriedades funcionais melhores, entre estas, textura e gelificacdo. Entretanto, a solubilizacao
acida resulta em um acréscimo no rendimento proteico. Além da solubilizacdo &cida, muitos
fatores sdo responsaveis por essa caracteristica, tais como, a fonte muscular, frescor dos filés
de pescado, adicdo de agua, pH de solubilizacdo e precipitacdo, dentre outros (MARMON;
UNDELAND, 2013; NOLSOE; UNDELAND, 2009).

2.6 PLASTIFICANTES

Os plastificantes séo aditivos utilizados na elaboracédo de filmes com o objetivo de
melhorar as propriedades mecanicas, sensoriais e de protecdo (ZUBELDIA; ANSORENA,;
MARCOVICH, 2015). Estas pequenas moléculas interagem com as cadeias do polimero,
reduzindo as forgas intermoleculares que mantém as cadeias em conjunto, suaviza a rigidez
natural do filme e aumenta a mobilidade entre as cadeias poliméricas, resultando na melhoria
das propriedades mecanicas (OZCALIK; TIHMINLIOGLU, 2013). Assim, os plastificantes

asseguram a formacgdo dos filmes e ajudam a evitar que estes sofram danos durante o
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subsequente manuseio e armazenamento, o que poderia diminuir as propriedades de barreira do
filme (ZUBELDIA; ANSORENA; MARCOVICH, 2015).

Além da agua, que é considerada o principal solvente na tecnologia de polimeros,
pois reduz a temperatura de transicdo vitrea (Tg) do material, outros plastificantes comumente
utilizados sdo monossacarideos, oligossacarideos (glicose, frutose e sacarose), lipidios (acidos
graxos e tensoativos) e poliois (sorbitol e glicerol) (OZCALIK; TIHMINLIOGLU, 2013). Os
polidis tém sido considerados particularmente eficazes para uso como plastificantes em
polimeros hidrofilicos. O glicerol é uma molécula altamente higroscopica, de baixa massa
molecular, que tem sido amplamente utilizado no processamento termopléstico de proteinas.
Esse elevado efeito de plastificacdo tém sido atribuido a facilidade com que o glicerol tém de
se inserir e posicionar-se dentro da rede tridimensional proteica (HERNANDEZ-IZQUIERDO;
KROCHTA, 2008). Este plastificante possui as vantagens de ser de baixo custo, ndo toxico e
possui elevado ponto de ebuligdo (AHMED et al., 2012).

2.7 FILMES BIODEGRADAVEIS

O interesse na utilizacdo de materiais biodegradaveis com possivel aplicacdo a
embalagens de alimentos tem aumentado notavelmente nos Gltimos anos. O desenvolvimento
de polimeros biodegradaveis a partir de materiais naturais reduz a necessidade de sintetizar
polimeros a base de petréleo, eliminando os efeitos negativos produzidos por este sobre 0 meio
ambiente (GONZALEZ; STRUMIA; IGARZABAL, 2011).

Os polimeros biodegradaveis sdo aqueles constituidos por materiais que podem ser
degradados pela acdo de organismos vivos, tais como enzimas, bactérias e fungos, gerando os
produtos finais do processo de degradacdo, sendo estes CO2, H20 e biomassa (sob condi¢bes
aerébicas), e hidrocarbonetos, metano e biomassa (sob condicBes anaerobias) (PLACIDO,
2007).

Polimeros naturais como amido, celulose e proteinas tém atraido a atencdo nas
ultimas décadas. Estes materiais tém encontrado indmeras aplicagbes em produtos
biodegradaveis, pois, além de versateis e ecologicamente corretos, apresentam propriedades
que podem substituir, em certa parcela, alguns polimeros sintetizados a partir do petroleo
(LUCKACHAN; PILLAI, 2011).

As elaboragdes de filmes, de um modo geral, envolvem um agente formador de
filmes (macromoléculas), um agente plastificante, um solvente e um ajustador de pH. Quando

comparados aos demais polimeros naturais, os filmes a base de proteinas apresentam-se
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hidréfilos, com boa resisténcia mecénica, boas propriedades de barreira a oxigénio e CO2, mas
uma baixa barreira ao vapor de 4gua (PLACIDO, 2007).

Durante a formacéo de filmes a base de proteinas, primeiramente ocorre a ruptura
das pontes intermoleculares de baixa energia que estabilizam o polimero em seu estado natural.
Ap0s, ocorre o rearranjo e orientacdo das cadeias poliméricas e, por fim, a formacdo de uma
matriz tridimensional estabilizada por novas interacGes e pontes de hidrogénio ap6s o agente
de ruptura das ligagdes intermoleculares ter sido removido (PLACIDO, 2007).

A queratina € uma macromolécula que tem sido bastante utilizada e estudada na
formacédo de filmes com possivel aplicacdo a embalagens biodegradaveis apresentando bons
resultados nas propriedades dos filmes (REDDY et al., 2011; REDDY; CHEN; YANG, 2013;
WANG; CAO, 2012), assim como as proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas de pescado
(CENTENARO; MELLADO, 2008; CORTEZ-VEGA et al., 2013)

Filmes produzidos com zeina e gliten de trigo apresentam carater hidrofébico com
boa barreira ao transporte de oxigénio, didxido de carbono e demais compostos volateis
(WANG; RHIM, 2015). Entretanto, de acordo com Dick (2014), filmes individuais de proteinas
apresentam-se extremamente frageis devido as propriedades mecénicas ndo serem adequadas.
A utilizagdo de diferentes plastificantes, a fim de aumentar a flexibilidade desses filmes vem
sendo estudado (FORATO et al., 2013; LIANG et al., 2015). Usualmente, o glicerol é o
plastificante mais utilizado com o objetivo de reduzir a fragilidade destes (AHMED et al.,
2012). Outras estratégias como a lamina¢do (CHO; LEE; RHEE, 2010) e as blendas poliméricas
também estdo sendo utilizadas com estratégias para aumentar as propriedades de filmes
biodegradaveis (DICK, 2014).

Assim, diversas sdo as pesquisas envolvendo a utilizacdo desses biopolimeros no
desenvolvimento de filmes biodegradaveis para possivel aplicacdo a embalagens de alimentos
(YONG et al., 2015; NIE et al., 2015; POOLE; CHURCH, 2015; RAHAMAN; VASILJEVIC;
RAMCHANDRAN, 2016).

2.8 BLENDAS POLIMERICAS

As blendas poliméricas podem ser constituidas pela mistura de diferentes polimeros
sem que haja elevado grau de reacdo quimica entre os componentes. A interacdo molecular
entre as cadeias dos polimeros é predominantemente do tipo secundaria (intermolecular)

(UTRACKI, 1989). Além de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, a
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elaboracdo de blendas a partir de polimeros biodegradaveis tem a finalidade de aumentar a taxa
de biodegradacéo e reduzir o custo total do material (ISHIAKU et al., 2002).

A miscibilidade é uma caracteristica importante para filmes, e esta relacionada com
a capacidade dos componentes utilizados se misturarem em nivel molecular resultando em uma
mistura homogénea (MOTHE; AZEVEDO, 2002). Do ponto de vista tecnolégico, as blendas
sdo classificadas em compativeis ou incompativeis. As blendas sdo compativeis quando as
propriedades finais apresentam um comportamento aditivo ou sinérgico em relacdo as
propriedades apresentadas pelos componentes individuais. Em um sistema incompativel as
propriedades sdo inferiores as apresentadas pelos componentes em separado (JACOB, 2006).

Os polimeros biodegradaveis também podem ser desenvolvidos misturando
diferentes macromoléculas, como polissacarideos e proteinas. A combinacdo de proteinas €
promissora no desenvolvimento de filmes biodegradaveis aproveitando as vantagens de cada
um dos polimeros utilizados (SUN; SUN; XIONG, 2013). A mistura de matérias-primas altera
as estruturas fisicas e quimicas de cada polimero devido a compatibilidade/incompatibilidade
entre as macromoléculas utilizadas. A compatibilidade depende da estrutura quimica, peso
molecular e conformacdo, consequentemente afetando as propriedades finais do polimero
(CHINMA; ARIAHU; ABU, 2012).

Em geral, blendas combinando biopolimeros tém apresentado resultados
promissores nas propriedades mecanicas e de barreira. Zuo, Song e Zheng (2009) observaram
que a utilizacdo de glaten de trigo foi responsavel por melhorar as propriedades de barreira,
enquanto que a metilcelulose provocou uma melhoria nas propriedades mecéanicas. Chinma,
Ariahu e Abu (2012) verificaram uma melhoria nas caracteristicas de filmes biodegradaveis ao
combinar amido de mandioca e concentrado proteico de soja, obtendo as melhores propriedades
mecanicas e menor permeabilidade ao vapor d’agua na proporc¢ao 50/50. Guerrero et al. (2013)
relataram que a utilizacdo de dgar com isolado proteico de soja formaram matrizes compactas
e que reforcaram a rede tridimensional. Sun, Sun e Xiong (2013) também obtiveram
propriedades melhores nas blendas de amido de ervilha e proteina de amendoim quando
comparado ao biopolimeros separadamente. Estes autores observaram que ao incorporar 50 %
de proteinas os filmes ficaram consideravelmente mais flexiveis e houve pouca diminui¢do na
resisténcia a tracdo. Além disso, a adicdo de proteinas também provocou melhoria nas

propriedades de barreira a agua.
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2.9 FILMES BICAMADAS

O desempenho obtido pelos filmes obtidos a partir de biopolimeros ainda é menor
quando comparados aos polimeros sintéticos (GONZALEZ; IGARZABAL, 2013), deste modo,
diversos estudos tém sido realizados com enfoque na melhoria das caracteristicas gerais e,
principalmente, das propriedades de barreira destes biopolimeros, através da sua laminacéo
(GHANBARZADEH; OROMIEHI, 2009).

Pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de melhorar as propriedades dos
filmes & base de proteinas através da laminacdo de camadas de filmes adicionais com
propriedades de pelicula requeridas (GHANBARZADEH; OROMIEH]I, 2008). De acordo com
Fabra et al. (2013), o desenvolvimento de filmes bicamadas € uma pratica comumente utilizada
para aplicacGes em embalagens de alimentos que combinam as propriedades de dois ou mais
materiais em uma Unica estrutura bicamadas. O autor salienta que a razdo para este amplo uso
é que um conjunto de multiplas camadas, que segue um modelo de combinacdo de materiais
perpendiculares a direcdo de transporte do permeante, é a forma mais eficiente para se obter um
desempenho maximo de barreira.

Diversos autores tém estudado a elaboracdo destes filmes bicamadas obtendo
resultados bastante satisfatorios e promissores. Gonzélez e Igazarbal (2013) elaboraram filmes
bicamadas de proteina isolada de soja (SPI) e poli (&cido latico) (PLA) e obtiveram
melhoramentos nas propriedades dos filmes bicamadas quando comparados com os filmes
preparados individualmente. O mesmo foi observado por Cho, Lee e Rhee (2010) ao elaborar
um filme bicamada de zeina de milho e proteina isolada de soja e, por Arancibia et al. (2014)
que estudaram a liberacdo de 6leo essencial de canela como compostos antioxidantes e
antibacterianos em camardes, utilizando como veiculo um filme bicamada elaborado a partir de
agar e alginato. Kurek, Galus e Debeaufort (2014) estudaram as propriedades de filmes
bicamada compostos por quitosana e proteina soro de leite. Outros autores também vem
estudando as propriedades de bicamadas biodegradaveis a partir de diferentes polimeros
biodegradaveis (GANBARZADEH; OROMIEHI 2008; 2009; YOUNG et al.,2015; PIZZOLI,
2014; RIVERO; GARCIA; PINOTTI, 2009; TURE et al., 2013).

2.10 ELABORACAO DE FILMES

A formulacdo de filmes envolve, além da matriz principal (proteina, polissacarideo,

dentre outros polimeros), o uso de solventes e plastificantes, como glicerol e o sorbitol, que
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estdo entre os mais utilizados com o objetivo de aumentar a flexibilidade da rede polimérica.
Os filmes sdo formados por forcas coesivas entre as moléculas de polimeros, ou reticulagdo
intramolecular das cadeias do polimero para formar uma matriz parcialmente rigida, que permite
imobilizar parte do solvente.

O método de casting esta entre os mais utilizados para a obtencdo de filmes
biodegradaveis, principalmente em escala laboratorial. Este método se baseia na fundigdo dos
componentes em uma solucdo, com posterior moldagem em superficies planas e inertes, seguida
de secagem sob condi¢bes controladas para remogdo do solvente e formacdo da pelicula
(MELLINAS et al., 2016; MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000).

2.11 PROPRIEDADES DOS FILMES

Definida como a distancia perpendicular entre duas superficies principais do filme,
a espessura é um importante parametro de medida, pois € a base para varias propriedades dos
filmes, incluindo as mecéanicas e as de permeabilidade ao vapor de agua. O controle da
espessura dos filmes € importante para manter sua uniformidade, permitindo a repetibilidade
das propriedades analisadas e assim validar as comparacGes entre suas propriedades (XIE et al.,
2002).

A solubilidade em agua define a tolerancia do material a 4gua e é determinada pela
sua estrutura quimica. As embalagens obtidas a partir de filmes biodegradaveis devem manter
0s niveis de umidade no produto embalado, e 0 material da embalagem nédo deve ligar-se ou
dissolver-se quando em contato com a umidade. Portanto, o conhecimento da solubilidade do
material em agua é importante para muitas aplicacGes, pois visa fornecer informac6es sobre a
integridade da amostra ap0s sua imersao em agua, a temperatura e tempo especificos, visto que
algumas aplicacBes requerem insolubilidade em &gua para manter a integridade do produto
(PLACIDO, 2007).

Dentre as propriedades de barreira, a mais discutida na bibliografia é a
permeabilidade ao vapor de agua. O “Annual Book of Standards” (ASTM E96-00) define
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) como a taxa de transmissdo de vapor de agua por
unidade de area de um material delgado, de espessura conhecida, induzida por uma diferenca
de pressdo entre duas superficies especificas, sob condi¢des de temperatura e umidade relativa
especificas (ASTM, 2000).

O conhecimento da permeabilidade ao vapor de agua é imprescindivel para se

definir as possiveis aplicagdes dos filmes em embalagens. Os filmes de proteina, em geral, sdo
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relativamente permeaveis a vapor d’agua e muitos estudos estdo sendo realizados a fim de
melhorar essa propriedade (HERNANDEZ-IZQUIERDO; KROCHTA, 2008).

A cor e a opacidade destacam-se dentre as propriedades éticas de filmes para
aplicacdo em embalagens, porém estas ndo devem ser utilizadas como fator limitante de uso.
Para uma boa apresentacdo visual do produto, é desejavel que as embalagens apresentem
elevado brilho e alta transparéncia. Entretanto, muitas vezes a prote¢do contra a incidéncia de
luz se faz necessaria (transparéncia baixa ou nula), como no acondicionamento de produtos
sensiveis a reacOes de deterioracdo catalisadas pela luz. O grau de transparéncia do filme
dependera de sua espessura e da estrutura do polimero utilizado, se mais amorfo, o filme sera
mais transparente, se mais cristalino, o filme serd mais opaco (DICK, 2014).

