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RESUMO
O objetivo geral da presente Tese ¢ “Obtencdo, avaliagéo e aplicabilidade de filmes
biodegradaveis de proteinas de pescada amarela (Cinoscyon acoupa), amido de mandioca
(Manihot esculenta c.) e acidos graxos em frutos pds-colheita” e apresenta trés artigos
interligados. O primeiro intitulado “Influéncia da adigdo de glicerol e acidos grax0s nas
propriedades reoldgicas e tecnoldgicas de filmes compostos de Cynoscion acoupa”, €
trata do estudo realizado com filmes de proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) e
acidos graxos (estearico (PE), palmitico (PP) e caproico (PC)). A adicdo dos acidos PE e
PP e do glicerol aumentaram significativamente a viscosidade das solucdes filmogénicas
(SF). Os filmes denominados PE (1% PML (p/v) e 0,5% &cido esteérico (p/p)) e PP (1%
PML (p/v) e 0,5% &cido palmitico (p/p)) apresentaram melhores propriedades de
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade, com estruturas mais ordenadas
(cristalinas) e melhores resisténcia térmica quando comparados aos demais filmes. O
segundo artigo “Propriedades reoldgicas e tecnoldgicas de filmes compostos obtidos com
proteinas miofibrilares de pescada amarela (Cynoscion acoupa) e amido de mandioca
(Manihot esculenta C.)”, avaliou a influéncia de diferentes concentrag¢oes de proteinas e
amido nas propriedades reoldgicas das SF e tecnoldgicas dos filmes. O amido apresentou
influéncia significativa nas SF. As analises indicaram que a interacdo entre estes
biopolimeros é positiva para a producdo de embalagens para diferentes tipos de alimentos,
sendo que o filme composto F4 (1% PML (p/v), 2% amido (p/v) e 30% glicerol (p/p))
apresentou melhores PVA, solubilidade, mecanica e resisténcia térmica. Ja o terceiro
“Avaliacdo da biodegradacdo de filmes compostos de proteinas de pescada amarela
(Cynoscion acoupa), acido palmitico e amido (Manihot esculenta) e sua aplicacdo como
revestimento em frutos pds-colheita”, avaliou a biodegradacdo em solo dos filmes e o
comportamento de frutos mamao revestidos com filme F1 (filme comercial — policloreto
de vinila PVC), e revestimentos F2 (1% PML (p/v) e 0,5% é&cido palmitico (p/p)) e F3
(1% PML (p/v), 2% amido (p/v) e 30% glicerol (p/p)), utilizando o fruto sem revestimento
como controle. A biodegradagéo, indicou que os filmes F2 e F3 foram considerados
biodegradaveis e como esperado o F1 ndo degradou, no entanto, o F2 foi considerado o
mais indicado para ser aplicado como revestimento quando comparado aos demais, por

ter aumentado em 6 dias a vida Util das frutas.

Palavras-chave: residuos de peixe, proteinas miofibrilares, amido de mandioca, acidos

graxos, filmes compostos, revestimentos de frutos.



ABSTRACT

The general objective of this thesis is “Obtaining, evaluating and applicability of
biodegradable films of yellow hake (Cinoscyon acoupa), cassava starch (Manihot
esculenta C.) and fatty acids in post-harvest fruits” and presents three interconnected
articles. The first one entitled “Influence of the addition of glycerol and fatty acids on the
rheological and technological properties of films composed of Cynoscion acoupa”, and
deals with the study carried out with films of lyophilized myofibrillar proteins (PML) and
fatty acids (stearic (PE), palmitic (PP) and caproic (PC)). The addition of PE and PP acids
and glycerol significantly increased the viscosity of film-forming solutions (SF). The
films named PE (1% PML (w/v) and 0.5% stearic acid (w/w)) and PP (1% PML (w/v)
and 0.5% palmitic acid (w/w)) showed better water vapor permeability (PVA) and
solubility properties, with more ordered structures (crystalline) and better thermal
resistance when compared to the other films. The second article “Rheological and
technological properties of composite films obtained with myofibrillar proteins from
yellow hake (Cynoscion acoupa) and cassava starch (Manihot esculenta C.)”, evaluated
the influence of different concentrations of proteins and starch on the rheological
properties of SF and film technologies. Starch had a significant influence on SF. The
analyzes indicated that the interaction between these biopolymers is positive for the
production of packaging for different types of food, and the composite film F4 (1% PML
(wiv), 2% starch (w/v) and 30% glycerol (w/w)) showed better PVA, solubility,
mechanics and thermal resistance. The third “Evaluation of the biodegradation of films
composed of proteins from yellow hake (Cynoscion acoupa), palmitic acid and starch
(Manihot esculenta C.) and its application as a coating on post-harvest fruits”, evaluated
the biodegradation of the films in soil and the behavior of papaya fruits coated with F1
film (commercial film - PVC polyvinyl chloride), and coatings F2 (1% PML (w/v) and
0.5% palmitic acid (w/w)) and F3 (1% PML (w/v), 2% starch (w/v) and 30% glycerol
(w/w)), using the uncoated fruit as a control. Biodegradation indicated that the F2 and F3
films were considered biodegradable and as expected the F1 did not degrade, however,
the F2 was considered the most suitable to be applied as a coating when compared to the

