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RESUMO

O processamento industrial de pescado gera uma grande quantidade de subprodutos ricos em
proteinas, porém por apresentarem baixo valor comercial, sdo descartados. O descarte
indiscriminado e o acumulo de embalagens ndo biodegradaveis ou com degradacdo muito lenta vém
causando serios problemas ambientais, uma das alternativas encontradas é o estudo e
desenvolvimento de filmes biodegradaveis que possam atuar como embalagens ou como
componente dessas embalagens. Entre os biopolimeros naturais mais utilizados para obtencdo do
filme, estdo os polissacarideos e as proteinas, pois sdo provenientes de fontes renovaveis e sao
capazes de formar uma matriz continua e coesa. O objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar
filmes obtidos a partir de proteinas de Pintado (Pseudoplathystoma corruscans) incorporados com
6leo essencial de cravo. O isolado proteico de Pintado (IPP) foi obtido pelo método de mudanga de
pH, utilizando como matéria-prima a carne mecanicamente separada de Pintado. A solucédo
filmogénica foi elaborada utilizando as variaveis: IPP (Isolado proteico de Pintado), glicerol e o
6leo essencial de cravo (OEC), conforme a técnica de casting, segundo um planejamento fatorial 2°.
Foram avaliadas as propriedades de resisténcia a tracdo (RT) e elongacdo (E); solubilidade;
permeabilidade ao vapor de agua (PVA); opacidade; microscopia eletrdnica de varredura (MEV);
calorimetria exploratdria diferencial (DSC), difracdo de raios-X (DRX) e analise microbiolégica. O
IPP obtido foi caracterizado e apresentou elevado teor proteico (95,21% em base seca), boa
capacidade de retencdo de &gua e alta solubilidade. Os filmes apresentaram propriedades diferentes
dependendo das concentracdes das variaveis estudadas no experimento. A elongacao, a solubilidade
e 0 PVA dos filmes foram maiores nos tratamentos com elevado teor de glicerol; a resisténcia a
tragdo variou de 0,55 a 6,70 MPa, sendo que os maiores valores foram obtidos nos tratamentos com
alta concentracdo de IPP e baixo teor de glicerol; a opacidade dos filmes foi afetada pela juncéo
entre o IPP e o OEC, onde tratamentos com altas concentracfes dessas variaveis mostraram-se mais
opacos. A andlise de MEV revelou a presenga de muitas irregularidades superficiais e micro-
orificios. Através da analise de DSC foi possivel concluir que o experimento sem OEC gerou pico
de fusdo em temperatura menor que nos tratamentos com 0,1g e 0,59 de OEC que foram
respectivamente de 145,36%, 146,39% e 154,44%, evidenciando maior estabilidade térmica dos
filmes formulados com 6leo. Com analise de DRX ficou evidente que os filmes apresentam baixo
grau de cristalinidade. Devido a baixa concentracdo de 6leo essencial de cravo utilizado, os filmes

nédo foram capazes de inibir a atividade microbiana.

Palavras-chave: isolado proteico; filmes; glicerol; 6leo essencial de cravo.



ABSTRACT

The industrial fish processing leads to a large amount of protein-rich byproducts, but because of its
low commercial value they are discarded. The indiscriminate disposal and the accumulation of low
or non-degradable packages can cause environmental problems. One alternative is the study and
development of biodegradable films that would be able to act as a package or a component for it.
Among all natural biopolymers the most used to obtain the films are polysaccharides and proteins,
as they are renewable sources and capable of forming a continuous and cohesive matrix. The
objective of this atudy was producing and characterizing protein films obtained from Pintado
(Pseudoplathystoma corruscans) incorporated with essential oil. The protein isolate (PI) of Pintado
was obtained through the process of alkaline solubilisation and isoelectric precipitation, using as
raw material the mechanically deboned fish meat (MDFM) of Pintado. The filmogenic solution was
prepared using variables as: the protein isolate, glycerol and clove essential oil, following the
Casting technique, using a factorial design of 23. The properties evaluated were the tensile strength
and elongation, solubility, water vapor permeability, opacity, scanning electronic microscopy
(SEM), differencial scanning calorimetry (DSC), X-ray diffraction (XRD) and microbiological
analysis. The obtained Pl was characterized and presented high proteic value (95,21% in dry bases),
good water retention capacity and high solubility. The films presented different properties
depending on the concentration and the variables studied in the experiment. Elongation, solubility
and water vapor permeability presented higher values in treatments with high quantity of glycerol,
the tensile strengh ranged from 0,55 to 6,70MPa, and the highest values were obtained in the
treatments with high concentration of Pl and low quantity of glycerol; the film opacity was afected
by the PI and the clove essential oil, and the treatments with high concentrations of these variables
were more opaque. The SEM analysis reveled the presence of many surface irregularities and micro
orifices. Through the DSC analysis is possible to conclude that the experiment without clove
essential oil caused a melting peak in lower temperature then in treatments with 0,1g and 0,59 of
essential oil, which were respectively 145,36%, 146,39% and 154,44%, showing the high thermical
stability of films developed with oil. The RXD analysis showed the low crystallinity of films. Due
to the low concentration of clove essential oil used, the films were not able to inhibit microbial

activity.

Key-words: protein isolate; films; glycerol; clove essential oil.



NOMENCLATURA

ANOVA — Andlise de variancia;

ANVISA — Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitéria;
AOAC — Associacdo de analises quimicas oficiais;
CLSI — Instituto de Normas de Laboratério Clinico
Cm — centimetro;

CMS — Carne Mecanicamente Separada;

CMSP — Carne Mecanicamente Separada de Pintado;
CRA — Capacidade de retencdo de agua;

CRO - Capacidade de Retencao de 6leo;

DSC — Calorimetria diferencial de varredura;

DTA - Doengas transmitidas por alimentos;

E — Elongacao;

F — Fisher

FURG — Universidade Federal do Rio Grande;

G —glicerol,

g — Grama,;

GL — graus de Liberdade;

HCI — &cido cloridrico;

IP — Isolado proteico;

IPP — Isolado proteico de Pintado;

MEYV — Microscopia eletronica de varredura;

m?— Metro ao quadrado;

mg — miligrama;

mL — Mililitro;

mm — milimetros;

MQ — Quadrado Médio;

N — Newton;

NaCl — Cloreto de sadio;

NaOH — Hidrdxido de sodio;

O — Opacidade;

OEC — Oleo Essencial de Cravo;

PVA — Permeabilidade ao vapor de agua;

P:V — Peso/Volume;



RT — Resisténcia a tracao;
SQ — Soma dos Quadrados;
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1. INTRODUCAO

Os plésticos sdo usados em grande escala na producdo de embalagens,
principalmente de produtos alimenticios e utensilios domésticos, além de suas
aplicacdes cientifico-tecnologicas. Sendo assim, a utilizacdo dos plasticos tornou-se
determinante nas industrias, principalmente devido as suas propriedades mecanicas e ao
seu poder de substituicdo em diversos segmentos das areas tecnoldgicas (CBIP,1996).

Materiais plasticos ndo séo biodegradaveis e seu descarte inadequado tem sido
efetuado sistematicamente pelo homem causando além dos Obvios problemas de
poluicdo ambiental, riscos a populacéo ao entupirem bueiros e impedirem o escoamento
das aguas das chuvas (PACHECO, 2002). Esses problemas ambientais causados pelo
descarte de polimeros sintéticos no meio ambiente despertam interesse de se
desenvolver filmes biodegradaveis que possam atuar como embalagens ou como
componente das mesmas (FERREIRA et al. 2009).

Os filmes pléasticos biodegradaveis sdo obtidos a partir de materiais bioldgicos,
que agem como barreira a elementos externos, e podem proteger os produtos embalados
de danos fisicos e biologicos, assim como impedirem a volatilizacdo de compostos e a
perda de umidade, aumentando a vida-util do produto. Entre os biopolimeros naturais
mais utilizados na obtencdo de filmes, estdo os polissacarideos e as proteinas, 0s quais
apresentam algumas vantagens, por serem provenientes de fontes renovaveis e capazes
de formar uma matriz continua e coesa (RHIM e NG, 2007).

Para a formacdo da matriz filmogénica, as proteinas sao mais interessantes que
os polissacarideos (homopolimeros), por possuirem em sua estrutura até 20 mondémeros
diferentes (aminodcidos) que conferem uma gama maior de propriedades funcionais e
potenciais por formar ligacdes intra e intermoleculares diferindo nas posicdes, tipos e
energia (GONTARD e GUILBERT, 1996). Estdo amplamente distribuidas na natureza,
além disso, poucos alimentos possuem um teor proteico com todos os aminoacidos
essenciais, como as de origem animal. (OLIVEIRA e MARCHINI, 1998).

As proteinas de pescado, entre elas as proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas
tém sido utilizadas como material para formacéo de filme (CUQ et al. 1995). Os filmes
a base de proteinas de pescado formam redes, apresentando boas propriedades
mecénicas, como plasticidade e elasticidade, e boa barreira ao oxigénio, porém
absorvem muita agua, devido a higroscopicidade dos aminoacidos das moléculas de
proteina. Esta caracteristica pode ser modificada pela adi¢cdo de plastificantes e/ou
aditivos (PAIVA et al. 2006; ZAVAREZE et al, 2012).



O aumento no numero das doencas transmitidas por alimentos provenientes de
micro-organismos patégenos levou a intensificacdo de pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de embalagens com atividade antimicrobiana. Os filmes
antimicrobianos sdo uma forma de embalagem ativa que pode aumentar a vida util dos
produtos e fornecer seguranca aos consumidores. Este tipo de embalagem visa reduzir,
inibir ou retardar a multiplicagdo de micro-organismos patdgenos e deteriorantes em
alimentos (OJAGH et al. 2010).

A procura por novos agentes antimicrobianos e antioxidantes, a partir de plantas,
para uso nas industrias alimenticias, € intensa, em decorréncia da crescente resisténcia
dos micro-organismos patogénicos aos produtos sintéticos (TEPE et al. 2004). Neste
sentido, a utilizacdo de plantas aromaéticas, possuidoras de 6leos essenciais, geralmente
com acdes flavorizantes, com comprovada acdo antibacteriana e antioxidante, pode ser
uma alternativa interessante para a conservacdo de alimentos, diminuindo a
concentracdo de aditivos sintéticos nesses produtos (SILVESTRI et al. 2010).

O uso de compostos antimicrobianos naturais tem se intensificado com o
propdsito de serem aplicados na conservacdo de alimentos, por serem mais seguros em
relacdo aos aditivos quimicos (SANTOS et al. 2010). Entre os agentes antimicrobianos
mais usados e, com efeito, mais eficaz estdo os Oleos essenciais de cravo, orégano,
alecrim, tomilho e salvia (BENAVIDES, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Producdo e caracterizacdo de filmes antimicrobianos obtidos a partir de
proteinas de pescado Pintado (Pseudoplathystoma corruscans) e incorporados com 6leo

essencial de cravo.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver processos adequados para a obtencdo do isolado proteico (IP),
utilizando como matéria-prima subprodutos do Pintado (Pseudoplatystoma
coruscans);

e Auvaliar as propriedades fisico-quimicas e funcionais do isolado proteico;

e Desenvolver filmes a partir de solucdo filmogénica contendo IP, plastificante e
oleo essencial de cravo;

e Auvaliar as propriedades mecanicas, opacidade, solubilidade e a permeabilidade
ao vapor de agua dos filmes obtidos.

e Auvaliar a microscopia eletrénica de varredura (MEV), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e difracdo de raios-X (DRX) dos filmes.

e Verificar a atividade antimicrobiana dos filmes de isolado proteico de Pintado

incorporados com dleo essencial de cravo.