As propriedades mecanicas de tracdo sdo Uteis para a identificacdo e caracterizacao
de filmes, pois expressam a resisténcia do material ao alongamento e ao rompimento quando
submetido a tracdo. Para manter a integridade e a propriedade de barreira, os filmes devem ser
habeis em resistir ao estresse normal encontrado durante sua aplicacdo. Normalmente, uma alta
resisténcia é requerida, mas os valores de deformacdo devem ser ajustados de acordo com a
aplicabilidade. A resisténcia maxima a tracao é a resisténcia oferecida pelo material no ponto
da ruptura. O alongamento é a relagdo percentual entre o alongamento do corpo-de-prova no
teste e seu comprimento inicial (PI'YADA; WARANYOU; THAWIEN, 2013).

A fim de prever o desempenho dos filmes a base de proteinas sob diferentes
condicdes de uso final, as transi¢bes térmicas dos filmes devem ser investigadas. Dentre as
técnicas mais importantes na analise térmica estdo a analise termogravimétrica (TGA) e a
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (AHMED, 2012).

A anélise termogravimétrica (TGA) baseia-se no estudo da variacdo de massa de
uma amostra, resultante de uma transformacéo fisica (sublimacéo, evaporacdo, condensacao)
ou quimica (degradacdo, decomposicao, oxidacdo) em funcdo do tempo ou da temperatura. Este
é um processo continuo que mede a variacdo de massa (perda ou ganho) de uma substancia ou
material como uma funcéo da temperatura e/ou tempo (PLACIDO, 2007).

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica que mede temperatura
e taxa de calor associados a transicbes em materiais como uma fungdo do tempo e da
temperatura em uma atmosfera controlada. Em amostras de polimeros, a técnica € empregada
na medicdo de temperaturas de transi¢do vitrea (Tg), fusdo (Tm) e cristalizacio (PLACIDO,
2007).

As caracteristicas microestruturais dos filmes a base de proteinas sdo dependentes

das formulacdes e condicdes de processamento utilizadas na sua elaboracdo (HERNANDEZ-
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IZQUIERDO; KROCHTA, 2008). Essas propriedades podem ser analisadas por diferentes
técnicas, dentre estas a microscopia eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raios x (DRX).

Informacdes estruturais do filme como a homogeneidade ou a presenca de rupturas
e falhas, é verificada através do MEV. A presenca de rupturas e falhas pode afetar
significativamente as propriedades mecénicas de um material (HERNANDEZ-1ZQUIERDO;
KROCHTA, 2008).

A técnica de DRX permite realizar estudos morfolégicos em materiais,
determinando o percentual de cristalinidade. Através desta técnica, pode-se avaliar 0s grupos
funcionais dos filmes, bem como determinar possiveis interagdes entre os polimeros quando
forem utilizados mais de um (RODRIGUES, 2012).

2.12 BIODEGRADABILIDADE

Dentro de uma estrutura de desenvolvimento sustentavel, novos materiais estdo
sendo originados de maneira a aumentar suas propriedades de biodegradabilidade. Considera-
se que a biodegradacdo ocorra ao longo de trés fases: biodeterioracdo, biofragmentacdo e
assimilacdo, sem desconsiderar a participacdo de fatores abiéticos (LUCAS et al., 2008).

A agdo combinada de comunidades microbianas, outros organismos
decompositores e/ou fatores abidticos fragmentam os materiais biodegradaveis em fracbes
minusculas. Esta fase € chamada de biodeterioracdo (EGGINS; OXLEY, 2001; WALSH,
2001). A deterioracao é uma degradacdo superficial que modifica as propriedades mecanicas,
fisicas e quimicas de um determinado material (LUCAS et al., 2008).

A fragmentacdo é um fendmeno de lise necesséria para a fase seguinte chamada
assimilacdo. Um polimero é uma molécula com massa molar elevada, que ndo consegue
atravessar a parede celular dos micro-organismos. Torna-se indispensavel a quebra de varias
ligacGes para se obter uma mistura de oligdmeros e/ou monémeros, originando moléculas de
baixa massa molar, devido a agdo enzimatica, ocasionando a fragmentagdo. A energia para
realizar esta cisdo é basicamente biologica. A assimilacdo ocorre no citoplasma, onde as
moléculas transportadas integram o metabolismo microbiano para a producdo de energia,
biomassa, vesiculas de armazenamento e numerosos metabolitos primarios e secundarios. Este
ultimo passo é denominado assimilagdo (LUCAS et al., 2008).

A biodegradagdo de um determinado material ocorre quando este é usado como
nutriente por um determinado conjunto de micro-organismos (bactérias, fungos ou algas) do
meio ambiente onde o0 material serd degradado (AL-SAIDI; MORTENSEN; ALMDAL, 2003;
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DE PAOLLI, 2009). Para que as coldnias crescam se utilizando do material como nutriente, serd
necessario que estas produzam as enzimas proprias para quebrar ligagdes quimicas da cadeia
principal do polimero. Além disso, ha necessidade de condi¢des adequadas, como temperatura,
pH, umidade e disponibilidade de oxigénio (DE PAOLI, 2009). De acordo com a American
Society for Testing and Materials (ASTM), um plastico biodegradavel é um plastico que se
degrada devido a acdo de micro-organismos que ocorrem naturalmente, tais como bactérias,
fungos e algas. Existe uma diferenca entre um plastico biodegradavel e um plastico
compostavel. Um plastico compostavel € um plastico submetido a degradacdo por processos
biol6gicos durante a compostagem para produzir dioxido de carbono, agua, compostos
inorganicos e biomassa a uma taxa consistente com outros materiais compostaveis conhecidos
e ndo deixa nenhum residuo visualmente distinguivel ou toxico. Portanto, todos os plasticos
compostaveis sdo biodegradaveis, mas o inverso nao € verdadeiro (KALE et al., 2007).

A biodegradacdo de pléasticos depende tanto do ambiente no qual estes estdo
inseridos como da natureza quimica do polimero. A biodegradagdo é uma reacdo enzimatica,
portanto, € muito especifica para ligagdes e estruturas quimicas dos polimeros. EXxistem
diferentes mecanismos de biodegradacéo do polimero, sendo a hidrdlise um dos mecanismos
mais comuns, em que a cisdo ndo-enzimatica aleatéria de grupos éster das cadeias leva a uma
reducdo na massa molar. O processo de hidrdlise é afetado pela taxa de difusdo de agua através
do polimero. A biodegradacéo de plasticos depende de fatores ambientais e da estrutura quimica
do polimero (DALEV et al., 2000; MARAN et al., 2014).

Os polimeros biodegradaveis contém usualmente éster, amida, ou ligacBGes de
carbonato hidrolisaveis na cadeia principal do polimero. A presenca destes grupos funcionais
hidrolisaveis aumenta a susceptibilidade a biodegradacdo. Outros fatores que afetam a
biodegradabilidade sdo a cristalinidade, a massa molar, e, no caso dos copolimeros, a sua
composicdo (DOMB; KOST; WISEMAN, 1997).



CAPITULO 111
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APRESENTACAO

As atividades experimentais da dissertacdo foram desenvolvidas no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos (LTA), e na Planta de Processamento de Pescados da Escola de
Quimica e Alimentos (EQA) e no Centro de Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Desta forma, o presente estudo foi dividido em

dois artigos cientificos:

ARTIGO I: Efeito da utilizacao de diferentes matérias-primas proteicas no desenvolvimento de

filmes e blendas biodegradaveis;

ARTIGO II: Filmes bicamadas biodegradaveis elaborados a partir de proteinas de glaten de

trigo, zeina de milho e isolado proteico de pescada.






ARTIGO I

EFEITO DA UTILIZACAO DE DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS PROTEICAS
NO DESENVOLVIMENTO DE FILMES E BLENDAS BIODEGRADAVEIS
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RESUMO

A utilizacdo de blendas e filmes biodegradaveis no desenvolvimento de embalagens visa reduzir
0s impactos ambientais causados pelas embalagens plasticas. Objetivou-se com o presente
estudo desenvolver e caracterizar filmes a partir de diferentes matérias-primas proteicas
utilizadas individualmente e em blendas. Para o desenvolvimento do estudo as proteinas de
pescada (Cynoscion guatacupa) foram obtidas pelo processo de variagdo de pH, também foram
utilizadas as proteinas, gluten e zeina. Os filmes de proteinas de pescada apresentaram a maior
resisténcia a tracdo e maior solubilidade em &gua, enquanto que os filmes de gliten
apresentaram maior alongamento na ruptura e solubilidade mais baixa, mostrando serem
promissores no desenvolvimento de materiais de embalagem para diferentes aplicacfes. As
blendas apresentaram propriedades ligeiramente melhores em relacdo aos filmes produzidos
com 0s componentes utilizados em separado, sendo que a blenda produzida com proteinas de
pescada e gluten (BL P+G) mostrou ser mais adequada para aplicacGes em alimentos devido as
propriedades apresentadas. Os filmes de zeina apresentaram propriedades mecéanicas
deficientes e alta solubilidade e ndo foram completamente degradados em 60 dias em solo,
sendo que os demais apresentaram completa biodegradacdo em até 30 dias. A avaliacdo da
microestrutura apresentou filmes com aspecto rugoso e superficie ndo homogénea, além disso,
os filmes contendo zeina apresentaram-se com mais zonas cristalinas quando comparados aos
demais. A BL P+G demonstrou ser mais resistente a temperaturas proximas de 100 °C. Dentre
os filmes e blendas desenvolvidos a BL P+G demonstrou ser a mais promissora para o
desenvolvimento de materiais sustentaveis de embalagens para alimentos.

Palavras-chave: Biodegradacdo. Embalagens de alimentos. Gluten de trigo. Proteinas.
Proteinas de pescada. Zeina.
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1 INTRODUCAO

A sintese de novos biomateriais com desempenho e propriedades otimizadas
constitui uma area em constante expansdo na tecnologia de embalagens de alimentos. Um
avanco significativo nesta area tem ocorrido com a sintese de blendas poliméricas constituidas
de polimeros naturais de diferentes origens (MARTUCCI; RUSECKAITE, 2009; 2010;
ROMANI, PRENTICE-HERNANDEZ, MARTINS, 2017). Esta classe de materiais tem
despertado grande interesse de pesquisadores nas Ultimas décadas por se tratar de uma
alternativa simples e pratica para se obter novos materiais com caracteristicas e propriedades
melhoradas e adequadas para aplicagcdo em embalagens.

A elaboracdo de blendas e filmes biodegradaveis que possam ser utilizados como
embalagens tem visado a reducdo dos impactos ambientais causados pelo elevado acimulo de
embalagens pléasticas derivadas de polimeros sintéticos ndo biodegradaveis. Diversos estudos
vém sendo realizados com o objetivo de substituir esses materiais sintéticos derivados do
petréleo, tais como, poliolefinas, poliésteres e poliamidas, por outros que apresentem
propriedades semelhantes a esses polimeros e que ap6s o seu descarte seja degradado em um
curto periodo, ndo sendo acumulado no meio ambiente. Segundo a American Standard for
Testing and Methods D20-96, polimeros biodegradaveis sdo polimeros, nos quais a degradacao
resulta primariamente da acdo de micro-organismos, tais como, bactérias, fungos e algas de
ocorréncia natural (ASTM, 1999).

As blendas e os filmes biodegradaveis podem ser produzidos a partir de
macromoléculas como polissacarideos, proteinas e lipidios, sendo capazes de formar matrizes
continuas e coesas. As proteinas se destacam dentre esses materiais devido ao seu elevado
potencial de formar ligacdes intermoleculares, essenciais para formacdo dos filmes. A
capacidade de formacdo de filmes a base de proteinas pode ser influenciada pela composicao
de aminoécidos, assim como sua distribuicdo e polaridade que determinam as ligacdes cruzadas
entre aminoacidos, hidrogénio e ligacdes dissulfeto (GENNADIOS et al., 1993). Proteinas
musculares de pescada, gluten de trigo e zeina de milho apresentam-se como materiais
promissores para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis devido a facil obtencédo, baixo
custo e biodegradabilidade, além de agregar valor a essas matérias primas.

Subprodutos e residuos da industrializacdo de pescados sdo otimas fontes de
proteinas, entre 0s quais destaca-se a pescada (Cynoscion guatacupa) comercializada
atualmente na forma de filé originando um subproduto (aparas) com elevado teor proteico. As

proteinas musculares de pescado apresentam propriedades vantajosas na elaboracao de filmes,
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como habilidade para formar redes, plasticidade e elasticidade, além de apresentar boa barreira
ao oxigénio, podem ocorrer uma ampla gama de interagdes intermoleculares formando filmes
coesos (ARFAT et al., 2017; ROMANI; PRENTICE-HERNANDEZ; MARTINS, 2017;
ROCHA et al., 2013). Entretanto, possui baixa barreira ao vapor de agua em razdo da sua
natureza hidrofilica.

O gluten de trigo € um subproduto da producdo de amido de trigo e etanol que €
disponibilizado a um custo relativamente baixo. Devido as suas propriedades coesivas e
elasticas unicas, apresenta-se como uma alternativa para a formacédo de filmes transparentes,
flexiveis e inodoros com boas propriedades de alongamento na ruptura (HAGER; VALLONS;
ARENDT, 2012).

Assim como o gluten de trigo, a zeina de milho é uma proteina de reserva com
crescente interesse no desenvolvimento de filmes biodegradaveis (OZCALIK;
TIHMINLIOGLU, 2013). A zeina possui carater hidrofobico, devido a elevada concentragdo
de aminoécidos ndo polares, como leucina, alanina e prolina, que a torna insolGvel em agua
mesmo em baixa concentracdo e sollvel em solugbes alcodlicas de 60-95% de etanol
(TAVARES, 2012). Com a zeina pode-se produzir filmes com excelentes propriedades de
barreira a umidade e formando cobertura insipida, dura e transparente com grande estabilidade
em alta umidade e calor (PAPALIA; LONDERO, 2015; SANCHEZ-GARCIA; HILLIOU;
LAGARON; 2010; TIHMINLIOGLU; ATIK; OZEN; 2011;). No entanto, os filmes a base de
zeina sdo frageis, necessitando, adicdo de plastificantes e outros componentes como glicerol,
de forma que o material tenha flexibilidade e resisténcia desejavel (RIBEIRO; LOPES-FILHO;
CORTES, 2015).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve por objetivo o desenvolvimento, a
caracterizacdo e a avaliacdo da biodegradabilidade de filmes e blendas poliméricas constituidas

por diferentes tipos de proteinas.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados a zeina de milho (Sigma
Aldrich®) com teor proteico de 88% (m/v), o gldten de trigo (Foco Alternativo®) com teor

proteico de 72% (m/v), azeite de oliva e emulsificante Emustab® foram adquiridos no comércio

local e armazenadas ao abrigo da luz em temperatura ambiente (25 + 2 °C) até 0 momento do
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uso. As aparas de pescada (Cynoscion guatacupa) foram gentilmente fornecidas pela empresa
Torquato Pontes S/A (Rio Grande — Rio Grande do Sul) e acondicionadas a -18 °C até o

momento do uso.

2.2 METODOS

2.2.1 Obtencao das proteinas de pescada

Uma curva de solubilidade proteica das aparas de pescada foi realizada segundo
método descrito por Tadpichayangkoon et al. (2010), visando obter maior rendimento na
extracdo das proteinas, através da identificacdo de seus pontos de solubilidade e ponto
isoelétrico.

Foram preparadas diluicdes (1%) da amostra em &gua destilada, e os pH 2; 3; 4; 5;
5,5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 11,5 e 12 foram ajustados com adi¢cdo de NaOH 1 mol/L e/ou HCI
1 mol/L. Todas as diluicbes foram realizadas em triplicata. Apés a etapa de solubilizacédo, o
teor de proteina soltvel na solucao foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951) em
espectrofotdbmetro (IONLAB, IL-592, Brasil) a 660 nm. A solubilidade (S%) da proteina foi
calculada conforme a Equacdo 1. Para o calculo de proteina no sobrenadante foi realizada uma
curva padrédo de albumina (0,00 a 0,42 mg/mL).

