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RESUMO

SCUDELER, Cintia Granzotti da Silva. Universidade Federal da Grande Dourados, outubro de
2019. “Desenvolvimento e caracterizacao de filmes biopoliméricos a partir de residuos de
tildpia (Oreochromis niloticus) com incorporacao de 6leos essenciais, nanoargila, gelatina
e plastificantes”. Orientador: Prof® Dr. Gustavo Graciano Fonseca. Co-orientador: Prof® Dr.
William Renzo Cortez-Vega.

Filmes obtidos a partir de fontes renovaveis sdo considerados promissores devido sua
capacidade de degradacdo, diminuindo os impactos ambientais. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver filmes a base de isolado proteico de tilapia com adicao de diferentes concentracdes
de glicerol, nanoargila, 6leos essenciais de cravo-da-india e orégano e filmes a base de isolado
proteico de tilapia com diferentes concentracdes de gelatina, glicerol e sorbitol; avaliando suas
propriedades de espessura, solubilidade em agua, solubilidade acida, permeabilidade ao vapor
de agua (PVA), resisténcia a tracdo, elongacdo, cor, opacidade, também se avaliou a
microestrutura dos filmes obtidos, caracteristicas térmicas e a atividade antimicrobiana dos
filmes com adicédo de dleos essenciais; comparar as caracteristicas das formulacdes. O isolado
proteico foi obtido pela técnica de solubilizacéo alcalina da proteina e precipitacdo no ponto
isoelétrico a partir de carne mecanicamente separada de tilapia. Para desenvolver os filmes com
nanoargila e 6leos essenciais, utilizou-se a técnica de casting e planejamento experimental
fracionario 29, Para obtencéo dos filmes proteicos com gelatina foi utilizada a mesma técnica
com nove experimentos. Para o desenvolvimento dos todos os filmes, a solugéo filmogénica foi
elaborada com 100 mL de &gua destilada. Para os filmes proteicos com nanoargila, utilizou-se
as seguintes concentragdes: isolado proteico (0,5; 1,0 e 1,5 g); plastificante glicerol (0,2; 0,3 e
0,4 g); oleo essencial de orégano e de cravo-da-india (0,0; 0,2 e 0,4 g) e nanoargila (0,1; 0,2 e
0,3 g). Para os filmes com gelatina: isolado proteico (0,0; 0,75; 1,5; 2,25 e 3,0 g); gelatina (3,0;
2,25;1,5; 0,75 e 0,0 g); sorbitol ou glicerol (0,6; 0,45; 0,3; 0,15 e 0,0 g). A atividade
antimicrobiana dos filmes proteicos com nanoargila e 6leos essenciais foi verificada através do
método de difusdo em disco em relacdo a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhymurium. Os resultados dos
filmes proteicos com nanoargila e dleos essenciais foram submetidos a metodologia de
superficie de resposta para estudar os efeitos simultaneos das variaveis independentes sobre 0s
parametros analisados. O isolado proteico obtido de carne mecanicamente separada de tilapia
apresentou 85,15% de proteina, boa capacidade de retencdo de agua e de dleo. Apresentaram
valores de solubilidade em agua que variaram de 30,62 a 85,45% e solubilidade em &cido de
13,19 a 45,92%. Os valores obtidos para PVA encontram-se entre 2,38 e 4,02 gmm d*KPa'm-
2, resisténcia a tracdo de 0,65 a 2,76 MPa e para elongacio de 0,29 a 2,07%. Para as analises
antimicrobianas, os 6leos essenciais ndo apresentaram atividade positiva. Os filmes proteicos
com gelatina exibiram valores de solubilidade em agua variaram de 4,11 a 28,72%, os valores
para PVA variaram de 7,12 a 16,36 gmm d*KPa'm=2, resisténcia a tracdo de 12,43 a 155,57
MPa e para elongacdo de 2,14 a 125,33%. Os filmes foram considerados promissores, do ponto
de vista da aparéncia visual, manuseabilidade e continuidade. Os filmes com nanoargila e 6leos
essenciais apresentaram alta solubilidade e baixa PVA, resisténcia a tracdo e elongacdo quando
comparados aos filmes proteicos com gelatina. O isolado proteico de tilapia apresentou alto
potencial para a producédo de filmes, desta forma sua utilizacdo poderia agregar lucros para as
industrias processadoras, reduzindo os impactos ambientais.

Palavras-chave: isolado proteico; tilapia; pescado
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ABSTRACT

SCUDELER, Cintia Granzotti da Silva. Federal University of Grande Dourados, october 2019.
“Development and characterization of biopolymeric films from Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) residues with incorporation of essential oils, nanoclay, gelatin and plasticizers™.
Advisor Prof® Dr. Gustavo Graciano Fonseca. Co-advisor Prof® Dr. William Renzo Cortez-
Vega.

Films obtained from renewable sources are considered promising due to their degradation
capacity, reducing environmental impacts. The objective of this work was to develop tilapia
protein isolate films with different concentrations of glycerol, nanoclay, clove and oregano
essential oils and tilapia protein isolate films with different concentrations of gelatin, glycerol
and sorbitol; Evaluating their properties of thickness, water solubility, acid solubility, water
vapor permeability (PVA), tensile strength, elongation, color, opacity, the microstructure of the
obtained films, thermal characteristics and antimicrobial activity of films with addition of
essential oils; compare the characteristics of the formulations. The protein isolate was obtained
by the protein alkaline solubilization technique and isoelectric point precipitation from
mechanically separated tilapia meat. To develop the films with nanoclay and essential oils, the
technique of casting and fractional experimental planning 2 -2 was used. To obtain the gelatin
protein films the same technique was used with nine experiments. For the development of all
films, the filmogenic solution was made with 100 mL of distilled water. For nanoclay protein
films, the following concentrations were used: protein isolate (0.5, 1.0 and 1.5 g); glycerol
plasticizer (0.2; 0.3 and 0.4 g); oregano and clove essential oil (0.0, 0.2 and 0.4 g) and nanoclay
(0.1, 0.2 and 0.3 g). For gelatin films: protein isolate (0.0; 0.75; 1.5; 2.25 and 3.0 g); gelatin
(3.0; 2.25; 1.5; 0.75 and 0.0 g); sorbitol or glycerol (0.6, 0.45, 0.3, 0.15 and 0.0 g). The
antimicrobial activity of protein films with nanoclay and essential oils was verified by disk
diffusion method in relation to Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhymurium. The results of
nanoclay and essential oils protein films were submitted to the response surface methodology
to study the simultaneous effects of independent variables on the analyzed parameters. The
protein isolate obtained from mechanically separated tilapia meat showed 85.15% protein, good
water and oil retention capacity. They presented water solubility values ranging from 30.62 to
85.45% and acid solubility from 13.19 to 45.92%. The values obtained for PVA are between
2.38 and 4.02 gmm d*KPam2, tensile strength from 0.65 to 2.76 MPa and for elongation from
0.29 to 2.07%. For antimicrobial analysis, essential oils did not show positive activity. Gelatin
protein films exhibited water solubility values ranging from 4.11 to 28.72%, PVA values ranged
from 7.12 to 16.36 gmm d*KPa'm, tensile strength 12, 43 to 155.57 MPa and for elongation
from 2.14 to 125.33%. The films were considered promising from the point of view of visual
appearance, maneuverability and continuity. Nanoclay and essential oil films showed high
solubility and low PVA, tensile strength and elongation when compared to gelatin protein films.
Tilapia protein isolate had high potential for film production, so its use could add profits to the
processing industries, reducing environmental impacts.

Keywords: protein isolate; tilapia; fish
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Impactos ambientais ocasionados por descarte de residuos de materiais plasticos de
fonte petroquimica gera constante preocupacéao global, visto que sua degradacao leva centenas
de anos. Com a intengdo de substituir parcialmente esses materiais, pesquisas vém sendo
realizadas com o objetivo de encontrar materiais poliméricos renovaveis e ecoldgicos, incluindo
0 emprego de polimeros biodegradaveis (KHWALDIA et al., 2010).

As peliculas podem ser elaboradas com diferentes tipos de materiais, sendo mais
utilizados os polissacarideos, as proteinas e os lipideos (FALGUERA et al., 2011), por serem
obtidos a partir de matérias-primas de baixo custo e ao fato de serem biodegradaveis.
Apresentam ainda outras vantagens, como serem consumidas com o produto, reterem aromas,
carrear aditivos alimenticios ou componentes com atividades antimicrobiana e/ou antioxidante
(PRANOTTO et al., 2005).

O interesse de manter a qualidade dos produtos embalados e, a0 mesmo tempo, reduzir
0 desperdicio de embalagens, tem encorajado a exploracdo de novos materiais como
embalagens, incluindo os filmes biodegradaveis formulados com matérias-primas oriundas de
recursos renovaveis (SOUZA et al., 2012).

Os filmes biodegradaveis podem atuar como barreira a elementos externos, protegendo
os produtos acondicionados de possiveis danos bioldgicos e fisicos, impedindo a volatilizacédo
de compostos e a diminuicdo de umidade, aumentando desta forma, a vida util do produto
(RHIM; NG, 2007). As proteinas possuem estrutura com grande variedade em suas
propriedades funcionais, principalmente um potencial para ligagcdes intermoleculares. Filmes
produzidos a base de proteinas podem constituir ligacGes em posicBes diferentes e fornecem
grande potencial para a formacdo de uma gama de ligacGes (OU et al., 2005). As proteinas de
pescado possuem algumas propriedades vantajosas na producdo de filmes, como a habilidade
para formar redes, plasticidade e elasticidade, além de apresentar boa barreira ao oxigénio.
Porém, sua barreira ao vapor de agua ¢é baixa em funcéo de sua natureza hidrofilica, sendo que
esta propriedade pode ser alterada por meio de adigéo de plastificantes e/ou aditivos (CORTEZ-
VEGA et al., 2014).

Nos ultimos anos, os pesquisadores dedicaram-se a busca por embalagens que além de

proteger, também possam interagir com o produto. As embalagens ativas sao elaboradas para
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que haja interagdo de forma desejavel com o produto, alterando as formas de acondicionamento
visando aumentar a vida util e melhorar suas propriedades sensoriais e sua seguranca. Os filmes
que estdo em contato com a superficie do produto e recebem aditivos liberam de maneira
gradativa o composto para a superficie do alimento, onde a maior parte das reacdes quimicas e
microbioldgicas ocorrem (SOARES et al., 2006). A incorporacao de 6leos essenciais a matriz
polimérica, seria uma utilizada para promover protecdo antimicrobiana e antioxidante ao
produto.

Os Oleos essenciais de condimentos podem conter diversos componentes que
apresentam propriedades antimicrobianas e antioxidantes, sendo os compostos fenolicos os
principais responsaveis por estas caracteristicas. Os compostos fenolicos séo hidrofobicos e a
membrana celular microbiana € seu sitio de acdo, onde acumulam-se, provocando desarranjo
na estrutura da membrana e em sua funcdo. Os mesmos entram na célula bacteriana,
promovendo atividade inibitéria no citoplasma celular, promovendo lise e liberacdo do ATP
intracelular (WALSH et al., 2003). Os diferentes compostos presentes nos 6leos essenciais
produzem um arranjo de antioxidantes que podem atuar por diferentes mecanismos para
conferir um sistema de defesa efetivo contra o ataque dos radicais livres (SHAHIDI, 1997).

O desenvolvimento de filmes biopoliméricos a partir de fontes renovaveis contempla
tais anseios, tendo em vista que atende duas questdes importantes: a utilizacdo de embalagens
biodegradaveis e a possibilidade de reducdo do uso de aditivos sintéticos nos alimentos, haja
vista que a inclusdo de agentes com atividades antimicrobianas a sua matriz, como o0s 6leos

essenciais, conferem protecédo aos alimentos.
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1.2 ESTRUTURA DO T RABALHO

Apos a Introducdo Geral (Capitulo 1), o trabalho foi organizado da seguinte forma:

Capitulo 2: Revisao da literatura;

Capitulo 3: Artigo 1: Desenvolvimento de filmes biopoliméricos de residuos de tilapia

(Oreochromis niloticus) com incorporacdo de 6leos essenciais e nanoargila;

Capitulo 4: Artigo 2: Desenvolvimento de filmes biopoliméricos de residuos de tilapia

(Oreochromis niloticus) com incorporacdo de gelatina.

1.3 OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

v' Desenvolver e caracterizar filmes a base de isolado proteico de tilapia

(Oreochromis niloticus) com adicdo de diferentes concentracGes de nanoargila,

glicerol e/ou 6leos essenciais de cravo-da-india e orégano.

v Desenvolver e caracterizar filmes a base de isolado proteico de tilapia

(Oreochromis niloticus) com adicdo de diferentes concentracdes de gelatina,

glicerol ou sorbitol.

Obijetivos Especificos:

v
v
v

Caracterizar os residuos de tilapia quanto a composi¢do proximal;

Obter e caracterizar isolado proteico;

Desenvolver filmes a partir de solucdo filmogénica contendo isolado proteico de
tilapia, plastificante glicerol, dleos essenciais de cravo-da-india e orégano,
nanoargila montmorinolita;

Desenvolver filmes a partir de solucdo filmogénica contendo isolado proteico de
tilapia, gelatina e plastificantes glicerol ou sorbitol;

Caracterizar os filmes biopoliméricos;

Avaliar o efeito das concentragfes de plastificante, isolado proteico, 6leos
essenciais de cravo-da-india e orégano, nanoargila montmorinolita, gelatina e
plastificantes nas propriedades fisicas, estruturais e térmicas dos filmes
biopoliméricos;

Comparar as caracteristicas das formulagdes desenvolvidas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PESCADO
2.1.1 Residuos de pescado

A producdo mundial de pescado aumentou consideravelmente nas Gltimas décadas. Em
2014 foram produzidas 167,2 milhdes de toneladas (FAO, 2016a). Em 2011 no Brasil, foram
produzidas 1.431.974,4 toneladas de pescado, sendo que a regido Nordeste apresentou a maior
producdo de pescado do pais, com 31,7%, seguido das regides Sul com 23,5%, Norte 22,8%,
Sudeste 15,8% e Centro-Oeste com 6,2% (BRASIL, 2011).

De acordo com a FAQ, (2016b), os residuos sélidos de pescado resultantes da cadeia
produtiva da pesca e aquicultura representam em media 20% do volume de 167,2 milhdes de
toneladas geradas no ano de 2014, devido principalmente ao ndo aproveitamento destes
recursos como matéria-prima para a fabricagédo de outros produtos (BUENO et al., 2011). Neste
contexto, a producdo de residuos torna-se um desafio para o setor pesqueiro, tendo em vista
que, aproximadamente 50% do volume diario processado nas industrias € residuo sélido, que
acaba por ser descartado em corregos, rios, mares e lixées (VICTORINO et al., 2017).

Uma alternativa viavel para o aproveitamento dos residuos de pescado é a producéo de
farinha, largamente utilizada na aquicultura, como principal fonte de proteina nas racdes para a
maioria das espécies cultivadas (GALDIOLI et al., 2001). O desenvolvimento de couro, a partir
de residuos de peles do processo de filetagem do pescado para a producédo de bolsas, carteiras,
confeccdo de vestuarios, entre outros artefatos, representa uma fonte alternativa de renda para
as industrias e entrepostos pesqueiros (SOUZA et al., 2003).

Além do aproveitamento dos residuos destinado ao consumo animal e a producgéo de
artefatos, tais residuos podem ainda ser transformados em ingredientes para incorporacao nos
alimentos (BOSCOLO; FEIDEN, 2007), reduzindo o impacto ambiental e aumentando a
lucratividade das industrias de pescado. O aproveitamento de residuos de pescado para
elaboracdo de produtos representa uma alternativa para solucionar a problematica do baixo
consumo de pescado no Brasil, tendo em vista que a falta de praticidade e de padronizagdo do
produto no que diz respeito as caracteristicas de sabor, presenca ou ndo de espinhas, forma de
preparo e valor nutricional determinavam o principal entrave para 0 aumento do consumo dessa
matriz alimentar (DE SOUZA, 2002).
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Diante deste cenario, a criagdo de alternativas tecnoldgicas, com valor agregado que
permitam o gerenciamento dos residuos de pescado constitui uma atividade promissora devido
aos beneficios, como o combate a fome, a geracdo de empregos e o desenvolvimento sustentavel
(SIMOES et al., 2007). Junto com o0 avanco da atividade aquicola, a industrializacéo de pescado
tem crescido de forma constante, visando o aprimoramento no processo de obtencdo de
diferentes apresentacdes do pescado ao mercado consumidor (OLIVEIRA et al., 2012).
Baseado nesses aspectos, verifica-se uma tendéncia na elaboracao de diversos produtos como
linguicas, apresuntados, nuggets, hamburgueres, acrescentados de ingredientes como sal,
farinha de trigo, especiarias e outros, resultando em alimentos com excelentes caracteristicas
sensoriais e nutricionais (XAVIER, 2009).

2.1.2 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um peixe classificado taxonomicamente na
Classe Osteichthyes, Superordem Teleostei, Ordem Perciformes e Familia Chichlidae (ORR,
1986). E uma espécie de escamas, que possui corpo um pouco alto e comprimido. Apresenta
coloragéo verde-oliva prateada, com presenca de sombras verticais negras. A nadadeira dorsal
também é verde-oliva, com linha vermelha e branca até cinza-escuro com pontos obliquos. A
nadadeira caudal € pontuada na porc¢édo dorsal, com coloracdo vermelha ou amarela na por¢éao
ventral. Pode alcancar 45 cm de comprimento e pesar 2,5 kg (HONORATO et al., 2013).

As tilapias possuem fécil adaptabilidade a diversas condi¢cdes ambientais, além de serem
resistentes a doencas, geralmente, podem ser criadas tanto em lagos naturais e acudes como
também em represas artificiais ou tanques-rede. Além disso, as tilapias ndo requerem agua com
grande quantidade de oxigénio, resistindo muito bem a alteracGes bruscas de temperatura. Da
mesma forma, sdo consideravelmente faceis de alimentar e se reproduzem com bastante
facilidade. Tais caracteristicas tornam a criagdo de tilapias um negocio rentavel e promissor
(KUBITZA, 2000).