11



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Piscicultura em Mato Grosso do Sul

No Mato Grosso do Sul, a piscicultura vem ganhando espaco nas Ultimas duas
décadas, visto que alem de representar uma 6tima fonte de renda o pescado apresenta
proteinas de alto valor bioldgico, acidos graxos insaturados e vitaminas, bem como
baixo teor de colesterol, constituindo uma opcéo de consumo mais saudavel do que as
outras carnes (GONCALVES, 2011).

A piscicultura tem se desenvolvido também devido a pratica da pesca esportiva,
dos pesque e pague e devido a proximidade com os estados de Sao Paulo e Parana, que
demandam grandes quantidades de alevinos e de peixes (PROCHMANN e
TREDEZINI, 2003).

Dos dez municipios que mais produzem peixe através da piscicultura no estado,
sete encontram-se na microrregido de Dourados. A regido demonstra potencialidades
diferenciadas das demais por contar com um grande nimero de pequenas propriedades
fundiérias e por ser uma regido produtora de grandes volumes de grdos, como o milho e
a soja (PROCHMANN e TREDEZINI, 2003).

No Centro-Oeste, a producdo da aquicultura continental foi de 75,1 mil
toneladas no ano de 2011, com destaque para a criacdo de pacu-caranha e outros peixes
redondos e, em menor escala, do surubim e pintado Pseudoplatystoma spp. e seus
hibridos, sendo a regido da Grande Dourados no Mato Grosso do Sul um dos principais
polos de producdo (BRABO et al 2016).

3.2 Subprodutos da industrializacdo de pescados

Residuo ou subproduto é todo material descartado nas cadeias de producgdo e
consumo que, por limitacoes tecnoldgicas ou de mercado, ndao apresenta valor de uso ou
comercial e, quando manejado de forma inadequada, pode resultar em impactos
negativos para o meio ambiente (MARTINS, 2011).

Nos pescados o filé é a parte de maior valor econémico e seu rendimento varia
de acordo com o tamanho do peixe e com o dominio tecnoldgico das empresas de
processamento. Portanto, o seu rendimento pode chegar de 30% a 40% em peso do
pescado, sendo o restante considerado subproduto que ndo possui valor comercial
(restos de carne, cabeca, pele, 0ssos, escamas e intestinos). Assim, fontes alternativas de

proteina, como os subprodutos da industrializacdo de pescado, tornam-se importantes,
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pois constituem cerca de 60% a 70% da matéria-prima e sdo descartados pelas
industrias causando danos ao meio ambiente (NOLSOE e UNDELAND, 2009). A falta
de direcionamento destes subprodutos ocasiona o desperdicio desta matéria-prima que
possui grande potencial tecnoldgico para um desenvolvimento sustentavel, impedindo a
viabilidade destes residuos para fins alternativos de producdo (BERY et al. 2012).

Os subprodutos da industrializagcdo do pescado, entre eles os pescados de menor
tamanho, normalmente sdo utilizados para fabricacdo de farinha ou simplesmente
descartados. Uma alternativa para o aproveitamento integral dos subprodutos é a
recuperacdo de seus principais componentes, entre eles as proteinas (OETTERER et al.
2006).

A carne mecanicamente separada (CMS) de pescado é um produto obtido de
uma Unica espécie ou da mistura de espécies de pescado com caracteristicas sensoriais
semelhantes (NEIVA, 2006). E pode ser utilizada, para a obtencdo de filmes
biodegradaveis a partir das proteinas miofibrilares obtidas do residuo do pescado.

Em geral o potencial mercadolégico dos pescados esta nos filés do peixe, sendo
um produto de maior preferéncia dos consumidores. Entretanto, no processo de
filetagem ha geracdo de subprodutos, como cabecas, espinhos, pele, 0ssos e carcacas,

gue sdo em muitos casos descartados, tendo como consequéncia, a poluicdo ambiental.

3.3 Proteinas do pescado

As proteinas musculares do pescado apresentam a vantagem de possuirem
elevado valor bioldgico, decorrente de alta sensibilidade a hidrolise e composicéo
balanceada em aminodcidos, principalmente os limitantes em proteinas de origem
vegetal, como a metionina e a cisteina (NEVES et al. 2004).

A carne de pescado destaca-se por apresentar uma composicao quimica peculiar
que lhe confere alto valor bioldgico, proteina de alta digestibilidade, rica em
aminoacidos essenciais, possuem proteinas com valor nutritivo ligeiramente superior ao
das carnes vermelhas, sendo um alimento mais saudavel do ponto de vista nutritivo
(OGAWA e MAIA, 1999; SOARES e GONCALVES, 2012). Os principais
componentes quimicos da carne de pescado sdo agua (50 a 85%), proteina (12 a 24%) e
lipidios (0,1 a 22%), 0s 2% restantes sdo constituidos por minerais (0,8 a 2%), glicidios
(0,1 a 3%) e vitaminas (BRITTO et al. 2014; OGAWA e MAIA, 1999). As diferencas

na composi¢cdo em musculo de pescado dependem das espécies, tamanho, sexo e 0
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estado nutricional dos pescados (CORREIA et al., 2012; ORDONEZ, 2005;
YARNPAKDEE et al., 2014).

Conforme ORDONEZ et al., (2005), as proteinas musculares do pescado estdo
classificadas de acordo com sua solubilidade em trés grupos principais: proteinas
sarcoplasmaticas, miofibrilares e do estroma, sendo as proteinas solUveis utilizadas no
presente trabalho.

As proteinas sarcoplasmaticas representam aproximadamente 20 a 25 % das
proteinas do musculo, sdo soltveis em agua e como principais caracteristicas estdo a sua
capacidade de adesdo as proteinas miofibrilares impedindo a formacdo de gel de alta
elasticidade, baixa viscosidade, baixa capacidade de retencdo de &gua e baixa
capacidade de absorcéo de sabores e corantes (GUND et al.. 2005).

As proteinas miofibrilares representam de 66 a 77 % do total de proteinas do
musculo do pescado, sendo que, neste grupo, as principais sdo a miosina e a actina
(GUND et al., 2005). Estas possuem importancia principalmente por suas propriedades
funcionais, sendo a miosina responsavel pelas propriedades de gelificacdo, retencdo de
agua e de emulsificacdo (AYALA, 2001).

As proteinas do estroma ou tecido conjuntivo, que em média representam 3 % da
proteina muscular total, consistem predominantemente de colageno e elastina
(VENUGOPAL, 2009). Estas proteinas, conforme citado por alguns pesquisadores, sao
insollveis em agua, solucBes salinas ou alcalinas e sdo facilmente solubilizadas por
aquecimento (OETTERER et al., 2006; CORTEZ-VEGA, 2011; ZAVAREZE, 2012;
ROCHA, 2012).

3.4 Pintado (Pseudoplatystoma corruscans)

O Pintado pertence a subordem Characoidei, familia Pimelodidae, género
Pseudoplatystoma e espécie corruscans, de acordo com Moyle e Cech (1988) esta
classificado na ordem dos Siluriformes que engloba muitas espéecies de bagres ou peixes
de couro que encontram-se distribuidos por todos os continentes.

Kubitza et al., (1998), relatam que esses bagres possuem caracteristicas
zootécnicas, organolépticas e de mercado bastante atrativas para a piscicultura
industrial. A carne do Pintado é de cor clara, textura firme, sabor pouco acentuado,
apresentando baixo teor de gordura e auséncia de espinhos intramusculares. (REID,
1983; SATO et al., 1988).
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A producéo do Pintado vem sendo intensamente estudada na Gltima década, pelo
elevado valor de venda, e também, pelo excelente sabor e textura da sua carne. Os
valores do rendimento do processamento sdo importantes, principalmente para a

industria.

Figura 1. Pseudoplatystoma corruscans

Fonte: Benites, 2008.

3.5 Isolado proteico de Pintado (IPP)

Isolamento de proteina é basicamente um processo de extracdo o qual visa obter
um produto livre de interferentes (MARTINS, 2009). S&o basicamente produtos
desidratados e moidos, com conteddo médio de 75% de proteinas, que podem
apresentar ou ndo sabor e aroma de pescado, dependendo do método de obtencdo
utilizado (ORDONEZ, 2005).

Isolados e hidrolisados proteicos de pescado, geralmente sdo obtidos por
solubilizacdo quimica, acida ou alcalina, ou por via enzimatica, respectivamente, a
partir de subprodutos ou de pescado inteiro (MARTINS, 2009).

As proteinas do musculo de pescado podem ser isoladas por solubilizagdo em
pHs extremos. A proteina pode ser precipitada no ponto isoelétrico, que rende uma
suspensdo heterogénea, com um teor de proteina proximo a 200 g/L (BRENNER et al.,
2009).

As caracteristicas fundamentais dos isolados proteicos sdo o elevado valor
bioldgico, o baixo custo e a facil conservacdo, possuindo concentragdes de proteinas
superiores a do musculo de pescado, grande capacidade de hidratagdo, além de uma alta
digestibilidade, se comparado a outras proteinas, como a do ovo e a da carne bovina
(VIDAL et al., 2011).
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A concentracdo de proteinas obtida durante o processo por mudanca de pH
(conhecido como pH shifting process) é determinada por trés fatores principais, a
solubilidade das proteinas em condi¢des extremas de pH, o tamanho do sedimento
insoluvel formado durante o processo de centrifugacao e a solubilidade das proteinas ao
pH selecionado para a precipitacdo (NOLSOE e UNDELAND, 2009). Alguns fatores
interferem na extracdo da proteina, como: qualidade da matéria-prima, relacdo
solido/liquido, pH, temperatura, velocidade de centrifugacdo e forca ibnica, contudo a
méaxima recuperacdo durante o processo de extracdo é de vital importancia para

determinar a quantidade de proteina no isolado (KAIN et al., 2009).

3.6 Filmes biodegradaveis

Segundo a ASTM (2000), polimeros biodegradaveis sao polimeros degradaveis,
nos quais a degradacdo resulta primariamente da acdo de micro-organismos, tais como
bactérias, fungos e algas de ocorréncia natural.

Materiais poliméricos naturais, tais como polissacarideos (amido e celulose),
proteinas e triglicerideos (Oleos vegetais), sdo biodegradaveis e podem, portanto,
desempenhar um papel significativo para resolver os problemas ambientais provocados
pelo uso de materiais poliméricos sintéticos (CORTEZ-VEGA et al., 2013).

Os filmes biodegradaveis sdo materiais de espessura fina, preparados a partir de
macromoléculas, que agem como barreira a elementos externos e consequentemente
protegem o produto e aumentam a sua vida de util (HENRIQUE et al., 2008;
KROCHTA e MULDER-JOHNSTON, 1997). Estes filmes biodegradaveis podem ser
utilizados como coberturas comestiveis, quando sao aplicados diretamente na superficie
de alimentos, e como filmes, quando possuem estrutura prépria independente
(PRATES, 2010).

Séo funcdes das embalagens, melhorar a apresentacdo de um produto, através
das caracteristicas expostas nas mesmas; facilitar o transporte e 0 acesso ao produto;
trazer informagdes ao consumidor; além de aumentar o valor agregado ao produto.
Essencialmente, sabe-se que a principal finalidade das embalagens € proteger o0s
alimentos contra qualquer tipo de acdo de deterioracdo, sejam elas de natureza quimica,
fisica ou microbiologica, desde o acondicionamento até o consumo final, assegurando a
manutencdo de suas proprias caracteristicas, por um periodo de tempo mais longo, apos
seu processamento (SOUSA et al., 2012).
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A formacéo do filme envolve ligacGes inter e intramoleculares, ou a reticulagédo
das cadeias dos polimeros, formando assim uma rede tridimensional semi-rigida que
retém e imobiliza o solvente. O grau de coesdo depende da estrutura do polimero, do
solvente usado, da temperatura e a presenca de outras moléculas, como os plastificantes.
Os polimeros obtidos a partir de recursos naturais podem ser melhorados através de
mistura com outros compostos, quando as suas propriedades ndo sdo aceitaveis
(THARANATHAN, 2003). 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 liberagdo controlada de substancias ativas (antioxidantes e
agentes antimicoticos) (PERESSINI et al., 2003).