others, as it increased its shelf life by 6 days of the fruits.

Keywords: fish residues, myofibrillar proteins, cassava starch, fatty acids, composite

films, fruit coatings.
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1. INTRODUCAO GERAL

O contexto global de poluigdo ambiental, causada pelo descarte de embalagens
sintéticas elaboradas com materiais poliméricos a base de petréleo, que demoram muito
tempo para se decompor no meio ambiente, assim como, por residuos do processamento
de pescado, ricos em proteinas, representam grande preocupacdo. No estado do Parg, o
processamento da pescada amarela, uma das espécies mais comercializada, com grande
valor comercial e ampla distribuicdo, também gera grande quantidade de residuos.
Portanto, elaborar filmes com caracteristicas biodegradaveis utilizando as proteinas
extraidas dos residuos do processamento industrial desta espécie, contribui dessa maneira
com 0 meio ambiente.

Devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, as proteinas, o0s
polissacarideos e os lipideos sdo materiais biopoliméricos alternativas muito importantes
para a elaboracdo de peliculas biodegradaveis flexiveis. E a combinacdo de matérias-
primas, podem melhorar o desempenho dos filmes como embalagens para alimentos. Pois
cada componente desempenha uma funcéo diferente, conferindo propriedades especificas
que somadas melhoram as propriedades tecnoldgicas dos filmes biodegradaveis.

Os filmes compostos de proteinas e amido possuem boas propriedades de barreira
a gases e fornecem propriedades mecanicas importantes, no entanto, estes filmes
apresentam alta permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) devido as caracteristicas dos
aminoacidos presentes nas proteinas e as hidroxilas do amido. Por tanto, a adi¢do de
materiais hidrofébicos, como os acidos graxos (estearico, palmitico e caprdico)
adicionados neste trabalho, podem contribuir de forma positiva, diminuindo a PVA dos
filmes formados. Caracteristica desejavel para revestimentos usados em frutos, devido a
importancia da 4gua e oxigénio na manutencdo da aparéncia e perda de massa.

O Brasil ¢ um dos paises produtores e exportadores de mamédo, merecendo
destaque a regido Nordeste Paraense e a Metropolitana de Belém que juntas representam
um alto percentual da producéo estadual. E um fruto considerado boa fonte de vitaminas,
muito utilizado em dietas alimentares por ser digestivo, rico em fibras e com alto valor
nutritivo, que o tornam um alimento saudavel. Apresenta sabor agradavel, com
guantidades consideraveis de polissacarideos, e tém um amplo espectro de atividades
bioldgicas, como os antioxidantes. No entanto, € um fruto climatérico, com intenso
metabolismo durante o amadurecimento, o que dificulta 0 seu armazenamento por
periodo prolongado pds-colheita, portanto, o interesse foi aplicar filmes biodegradaveis

com intuito de prolongar sua vida Util.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a influéncia da mistura de proteinas miofibrilares de peixe (Cinoscyon

acoupa), acidos graxos, amido de mandioca (Manihot esculenta C.) e glicerol nas

propriedades reoldgicas e tecnoldgicas de filmes compostos biodegradaveis, e estudar a

aplicabilidade como recobrimento em frutos pos-colheita.