A producéo de tilapia do Nilo no Brasil saltou 223% entre os anos de 2005 e 2015 com
a modernizacéo e a intensificacdo da produgdo em tanques-rede em reservatorios e em viveiros
escavados. A producdo estimada pelo Ibama em 2005, foi de 67.850,5 toneladas e em 2015
passou a 219.329 toneladas (BRASIL, 2019). No estado de Mato Grosso do Sul, a producéo de
tilapia foi de 1.244,8 toneladas em 2018 (IBGE, 2019).
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2.1.3 Aproveitamento de residuo de tildpia do Nilo

A tilapia (Oreochromis niloticus) é a espécie que apresenta maiores indices de producao
na aquicultura nacional, devido as suas caracteristicas rusticas, geneticas, reprodutivas e
mercadologicas. Os principais produtos comercializados desta espécie sdo pescados inteiros
congelados e principalmente filés, que representam a forma mais consumida pelos mercados
nacional e internacional (BOSCOLO; FEIDEN, 2007). Entretanto, apesar dos diversos aspectos
positivos relativos ao cultivo de tilapia, uma das caracteristicas indesejaveis desta espécie é o
baixo rendimento de filé (FITZSIMMONS et al., 2011). Embora este rendimento dependa da
eficiéncia manual do operario ou de equipamentos, caso a filetagem seja automatizada, da
forma anatdbmica do corpo, do tamanho do peixe bem como do peso das visceras, pele e
nadadeiras, os filés e residuos representavam aproximadamente 35 e 65% do processamento de
tilapia, respectivamente (BOSCOLO; FEIDEN, 2007). Além disso, devido a heterogeneidade
de crescimento dos peixes, durante a despesca, pode ocorrer 0 descarte de animais que nédo
atingem o tamanho comercial adequado e, consequentemente, comprometem a aceitacdo dos
filés, os quais geralmente sdo subutilizados como residuos de producdo. Normalmente, esses
grupos heterogéneos representam de 12 a 14% durante a despesca de tilapias (LIMA et al.,
2009).

Em contrapartida, os residuos apresentam alto valor proteico, minerais e lipidios,
incluindo é&cidos graxos essenciais, principalmente da série dmega-3, como 0 4&cido
eicosapentaendico e o docosahexaendico, que sdo responsaveis por numerosos efeitos benéficos
a saude humana, como diminuicao dos riscos de doencas cardiovasculares, diminuicdo nas taxas
de colesterol no sangue, prevencgdo de cancer, dentre outros (STEVANATO et al., 2007). E
importante resaltar que a indisponibilidade de produtos industrializados a base de pescado, em
guantidade e qualidade, a falta de praticidade e a pouca validade comercial, contribuem para o
baixo consumo de pescado no pais (BOMBARDELI et al., 2005). Desta maneira, pesquisadores
tém direcionado os estudos para elaborag@o de novos produtos derivados de pescado a base de
residuos de tilapia, minimizando perdas econdmicas de industrias e entrepostos e reunindo
todos os atributos exigidos pelos consumidores atuais (BOSCOLO; FEIDEN, 2007).
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2.1.4 Proteinas do pescado

A proteina muscular é constituida de proteina sarcoplasmatica, proteina miofibrilar e
proteinas do estroma-proteina do tecido conectivo. Estas trés fracGes de proteinas podem ser
diferenciadas pela sua solubilidade (BANDMAN, 1987).

Os principais componentes das proteinas estruturais sdo: actomiosina, tropomiosina,
miosina e actina. Sendo a actina e a miosina as proteinas de maior importancia principalmente
pelas suas propriedades funcionais. A miosina € responsavel por uma série dessas propriedades
como gelificacdo, retencdo de agua e emulsificacdo (RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008).

As proteinas sarcoplasmaticas constituem cerca de 35% das proteinas totais do masculo,
sdo sollveis em agua independente da forca ibnica. Este aspecto permite a solubilidade da
proteina facilitando a interacdo dos seus sitios ativos nas proteinas solGveis do que as proteinas
insoltveis em agua (REN et al., 2008).

As proteinas miofibrilares, que representam aproximadamente 66 - 77% das proteinas
totais ttm um papel fundamental na coagulacdo e formacgédo de gel, quando se processa 0
musculo de pescado. Estas formam as miofibrilas, e conferem as células musculares sua
propriedade contréactil, influindo tecnologicamente nas qualidades culinarias e comerciais das
carnes, pois sao responsaveis pela capacidade de retencdo de agua, propriedades emulsificantes
e também pela brandura da carne, contendo ainda quantidades importantes de aminoacidos
essenciais, contribuindo assim em mais de 70% do suporte proteico devido ao consumo de carne
(KUHN et al., 2002). As proteinas miofibrilares do pescado apresentam a vantagem de
possuirem elevado valor bioldgico, decorrente de alta sensibilidade a hidrélise e composi¢do
balanceada em amino&cidos, incluindo aqueles limitantes em proteinas de origem vegetal, como
a metionina e a cisteina (NEVES et al., 2004). Uma das utilizacbes recentes de isolados
proteicos de pescado tem sido a de matriz biopolimérica para a obtencédo de filmes e coberturas

comestiveis.

2.2 FILMES BIODEGRADAVEIS

Sabe-se que as embalagens plasticas garantem protecdo aos diferentes produtos
alimenticios; mas também sdo as maiores responsaveis pela contaminacao por acuimulo no meio
ambiente, uma vez que seu processo de degradacéo é dificil ou demorado (GONTARD et al.,

1992). As alternativas encontradas para minimizar o efeito negativo dos residuos gerados pelas
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embalagens deste tipo vdo desde a reciclagem, até a substituicdo parcial ou total dos materiais
sintéticos por biomateriais (GARCIA et al., 2000). O desenvolvimento de tecnologia de
biomateriais, aplicaveis aos varios setores industriais, na area de embalagens, receberam
atencdo especial em relagdo a questao da preservacdo do ambiente.

Nas ultimas duas décadas, o descarte e 0 acimulo de embalagens ndo biodegradaveis
ou com biodegradacdo muito lenta, como as embalagens plasticas, tem causado problemas
ambientais. Uma das solugbes encontradas, particularmente na area de embalagens de
alimentos, é o desenvolvimento de filmes a partir de biopolimeros que possam substituir os
materiais sintéticos. Dentre 0s materiais pesquisados, 0s biopolimeros naturais, como 0s
polissacarideos e as proteinas, se apresentam mais promissores, em razdo de serem abundantes,
renovaveis, de baixo custo e capazes de formar uma matriz continua (RHIM; NG, 2007).

O desenvolvimento e a caracterizacao de filmes biopoliméricos e/ou biodegradaveis tém
sido muito estudados devido ao seu potencial para uso como embalagens, e também pela
questdo da biodegradabilidade e diversas publicacbes ocorrendo a cerca de filmes
biopoliméricos e suas caracterizacdes (BONILLA et al., 2012).

Além da possibilidade de retornarem ao ciclo bioldgico depois do uso, os filmes
biopoliméricos podem ser desenvolvidos a fim de se obter propriedades que satisfacam as
aplicacdes requeridas, tais como barreira a transferéncia de massa (vapor de &gua e gases),
transporte de aditivos alimentares (pigmentos, aromas, flavorizantes) e liberacéo controlada de
substancias ativas (antioxidantes e agentes antimicéticos) (PERESSINI et al., 2003).

A técnica de casting para a obtencéo de biofilmes, amplamente difundida, consiste na
desidratacdo de uma solucdo filmogénica, aplicada de maneira conveniente sobre um suporte.
Definine-se “conveniente” o volume/massa aplicado da solugdo filmogénica, com a finalidade
de se obter uma espessura determinada e ao tipo de material de suporte, de area conhecida,

utilizado para facilitar a retirada do filme apds a sua secagem (ARAUJO-FARRO, 2008).

2.2.1 Aditivos em filmes biodegradaveis
2.2.1.1 Plastificantes

Os plastificantes sdo substancias com alto ponto de fusdo e baixa volatilidade. Quando
adicionados a outro material provocam mudancas nas propriedades fisicas, quimicas e

mecénicas (GENNADIOS et al., 1994). Constituem moléculas pequenas que ocupam posi¢des
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entre as cadeias dos polimeros, aumentando a distancia entre elas, com a reducdo das forcas
intermoleculares, o que ocasiona um aumento da flexibilidade e da plasticidade dos filmes
qguando comparados aos filmes de polimeros puros (CHANG et al., 2006). Como o0s
plastificantes reduzem as intera¢des intermoleculares e aumentam a mobilidade das cadeias dos
polimeros, ha uma diminuicdo de possiveis descontinuidades e zonas quebradicas, resultando
assim em materiais com menores temperaturas de transicéo vitrea (Tg), menor cristalinidade,
menor rigidez, maior flexibilidade e melhor maquinabilidade (MULLER, 2007).

Entre os plastificantes compativeis com agua estdo a glicose, sacarose, xilol, sorbitol e
glicerol, que tem efeito plastificante sobre as propriedades de materiais poliméricos com alta
temperatura de transicdo vitrea, especialmente filmes a base de biopolimeros (CHANG et al.,
2006). Contudo, os plastificantes mais utilizados na elaboracdo de biofilmes a partir de
proteinas ou polissacarideos sdo os polidis, como glicerol, sorbitol ou uma mistura destes
(GENNADIOS et al., 1994).

Outros componentes utilizados, também considerados por apresentar efeito plastificante
sdo os lipidios. Estes materiais quando adicionados nas solucdes filmogénicas de filmes e
coberturas atuam como estabilizantes de emulsdes, modificadores de processo de cristalizagéo,
veiculo de aromas, lubrificantes entre as cadeias poliméricas, agentes de relaxacdo e como
reforgador de brilho (ARAUJO-FARRO, 2008).

2.2.1.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos, possuem odor caracteristico,
podendo ser obtidos através de diversas partes das plantas (BURT, 2004). Eles sdo amplamente
utilizados por sua atividade antimicrobiana e vém sendo empregados como conservantes
naturais para ampliar a vida util de produtos alimentares (TEIXEIRA et al., 2013).

Entre os 6leos essenciais, 0 6leo essencial de orégano destaca-se dos demais por
apresentar-se eficaz na atuacdo como agente antimicrobiano, atribuindo-se esta caracteristica a
presenca de compostos fendlicos em sua composi¢do, principalmente o timol e o carvacol
(AGUIRRE et al., 2013). O dleo essencial de cravo-da-india possui atividade analgésica, anti-
inflamatdria e antioxidante, atribuindo estas caracteristicas a substancia eugenol em sua
composicdo (OLIVEIRA et al., 2012).

O efeito antimicrobiano est4 associado & mudancas na permeabilidade e na integridade

da membrana celular bacteriana, podendo apresentar variados mecanismos de acdo dos 6leos
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essenciais sdo varios. Uma caracteristica importante dos 6leos essenciais e seus componentes é
a sua hidrofobicidade, a qual Ihes permite particdo dos lipidios da membrana celular bacteriana
e mitocondrias, perturbando as estruturas e deixando-as mais permeéaveis, podendo ocorrer o
extravasamento de ions e outros contetdos intracelulares (LAMBERT et al., 2001). Estudos
mostram que os compostos fenolicos agem na membrana citoplasmatica, interrompendo a forca
préton motriz, o fluxo de elétrons e o transporte ativo, promovendo a coagulacdo do conteudo
intracelular (DAVIDSON; TAYLOR, 2007).

2.2.1.3 Nanocompositos

Polimeros nanocompositos sdo materiais hibridos formados por uma matriz reforcada
de polimero com uma fibra, uma plagueta, ou uma particula com dimensdo na escala do
nanémetro (PANDEY et al., 2005). As particulas se dispersam na matriz do polimero, devido
ao tamanho do nanémetro, os mesmos, exibem fortemente melhorias das propriedades fisico-
quimicas, mecanicas, opticas e térmicas quando comparadas com o polimero puro ou com 0s
compositos convencionais (CORTEZ-VEGA et al., 2014). Este fato esta associado ao pequeno
tamanho das particulas, a estrutura superficial das nanoestruturas e a composi¢do quimica, que
resulta em ampla area superficial especifica da fase dispersa e, consequentemente, potencializa
as forcas interfaciais das interacbes polimero-fase dispersa (BOUWMEESTER et al., 2009).
Por este motivo, € necessario que o enchimento esteja disperso na matriz de maneira
uniformemente polimérica para garantir a homogenidade de suas propriedades e obtenha-se
aproveitamento maximo da alta area superficial (ARORA; PADUA, 2010).

A fase dispersa destes materiais € constituida por argilominerais, filossilicatos
hidratados estruturados em camadas sobrepostas na proporcdo 1:2. Os filossilicatos mais
utilizados em nanocompdsitos pertencem a familia das esmectitas, como as montmorilonitas,
hectoritas e saponitas, sendo a montmorinolita mais utilizada entre elas. As argilas, para
tornarem-se organofilicas, passam por modificagdes estruturais com substancias organicas que
apresentam afinidade quimica tornando-as hidrofobicas (PAIVA et al., 2008).

Nanocompositos de polimero-argila representam uma classe de materiais hibridos
constituidos de polimeros organicos e enchimentos em nano-escala da argila (LAGALY, 1999).
Frequentemente a montmorilonita, a hectrite e a saponita sdo os silicatos mais utilizados, que
guando combinados com os materiais poliméricos podem dar forma aos nanocompositos (RAY;
OKAMOTO, 2003).
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As argilas, para serem organofilicas, sdo modificadas com substancias organicas que
apresentam afinidade quimica com sua estrutura cristalina e tornando-se hidrofébicas (PAIVA
et al., 2008). A montmorilonita ¢ um mineral argiloso originario da eroséo de cinza vulcanica
que por ser polar, ndo é compativel com a maioria dos polimeros que s&o menos polares ou
apolares e, portanto, deve ser modificada. Para tanto, sdo utilizados agentes compatibilizantes
que se ligam a superficie da montmorilonita e que véo interagir com a resina para formar um
sistema miscivel, sendo esta compatibilizacdo um dos maiores desafios para utilizacdo de
nanocompositos (HELAL et al., 2015).
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3 ELABORACAO DE FILMES BIOPOLIMERICOS DE RESIDUOS DE TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus) COM INCORPORAGCAO DE OLEOS ESSENCIAIS E
NANOARGILA

Resumo: O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes biopoliméricos a partir de proteina
extraida da carne mecanicamente separada (CMS) da carcaga de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), incorporados com glicerol, nanoargila montmorinolita e 6leos essenciais de cravo-
da-india e orégano. A proteina extraida foi caracterizada quanto ao seu potencial isoelétrico,
composicdo proximal, solubilidade, capacidade de retencdo de dgua (CRA), capacidade de
retencdo de 6leo (CRO) e cor. Para obtencdo dos filmes utilizou-se a técnica de casting e
planejamento experimental fracionario 269, Os filmes foram caracterizados quanto a
espessura, solubilidade em &gua, solubilidade em &cido, permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) e propriedades mecanicas, foram também avaliados em relagdo a sua microestrutura,
propriedades térmicas e atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana dos filmes, em
relagdo aos seguintes microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhymurium, foi verificada através
do método de difusdo em disco. O isolado proteico obtido da CMS de tilapia apresentou 85,15%
de proteina, boa capacidade de retencdo de agua (CRA) que foi de 63,15% para o pH 3; 35,25%
para pH 5; 37,45% para pH 7; 42,98% para pH 9 e 88,50% para pH 11 e CRO que foi de 5,3
mL de 6leo por grama de proteina. Os valores de solubilidade em agua variaram entre 30,62 e
85,45%, a solubilidade em &cido entre 13,19 e 45,92%, PVA entre 2,38 e 4,02 g mm dia*kPa
1 ' m?. Os valores para resisténcia a tracdo variaram entre 0,65 a 2,76 MPa e os valores de
elongacgéo de 0,29 a 2,07%. Os filmes ndo apresentaram halo antimicrobiano para todos os
microrganismos analisados quando o 6leo foi associado ao filme. Desta forma, verificou-se
através das analises realizadas que os filmes apresentaram resultados promissores quanto a sua
aplicacdo.

Palavras-chave: pescado; residuos; isolado proteico

Abstract: The aim of this work was to develop biopolymer films from protein extracted from
mechanically separated meat (MSM) of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) carcass,
incorporated with glycerol, nanoclay montmorinolita and clove and oregano essential oils. The
extracted protein was characterized for its isoelectric potential, proximate composition,
solubility, water retention capacity (WRC), oil retention capacity (ORC) and color. To obtain
the films, the casting technique and fractional experimental design 2GY. The films were
characterized in terms of thickness, water solubility, acid solubility, water vapor permeability
(WVP) and mechanical properties were also evaluated in relation to their microstructure and
thermal properties. The antimicrobial activity of the films, in relation to the following
microorganisms Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhymurium, was verified by the disc diffusion
method. The protein isolate obtained from MSM of Nile tilapia showed 85.15% protein, good
WRC, which was 63.15% for pH 3; 35.25% for pH 5; 37.45% for pH 7; 42.98% for pH 9 and
88.50% for pH 11 and ORC which was 5.3 mL of oil per gram of protein. The solubility values
in water ranged from 30.62 to 85.45%, the solubility in acid between 13.19 and 45.92%, WVP
between 2.38 and 4.02 g mm dia*kPa™ m. Values for tensile strength ranged from 0.65 to 2.76
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MPa and elongation values from 0.29 to 2.07%. The did not present antimicrobial halo for all
microorganisms analyzed when the oil was associated with the film.

Keywords: fish; waste; protein isolate
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3.1 INTRODUCAO

O isolado proteico de pescado consiste em meédia em 75% de proteina, extraido de
residuos da industrializacdo e sdo basicamente produtos desidratados e moidos, que podem
conter odor de pescado ou ndo, dependendo da metodologia adotada para sua extragdo
(BRASILEIRO et al., 2012).

Para a elaboracédo dos filmes é necessaria a utilizacdo de varios componentes que agem
de forma especifica na solucdo filmogénica. As formulacdes sdo compostas por pelo menos um
agente formador de filme (macromoléculas), solvente (4gua, metanol, etanol, acetona, entre
outros), plastificante (glicerol, sorbitol) e agente ajustador de pH (NaOH, HCI entre outros)
(BERTAN et al., 2005).

O glicerol é um composto organico pertencente a classe dos poliois, atua como agente
plastificante, devido as suas caracteristicas como estabilidade e compatibilidade com as cadeias
biopoliméricas dos biofilmes (CHILLO et al., 2008). Encontra-se presente em todos os 6leos e
gorduras de origem animal e vegetal na sua forma combinada, ou seja, ligado a acidos graxos
tais como o acido estearico, oleico, palmitico, laurico formando a molécula de triacilglicerol
(KNOTHE et al., 2006).