Proteina do sobrenadante
S (%) = , x 100 1)
Proteina presente na amostra

Para a obtencdo do isolado proteico foram utilizadas aparas de pescada. A extracdo
das proteinas ocorreu conforme método descrito por Freitas et al. (2011), diferindo apenas no
pH de solubilizacdo das proteinas.

A matéria-prima foi homogeneizada com agua destilada na proporcao 1:9 (m/v) e
triturada em blender (METVISA, 1322, Brasil) por 1 min. Apds, foi realizada a solubilizago
das proteinas com adi¢do de NaOH 1 mol/L a 4 °C em banho ultratermostatico (QUIMIS,
0214M2, Brasil) durante 20 min sob agitacdo constante com agitador de eixo-hélice
(IKA,RW20DZM.n, Alemanha). As proteinas solubilizadas foram entdo centrifugadas a
9000 x g por 20 mina 4 °C para separa-las dos lipidios (fase superior) e das proteinas insollveis
(fase inferior). As proteinas soluveis (fase intermediaria) foram colocadas novamente no banho
sob as mesmas condicdes, e foram precipitadas ao atingir o ponto isoelétrico, com adi¢do de

HCI 1 mol/L. A seguir, foi realizada uma segunda centrifugacéo a 9000 x g por 20 mina4 °C
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e 0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi submetido a secagem a 40 °C em estufa com
circulacao forcada de ar (QUIMIS, 314D, Brasil) por aproximadamente 12 h. Apds seco, foi
triturado em moinho de facas (TECNAL, TE-633, Brasil), peneirado (Mesh 42), e armazenado

em embalagem de vidro a -18 °C para uso posterior.

2.2.2 Caracterizacao das materias-primas e do isolado proteico

As matérias-primas e o isolado proteico de pescada foram avaliadas quanto a sua
composicdo proximal através dos métodos oficiais da AOAC (2000), umidade em estufa a
105 °C (método 950.46), proteina bruta pelo método micro-Kjeldahl (fator de converséo 6,25)
(método 928.08), lipidios totais em extrator de Sohxlet (método 960.39) e, para matéria mineral
com incineracdo em mufla a 550 °C (método 920.153). Carboidratos foram determinados por
diferenca. Todas as determinacOes foram realizadas em triplicata.

2.2.3 Elaboracéo dos filmes individuais

Os filmes foram obtidos pelo método de casting, que se baseia na elaboracdo de
uma solucdo coloidal das proteinas com os aditivos. As solucdes filmogénicas foram
homogeneizadas em banho termostatico (BROOKFIELD, TC-102, Estados Unidos) acoplado
a um reator encamisado de vidro e mantidas sob agitacdo com o auxilio de um agitador
mecanico (FISATOM, 712, Brasil). Ao final da dissolucdo, a secagem de todos os filmes
ocorreu em estufa com circulacdo forcada de ar (QUIMIS, 314D, Brasil), ap6s o espalhamento
das solucbes em placas de Petri com diametro de 8,7 cm. Posteriormente a secagem, todos 0s
filmes foram armazenados em dessecadores com umidade relativa de 55 + 2 % controlada com
Brometo de Sodio (NaBr), e temperatura de 25 + 2 °C, por no minimo 48 h, para posteriores

analises.

2.2.4 Elaboracéo dos filmes de isolado proteico de pescada

A elaboracgdo dos filmes de proteinas de pescada, seguiu 0 método descrito por
Zavareze et al. (2013). Inicialmente, o isolado proteico, na concentragdo de 5% (m/v) foi
dissolvido em &gua destilada, e ent&o, foi adicionado glicerol na proporcdo de 25% em relagdo

a massa total de solidos. Esta dispersdo foi mantida sob agitacdo constante por 30 min a + 25



53

°C. Apos, 0 pH da solucdo foi ajustado para 11,5 com NaOH 1 mol/L mantendo-se a agitacéo
por mais 10 min. Em seguida a temperatura foi elevada a 80 °C sob agitacdo por mais 20 min,
mantendo-se o pH. Apds, a solucdo foi filtrada em tecido de nylon, vertida em placas de Petri,

e seca a 30 °C por 16 h em estufa com circulacédo de ar.

2.2.5 Elaboracéo dos filmes de glaten de trigo

A elaboracgdo dos filmes de glaten de trigo seguiu 0 método descrito por Gontard,
Guilbert e Cuq (1993), com adaptac6es. A formacdo da solucdo filmogénica (100 mL) ocorreu
com a dispersdo do glaten na concentracdo 8% (m/v) em 45 mL de etanol absoluto, com adi¢éo
de glicerol na proporcdo de 25% (m/m) e 0,025 g de sulfito de sddio, ambos previamente
dissolvidos em &gua destilada. A solucdo foi mantida sob agitacdo por 10 min a temperatura
ambiente. Agua destilada foi adicionada até completar o volume de 100 mL, e o pH 11 foi
alcancado com a adi¢do de NaOH 1 mol/L. Apos, ocorreu a elevacdo da temperatura a 45 °C e
a solucédo foi mantida sob agitacdo constante por 30 min. Terminado este periodo, a solugéo foi
filtrada em tecido de nylon para remocdo de particulas ndo solubilizadas e vertida em placas de
Petri que foram secas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 24 h.

2.2.6 Elaboracéo dos filmes de zeina de milho

A elaboracdo dos filmes de zeina de milho seguiu 0 método descrito por Almeida
(2010) com modificacbes. Zeina e etanol (95%) (20 g de zeina/100 mL de etanol) foram
submetidos a agitacdo por 10 min. Apo6s, adicionou-se azeite de oliva (70 g/100 g de proteina),
glicerol (20 g/100 g de proteina) e emulsificante Emustab (5 g/100 de proteina). Elevou-se a
temperatura até 65 °C e manteve-se a agitacdo por mais 15 min. Ao final do processo, a solugédo
foi vertida em placas de Petri que foram submetidas a secagem a temperatura ambiente
(25 + 2 °C) por 24 h.

2.2.7 Elaboracéo das blendas

As blendas foram elaboradas com as concentracdes de proteinas que formaram
filmes com melhores propriedades fisicas e mecanicas. No desenvolvimento das blendas,

primeiramente foram elaboradas as solucgdes filmogénicas individuais, conforme descrito no
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item 2.2.3, entéo, foi misturado 50% de cada solugéo filmogénica. As blendas foram elaboradas
com isolado proteico de pescada 5% (m/v) e glaten de trigo 8% (m/v), zeina 20% com gluten

de trigo 8% (m/v), e zeina 20% com isolado proteico de pescada 5%.

2.2.8 Caracterizacao dos filmes

2.2.8.1 Espessura

A espessura (mm) dos filmes foi determinada utilizando micrémetro digital
(INSIZE IP54, Brasil) em dez pontos diferentes, sendo um no centro e os demais na periferia

dos filmes.

2.2.8.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi determinada segundo método proposto por
Gontard et al. (1994). Os filmes foram cortados em discos de 2 cm de didmetro e levados a
estufa (DELEO, A15E, Brasil) a 105 °C para determinacao da matéria seca inicial. Apoés, estes
foram imersos em 50 mL de &gua destilada e mantidos sob agitacdo de 175 rpm a 25 °C por
24 h. Decorrido esse periodo as amostras foram removidas e secas a 105 °C para determinacao
da matéria seca que ndo se dissolveu. Para o célculo da solubilidade S (%) foi utilizada a
Equacdo 2. Onde mi corresponde a massa seca inicial (g) e mf corresponde a massa seca
final (g).

mi-mf
S= — x 100 2)
mi

2.2.8.3 Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes foi determinada
gravimetricamente segundo o método E96-00 da ASTM (ASTM, 2000), que consiste na
pesagem de uma capsula fechada, contendo o filme na superficie e a substancia dessecante
(cloreto de célcio) no interior. A capsula foi colocada em ambiente com umidade controlada,
utilizando solugédo de cloreto de sodio para manter o ambiente externo a 75 % de umidade

relativa. A célula de permeagdo contendo o filme foi pesada a cada 24 h por 7 dias. Para o
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calculo dos valores foi utilizada a Equacao 3, em que M é o ganho de massa do CaClz (9); E é
a espessura do filme (mm); A é a area de permeagéo (m?), t é o tempo (dias) e AP é o diferencial

de presséo de vapor (kPa).

PVA-
T ALAP (3)

2.2.8.4 Propriedades oOticas

A cor e a opacidade dos filmes foram determinadas utilizando-se um colorimetro
(MINOLTA, CR 400, Japdo), através do sistema CIEL*a*b. Os pardmetros analisados neste
sistema de cores s&o: L (luminosidade), a* (verde e vermelho) e b* (azul e amarelo). A cor dos

filmes foi expressa como diferenga total de cor (AE*), a qual é calculada conforme Equacao3.

AE= \/ (L*-L)*+(a*-a)*+(b*-b)* 4

A opacidade dos filmes foi calculada com a relacdo entre a opacidade do filme

sobreposto ao padréo preto (Ypreto) e ao padrdo branco (Ybranco), segundo a Equacéo 5.

Y preto
: 0/ )— 5
Opacidade (%) Y brance X 100 ®)

2.2.8.5 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas em texturémetro (Stable
Micro Systems, TA.XTplus, Reino Unido), empregando-se a metodologia ASTM D882- 02
(ASTM, 2002). As propriedades determinadas foram resisténcia a tra¢cdo (MPa) e alongamento
na ruptura (%). A separacédo inicial e a velocidade do probe foram de 50 mm e 1 mm/s,
respectivamente. As amostras foram cortadas em tiras de 85 mm de comprimento e 25 mm de
largura. Para a determinacédo dos valores de resisténcia a tracdo (MPa) foi utilizada a Equacéo
6, em que F € a forca no momento da ruptura do filme (N) e A a area da seccdo transversal do

filme (m?).
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RT = (6)

> m

O alongamento na ruptura (AR) foi calculado utilizando a Equacéo 7, em que df
(mm) corresponde a distancia final de alongamento do filme, e di (mm) é a distancia inicial
entre as garras (50 mm).

df
AR (%)=ax100 (7)

2.2.8.6 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos filmes foram determinadas pelas técnicas de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e analise termogravimétrica (TGA), de acordo com
Piyada, Waranyou e Thawien (2013). Para a realizacdo do (DSC) cerca de 4 mg de amostra
foram pesadas em capsulas de aluminio que posteriormente foram hermeticamente seladas. A
taxa de aquecimento empregada foi de 10 °C/min, sendo utilizada uma faixa de temperatura de
30a 200 °C.

A TGA dos filmes foi realizada utilizando-se uma termobalanca de um medidor
termoanalitico (SHIMADZU, modelo DTG-60, Japdo) em atmosfera estatica de ar, com vazdo
constante de 20 mL/min. A velocidade de varredura foi de 10 °C/min e a faixa de temperatura
percorrida de 23 até 550 °C utilizando porta amostra de aluminio.

2.2.8.7 Propriedades microestruturais

A microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes foi realizada no Centro de
Microscopia Eletrénica do Sul (CEME-SUL), da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
em microscépio eletrdnico de varredura (Jeol, JSM — 6610LV, Toquio, Japdo) operando a 10
kV. As amostras foram depositadas em suportes de aluminio (stubs), revestidos com uma fita
condutora de carbono. Em seguida, os mesmos foram recobertos com uma fina camada de ouro
em Spputering (Desk, Deton Vacuum, Estados Unidos) durante 120 s. Observou-se a
morfologia da superficie e a parte transversal dos filmes com uma ampliagéo de 1000 x.

A andlise de difracdo de raios X (DRX) também foi realizada no CEME-SUL —
FURG, utilizando-se um difratdmetro (BRUKER, D8 Advance, Estados Unidos) com radiacéo
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de cobre, operando a 40 kV e 40 mA. As medidas foram obtidas com comprimento de onda (L)

de 1,5418A, incremento de 0,0025 e com intervalos de medida em 26 de 5 a 40°.

2.2.9 Biodegradabilidade dos filmes e blendas em solo

A avaliacdo da degradacdo dos filmes em solo foi realizada de acordo com método
descrito por Maran et al., (2014) com modificacdes. Os filmes foram cortados em pedacos
retangulares de 2x3 cm, obtendo-se um rendimento de 4 tiras de cada filme. Dessas 4 tiras, um
foi utilizado para a determinacdo da umidade (método oficial AOAC, 2000) e os demais foram
pesados em balanca analitica (Marte, AY220, Minas Gerais, Brasil) para a determinacdo da
massa inicial. Estes filmes foram acondicionados em cartuchos de tela e colocados a uma
profundidade de aproximadamente 8 cm a partir da superficie do solo. O solo utilizado neste
ensaio foi composto de 50% de substrato para plantas com umidade maxima de 40% e
pH 6,0 £ 0,5, e 50% de terra adquirida nas proximidades do Campus Carreiros da Universidade
Federal do Rio Grande — RS. Aproximadamente 5 kg de solo foi colocado em caixas de plastico
(10x30x35cm) onde os cartuchos contendo os filmes foram enterrados. Essas caixas foram
incubadas a 20 £ 0,2 °C por 60 dias e a umidade do solo foi mantida a (29,1 £ 3,2%) em
ambiente com umidade relativa de 76,2 £+ 2,3% com aspersdo de dgua em intervalos regulares.
De 10 em 10 dias amostras (em triplicata) foram retiradas aleatoriamente do solo, lavadas
cuidadosamente em agua corrente para remoc¢do do solo e secas em estufa a 105 °C até peso
constante (aproximadamente 6 h).

A massa de cada amostra foi obtida antes e depois da degradacéo, e a perda de

massa (PM) de cada amostra de filme foi obtida utilizando-se a Equacéo 8:

M- M,

PM (%)= x 100 (8)

0

Onde: Mo é a massa do filme (em base seca) antes da biodegradacéo; M1 é a massa
do filme depois da biodegradacao.

2.2.9.1 Caracterizagéo do solo

A umidade do solo foi monitorada durante o experimento de 7 em 7 dias de acordo

com a método da AOAC (2000). Além disso, foram realizadas analises microbioldgicas de
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contagem total de bactérias mesofilas e contagem total de fungos segundo metodos descritos
por (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997). A andlise microbioldgica foi realizada no

tempo zero.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de espessura, solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor d’agua,
propriedades oOticas e propriedades mecanicas foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
Os dados foram avaliados pelo programa Statistic (versdo 5.0, StatSoft, Inc., Tulsa, Estados
Unidos).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS PRIMAS

Todas as matérias-primas apresentaram teor proteico relativamente alto (Tabela 1),
0 que é de extrema importancia, visto que, as proteinas sdo as matrizes utilizadas para a

elaboracéo dos filmes biodegradaveis.