3.6.1 Obtencio de filmes biodegradaveis pelo método de “casting”

Os filmes podem ser obtidos a partir de uma solucdo ou dispersdo do agente
formador de filme, seguido da formacdo de uma camada fina atraves de técnicas, como
casting, extrusdo, termoformagem, injecdo, sopro, entre outras (GALDEANO et al.,
2009).

A técnica de casting é amplamente utilizada em estudos de laboratério na
elaboracdo de filmes, por ndo exigir equipamentos especificos e grandes quantidades de
matéria-prima. Esta técnica consiste no espalhamento da solucdo formadora do filme
(macromolécula, agua e plastificante) em um suporte, que posteriormente é submetida a

secagem para evapora¢do da agua (DENAVI et al., 2009).

3.6.2 Plastificantes

Plastificantes geralmente sdo moléculas de baixa massa molar e sdo compostos
que podem ser adicionados em filmes poliméricos cuja intencdo é melhorar a
processabilidade e aumentar a flexibilidade. Estas moléculas interagem com as cadeias
poliméricas através de forgas intra e intermoleculares (ligacbes de hidrogénio),
diminuem a rigidez do filme e reduzem a viscosidade do sistema. Mesmo alterando as
propriedades fisico-quimicas dos polimeros, os plastificantes ndo alteram a estrutura do
material, no entanto, eles possibilitam o aumento do volume livre das cadeias
poliméricas, e em consequéncia, a mobilidade de macromoléculas (OLIVAS e
BARBOSA-CANOVAS, 2007; SOTHORNVIT e KROCHTA, 2001).
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Como os plastificantes reduzem as interagdes intermoleculares e aumentam a
mobilidade das cadeias dos polimeros, h& uma diminuicdo de possiveis
descontinuidades e zonas quebradicas, resultando assim em materiais com menores
temperaturas de transicao vitrea (Tg), menor cristalinidade, menor rigidez, maior
flexibilidade e melhor maquinabilidade (VAN SOEST et al., 1996; MULLER, 2007;
MALI et al., 2006).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes deve ser realizada de
acordo com a compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizados, isto €, deve
ser miscivel ao solvente e ao polimero, de forma a evitar a separacdo prematura no
decorrer do processo de secagem, causando uma diminui¢do na flexibilidade do filme
(GUILBERT et al., 1986).

3.6.2.1 Glicerol

O glicerol é um composto organico, pertencente a classe dos polidis, € um dos
agentes plastificantes mais utilizados na composic¢éo de solucées filmogénicas, devido a
sua estabilidade e compatibilidade com as cadeias biopoliméricas dos biofilmes
(CHILLO et al., 2008). E liquido & temperatura ambiente, higroscopico, inodoro,
viscoso e de sabor adocicado. Encontra-se presente em todos os 6leos e gorduras de
origem animal e vegetal na sua forma combinada, ou seja, ligado a &cidos graxos tais
como o acido estedrico, oleico, palmitico, laurico formando a molécula de triacilglicerol
(BOBBIO E BOBBIO, 2003).

Desde 1949 o glicerol é obtido comercialmente pela sintese do propeno.
Consiste na cloracédo a alta temperatura, com uso de radicais livres como intermediarios,
para a formacdo do cloreto de alila, sendo que o mesmo é reagido com acido
hipocloroso (agua sanitaria) resultando na haloidrina que em tratamento com excesso de
base leva ao glicerol. Tal processo atualmente corresponde a 25% da capacidade da
producdo dos EUA e 12,5% da capacidade mundial, no entanto, muitas unidades
produtoras estdo sendo desativadas em funcdo da grande oferta de glicerol originadas a
partir da producéo do biodiesel (MOTA et al., 2009).

O termo “glicerol” aplica-se somente ao composto organico puro (>99%) 1,2,3
propanotriol, também conhecido como um alcool trivalente. Ja o termo “glicerina”
aplica-se aos produtos comerciais purificados normalmente contendo uma quantidade

maior que 95% de glicerol. Varios niveis de glicerina estdo disponiveis comercialmente,
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0s quais diferem entre si quanto ao seu conteudo de glicerol, cor, odor e tracos de
impurezas (KNOTHE et al., 2006; TACONI, 2007).

De acordo com Larsen (2009), o glicerol tem uma gama de aplicagBes. E
utilizado na industria farmacéutica na composicdo de capsulas, supositorios,
anestésicos, xaropes, antibiticos e antissépticos. E aplicado como emoliente e
umectante em cremes dentais, hidratantes para a pele, logdes pos-barba, desodorantes,
batons e maquiagens. Amacia e aumenta a flexibilidade das fibras téxteis. E empregado
no processamento de tabaco, na composicdo dos filtros de cigarro e como veiculo de
aromas, e utilizado também, como lubrificantes de maquinas processadoras de
alimentos, na fabricagéo de tintas e resinas e na fabricagéo de dinamites.

Desde 1959, o glicerol é reconhecido como uma substancia atoxica, permitido
como aditivo em alimentos, por isso este foi utilizado no presente estudo. No Brasil, seu
uso em produtos alimenticios é assegurado pela Resolucdo da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria) de n° 386, de 5 de agosto de 1999 (ARRUDA et al.,
2006).

3.7 Filmes antimicrobianos

A crescente demanda por produtos pouco processados com as mesmas garantias
de inocuidade do que aqueles tratados por métodos tradicionais de conservacdo
incentivaram os pesquisadores a concentrar a maior parte de seus esforcos em estudar
novas formas de garantir a seguranca alimentar e aumentar a vida-Util de produtos
alimenticios (FORTUNY e BELLOSO, 2003).

Os filmes ativos com fungdo antimicrobiana baseiam-se na incorporacdo de
conservantes alimentares na estrutura do polimero durante o processo de producdo de
filmes objetivando impedir o crescimento e desenvolvimento da microbiota presente,
principalmente na superficie do alimento embalado, onde a maior parte das reagdes de
deterioracdo ocorre, além de adicionar caracteristicas desejaveis ao alimento (SOARES
et al., 2009).

Os agentes antimicrobianos alimentares sdo compostos utilizados para controlar
a contaminagdo microbiana, reduzindo a taxa de crescimento ou inativando 0s micro-
organismos no alimento, mantendo a qualidade e frescor sensorial e nutricional.
Tradicionalmente, o principal uso de agentes antimicrobianos em alimentos tem sido a
de estender a vida util e manter a qualidade de inativagdo de micro-organismos
deterioradores (DAVIDSON e HARRISON, 2002).
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Como agentes antimicrobianos naturais pode-se citar a lactoferrina, enzimas,
Oleos essenciais de plantas, 6leos essenciais de especiarias, quitosana, porfirinas e
metais (LAGARON et al., 2012).

3.7.1 Oleo essencial de cravo

Os 06leos essenciais sdo substancias naturais volateis de origem vegetal, sdo
atrativos ao consumidor por ndo apresentarem efeito toxico, mesmo quando empregados
em concentracOes relativamente elevadas (PEREIRA et al., 2006). Sdo extraidos de
componentes das plantas como raizes, flores, caules, folhas, sementes, frutos e da planta
inteira (SANCHEZ et al., 2010). Outra caracteristica importante é o aroma intenso da
maioria dos 0Oleos essenciais, 0s quais sdo sollveis em solventes organicos apolares.
Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos
orgénicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre. Na mistura, tais
compostos apresentam-se em diferentes concentragbes, normalmente, um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades (SIMOES et al., 2004).

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais é devida a sua composicado
quimica, principalmente aos compostos fendlicos que exercem seus efeitos
antimicrobianos diretamente na membrana citoplasmatica, provocando alteracfes na sua
estrutura e funcbes (HOLLEY e PATEL, 2005). A capacidade antioxidante, antifungica
e antimicrobiana dos O6leos essenciais permite a sua utilizacdo em alimentos,
melhorando sua qualidade e beneficiando a satide humana (HOSSAIN, 2012).

A espécie vegetal Syzygium aromaticum, conhecida popularmente como cravo-
da-india, pertence a familia das Mirtaceae e é explorada principalmente para extracdo
industrial do 6leo essencial obtido a partir dos botdes florais, folhas e outras partes
(ASCENCAO e FILHO, 2012). O cravo-da-india é a gema floral seca sendo usado
principalmente como condimento na culinaria, devido ao seu marcante aroma e sabor,
conferido por um composto fendlico volatil, o eugenol. Nas folhas ele chega a
representar aproximadamente 95% do Gleo extraido (RAINA et al., 2001) e no cravo
também € o principal componente do 6leo, variando de 70 a 85% (BROWN e MORRA
1995; BROWN et al., 1991; ORTIZ 1992).

O eugenol, principal constituinte quimico presente no cravo apresenta efeitos

anti-inflamatdrio, cicatrizante e analgésico. E comumente utilizado como
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antimicrobiano e antiflingico (GUIMARAES et al., 2008). Sua obtencdo comercial é
feita principalmente a partir do cravo. O eugenol também é muito usado na odontologia
como componente de seladores e outros produtos antissépticos de higiene bucal, tendo
comprovado efeito bactericida (CAl e WU 1996; CHONG et al. 1997; KAPLAN et al.
1999, SHAPIRO et al. 1994).

O oleo de cravo-da-india apresentou acentuada atividade antimicrobiana, quando
testado para 0s microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes (diminuindo
significativamente a taxa de crescimento) e Staphylococcus epidermidis (SCHERER et
al., 2009).

3.8 Contaminacgdo microbiana

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) constituem um dos problemas de
salde publica mais frequentes do mundo contemporaneo. Sdo causadas por agentes
etiologicos, principalmente micro-organismos, 0s quais penetram no organismo humano
pela ingestdo de agua e de alimentos contaminados (AMSON et al, 2006).

Entre as causas mais frequentes de contaminacdo dos alimentos, destacam-se a
manipulacdo e a conservacao inadequada dos mesmos, além da contaminacdo cruzada
entre produtos crus e processados (MURMANN et al, 2008). Alimentos contaminados
por pequenas quantidades de micro-organismos podem ndo causar surtos alimentares,
porém se forem conservados em condicBes que permitam a multiplicacdo desses agentes
microbianos, as chances para a ocorréncia de surtos aumenta significativamente
(OLIVEIRA et al., 2010).

As bactérias patogénicas causam a maioria dos surtos e casos de doencas
transmitidas por alimentos, ndo s6 em numero como em frequéncia, embora outros
agentes como os virus, fungos ou os parasitas também as possam provocar. Devido a
sua estrutura muito simples e por serem micro-organismos unicelulares, as bactérias
replicam-se muito rapidamente caso encontrem nutrientes, temperatura, pH, umidade e
concentracdo de oxigénio adequados (ALVES, 2012).

Algumas das bactérias que mais causam problemas de contaminagdo alimentar
sdo a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e a Salmonella Enteritidis.

A Escherichia coli é uma bactéria Gram negativa da familia Enterobacteriaceae,
ndo esporulada, anaerébica facultativa, fermentativa, em sua maioria méveis (flagelo

peretriqueos) e pertence a microbiota entérica de mamiferos e aves. Crescem em
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temperaturas de 18 a 44°C sendo 37°C é a temperatura ideal (FERREIRA & KNOBL,
2009).

Praticamente todos os alimentos (de origem vegetal e/ou animal) que néo
tenham sido alvo de processamento podem veicular E. coli, desde que, em algum
momento, tenham sido sujeitos a poluicdo fecal (ALVES, 2012).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcae, A espécie de maior
interesse médico, principalmente em ambiente nosocomial, € o S. aureus, que esta
freqientemente relacionado com diversas infeccbes em seres humanos. O
Staphylococcus aureus é considerado o principal agente etiologico de infeccbes
nosocomiais e comunitarias. Esta bactéria, pertencente ao grupo dos cocos gram-
positivos, pode ser facilmente encontrada na pele e nas fossas nasais de individuos
saudaveis. (SANTOS, 2007).