A nanoargila é constituida por argilominerais, que sdo filossilicatos hidratados,
pertencentes a familia das esmectitas, onde a montmorinolita, hectoritas e saponitas s&o as mais
frequentemente utilizadas. A introducdo de nanoargilas em filmes biodegradaveis pode ser
utilizada para melhorar suas propriedades mecanicas (SLAVUTSKY et al., 2012).

Os 6leos essenciais sdo liquidos aromaticos e volateis extraidos de componentes das
plantas como raizes, flores, caules, folhas, sementes, frutos e da planta inteira (MONICA;
IOAN, 2019). O oleo essencial de cravo-da-india possui 0 eugenol em sua composicao,
substancia responsavel pela atividade analgesica, anti-inflamatoria e antioxidante (OLIVEIRA
et al., 2012). O 6leo essencial de orégano possui acao antimicrobiana, atribuindo-se esta
caracteristica a presenca de compostos fenélicos em sua composi¢ao, principalmente o timol e
o carvacol (AGUIRRE et al., 2013).

Assim, objetivou-se com este trabalho produzir filmes a partir dos residuos da filetagem

de tilapia do Nilo, glicerol, nanoargila e 6leos essenciais de cravo-da-india e orégano.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencao do isolado proteico a partir de carne mecanicamente separada de residuos

de tilapia
3.2.1.1 Residuos de tildpia (Oreochromis niloticus)

Residuos de tilapia (Oreochromis niloticus) foram obtidos de inddstria de processamento
de pescado de Dourados, MS - Brasil. As amostras foram embaladas em sacos plasticos de
polietileno, acondicionadas e transportadas em caixas de isopor com gelo para o Laboratério de

Bioengenharia, da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

3.2.1.2 Carne mecanicamente separada (CMS)

A carne mecanicamente separada (CMS) foi produzida a partir dos residuos de tilapia
no diametro de particula de 3 mm, utilizando-se uma despolpadeira modelo 694 (Baader,
Alemanha), operando a 6 °C na entrada e 10 °C na saida, 24h apds o abate. A CMS foi mantida
a-18 °C.

3.2.1.3 Isolado proteico

A CMS obtida de tilapia do Nilo foi homogeneizada com &gua destilada na proporcéo
de 1: 9 (p / v) a 5 °C por 5 min., utilizando um agitador de hélice (Fisatom 713D). Apoés
homogeneizacdo, a proteina foi submetida a solubilizacdo alcalina em banho-maria ultra-
termostatico (Lauda, modelo Alpha RA-8) por 30 min, sob agita¢do constante com agitador de
hélice (Fisatom 713D), utilizando hidroxido de sédio (NaOH) (1N) como agente alcalinizante
e temperatura controlada constante de 5 °C. Ap0s esta etapa, a mistura foi centrifugada a 9.000
X g em centrifuga Nova Técnica, modelo MA 1815 a 5 °C por 15 min. para separar o produto
solubilizado em trés fases: lipidios, proteinas sollveis e proteinas insoltveis, facilitando assim
a remocao do sobrenadante. A fase intermediaria resultante da centrifugacédo, correspondente
as proteinas soluveis, foi separada e submetida a precipitacdo isoelétrica, utilizando acido
cloridrico (HCI) (1N). O pH foi ajustado para 5,8 a 5 °C sob agitagdo constante por 30 min.
Outra centrifugacdo foi realizada a 9.000 x g e 5 °C por 15 min. separar a fracdo precipitada,

facilitando assim o recolhimento do precipitado e obtendo o isolado proteico. O isolado de
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proteina de pescado foi seco em estufa de circulacdo de ar (modelo MA 035) a 40 °C por 12 h
triturado em moinho de dupla lamina. O isolado proteico foi armazenado em um recipiente de

vidro hermeticamente selado a temperatura ambiente e utilizado durante o curso deste estudo.

3.2.2 Caracterizacdo da proteina isolada da CMS de tilapia

3.2.2.1 Potencial isoelétrico

Para a determinacdo do ponto isoelétrico da proteina, a CMS foi misturada com agua
destilada a 4 °C na proporcdo de 1:4, sob agitacdo constante (150 rpm). O pH foi ajustado em
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11 e 12, pela adigéo de solugdo de HCI 1N ou NaOH 1N. A mistura foi
agitada por 20 min. ap6s a corre¢do do pH e centrifugada por 20 min. A amostra foi filtrada
com peneira (18 mm mesh) e medida a absorbancia a 595 nm utilizando-se espectrofotémetro
(BIOSPECTRO). Para quantificacdo das proteinas foi utilizado o indicador Comassie Brilliant

Blue G-250. A curva padrdo foi realizada com albumina bovina.

3.2.2.2 Composicdo proximal

A fim de determinar a composi¢do proximal da CMS e do isolado proteico de tilapia, as
determinacGes de umidade, cinzas, lipidios e proteinas foram realizadas em triplicatas de acordo
com a metodologia oficial (AOAC, 2000). O teor de umidade foi determinado pelo método
gravimétrico (AOAC 950.46) em estufa a 105 °C. O teor de nitrogénio total foi determinado
pelo método de Kjeldahl (AOAC 928.08), enquanto o teor de proteina bruta foi calculado pela
multiplicacdo pelo fator 6,25. O teor de lipidios foi determinado pelo método Soxhlet (AOAC
960.39) e o teor de cinzas bruto pelo método gravimétrico (AOAC 920.153) em forno mufla a

500-600 °C. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.3 Solubilidade proteica

A solubilidade proteica foi determinada de acordo com o método proposto por
Chalamaiah et al. (2010), com adaptacdes e variagdes de pH (3, 5, 7, 9 e 11). Para isso, 0,5 g
de amostra foram pesadas e deslocadas em béquer de 50 mL. Em seguida, 2 mL de NaCl 0,1N
e 48 mL de agua destilada foram adicionados. O pH foi ajustado com HCI 1N e NaOH 1N
usando um potenciémetro de bancada (Instrutherm, modelo PH-2000). A dispersao foi mantida

sob agitacdo com um agitador magnético (Tecnal, modelo TE-0851) durante 30 min. e
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centrifugado a 8.667 x g durante 20 min. A solubilidade proteica foi calculada a partir da Eq.
3.1.

S (%) = %xmo Equagdo 3.1

Onde: S = solubilidade em &gua (%); Qps = quantidade de proteina no sobrenadante; Qpa =

quantidade de proteina na amostra.

3.2.2.4 Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada de acordo com o método
proposto por Regenstein et al., (1984), com base na diferenca entre a massa da amostra molhada
e a da amostra seca. Para isso, isolou-se a dispersao proteica a 1% com variagéo de pH (3, 5, 7,
9 e 11). Em seguida, 2 mL de NaCl 0,1 N foram adicionados a dispersdo para obter uma
suspensdo homogénea e a solucdo tampéao correspondente foi adicionada de acordo com o pH,
até um volume de 40 mL. A dispersdo foi mantida sob agitacdo durante 15 min. e centrifugada
a 8.667 x g durante 20 min. As proteinas soliveis no sobrenadante foram quantificadas e
descontadas da proteina total da amostra original. O sobrenadante foi descartado e 0s pesos
molhados foram tomados. O resultado foi expresso em mL de dgua por grama de proteina, de

acordo com a Eq. 3.2.

CRA = &£ Equacéo 3.2
Mop

Onde: CRA = capacidade de retencdo de agua; Qra = capacidade de agua retida; Mop = massa
original de proteina.

3.2.2.5 Capacidade de retencéo de 6leo (CRO)

A capacidade de retencdo de 6leo (CRO) foi determinada de acordo com o método
descrito por Fonkwe e Singh (1996). Para isso, pesaram-se 0,5 g de amostra de proteina isolada
e misturou-se com 10 mL de 6leo de soja em tubos de centrifuga e depois agitou-se num

agitador de tubos (Phoenix, Modelo AP 56) durante 10 min. Apds a mistura, foi centrifugada a
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8.667 xg (Biosystems, modelo MPW-350R) por 20 min. e a diferenca entre o 6leo adicionado
(Oa) e o 6leo néo retido foi considerada como a quantidade de Oleo retida pelos concentrados
(Or) . O resultado foi expresso como a quantidade de 6leo retido (mL) por grama de proteina

contida na amostra, com base na Eq. 3.3.

Oa-Onr
Mp

CRO =

Equacéo 3.3

Onde: CRO = capacidade de retencéo de 6leo; Oa = 6leo adicionado; Onr = dleo ndo retido;
Mp = massa da proteina.

3.2.2.6 Cor

A cor dos filmes foi determinada pela média de trés medi¢des, uma no centro e as outras
duas no perimetro (distancia da borda) usando um colorimetro CR-400 (Konica Minolta,
Chroma Meter, Japao), operando a D65 (luz do dia).

Os parametros chroma a *, chroma b * e luminosidade (L) * foram determinados em
triplicata, sobrepondo o isolado proteico ao padréo branco. As escalas CIE-Lab foram usadas
para medir a cor dos filmes, com L * variando de 0 (preto) a 100 (branco), a * de verde (-60) a
vermelho (+60) e b * de azul (- 60) para amarelo (+60) (KUNTE et al., 1997). A diferenca de
cor em relacdo ao padréo foi determinada usando a Eq. 3.4 (HUNTERLAB, 1997):

AE = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)2 Equagdo 3.4

3.2.3 Obtencéo dos filmes

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting, que consiste no espalhamento da
solugdo formadora de filme em um molde, de acordo com o método proposto por ARDAKANI
etal., (2010) e ANDRADE et al., (2017).

O isolado proteico de tilapia foi disperso em agua destilada e depois aquecido a 30 °C
sob agitacdo magnética constante (350 rpm) (Tecnal, modelo TE - 0851) por 10 min. Apos a
hidratacdo, o pH da disperséo foi ajustado para 11 com a adi¢cdo de NaOH 1N utilizando um
potenciometro de bancada (modelo Quimis, Séo Paulo, Brasil) com agitagao constante por mais
10 min. Posteriormente, a temperatura foi aumentada para 80 °C e adicionada a nanoargila.
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Apos completa dissolucao do isolado proteico e nanoargila, o plastificante glicerol previamente
solubilizado em &gua destilada e os 6leos essenciais foram adicionados e 0 pH mantido em 11.
Trés niveis (-1, 0, +1) de concentracBes foram avaliados para a proteina de isolado de tilapia,
plastificante glicerol (G), éleo essencial de orégano (OEO), 6leo essencial de cravo-da-india
(OEC) e nanoargila (NA) (Tabela 3.1). Subsequentemente, agitou-se a solu¢éo durante 20 min,
depois filtrou-se a solucdo filmogénica e despejou-se 25 g da solucéo filmogénica nas placas
de Petri de policarbonato com um diametro de 15 cm e foi submetida a secagem em estufa de
circulacdo de ar forcada em uma camara incubadora com agitacéo orbital (Marconi, modelo
MA420) a 40 £ 1 °C por 12 h. Em seguida, os filmes nanocompdsitos foram armazenados por
48 h em dessecadores mantidos a 25 + 2 °C e umidade relativa de 55 + 2%, controlados com

solucdo saturada de cloreto de célcio (CaCly).

Tabela 3.1 Matriz de planejamento fatorial, com os valores codificados e reais para 0
desenvolvimento de filmes a base de isolado proteico da tilapia.

Variaveis Niveis
(9 100 mL™) -1 0 +1
Isolado proteico 0,5 1,0 1,5
Glicerol 0,2 0,3 0,4
Oleo essencial de orégano 0 0,2 0,4
Oleo essencial de cravo-da-india 0 0,2 0,4
Nanoargila 0,1 0,2 0,3

O delineamento fatorial fracionario com 5 variaveis, totalizando 19 experimentos estdo

representados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 Delineamento fatorial fracionado 2¢- para producéo de filmes.

Ensaios Isolado Glicerol  Oleo essencial ~ Oleo essencial de  Nanoargila
proteico (1) (2) de orégano (3) cravo-da-india (4)  (5=1234)
1 -1 (0,5) -1(0,2) -1 (0,0) -1 (0,0) +1 (0,3)
2 +1 (1,5) -1(0,2) -1 (0,0) -1 (0,0) -1(0,1)
3 -1 (0,5) +1 (0,4) -1 (0,0) -1 (0,0) +1(0,3)
4 +1(1,5) +1 (0,4) -1 (0,0) -1 (0,0) +1 (0,3)
5 -1 (0,5) -1(0,2) +1 (0,4) -1 (0,0) -1(0,1)
6 +1(15) -1(0,2) +1(0,4) -1 (0,0) +1 (0,3)
7 -1 (0,5) +1 (0,4) +1 (0,4) -1 (0,0) +1(0,3)
8 +1(1,5) +1 (0,4) +1(0,4) -1 (0,0) -1(0,1)
9 -1 (0,5) -1(0,2) -1 (0,0) +1 (0,4) -1(0,1)
10 +1(1,5) -1(0,2) -1 (0,0) +1 (0,4) +1(0,3)
11 -1 (0,5) +1 (0,4) -1(0,0) +1 (0,4) +1 (0,3)
12 +1(1,5) +1 (0,4) -1 (0,0) +1 (0,4) -1(0,1)
13 -1 (0,5) -1(0,2) +1(0,4) +1 (0,4) +1 (0,3)
14 +1(15) -1(0,2) +1(0,4) +1 (0,4) -1(0,1)
15 -1 (0,5) +1 (0,4) +1 (0,4) +1 (0,4) -1(0,1)
16 +1(1,5) +1 (0,4) +1(0,4) +1 (0,4) +1 (0,3)
17 0(1,0) 0(0,3) 0(0,2) 0(0,2) 0(0,2)
18 0 (1,0) 0(0,3) 0(0,2) 0(0,2) 0(0,2)
19 0(1,0) 0(0,3) 0(0,2) 0(0,2) 0(0,2)

3.2.4 Avaliacdo subjetiva de filmes biopoliméricos

Os seguintes parametros foram determinados para os filmes usando analise visual e tatil:
(@) continuidade (auséncia de ruptura apos secagem), homogeneidade (auséncia de particulas
insoluveis, bolhas de ar ou zona de opacidade) e flexibilidade (manuseio sem risco de ruptura)
(GONTARD et al., 1992; MALI et al., 2005). Filmes que ndo possuiam tais caracteristicas

foram descartados.
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3.2.5 Caracterizacao de filmes biopoliméricos
3.2.5.1 Espessura

A espessura do filme foi medida usando um micrémetro externo (Digimes, S&o Paulo,
Brasil). O valor final representou a média de 5 medicdes aleatorias feitas em diferentes partes
do filme.

3.2.5.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em &gua foi determinada de acordo com o método proposto
por GONTARD et al., 1994. Amostras de discos em triplicata com 2 cm de diametro foram
retirados dos filmes. A matéria seca inicial das amostras foi obtida por secagem em estufa de
circulacdo de ar for¢ado por 24 ha 105 °C. Apoés a primeira pesagem, as amostras foram imersas
em recipiente contendo 50 mL de agua destilada e mantidas sob agitacdo constante a 50 rpm
em agitador orbital a 25 °C por 24 h (Cientec, CT-712RNT). As amostras solubilizadas foram
entdo removidas e secas em estufa de circulagéo de ar forcado a 105 °C durante mais 24 h antes
de determinar a matéria seca final. A solubilidade do filme foi representada pelo material

soltvel total dissolvido em &gua, calculado de acordo com a Eq. 3.5.

(mi - mf)

S(%) =

x100 Equacdo 3.5

mf

Onde: S = solubilidade em agua (%); mi = massa seca inicial da amostra (g); mf = massa seca
final da amostra (g).

3.2.5.3 Solubilidade em &cido

A solubilidade em &cido foi determinada preparando inicialmente as amostras como
descrito no item 3.2.5.2. No entanto, apds a determinacdo da matéria seca inicial, as amostras
foram imersas em um recipiente contendo acido cloridrico (1N) por 24 h depois secas e pesadas

para determinar a matéria seca final (Eq. 3.6).

(mi - mf)

Sa(%) = ——

x100 Equacéao 3.6
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Onde: Sa = solubilidade em acido (%); mi = massa seca inicial da amostra (g); mf = massa seca

final da amostra (Q).

3.2.5.4 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada em triplicata de acordo com
0 método gravimétrico padrdo modificado E-96 (ASTM, 2000a). Os filmes foram selados em
células de aluminio de permeacdo com érea de permeacdo de 0,13 m?, contendo cloreto de
calcio e selados com parafina para garantir a migracdo da umidade somente através da area
exposta do filme. As células de permeacao foram colocadas em dessecadores mantidos a 25 °C
e umidade relativa de 75%. A quantidade de vapor de d4gua que migra através do filme foi
determinada a partir do ganho de massa do cloreto de célcio, medido a cada 24 h por 7 dias
(PIMENTEL etal., 2018). O efeito do espaco vazio entre a regido abaixo do filme e a superficie
do cloreto de célcio das células de teste ndo foi considerado no célculo (GENNADIOS et al.,
1994; MCHUGH; KROCHTA, 1994). A PVA foi calculada de acordo com a Eq. 3.7.

aw xL Equacédo 3.7

PVA = txAE AP

Onde: PVA = permeabilidade ao vapor de agua g mm dia™* kPa* m2; AW = ganho de massa
pela célula (g); L = espessura inicial do filme (mm); t = tempo de armazenamento (dias); AE =

area do filme exposta (m?); AP = diferenca de presséo parcial (kPa).

3.2.5.5 Resisténcia a tracdo e elongacéo

A resisténcia a tracdo e a elongacao na ruptura foram determinados em triplicata usando
o0 Analisador de Textura TA-XT2 (SMS, Surrey, UK), operado de acordo com o0 método padrao
ASTM D 882-83 (ASTM, 2000b), com modificacbes (TANADA-PALMU et al., 2000). Os
filmes foram cortados em retangulos (8,0 cm de comprimento por 2,5 cm de largura) e fixados
em garras com distancia inicial até a separacdo de 5,0 cm. A velocidade dos testes foi fixada
em 0,8 mm/s. A resisténcia a tracdo foi calculada dividindo a forga maxima para a ruptura do
filme pela area da secgéo transversal do filme (Eqg. 3.8). A elongacéo na ruptura foi determinada
dividindo-se a diferenca entre a distancia final percorrida até a ruptura e a distancia inicial de

separagdo pela distancia inicial de separa¢do multiplicada por 100 (Eqg. 3.9).
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RT = — Equacéo 3.8

Onde: RT = resisténcia a tracdo (MPa); Fm = forca maxima no momento da ruptura (N); A =

area da seccdo transversal do filme (m?).