Tabela 1 - Composi¢do proximal de zeina de milho (ZM), gluten de trigo (GT), aparas de
pescada (AP) e isolado proteico (IP)
Umidade (%) Cinzas (%)* Lipidios (%)* Proteinas (%)* Carboidratos (%)**

ZM 23+01 15+0,0 32%0,1 90,2+0,0 5,1
GT 8,3%+0,0 1,0+0,0 0,5+0,0 78,4 +0,4 20,1
AP 832+0,1 5,7+0,1 41+0,1 90,8 +0,3 0,0

IP 55+01 1,3+0,1 15+0,1 91,3+0,0 59

*Dados em base seca; **Carboidratos determinados por diferenca; + desvio padréo

O elevado teor de lipidios encontrado na zeina pode promover caracteristicas de
menores permeabilidades aos filmes elaborados com essa proteina, pois, de acordo com
Hernandez-lzquierdo e Krochta (2008), filmes elaborados a base de proteinas geralmente
apresentam elevada permeabilidade de vapor d’agua devido a natureza hidrofilica destas, e de
acordo com Brandelero, Grossmann e Yamashita (2013), a resisténcia de um filme ao vapor

d'agua € inversamente proporcional a polaridade dos lipidios.
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Pequenas variagdes na composi¢do proximal podem ocorrer devido a fatores
naturais para cada tipo de matéria-prima. Valores de composicdo de gliten de trigo e zeina
podem variar em funcéo da época e condi¢des de plantio, cultivar e estacdo do ano. O processo
de obtencdo e purificacdo dessas proteinas também podem exercer forte variacdo em sua
composicdo (FERREIRA; RUIZ; GASPAR-CUNHA, 2014). A composi¢édo da pescada pode
variar conforme os tecidos e estacdo do ano entre outros fatores (YEANNES; ALMANDOS,
2003).

Com o processo de separacao das proteinas das aparas de pescada houve aumento
no teor de proteinas (91,3%) e a reducdo dos teores de lipidios (1,5%) e cinzas (1,3%). A
reducdo do conteudo lipidico ocorre devido a maior parte dos lipidios ser separada junto com a

fracdo insoluvel durante o processo de concentracdo de proteinas.

3.2 SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS DE PESCADA

A curva de solubilidade (Figura 1), resultou na identificacdo do pH que promoveu
a menor solubilidade (8,31%) das proteinas de pescada (pH 5,5). Este valor de pH se encontra
préximo ao ponto isoelétrico das proteinas, onde o nimero de cargas negativas e positivas
tendem a se neutralizar intramolecularmente, apresentando menor afinidade pelo solvente.

Segundo Sgarbieri (1996), o ponto isoelétrico das proteinas pode variar entre pH 4,0 e 6,0.

Figura 1 - Curva de solubilidade do musculo de pescada
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Um aumento progressivo da solubilidade do pH neutro para os pHs alcalinos foi
verificado, sendo que os maiores valores de solubilidade foram obtidos no pH 12,0 (83,3%),
pois, a medida que o pH se torna mais alcalino, ha predominancia de cargas negativas, havendo
interacdo mais forte das moléculas de proteina com a agua e, também, maior repulsdo entre as
moléculas de proteina, aumentando significativamente a solubilidade. No pH 2,0 a solubilidade
também foi alta (73,5%).

Comportamento semelhante foi encontrado por Fontana et al. (2009). De acordo
com os autores, € possivel obter isolado proteico pelas duas vias (acida e alcalina), entretanto,
as propriedades funcionais do isolado (solubilidade e a capacidade de retencdo de agua) séo
melhores para aqueles promovidos pela via alcalina.

As informacdes obtidas através da curva de solubilidade sdo de grande importancia,
para que, durante o processo, se obtenha o maior rendimento de extracdo das proteinas. Com o
pH de maior solubilidade é possivel obter a maxima solubilizacdo das proteinas presentes na
amostra e, com o ponto isoelétrico exato, é possivel recuperar as proteinas, obtendo um bom

rendimento e evitando perdas.

3.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES E BLENDAS

Para a elaboracgdo dos filmes de zeina, foi necessaria alta concentracéo proteica para
a obtencdo de uma matriz mais homogénea. TestesB preliminares foram realizados com o
objetivo de reduzir a concentracdo de zeina na solucédo, e foi verificado que concentracdes
abaixo de 20% (m/v) ndo sdo suficientes para a elaboragdo de filmes homogéneos,
apresentando-se quebradicos e com separacdo da proteina do solvente.

Né&o foi possivel obter a blenda das proteinas de pescada com zeina em virtude de

0s materiais serem solUveis em diferentes solventes, levando a separacao destes em solucéo.

3.3.1 Espessura e propriedades 6ticas

A espessura € uma propriedade importante que deve ser avaliada e considerada ao
indicar a aplicacdo dos filmes como embalagem de alimentos, entretanto, trata-se de uma
caracteristica de dificil controle, principalmente em filmes elaborados pelo método de casting
(DICK, 2014). Os filmes elaborados individualmente com proteinas de pescada e gliten de

trigo ndo apresentaram diferenga significativa (p > 0,05) (Tabela 2).
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Espessuras mais elevadas foram apresentadas pela blenda de zeina com gluten e
pelo filme individual de zeina, 0,480 e 0,364 mm, respectivamente (Tabela 2). A maior
espessura foi observada para a blenda de zeina com gluten, visto que a concentracéo final dessa
solucdo foi a maior quando comparada aos demais filmes. Como ja era esperado, quanto maior
a concentragéo proteica dos filmes e blendas, maior foi a espessura apresentada por estes. De
acordo com Dick (2014), a espessura do filme influéncia nas propriedades mecéanicas, de
barreira e também na cor do filme. Quanto maior a espessura, mais opaco e escuro o filme sera.
Os valores encontrados para opacidade e diferenca total de cor do filme de zeina e da blenda de
zeina com gluten confirmam essa afirmativa. Além disso, os filmes de pescada, gliten e a
bicamada de pescada com gldten, que apresentaram espessura menor, também tiveram seus

valores de opacidade e diferenca total de cor reduzidos.

Tabela 2 - Espessura, opacidade e diferenca total de cor (AE*) dos filmes individuais e

blendas
Amostras Espessura (mm) Opacidade (%) AE*
FP 0,113 + 0,001¢ 11,0 +0,6¢ 15,3+ 0,3¢
FG 0,121 + 0,002¢ 13,4 +0,3° 16,8 + 1,0
FZ 0,364 + 0,002° 36,4 + 1,0° 73,8 +1,6°
BL Z+G 0,480 + 0,010° 23,0+0,2° 69,7 + 0,6
BL P+G 0,148 + 0,001° 13,8 £0,3° 19,9 + 1,6°

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de glaten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; BL Z+G:
blenda de zeina e gliten; BL P+G: blenda de isolado proteico de pescada e gllten de trigo; AE*: diferenca total
de cor Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

A opacidade e cor dos filmes para aplicacdo em embalagens sdo caracteristicas
importantes, mas ndo devem ser utilizadas como fator limitante de uso. Os parametros de cor
dos filmes de embalagens biodegradaveis sdo importantes em termos de aparéncia e
aceitabilidade do consumidor (ROMANI; PRENTICE-HERNANEZ; MARTINS, 2017). Para
boa apresentagdo do produto é desejavel que as embalagens apresentem elevado brilho e
transparéncia, entretanto, quando € realizado o acondicionamento de produtos sensiveis a
reacOes de deterioracdo catalisadas pela luz, a protecdo contra a incidéncia de luz se faz
necessaria (baixa ou nula transparéncia) (DICK, 2014; SAKANAKA, 2007).

A cor amarela do filme de zeina (AE*=73,8) e da blenda de zeina com gluten
(AE*=69,7) € atribuida a presenca de carotenoides do milho que ficam agregados a zeina, esses

carotenoides possuem cor intensa variando do amarelo ao vermelho (RIBEIRO, 2015) o que
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levou as diferencas Gticas apresentadas por estes, indicando filmes mais escuros quando
comparados aos filmes e blenda elaborados com gldten de trigo e proteinas de pescada.

Figura 2 - Filmes e blendas poliméricas de proteinas musculares de pescada, glaten de trigo e
zeina de milho

.|
A: filme de isolado proteico de pescada; B: filme de gliten de trigo; C: filme de zeina de milho; D: blenda de
zeina e glaten de trigo; E: blenda de isolado proteico de pescada e gluten de trigo.

Chinma, Ariahu e Abu (2012) e, Sun, Sun e Xiong (2013), sugerem que 0 aumento
da coloracdo pode ser devido aos produtos intermediarios ou finais da reacdo de Maillard
conforme demonstrado na Tabela 2 e Figura 2.

3.3.2 Propriedades mecanicas, solubilidade em &gua e permeabilidade ao vapor d’agua

As propriedades mecanicas sdo de extrema importancia na caracterizagéo de filmes,
pois expressam a resisténcia do material ao alongamento e ao rompimento quando submetido a
tracdo. Para manter a integridade e as propriedades de barreira, os filmes devem resistir ao
estresse normal encontrado durante sua aplicacao e serem flexiveis o suficiente para adaptar-se
a eventuais deformac6es dos alimentos (VICENTINI, 2003; WIHODO; MORARU, 2013). A
Tabela 3 apresenta os resultados das propriedades dos filmes individuais e das blendas.
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A resisténcia a tragdo dos filmes e blendas elaborados foi semelhante, destacando-
se o filme elaborado com proteinas de pescada, seguido da blenda de pescada com gluten, os
quais apresentaram os maiores valores (3,2 e 3,1 MPa respectivamente), ndo diferindo
significativamente entre si (p > 0,05). Os demais filmes apresentaram valores entre 2,4 e 2,8
MPa. O alongamento na ruptura dos filmes elaborados com glaten de trigo foi
significativamente maior (p < 0,05) quando comparados aos demais filmes e blendas. O gluten
de trigo é formado pelas gliadinas, que € caracterizada pela alta extensibilidade e baixa
elasticidade, e pela glutenina, que apresenta baixa extensibilidade e alta elasticidade. A gliadina
apresenta ligagGes apenas intramoleculares, o que resulta na sua baixa elasticidade, enquanto
as gluteninas, além das ligacBes intramoleculares, apresentam também ligacGes
intermoleculares que justificam sua alta elasticidade (AQUINO; 2012), assim, a glutenina se
torna a principal responsavel pelo alto alongamento na ruptura apresentada pelos filmes de

glaten de trigo e por melhorar a propriedade do filme de pescada ao formar a blenda com glaten.

Tabela 3 - Resisténcia a tracdo (RT), alongamento na ruptura (AR), solubilidade em &gua
(SOL) e permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes individuais e das blendas

Amostras RT (MPa) AR (%) SOL (%) PVA_
(9.mm/m2.dia.KPa)
FP 32+0,3° 116,1+1,0° 43,4+0,7° 6,8 +0,1¢
FG 25+0,1° 204,1 + 2,62 22,0+0,7° 8,7 +0,6%
FZ 24402 0,5+0,0° 31,1+2,9 13,4+1,2°
BL Z+G 2,8 £0,1°¢ 11,1 +0,4¢ 16,1+ 1,7 16,1+ 1,32
BL P+G 3,1+0,1% 156,3 + 2,6° 30,5+ 1,5 10,4 + 1,0°

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de glaten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; BL Z+G:
blenda de zeina e gliten; BL P+G: blenda de isolado proteico de pescada e gliten de trigo; Letras iguais na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

A blenda elaborada com proteinas musculares de pescada e com gluten de trigo
apresentou o segundo maior valor de alongamento na ruptura, seguida do filme de pescada
(153,3% e 116,1%, respectivamente). De acordo com Dangaran e Tomasula (2009), através do
isolamento das proteinas pelo processo de variacdo de pH, conforme realizado no presente
trabalho, sdo obtidas as proteinas miofibrilares, as quais sdo constituidas principalmente por
actina e miosina, responsaveis pelas propriedades funcionais das proteinas, onde esta incluida
a capacidade de formacéo de filmes flexiveis, o que influéncia nas propriedades mecanicas dos

filmes elaborados a partir dessas macromoléculas.
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A maior resisténcia a tragdo do filme de proteinas de pescada (3,2 MPa) e da blenda
constituida por glaten e proteinas de pescada (3,1 MPa) ocorre devido a presenca de ligaces
covalentes fortes, especialmente ligacbes dissulfeto (ROCHA et al, 2013). E importante
ressaltar que ao desenvolver filmes de blendas de diferentes proteinas em geral sdo obtidas
propriedades intermediarias em relacdo aos filmes elaborados com as matérias-primas em
separado devido & combinacdo das caracteristicas dos diferentes materiais utilizados, conforme
explicado por Wu et al. (2002). Este comportamento pode ser observado ao comparar os filmes
de gluten e das proteinas de pescada com a blenda P+G, onde se obteve valores de resisténcia
a tracdo e alongamento na ruptura intermediérios (RT de 3,1 MPa e AR de 156,3%).

O filme de zeina apresentou o menor valor de alongamento, 0,5%, seguido da
blenda de zeina com gluten de trigo (11,1%). A fraca interacdo entre as proteinas e os demais
constituintes da solucdo filmogénica do filme de zeina sdo as possiveis causas desse baixo
alongamento. Ao serem retiradas das placas, as matrizes de zeina apresentaram-se quebradigas
e com aspecto oleoso, indicando a migracdo do azeite de oliva para a superficie. Com a
elaboracdo da blenda de zeina com gluten, somente o alongamento na ruptura desta aumentou,
indicando que ocorreu melhora desta propriedade advinda do filme de glaten. Como a
resisténcia a tracdo dos filmes individuais (FZ e FG) apresentou-se baixa, sem diferenca
significativa, essa caracteristica ndo foi melhorada com a elaboracéo da blenda.

As propriedades de alongamento na ruptura e permeabilidade ao vapor d’agua sao
diretamente influenciadas pela espessura do filme. Quanto maior a espessura do filme, maior
serd a PVA apresentada por este, e menor serd o seu alongamento na ruptura (DICK, 2014). O
FZ e a BL Z+G apresentaram as maiores espessuras quando comparados aos demais, e isso
pode ter afetado as suas caracteristicas de AR, que foi menor e, PVA, que foi maior quando
comparado com os demais filmes.

A solubilidade em agua é uma importante propriedade dos filmes no que se refere
a embalagens, pois algumas aplicacBes requerem insolubilidade em &gua para proteger a
integridade do produto, enquanto outras necessitam alta solubilidade como é o caso de
revestimentos de produtos que serdo cozidos juntamente com seus envoltorios e encapsulacdo
de alimento ou de aditivo (RIBEIRO, 2014). Os filmes elaborados a partir de isolado proteico
de pescada apresentaram os maiores valores de solubilidade em agua. A elevada solubilidade
dos filmes provenientes de proteinas de pescada ocorre devido a alta hidrofilicidade apresentada
por essas proteinas, uma vez que possuem componentes altamente polares com alto nivel de
ligagdes de hidrogénio e grupamentos hidroxila (KOKOSZKA et al. 2010). Estes mesmos

filmes apresentaram menor permeabilidade ao vapor d’agua (PVA). Acredita-se que formacao
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de uma matriz mais densa com maior interagdo entre as proteinas ao final da secagem resultou
em filmes com poucos ou pequenos espacgos livres, dificultando a passagem do vapor de agua
através do filme.

De acordo com Ribeiro (2014), a zeina é uma proteina de carater hidrofébico e
produz filmes com excelentes propriedades de barreira a umidade, entretanto, o contrario foi
observado neste estudo. Os filmes elaborados com zeina apresentaram elevada solubilidade em
agua assim como elevada PVA. A fragilidade e porosidade apresentada pelos filmes de zeina
permitiram a passagem do vapor de agua assim como a sua interacdo com as moléculas de dgua
promovendo baixas propriedades de barreira e solubilidade elevada. Ribeiro (2014) também
relata que filmes a base de zeina séo frageis, necessitando, adicdo de plastificantes e outros
componentes como glicerol, de forma que o material tenha flexibilidade e resisténcia desejavel.
Entretanto, a fraca interacdo da proteina com os compostos adicionados, ou a polaridade desses
pode afetar negativamente as propriedades de barreira desses filmes.