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescerem em diferentes condicdes
ambientais fazem com que o S. aureus desenvolva-se com facilidade em véarios
alimentos (Loir et al., 2003; Carmo, 2002).

Salmonelas séo bacilos gram-negativos, anaerébios facultativos, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Sua temperatura 6tima de crescimento é 37 °C, multiplicam-
se na faixa de pH entre 4,5 e 9,5, em atividade de agua acima de 0,93 e possuem
mecanismos de adaptacdo a condi¢bes ambientais adversas (D"AOUST, 2001).

O género Salmonella consiste em duas espécies: Salmonella enterica e
Salmonella bongori (POPOFF e LE MINOR, 1997). A Salmonella enterica possui as
subespécies Typhimurium e Enteritidis que sdo os mais envolvidos em salmonelose
humana (VUGIA et al., 2004). A transmissdo de salmonela ao homem ocorre,
geralmente, pela ingestdo de alimentos ou &gua contaminados (FAVRIN, JASSIM e
GRIFFITHS, 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima para obtencéo da proteina recuperada

Foram utilizados os subprodutos de Pintado (Pseudoplathystoma corruscans),
provenientes de industrias de processamento de pescado da Regido da Grande
Dourados, os quais foram transportados em caixas térmicas com gelo para o Laboratorio
de Bioengenharia da UFGD. A obtencdo da carne mecanicamente separada de Pintado
(CMSP) foi realizada através de um separador mecanico de carne (modelo 694, Baader,

Germany).

4.2 Obtencéo de isolado proteico de Pintado (1PP)

A matéria-prima utilizada para obtencdo do isolado proteico de Pintado foi a
carne mecanicamente separada de Pintado (CMSP). A mesma foi homogeneizada com
agua destilada na proporcdo 1:9 (p:v) a 5 °C durante 5 minutos utilizando agitador eixo-
hélice (713D, Fisatom, S&o Paulo, Brasil).

Apds a etapa de homogeneizacdo foi realizado o processo de solubilizacdo
alcalina da proteina. Foi empregado, como agente alcalinizante o hidréxido de sédio
(NaOH 1 N), onde o pH de solubilizacdo foi de 11,0 a temperatura constante de 5 °C
controlada por banho ultratermostéatico (QUIMIS, modelo 214 D2, Séo Paulo, Brasil)
durante 20 minutos sob agitacdo constante com agitador eixo-hélice (713D, Fisatom,
Sédo Paulo, Brasil).

Apoés esta etapa, foi realizada uma primeira centrifugacdo a 9000xg por 20
minutos em centrifuga (Nova técnica, modelo MA 1815) com o intuito de separar o
produto solubilizado em trés fases: lipidios, proteinas sollveis e proteinas insoluveis,
facilitando a coleta do sobrenadante.

A fase intermediaria da centrifugacgéo, correspondente as proteinas sollveis, foi
reservada e submetida a precipitacao isoelétrica da proteina, utilizando para isto o acido
cloridrico (HCL 1N), o pH foi ajustado em 5,8 a temperatura de 5 °C sob agitacdo
constante com agitador eixo-hélice (713D, Fisatom, Sdo Paulo, Brasil) durante 20
minutos. Logo apds foi realizada a segunda centrifugacao feita a 9000xg por 20 minutos
para separar a fracdo precipitada, facilitando assim a coleta do precipitado, sendo obtido
0 isolado proteico.

O isolado proteico de Pintado foi submetido & secagem em estufa de circulacéo e

renovacgédo de ar (modelo MA 035) a 45 °C por 16h e posteriormente foi triturado em
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triturador domestico de facas duplas. O isolado proteico foi armazenado em recipiente
de vidro hermeticamente fechado a temperatura ambiente durante todo desenvolvimento

do trabalho, sendo utilizado conforme a producéo dos filmes.

4.3 Caracterizacao do isolado proteico de Pintado (IPP)

4.3.1 Composigao proximal

A determinacdo da composicdo proximal do IPP foi realizada segundo a
metodologia oficial da Associacdo de Analises Quimicas Oficiais (AOAC 2000).

O conteudo de umidade foi determinado de acordo com o método gravimétrico
(n° 950.46) em estufa a 105 °C; o teor de nitrogénio total foi determinado pelo método
de Kjeldahl (n® 928.08) sendo o teor de proteina bruta obtido, através da multiplicacdo
pelo fator 6,25; o conteudo de lipidios foi obtido pelo método de Soxhlet (n° 960.39) e
cinzas, por método gravimétrico (n° 920.153) em mufla a 500-600 °C. As determinagdes

foram realizadas em triplicata.

4.3.2 Andlise da funcionalidade

4.3.2.1 Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com o método de Chalamaiah et al.
(2010) e Tadpitchayangkoon et al., (2010), com variacdo de pH (3,5, 7, 9 e 11). O
calculo da solubilidade proteica ocorreu como mostrado na Equacéo 1.

Solubilidade[%] — Quantidads de proteing no sobrencdants + 100 (1)

Quantidade de protema ng amMostra

4.3.2.2 Capacidade de retencéo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua foi determinada segundo o método de
REGENSTEIN et al., (1984). A CRA foi dada pela diferenca entre o peso da amostra
umida e o peso da amostra seca, sendo os resultados expressos em mL de agua/ g

proteina, através da Equacédo 2.

CRA = Quantidade de dgua retida (mL]) (2)

Maesa original de proteina (g)
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4.3.2.3 Capacidade de retencéo de 6leo (CRO)
A capacidade de retencdo de dleo foi determinada de acordo com o método
descrito por FONKWE e SINGH (1996). O resultado foi expresso como a quantidade

de 6leo retido (mL) por grama de proteina contida na amostra, através da Equacéo 3.

Olee adicionado—sles retido (mL)
CRO = . 3)

Masza de protemalg)

4.4 Obtencao dos filmes
Os niveis, de concentracdao de IPP; concentracdo de glicerol e concentraacdo de
OEC foram escolhidos através de testes preliminares e através de levantamento

bibliogréfico.

Tabela 1. Variaveis utilizadas no planejamento fatorial fracionario 2°,

Variaveis L . 1
- IPP(g.100 g de solucéo) G (g.100g~ de IPP) OEC (9)
Codificadas
-1 1,5 0,37 0,1
0 2 0,6 0,3
1 2,5 0,87 0,5

Onde: IPP: isolado proteico de Pintado; G: glicerol; OEC: 6leo essencial de cravo.

Foram utilizados 2 niveis (-1, 0, +1) representando as variaveis codificadas e 3
varidveis independentes (reais): isolado proteico de Pintado (IPP), plastificante glicerol
(G) e 6leo essencial de cravo (OEC) no preparo da solucdo filmogénica (SF), que

originou os filmes, conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Variaveis utilizadas no planejamento fatorial fracionéario 23, com os valores

codificados e reais.

Experimentos IPP (9) Glicerol (g) OEC (9)
1 1,5 (-1) 0,37 (-1) 0,1(-1)
2 2,5 (+1) 0,37 (-1) 0,1(-1)
3 1,5(-1) 0,87 (+1) 0,1(-1)
4 2,5 (+1) 0,87 (+1) 0,1(-1)
5 1,5 (-1) 0,37 (-1) 0,5 (+1)
6 2,5 (+1) 0,37 (-1) 0,5 (+1)
7 1,5(-1) 0,87 (+1) 0,5 (+1)
8 2,5 (+1) 0,87 (+1) 0,5 (+1)
9 2,0 (0) 0,60 (0) 0,3 (0)
10 2,0 (0) 0,60 (0) 0,3 (0)
11 2,0 (0) 0,60 (0) 0,3 (0)

Onde: IPP: isolado proteico de Pintado; G: glicerol; OEC: dleo essencial de cravo.

Os filmes foram desenvolvidos pela técnica de casting, onde inicialmente o IPP
foi disperso em 100mL de agua destilada. Esta dispersdo aquosa foi mantida em
agitador (QUIMIS, modelo Q261M23) por 5 minutos e com temperatura de 40 °C para
prévia hidratacdo do IPP. Posteriormente a hidratacdo, ajustou-se o pH da dispersdo
para 11,0 com adicdo de NaOH 1N utilizando pHmetro de bancada (modelo Marconi
PA 200, Sdo Paulo, Brasil) mantendo-se a agitacdo. Apds a completa dissolucédo do IPP,
adicionou-se o glicerol e o dleo essencial de cravo previamente solubilizados em 5mL
de &gua destilada. Posteriormente a temperatura da solucdo filmogeénica foi elevada a 80
°C por 40 minutos com agita¢do continua, depois a solucdo foi filtrada em tecido de
algoddo e espalhada em placas de Petri, descartaveis e esterilizadas, com didmetro de 8
cm, as quais foram submetidas a secagem em estufa com circulacdo forcada de ar
(QUIMIS 314D 242, Sao Paulo, Brasil) a 40+1 °C por 12 h. Apds a secagem, os filmes
foram armazenados por 24 h em dessecadores mantidos a 252 °C e umidade relativa

de 55£2%, controlada usando solucéo saturada de cloreto de sddio.
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4.5 Caracterizacao dos filmes obtidos
4.5.1 Opacidade

A opacidade () foi determinada segundo Sobral (2000), através de colorimetro
(Minolta, CR-400, Osaka, Japao). Sendo a opacidade calculada como a relacdo entre a
opacidade do filme sobreposto sobre o padrédo preto (Yp) e sobre o padrédo branco (Yb),

segundo a Equacdo 4.

y=1r2 (4)

¥b
4.5.2 Solubilidade em agua
A solubilidade em agua foi determinada segundo a metodologia de CORTEZ-
VEGA et al., (2013).
A solubilidade do filme foi representada pelo total de matéria soltvel dissolvida
em agua, tendo sido calculada através da Equacdo 5.

mi— mjf

5(%) =™ x 100 (5)

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

mf = massa seca final da amostra (g).

4.5.3 Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacdo dos filmes foram determinadas, em
triplicata, sequndo metodologia da ASTM (2000), utilizando texturdmetro TA.XTplus
(Stable Micro Systems). As amostras foram cortadas em forma de retangulos (80 x
25mm) e fixadas em garras com separacéo inicial de 50mm e velocidade de tracdo de
0,8mm.s™.

A resisténcia a tragdo foi determinada através da Equacao 6.
RT = — (6)

Onde:
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RT = resisténcia a tracdo (MPa);
Fm = forca m&xima no momento da ruptura (N);

A = 4rea da seccéo transversal do filme (m?).

A elongacao foi calculada utilizando-se a Equacéo 7.

__ (dr—do)
do

E x 100 (7)

Onde:
E = elongacao (%);
do = separagéo inicial entre as garras (cm);

dr = separacdo entre as garras no momento da ruptura (cm).

4.5.4 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada em triplicata pelo
método gravimétrico da ASTM (2000). A permeabilidade ao vapor de agua foi
calculada através da Equacao 8.

_ AW L
PVA=— .= (8)

Onde:

PVA = permeabilidade ao vapor de 4gua g.mm/m?.d.kPa;
AW = ganho de massa pela célula (g);

L = espessura inicial do filme (mm);

t = tempo de armazenamento (dias);

A = area do filme exposta (m);

AP = diferenca de pressao parcial (kPa).

4.5.5 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura é a analise de microscopia mais utilizada
para avaliar a microestrutura de filmes. A caracterizagdo microscépica dos filmes é
importante quando se deseja uma melhor compreensdo do seu comportamento
(SANTOS, 2004).