2.2 ESPECIFICOS

Extrair e avaliar as proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) de peixe através da
eletroforese;

Avaliar as propriedades reoldgicas (curvas de fluxos e viscosidade aparente) de
solucgdes filmogénicas de PML de peixe, acidos graxos (estearico, palmitico e
caproico), amido de mandioca, plasticizados com glicerol;

Produzir filmes compostos biodegradaveis com propriedades tecnoldgicas
adequadas para serem utilizados como embalagem de alimentos (cor, espessura,
permeabilidade ao vapor de agua — PVA, solubilidade, resisténcia a tracdo — RT,
elongacdo (%E), transmissdo de luz e transparéncia), termogravimétricas
(TGA/DTG e DSC), difracéo de raio-X, espectroscopia de infravermelho (FTIR-
ATR), Microscopia (MEV) e Espectroscopia (EDS);

Avaliar o processo de biodegradacdo em solo dos filmes compostos elaborados.
Avaliar o processo de maturacdo de frutos revestidos com filmes compostos

biodegradaveis.
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CAPITULO 1: REVISAO DA LITERATURA
1. PESCADA AMARELA

O litoral amazonico, que inclui a costa dos Estados do Pard, Amapa e Maranhéo,
possui uma vocacdo natural para a exploracdo dos recursos pesqueiros (ISAAC-
NAHUM, 2006). Sendo habitat de espécies de alto valor econbmico, como a pescada
amarela, Cynoscion acoupa (Lacépede, 1801) da familia Sciaenidae (ALMEIDA et al.,
2016; HE et al., 2012). Porem, podem ser observadas diferencas durante o crescimento
em diferentes habitats entre as etapas de vida da pescada amarela, ocasionadas pelo
ambiente e diversidade do organismo (OLIVEIRA et al., 2020).

Essa espécie ocorre em aguas tropicais e subtropicais da costa atlantica da
América do Sul e em todo o litoral do Brasil, além do oeste do Panamé e Argentina. A
pescada amarela apresenta habito necténico e demersal, vive em aguas rasas e salobras
de estuarios, lagoas estuarinas e desembocaduras de rios, podendo também adentrar a
dgua doce (HE et al.,, 2012). O periodo de desova dessa espécie € parcelado,
concentrando-se nos meses de novembro e dezembro (inicio do periodo chuvoso) e no
periodo de maior pluviosidade, compreendido nos meses de marco e abril (ALMEIDA et
al., 2016).

No Estado do Para, a pescada amarela é capturada durante todo o ano,
principalmente entre os meses de maio e agosto (MATOS e LUCENA, 2006). Possui
grande valor comercial, devido a sua carne ser muito apreciada, além de sua bexiga
natatdria (grude) alcancar altos precos de mercado, sendo utilizada como emulsificante e
clarificante de bebidas (HAIMOVICI; ANDRIGUETTO FILHO; SUNYE, 2014).

Um estudo em oito municipios do litoral norte do Brasil indicaram que a pescada
amarela é uma espécie marinha comercialmente importante, alimenta-se em areas com
fundos rochosos até a profundidade de 30 m, se alimentando principalmente de peixes,
desova em habitats rochosos e ndo estuarinos, e o periodo de desova coincide com o
periodo de captura e o0 comprimento mediano desses peixes com ovos € 70 cm (JUNIOR,
NUNES e SILVANO, 2020).

Cynoscion acoupa ¢ a unica espécie designada como “pescada-amarela” no Brasil
(NI 29/2015, MAPA), e seus produtos séo rotulados apenas com o nome “popular”
(BRASIL, 2020). Uma investigacdo in loco dos produtos a venda nas principais redes de
supermercados do estado do Para, Amazbnia brasileira, revelou que os produtos

industrializados rotulados como “pescada-amarela” eram os mais caros. Outros
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Sciaenideos, também denominados “pescada”, tinham pregos muito mais baixos, como a

“pescada-branca” e “pescada-g6” (BARBOSA et al., 2020).