Possivelmente a interacdo do gluten de trigo com a zeina na elaboragdo da blenda
tenha sido a responsavel pela queda de solubilidade apresentada por essa blenda, pois as duas
proteinas possuem aminoacidos hidrofobicos em sua estrutura. Com maior ligacdo entre as
proteinas, a interacdo com as moléculas de dgua foi de menor ordem quando comparado ao
filme individual de zeina acarretando na queda de solubilidade, entretanto, esse decréscimo ndo
foi refletido na PVA da blenda de zeina com gluten que apresentou maior valor de PVA quando
comparada aos demais filmes (16,1 g.mm/m2dia.KPa). A heterogeneidade superficial
apresentada pela blenda indica a formacdo de espacos livres na matriz, permitindo a passagem
do vapor de agua.

Segundo Brandelero, Grossmann e Yamashita (2013) e Cortes (2015), a barreira ao
vapor de agua assim como a solubilidade em &gua pode estar relacionada com a razédo entre as
porcdes hidrofilicas e hidrofébicas do filme e com as caracteristicas das substancias
adicionadas, como polaridade, presenca de ramificagdes. Com isto, pode-se notar um aumento
da PVA das blendas quando comparadas as matrizes individuais de mesmo polimero.

Filmes individuais de glaten de trigo apresentaram valores intermediarios de PVA
e solubilidade, entretanto, com a adicdo da proteina de pescada para formacé&o da blenda ocorreu
aumento na solubilidade, de 20,0% para 30,5%. Acredita-se que a polaridade das proteinas de

pescada tenha influenciado nesses valores.
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3.3.3 Propriedades térmicas

Os polimeros apresentam dois pontos de fusao, por se arranjarem nas formas amorfa
e cristalina ao mesmo tempo. O primeiro, mais baixo, acontece na temperatura de transicdo
vitrea (Tg), na qual as cadeias que formam os cristais se desprendem umas das outras se
tornando amorfas. A temperatura de fusdo (Tm) € a mais elevada, na qual as cadeias adquirem
mobilidade, e o polimero se torna viscoso, podendo ser moldado. Essas duas temperaturas assim
como as energias térmicas (entalpia, AH) necessarias para que as transicfes das amostram
ocorram podem ser observadas na Tabela 4 e Figura 3. Todas amostras apresentaram transi¢oes
endotérmicas com Tg e Tm acima de 100 °C. O FP foi o filme que apresentou menor Tg e Tm,
com o0 menor gasto de energia (4,43 J/g) para que essas transi¢cdes ocorressem, indicando uma
matriz mais fragil, com fracas ligacdes entre os componentes e de menor resisténcia térmica
quando comparada aos demais filmes e blendas. Quanto mais fortemente ligados estiverem os
componentes das matrizes, maior serd a energia necessaria para que as reacdes de transi¢do
ocorram (MOTHE, 2009).

Tabela 4 - Temperatura de transicao vitrea (Tg), de fusdo (Tm) e entalpia (AH) obtidas por
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e perda de massa até o ponto de fusao obtida por
analise termogravimétrica (TGA) dos filmes e blendas

DSC TGA

Filmes Tg Tm Perda de massa (%) até Tm

AH (kJ/kg)

°C)  (°0) (°C)
FP 105,03 108,19 4,43 9,6
FG 121,59 124,77 12,46 9,0
FZ 119,09 130,70 8,50 6,2
BLZ+G 130,54 132,22 11,03 6,5
BLP+G 120,40 123,84 27,28 10,8

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de gluten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; BL Z+G:
blenda de zeina e gluten; BL P+G: blenda de isolado proteico de pescada e gliten de trigo; Letras iguais na
mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

A perda de massa até o ponto de fusdo do filme € de grande relevancia, uma vez
que se houver perda de massa até Tm, indica que nem todos componentes dos filmes estdo
ligados, ficando livres dessa forma para sofrer essas transicoes.

A analise termogravimétrica (TGA) apresentada na Figura 4, observa-se que as

amostras se degradaram principalmente em trés estagios, sendo que de acordo com Wilhelm et
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al. (2003) inicialmente ocorre a perda de &gua, seguida pelo inicio da degradacdo dos

constituintes dos filmes e posteriormente as transicoes finais.

Figura 3 - Anélise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) de filmes de pescada,
gluten de trigo, zeina, blenda de pescada e gluten de trigo e blenda de zeina e gluten de trigo

0
2a
=
g
g
T
Q
3 Pescado
% Gluaten
= -6
P Zeina
Blenda pescado/glaten
-8 Blenda zeina/glaten
25 50 7 100 125 150 175 200

Temperatura (°C)

Figura 4 - Analise termogravimétrica (TGA) de filmes de pescada, gluten de trigo, zeina,
blenda de pescada e glUten de trigo e blenda de zeina e gluten de trigo
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A perda de massa determinada na analise de TGA até a temperatura de fusdo (Tm)

das matrizes indica a perda de agua e de alcool, visto que a maior Tm foi obtida para a blenda
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de zeina com gluten, que ocorreu a 132,2 °C. Acima dessas temperaturas, 0os demais
componentes dos filmes ja ndo se encontram mais ligados, e dessa forma ficam livres para
sofrer outras transicdes.

Como ndo houve perda de massa significativa nessa faixa de temperatura de acordo
com a andlise de TGA (Tabela 4), acredita-se que a &gua presente nas amostras nao estava livre
para que ocorressem mudancas de estado fisico das amostras, exceto para FP, que teve sua Tg

e Tm mais préximas de 100 °C.

3.3.4 Propriedades microestruturais

De acordo com Pastor et al. (2010), a estrutura final do filme depende das interacGes
entre os componentes da formulacdo e a sua disposicdo na formacdo durante a etapa de
secagem. A visualizagdo a partir da microscopia eletrénica de varredura (MEV) permite a
identificacdo da incorporacao dos materiais formando uma estrutura homogénea ou, ainda, a
separacao dos mesmos originando uma estrutura heterogénea (HALLAL, 2012).

As eletromicrografias da superficie (Figura 5) e da lateral (Figura 6) dos filmes
foram utilizadas para melhor elucidar a relacdo entre as caracteristicas superficiais e internas e
as propriedades apresentadas pelos materiais desenvolvidos. Ao observar as imagens verifica-
se que nenhum dos filmes apresentou superficie totalmente compacta e lisa.

Nas imagens da superficie do filme e blenda de zeina (Figura 5 C e D, respectivamente)
é possivel observar as superficies irregulares e rugosas, o que pode justificar o comportamento
observado nas propriedades de solubilidade em agua e PVA que demonstraram serem maiores
quando comparadas aos demais filmes, em virtude das irregularidades apresentadas pelas
matrizes formadas. Nas imagens laterais com diferentes aproximacdes desses filmes
(Figura6: C1,C2,D 1e D 2) nota-se a presenca de lipidios, por meio da presenca de estruturas
arredondadas, mostrando que nao houve interacdo efetiva entre a zeina e o azeite de oliva. Esta
observacao também foi relatada para filmes de zeina elaborados por outros autores (ALMEIDA,
2010; DONG; SUN; WANG, 2004; GHANBARZADEH; OROMIEHI, 2008).

De acordo com Souza (2011), as superficies irregulares de filmes acrescidos de 6leo
ocorrem devido a separacdo das fases ou maior tensdo de superficie, resultando em maiores
descontinuidades nas estruturas dos filmes e, possivelmente proporcionando a formacgédo de
caminhos preferencias para a difusdo de vapor de dgua, aumento da permeabilidade ao vapor
de agua nesses filmes. Sobral et al. (2001) ainda relatam que a separagao de fases pode causar

perda de elasticidade de filmes poliméricos.
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Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura da superficie de filmes de pescada (A), glaten
de trigo (B), zeina (C), blenda zeina e gluten de trigo (D) e blenda pescada e glaten de trigo
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Figura 6 - Microscopia eletrénica de varredura lateral de filmes de pescada (A), glaten de
trigo (B), zeina (C1 e C2), blenda zeina e com gluten de trigo (D1 e D2) e blenda pescada e

gluten de trigo (E)
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Os filmes constituidos de gluten de trigo e proteinas musculares de pescada, assim
como a blenda de gliten com pescada apresentaram superficie mais lisa quando comparados
aos filmes de zeina (Figura 5), entretanto, ao observar as imagens de sec¢éo lateral (Figura 6) é
possivel visualizar a descontinuidade e formagé@o de uma matriz desordenada proporcionando
a formacdo de vias para a passagem do vapor de agua. Acredita-se que a formacao dessas vias
ocorra durante o processo de secagem para eliminacdo do ar incorporado durante a agitacdo no
processo de elaboracdo do filme (BENAVIDES; VILLALOBOS-CARVAJAL; REYES, 2011,
BODINI, 2011). Desta forma, sugere-se a adicdo de uma etapa ou processo que possibilite a
retirada do ar das solugdes filmogénicas antes da secagem para formagédo de uma estrutura mais
ordenada e compacta com menor PVA.

Segundo Cortes (2015), a fracdo de volume de lipidios no filme seco e o tamanho
dos agregados lipidicos sdo os principais fatores envolvidos no grau de heterogeneidade do
filme.

A Figura 7 apresenta o difratograma de Raios X, o qual pode ser dividido e ajustado
em duas partes: uma amorfa e a outra cristalina. De acordo com Fakhouri (2009) e Almeida
(2010) a presenca de picos acentuados indica regides cristalinas, tais regides cristalinas séo
claramente observadas nos picos definidos na regido de 26 entre 18,5 e 21° para todos os filmes,
sendo mais intensos para o filme de zeina e blenda zeina/gluten. Comportamento semelhante
foi relatado por Almeida (2010) ao avaliar filmes de zeina com diferentes 6leos. A maior
intensidade do pico em torno de 21° dos filmes de zeina, seguido pela blenda de zeina/gluten
suporta o comportamento inferior das propriedades mecanicas mais baixas de tais filmes, uma
vez que estes tendem a estruturas mais cristalinas quando comparado aos demais, pois possuem
picos mais agudos.

Segundo Almeida (2010), um polimero amorfo pode ser caracterizado pela
presenca de picos mais alargados. Desta forma, pode-se afirmar que os filmes de proteina
muscular de pescada e gluten, assim como a blenda pescada/gluten apresentaram picos mais
amorfos quando comparados aos filmes contidos de zeina. O estado amorfo caracteriza-se pelo
arranjo desordenado das moléculas apresentando uma configuracdo metaestavel. A presenca de
picos difusos e largos em materiais amorfos deve-se ao fato de que neste estado, as moléculas
estdo arranjadas desordenadamente produzindo bandas dispersas. Ao passo que materiais

cristalinos por estarem em um estado altamente ordenado produzem picos afiados e definidos.
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Figura 7 - Difratograma de raios X de filmes de zeina, pescada, gluten de trigo, blenda de
zeina e glaten de trigo e blenda de pescada e gluten de trigo
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Desta forma, é possivel dizer que os filmes contidos de zeina, que tenderam ao
cristalino, apresentaram-se com propriedades mecanicas mais baixas, enquanto os demais
filmes e blendas obtiveram propriedades mecéanicas melhores, adequando-se ao comportamento

esperado por serem filmes mais amorfos.

3.4 BIODEGRADABILIDADE DOS FILMES E BLENDAS EM SOLO

A partir da Tabela 5 observa-se que os filmes de pescada, gliten e a blenda de
pescada com glaten, apresentaram 100% de degradacdo ja nos 10 primeiros dias de
experimento. A blenda gluten mais zeina apresentou uma degradacédo crescente, chegando aos
100% de perda de massa aos 40 dias, enquanto que os filmes de zeina chegaram ao maximo de
74,5% de perda de massa aos 60 dias de experimento. Essa perda de massa pode estar
relacionada a perda de compostos soliveis em agua e compostos de baixo peso molecular, como
o glicerol, e também a atividade microbiana, especialmente pela degradacdo enzimatica. De
acordo com Arancibia et al. (2014), estes filmes podem ser considerados de rapida
biodegradacao.

A umidade média do solo durante o periodo de biodegradacao foi de 29,1 + 3,2%,
umidade relativa de 76,2 = 2,3% e temperatura média de 19,9 + 0,1 °C. A contagem total
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estimada de bactérias mesofilas no solo foi de 2x10* UFC/mL e de fungos foi de
3x10°% UFC/mL.

Tabela 5 - Perda de massa dos filmes e blendas durante o periodo de biodegradagao
Perda de massa (%)

Filmes
10 dias 20 dias 30 dias 40 dias 50 dias 60 dias
Pescada 100 100 100 100 100 100
Gluten 100 100 100 100 100 100
Zeina 424+31 457+31 485+36 556+58 67,1+25 74577
Blenda P+G 100 100 100 100 100 100
BlendaG+z 48,2+0,3 51,1+35 658%1,1 100 100 100

O comportamento de degradacdo de biopolimeros pode ser influenciado pelas
condi¢cdes ambientais, especialmente composicdo do solo, presenca de micro-organismos e
condigdes de umidade (ARANCIBIA et al., 22014). Gonzélez, Strumia e Igarzabal, (2011)
verificaram que todos os materiais absorvem agua (em maior ou menor extenséo), perdendo
depois a sua forma inicial e integridade estrutural, favorecendo assim o processo de

biodegradacdo das matrizes.

4 CONCLUSAO

A utilizacdo de proteinas provenientes de fontes animal e vegetal demonstrou ser
promissora na obtencdo de filmes e blendas para desenvolvimento de embalagens sustentaveis
de alimentos. As proteinas de pescada, gliten e zeina, foram capazes de originar filmes com
diferentes caracteristicas, podendo estes serem direcionados para diversas aplicacoes.

As proteinas de pescada originaram filmes mais resistentes e sollveis em agua,
enquanto que os filmes de gluten apresentaram maior alongamento na ruptura e menor
solubilidade, mostrando serem os mais indicados para o desenvolvimento de materiais de
embalagem. Os filmes de zeina apresentaram baixas propriedades mecanicas e alta
solubilidade. Com o desenvolvimento das blendas, observou-se que estas apresentaram
propriedades intermediarias quando comparadas aos componentes utilizados em separado,
evidenciando a combinagdo das caracteristicas das diferentes matérias-primas utilizadas. A
blenda produzida com proteinas de pescada e gldten mostrou ser a mais adequada para

aplicagcdes em alimentos com baixa atividade de agua, devido as propriedades mecénicas, maior
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resisténcia térmica, baixa opacidade e estrutura mais homogénea apresentada por esta quando
comparadas com os demais filmes elaborados.