28



As andlises da microestrutura dos filmes foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletronica (CEMESUL) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
através das imagens de microscopia eletronica de varredura, utilizando um microscopio
eletrénico de varredura (JEOL, JSM-6060, Japdo) operado a 20 kV.

As amostras dos filmes foram colocadas em suportes de aluminio (stubs) e

recobertas com ouro (Sputter Coater, SCDO50) para melhorar a condutibilidade.

4.5.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A determinacédo da temperatura de fusdo e da variacdo de entalpia dos filmes foi
determinada em calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu, modelo DSC 60,
Osaka, Japdo), no Laboratério de Operagdes Unitarias, no Campus Cidade, da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). As amostras de filmes com cerca de 6-
10mg foram hermeticamente seladas em capsulas de aluminio. A varredura foi realizada

de 40 a 200 °C, com uma taxa de 10 °C/minuto e fluxo de nitrogénio de 50 mL/minuto.

4.5.7 Difracao de raios-X (DRX)

As andlises de difracdo de raios-X (DRX) foram obtidas utilizando um
difratbmetro (Siemens D500 de geometria Bragg-Brentano) com radiacdo de Cu,
operando a 40kV e 17,5 mA, monocromador de grafite para feixe de raios-X difratado.
As medidas foram obtidas com passos de 0,05 graus (26), tempo de contagem de 5
s/passo, e com intervalos de medida em 20O de 10 a 90 graus. A andlise foi realizada no
Centro de Microscopia Eletronica (CEMESUL) da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG).

4.5.8 Analise microbioldgica de filmes de IPP incorporados com 6leo essencial de
cravo

Os tratamentos que apresentaram as melhores caracteristicas foram selecionados
e tiveram sua atividade antimicrobiana testada através da técnica de difusdo de disco
segundo a metodologia do Instituto de Normas de Laboratério Clinico-CLSI (2003),
adaptada para produtos naturais.

Os micro-organismos utilizados na verificacdo da atividade antimicrobiana
foram Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, cujas cepas

foram obtidas do Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial-SENAL.
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De um crescimento bacteriano de 24 a 48 horas das culturas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, foram inoculadas de trés a cinco
Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) em 10mL de caldo BHI (Caldo infuséo cérebro
e coracdo) com auxilio de algca bacteriologica, previamente flambada. A suspensdo
obtida teve a turvacao ajustada por comparacdo visual a suspensdo padrdo 0,5 da escala
de McFarland. Com o auxilio de uma alga de niquel cromo estéril, a suspensdo foi
semeada na superficie de uma placa de petri contendo &gar Mdller-Hinton, em trés
direces até a obtencdo de um esfregaco uniforme. Apds a secagem do inoculo (10
minutos aproximadamente), foram aplicados discos dos filmes selecionados, com 15
mm de didametro sobre as placas. As leituras foram realizadas, ap6s 18 a 24 horas de
incubacdo a 35-37°C, por meio da medicdo dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano em milimetros de didmetro com um paquimetro. Uma amostra controle de
filme foi utilizada sendo que este filme foi elaborado somente com a proteina

recuperada e glicerol, na qual neste trabalho damos o nome de branco

4.6 Andlise estatistica

As avaliacbes foram realizadas em triplicata, sendo os resultados apresentados
pela média. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através de andlise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o

programa Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo da proteina recuperada

5.1.1 Composicao proximal

Os teores de lipidios, proteinas e de umidade apresentaram diferenca
significativa entre as amostras de CMS e as amostras de isolado proteico, foi observado
que a quantidade de proteinas do IPP é praticamente o dobro do valor encontrado na
matéria-prima. O elevado valor proteico encontrado na matéria-prima indica que o
processo de concentracdo da proteina utilizado, foi realizado de maneira adequada
sendo uma possivel alternativa para agregar valor aos residuos oriundos da inddstria
pesqueira.

A Tabela 3 apresenta a composi¢cdo proximal da carne mecanicamente separada

de Pintado e do isolado proteico de Pintado.

Tabela 3. Composicdo proximal da carne mecanicamente separada de Pintado e do

isolado proteico de Pintado.

CMSP Isolado Proteico
Componente
%(b.u)* %(b.s.)*  %(b.u)* %(b.s.)*
Umidade 73,98+1,34 - 5,61+0,01 -

Proteinas 15,84+0,18  56,85+0,18 90,82+0,8 95,21+0,8
Lipidios 10,31+1,16  37,00+1,16 2,92+0,08 3,06+0,08

Cinzas 1,71+0,02 6,13+0,02 1,64+0,06 1,71+0,06

*Média de 3 repeticbes + desvio padrdo; CMSP: carne mecanicamente separada de

Pintado; b.u.: base umida, b.s.: base seca.

O isolado proteico obtido apresentou reduzido contetdo lipidico, quando
comparado a CMSP, visto que a maior parte dos lipidios foi separada junto com a
fracdo das proteinas insoluveis durante a primeira centrifugacdo, estes componentes sao
separados pela diferencga de densidade e solubilidade durante a centrifugacédo, associada

a temperatura de solubilizacdo (5 °C) que contribui para a separacdo da camada de
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gordura. (KRISTINSSON et al., 2005). A reducdo de lipidios € muito importante para
diminuir a susceptibilidade do isolado proteico & oxidagdo lipidica (NOLSOE e
UNDELAND, 2009). Pesquisas realizadas por Undeland et al. (2002) também
demonstraram a eficacia dos processos de solubilizagédo acida e alcalina na remocéo de
lipidios.

Conforme observado na Tabela 3 o teor proteico do isolado foi de 95,21% (b.s.),
sendo que este valor esta acima do encontrado por Martins et al. (2009), em residuos de
corvina que foi de 77,98%. Freitas (2011), encontrou valor inferior ao obtido neste
estudo, sendo de 93,11% (em base seca) para isolado proteico de residuos de corvina.
Camilo et al. (2010) encontraram valores de proteinas e lipidios inferiores ao do
presente estudo, sendo de 46,26% (b.s.) de proteinas e 41,23% (b.s.) de lipidios na
CMSP; no concentrado proteico o teor foi de 88,79% (b.s.) de proteinas e 4,61% (b.s.)
de lipidios.

Apesar da carne mecanicamente separada de Pintado conter um quantitativo
maior de elementos orgénicos, o teor de cinzas em base Umida ndo diferiu muito do
valor encontrado no IPP, sendo respectivamente de 1,71% e 1,64%, isso pode ser
explicado pelo acumulo de solugdes inorganicas utilizadas para o ajuste de pH durante o
processo de extracdo do isolado proteico (TADPITCHAYANGKOON e
YONGSAWATDIGUL, 2009; FONTANA et al., 2009). Essa pequena diferenga no teor
de cinzas entre a CMS e o isolado proteico de corvina também foi encontrada por
Cortez-Vega (2011), sendo os valores de 1,19% e 1,29 % respectivamente.

A umidade representa um dos fatores criticos no processo de obtencdo do
isolado proteico, na composic¢do proximal obtida comparada com Camilo et al. (2010)
verificou-se que na carne mecanicamente separada de Pintado foi encontrado um teor de
umidade semelhante e no isolado um teor maior ao apresentado neste estudo, que foi
respectivamente de 74,54% e 8,48%. Um indice de umidade baixo é favoravel ao
processo de obtencdo de produtos a base de isolado, visto que formara um gel com

maior qualidade, o que se refletird numa maior forga do gel (CAMILO et al. 2010).

5.1.2 Andlise de funcionalidade

5.1.2.1 Solubilidade
A Figura 2 apresenta a solubilidade do isolado proteico de Pintado em funcéo do
pH.
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Observou-se uma baixa solubilidade no pH proximo do ponto isoelétrico das
proteinas (29,47%) e a maior solubilidade (88,5%) foi atingida em pH extremo de 11,0.
Fontana (2009) encontrou valores superiores ao do presente estudo em concentrados
proteicos de residuos de corvina, porém a baixa solubilidade das proteinas também
ocorreu préoximo ao ponto isoelétrico (32,5% pH 5,0) e uma elevada solubilizacédo

proteica em pH extremo (97,5% em pH 11,0).

Figura 2. Solubilidade do IPP em funcéo do pH
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A baixa solubilidade da proteina é causada pela desnaturacdo da proteina,
induzida pelo processo de alteracdo do pH (RAWDKUEN et al., 2009). As proteinas
geralmente exibem sua solubilidade minima em seu ponto isoelétrico, onde ocorre um
aumento entre a interacdo proteina-proteina, pois as forcas eletrostaticas das moléculas
sdo minimas, e menos agua interage com as moléculas de proteina (FREITAS, 2011). J&
a alta solubilidade da proteina ocorre porque a medida que o pH se torna mais alcalino,
h& predominancia de cargas negativas, havendo interacdo mais forte das moléculas de
proteina com a agua e, também, maior repulsdo entre as moléculas de proteina,
aumentando significativamente a solubilidade (FONTANA et al., 2009).

Segundo Pacheco e Sgarbieri (2002), a solubilidade € uma das mais importantes
propriedades das proteinas e varia consideravelmente em funcdo do pH e da forga
ibnica. Resultados similares foram relatados para outras espécies de pescado, como 0s
de sardinha, bagre e também corvina (FONTANA et al., 2009).

33



A alta solubilidade da proteina recuperada indica potenciais aplicacbes em
alimentos formulados, proporcionando uma aparéncia atrativa e uma sensagdo agradavel
no produto preparado (SATHIVEL et al., 2004).

5.1.2.2 Determinacdo da capacidade de retencdo de agua (CRA)

A Figura 3 apresenta as curvas da CRA em funcdo do pH do isolado proteico de
Pintado. Observa-se que, a capacidade de retencdo de agua apresentou o mesmo perfil
proteico que a solubilidade, visto que aumentou em pH 3,0 (10,8mL), apresentou
decréscimo em pH 5,0 (4,45mL) e novamente aumentou em pH 7,0 (6,37mL) e 9,0
(12,33mL), sendo em 11,0 o maior valor obtido (20,11mL).

Figura 3. Capacidade de retencéo de agua (CRA) do isolado proteico de Pintado
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Como esperado, a CRA medida em pH 5,0 foi inferior a obtida nos demais
valores de pH, pois de acordo com Kinsella (1987) ocorreu a diminui¢do da capacidade
da proteina em se ligar com a agua, devido as interac@es intermoleculares e formacéo de
grandes aglomerados proteicos e pode ainda ser afetada por outras propriedades, como a
solubilidade.

Fontana et al. (2009), obtiveram valores maximos de 21,9 e 22,9 mL &agua/g
proteina, em pH 11,0 para isolados proteicos de corvina obtidos pelo processo de
solubilizacdo 4acido e alcalino, respectivamente. Sendo os valores encontrados
semelhantes ao do presente trabalho.

Em pHs afastados do ponto isoelétrico das proteinas, a predominancia de cargas
de mesmo sinal provoca repulsdo e afastamento entre as moléculas, deixando maior
espaco para ser preenchido pelas moléculas de &gua aumentando, portanto, a capacidade

de retencdo de agua. Em pHs abaixo de 5,0 e acima de 7,0, as moléculas de agua se
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combinam com os grupos polares das proteinas e a CRA tende a aumentar (PACHECO
e SGARBIERI, 2002).

A capacidade de retengdo de agua € um fendmeno importante em alimentos, pois
a agua absorvida em pequenas quantidades ndo atua como solvente, mas contribui para
aumentar a viscosidade (CANDIDO et al., 1998).

5.1.2.3 Determinacao da capacidade de retencéo de 6leo (CRO)

A CRO média obtida foi de 2,03 £ 0,06 (mL o0leo/g proteina) sendo o valor
obtido inferior ao encontrado por Ferreira (2014) que foi de 3,17 + 0,11 (mL oleo/g
proteina), em CMS de corvina. Freitas et al. (2011), também encontrou valores
superiores a este estudo ao avaliarem a CRO em isolado proteico obtido de residuos de
anchoita (Engraulis anchoita), obtendo um valor de 7,27 £ 0,64 mL 06leo/g proteina.