E= leoo Equacdo 3.9
Onde: E = elongacéo (%); do = separacao inicial entre as garras (cm); dr = separacao entre as

garras no momento da ruptura (cm).

3.2.5.6 Cor

A cor dos filmes foi determinada utilizando a mesma metodologia para o isolado

proteico.

3.2.5.7 Opacidade

A opacidade (Y) foi determinada usando um colorimetro CR-400 (Konica Minolta,
Chroma Meter, Japdo), utilizando metodologia descrita por Sobral, (2000). As medidas foram
feitas em triplicata apds a calibragdo do colorimetro com fundo branco (Yw) e preto (Yb). Os
valores de opacidade foram calculados de acordo com a Eq. 3.10 (HUNTERLAB, 1997):

_Yp 5
Y= - Equacéao 3.10

Onde: Y = opacidade do filme (%); Yp = opacidade do filme contra um fundo preto; Yb =

opacidade do filme contra um fundo branco.

3.2.5.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos filmes foi observada utilizando um Microscopio
Eletronico de Varredura (JEOL, JSM-6060, Japédo), operado a 20 kV e 50 mA. Antes do teste,

as amostras foram colocadas em um suporte de aluminio e cobertas com uma fina camada de
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ouro (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a conducdo térmica. Imagens foram capturadas

com ampliacéo de 1.000 e 2.000x.

3.2.5.9 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A transicdo vitrea de temperaturas e as variacfes de entalpia de fusdo dos filmes foram
determinadas utilizando calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu, modelo DCS 60,
Osaka, Jap) com o médulo de resfriamento por nitrogénio liquido. Amostras com cerca de 6-
10 mg foram hermeticamente seladas em céapsulas de aluminio e pré-condicionadas a 25 °C e
50% de umidade relativa. As medigdes foram realizadas em atmosfera inerte de grau
cromatografico ultra-seco a gas nitrogénio, para a mesma vazao de alimentacao e arrasto de 50
mL min. Os testes foram iniciados a 40 °C e depois as amostras foram aquecidas a uma taxa
de 10 °C min'! até atingir 200 °C.

3.2.5.10 Difragéo de raios X (DRX)

As analises de difracdo de raios X foram realizadas em triplicata usando um difratbmetro
D500 Siemens da geometria de Bragg-Brentano com radiacdo Cu. As condi¢cbes de analise
foram: (i) Tenséo e corrente: 40 KV e 17,5 mA, respectivamente; (ii) faixa de varredura: 26 de
2 a 60° (iii) Passo: 0,05° e (iv) Velocidade 0,6°/min (5s passo™), provido de grafite
monocromador de feixe secundario. A variacdo dos tamanhos dos cristais foi determinada
usando o software PC - APD Diffraction. As amostras foram armazenadas a temperatura

ambiente e posteriormente analisadas.

3.2.5.11 Espectroscopia Infravermelha (FTIR)

As analises de espectroscopia no infravermelho dos filmes foram realizadas em
espectrometria FT-1V (Prestige 21, 210045, Jap&o) na regido espectral de 4000-500 cm™ (XU
et al., 2005).
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3.2.5.12 Atividade antimicrobiana dos filmes (teste de difusdo em agar)

Os filmes com as melhores caracteristicas de acordo com a superficie de resposta foram
selecionados e tiveram sua atividade antimicrobiana testada em triplicata, utilizando a técnica
de difuséo em disco de acordo com a metodologia National Committe for Clinical Laboratory
Standards (NCCL, 2003).

Filmes sem oOleo essencial foram utilizados como controles negativos. As bactérias
Gram (-) utilizadas foram Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Salmonella typhimurium ATCC 14028, e as Gram (+) foram Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Os indculos de cada microrganismo foram preparados pela suspenséo direta em solugéo
salina estéril de uma alca de colbnias isoladas de um meio néo seletivo de PCA com as bactérias
correspondentes previamente incubadas a 35 °C por 24 h. A densidade Optica das suspensdes
foi ajustada usando um espectrofotdmetro. A absorbancia da solucdo de McFarland a 0,5 foi
avaliada de 0,08 a 0,10 a 625 nm. As placas de agar Mueller Hinton foram inoculadas com os
microrganismos, esfregando-se um cotonete de algoddo estéril umedecido com a solucgédo de
indculo. Na superficie do agar inoculado foram colocados discos (1,5 cm de diametro) dos
filmes, previamente esterilizados em cadmara com luz UV por 3 min. As placas foram incubadas
a 35 °C e ap0s 24 h os halos de inibigdo foram medidos (NCCL, 2003).

3.2.5.13 Analise estatistica

O software Statistica® 6.0 (Stasoft, EUA) foi usado para calcular a analise de variancia
(ANOVA). O teste de Tukey foi usado para determinar as diferencas entre as propriedades dos
filmes na faixa de confianca de 95% usando o software Assistat. As avaliacGes foram realizadas
a partir de dados obtidos em triplicatas e os resultados foram apresentados pela média + desvio
padrdo. Para verificar se 0 modelo explica uma quantidade significativa de variacdo dos dados
experimentais, foi utilizado o teste F de significancia. Neste teste, os valores de F estimados a
partir dos dados experimentais foram comparados com o valor tabelado de uma distribuicdo de
frequéncia de referéncia Fv1, v, a um nivel de significancia de 5% (p <0,05). Para que o modelo
encontrado ndo seja apenas estatisticamente significativo, mas tambem Gtil para fazer previsoes,
o valor calculado do teste F para a regresséo deve ser 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado
(BARROS NETO et al., 2002).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Caracterizacdo da CMS
3.3.1.1 Potencial isoelétrico

Os resultados da andlise de pontencial isoelétrico demonstraram que a precipitacdo
proteica da tilapia do Nilo ocorreu em pH 6,0 (Figura 3.1). Este valor esta associado ao
equilibrio na quantidade de cargas positivas e negativas. Em pH 11, as proteinas foram
completamente solubilizadas. As proteinas podem ser positiva ou negativamente carregadas em
um pH abaixo ou acima de seu ponto isoelétrico, respectivamente, onde a repulsao eletrostatica
ocorre entre as moléculas, aumentando assim a solubilizagdo da proteina (TASKAYA et al.,
2009).
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Figura 3.1 Potencial isoelétrico do isolado proteico de tilapia.
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3.3.1.2 Composicao proximal

A carne mecanicamente separada (CMS) da tilapia do Nilo in natura utilizada para
extracdo do isolado proteico apresentou valor médio de pH de 6,6 + 0,05. Em valores de pH
abaixo de 6,5, as proteinas podem sofrer desnaturacdo e consequentemente alterar sua
disposicao para a geleificacdo (CHUAYNUKUL et al., 2015). Os resultados obtidos mostraram
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que a CMS permaneceu dentro da qualidade adequada, considerando a legislacdo brasileira que
propde um pH maximo de 6,8 para peixes in natura. A Tabela 3.3 mostra os valores médios da

composicao proximal de CMS de tilapia.

Tabela 3.3 Composicao proximal da CMS de tilapia do Nilo.

Componente (% B.U))
Umidade 70,10 £ 0,95
Cinzas 1,86 + 0,07
Lipidios 9,21 +0,50
Proteinas 15,36 + 0,55

*Média aritmética de trés repeticdes; B.U. = base Umida.

Yanar et al., (2006), mostram valores para CMS da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) de 76,87% de umidade, 1,09% de cinza, 18,23% de proteina, no entanto, os resultados
divergem para lipidios, em relacéo ao presente estudo, onde 0s mesmos encontraram valores de
2,64%. Esses resultados também sdo proximos aos obtidos por Reboucas et al., (2012) que
encontraram valores de 77,24% de umidade, 1,02% de cinzas, 17,48% de proteinas e 4,46% de
lipidios encontrados anteriormente para a tilapia. As variagdes observadas nesses estudos
podem estar associadas a composicao nutricional da tilapia, que pode variar dependendo do

manejo dietético, composicdo da dieta, tamanho e idade dos peixes.

3.3.2 Caracterizacao do isolado proteico
3.3.2.1 Composicao proximal

O isolado proteico extraido da CMS de tilapia apresentou umidade de 0,99%, 85,15%
de proteinas, 0,68% de cinzas e 10,85% de lipidios (Tabela 3.4). Estes valores sdo reduzidos
para o conteldo de umidade quando comparado a prépria CMS. Este fato esta associado ao
método de extracdo da proteina, que passa por processo de secagem, entretanto, os valores de
proteinas e lipidios foram maiores em relacdo a CMS. Os resultados podem ser justificados
porque a maioria dos lipidios foi separada juntamente com a por¢do de proteinas insoliveis

durante o processo de centrifugacao.
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Tabela 3.4 Composi¢do proximal do isolado proteico de CMS de tilapia.

Componente (% B.S))
Umidade 0,99 + 0,64
Cinzas 0,68 + 0,25
Lipidios 10,85+ 0,61
Proteinas 85,15+ 0,17

*Média aritmética de trés repeticdes; B.S. = base seca.

Valores de 1,38% de umidade, 2,26% de cinzas, 62,39% de proteinas e 32,63% de
lipidios foram encontrados em outros trabalhos para a proteina recuperada de tilapia do Nilo
(VIDAL et al., 2011). Apesar destes autores demonstrarem que a técnica de solubilizagéo
alcalina utilizada para a concentracdo de proteinas foi eficiente, houve também uma alta

concentracdo de lipidios quando comparados aos resultados aqui obtidos.

3.3.2.2 Capacidade de retencao de 4gua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua (CRA) pode ser determinada como a disposicao da
carne para reter a sua &gua ou umidade durante a aplicacdo de forgas externas, e aquecimento,
corte, moagem e prensagem. E uma caracteristica importante para determinar a qualidade da
carne utilizada para consumo direto, assim como a carne destinada a industrializacdo (FLORES;
BERMELL, 1984).

O resultado encontrado para a CRA para a proteina isolada da tilapia foi de 63,15% para
pH 3, 35,25% para pH 5, 37,45% para pH 7, 42,98% para pH 9 e 88,50% para pH 11 (Figura
3.2). Houve uma CRA mais baixa perto do ponto isoelétrico da proteina. O processo é possivel
devido a diminuicdo da capacidade da proteina de se ligar a 4gua, uma vez que as ligacoes
intermoleculares e a formacdo de acumulacbes de proteina podem ser afetadas por outras
propriedades como ponto isoelétrico e solubilidade. Em pH préximo a 6,0, as moléculas de
agua se combinam com grupos polares das proteinas causando o aumento de CRA
(KELLEHER; HULTIN, 1999). Neste experimento verificou-se o inverso, onde foi observado
gue no pH préximo ao ponto isoelétrico a CRA diminuiu e nos pontos mais distantes, a CRA

apresentou um aumento.



47

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Capacidade de Retencdo de Agua
(mL agua/g proteina)

pH

Figura 3.2 Capacidade de retencdo de dgua do isolado proteico de tildpia em funcdo do pH.

3.3.2.3 Capacidade de retencéo de 6leo (CRO)

A capacidade média de retencdo de 6leo (CRO) obtida para o isolado de proteina de
tilapia foi de 5,3 mL de dleo por grama de proteina. A retencdo do 6leo varia de acordo com o
numero de grupos hidrofobicos expostos na proteina e provavelmente as cadeias laterais nao
polares das proteinas tém afinidade com as cadeias hidrofébicas da molécula de dleo,
contribuindo para a absorcdo e melhora dessa caracteristica (FONTANA et al., 2009).

Valores proximos e divergentes foram encontrados, respectivamente, para a CRO obtida
de proteinas isoladas de subprodutos da anchova (Engraulis anchoita) usando o método de
solubilizacdo alcalina - 7,27 mL de 6leo por grama de proteina (FREITAS et al., 2011) e
proteina isolada de polaca do alasca (Theragra chalcogramma) - 3,5 mL de 6leo por grama de
proteina (SATHIVEL; BECHTEL, 2006).

3.3.2.4 Cor

O isolado de proteina mostrou coloracao escura. Esta declaracdo é baseada no menor
valor obtido para o parametro L* (46,52). No entanto, apresentou maior tendéncia para o
amarelo 13,66 (parametro b*), provavelmente devido ao fato dos pigmentos da pele serem
possivelmente arrastados durante a solubilizagdo da proteina. A coloracdo mais intensa do

concentrado é atribuida ao alto contetdo lipidico.
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Os parametros de avaliacdo subjetiva (GONTARD et al., 1992) foram usados para

analisar visualmente algumas caracteristicas dos filmes isolados de proteina de tilapia (Tabela

3.5).

Tabela 3.5 Avaliacao subjetiva dos filmes de isolado proteico de tilapia.

Tratamentos Variaveis independentes* (g/100mL) Caracteristicas**
IP GLI (0]0) oC NA C H M
1 0,5 0,2 0 0 0,3 XX XXX X
2 15 0,2 0 0 0,1 XXX XXX XXX
3 0,5 04 0 0 0,3 XX XXX XX
4 15 0,4 0 0 0,3 XXX XXX XXX
5 0,5 0,2 0,4 0 0,1 XX XXX X
6 1,5 0,2 0,4 0 0,3 XXX XXX XXX
7 0,5 04 0,4 0 0,3 XX XXX X
8 1,5 04 0,4 0 0,1 XXX XXX XXX
9 0,5 0,2 0 0,4 0,1 XX XXX X
10 15 0,2 0 0,4 0,3 XXX XXX XXX
11 0,5 0,4 0 0,4 0,3 XX XXX X
12 15 0,4 0 0,4 0,1 XXX XXX XXX
13 0,5 0,2 0,4 0,4 0,3 XX XXX X
14 15 0,2 0,4 0,4 0,1 XXX XXX XXX
15 0,5 0,4 0,4 0,4 0,1 XX XXX X
16 15 0,4 0,4 0,4 0,3 XXX XX XXX
17 1 0,3 0,2 0,2 0,2 XXX XX XXX
18 1 0,3 0,2 0,2 0,2 XXX XX XXX
19 1 0,3 0,2 0,2 0,2 XXX XX XXX

Onde: * IP = isolado proteico de tilapia, GLI = Glicerol, OO = dleo essencial de orégano, OC = éleo
essencial de cravo-da-india, NA = nanoargila **C = continuidade, H = homogeneidade, M =

Manuseabilidade, xxx: excelente, xx: bom, x: deficiente.

Os filmes proteicos de tildpia com concentragdo de isolado proteico de 1,5 e 1,0g/100mL

foram continuos no aspecto de homogeneidade, sem rachaduras ou rupturas apos o processo de

secagem. Eles ndo apresentaram particulas insoltveis visiveis a olho nu. No entanto, verificou-

se que os filmes contendo a menor concentracdo de isolado proteico, obtidos a partir dos
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tratamentos 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15, apresentaram falta de continuidade e manuseio,
dificultando sua remocdo das placas de Petri e analise devido a sua baixa espessura, tornando
os filmes frageis. Esses filmes que apresentaram resultados insatisfatorios para continuidade e
manuseio ndo foram utilizados nos proximos estagios de caracterizagdo. Os filmes derivados
dos demais tratamentos poderiam ser manipulados sem risco de ruptura e ndo apresentavam

dificuldade de serem removidos das placas (Figura 3.3).

Figura 3.3 Filmes biopoliméricos de isolado proteico de tilapia selecionados para
caracterizacéo.

Legenda: T2 (1,59 de IP, 0,29 de GLI e 0,1g de NA), T4 (1,59 de IP, 0,4g de GLI e 0,3g de NA), T6
(1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,4g de OO e 0,3g de NA),T8 (1,5g de IP, 0,49 de GLI, 0,4g de OO e 0,1g de
NA), T10 (1,5g de IP, 0,29 de GLI, 0,4g de OC e 0,3g de NA), T12 (1,5g de IP, 0,4g de GLlI, 0,4g de
OC e 0,1g de NA), T14 (1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,1g de NA), T16 (1,59 de
IP, 0,4g de GLI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,3g de NA) e T18 (1,0g de IP, 0,3g de GLI, 0,2g de OO,
0,29 de OC e 0,2g de NA).

Observou-se que os filmes produzidos em placas de policarbonato foram removidos
com mais facilidade e ficaram intactos ap6s o processo, comparados aos filmes preparados em
placas de vidro. Em geral, todos os filmes eram amarelados e apresentavam bom aspecto. A
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elaboracdo de filmes através da metodologia de casting produz filmes com diferentes

espessuras, variando de acordo com a massa aplicada em sua preparacdo (MALI et al., 2005).

3.3.4 Caracterizacao dos filmes biopoliméricos

Os resultados do planejamento experimental para espessura, solubilidade em &gua,

solubilidade em &cido, permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e alongamento sdo

apresentados na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 Caracterizagdo dos filmes de isolado proteico de tilapia.

Ensaios  ES* (mm) S* (%) SA* (%) PVA* (g mm RT* (MPa) E* (%)
dial kPal m?)
T2 0,08 +0,011* 64,63 +4,47° 22,4+ 3,97« 4,02 £ 0,282 2,76 £ 0,072 2,07+ 0,322
T4 0,09 +0,014® 8545+3,18 36,11+ 1,29° 3,85+ 0,392 2,03+0,58%¢ 0,35+ 0,02¢
T6 0,08 £0,005% 67,49 +4,25> 20,23 + 3,53% 2,98 +0,87% 2,54+ 0,322 0,30 = 0,10¢
T8 0,10 £0,005® 30,62 +2,39¢ 24,81 + 1,62 2,56 + 0,46 1,17 + 0,46 1,95+ 0,012
T10 0,09 +£0,010® 6547 +2,16° 13,19 +2,83¢ 2,38 £ 0,14° 2,21+ 0,40% 0,29 +0,20¢
T12 0,07 +0,011° 53,55+ 3,06° 34,77 +2,76° 3,14+0,60% 2,25+ 0,31 1,22 +0,05°
T14 0,08+0,013* 39,14 +256% 13,40+ 0,65° 2,75+0,74% 2,41+ 0,42® 0,48 + 0,08
T16 0,11 + 0,0092 54,11 +2,11° 45,92 + 3,018 3,19+0,05% 1,36 + 0,414 0,93 + 0,245
T18 0,06 £0,009° 60,78 +2,12% 30,21 + 4,69 3,75 +0,48%® 0,65 + 0,18¢ 0,65 + 0,12¢

*Meédia de trés repeticbes + desvio padrdo. Onde ES = espessura; S = solubilidade em agua; SA = solubilidade
em &cido; PVA = permeabilidade ao vapor de dgua; RT = resisténcia a tracdo; E = elongacdo. Letras minusculas
diferentes na mesma coluna diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05)

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA), com a finalidade de testar a

adequacidade do modelo para as varidveis solubilidade em &gua (S), solubilidade em acido

(SA), permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), resisténcia a tracdo (RT) e elongacédo (E). Os

valores obtidos em todos os experimentos foram fixados no ponto central (0). Os resultados

obtidos estdo apresentados nas Tabelas 3.7 e 3.8.
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Tabela 3.7 Efeitos estimados de fatores nas respostas experimentais solubilidade em agua,

solubilidade em &cido, permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e alongacéo.