Com excecao dos filmes de zeina, todos os demais foram biodegradaveis em 60
dias em solo, o que é de suma importancia devido as preocupagdes ambientais acerca da ampla

utilizacéo dos polimeros provenientes de fontes petroliferas.
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RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo desenvolver e caracterizar filmes individuais e bicamadas
poliméricas constituidas por diferentes tipos de proteinas, e avaliar a biodegradabilidade destes
polimeros. Foram elaborados, através da técnica de casting, filmes individuais e bicamadas a
partir de proteinas de gluten de trigo, zeina de milho e isolado proteico de pescada. Os filmes
de proteinas de pescada, assim como as bicamadas de pescada com zeina e de pescada com
gluten (Bl P+G) apresentaram maior resisténcia a tracdo, enquanto os filmes de gluten
apresentaram maior alongamento na ruptura (AR) e solubilidade mais baixa. Além de
apresentar boa resisténcia a tracdo, a Bl P+G apresentou o melhor AR quando comparada as
demais bicamadas e ao filme de zeina (FZ), entretanto, sua permeabilidade ao vapor d’agua foi
uma das maiores. Os FZ apresentaram baixas propriedades mecéanicas e foram os unicos que
ndo se degradaram completamente em 60 dias. Todos os filmes e bicamadas atingiram suas
temperaturas de fusdo e de transicdo vitrea em temperaturas acima de 100 °C. As
eletromicrografias de todos os filmes apresentaram superficie irregular com poros e ranhuras,
sendo estas, menos pronunciadas na Bl P+G. Nas bicamadas produzidas, ndo foi necessario
utilizar nenhum tipo de adesivo para formar uma estrutura unica. Acredita-se que a Bl P+G seja
a mais indicada para o desenvolvimento de materiais de embalagem para alimentos, devido as
suas propriedades mecanicas, 6ticas e estruturais terem sido melhores quando comparadas aos
demais filmes.

Palavras-chave: Bicamada proteica. Biodegradacdo. Embalagens. Filmes biodegradaveis.
Proteinas.
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1 INTRODUCAO

A elaboracdo de filmes bicamadas a partir de diferentes fontes renovaveis, que
possam ser utilizados como embalagens de alimentos, tém se tornado uma alternativa
promissora no que diz respeito a minimizagcdo dos impactos ambientais causados pelas
embalagens derivadas de matérias primas sintéticas, e também atuam na melhoria das
propriedades de filmes individuais (GHERARDI et al, 2016). Filmes bicamadas podem ser
elaborados a partir de proteinas de origem vegetal, como o gluten do trigo e a zeina de milho,
proteinas de origem animal como as de pescado, e também de polissacarideos como amido de
milho e de arroz, sendo que a combinacéo adequada dessas matrizes pode levar a melhoria das
propriedades desses filmes (ARFAT et al., 2017; MELLINAS et al., 2016). Estes polimeros
apresentam vantagens na sua utilizacdo comercial, tais como, ndo toxicidade,
biocompatibilidade, propriedades de barreira ao vapor d’agua e/ou gases, baixo custo e facil
obtencéo.

A formulacdo destes filmes envolve, além da matriz principal (proteina,
polissacarideo, dentre outros polimeros), o uso de solventes e plastificantes, que aumenta a
flexibilidade da rede polimérica. O método de casting esta entre os mais utilizados para a
obtencdo de filmes biodegradaveis, principalmente em escala laboratorial. Este método se
baseia na fundicdo dos componentes em uma solucdo, com posterior moldagem em superficies
planas e inertes, seguida de secagem sob condices controladas para remocdo do solvente e
formacédo da pelicula (MELLINAS et al., 2016).

Proteinas podem sofrer uma variedade de interagdes intermoleculares e, assim,
serem utilizadas na elaboracdo de filmes biodegradaveis (NIE et al., 2015). Porém, a baixa
resisténcia ao vapor de agua de filmes de proteina e sua resisténcia mecanica menor em
comparagdo aos polimeros sintéticos, limitam a sua aplicacdo em embalagens de alimentos.
Desta forma, varios estudos vém sendo realizados em uma tentativa de melhorar o desempenho
dos filmes de proteina (CINELLI et al., 2014; CHO; LEE; RHEE, 2010; FERREIRA; RUIZ;
GASPAR-CUNHA, 2014; GONZALEZ; IGARZABAL, 2013).

A elaboracédo de filmes bicamadas é uma técnica que produz uma unica estrutura
constituida por dois ou mais polimeros individuais, com o objetivo de combinar as propriedades
desses materiais, melhorando assim as suas caracteristicas gerais, propriedades mecanicas e de
barreira (GHANBARZADEH; OROMIEHI, 2009).
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Deste modo, objetiva-se com o presente estudo desenvolver e caracterizar filmes
individuais e bicamadas poliméricas constituidas por diferentes tipos de proteinas, e avaliar a

biodegradabilidade destes polimeros.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

A zeina de milho com teor proteico de 88% (m/v) foi adquirida da Sigma Aldrich®,
o gluten de trigo com teor proteico de 72% (m/v) foi adquirido da Foco Alternativo®. Azeite de
oliva e emulsificante Emustab® foram adquiridos no comércio local e armazenados ao abrigo
da luz em temperatura ambiente (25 £ 2 °C) até 0 momento do uso. As aparas de pescada
(Cynoscion guatacupa) foram gentilmente fornecidas pela empresa Torquato Pontes S/A (Rio
Grande — Rio Grande do Sul) e acondicionadas a -18 °C até o0 momento do uso.

2.2 METODOS

2.2.1 Obtencéo do isolado proteico

Para a obtencdo do isolado proteico foram utilizadas as aparas de pescada. A
extracdo das proteinas ocorreu conforme método descrito por Freitas et al. (2011), diferindo
apenas no pH de solubilizacdo (pH 11,5). A matéria-prima foi homogeneizada com agua
destilada na proporgéo 1:9 (m/v) e triturada em blender (METVISA, 1322, Brasil) por 1 min.
Apbs, foi realizada a solubilizacdo das proteinas com adicdo de NaOH 1 mol/L a 4 °C em banho
ultratermostatico (QUIMIS, 0214M2, Brasil) durante 20 min sob agitacdo constante com
agitador de eixo-hélice (IKA,RW20DZM.n, Alemanha). As proteinas solubilizadas foram entéo
centrifugadas a 9000 x g por 20 min a 4 °C para separa-las dos lipidios (fase superior) e das
proteinas insollveis (fase inferior). As proteinas sollveis (fase intermediaria) foram colocadas
novamente no banho ultratermostatico a 4 °C durante 20 min sob agitacdo constante com
agitador de eixo-hélice, e foram precipitadas ao atingir o ponto isoelétrico (pH 5,5), com adi¢éo
de HCI 1 mol/L. A seguir, foi realizada uma segunda centrifugacdo a 9000 x g por 20 min a
4 °C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi submetido a secagem a 40 °C em estufa

com circulagdo forgcada de ar (QUIMIS, 314D, Brasil) por aproximadamente 12 h. Apos seco,
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foi triturado em moinho de facas (TECNAL, TE-633, Brasil), peneirado (Mesh 42), e

armazenado em embalagem de vidro a -18 °C para posterior uso.

2.2.2 Caracterizacao das materias-primas e do isolado proteico

As matérias-primas e o isolado proteico de pescada foram avaliadas quanto a sua
composicdo proximal atraveés dos métodos oficiais da AOAC (2000), umidade em estufa a
105 °C (método 950.46), proteina bruta pelo método micro-Kjeldahl (fator de converséo 6,25)
(método 928.08), lipidios totais em extrator de Sohxlet (método 960.39) e, para matéria mineral
com incineracdo em mufla a 550 °C (método 920.153). Carboidratos foram determinados por

diferenca. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

2.2.3 Elaboracéo dos filmes individuais

Os filmes foram obtidos pelo método de casting, que se baseia na elaboracdo de
uma solucdo coloidal das proteinas com os aditivos. As solugdes filmogénicas foram
homogeneizadas em banho termostatico (BROOKFIELD, TC-102, Estados Unidos) acoplado
a um reator encamisado de vidro e mantidas sob agitacdo com o auxilio de um agitador
mecanico (FISATOM, 712, Brasil). Ao final da dissolugéo, a secagem dos filmes ocorreu em
estufa com circulacdo forcada de ar (QUIMIS, 314D, Brasil), ap6s o espalhamento das solucdes
em placas de Petri com didmetro de 8,7 cm. Posteriormente a secagem, todos os filmes foram
armazenados em dessecadores com umidade relativa de 55 + 2% controlada com Brometo de
Sédio (NaBr), e temperatura de 25 + 2 °C, por no minimo 48 h, para posteriores analises.

2.2.4 Elaboracdo dos filmes de isolado proteico de pescada

A elaboragédo dos filmes de proteinas de pescada, seguiu 0 método descrito por
Zavareze et al. (2013). Inicialmente, o isolado proteico, na concentragdo de 5% (m/v) foi
dissolvido em agua destilada, e ent&o, foi adicionado glicerol na propor¢do de 25% em relacdo
a massa total de solidos. Esta dispersdo foi mantida sob agitacdo constante por 30 min a + 25
°C. Apos, o pH da solucéo foi ajustado para 11,5 com NaOH 1 mol/L mantendo-se a agitacao
por mais 10 min. Em seguida a temperatura foi elevada a 80 °C sob agita¢do por mais 20 min,
mantendo-se o pH. Apds, a solucdo foi filtrada em tecido de nylon, vertida em placas de Petri,

e secaa 30 °C por 16 h.
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2.2.5 Elaboracédo dos filmes de glaten de trigo

A elaboracdo dos filmes de gluten de trigo seguiu o método descrito por Gontard,
Guilbert e Cuq (1993), com adaptacGes. A formacéo da solugéo filmogénica (100 mL) ocorreu
com a dispersdo do gluten na concentracao de 8% (m/v) em 45 mL de etanol absoluto, com
adicao de glicerol na proporcao de 25% (m/m) e 0,025 g de sulfito de sddio, ambos previamente
dissolvidos em agua destilada. A solucdo foi mantida sob agitagdo por 10 min a temperatura
ambiente. Agua destilada foi adicionada até completar o volume de 100 mL, e o pH 11 foi
alcangcado com a adicdo de NaOH 1 mol/L. Apds, ocorreu a elevacao da temperatura a 45 °C e
a solucdo foi mantida sob agitacdo constante por 30 min. Terminado este periodo, a solu¢éo foi
filtrada em tecido de nylon para remocdo de particulas ndo solubilizadas, vertida em placas de

Petri que foram secas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) por 24 h.

2.2.6 Elaboracéo dos filmes de zeina de milho

A elaboracéo dos filmes de zeina de milho seguiu 0 método descrito por Almeida
(2010) com modificacbes. Zeina e etanol (95%) (20 g de zeina/100 mL de etanol) foram
submetidos a agitacdo por 10 min. Apos, adicionou-se azeite de oliva (70 g/100 g de proteina),
glicerol (20 g/100 g de proteina) e emulsificante Emustab (5 g/100 g de proteina). Elevou-se a
temperatura até 65 °C e manteve-se a agitacdo por mais 15 min. Ao final do processo, a solucéo
foi vertida em placas de Petri que foram submetidas a secagem a temperatura ambiente
(25 £ 2°C) por 24 h.

2.2.7 Elaboracéo das bicamadas

Os filmes bicamadas foram preparados de acordo com Gonzalez e Igarzabal (2013),
pelo método de casting. Primeiramente foi obtido um filme individual, que foi seco nas placas
de Petri com didmetro de 8,7 cm, e sobre este, verteu-se uma segunda solucdo filmogénica. Por
fim, ambos foram secos em estufa com temperatura controlada e circulagéo forcada de ar
(QUIMIS, 314D, Brasil), de acordo com as condicdes de secagem requeridas para cada filme.
Posteriormente a secagem das bicamadas, todas foram armazenadas em dessecadores com
umidade relativa de 55 + 2% controlada com Brometo de Sddio (NaBr), e temperatura de

25 + 2 °C, por no minimo 48 h, para posteriores analises.
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Para elaboragdo da bicamada de isolado proteico de pescada com zeina,
inicialmente preparou-se o filme de pescada individualmente e, ao final da secagem deste,
verteu-se a solucdo filmogénica de zeina. Na elaboracdo da bicamada de zeina com gldten,
inicialmente preparou-se o filme de zeina e ap0s a sua secagem, verteu-se a solucédo filmogénica
de gluten na mesma placa. Para elaboracéo da bicamada de pescada com gluaten, inicialmente
preparou-se o filme de pescada e ao fim de sua secagem foi vertida a solucdo filmogénica de
gluten na mesma placa. Todos as bicamadas foram secas por 18 h a 30°C em estufa com
circulacdo de ar forcada e, ao final da secagem foram acondicionadas em dessecadores para

posteriores analises.

2.2.8 Caracterizacao dos filmes

2.2.8.1 Espessura

A espessura (mm) dos filmes foi determinada utilizando micrémetro digital
(INSIZE IP54, Brasil) em dez pontos diferentes, sendo um no centro e os demais na periferia

dos filmes.
2.2.8.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi determinada segundo método proposto por
Gontard et al. (1994). Os filmes foram cortados em discos de 2 cm de diametro e levados a
estufa (DELEO, A15E, Brasil) a 105 °C para determinacdo da matéria seca inicial. Apoés, estes
foram imersos em 50 mL de agua destilada e mantidos sob agitacdo de 175 rpm a 25 °C por
24 h. Decorrido esse periodo as amostras foram removidas e secas a 105 °C para determinacéo
da matéria seca que ndo se dissolveu. Para o célculo da solubilidade S (%) foi utilizada a
Equacdo 2. Onde mi corresponde a massa seca inicial (g) e mf corresponde a massa seca
final (g).

mi-r_nf 1)
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2.2.8.3 Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes foi determinada
gravimetricamente segundo o método E96-00 da ASTM (ASTM, 2000), que consiste na
pesagem de uma cépsula fechada, contendo o filme na superficie e a substancia dessecante
(cloreto de célcio) no interior. A cépsula foi colocada em ambiente com umidade controlada,
utilizando solucéo de cloreto de sddio para manter o ambiente externo a 75 % de umidade
relativa. A célula de permeacdo contendo o filme foi pesada a cada 24 h por 7 dias. Para o
calculo dos valores foi utilizada a Equacao 3, em que M é o ganho de massa do CaClz (g); E é
a espessura do filme (mm); A ¢é a area de permeacéo (m?), t é o tempo (dias) e AP é o diferencial

de pressdo de vapor (kPa).

M.E
ALLAP

PVA= 2)

2.2.8.4 Propriedades oticas

A cor e a opacidade dos filmes foram determinadas utilizando colorimetro
(MINOLTA, CR 400, Japdo), através do sistema CIEL*a*b. Os parametros analisados neste
sistema de cores sdo: L (luminosidade), a* (verde e vermelho) e b* (azul e amarelo). A cor dos

filmes foi expressa como diferenga total de cor (AE*), a qual é calculada conforme Equacéo 3.

AE= J (L*-L)*+(a*-a)*+(b*-b) (3)

A opacidade dos filmes foi calculada com a relacéo entre a opacidade do filme

sobreposto ao padréo preto (Ypreto) e ao padrdo branco (Ybranco), segundo a Equacgao 4.

. Y preto
Opacidade (%):m x 100 (4)

2.2.8.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas em texturémetro (Stable
Micro Systems, TA.XTplus, Reino Unido), empregando-se a metodologia ASTM D882- 02
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(ASTM, 2002). As propriedades determinadas foram resisténcia a tracdo (MPa) e alongamento
na ruptura (%). A separacédo inicial e a velocidade do probe foram de 50 mm e 1 mm/s,
respectivamente. As amostras foram cortadas em tiras de 85 mm de comprimento e 25 mm de
largura. Para a determinacédo dos valores de resisténcia a tracdo (MPa) foi utilizada a Equacéo
5, em que F € a forga no momento da ruptura do filme (N) e A a &rea da seccéo transversal do

filme (m?).