O baixo valor encontrado no presente estudo indica baixa hidrofobicidade do
isolado proteico, pois quando h& grande quantidade de regifes hidrofébicas nas
proteinas h& favorecimento de interacdes destas com o 6leo (CHEFTEL, CUQ e
LORIENT, 1993). De acordo com Fontana et al. (2009), a retencdo de 6leo varia em
funcdo do numero de grupos hidrofébicos expostos das proteinas e provavelmente, as
cadeias ndo polares das proteinas possuem afinidade com as cadeias hidrofdbicas da
molécula de 6leo, contribuindo para absorcéo do 6leo.

O mecanismo de retencdo de 6leo deve-se principalmente a captura fisica do
Oleo pela proteina e é uma caracteristica funcional muito importante, requerida
principalmente pela industria alimenticia de carne e produtos emulsionados (BOBBIO e
BOBBIO, 1995).

A gordura merece atencdo devido a variacdo no seu contetdo, o que se reflete
diretamente na estabilidade da emulsdo, bem como em processos oxidativos, assim, a
importancia de conhecer a capacidade de retencdo de Oleo do produto formado
(TERRA, 2000).

5.2 Obtencéo e caracterizagdo do filme
5.2.1 Planejamento experimental

A Tabela 4 apresenta os valores obtidos pelos filmes de proteina de Pintado,

correspondente a cada experimento, em relacdo as variaveis dependentes analisadas.
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Tabela 4. Valores obtidos pelos filmes de proteina de Pintado, correspondente a cada

experimento, em relacéo as varidveis dependentes analisadas.

Experimentos O (%) S (%) RT(MPa) E%
(g.mm/(kPa.d.m2)
1 14,94+0,1 30,10+0,01 6,05+1,5 3,92+0,5 23,38+0,7
2 19,60+1,9 25,55+0,01 572+1,1 4,04+1,0 14,40+1,7
3 14,06+0,8 44,90+0,04 9,0£1,2 0,55+0,09 44,39+1,9
4 17,50+1,8 37,03+0,04 9,33+1,0 1,76+0,3 23,71+0,2
5 18,62+0,7 29,57+0,02 4,32+1,2 1,27+0,4 16,28+0,7
6 23,931£0,8 22,05+0,04 5,16+1,0 6,70+0,4 10,40£1,0
7 17,26+0,5 33,73£0,05 8,93+1,6 2,00+1,7 27,00£0,3
8 20,70+£1,9 30,71+0,03 8,77t1,7 1,49+0,2 17,75%£1,0
9 15,94+1,7 33,82+0,03 4,62+1,1 1,18+0,3 16,53+0,26
10 15,80+1,7 26,19+0,03 7,48+1,2 1,14+0,4 15,70+1,5
11 16,44+1,7 33,81+0,04 6,94+1,6 1,11+0,3 16,19£0,5

*Média de 3 repeti¢bes + desvio padrdo. Onde: O: Opacidade; S: solubilidade; PVA:

Permeabilidade ao Vapor de Agua; RT: Resisténcia & Tracdo e E: Elongaco.

A Tabela 5 apresenta os resultados da analise de varidncia (ANOVA), com a

finalidade de testar a adequacidade do modelo para a variavel opacidade.

Tabela 5. Verificacdo da validade estatistica do modelo para opacidade.

Fontede o GL MQ  Fcal Ftab
variagdo

Regressio 61,27 > 30.63 1215  4.46
Residuo 20,16 8 2,52

Total 81,43 10

Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado medio;

F:Fisher.

Segundo a Tabela 5 podemos observar que o modelo foi significativo, porém

ndo é preditivo, pois a superioridade do Fcqcuado NA0 foi 5 vezes maior que 0 Fiapelado
(Gacula e Singh, 1984).
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O ajuste do modelo também foi expresso pelo coeficiente de correlagdo R? que
foi de 0,75, indicando que 75% da variabilidade na resposta podem ser explicados pelo
modelo de regressdo obtido para a opacidade de filmes de IPP incorporados com dleo

essencial mostrado pela Equacéo 9.
Opacidade = 17,74 + 4,12P+ 3,680EC €)]

A superficie de contorno demonstrada na Figura 4 destaca um aumento na
opacidade dos filmes em maiores concentracdes de proteina e 6leo essencial de cravo.
Halal (2012) também encontrou um nivel mais elevado de opacidade em filmes com
mais Oleo de palma e isolado proteico de corvina em sua composicao, sendo de 16% o
teor de opacidade dos filmes com 20% OGleo de palma e 4,59 de proteina e
aproximadamente 14% em filmes com 10% de 6leo de palma e 4,0g de proteina. Outros
autores, também observaram uma maior opacidade em filmes de proteina adicionados
de lipideos, como Rhim et al. (2002), em filmes de isolado proteico de soja
incorporados de acidos graxos e Ozdemir e Floros (2008) em filmes proteicos de soro

de leite com adicdo de cera de abelha.

Figura 4. Superficie de contorno para opacidade em relacdo as concentracdes de

proteina e 6leo essencial de cravo.
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Neste estudo observou-se uma maior opacidade nos experimentos 6 (23,93%) e
8 (20,70%), os quais apresentam maiores valores de IPP e antimicrobianos em sua

composicao, o experimento 3 resultou no filme com o menor valor de opacidade, e sua
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formulacdo contém o menor teor de proteina e 0Oleo, esses resultados evidenciam que
tanto a concentracdo de IPP como a quantidade de dleos essenciais influem na
coloracdo, provavelmente devido a pigmentacdo caracteristica desses elementos.

Segundo Chen (1995), a opacidade do filme é consequéncia da morfologia ou da
estrutura quimica relacionada a massa do material. Os filmes opacos dificultam a
transmissao de luz, o que pode ser uma caracteristica desejada, quando a luz é um fator
de deterioracdo do produto embalado. No entanto, a transparéncia é uma caracteristica
importante em algumas aplicacdes, como em embalagens de alimentos (FURTADO,
2013).

Valores similares aos obtidos no presente estudo foram encontrados por Ferreira
(2014) em relacéo a opacidade, quando este autor trabalhou com 6leo de orégano e de
cravo, sendo que a opacidade variou entre 14,99% a 23,33%.

A Tabela 6 apresenta os resultados da analise de variancia (ANOVA), com a
finalidade de testar a adequacidade do modelo para a varidvel solubilidade.

Para solubilidade como demonstrado na Tabela 6, o F calculado (10,48) foi
maior que o F tabelado (4,35), isso demonstra que 0 modelo encontrado € significativo,

porém nao preditivo.

Tabela 6. Verificacdo da validade estatistica do modelo para solubilidade.

Fonte de

variacio SQ GL MQ Fcal Ftab

Regressdo 314,88 3 104,96 10,48 4,35

Residuo 70,07 7 10,01
Total 384,95 10
Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio;

F:Fisher.

O ajuste do modelo também foi expresso pelo coeficiente de correlacdo R? que
foi de 0,81, indicando que 81% da variabilidade na resposta podem ser explicados pelo
modelo de regressdo obtido para a solubilidade de filmes de IPP incorporados com 6leo

essencial mostrado pela Equagé&o 10.
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Solubilidade = 31,58 - 5,74P+ 9,77G — 5,380EC (10)

As Figuras 5 e 6 demonstram que a solubilidade foi influenciada pelas variaveis
proteina, glicerol e OEC, a caracteristica hidrofilica do plastificante contribuiu para um

aumento na solubilidade dos filmes com maiores concentragdes de glicerol.

Figura 5. Superficie de contorno para solubilidade em relacdo as concentracbes de

proteina e 6leo essencial de cravo.
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Como observado na Tabela 4, a solubilidade dos filmes variou de 22,05%
(experimento 6) a 44,90% (experimento 3), e estes foram menos sollveis do que 0s
filmes proteicos de anchoita adicionados de diferentes agentes antimicrobianos que
apresentaram solubilidades de 27,7 a 65,3% (ROCHA, 2012). Os filmes também
apresentaram menor solubilidade em agua do que os biofilmes de isolado proteico de
corvina com adi¢do de 6leo de palma, que apresentaram solubilidades de 28,3 a 47,2%
(HALAL 2012).
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Figura 6. Superficie de contorno para solubilidade em relacdo as concentracdes de

proteina e glicerol.
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S&o os componentes da estrutura dos filmes que determinam sua solubilidade, a
baixa taxa de dissolucgéo dos filmes produzidos no presente estudo evidencia que houve
baixa hidrofilicidade proteica ocasionando uma alta coesdo da matriz, pois para que
ocorra a dissolucdo de um polimero hidrofilico é necessario a penetracdo ou difusdo da
agua em seu interior e inchaco devido a ruptura das cadeias e relaxamento do polimero
(TURHAN e AHBAZ 2004). Proteinas com alta massa molecular sdo geralmente
insolGveis ou pouco sollveis em agua. Essas moléculas sdo interessantes, uma vez que
podem formar filmes resistentes a agua, além disso, a solubilidade das proteinas
depende muito do nimero e do arranjo de cargas na molécula, que dependera da
composicdo de aminoacidos (SGARBIERI, 1996).

Bourtoom et al. (2006), avaliaram o efeito do tipo de plastificante e
concentracdo nas propriedades de filme comestivel obtidos a partir de proteinas soltveis
em agua de surimi de pescado. Estes autores concluiram que filmes plastificados com
sorbitol, mostraram maior solubilidade em comparacdo com filmes plastificados com
glicerol e polietileno glicol. O aumento da concentracdo do plastificante, em geral,
resultou em filmes mais sollveis, os valores apresentaram em torno de 55% de
solubilidade, estando acima dos resultados encontrados no presente trabalho.

A concentracdo de OEC também foi um fator interferente na solubilidade dos
filmes, como demonstra a Figura 5 é na menor concentracdo de OEC (0,1 g/100mL)
onde obtém-se a maior solubilidade proteica, ou seja, quanto menos 6leo maior a

solubilizacdo da matriz polimérica. Essa caracteristica provavelmente esta relacionada a
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natureza hidrofobica do 6leo essencial de cravo. Oliveira (2013), também encontrou em
seu estudo sobre filme de proteina de soro de leite adicionado com 6leo de orégano
maior solubilidade em filmes com menor teor de 6leo em sua composicdo, sendo de
17,01% em filmes com 1% do 6leo e 14% com 1,5% de 0Oleo. A incorporacdo de um
composto hidrofébico na formulacdo de filmes proteicos reduz a capacidade da matriz
formadora de filme para ligar-se com moléculas de 4gua (MCHUGH e KROCHTA,
1994).
A Tabela 7 apresenta os resultados da analise de variancia (ANOVA), com a

finalidade de testar a adequacidade do modelo para a variavel permeabilidade ao vapor

de 4agua.

Tabela 7. Verificagdo da validade estatistica do modelo para permeabilidade ao vapor

de agua.

Fonte de

variacio SQ GL MQ Fcal Ftab

Regressdao 27,31 1 27,31 31,03 5,12

Residuo 7,94 9 0,88
Total 35,25 10
Onde: SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Quadrado médio; F:

Fisher.

Como demonstrado na Tabela 7 o modelo encontrado € significativo e preditivo,
pois a superioridade do Feaculago fOI 5 Vezes maior que 0 Frapelado-

O ajuste do modelo também foi expresso pelo coeficiente de correlagdo R? que
foi de 0,77, indicando que 77% da variabilidade na resposta podem ser explicados pelo
modelo de regressdo obtido para a permeabilidade ao vapor de agua de filmes de IPP

incorporado com oleo essencial mostrado pela Equacéo 11.
Permeabilidade ao VVapor de dgua = 6,93+ 3,69G (12)

Como observado nas Figuras 7 e 8 a permeabilidade dos filmes é maior em
elevadas concentracdes de plastificante independentemente dos teores de proteina e
OEC. O aumento da permeabilidade ao vapor de &gua com o aumento da concentragdo
de plastificante higroscopico é comum em biofilmes (SOBRAL e OCUNO, 2000).
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Filmes obtidos de proteinas miofibrilares possuem alta absortividade de agua e
permeabilidade ao vapor de &gua, devido a hidrofilicidade de aminoacidos em
moléculas de proteinas e as quantidades significativas de plastificantes hidrofilicos,
como o glicerol e o sorbitol (PRODPRAN, BENJAKUL e ARTHAN, 2007).