Variavel Fator Efeito (U/mL) Erro padréo p

Solubilidade em agua Média 69,82 0,071 0,000001
X1 (IP) -29,47 0,142 0,000023

X2 (GLI) -8,53 0,148 0,000302

X3(00) -15,66 0,148 0,000090

X4(0C) -5,73 0,148 0,000669

Xs(NA) 18,47 0,148 0,000064

Solubilidade em &cido Média 28,43 0,028 0,000001
X1 (IP) -4,33 0,057 0,000186

X2 (GLI) 18,02 0,60 0,000011

X3(00) -0,91 0,060 0,004355

X4(0OC) 0,81 0,060 0,005417

Xs(NA) 4,81 0,060 0,000158

Permeabilidade ao de Média 4,71 0,014 0,000010
vapor X1 (IP) -1,99 0,029 0,000214
X2 (GLI) -0,06 0,030 0,0159934

X3(00) 0,25 0,030 0,014576

X4 (0OC) 1,05 0,030 0,000856

X5 (NA) 0,27 0,030 0,012553

Resisténcia a tragao Média 1,37 0,001 0,000002
X1 (IP) 1,44 0,003 0,000007

X2 (GLI) -0,77 0,004 0,000028

X3(00) -0,44 0,004 0,000085

X4 (0OC) -0,06 0,004 0,003638

X5 (NA) -0,11 0,004 0,001314

p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca. Onde: IP= isolado proteico; GLI = glicerol; OO = éleo
essencial de orégano; OC = 6leo essencial de cravo-da-india; NA = nanoargila.
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Tabela 3.7 Efeitos estimados de fatores nas respostas experimentais solubilidade em &gua,

solubilidade em é&cido, permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e alongacéo

(continuacao).

Variavel Fator Efeito (U/mL) Erro padréo p
Elongacéo Média 0,81 0,015 0,0003
X1 (IP) 0,22 0,031 0,0193
X2 (GLI) 0,37 0,032 0,0075
X3(00) -0,02 0,032 0,6026
X4(0OC) -0,39 0,032 0,0069
Xs (NA) -0,91 0,032 0,0012

p<0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca. Onde: IP= isolado proteico; GLI = glicerol; OO = 6leo
essencial de orégano; OC = bleo essencial de cravo-da-india; NA = nanoargila.

Para verificar se 0 modelo explica uma quantidade significativa da variacdo dos dados

experimentais, utilizou-se o teste F de significancia. Neste teste, comparou-se os valores de F

estimados a partir dos dados experimentais com o valor tabelado de uma distribuicdo de

frequéncia de referéncia Fv1, v2, a0 nivel de significancia de 5% (p = 0,05).

Para que o modelo encontrado ndo seja apenas estatisticamente significativo, mas que

também seja Gtil para fazer predi¢des o valor calculado do teste F para a regressao deve ser de
4 a 5 vezes maior que o valor tabelado (BARROS NETO et al., 1996).
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Tabela 3.8 Verificacdo da validade estatistica do modelo para solubilidade em &gua (S),
solubilidade em acido (SA), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), resisténcia a tracdo (RT)

e elongacéo (E) de filmes de isolado proteico.

Variavel Fonte de variacao SQ GL MQ Fcalulado Ftabelado
Solubilidade Regresséo 3.423,68 8 427,96 10.699 19,37
em agua Residuos 0,08 2 0,04

Total 3.423,76 10
Solubilidade Regressédo 961,69 8 120,21 17.172,85 19,37
em acido Residuos 0,015 2 0,007
Total 961,71 10
Permeabilidade Regressdo 12,95 8 1,62 810,0 19,37
ao vapor de Residuos 0,004 2 0,002
agua Total 12,96 10
Resisténcia a Regressédo 6,72 8 0,84 28.000 19,37
tracdo Residuos 0,00006 2 0,00003
Total 6,73 10
Elongacéo Regressdo 3,48 8 0,43 215,0 19,37
Residuos 0,004 2 0,002
Total 3,48 10

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F: Fisher.

3.3.4.1 Espessura

A espessura do filme depende diretamente de sua formulacdo e dos parametros de
processamento. Seu controle é necessario para manter as caracteristicas de uniformidade,
repetibilidade das medidas e validade das comparagdes entre as propriedades, além de interferir

nas propriedades mecéanicas dos filmes.
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Os resultados variaram de 0,06 a 0,11 mm entre os tratamentos (Tabela 3.6). Essa
variacdo de espessura e a heterogeneidade exibida por esses materiais séo responsaveis pelas
diferentes respostas em relacdo a analise mecanica. Os valores de espessura foram proximos ao
encontrado para filmes de amido de ervilha, variando de 0,055 a 0,098 mm para tratamentos
com 3% de amido ou 5% de amido e 20% de glicerol, respectivamente (MATTA JUNIOR et
al., 2011). Para filmes preparados a partir de 5% de amido de milho lipofilico, gelatina e sorbitol
como plastificante, foi observada uma espessura media de 0,0451 mm (FAKHOURI et al.,
2009). A forca de perfuracdo, a permeabilidade ao vapor de agua, a diferenca de cor e a
opacidade do filme aumentam linearmente com a espessura dos corpos de prova (SOBRAL,
2000).

Em seu trabalho, Fakhouri et al., (2009) apresentou uma espessura média de 0,035 mm
para filmes preparados a partir de 5% de amido de milho lipofilico, gelatina e sorbitol, tendo
este ultimo a funcdo de plastificante. Esse valor esta abaixo dos resultados obtidos neste
trabalho.

3.3.4.2 Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua é uma propriedade extremamente relevante para filmes
comestiveis, seja para protecdo de alimentos, quando a atividade de agua é alta, ou para filmes
expostos a agua durante o processamento de alimentos embalados (GONTARD et al., 1992).
Para determinadas aplicac6es de filmes, € necessario que sejam até mesmo insollveis em agua
para manter a integridade do produto a ser protegido (PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2000). A
solubilidade em agua obtida variou entre 39,14% e 85,45% (Tabela 5). Pode-se observar que
houve diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05). A menor solubilidade foi
observada no tratamento 8 e a mais alta no tratamento 4, quanto maior o teor de componentes
hidrofilicos no material, maior a solubilidade na dgua (Fakhouri et al., 2012).

Alguns autores, ao avaliar filmes baseados em proteinas miofibrilares da tilapia do Nilo,
obtiveram valores de solubilidade em agua variando de 12,3% a 19,5%. Esses valores foram
atribuidos ao uso de fragOes proteicas de alto peso molecular (MONTERREY-QUINTERO;
SOBRAL, 2000). Nakashima et al., (2016), ao avaliar filmes de coldgeno com a adicéao de 6leo
essencial de cravo-da-india, encontraram valores de solubilidade em agua variando de 2,14% a

11,17%. Todos esses valores sdo inferiores aos encontrados neste estudo.
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Entre os principais efeitos, o isolado proteico e a nanoargila foram os parametros que

mais influenciaram na solubilidade em agua (p <0,05). Contudo, a influéncia do isolado de

proteina foi negativa (Tabela 3.7).

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequacdo do modelo para
a variavel solubilidade em &gua (S) (Tabela 3.8). O modelo para a solubilidade de filmes

proteicos isolados (Eg. 3.11) foi estatisticamente significativo (p <0,05) e preditivo (Fcaiculado fOI

552,35 vezes maior que 0 Frapelado).

S=981.83 — 206.32X1 — 57.50X2 — 105.55X3 — 38.63X4 + 124.52Xs

Eg. 3.11
(R? = 0.9999)
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Figura 3.4 Superficie de resposta da solubilidade em agua dos filmes proteicos, em funcdo das
concentracgdes de isolado proteico e nanoargila.

A superficie de resposta permite a visualizagdo das condigdes do processo de
desenvolvimento de filmes proteicos, expondo os valores de solubilidade, em fungéo do isolado
proteico e da nanoargila (Figura 3.4). Como mostrado pela superficie de resposta (Figura 3,

Tabela 7), as solubilidades dos filmes foram influenciadas pela concentracdo de nanoargila e
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pelos efeitos de sua interagcdo com o isolado proteico. Pode-se observar que quanto menor a
concentracdo de isolado e maior concentracdo de nanoargila, maior sera a solubilidade
solubilidade em &gua (Figura 3.4).

A analise da superficie de resposta (Figura 3.4) demonstrou que a solubilidade em agua
dos filmes proteicos de tilapia, foi influenciada pela concentracdo da nanoargila, pode-se

observar que 0 aumento desta variavel proporcionou um aumento na solubilidade.

3.3.4.3 Solubilidade em acido

Os valores encontrados para a solubilidade acida mostraram que as amostras variaram
entre 13,19% e 45,92% (Tabela 3.6). Pode-se observar que os filmes ndo sofreram influéncia
significativa (p> 0,05) entre as variaveis. O tratamento 16 apresentou a maior solubilidade em
acido. Este fato pode estar associado a uma maior interacao polimeérica entre as matrizes quando
uma maior concentragdo de todos os componentes foi adicionada a solugéo filmogénica.

O glicerol foi a variavel que mais influenciou no aumento da solubilidade em &cido (p
<0,05). Assim, ao passar do nivel inferior para o superior, houve um aumento de 18,02% na
solubilidade em &cido (Tabela 3.7).

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequacgdo do modelo para
a variavel solubilidade acida (SA) (Tabela 3.8). O modelo para a solubilidade &cida de filmes
proteicos isolados (Eq. 3.12) foi estatisticamente significativo (p <0,05) e preditivo (Fcaiculado fOI

886,57 vezes menor que 0 Frabelado).

SA= 981.55 — 73.36X1 + 298.31Xz — 15.10X3 + 13.53X4 + 79.65Xs Eq. 3.12
(R? = 0.9999)

A superficie de resposta para solubilidade em acido é apresentada em funcgéo do dleo
essencial de cravo-da-india e nanoargila. Pode-se observar que houve maior solubilidade ao

utilizar concentragdes mais elevadas de ambas as variaveis (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Superficie de resposta da solubilidade &cida dos filmes proteicos, em funcdo das
concentragOes de nanoargila e glicerol.

3.3.4.4 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua é um atributo utilizado para reconhecer possiveis
formas de transferéncia de massa e interacfes entre os solutos e polimeros nos filmes
biodegradaveis (SOUZA et al., 2011). Ela aumenta com a adi¢do de proteinas na solucéo
formadora de filme, estando diretamente relacionada ao nimero de grupos polares disponiveis
nas cadeias proteicas (DI PIERRO et al., 2006).

Os resultados obtidos para a permeabilidade ao vapor de agua sdo mostrados na Tabela
3.6. Os valores encontrados para a permeabilidade ao vapor d'agua dos filmes da proteina tilapia
no presente estudo variaram de 2,38 a 4,02 g mm d* kPa* m?, ndo apresentando diferenca
significativa entre as variaveis dos experimentos (p <0,05) (Tabela 3.6). Permeabilidades de
vapor de agua variando de 6,8 a 9,2 g mm kPa* dia' m? foram relatadas em outros estudos
para filmes preparados com proteina de pescado e gluten de trigo (NOGUEIRA; MARTINS,

2018), enquanto que valores de 0,77 e 4,99 g mm kPa™ dia* m? encontrados para filmes de

colageno adicionados de 6leo essencial de cravo-da-india por Nakashima et al., (2016), estdo
similares aos valores obtidos neste trabalho.
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O 6leo essencial de cravo-da-india foi a variavel que mais influenciou no aumento da
permeabilidade ao vapor de agua (p <0,05). Isto significa que, aumentando o 6leo essencial de
cravo-da-india, aumenta a permeabilidade ao vapor de agua em 1,05 g mm kPa* dia* m2.
Embora a nanoargila seja reconhecida por criar estruturas em camadas, 0 que impede a
transmissao de vapor de &gua atraves da matriz do filme ou atrasos a difusdo do vapor de agua
devido a tortuosidade das vias (SORRENTINO et al., 2006), aqui apresentou um efeito inferior
ao observado para dleo essencial de cravo-da-india. Finalmente, o glicerol foi a varidvel com

menor influéncia na permeabilidade ao vapor de agua em relacdo aos principais efeitos (Tabela
3.7).

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequacao do modelo para
a variavel permeabilidade ao vapor de agua (PVA) (Tabela 3.8). O modelo para a
permeabilidade ao vapor de agua de filmes de isoado proteico (Eg. 3.12) foi estatisticamente
significativo (p <0,05) e preditivo (Fcaiculado T0i 41,81 vezes maior que 0 Fiapelado)-

PVA =320.01 - 68.32X1 — 2.19X> + 8.19X3 + 34.14X4 + 8.84 X5

Eqg. 3.12
(R2:0.9997)
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Figura 3.6 Superficie de resposta da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes proteicos de

tilapia em funcédo das concentragGes de isolado proteico e 0leo essencial de cravo-da-india.
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A superficie de resposta para a permeabilidade ao vapor de agua é apresentada em
funcdo do isolado proteico e do 6leo essencial de cravo-da-india. Pode-se observar que houve
maior permeabilidade a baixas concentracdes de isolado proteico e maiores concentracfes de

6leo essencial de cravo-da-india (Figura 3.6).

3.3.4.5 Resisténcia a tracao

Os filmes devem ter propriedades mecénicas apropriadas, incluindo resisténcia a tracao
e alongacdo até a ruptura, a fim de manter a integridade constante do alimento durante o
manuseio e armazenamento (GHASEMLOU et al., 2011). Os valores de resisténcia a tracdo
aqui obtidos variaram entre 0,65 e 2,76 MPa, apresentando uma influéncia significativa entre
os tratamentos (Tabela 3.6).

Comparando esses resultados com outros filmes a base de proteina de peixe, foi relatado
em outros trabalhos resisténcia a tracdo entre 7,2 e 10,7 MPa para corvina (Micropogonias
furnieri) (CORTEZ-VEGA et al., 2013), de 8,8 MPa para corvina argentina (Umbrina canosai)
(ROCHA et al., 2014) e entre 1,11 e 3,9 MPa para filmes isolados de proteina de anchoita
(Engraulis anchoita) (ROCHA et al., 2013). Assim, estas variacdes podem estar relacionadas
com diferengas nas matérias-primas, resultando em isolados proteicos com composicdes
variadas de aminoacidos.

Além disso, a resisténcia a tracdo dos filmes também depende das caracteristicas do
material formador do filme e da coesdo da estrutura da matriz polimérica (GONTARD et al.,
1994). Por exemplo, filmes com caracteristicas heterogéneas apresentam uma descontinuidade
na estrutura da rede, o que provoca maior fragilidade do filme, devido a pontos mais suscetiveis
a quebra, reduzindo a resisténcia a tracdo, o que pode ter influenciado os resultados deste
trabalho (DEBEAUFORT; VOILLEY, 1997).

O isolado proteico da tilapia do Nilo apresentou efeito positivo na resisténcia a tracéo.
Assim, a variacdo da proteina do nivel mais baixo para o nivel superior representa um aumento
de 1,44 MPa na resisténcia a tracdo (Tabela 3.7). Esse efeito é explicado pelo fato de que,
guando a proteina é adicionada aos filmes, a quantidade de grupos sulfeto aumenta, o que
aumenta o numero de ligacGes covalentes na matriz filmogénica e, consequentemente, provoca
a obtencdo de filmes mais resistentes (PEREZ GAGO; KROCHTA, 2001). No entanto, foi a
Unica variavel que apresentou efeito positivo sobre a resisténcia a tragdo (Tabela 3.7). Assim, é

provavel que a influéncia negativa das outras variaveis possa ter diminuido o papel do isolado
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proteico na resisténcia dos filmes quando combinados para formar uma estrutura filmogénica
heterogénea (GONTARD et al., 1994; DEBEAUFORT; VOILLEY, 1997).

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a adequacdo do modelo para
a resisténcia a tracdo variavel (RT) (Tabela 3.8). O modelo para a resisténcia a tracao dos filmes

isolados de proteina (Eq. 3.13) foi estatisticamente significativo (p <0,05) e preditivo (Fcaiculado
foi 1,445.53 vezes maior que 0 Frabelado).

RT=700.47 + 369.58X1 — 190.44X, — 018.39X3 — 16.53X4 — 27.55X5s Eg. 3.13
(R?=0.9999)
A superficie de resposta para resisténcia a tracdo é apresentada como uma funcéo de
isolado proteico e glicerol. Pode-se observar que quanto maior o teor de proteina e menor o teor
de glicerol, maior é a resisténcia a tracéo (Figura 3).
A Figura 3.7 apresenta a superficie de resposta, que permite uma visualizacdo das

condicdes do processo de desenvolvimento de filmes proteicos, expondo valores de resisténcia
a tracdo, em funcao do isolado proteico e o glicerol.

Resisténcia a tragdo (MPa)

-2
-2
B <
B <0
P

Figura 3.7 Superficie de resposta da resisténcia a tracdo dos filmes proteicos de tilapia em
funcéo das concentragdes de isolado proteico e glicerol.
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3.3.4.6 Elongagéo

Em relacdo aos valores de elongacao, os filmes mostraram uma variagédo entre 0,29 e
2,07% (Tabela 3.6). Esses intervalos sdo inferiores aos reportados para filmes preparados com
isolado proteico de anchoita, atingindo 9,0% sem a incorporacdo de aditivos (ROCHA et al.,
2014). Esses compostos combinados com a proteina de pescado podem aumentar o
alongamento (CORTEZ-VEGA et al., 2013; ROCHA et al., 2014; NOGUEIRA; MARTINS,
2018).