RT = (5)

F
A

O alongamento na ruptura (AR) foi calculado utilizando a Equacéo 6, em que df (mm)
corresponde a distancia final de alongamento do filme, e di (mm) é a distancia inicial entre as

garras (50 mm).

df
AR (%)= X100 (6)

Sendo que df (mm) corresponde a distancia final de alongamento do filme, e di (mm) é a

distancia inicial entre as garras (50 mm).
2.2.8.6 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos filmes foram determinadas pelas técnicas de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e analise termogravimétrica (TGA) segundo o
método descrito por Piyada, Waranyou e Thawien (2013). Para a realizacdo da calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) cerca de 4 mg de amostra foram pesadas em cépsulas de
aluminio que posteriormente foram hermeticamente seladas. A taxa de aquecimento empregada
foi de 10 °C/min, varrendo uma faixa de temperatura de 30 a 200 °C.

A TGA dos filmes foi realizada utilizando-se uma termobalanga de um medidor
termoanalitico (SHIMADZU, modelo DTG-60, Japdo) em atmosfera estatica de ar, com vazéo
constante de 20 mL/min. A velocidade de varredura foi de 10 °C/min e a faixa de temperatura

percorrida de 23 até 550 °C utilizando um porta amostra de aluminio.

2.2.8.7 Propriedades microestruturais
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A microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos filmes foi realizada no Centro de
Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL), da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
em microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JSM — 6610LV, Tdquio, Japdo) operando a
10 kV. As amostras foram depositadas em suportes de aluminio (stubs), revestidos com uma
fita condutora de carbono. Em seguida, os mesmos foram recobertos com uma fina camada de
ouro em Spputering (Desk, Deton Vacuum, Estados Unidos) durante 120 s. Observou-se a

morfologia da superficie e a transversal dos filmes com uma ampliacédo de 1000 x.

2.2.9 Biodegradabilidade dos filmes em solo

A avaliacdo da degradacéo dos filmes em solo foi realizada de acordo com o0 método
descrito por Maran et al., (2014) com modificacdes. Os filmes foram cortados em pedacos
retangulares de 2x3 cm, obtendo-se um rendimento de 4 tiras de cada filme. Dessas 4 tiras, um
foi utilizado para a determinacéo da umidade (método oficial AOAC, 2000) e os demais foram
pesados em balanca analitica (Marte, AY220, Minas Gerais, Brasil) para a determinacdo da
massa inicial. Estes filmes foram acondicionados em cartuchos de tela e colocados a uma
profundidade de aproximadamente 8 cm a partir da superficie do solo. O solo utilizado neste
ensaio foi composto de 50% de substrato para plantas com umidade maxima de 40% e
pH 6,0 £ 0,5, e 50% de terra adquirida nas proximidades do Campus Carreiros da Universidade
Federal do Rio Grande — RS. Aproximadamente 5 kg de solo foi colocado em caixas de plastico
(10x30x35cm) onde os cartuchos contendo os filmes foram enterrados. Essas caixas foram
incubadas a 20 = 0,2 °C por 60 dias e a umidade do solo foi mantida a (29,1% = 3,2) em
ambiente com umidade relativa de 76,2% + 2,3 com aspersdo de dgua em intervalos regulares.
De 10 em 10 dias amostras (em triplicata) foram retiradas aleatoriamente do solo, lavadas
cuidadosamente em agua corrente para remocao do solo e secas em estufa a 105 °C até peso
constante (aproximadamente 6 h).

A massa de cada amostra foi obtida antes e depois da degradacéo, e a perda de

massa (PM) de cada amostra de filme foi obtida utilizando-se a Equacéo 7:

M,- M
PM (%)= (1)\/1 L %100 @
0

Sendo: Mo € a massa do filme (em base seca) antes da biodegradacéo; M1 € a massa
do filme depois da biodegradacao.
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2.2.9.1 Caracterizacgdo do solo

A umidade do solo foi monitorada durante o experimento de 7 em 7 dias de acordo
com o método da AOAC (2000). Além disso, foram realizadas anélises microbioldgicas de
contagem total de bactérias mesofilas e contagem total de fungos segundo método descrito por
(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997), antes de iniciar o experimento.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de espessura, solubilidade em 4gua, permeabilidade ao vapor d’agua,
propriedades Oticas e propriedades mecéanicas foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS PRIMAS

A Tabela 1 apresenta a composicdo proximal das matérias primas utilizadas para a
elaboracdo dos filmes, todas apresentaram teor proteico maior que 78%, 0 que pode ser
considerado um bom teor proteico. Outros estudos, como Rocha et al. (2013), obtiveram isolado
proteico de anchoita com um teor proteico de 88,8% e, Ferreira, Ruiz e Gaspar-Cunha (2014)
encontraram teor proteico de 83,0% em glaten de trigo, ambos obtiveram éxito no

desenvolvimento de filmes a base destas proteinas.

Tabela 1 - Composic¢do proximal de zeina de milho (ZM), gluten de trigo (GT), aparas de
pescada (AP) e isolado proteico (IP).
Umidade (%) Cinzas (%)* Lipidios (%)* Proteinas (%)* Carboidratos (%)**

M 2,3%+0,1 1,5+0,0 32+0,1 90,2+0,0 5,1
GT 8,3+0,0 1,0+£0,0 0,5+0,0 784+04 20,1
AP 83,2+0,1 57+x01 41+0,1 90,8+0,3 0,0

IP 5,5+0,1 1,3+0,1 15+0,1 91,3+0,0 5,9

*Dados em base seca; **Carboidratos determinados por diferenca; + desvio padréo
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Valores de composicao de glaten de trigo e zeina podem variar em funcéo da época
e condicdes de plantio, cultivar e estagdo do ano. O processo de obtencéo e purificagdo dessas
proteinas também pode exercer forte variacdo em sua composicdo (FERREIRA; RUIZ,
GASPAR-CUNHA, 2014). O elevado teor lipidico encontrado na zeina pode influenciar
negativamente nas propriedades mecanicas e de permeabilidade ao vapor d’agua nos filmes
desenvolvidos a partir dessa proteina.

Valores de composicdo proximal das aparas de pescada encontrados no presente
estudo encontram-se proximos aos de Lempek, Prentice-Hernandez e Lopes (2001) que
avaliaram musculo de pescada. A composicdo da pescada pode variar conforme os tecidos e
estacdo do ano entre outros fatores (YEANNES; ALMANDOS, 2003).

3.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Durante testes preliminares observou-se que ndo foi possivel elaborar bicamadas
quando se utiliza a camada de gluten na parte de baixo (em contato com a placa), pois, ao
adicionar a segunda solucdo sobre este, ocorre a absorcdo dos liquidos da segunda solucéo
filmogénica pelas proteinas do glaten, a gliadina e glutenina, fazendo com que estas
entumecgam, e prejudiquem a formacdo do filme (Figura 1-A).

Figura 1 - Bicamadas com filme de gluten em baixo (A) e com o filme de gluten por cima do
filme de isolado de pescada (B)

Quando a solucdo de gluten é adicionada acima da solugcdo da proteina de pescada
(Figura 1-B), o filme bicamada é formado normalmente, mantendo um aspecto liso e uniforme,
pois, como o filme de pescada ja estd seco, as proteinas do gluten ndo tem mais de onde

absorverem agua.
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3.2.1 Espessura e propriedades oticas

A Tabela 2 apresenta os valores de espessura, opacidade e diferenca total de cor
(AE*) dos filmes individuais e bicamadas. Os valores de espessura obtidos para o filme e as
bicamadas de zeina apresentaram a maior espessura, isso ocorreu por causa da alta concentragdo
de zeina que é adicionada na elaboracéo dos filmes. Os filmes de isolado proteico de pescada e
de gluten de trigo apresentaram as menores espessuras e nao diferiram entre si.

Hager, Vallons e Arendt (2012) obtiveram 0,017 mm ao avaliarem filmes de glaten
de trigo adicionados de acido galico. Vedjan et al., (2016) obtiveram espessura de 0,094 mm ao
avaliarem bicamadas de gelatina de pescado com agar. Ambos autores encontraram valores
inferiores aos encontrados neste estudo, entretanto, a espessura dos filmes elaborados a partir do
método de casting € de dificil padronizacdo, pois varios fatores podem interferir, como tempo e
temperatura de secagem, e quantidade de solucdo vertida na superficie. Além disso, a composicao
quimica dessas proteinas é totalmente diferente, e durante os diferentes processos de elaboragédo
dos filmes, ocorrem modificacBes quimicas em sua estrutura e, na etapa de secagem, com a
evaporacdo da agua, as proteinas vao se reorganizando de diferentes formas e ocorrem ligagdes
para formar o polimero, o que também pode influenciar nessa propriedade. A bicamada de

pescada com gluten apresentou a soma das espessuras dos mesmos quando individuais.

Tabela 2 - Espessura, opacidade e diferenga total de cor (AE*) dos filmes
individuais e bicamadas.

Amostras Espessura (mm) Opacidade (%) AE*
FP 0,113 + 0,001° 10,9 +0,5° 15,3 £0,3°
FG 0,121 +0,002¢ 13,4 +0,3% 16,8 + 1,0°
FZ 0,363 + 0,002° 36,4 +1,2° 73,7 £ 1,62
Bl P+Z 0,435 + 0,001° 21,2+1,8° 24,1+0,7°
Bl Z+G 0,611 + 0,005% 70,1 + 2,12 59,4 + 1,2
Bl P+G 0,197 + 0,005¢ 15,6 +0,3¢ 31,6 + 0,4

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de glaten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; Bl P+Z:
bicamada de isolado proteico de pescada e zeina; Bl Z+G: bicamada de zeina e gldten; Bl P+G: bicamada
isolado proteico de pescada e gliten; Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p > 0,05).

Os filmes devem apresentar opacidade e coloragéo atrativas, e ndo devem sofrer
alteracdo de cor com o tempo de armazenamento, para ndo prejudicar a aceitacdo do produto

acondicionado, entretanto ndo devem ser um fator limitante pois depende da sua aplicacéo
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(DICK, 2014). A opacidade da bicamada zeina com gluten obteve também a maior opacidade
quando comparados aos demais filmes e bicamadas, resultado esperado visto que este também
apresentou maior espessura quando comparados aos demais e, além disso, a cor amarelada da
zeina também contribuiu para isso. A opacidade € um fator importante na escolha de qual produto
embalar. Em produtos alimenticios sensiveis a luz, esta bicamada de zeina com gluten seria bem
aplicavel, pois a transmissdo de luz pela embalagem até o produto seria menor quando
comparados aos demais filmes analisados.

Por outro lado, existem alimentos que ndo possuem tanta sensibilidade a luz, e
assim, os demais filmes analisados poderiam ser aplicados como embalagens para esses
alimentos, visando informar ao consumidor o aspecto do produto que esta embalado e tornando
o produto mais atrativo. A Figura 2 apresenta as imagens de todos os filmes e bicamadas

desenvolvidos.

Figura 2 - Filmes e bicamadas poliméricas de proteinas

A: filme de isolado proteico de pescada; B: filme de gluten de trigo; C: filme de zeina de milho; D: bicamada de
pescada com zeina; E: bicamada de zeina com gluten de trigo; F: bicamada de isolado proteico de pescada com
glaten de trigo

A coloracdo amarelada presente nos filmes que possuem zeina pode ser atribuida a
concentracdo de carotenoides, que sdo amplamente encontrados em diferentes vegetais e
possuem cor intensa, que variam do amarelo ao vermelho (ALMEIDA, 2010). Além disso,
diferentes estagios de reagdes de Maillard que ocorrem de acordo com o tempo e a temperatura

de formacédo e secagem das solugdes filmogénicas, podem interferir nessas propriedades,
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tornando os filmes mais escuros e opacos quanto maiores forem as temperaturas usadas para
formacdo dos filmes, sendo que a reacdo inversa também é valida (MASTROMATTEO et al.,
2008; ROMANI, 2015). Juntando esses fatores a elevada espessura apresentada pelo filme de
zeina, ja era de se esperar que este apresentasse a maior diferenca de cor, tendendo a um filme
mais escuro. As bicamadas contidas de zeina também apresentaram diferenca total de cor
superior quando comparadas aos filmes e bicamadas elaborados com proteina de pescada e

gluten, que se apresentaram mais claros e brilhantes (Figura 2).

3.3.2 Propriedades mecanicas, solubilidade em dgua e permeabilidade ao vapor d’agua

A Tabela 3 apresenta a resisténcia a tragdo, alongamento até a ruptura, solubilidade
em &gua e permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes individuais e das bicamadas. A resisténcia
a tracdo do filme de pescada e das bicamadas adicionadas dele foram maiores quando
comparadas aos demais filmes. No processo de obtencédo do isolado proteico de pescado, ocorre
o desdobramento das proteinas. Durante a preparacdo da solucdo filmogénica essas proteinas
desdobradas facilitam o emaranhamento molecular, permitindo assim um maior deslizamento
molecular proteico, 0 que promove maior interacdo das proteinas tornando um filme mais
resistente e com boas propriedades mecanicas (TONGNUANCHAN et al., 2011).

Tabela 3 - Resisténcia a tracdo (RT), alongamento até a ruptura (AR), solubilidade em agua
(SOL) e permeabilidade ao vapor d'agua (PVA) dos filmes individuais e das bicamadas.

Amostras RT (Mpa) AR (%) SOL (%) PVA
(9.mm/m2.dia.KPa)
FP 32+0,3° 116,1+1,0° 43,4+0,7 6,8+0,1°
FG 2,5+0,1° 204,3 + 2,6 22,0+ 0,7 8,7 £ 0,6°
FZ 2,4+0,2° 0,5+ 0,0¢ 31,1+29° 13,4+1,2°
Bl P+Z 34+0,22 2,3+0,1¢ 31,3+1,3° 24,1 +1,72
Bl Z+G 2,6+0,3 1,2 +0,0° 16,5+ 1,1° 13,7 £1,0°
BI P+G 3,4+0,1° 121,2+0,5° 36,1+ 1,0° 24,1 + 1,52

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de glaten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; Bl P+Z:
bicamada de isolado proteico de pescada e zeina; Bl Z+G: bicamada de zeina e glaten; Bl P+G: bicamada
isolado proteico de pescada e gliten; Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p > 0,05).

As propriedades mecanicas, resisténcia a tracdo e alongamento até a ruptura, sdo

importantes, pois 0s materiais de embalagem devem oferecer resisténcia mecanica suficiente
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para manter a sua integridade durante 0 manuseio e armazenamento enquanto o alongamento
na ruptura vai depender da aplicagdo dos mesmos (WIHODO; MORARU, 2013).

Em geral, quanto maior a RT dos filmes, menor vai ser a AR, assim como, quando
a AR for maior, a RT vai ser menor, o que aconteceu no filme de gluten, que apresentou maior
alongamento na ruptura quando comparado com os demais, entretanto, sua resisténcia a tragdo
ndo foi tdo boa comparado com o filme de pescada. Gennadios et al. (1993) encontraram
valorem muito préximos aos obtidos no presente estudo, ao avaliarem as propriedades
mecanicas de filmes de gluten de trigo.

O filme de zeina ndo apresentou diferenca significativa na sua RT quando
comparado ao filme de gluten a bicamada de zeina com gliten, entretanto, sua AR, foi a menor
quando comparado aos demais filmes. Além disso, a zeina influenciou negativamente na AR
das bicamadas em que foi adicionada (Tabela 3). A elevada espessura apresentada pelo filme e
bicamadas contidas de zeina pode ter influenciado diretamente em suas propriedades, pois estes
apresentaram alongamento na ruptura menor quando comparados aos demais filmes.