Figura 7. Superficie de contorno para permeabilidade ao vapor de 4gua em relacdo as
concentragdes de glicerol e proteina.
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Figura 8. Superficie de contorno para permeabilidade ao vapor de 4gua em relacdo as
concentracdes de glicerol e 6leo essencial de cravo.
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Bourtoom et al. (2006) em seu estudo sobre filmes de proteinas sollveis de
surimi de pescado, também detectou o aumento da permeabilidade ao vapor de agua
com o incremento na quantidade de plastificante nos filmes. A PVA aumentou de 30,41
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para 79,96; 125,80 para 234,67 e 89,52 para 225,45 g.mm /kPa.dia.m? quando a
concentracdo de sorbitol, glicerol e polietileno glicol aumentou de 25% para 75%
respectivamente.

Gontard et al. (1994), explicam que a distribuicdo dos lipidios na matriz
estrutural da proteina pode ser prejudicada, possibilitando a formacdo de zonas com
maior concentragdo do componente apolar, o qual pode proporcionar o aparecimento de
rachaduras e canais preferenciais, atraves dos quais a agua difunde-se pela matriz. Fato
este que ter ocorrido no presente trabalho, outro fator que provavelmente ocorreu € que
0 Oleo essencial de cravo ndo conseguiu se ligar quimicamente a matriz proteica,
deixando espacos vazios pelos quais a agua pode permear na matriz filmogénica,
impedindo assim que os filmes com maiores teores de 6leo apresentassem menor PVA.

Resultados diferentes a este estudo foram verificados em filmes de quitosana
incorporados com Oleo essencial de Melaleuca arternifolia (arvore do cha) e
incorporados com 0leo de orégano, onde ocorreu uma redugdo da permeabilidade do
vapor de agua, atribuindo este fato ao aumento da fragdo hidrofobica na formacéo do
filme (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010; ZIVANOVIC et al., 2005). Bourtoom e
Chinnan (2009) analisaram a influéncia da adicdo de 6leo de palma, em diferentes
concentragfes nos filmes de quitosana e amido de arroz, e também observaram a
reducdo da PVA.

As propriedades mecanicas dos filmes dependem das interacbes entre 0s
componentes, ou seja, da formacdo de ligagdes moleculares fortes ou numerosas entre
as cadeias (CALLEGARIN et al., 1997). A homogeneizacdo do lipidio na solucao
proteica também é uma etapa muito importante, pois o didmetro dos glébulos lipidicos e
sua distribuicdo homogénea na matriz polimérica estdo diretamente relacionados com a
resisténcia a tracdo e com a porcentagem de elongacdo, sendo que quanto menor o
didmetro mais homogénea a distribuicdo, formando-se filmes com uma matriz mais
continua, regular e estavel (DEBEAUFORT e VOILLEY, 1997).

As Tabelas 8 e 9 apresentam os resultados da analise de variancia (ANOVA),
com a finalidade de testar a adequacidade do modelo para as propriedades mecanicas de

resisténcia a tracdo e elongacéo.
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Tabela 8. Verificacdo da validade estatistica do modelo para resisténcia a tragéo.

Fonte de

variacio SQ GL MQ Fcal Ftab
Regressao 22,61 6 3,76 1,3 6,16
Residuo 11,57 4 2,89
Total 34,18 10

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

F:Fisher.

Como demonstrado na Tabela 8, 0 Feajulado (1,30) foi menor que 0 Fiapelado (6,16),

portanto 0 modelo encontrado ndo é significativo nem preditivo, ndo sendo possivel

gerar superficie de contorno para resisténcia a tracao.

Tabela 9. Verificagdo da validade estatistica do modelo para resisténcia a elongagao.

Fonte de

variacio SQ GL MQ Fcal Ftab
Regressdo 691,82 3 230,6 9,98 4,35
Residuo 161,72 7 23,1
Total 853,54 10

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

Como demonstrado na Tabela 9, o modelo encontrado é significativo, porém néo
foi preditivo.

O ajuste do modelo também foi expresso pelo coeficiente de correlacdo R? que
foi de 0,81, indicando que 81% da variabilidade na resposta podem ser explicados pelo
modelo de regressdo obtido para a resisténcia a elongacao de filmes de IPP incorporado

com 0leo essencial mostrado pela Equagéo 12.

Resisténcia & Elongacdo = 20,52-11,19P+12,09G-8, 610EC (12)
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Apesar da andlise de resisténcia a tracdo ndo ter gerado resultados
significativamente estatisticos, houve uma considerdvel interacdo entre a proteina e o
glicerol. Em biofilmes com alta concentragcdo de IPP e baixo teor de plastificante a
resisténcia obtida foi maior, esse comportamento pode ser observado na Tabela 4, a qual
mostra que a resisténcia a tracdo variou de 0,55 MPa no experimento 3 (composto por
35% de glicerol, 1,5g de IPP e 0,1g OEC ) para 6,70 MPa no experimento 6 (composto
por 25% de glicerol, 2,5g. de IPP e 0,5g de OEC).

Um dos fatores mais importantes que afeta sensivelmente as propriedades de
tracdo é o teor de plastificante, especialmente aqueles que mostraram comportamento
hidrofilico, como o glicerol. Sabe-se que os plastificantes provocam alteracdo nas
propriedades mecanicas, fazendo com que tenham maior flexibilidade e menor
resisténcia a tracdo (ARAUJO-FARRO, 2008).

Segundo Perez-Gago e Krochta (2001) quanto maior a concentracdo de proteina
nos filmes, maior serd a quantidade de grupos sulfidricos, promovendo um maior
nimero de ligacbes covalentes S-S na matriz filmogénica, e consequentemente
formando filmes mais resistentes. A reducdo da forca e o aumento da elongacdo na
ruptura com o aumento do plastificante sdo comportamentos tipicos dos biofilmes
(Gontard,1991; Cuq et al., 1995; Parris et al., 1995). A presenca de plastificantes
diminui a densidade das interacfes proteina-proteina aumentando a mobilidade das
cadeias polipeptidicas e tornando os filmes menos resistentes e mais deformaveis (Cuq,
1996).

Outros autores também relataram a variacdo da resisténcia a tracdo em funcéo do
glicerol. Jongjareonrk et al. (2006) observaram uma diminuicdo na resisténcia do filme
de gelatina de pele de lubina amarela (Priacanthus macracanthus) e de lubina vermelha
(Lutjanus vitta), quando o conteudo de glicerol aumentou de 25 para 75% (a base de
proteina). Guerrero et al. (2010) estudaram a resisténcia a tracao dos filmes de proteina
de soja com diferentes concentracdes de glicerol e observaram uma reducéo de 112,4
para 12,4 MPa nos filmes com 30% e 50% de glicerol/100g de proteina,
respectivamente. Tanadu-Palmu e Grosso (2002) estudaram filmes de proteina de trigo
plastificados com diferentes concentragdes de glicerol e também observaram uma maior
resisténcia a tragdo quando uma menor concentracdo de glicerol foi utilizada.

Segundo Debeaufort e Voilley (1997), um filme com estrutura heterogénea

apresenta descontinuidades na rede o que aumenta a fragilidade do filme, devido a
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pontos preferenciais de quebra, diminuindo a resisténcia a tracdo, fato que pode ter
ocorrido neste trabalho devido aos baixos valores de resisténcia a tracdo encontrados.
Como mostrado na Tabela 4 a resisténcia a elongagéo variou de 10,40% no a
44,39%, sendo que houve uma significativa interacdo entre o plastificante, a proteina e
OEC sobre a flexibilidade dos filmes, pois com o aumento na concentracao de glicerol e
reducdo no teor das outras varidveis a elasticidade aumentou. Esse comportamento pode

ser confirmado com as superficies de contorno apresentadas nas Figuras 9,10 e 11.

Figura 9. Superficie de contorno para resisténcia a elongacdo em relacdo as

concentracdes de proteina e glicerol.
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Figura 10. Superficie de contorno para resisténcia a elongacdo em relagcdo as

concentracdes de proteina e 6leo essencial de cravo.
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Figura 11. Superficie de contorno para resisténcia a elongacdo em relacdo as

concentragdes de glicerol e éleo essencial de cravo.
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O aumento da elongacdo na ruptura como consequéncia do aumento da
concentracdo do plastificante é um classico comportamento dos filmes
(PASCHOALICK et al., 2003; CHIRITA, 2008). De acordo com GALIETTA et al.
(1998), as mudancas na propriedade de elongacdo caracterizam modificacbes na
organizacdo tridimensional, decrescendo a densidade e reversibilidade das interacdes
intermoleculares ocorridas na rede proteica formadora do filme, com o aumento do
volume vazio e da mobilidade da cadeia.

As Figuras 10 e 11 evidenciam que com o aumento da quantidade de OEC
ocorreu uma reducdo na elongacdo dos biofilmes. Peroval et. al. (2002) também
observaram uma reducdo da elongacdo dos filmes de arabinoxilana ao incorporar acidos
graxos nestes. Os mesmos autores relataram que alguns lipidios sdo incapazes de formar
uma matriz continua e coesa, causando assim, uma menor elongacdo. Provavelmente a
incorporagdo de 6leo de cravo na solucdo filmogénica provocou uma desestabilizacdo

da matriz gerando filmes com menor elasticidade.

5.2.2 Microscopia eletrdnica de varredura

A Figura 12 apresenta a microscopia eletrénica de varredura para os filmes de
isolado proteico de Pintado sem e com incorporacdo de 6leo essencial de cravo,

respectivamente.
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E importante destacar que a morfologia das particulas foi supostamente afetada
pela incorporacdo do 6leo essencial de cravo, conforme pode ser observado na Figura
12 (a) o tratamento controle que ndo possui OEC, além de muitas irregularidades
superficiais (depressdes e pequenos orificios), apresentou também um notdrio
desenvolvimento microbiano, que além de deteriorar o filme interferiu na visualizagdo
da microestrutura de superficie. Ja no tratamento com OEC pode ser observado muitas
descontinuidades estruturais (superficie menos lisa, com imperfei¢cdes, proteinas ndo
solubilizadas e orificios), porém ndo é possivel verificar micro-organismos em sua
estrutura.

Wang et al. (2009) produziram filmes de gelatina e dleo de milho, e também
constataram superficies mais regulares nos filmes incorporados com 6éleo essencial.

Apesar do tratamento 6 apresentar micro-orificios, possivelmente ocasionados
pela rapida evaporacdo do 6leo essencial de cravo durante o processo de secagem, estes
ndo foram suficientes para facilitar a difusdo do vapor de dgua nos filmes, uma vez que
este filme foi um dos menos permeéveis ao vapor de agua quando comparado com 0s
demais (Tabela 4).

SOUZA et al. (2011), ao estudarem filmes biopoliméricos de quitosana
incorporados com diferentes 6leos, verificaram que os filmes incorporados com 6leo de
arroz ou acido estedrico obtiveram superficies irregulares, atribuindo este fato a
separacdo de fases ou maior tensdo de superficie que resultou em maiores

descontinuidades na estrutura dos filmes.
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Figura 12. Microestrutura eletrénica de varredura dos filmes

Onde: (a) referente ao tratamento branco (2,5 g de IPP e 0,37 g de glicerol) e (b) filme
referente ao tratamento 6 (2,5 g de IPP, 0,37 g de glicerol, 0,5 g de OEC). Foi utilizada

uma ampliacdo de X500 e X2000 em ambas as amostras.