Mudancas nas propriedades de elongacdo indicam alteracbes na organizagdo
tridimensional, delineando a densidade e reversibilidade das interacdes intermoleculares que
ocorrem na organizacgéo da rede proteica que forma o filme, com o aumento do volume vazio e
a mobilidade da cadeia (GALIETTA etal., 1998).

De acordo com a andlise dos efeitos, a nanoargila foi o parametro que apresentou maior
influéncia na elongacdo, quando considerados os principais efeitos (p <0,05). No entanto, a
influéncia da nanoargila foi negativa (Tabela 3.7), indicando que a reducéo desse componente
pode aumentar a elongacéo dos filmes de proteina da tilapia do Nilo.

A analise de variancia (ANOVA\) foi realizada para avaliar a adequacdo do modelo para
a variavel elongagdo (E) (Tabela 3.8). O modelo para a elongagdo dos filmes isolados de
proteina (Eq. 3.14) foi estatisticamente significativo (p <0,05) e preditivo (Fcaiculado foi 11,10

vezes maior que 0 Frabelado).

E =52.07 + 7.08X1 + 11.48X, — 11.94X3 — 28.01X4 Eq. 3.14
(R? = 0.9987)

A superficie de resposta para elongacdo é apresentada em funcdo do Gleo essencial de
cravo-da-india e nanoargila. Pode-se observar que a reducdo na concentracdo de nanoargila e
aumento na concentracdo de 6leo essencial de cravo influenciou no aumento da elongacéo,
(Figura 3.8).
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Figura 3.8 Superficie de resposta entre os componentes da elongacao dos filmes proteicos em

funcdo das concentracdes de nanoargila e éleo essencial de cravo-da-india.

3.3.4.7 Cor e opacidade

A cor dos filmes pode influenciar a aceitacdo para fins comestiveis e ndo comestiveis.
A opacidade dos filmes é resultado da morfologia ou estrutura quimica associada a massa
molecular do material. Esta caracteristica deve ser levada em conta, uma vez que a transparéncia
dos filmes é um aspecto importante para a aceitacdo do consumidor (CHEN, 1995).

Os resultados mostraram uma diferenca significativa (p <0,05) para 0s parametros de
cor (L*, a*, b*, AE*) dos filmes de isolado proteico (Tabela 3.9). Os filmes podem ser
considerados de alta coloracdo (AE*> 4), o que pode estar associado a varia¢do da composicdo
de seus componentes (isolado proteico, glicerol, nanoargila, 6leos essenciais de cravo-da-india
e orégano). Os valores do pardmetro a* proximo a 0 indicam que os filmes tiveram pouca
tendéncia a uma cor esverdeada, pois quanto maior o valor negativo do parametro, mais ele

tende a verde. O pardmetro b* indica que todos os filmes apresentaram cor tendendo ao
amarelo, tipico do colageno.
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Tabela 3.9 Resultados de cor dos filmes desenvolvidos a partir de residuos de tilapia.

Tratamento L* Chroma a* Chroma b* Opacidade* AE*
2 87,20+1,04®  0,35+0,14° 1991+2,18¢ 16,97 +0,63° 89,53 +1,02
4 86,53 + 1,80% 0,29 + 0,08° 20,87 £2,18¢ 19,12+ 1,47° 89,06 +1,40
6 79,22 £ 0,24° 2,30 +£0,08? 28,65+0,10® 33,31+4,19° 84,36+2,10
8 83,42 +1,62° 1,27 +£0,66" 26,24 +0,91 18,75+3,66° 87,30+2,05
10 85,16 + 1,08 0,91 +0,24° 23,57 £1,00 24,76 +4,18" 88,40+ 1,09
12 86,75 + 1,08% 0,55 + 0,34° 2350+2,06 17,81+1,21° 89,91+0,79
14 78,80 + 0,96° 2,97 £ 0,30? 32,10+0,69* 20,99+286° 8516+1,18
16 76,35+ 1,98° 2,28 + 0,567 30,73+0,68% 2343+3,81" 8237+1,95
18 88,04 £ 1,60% 0,38 +0,28° 20,19+256% 18,37+1,00° 90,39+1,18

*Meédia de 3 repeticOes * desvio padrao.

A luminosidade pode ser verificada na faixa de 100 (branco) a zero (preto), que o
diferencia em claro e escuro. Este parametro para os filmes proteicos variou entre 76,35 e 88,04
(Tabela 3.9), com a maioria deles acima de 80, indicando que sdo filmes mais claros.

Os resultados mostram que houve diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05).

Os resultados de opacidade mostraram que houve uma variacgao significativa (p <0,05)
entre 16,97% e 33,31%, indicando que sdo filmes opacos (Tabela 3.9). O tratamento 2
apresentou o filme menos opaco e o tratamento 10, 0 mais opaco. Esses resultados podem estar
relacionados a desnaturacdo das proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares, nas quais as
temperaturas de desnaturagdo sdo menores que a temperatura de tratamento térmico
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000). Além disso, a presenca dos 6leos essenciais
de orégano e cravo-da-india e do préprio isolado proteico contribuem para a coloragédo
amarelada, o que provavelmente pode estar relacionado a opacidade encontrada neste estudo.

Os filmes mais opacos inibem a transmissao de luz, que pode ser uma caracteristica
desejada quando a luz é um fator de degradacéo para produtos embalados (ZAVAREZE et al.,
2012). Foi relatado em outro trabalho a opacidade de filmes proteicos de tilapia com diferentes
concentracgdes de plastificantes variando de 25% a 45% (SOBRAL et al., 2004). Esses valores
sdo superiores aos encontrados neste estudo. No entanto, aproximam-se do encontrado para 0s
filmes de corvina, que variaram de 10,9% a 14,2% (NOGUEIRA; MARTINS, 2018).

Segundo Brito (2013), a adi¢do de 6leos ou derivados promove um aumento na difracdo

dos raios luminosos que atravessam o filme, produzindo assim maior opacidade. Os resultados
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obtidos s&o superiores aos demonstrados por Fakhoury et al., (2012), que indicaram opacidade

de 14,5 para filmes a base de amido de mandioca modificado, gelatina e glicerol.

3.3.4.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A anélise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a
relacdo entre caracteristicas superficiais (homogeneidade, estrutura, porosidade, rachaduras e
maciez) e propriedades (resisténcia a tracdo, alongamento e permeabilidade ao vapor de agua)
(BILBAO-SAINZ et al., 2010). Devido a grande profundidade do foco e a alta resolucéo, esta
analise permite observar a estrutura dos filmes e os efeitos dos tratamentos no arranjo da matriz
formadora de filme (CARVALHO et al., 2002).

Os filmes apresentaram descontinuidades, presenca de cristais aglomerados e/ou
dispersos, bolhas que podem estar associadas ao processo de homogeneiza¢do na preparagao
do filme, secagem e interacdo molecular entre os compostos (Figura 3.9). As descontinuidades

na estrutura do filme poderiam auxiliar na formacao de vias preferenciais de difusdo de vapor

de &gua, o que explicaria a permeabilidade ao vapor de agua (SOUZA et al., 2011; BODINI et
al., 2013).

T2 T4 T6 T8 T10

T12 T14 T16 T18

Figura 3.9 Fotomicrografia eletronica de varredura da superficie dos nove tratamentos de
filme de isolado proteico de tilapia. Ampliacdo de 1000X.
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Legenda: T2 (1,59 de IP, 0,2g de GLI e 0,1g de NA), T4 (1,59 de IP, 0,4g de GLI e 0,3g de NA), T6
(1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,4g de OO e 0,3g de NA),T8 (1,59 de IP, 0,4g de GLI, 0,4g de OO e 0,1g de
NA), T10 (1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,49 de OC e 0,3g de NA), T12 (1,59 de IP, 0,4g de GLI, 0,4g de
OC e 0,1g de NA), T14 (1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,1g de NA), T16 (1,59 de
IP, 0,4g de GLI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,3g de NA) e T18 (1,0g de IP, 0,3g de GLI, 0,2g de OO,
0,2g de OC e 0,2g de NA).

De acordo com as fotomicrografias das bordas, os filmes isolados de proteina nos
tratamentos 6 e 12 foram homogéneos, com estrutura compactada, livres de bolhas de ar, apesar
de apresentarem irregularidades superficiais. As amostras apresentaram boa miscibilidade,
sugerindo uma interacdo favoravel entre os componentes dessas formulacGes (Figura 5). Essas
interacdes e seu arranjo durante a formacao do filme no processo de secagem alteram a estrutura
final do mesmo (PASTOR et al., 2010), fato que pode ter influenciado as superficies analisadas
neste trabalho. Os filmes de proteina dos tratamentos 10 e 16 tinham uma superficie irregular,
granular e porosa. Também foi possivel observar que os glébulos formados nas peliculas dos
tratamentos 6 e 12 foram mais estabilizados dentro da estrutura proteica durante a secagem em

comparacdo com os filmes dos tratamentos 10 e 16 (Figura 3.10).

Figura 3.10 Fotomicrografia eletronica de varredura de filme de isolado proteico de tilapia,
mostrando a lateral dos tratamentos T6 e T12 e a superficie do filme nos tratamentos T10 e
T16. Ampliacdo de 2000X.

Legenda: T6 (1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,4g de OO e 0,3g de NA), T10 (1,5g de IP, 0,2g de GLI, 0,4g
de OC e 0,3g de NA), T12 (1,5g de IP, 0,49 de GLI, 0,4g de OC e 0,1g de NA) e T16 (1,5g de IP, 0,49
de GLI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,3g de NA).
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3.3.4.9 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise DSC permitiu comparar os filmes dos tratamentos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16
(Figura 6). Essa analise mede as temperaturas e o fluxo de calor associado as transicdes de
material em funcdo da temperatura e do tempo, fornecendo informagdes sobre mudancas fisicas
e quimicas envolvendo processos endotérmicos, como transicoes de fase, desidratacdo, algumas
decomposicdes e reacdes exotérmicas, incluindo cristalizacdo, oxidacdo, reacOes de

decomposi¢do ou mudancas na capacidade de calor (SARPIETRO et al., 2014).

DSC
mW

-2.00-

-4.00- - ~/
T4
T6

— T8
T10

— T12

— T
600 —— 116

50.00 100,00 150,00 200.00
Temp [C]

Figura 3.11 Termogramas de DSC dos filmes de isolado proteico de tilapia.

Legenda: T2 (1,59 de IP, 0,2g de GLI e 0,1g de NA), T4 (1,59 de IP, 0,4g de GLI e 0,3g de NA), T6
(1,59 de IP, 0,2g de GL1I, 0,4g de OO e 0,3g de NA), T8 (1,59 de IP, 0,49 de GLI, 0,4g de OO e 0,1g de
NA), T10 (1,59 de IP, 0,2g de GLI, 0,49 de OC e 0,3g de NA), T12 (1,59 de IP, 0,4g de GLI, 0,4g de
OC e 0,1g de nanoargila), T14 (1,59 de IP, 0,2g de GLlI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,1g de NA), T16
(1,59 de IP, 0,4g de GLI, 0,4g de OO, 0,4g de OC e 0,3g de NA).

De acordo com a Figura 3.11, pode-se observar os picos endotérmicos com as seguintes
caracteristicas: temperatura de reacdo inicial proxima a 25 °C e picos entre 148 e 168 °C. A
analise de DSC que apresentou 0 pico de temperatura mais elevado corresponde a fusdo do
tratamento 12. Representou a energia necessaria capaz de elevar o estado de agitacdo molecular

levando ao estado solido ao estado liquido. Interagcdes intercaladas entre o polimero e a
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nanoparticula diminuem a mobilidade rotacional e translacional ao aumentar a temperatura, isto
requer mais energia para ocorrer a transicao vitrea. A temperatura de transicao vitrea é tomada
como o valor médio da faixa de temperatura que, durante o aquecimento de um polimero
material, que esta a uma temperatura muito baixa, muda para valores aumentados, permitindo
que as cadeias poliméricas que estdo em uma fase amorfa se tornem moveis, alterando a
conformacao da estrutura (ANDRADE et al., 2017).

3.3.4.10 Analise de Difracdo de Raios-X

As propriedades estruturais dos filmes proteicos da tilapia foram determinadas por
andlise de difracdo de raios X, onde as regides cristalinas podem ser observadas através da
presenca de picos pontiagudos. A Figura 3.12 mostra o tipo de estrutura de filmes de isolado
proteico de tilapia nos tratamentos 8 e 16, onde observa-se 0s espectros que abrangem o maior
e 0 menor comprimento de onda.

Nenhuma mudanga foi observada na formacdo das regides cristalinas, mas na
intensidade entre as amostras. O filme T8 mostrou-se mais cristalino que o filme T16. O filme
T8 apresentou regides cristalinas claramente observadas nos picos definidos nas regides de 26
= 17°, 26 = 20°, 206 = 25° e 20 = 45°, enquanto no filme T16 predomina uma estrutura
semelhante a polimero com picos nas regies 20 = 25° e 26 = 45°, mostrando bandas largas na
regido entre 20 = 15° e 20 = 42°. As bandas largas observadas nessa regidao indicam que 0s
filmes T16 apresentaram uma porcentagem muito baixa do grau de cristalinidade quando
comparados aos filmes T8 (Figura 3.12). A presenca de picos nos filmes proteicos da tilapia
deve-se ao fato de que quando a irradiacéo afeta a camada superficial do filme com os demais
componentes, um reflexo da irradiacdo deixa de penetrar, representando um filme amorfo,

possivelmente devido a sua composicao.



68

Y ==

2000 + \y

Intensidade (Contagens/s)

0 20 40 60 80 100

[ T16

4000 I(\\
l

2000 +

oens/s)
-~
‘-‘l-

Intensidade (Conta

0 v Y v Y v ' v v

0 20 40 60 80 100

\nguln 20()

Figura 3.12 Difratograma de filmes de isolado proteico de tilapia.
Legenda: T8 (1,59 de IP, 0,49 de GLI, 0,4g de OO e 0,1g de NA) e T16 (1,59 de IP, 0,4g de GLI, 0,49
de OO, 0,4g de OC e 0,3g de NA).

Bidusk et al. (2017) em seus estudos com filmes de biocompostos de amido de trigo
fosforilados e reticulados na presenca de oxido de polietileno, verificaram que os filmes
apresentaram uma estrutura semicristalina, com uma maior regido amorfa, caracteristica de

materiais de amido submetidos ao processamento térmico.
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3.3.4.10 Espectroscopia Infravermelha (FTIR)

Os espectros de absorcdo dos filmes de proteina de tilapia de T2 e T16 sdo observados
na faixa de 4000 - 750 cm™ (Figura 3.13). Estes tratamentos representam os espectros com a
menor e a maior intensidade dos picos caracteristicos dos grupos funcionais.

Nesta regido, as variagOes na estrutura da amostra sao diferenciadas pela localizagdo do
pico de absorcdo na banda do comprimento de onda caracteristico e pela intensidade da
absorcéo de energia.

A comparacdo dos espectros obtidos a partir dos filmes T2 (menor concentracdo dos
componentes) e dos filmes T16 (maior concentracdo dos componentes) revelou diversas
variagBes devido as interacdes intermoleculares e intramoleculares (Figura 3.13).

Os espectros de infravermelho dos filmes proteicos de tilapia mostraram que eles tém
uma estrutura amorfa como consequéncia do tratamento térmico feito na solucéo filmogénica e
que as propriedades dos filmes estdo associadas as bandas de absorbancia entre 1752 e 709 cm”
1. Os espectros mostram um aumento na largura de banda de 50cm™, sendo possivel verificar
o0s picos em diferentes comprimentos de onda em ambos os filmes (Figura 8). Certas bandas de
absorcdo, como aquelas dos modos de deformacédo axial de C-H, O-H e C=0, permanecem
predominantemente estaveis no espectro, independentemente das interacoes.

As principais caracteristicas estruturais observadas dos filmes proteicos e as interacées
entre seus componentes indicam que houve interacdo entre o isolado proteico, o glicerol, 0s
Oleos essenciais e a nanoargila. As amplitudes de pico do filme T16 foram maiores,

possivelmente devido as maiores concentracdes das variaveis avaliadas.
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Figura 3.13 Espectro de filme de isolado proteico de tilpia T2 e T16, na faixa de nimero de
onda de 4000 — 750 cm™,

Legenda: T2 (1,59 de IP, 0,2g de GLI e 0,1g de NA), e T16 (1,5¢g de IP, 0,4g de GLI, 0,4g de OO, 0,49
de OC e 0,3g de NA).

3.3.4.11 Atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhymurium nos filmes
proteicos foi realizada pelo método de difusdo em disco, incorporando diferentes concentraces

de glicerol, nanoargila e 6leos essenciais (Figura 3.14).
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Os resultados obtidos demonstraram que os discos de filme ndo eram adequados para a
formacédo de halo inibitorio (Figura 3.14), isto é, os 6leos essenciais ndo apresentavam a
atividade antimicrobiana esperada. Sabe-se que fatores como condicGes de cultivo, meio de
cultura, concentracdo de substancias testadas, dispersdo e emulsificacdo dos agentes utilizados
podem interferir nos resultados antimicrobianos (RIOS; RECIO, 2005) e que o uso de
antimicrobianos e a técnica utilizada para a formacéo de filmes pode modificar as propriedades
fisicas, mecanicas e antimicrobianas dos filmes de proteinas, devido a sua interagdo com 0s
varios agentes microbianos (SAYANJALI et al., 2011). Como ndo houve nenhum problema
identificado durante a preparacdo das culturas, é mais provavel que a perda da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais tenha ocorrido devido a mudangas em sua propria estrutura

durante a formacdo da estrutura da matriz polimérica dos filmes.

Figura 3.14 Atividade antimicrobiana dos filmes biopoliméricos de isolado proteico de tilapia.
Legenda: A avaliacdo da atividade antimicrobiana para: a = Staphylococcus aureus; b =
Staphylococcus epidermidis; ¢ = Escherichia coli; d = Pseudomonas aeruginosa; e =

Salmonella typhymurium.
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3.4 CONCLUSAO

A técnica utilizada para extrair as proteinas miofibrilares foi eficaz para produzir um
isolado proteico de alto valor agregado a partir de carne mecanicamente separada de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). O isolado proteico obtido apresentou 85% de proteina total da
matéria-prima, permitindo sua utilizagdo como alternativa para a producdo de filmes de
biopolimeros a base de proteinas.