O filme de pescada apresentou a maior solubilidade quando comparado com 0s
demais filmes. Em geral, filmes elaborados a partir de proteinas miofibrilares de pescado
tendem a apresentar maior afinidade com a &gua devido a caracteristica hidrofilica apresentada
por suas proteinas (ARAUJO, 2011; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010), aumentando
assim sua permeabilidade e solubilidade, o que pode ser observado também na solubilidade das
bicamadas P+G e P+Z. Os filmes e bicamadas de gluten apresentaram menor solubilidade
quando comparados com os demais (Tabela 3). Kumari et al. (2017) obtiveram valores de
solubilidade bem mais elevados (45,9 %) ao avaliar a solubilidade de filmes de gluten de trigo.
O gluten de trigo apresenta em sua composi¢do diferentes aminoéacidos apolares, atribuindo a
este, menor afinidade com a agua e consequentemente menores valores nessas determinacoes
(SCHERF; KOEHLER; WIESER, 2015).

De acordo com Whodo e Moraru (2013) as perdas significativas da qualidade
alimentar, podem ocorrer devido a transferéncia de umidade, gases, aroma, sabor e cor para o
ambiente circundante, assim, a permeabilidade ao vapor d’dgua ¢ um fator de grande
importancia para destinar o uso adequado de filmes biodegradaveis como embalagens de
alimentos. Os filmes de gluten e de pescada apresentaram 0s menores valores de
permeabilidade.

Segundo Tongnuanchan et al. (2011), a presenca de lipidios nos filmes pode

interferir na reticulacdo das proteinas na rede filmogénica, assim, a elevada concentracéo de
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azeite de oliva utilizada na elaboragdo da solucdo filmogénica de zeina pode ter influenciado

para que estes filmes e bicamadas tenham apresentado alta permeabilidade ao vapor d’agua.

3.3.3 Propriedades térmicas

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos a partir das analises térmicas realizadas
nos filmes e bicamadas poliméricas. Através da calorimetria diferencial de varredura (DSC)
podemos determinar a temperatura de transicéo vitrea (Tg), que também pode ser avaliada na
Figura 3, esta € representada por uma mudanga muito sutil na linha de base, e ocorre quando ha

uma variacgdo no calor especifico sem mudanca significativa da temperatura.

Tabela 4 - Temperatura de transicdo vitrea (Tg) e de fusdo (Tm) obtidas por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e perda de massa até o ponto de fusdo obtida por analise
termogravimétrica (TGA) dos filmes e bicamadas.

Filmes DSC TGA
Tg (°C) Tm (°C) AH (kJ/kg) Perda de massa (%) até Tm (°C)
FP 105,03 108,19 4,43 9,6
FG 121,59 124,77 12,46 9,0
FZ 119,09 130,70 8,50 6,2
Bl Z+P 118,24 122,16 1,85 4,5
Bl Z+G 50,58 54,27 0,69 0,1
BI P+G 105,41 117,27 0,76 8,7

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de glaten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; Bl P+Z:
bicamada de isolado proteico de pescada e zeina; Bl Z+G: bicamada de zeina e gliten; Bl P+G: bicamada
isolado proteico de pescada e glaten; Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa
(p > 0,05).

A bicamada de zeina com gluten (Tabela 4) foi a que apresentou a menor Tg quando
comparada com os demais filmes e bicamadas, que apresentaram Tg acima de 100 °C. Ao
atingem uma determinada temperatura, essas moléculas conseguem se organizar na forma de
cristais, em um arranjo mais estavel, absorvendo calor e caracterizando uma reacéo
endotérmica. Ao atingirem a temperatura de fusdo ou melting (Tm), ocorre um movimento
significativo das cadeias moleculares devido a desestruturacdo dos cristais pelo aumento da
temperatura. A essa temperatura, as regides ordenadas dos polimeros, se desagregam e fundem.
Acima dessa temperatura, o polimero esta no estado viscoso adequado para moldagem (PAOLI,
2009). A energia (entalpia, AH) gasta para a bicamada zeina mais gliten passar da Tg para Tm
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foi baixa, e a perda de massa até a Tm também foi muito pequena quando comparada aos demais
filmes.

Todos os filmes avaliados, exceto a Bl Z+G, possuem ponto de fusdo igual ou maior
ao polimero sintético polietileno de baixa densidade (PEBD), entretanto, a energia necessaria
para que o ponto de fusdo do PEBD seja alcancado é muito maior quando comparada com as
energias necessarias no presente estudo, indicando uma fraca interacdo entre os polimeros das
matrizes desenvolvidas (MANO, 1999; PAOLLI, 2009).

As propriedades mecanicas e de barreira dos polimeros estdo relacionadas com a
Tg. Dessa forma, o conhecimento da temperatura de transicao vitrea dos filmes ajuda na escolha
das melhores condic¢des de armazenamento, sendo esperado que a permeacgéo a gases e ao vapor
d’agua através dos filmes seja maior acima da TG, onde as cadeias dos polimeros estdo em
maior movimento (MOTHE, 2009).

Os filmes que apresentaram melhores propriedades térmicas foram o FG, 0 FZ e o
Bl Z+P. O FP apresentou propriedades mais baixas e quando foi adicionado a camada de zeina
formando uma Unica estrutura, teve essas propriedades melhoradas, mostrando que a bicamada

é uma boa alternativa para melhoria das propriedades térmicas desse filme.

Figura 3 - Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) de filmes de pescada,
glaten de trigo, zeina, blenda de pescada e gluten de trigo e blenda de zeina e gluten de trigo
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A perda de massa de todos filmes, conforme demonstrado na Figura 4, exceto para

a Bl Z+G ocorreu em temperaturas acima de 100 °C, indicando que a agua presente nas
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amostras ndo estava totalmente ligada para que ocorressem mudangas de estado fisico das
amostras. Além disso, até a Tm dos filmes, ndo houve perda de massa maior que 10% das
matrizes (Tabela 4).

A TGA foi utilizada em um estudo realizado por Bréuer et al. (2007), para avaliar
a decomposicdo térmica de proteinas vegetais plastificadas. As proteinas plastificadas possuiam
uma temperatura de decomposi¢éo reduzida, atribuida as menores interacfes proteina-proteina

em filmes proteicos.

Figura 4 - Analise termogravimétrica (TGA) de filmes de pescada, gluten de trigo, zeina,
blenda de pescada e glaten de trigo e blenda de zeina e gluten de trigo
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Em geral, uma curva de TGA pode ser dividida em quatro partes: (i) eliminacédo de
agua; (ii) a decomposicdo do plastificante; (iii) a quebra de ligagdes fracas levando a clivagem
das ligacdes peptidicas; e (iv) a clivagem de ligacGes mais fortes, o que resulta na degradacéo
total do material (MARQUIE, 2001; NANDA; RAO; NAYAK, 2007; SUN; SONG; ZHENG,
2007; SWAIN; RAO; NAYAK, 2004).

3.3.4 Propriedades microestruturais

As Figuras 5 e 6 apresentam as eletromicrografias superficiais (Figura 5) e laterais
(Figura 6) dos filmes individuais e bicamadas. Observando a Figura 5 é possivel observar que
os filmes individuais e bicamadas apresentam superficie irregular com poros e ranhuras. Nas

Figuras 5 E, 6 C, 6 D e 6 E ainda é possivel observar a imagem de goticulas de gordura por
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meio da presenca de estruturas arredondadas. De acordo com Souza (2011) as superficies
irregulares de filmes acrescidos de 6leo ocorrem devido a separacdo das fases ou maior tensdo
de superficie, resultando em maiores descontinuidades nas estruturas dos filmes e,
possivelmente proporcionando a formacdo de caminhos preferencias para a difusdo de vapor de
agua, aumento da permeabilidade ao vapor de dgua nesses filmes. Esta observacdo também foi
relatada para biofilmes de zeina elaborados por diversos autores (ALMEIDA, 2010;
ANSORENA; ZUBELDIA; MARCOVICH, 2016; DONG; SUN; WANG, 2004,
GHANBARZADEH et al., 2008). Estes estudos corroboram com os resultados obtidos no
presente estudo, onde os filmes e bicamadas de zeina, que contém elevada concentracdo de
azeite de oliva apresentaram altas taxas de permeabilidade ao vapor d’agua.

Nas eletromicrografias laterais exibidas na Figura 6, é possivel observar a estrutura
interna dos filmes e bicamadas. Todos os filmes apresentaram micro poros ou cavidades em
suas estruturas, e na Figura 6 C é possivel visualizar os glébulos de gordura presentes no filme
de zeina. Esses glébulos de gordura dispersos indicam que ndo houve boa interacdo entre os
lipidios e os demais componentes do filme, fazendo com isso afetasse negativamente o
alongamento na ruptura ¢ a permeabilidade ao vapor d’agua do filme e bicamadas contidas de

zeina (Tabela 3).

Figura 5- Microscopia eletronica de varredura superficial de filmes de pescada (A), gluten de
trigo (B), zeina (C), bicamada de pescada e zeina (D), bicamada de zeina e gliten (E) e
bicamada pescada e gluten (F)
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Nas eletromicrografias laterais das bicamadas apresentadas nas Figuras 6 C, 6 D e
6 E, observa-se a diferenca nas espessuras das camadas dos filmes. Essas diferencas podem
ocorrer em funcdo das diferentes concentracdes proteicas utilizadas, e também, quando ocorre
a evaporacdo da agua da solucdo filmogénica, e as proteinas se realojam de formas distintas,
podendo ocasionar diferentes arranjos com espessuras desiguais, ainda que a quantidade de
solucéo filmogénica adicionada nas placas tenha sido a mesma para todas bicamadas.

Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura lateral de filmes de pescada (A), gluten de
trigo (B), zeina (C), bicamada de pescada e zeina (D), bicamada de zeina e gluten (E) e

E importante ressaltar que todas as bicamadas apresentaram uni&o espontanea dos
dois filmes, ndo sendo necessaria a adicdo de nenhum tipo de goma ou cola e nem prensagem
para formar uma Unica estrutura, evitando assim um aumento nos custos para obtencdo das

mesmas.

3.3.5 Biodegradabilidade dos filmes em solo

A biodegradabilidade dos filmes pode ser observada na Tabela 5. Os filmes de
pescada e de gluten de trigo degradaram-se totalmente em até 10 dias. Nos demais filmes é
possivel notar um aumento progressivo da degradacdo ao longo do tempo. Com o passar do
tempo os filmes foram gradativamente perdendo massa, sendo que, aos 60 dias de analise,

somente o filme de zeina ndo tinha se degradado por completo.
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A umidade média do solo durante o periodo de biodegradacéo foi de 29,1 + 3,2%,
umidade relativa de 76,2 + 2,3% e temperatura média de 19,9 + 0,1 °C. A contagem total
estimada de bactérias mesofilas no solo foi de 2x10* UFC/mL, enquanto de fungos foi de
3x10% UFC/mL.

De acordo com Arancibia et al. (2014), a adi¢do de &gua periodicamente para que
a umidade do solo seja mantida, pode levar a perda de alguns compostos soluveis, incluindo
plastificantes, como o glicerol. Ainda de acordo com os autores, a perda de massa dos filmes
estd relacionada com o grau de reticulacdo, perda de compostos de baixo peso molecular e

atividade microbiana, especialmente por degradacdo enzimaética.

Tabela 5 - Perda de massa dos filmes e blendas durante o periodo de biodegradacéao
Perda de massa (%)

Amostras
10 dias 20 dias 30 dias 40 dias 50 dias 60 dias

FP 100 100 100 100 100 100
FG 100 100 100 100 100 100
FZ 424+£31 457+£31 485x36 55658 67,1+25 74577

BI P+Z 473+32 530+x24 714 £11 100 100 100

Bl Z+G 473+16 513+43 67,8+45 100 100 100

Bl P+G 543+11 66,1+15 100 100 100 100

FP: filme de isolado proteico de pescada; FG: filme de glaten de trigo; FZ: filme de zeina de milho; BI P+Z:
bicamada de isolado proteico de pescada e zeina; Bl Z+G: bicamada de zeina e gluten; Bl P+G: bicamada
isolado proteico de pescada e gluten.

4 CONCLUSAO

Foi possivel elaborar filmes individuais e bicamadas a partir das proteinas de
pescada, gluten de trigo e zeina de milho. Nas bicamadas produzidas ndo foi necesséario utilizar
nenhum tipo de adesivo, cola ou qualquer outro produto para que 0s mesmos formassem uma
estrutura Unica. A partir da caracterizacdo realizada, € possivel afirmar que a bicamada que
apresentou melhores propriedades, quando comparada as demais foi a bicamada de pescada
com gluten, entretanto, mais estudos devem ser realizados para que as propriedades de barreira
e solubilidade dessa bicamada sejam melhoradas. Os resultados de biodegradabilidade dos
filmes foram bastante satisfatorios, uma vez que apds 60 dias de analise, somente o filme de
zeina ndo se degradou totalmente, com apenas 25,5 % de massa restante a se degradar. Acredita-

se que a Bl P+G seja a mais indicada para o desenvolvimento de materiais de embalagem para
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alimentos, devido as suas propriedades mecanicas, Oticas e estruturais terem sido melhores

quando comparadas aos demais filmes.
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4 CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo de proteinas de pescada, gluten e zeina demonstraram ser promissoras
na obtencdo de filmes e blendas para desenvolvimento de embalagens biodegradaveis de
alimentos. As proteinas foram capazes de originar filmes com diferentes caracteristicas,
podendo estes serem direcionados para diversas aplicagoes.

As proteinas de pescada originaram filmes mais resistentes e sollveis em agua,
enquanto que os filmes de gluten apresentaram maior alongamento na ruptura e menor
solubilidade, mostrando serem os mais promissores no desenvolvimento de materiais de
embalagem. Os filmes de zeina apresentaram baixas propriedades mecénicas e alta
solubilidade. Com o desenvolvimento das blendas observou-se que estas apresentaram
propriedades intermediarias quando comparados aos componentes utilizados em separado,
evidenciando a combinagdo das caracteristicas das diferentes matérias-primas utilizadas.
Dentre as blendas elaboradas, aquela produzida com proteinas de pescada e gliten mostrou ser
a mais adequada para aplicacdes em alimentos devido as melhores propriedades apresentadas
guando comparadas com os demais filmes elaborados.

Nas bicamadas produzidas néo foi necessario utilizar nenhum tipo de adesivo, cola
ou qualquer outro produto para que os mesmos formassem uma estrutura Unica. A partir da
caracterizacdo realizada, é possivel afirmar que a bicamada que apresentou melhores
propriedades, quando comparada as demais foi a bicamada de pescada com gluten.

Os resultados de biodegradabilidade dos filmes foram bastante satisfatorios. A
perda de massa dos filmes ocorreu de forma crescente com o passar do tempo. Os filmes de
proteina de pescada e de gluten degradaram-se em menos de 10 dias, enquanto, apds 60 dias de
analise, somente o filme de zeina ndo se degradou totalmente, com apenas 25,5 % de massa
restante a se degradar.

Comparando os melhores resultados obtidos nos dois artigos, é possivel dizer que
a blenda de pescado com gluten foi a que apresentou melhores resultados, se sobressaindo e
tendo maiores possibilidades de aplicacdo como embalagens de alimentos com baixa ou média
atividade de agua.

As proteinas de pescada e de gluten de trigo apresentaram-se promissoras para o
desenvolvimento de filmes, blendas e bicamadas com boas propriedades, podendo ser utilizadas
em diferentes aplicagcbes. Mais estudos afim de melhorar as propriedades dos filmes
desenvolvidos a partir dessas proteinas seria de grande interesse para aumentar suas

possibilidades de aplicagéo.
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