5.2.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Conforme Bandeira (2013), a analise de DSC mede as temperaturas e o fluxo de
calor associados com as transi¢cdes dos materiais em funcéo da temperatura e do tempo,
e fornecem informacdes sobre mudancas fisicas e quimicas que envolvem processos
endotérmicos, como transi¢des de fase, desidratagdes, reducdes e algumas reagdes de
decomposicgdo, e exotérmicos, como cristalizagdo, oxidagdo, reagdes de decomposicao,
ou mudancas na capacidade calorifica.

De acordo com a Figura 13, para o tratamento branco (2,5g de IPP e 0,37g de G)

observa-se as seguintes caracteristicas: temperatura inicial da reagdo proxima a 28°C,
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onde as moléculas adquirem maior mobilidade. A partir de uma determinada
temperatura as moléculas se organizam na forma de cristais, correspondendo a
temperatura de cristalinizagéo (Tc), a qual foi de 109,79 °C. O aquecimento acima da
Tc forma um pico endotérmico na curva do fluxo de calor, que corresponde a
temperatura de fusdo, onde os cristais desestruturam-se e fundem-se devido o aumento
da temperatura, como mostrado no Figura 13 esse pico ocorreu a 146,35°C. O calor
latente de fusdo do filme foi de AH de -72,93 J/g. e este representa a energia necessaria
para elevar o estado de agitacdo molecular que leva o composto do estado solido para o
estado liquido.

Para o tratamento (b) a temperatura de transicdo vitrea (Tg) que corresponde ao
inicio da reacdo, estd em torno de 27,69 °C. Por esse arranjo ser mais estavel ndo foi
possivel identificar no grafico uma curva de formacéo cristalina, a temperatura de fusdo
estd em torno de 146,39 °C e o calor latente do filme foi de AH -86,92J)/g. Ja na Figura
13 (c) a Tg foi de 28,15 °C, a temperatura de transigdo cristalina foi de 146,60 °C, o
pico de fusdo foi de 154,44°C e o AH de -139,30 J/g.

Através dos dados obtidos é possivel concluir, que os tratamentos contendo
Oleos essenciais apresentaram valores de temperatura de fusdo e do calor latente maiores
que no filme controle, isso ocorreu possivelmente devido a uma maior estabilidade
térmica da matriz filmogénica dos tratamentos com OEC, visto que é perceptivel que
com a adicdo do Oleo essencial as curvas de fluxo de calor apresentaram menos
variacdes. Segundo Hoque et al. (2010) altas temperaturas de fusdo e de entalpia podem
ser explicadas por uma maior interacdo na rede polimérica afetando a estabilidade
térmica do filme pela presenca de interagcdes intermoleculares na proteina, tais como
ligacGes de hidrogénio, interacdes ibnicas e intera¢des hidrofobicas, as quais estabilizam
a rede polimérica do filme.

Ferreira (2014) ao avaliar filmes a base de proteinas de pescado incorporados
com oOleos essenciais, também verificou através da analise de DSC um aumento na
temperatura de fusdo e no calor latente dos filmes com Oleos essenciais em sua

formulacdo, quando comparados com o filme sem 6leos essenciais.
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Figura 13. DSC de filmes de isolado proteico de Pintado.
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Onde: a (2,59 IPP, 0,379 glicerol); b (2,59 IPP e 0,1g OEC) c (2,59 IPP e 0,59 OEC).

Segundo Wang et al (1999) quando AH apresenta valores préoximos a zero,
indica que as proteinas estdo completamente desnaturadas, nesse caso podemos dizer
que o IPP foi desnaturado devido aos valores de AH terem dado abaixo de zero.
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5.2.4 Difracdo de Raios-X (DRX)
A Figura 14 apresenta a anélise de DRX para os filmes com e sem OEC.

Figura 14. Difratograma de filme de isolado proteico.
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O tratamento sem 6leo mostra um Unico pico de reflexao 20= 19,2812°, j4 o filme
com oOleo essencial de cravo apresentou picos de reflexbes em 19,7828° e 33,8802°.
Esses picos indicam uma baixa cristalinidade nos filmes, visto que a difracédo de raios-X
(DRX) surge da interacdo da radiacgdo eletromagnética com atomos da rede cristalina de
um solido, uma vez que o comprimento de onda dos raios-X é da mesma ordem que a
separacao dos atomos em um cristal.

Outra possivel justificativa para a amorfizacdo dos filmes, é que as proteinas sao
capazes de formar estruturas tridimensionais amorfas, estabilizadas principalmente por
interacdes ndo covalentes, e os plastificantes por reduzirem as interagdes entre as
moléculas e aumentarem a mobilidade das cadeias poliméricas, reduzem a cristalinidade
dos polimeros (CUQ et al., 1998; MALI et al., 2006).

Os pequenos picos obtidos proximos a 20° sdo caracteristicos da fase cristalina de
polimeros em filmes biodegradaveis (PATTABI, AMMA e MANZOOR, 2007).
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Menezes (2014) ao analisar a DRX em filmes de isolado proteico de frango sem
nanoargilas, também identificou a natureza amorfa dos polimeros. Moura et al (2009)
em filmes finos calcogénios, observou que os filmes sdo majoritariamente amorfos,
apresentando indicios de oxidacdo. Essa oxidacdo ndo é vantajosa, pois caso o filme

seja oxidado, ha grande indicio de oxidar o produto embalado também.

5.2.5 Anédlise microbioldgica de filmes de IPP incorporados com 6leo essencial de
cravo

Os resultados da avaliacdo microbioldgica dos filmes realizada pelo método de
difusdo de disco estdo apresentados nas Figuras 15, 16 e 17. O tratamento controle néo
continha 6leo essencial de cravo em sua formulacdo e como esperado ndo houve
inibicdo microbioldgica para nenhuma das bactérias testadas, porém os filmes com 6leo
essencial de cravo nas concentracdes de 0,1 e 0,59 ndo foram capazes de formar halo
inibitorio para nenhum dos micro-organismos testados, possivelmente devido a jungdo

dos fatores: baixo teor de 6leo essencial utilizado e sua elevada volatilizacéo.

Figura 15. Atividade antimicrobiana de filmes de isolado proteico de Pintado com e

sem incorporacao de 6leo essencial de cravo para Staphylococcus aureus.

Onde: (a) filme com 2,5g de IPP e 0,37g de glicerol; (b) filme com 2,59 de IPP, 0,379
de glicerol e 0,19 de OEC; (c) filme com 2,5g de IPP, 0,379 de glicerol e 0,5 g de OEC.
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Figura 16. Atividade antimicrobiana de filmes de isolado proteico de Pintado com e

sem incorporacao de 6leo essencial de cravo para Escherichia coli.

Onde: (a) filme com 2,5g de IPP e 0,37g de glicerol; (b) filme com 2,59 de IPP,
0,37g de glicerol e 0,1g de OEC; (c) filme com 2,59 de IPP, 0,37g de glicerol e 0,5
g de OEC.

Figura 17. Atividade antimicrobiana de filmes de isolado proteico de Pintado com e

sem incorporacao de 6leo essencial de cravo para Salmonella Enteritidis.

Onde: (a) filme com 2,59 de IPP e 0,37g de glicerol; (b) filme com 2,59 de IPP, 0,379
de glicerol e 0,19 de OEC; (c) filme com 2,5g de IPP, 0,37g de glicerol e 0,5 g de OEC.

Ferreira (2014), em sua analise sobre a avaliacdo microbiolédgica de filmes de
pescado, obteve resultados semelhantes ao presente trabalho, onde os tratamentos
formulados com 1,0 ml de OEC ndo foram capazes de formar halo de inibi¢do para as
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella Enteritidis. Menezes
(2014) também n&o identificou a formacdo de halo inibitério em filmes de proteinas de
frango incorporados com 0,8 e 1,2% de 6leo essencial de orégano para nenhum dos

micro-organismos verificados.
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Hoffmann (1999), apds testar o 6leo de cravo concluiu que este 6leo, na
concentracdo de 10,0%, inibiu completamente o crescimento de vinte e um micro-
organismos testados, dentre eles Staphylococccus aureus, B. cereus e Salmonella
Enteriditis. Esses dados reforcam o que ocorreu neste estudo onde ndo houve a inibicao
microbiana, provavelmente pela concentracdo de 6leo essencial de cravo utilizado ser
muito baixa.

Condic6es de cultivo (tempo de incubacédo, temperatura, taxa oxigénio), meio de
cultura, concentracdo das substancias testadas, dispersdo e emulsificacdo dos agentes
utilizados também sdo fatores podem interferir na analise microbiolégica (RIOS e
RECIO, 2005).
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6. CONCLUSAO

O processo de variacdo de pH foi eficaz na reducdo do teor de lipidios da CMSP,
resultando num isolado proteico com alta concentracdo de proteinas. A elevada
capacidade de retencdo de agua e solubilidade indicam que o IPP poderia ser utilizado
para elaboracdo de produtos com maior valor agregado e também no desenvolvimento
de filmes e coberturas comestiveis.

Foi possivel desenvolver filmes utilizando isolado proteico obtido de
subprodutos do Pintado. Os filmes mostraram propriedades diferentes dependendo da
concentracdo das variaveis proteina, glicerol e OEC.

A coloragdo da proteina e do OEC foram influentes nas respostas de opacidade,
onde teores mais elevados dessas variaveis resultaram em filmes mais opacos. O maior
indice de solubilidade obtido foi em biopolimeros com elevado teor de glicerol e baixo
valor de proteina e dleo, sendo essas trés variaveis influentes na solubilizacdo da matriz
filmogénica. A caracteristica higroscopica do plastificante interferiu na permeabilidade
dos biofilmes, visto que em elevadas concentrac6es de glicerol a PVA foi maior.

Os filmes em geral mostraram maior elongacdo quando elaborados com alta
concentracdo de glicerol e baixa concentracdo de IPP, ocorrendo o inverso para
resisténcia a tracdo. A elongacdo também foi afetada pela adicdo de 6leo essencial de
cravo na solugdo filmogénica, ocasionando uma possivel desorganizacdo da matriz e
consequentemente gerando filmes com menor elasticidade.

A analise de microestrutura superficial dos filmes revelou a presenca de algumas
imperfei¢bes estruturais, além de gotas lipidicas, evidenciando que ndo houve a
completa estabilizacdo das moléculas de OEC na matriz dos polimeros. Porém o 6leo
essencial de cravo atuou como antimicrobiano, visto que ndo houve desenvolvimento de
micro-organismo no tratamento com OEC.

Através dos graficos de calorimetria diferencial de varredura foi possivel
concluir que a presenga do OEC proporcionou maior estabilidade térmica nos filmes,
visto que os tratamentos com Gleo apresentaram valores de temperatura de fusdo e calor
latente maiores que o tratamento controle, e também é notavel que no experimento sem
6leo ocorreram mais variagdes na curva de fluxo de calor.

Devido a baixa concentracdo de 0leo essencial de cravo utilizado e a répida
evaporacdo do mesmo, os filmes ndo foram capazes de inibir o desenvolvimento dos

micro-organismos testados.
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Em geral, o filme que apresentou as melhores caracteristicas em relacdo as
andlises realizadas foi o tratamento 6, podendo ser uma alternativa de uso como
embalagem. No entanto, mais estudos sdo necessarios para melhorar suas propriedades
mecanicas e de barreira, além de testar sua atividade antimicrobiana em concentracdes
maiores de 0leo essencial.

A elaboracdo de filmes de proteinas extraidas da CMSP agregou valor a um
material de descarte, contribuindo para a reducdo dos impactos ambientais e oferecendo

uma alternativa viavel e de custo baixo.
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