Neste trabalho os 6leos essenciais de glicerol, nanoargila e cravo-da-india e orégano
foram incorporados com sucesso aos filmes. Apesar da adi¢do de isolado proteico ter
apresentado maior influéncia na solubilidade do pardmetro na &gua do que os demais
componentes, essa influéncia foi negativa. Assim, a reducéo do isolado proteico aumentou a
solubilidade dos filmes. Essa caracteristica também foi observada para os parametros
permeabilidade ao vapor de agua e elongacao, onde as variaveis proteina isolada e nanoargila,
respectivamente, influenciaram mais negativamente as caracteristicas dos filmes analisados.
Para a solubilidade &cida e resisténcia a tracdo, a influéncia foi positiva, sendo o glicerol e 0
isolado proteico, respectivamente, os fatores mais significativos. Assim, quanto maior a
concentracdo desses componentes, maior a solubilidade acida e a resisténcia a tragéo.

Os Oleos essenciais ndo apresentaram atividade antimicrobiana para Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella

typhymurium quando incorporados aos demais componentes dos filmes.
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4 ELABORACAO DE FILMES BIOPOLIMERICOS DE RESIDUOS DE TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus) COM INCORPORACAO DE GELATINA

Resumo: Estudos que visem novos materiais e tecnologias capazes de reduzir danos ambientais
tem aumentado nos Gltimos anos. Pesquisas em todo o mundo vem crescendo com interesse de
reduzir a utilizacdo de materiais de dificil degradacéo e busca-se por alternativas viaveis para
substituicdo destes materiais. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes a
base de isolado proteico de tilapia com diferentes concentracdes de gelatina, glicerol e sorbitol;
avaliar as propriedades de espessura, solubilidade em &gua, permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), resisténcia a tracao, elongacéo, cor e opacidade. Para obtencdo dos filmes utilizou-se a
técnica de casting empregando diferentes combinacdes de isolado proteico (0,0; 0,75; 1,5; 2,25
e 3,0 g/100 mL de agua), gelatina (0,0; 0,75; 1,5; 2,25 e 3,0 g/100 mL de &gua) e plastificantes
glicerol ou sorbitol (0,0; 0,15; 0,3; 0,45 e 0,6 g/100 mL de &gua). Os filmes apresentaram boa
continuidade, manuseabilidade e auséncia de bolhas e rachaduras na superficie. Os filmes
proteicos com gelatina apresentaram valores para espessura com variagao entre 0,04 a 0,09 mm,
para solubilidade em agua os resultados variaram entre 4,11 e 28,72%. Os valores obtidos para
PVA encontram-se entre 7,12 e 16,36 gmm d*KPa™m, resisténcia a tragdo de 12,43 a 155,57
MPa e para elongacdo de 2,14 a 125,33%. Os filmes proteicos com gelatina apresentaram-se
promissores, do ponto de vista das propriedades mecénicas, aparéncia visual e facil manuseio,
bem como baixa permeabilidade ao vapor de agua e a baixa solubilidade. Concluiu-se que o
isolado proteico foi a varidvel que apresentou maior influencia sobre os parametros espessura,
solubilidade, PVA e elongacdo. Apresentaram bons aspectos homogéneos, continuos, boa
manuseabilidade e apresentaram coloragéo tendendo para o amarelo.

Palavras-chave: gelatina; biopolimeros; concentracéo

Abstract: Studies targeting new materials and technologies that can reduce environmental
damage have increased in recent years. Research around the world has been growing with a
view to reducing the use of materials that are difficult to degrade and looking for viable
alternatives to replace these materials. Thus, the objective of this work was to develop tilapia
protein isolate films with different concentrations of gelatin, glycerol and sorbitol; evaluate the
properties of thickness, water solubility, water vapor permeability (WVP), tensile strength,
elongation, color and opacity. The films were obtained by casting using different combinations
of protein isolate (0.0, 0.75, 1.5, 2.25 and 3.0 g / 100 mL of water), gelatin (0.0 0.75, 1.5, 2.25
and 3.0 g / 100 mL water) and plasticizers glycerol or sorbitol (0.0; 0.15; 0.3; 0.45and 0.6 g /
100 mL of water). The films presented good continuity, maneuverability and absence of bubbles
and cracks on the surface. The gelatin protein films presented values for thickness ranging from
0.04 to 0.09 mm, for water solubility the results ranged from 4.11 to 28.72%. The values
obtained for PVA are between 7.12 and 16.36 gmm d*KPa™m2, tensile strength from 12.43 to
155.57 MPa and for elongation from 2.14 to 125.33%. Gelatine protein films were promising
from the point of view of mechanical properties, visual appearance and easy handling, as well
as low water vapor permeability and low solubility. It was concluded that the protein isolate
was the variable that had the greatest influence on the parameters thickness, solubility, PVA
and elongation. They presented good homogeneous, continuous aspects, good maneuverability
and presented a color tending towards yellow.

Keywords: gelatine; biopolymers; concentration
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4.1 INTRODUCAO

Novos materiais e tecnologias capazes de minimizar danos a0 meio ambiente tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos. Pesquisas que visam a reducdo na utilizagédo
de materiais de dificil degradacdo vem crescendo em todo o mundo, buscando-se por
alternativas viaveis para substituicdo destes materiais (FARIAS et al., 2012).

Neste contexto, os filmes biodegradaveis formados a partir de polimeros naturais,
especialmente proteinas, polissacarideos e lipidios estdo inseridos por apresentarem potencial
aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéutica (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL,
2000; DIEGUEZ el al., 2015).

De maneira geral, os filmes a base de proteina apresentam boa resisténcia mecanica,
porém reduzida barreira ao vapor de dgua (GOMEZ-ESTACA et al., 2016). Por outro lado,
devido as caracteristicas hidrofilicas da proteina, possuem limitacdes relacionadas a sua pouca
estabilidade frente as mudancas climaticas e a alta solubilidade em &gua, esses filmes
apresentam elevada susceptibilidade as condi¢cdes ambientais o que dificulta sua aplicacéo
como embalagem. Na tentativa de melhorar estas caracteristicas, diversas alternativas tém sido
estudadas, tais como: modificacdo quimica e enzimatica da gelatina (CARVALHO; GROSSO,
2006); utilizacdo de misturas de plastificantes (THOMAZINE et al., 2005); incorporacdo de
lipidios (BERTAN et al., 2005) e avaliagdo do efeito de diferentes plastificantes com diferentes
graus de hidrofilicidade (VANIN et al., 2005).

Nos Ultimos anos as proteinas de pescado tem sido estudadas com interesse na
tecnologia de biofilmes. Os filmes biodegradaveis a base de pescado exibem alguns atributos
interessantes como a capacidade de formar redes, plasticidade e elasticidade (ZAVAREZE et
al., 2012).

Dentre as proteinas, a gelatina desperta interesse por ser uma matéria-prima abundante,
produzida praticamente em todo o0 mundo com custo relativamente baixo e por ter excelentes
propriedades funcionais e filmogénica (CARVALHO et al., 2002; SARANTOPOULOS et al.,
2002). Este fato esta associado principalmente a estrutura especifica que as proteinas possuem
e a sua capacidade de formar ligacBGes covalentes intermoleculares e ligagGes de hidrogénio
(SOUSA, 2012).

Os plastificantes sdo aderidos na matriz dos filmes, o que gera aumento no espaco livre
entre as cadeias poliméricas, provocando a diminuicdo das forcas intermoleculares, aumento da

flexibilidade e manuseabilidade, com reducdo de possiveis descontinuidades e regides
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quebradicas devido a facilidade dessas moléculas de se ligarem entre as cadeias dos
polissacarideos por quebra das pontes de hidrogénio (ANDRECEUTTI et al., 2010). Os
plastificantes devem ser compativeis com o biopolimeros, o glicerol e o sorbitol possuem
propriedades que interagem com as cadeias do filme, aumentando a mobilidade molecular e a
flexibilidade, embora possam aumentar a hidrofilicidade e permeabilidade ao vapor de agua
dos mesmos (ALVES et al., 2015).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da adicdo de diferentes
concentracgdes de glicerol, sorbitol e gelatina em filmes proteicos oriundos de residuos de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), a fim de avaliar o efeito destes componentes nas propriedades

filmogénicas.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Obtencao dos filmes biopoliméricos

Os filmes de isolado proteico e gelatina foram elaborados segundo a técnica casting. A
solucdo filmogénica foi elaborada com 100 mL de &agua destilada com as seguintes
concentracdes de isolado proteico de tilapia (0,0; 0,75; 1,5; 2,25 e 3,0 %); gelatina (0,0; 0,75;
1,5; 2,25 e 3,0 %) e glicerol ou sorbitol (0,0; 0,15; 0,3; 0,45 e 0,6 %).

Inicialmente para o preparo da dispersdo aquosa, 0 isolado proteico de tilapia foi
acrescido de 100 mL de agua destilada em béquer. Esta dispersdo aquosa foi mantida em
agitacdo suave e constante por 10 min. em agitador magnético (TECNAL, modelo TE - 0851,
Séao Paulo, Brasil) a 30 °C, para hidratacdo do isolado. Ap6s a hidratacéo, ajustou-se o pH da
dispersdo para 11 com adi¢do de NaOH 1 N (Merck) utilizando pHmetro de bancada (modelo
QUIMIS, Séao Paulo, Brasil) mantendo-se agitacdo constante por mais 10 min. Em seguida, a
temperatura foi elevada para 80 °C. Apos a completa dissolugédo do isolado proteico, adicionou-
se o glicerol ou sorbitol previamente solubilizado em &gua destilada, mantendo-se o pH em 11.
Posteriormente, a solucéo filmogénica foi mantida em agitacao por 20 min. e reservada para ser
acrescida da segunda solucédo filmogénica.

Para obtencdo da solucdo filmogénica, a concentracdo de gelatina (g) foi pesada em
balanca analitica (CE, modelo AY220, Filipinas). Ap6s homogeneizacéo, a solugéo foi levada
ao banho termostatico (TECNAL, modelo TE-054 MAG, Sao Paulo, Brasil) sem agitagéo,

aquecido a 80 °C, por 10 min. A solucdo foi mantida sob agitagdo reduzida para evitar a
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formacdo de precipitados e melhor homogeneizacdo da amostra. Apos a obtencdo da solugéo
filmogénica de gelatina, foi adicionada a solucdo filmogénica preparada anteriormente de
maneira suave para evitar a formacao de bolhas na amostra. Para producéo dos filmes, a solucéo
filmogénica (30 mL) foi transferida para placa de Petri. Os filmes foram feitos em triplicatas,
com secagem em temperatura ambiente controlada a 25°C, durante 96 h e armazenados em

umidade relativa de 56%, para posteriores analises.

4.2.2 Avaliacdo subjetiva dos filmes biopoliméricos

Para a avaliacdo subjetiva dos filmes biopoliméricos, foram empregados pardmetros
estabelecidos por Gontard et al., (1992), verificando-se as seguintes caracteristicas dos filmes:
continuidade (auséncia de ruptura ou fratura apds a secagem), homogeneidade (auséncia de
particulas insoltveis ou bolhas visiveis ao olho nu, ou zonas de opacidade ou de cores
diferenciadas) e manuseabilidade (possibilidade de ser manuseado sem riscos de ruptura). Os

filmes que n&o apresentaram tais caracteristicas foram descartados.

4.2.3 Caracterizacao de filmes biopoliméricos

Os métodos utilizados para avaliacdo das propriedades dos filmes biopoliméricos sdo
adaptados dos métodos tradicionais aplicados aos materiais sintéticos, levando em
consideracdo, a grande sensibilidade, umidade relativa e a temperatura, que estdo envolvidas
com os filmes biopoliméricos (GUILBERT; BIQUET, 1995).

As propriedades dos filmes estdo relacionadas com as interacdes entre as moléculas dos
componentes que formam a matriz polimérica e 0 componente estrutural ou reforco. O uso de
filmes para uma determinada aplicacdo vai depender de suas propriedades mecanicas, de
barreira a gases, permeabilidade ao vapor de agua, térmicas, Opticas e transparéncia.

4.2.3.1 Espessura

A espessura do filme foi medida usando um micrémetro externo (Digimes, S&o Paulo,
Brasil). O valor final representou a média de 5 medicdes aleatorias feitas em diferentes partes

do filme.
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4.2.3.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi determinada de acordo com o método proposto
por GONTARD et al., (1994). Amostras de discos com 2 cm de diametro foram extraidas dos
filmes em triplicata. A matéria seca inicial das amostras foi obtida por secagem em estufa de
circulacdo de ar forgcado por 24 h a 105 °C. Ap0s a primeira pesagem, as amostras foram imersas
em recipiente contendo 50 mL de &gua destilada e mantidas sob agitacdo lenta constante a 50
rpm em agitador orbital a 25 °C por 24 h (Cientec, CT-712RNT). As amostras foram entdo
removidas e secas em estufa de circulacéo de ar forgado e de renovacao a 105 °C durante mais
24 h antes de determinar a matéria seca final. A solubilidade do filme foi representada pelo
material solvel total dissolvido em &gua, calculado de acordo com a Eq. 4.1.

(mi - mf)

S(%) - mf

x100 Equacédo 4.1

Onde: S = solubilidade em agua (%); mi = massa seca inicial da amostra (g); mf = massa seca

final da amostra (g).

4.2.3.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada em triplicata de acordo com
0 método gravimétrico padrdo modificado E-96 (ASTM, 2000a). Os filmes foram selados em
células de aluminio de permeacgdo com érea de permeacdo de 0,13 m2, contendo cloreto de
calcio e selados com parafina para garantir a migracdo da umidade somente através da area
exposta do bioplastico. As células de permeacdo foram colocadas em dessecadores mantidos a
25 °C e umidade relativa de 75%. A guantidade de vapor de dgua que migra através do filme
foi determinada a partir do ganho de massa do cloreto de calcio, medido a cada 24 h por 7 dias
(PIMENTEL et al., 2018). O efeito do espaco aéreo entre a regido abaixo do filme e a superficie
do cloreto de calcio das células de teste ndo foi considerado no célculo (GENNADIOS et al.,
1994; MCHUGH; KROCHTA, 1994). A PVA foi calculada de acordo com a Eq. 4.2.

AW L ~
X— Equacéo 4.2
txAE AP

PVA =
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Onde: PVA = permeabilidade ao vapor de agua g mm dia* kPa* m?2;, AW = ganho de massa
pela célula (g); L = espessura inicial do filme (mm); t = tempo de armazenamento (dias); AE =

area do filme exposta (m?); AP = diferenca de presséo parcial (kPa).

4.2.3.4 Resisténcia a tracao e elongacéo

A resisténcia a tracdo e a elongacéo na ruptura foram determinados em triplicata usando
0 Analisador de Textura TA-XT2 (SMS, Surrey, UK), operado de acordo com o método padréo
ASTM D 882-83 (ASTM, 2000b), modificado em outros trabalhos (TANADA-PALMU et al.,
2000). Os filmes foram cortados em retangulos (8,0 cm de comprimento por 2,5 cm de largura)
e fixados em garras com distancia inicial até a separacao de 5,0 cm. A velocidade dos testes foi
fixadaem 0,8 mm/s. A resisténcia a tracdo foi calculada dividindo a forgca maxima para a ruptura
do filme pela area da secdo transversal do filme (Eqg. 4.3). A elongacdo na ruptura foi
determinada dividindo-se a diferenca entre a distancia final percorrida até a ruptura e a distancia
inicial de separacdo pela distancia inicial de separagdo multiplicada por 100 (Eq.4.4).
RT = Frm Equacéo 4.3
Onde: RT = resisténcia a tracdo (MPa); Fm = forca maxima no momento da ruptura (N); A =

area da seccdo transversal do filme (m?).

E = Wmoo Equagio 4.4
Onde: E = elongacdo (%); do = separacao inicial entre as garras (cm); dr = separacédo entre as

garras no momento da ruptura (cm).

4.2.3.5 Cor

A cor dos filmes foi determinada pela média de trés medicGes, uma no centro e as outras
duas no perimetro (distancia da borda) usando um colorimetro CR-400 (Konica Minolta,
Chroma Meter, Japdo), operando a D65 (luz do dia).

Os parametros chroma a*, b* e L* (luminosidade) foram determinados em triplicata,
sobrepondo o isolado proteico ao padrdo branco. L* indica a luminosidade e a* e b* as

coordenadas cromatograficas. As escalas CIE-Lab foram usadas para medir a cor dos filmes,
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com L* variando de O (preto) a 100 (branco), a* de verde (-60) a vermelho (+60) e b* de azul
(- 60) para amarelo (+60) (KUNTE et al., 1997). A diferenca de cor em relacdo ao padréo foi
determinada usando a Eq. 4.5 (HUNTERLAB, 1997):

AE = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)2 Equagéo 4.5

4.2.3.6 Opacidade

A opacidade (YY) foi determinada usando um colorimetro CR-400 (Konica Minolta,
Chroma Meter, Japdo), conforme SOBRAL, (2000). As medidas foram feitas em triplicata apds
a calibracdo do colorimetro com fundo branco (Yw) e preto (Yb). Os valores de opacidade
foram calculados de acordo com a Eq. 4.6 (HUNTERLAB, 1997):

_Yp 5
Y= - Equacéo 4.6

Onde: Y = opacidade do filme (%); Yp = opacidade do filme em fundo preto; Yb = opacidade

do filme em fundo branco.

4.2.3.7 Andlise estatistica

Para determinar diferengas, estatisticamente significativas (p <0,05) entre médias, foram
utilizadas as andlises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, usando o software Statistica 6.0
(Statsoft, USA).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Obtencéo e avaliacdo subjetiva dos filmes

A avaliacdo subjetiva (GONTARD et al.,, 1992) foi utilizada para analisar as
caracteristicas visuais dos filmes de isolado proteico e gelatina, conforme descrito na Tabela
4.1.

Tabela 4.1 Avaliacdo subjetiva dos filmes de isolado proteico de til&pia.

Tratamentos Variaveis independentes* Caracteristicas**
IP GEL GLI SOR C H M
1 3,0 0,0 0,6 0,0 XXX XX XXX
2 2,25 0,75 0,45 0,0 XXX XX XXX
3 15 15 0,3 0,0 XXX XX XXX
4 0,75 2,25 0,15 0,0 XXX XXX XXX
5 0,0 3,0 0,0 0,0 XXX XXX XXX
6 3,0 0,0 0,0 0,6 XXX XX XXX
7 2,25 0,75 0,0 0,45 XXX XX XXX
8 15 15 0,0 0,3 XXX XX XXX
9 0,75 2,25 0,0 0,15 XXX XXX XXX

Onde: * IP = isolado proteico de tilapia, GEL = gelatina, GLI = glicerol, SOR = sorbitol
**C = continuidade, H = homogeneidade, M = manuseabilidade, xxx excelente, xx bom, x deficiente.

A avaliacdo subjetiva (Tabela 4.1) mostra que os filmes proteicos com gelatina
apresentaram excelente continuidade e manuseabilidade, ndo houve dificuldades em retirar os
filmes das placas, mantendo a integridade dos mesmos, estas caracteristicas sdo de extrema
importancia para a realizacdo da caracterizacdo dos filmes. Para o aspecto homogeneidade, 0s
filmes exibiram-se continuos, sem rachaduras ou rupturas ap6s o processo de secagem, no
entanto, os tratamentos T1, T2, T3, T6, T7 e T8, apresentaram particulas insolGveis visiveis a
olho nu, fato este, demonstra que ndo houve completa solubilizagéo do isolado proteico e que
0 mesmo € o responsavel pela acentuada coloracdo amarelada observada nos tratamentos T1 e
T6 que possuem a maior concentracdo deste componente. Contudo todos os tratamentos
avaliados obtiveram resultados satisfatorios para os paramentro analisados, conforme

observado na Figura 4.1.
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Figura 4.1 Producdo de filme com as diferentes concentracdes de isolado proteico e gelatina.
Legenda: T1 (3,0g de IP, 0,6g de GLI), T2 (2,259 de IP, 0,75g de GEL e 0,45g de GLI), T3 (1,59 de IP,
1,5g de GEL e 0,3g de GLlI), T4 (0,75g de IP, 2,259 de GEL e 0,15g de GLI), T5 (3,0g de GEL), T6
(3,0g de IP, 0,6g de SOR), T7 (2,259 de IP, 0,75g de GEL e 0,45g de SOR), T8 (1,59 de IP, 1,59 de
GEL e 0,3g de SOR) e T9 (0,75¢g de IP, 2,259 de GEL e 0,15¢g de SOR).

Para estabelecer uma solucdo filmogénica flexivel e hidrofébica, é necessaria a
utilizacdo de plastificantes que sdo responsaveis por estas caracteristicas, no entanto, em
concentragdes baixas, podem causar um efeito antiplastificante (SUPPAKUL et al., 2013) e,
em concentracdes altas, efeito hidrofilico em filmes produzidos pela técnica de casting, ou seja,

podem causar efeito contrario ao desejado.

4.3.2 Caracterizacéo dos filmes biopoliméricos

Os resultados obtidos como respostas para 0s parametros espessura, solubilidade em
agua, permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e elongacao, estdo apresentados na
Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 Valores obtidos pelos filmes de isolado proteico de tilapia, correspondente as

concentracdes de cada experimento.

Ensaios  ES* (mm) S* (%) PVA* (g mm RT* (MPa) E* (%)
dia® kPal m?)
T1 0,09 + 0,009? 28,72 £ 2,392 16,36 £ 2,292 18,87 + 1,659 125,33 + 3,612
T2 0,05 + 0,005° 20,93 + 0,48° 8,74 +1,10° 35,81 + 3,35f 2,24+ 0,134
T3 0,05 +0,003" 14,02 £ 2,79°¢ 9,66 + 1,70° 56,70 £ 2,67¢ 3,42 + 0,28
T4 0,04 + 0,003" 4,11 +0,79° 7,12 £0,82° 83,03 + 1,90° 2,14 +0,33¢
T5 0,05+0,004°  22,32+2,52° 8,67 +£0,53° 155,57 + 2,092 2,96 +0,11¢
T6 0,08 £ 0,0092 17,79 + 2,65 9,12 +0,72° 12,43 +1,51" 14,96 + 1,35°
T7 0,04 +0,002® 14,10 +2,37° 8,38 + 1,03 31,66 + 2,88f 6,26 + 2,99°
T8 0,05+0,005° 10,60+ 1,12¢ 7,94 +0,50° 76,00 + 2,92¢ 3,09 + 1,38¢
T9 0,04 +0,002° 10,48 + 2,42¢ 7,58 +0,20° 109,71 + 1,72° 3,79 + 0,58%

*Média de trés repeticdes + desvio padrdo. Onde ES = espessura; S = solubilidade; PVA =
permeabilidade ao vapor de agua; RT = resisténcia a tracdo; E = elongacdo. Letras minusculas diferentes
na mesma coluna diferem entre si, pelo Teste de Tukey (p<0,05).

4.3.2.1 Espessura

A espessura dos filmes de isolado proteico com gelatina estdo demonstradas na Tabela
4.2, podendo-se observar que as amostras apresentaram diferenca significativa (p<0,05),
indicando que a composicao influenciou esta propriedade, mesmo havendo uma padronizagéao
de 30 mL de solucdo filmogénica nas placas de petri. Os filmes com as maiores espessuras
(0,009 mm e 0,008 mm) foram verificados nos tratamentos 1 (3,0 g de isolado proteico € 0,6 ¢
de glicerol) e tratamento 6 (3,09 de isolado proteico, 0,6g de sorbitol), respectivamente, sendo
estes, 0s tratamentos com maior concentracdo de isolado proteico e plastificante. A menor
espessura (0,004 mm), foram observadas nos tratamentos 4 (0,75 g de isolado proteico, 2,25 g
de gelatina e 0,15 g de glicerol), 7 (2,25 g de isolado proteico, 0,75 g de gelatina e 0,45 g de
sorbitol) e 9 (0,75 g de isolado proteico, 2,25 g de gelatina e 0,15 g de sorbitol).

Segundo Melo et al., (2017), a espessura pode ser influenciada pela quantidade e tipo
de componentes da matriz polimérica, técnica de preparo, tipo de solvente utilizado, dentre

outros fatores.
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Nakashima et al., (2016) em seus estudos com filmes de coldgeno com adi¢do de 6leo
essencial de cravo da india, observaram valores que variaram entre 0,02 e 0,04 mm. Estes
valores sdo inferiores aos encontrados neste estudo, devido a concentracdo de isolado proteico

utilizada na solugéo filmogénica.

4.3.2.2 Solubilidade

A solubilidade de filmes é uma analise importante para a determinacdo da afinidade a
agua da matéria prima, tendo em vista que a maioria dessas peliculas sdo elaboradas com
materiais hidrofilicos (MALI et al., 2010), como o isolado proteico.

A solubilidade dos filmes proteicos com gelatina variou de 4,11% a 28,72%, conforme
Tabela 4.2. Esta é uma caracteristica desejavel para os filmes desse estudo, demonstrando que
0s mesmos podem ser aplicados diretamente aos produtos. Para determinadas aplicacGes, 0s
filmes ndo podem apresentar-se solveis em agua para evitar danos no produto a ser protegido.
Conforme Kim et al., (2015), quando uma pelicula comestivel é exposta a agua, as ligacGes de
hidrogénio entre as cadeias poliméricas se dissociam por competi¢cdo com moléculas de agua,
0 que resulta na deformacao e na dissolucéo do filme.

A utilizagdo de plastificante, em particular o glicerol, tem influéncia direta sobre a
solubilidade de filmes de amido, visto que interage com a matriz do filme, aumentando o espaco
livre entre as cadeias, promovendo a entrada da agua no filme e, consequentemente,
aumentando sua solubilidade (MATTA JUNIOR et al., 2011). Este fato pode ser observado no
tratamento 1 (Tabela 4.2), no qual ocorreu um aumento da solubilidade em alto teor de glicerol.

Santos (2004) e Faria et al., (2012), em seus estudos com filmes a base de proteinas;
amido e polpa de acerola, encontraram respectivamente, 11% e 16,82%, esses valores estdo
préximos aos que foram obtidos nestes estudos. No entanto, Fakhouri et al., (2015), em estudos
com filmes a base de polissacarideos, obtiveram 49% de solubilidade, valor este, superior ao
do presente estudo.

4.3.2.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua é definida pela Norma ASTM E96-95 como a taxa
de transmissdo de vapor de agua através da unidade de area do material plano, a uma

determinada espessura, induzida pela diferenca de pressdo de vapor entre duas superficies
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especificas, sob condi¢bes de temperatura definidas, ou seja, é a medida da facilidade com que
um material pode ser penetrado pelo vapor de dgua. (ASTM E96-95, 1995). Esta analise é
fundamental para compreender o comportamento dos filmes poliméricos, visto que a agua esta
presente tanto nos filmes quanto nos produtos aos quais serdo aplicados.

Fatores como o proprio polimero, a 4rea exposta a permeacao e a espessura podem afetar
a permeabilidade do filme. Nesse caso, a espessura deve ser inversamente proporcional a
permeabilidade (SARANTOPOULOS et al., 2002). No entanto, pode-se observar neste
trabalho, que o0 aumento da espessura esta diretamente proporcional a PVA, onde verificou-se
uma variagao de 7,12 a 16,36 g.mm kPa! dial m? (Tabela 4.2).

Permeabilidade ao vapor de agua de 3,2 a 5,5 g.mm kPa dia™* m foram relatados em
filmes nanocompdsitos obtidos de isolado proteico de corvina (Micropogonias furnieri) e
montmorilonita por Cortez-Vega et al., (2013), valores estes, inferiores aos obtidos no presente
estudo.

O aumento do espagcamento entre as cadeias, devido a inclusdo adicional de moléculas
entre as cadeias de polimeros podem promover aumento na permeabilidade ao vapor de agua
através do filme e, portanto, acelerar a transmissdo do vapor de agua. Este fato foi observado
por outros autores como Bertan et al., (2005) em filmes de gelatina e &cido laurico, onde o
aumento da espessura dos filmes provoca uma elevacdo da PVA. A influéncia do aumento da
PVA em relacdo a espessura também foi verificada por Jiang et al., (2016) em filmes de fécula
de batata. Sobral, (1999), em filmes com gelatina, constataram que o aumento da espessura dos
filmes provoca um aumento da PVA, da forga na ruptura e na cor dos mesmaos.

McHugh; Krochta (1994) descreveram em seus estudos que o0 aumento na concentracéo
de glicerol induz ao aumento da permeabilidade aos gases de filmes hidrofilicos, quando o
glicerol se liga as moléculas do biopolimero, aumenta a mobilidade e diminui a densidade entre

as suas moléculas, facilitando a transmissao dos gases através do material.

4.3.2.4 Resisténcia a tracdo e elongacéo

As propriedades mecanicas dos filmes dependem intimamente da formulagéo
(macromoléculas, solventes, plastificantes, ajustadores de pH) e dos procedimentos utilizados
para a producdo dos mesmos. A concentracdo de plastificante na formulagdo € um importante
fator capaz de alterar as propriedades mecanicas de um filme. Os plastificantes atuam

diminuindo as forgcas intermoleculares entre as cadeias de amido, causando reducédo da
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temperatura de transicdo vitrea e, de maneira geral, a resisténcia cai com o acréscimo da
concentracdo do plastificante (SOBRAL, 2000).

A anélise das propriedades mecéanicas dos filmes proteicos com gelatina, apresentou
valores de resisténcia a tragdo entre 12,43 e 155,57 MPa (Tabela 4.2). A adicdo de gelatina
provocou um aumento na resisténcia a tracdo em relacdo a amostra sem adicao da mesma. O
maior valor de resisténcia foi observado no tratamento 5 (3,0 g de gelatina) contendo a maior
concentracdo de gelatina.

Melo et al., (2017) obtiveram em estudos com filmes bionanocompositos a base de
pectina e polpa de cacau resultados que variaram entre 15,09 e 60,32 MPa. Este fato foi
associado a possivel ocupacdo de parte dos espacos vazios entre as cadeias do polimero pelas
nanoestruturas, causando aumento na resisténcia decorrente de uma maior compactacdo da
matriz.

As propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo e elongacdo sdo caracteristicas a
serem avaliadas em um filme, a primeira tem a funcédo de expressar a forga méxima que o filme
suporta durante o teste de tracdo, a segunda se refere a capacidade do mesmo em esticar. De
acordo com Gontard et al., (1994), em filmes procura-se alta resisténcia a tracdo como
observado neste estudo, no entanto, o valor da elongacéo dependera da aplicacéo do filme, pois
para manter a sua integridade e propriedades de barreira, o filme deve permitir a tensédo normal
apresentada durante a sua aplicacdo, transporte e manuseio.

A elongacdo na ruptura é uma medida da capacidade do filme para alongamento,
também se refere a alteragdo maxima no comprimento do corpo de prova antes de quebrar. Os
valores de elongacdo obtidos neste trabalho variaram entre 2,14 e 125,33%, apresentando
semelhanca significativa entre os tratamentos (Tabela 4.2). O glicerol foi a varidvel que
potencializou o parametro elongacdo quando comparado a acdo do sorbitol. Elongac¢éo variando
entre 1,0 e 1,5 % foram relatadas em outros trabalhos com filmes de proteina de soja afetados
pela adicdo de acido fendlico (INSAWARD et al., 2015), esses valores séo inferiores aos

obtidos neste trabalho.

4.3.2.5 Cor e opacidade

A cor e a opacidade do polimero s&o resultantes da morfologia ou da estrutura quimica
associada a massa molecular do material (CHEN, 1995). Filmes a base de gelatina sao

transparentes e homogéneos (FAKHOURI et al., 2003), enquanto a adigédo de lipidios muda a
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aparéncia de filmes de hidrocoldides tornando-os opacos (KAMPER; FENNEMA, 1984). Os
valores obtidos s6 poderam ser considerados bons ou ruins dependendo da aplicacéo a que sera

dada ao filme.

Tabela 4.3 Resultados de cor dos filmes desenvolvidos a partir de residuos de tilapia e gelatina.

Tratamento L* Chroma a* Chroma b* Opacidade* AE
1 83,68 + 0,43f 1,25 +0,08? 27,45+0,59* 21,15+0,33%  88,08+0,04
2 92,12 + 0,50¢ 0,77 £ 0,02° 1253+ 1,15 15,65+0,46° 92,97 £ 0,32
3 92,89 + 0,091 0,68 £ 0,02° 9,41 +0,63¢ 1490+ 0,41° 93,37 +0,37
4 93,35+ 0,08° 0,67 £0,02° 7,81 +0,23¢ 14,03+0,31F 93,68 + 0,07
5 93,94 + 0,09 0,40 + 0,024 4,84 +0,13" 12,64+0,17% 94,07 £ 0,09
6 84,72 +1,16" 0,61 + 0,36 25,03+1,63° 18,24+0,46° 88,36 + 0,64
7 91,54 + 0,39° 0,69 £ 0,02° 13,81 £0,26° 15,02+0,51¢ 92,58 + 0,42
8 92,49 £ 0,12¢ 0,64 £ 0,06° 9,61 + 0,48¢ 14,13+ 0,47 92,99+ 0,08
9 93,56 + 0,02° 0,61 +0,02¢ 8,31+ 0,05 15,11+ 0,48 93,93+ 0,02

*Meédia de 3 repeticOes * desvio padrao.
AE = diferenca de cor.

Os resultados para os parametros de cor (L*, a*, b*, AE*) dos filmes de isolado proteico
(Tabela 4.3) apresentaram diferenca significativa em nivel de 5%. Independentemente dos
resultados das analises estatisticas, esses filmes puderam ser considerados como de alta
coloragdo (AE* > 4) e opacos (Y > 2,5) (VANIN et al., 2005). A luminosidade variou de 83,68
a 93,94, indicando que podem ser considerados claros, pois quanto mais proximo de 100, mais
transparentes serdo os filmes.

Os filmes apresentaram coloragéo tendendo para a cor amarelada, como observado no
parametro b*, onde os valores aproximam-se de 28 e com tendéncia para esverdeada, conforme
verificado no o pardmetro a*, este fato esta associado a presenca do colageno e isolado proteico
que possui coloracdo carateristica.

As amostras apresentaram valores de opacidade que variaram entre 12,64 e 21,15

(Tabela 4.3), todas proximas a amostra contendo apenas gelatina.
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4.4 CONCLUSAO

Foram obtidos filmes homogéneos, continuos e com boa manuseabilidade. O isolado
proteico foi a variavel que apresentou maior influéncia sobre a espessura, solubilidade,
permeabilidade ao vapor de agua e elongagdo. Os resultados para espessura demonstraram que
0 isolado proteico associado a gelatina influenciou significativamente, ao contrario dos
plastificantes utilizados nas formulaces. Na solubilidade dos filmes, o plastificante glicerol
teve influéncia direta devido a sua interacdo com a matriz polimérica, aumentando sua
solubilidade. Neste trabalho pode-se verificar que o aumento da espessura esta diretamente
proporcional a permeabilidade ao vapor de agua. A adicdo de gelatina provocou um aumento
na resisténcia a tracdo em relacdo a amostra sem adi¢cdo da mesma. O glicerol foi a variavel que
potencializou o parametro elongacdo quando comparado a acdo do sorbitol. Os filmes

apresentaram coloracdo tendendo para a cor amarelada, podendo ser considerados claros.
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5. CONCLUSAO GERAL

Visando-se testar a composicdo de filmes proteicos com nanoargila e 6leos essenciais de
cravo-da-india e orégano e filmes proteicos com gelatina, os resultados deste trabalho
permitiram concluir que:

1.

2.

O isolado proteico apresenta alto potencial para a producao de filmes biodegradaveis.

Os filmes proteicos produzidos apresentaram-se promissores no ponto de vista da
aparéncia visual, manuseabilidade e continuidade;

Em relacdo a solubilidade, os filmes com nanoargila e 6leos essenciais apresentaram
alta solubilidade e baixa permeabilidade ao vapor de &gua, resisténcia a tracdo e
elongacao quando comparados aos filmes proteicos com gelatina.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que pode haver uma continuacdo em
estudos futuros que visem a melhoria das caracteristicas dos filmes biodegradaveis,
assim como a sua aplicacdo na industria.

Pode-se também concluir que a utiliza¢do da proteina de tilapia poderia agregar lucros
para as industrias processadoras reduzindo desta forma, os impactos ambientais gerados

pelo descarte inadequado.