2. CARACTERISTICAS DAS PROTEINAS DE PEIXES

Os peixes possuem grande importancia na alimentacdo humana, pois séo
altamente proteicos, ricos em aminoacidos essenciais (lisina, metionina, cistina, treonina
e triptofano e apresentam caracteristicas peculiares, como, por exemplo, a presenca dos
acidos graxos 6mega-3 (Lopes et al., 2012; Zavareze et al., 2012), com um total de 16 a
18 aminoacidos presentes (GHALY et al., 2013). As proteinas tém uma estrutura Unica,
apresentando 20 mondmeros diferentes, que fornecem ampla gama de propriedades
funcionais, sendo uma delas seu potencial de ligacdo intermolecular em diferentes
posicOes (KOKOSZKA et al., 2010).

As proteinas do musculo de peixes sdo constituidas por varios grupos, as
sarcoplasmaticas que desempenham fung6es bioquimicas nas células, as miofibrilares que
fazem parte do sistema contratil (estruturais) e as proteinas do tecido conjuntivo
(estroma), responsaveis pela integridade dos musculos (DANGARAN; TOMASULA;
Ql, 2009).

De acordo com Dangaran, Tomasula, Qi (2009), as proteinas miofibrilares
incluem miosina, actina, tropomiosina e troponina, entre outras. Dependendo da espécie
de peixe, as proteinas miofibrilares, miosina e actina, podem representar 65 a 75% do
total, sendo 50% de miosina e 25% de actina, em média. A miosina é responsavel por
uma série de propriedades, como gelificacdo, retencdo de agua e emulsificacdo
(RAGHAVAN; KRISTINSSON, 2008; BRASIL, 2009). Além, da capacidade de formar
matrizes coesivas e continuas durante o processo de formacao de filmes (BOURTOOM
et al., 2006).

O uso de proteinas para elaborar filmes biodegradaveis se deve a sua excelente
capacidade de coesdo e formacdo de peliculas, j& que as cadeias proteicas formam
ligagdes intra e intermoleculares, além de fornecer propriedades adequadas para 0 uso
como embalagem por meio de alteraces quimicas, fisicas ou enziméaticas (HAMMANN
e SCHMID, 2014). As proteinas miofibrilares de peixe sao extraidas do musculo do peixe
e tem sido usada como material para a formacao de filmes (ZAVAREZE et al., 2014; NIE
et al., 2015; ARAUJO et al., 2018; NEVES et al., 2019; PEREIRA et al., 2019a, 2019b;
PEREIRA et. al., 2020; PEREIRA et al., 2021a, 2021b).


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fish
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A concentracdo das proteinas miofibrilares, essenciais na formacdo de filmes
biodegradaveis, ocorre com o processo de lavagem do musculo, que remove as proteinas
de baixo peso molecular tal como as sarcoplasméaticas (HAMAGUCHI; WUYIN;
TANAKA, 2007), que sdo soliveis em &gua ou em solucdo de baixa forca ibnica
(HEMUNG; CHIN, 2015). Se o processo de lavagem ndo for eficiente as proteinas
sarcoplasmaéticas podem ser inseridas entre as cadeias de proteinas miofibrilares durante
a formacdo do filme, levando a diminuicdo da interacdo entre as miofibrilas
(HAMAGUCHI; WUYIN; TANAKA, 2007).

As proteinas podem ser extraidas por processo quimico ou enzimatico. No método
quimico sdo usados sais (NaCl e LiCl) e solventes (isopropanol e isopropanol
azeotrdpico). Enquanto que a extragdo enzimaética utiliza enzimas (alcalase, neutrase,
protex, protemax e flavorzima) (GHALY et al., 2013). As proteinas miofibrilares sdo
normalmente insollveis em agua, mas podem ser solubilizadas controlando-se o pH da
solucdo (ZAVAREZE et al., 2012). As proteinas miofibrilares podem formar uma rede
tridimensional através de desdobramento (exposicao de partes hidrofdébicos), a agregacao
e a ligacdo cruzada durante o processo de inducédo de calor (XU et al., 2011).

O processo de gelificacdo térmica inclui desdobramento inicial apos aguecimento
e subsequente agregacdo das moléculas de proteinas. O aquecimento é geralmente
realizado perto do ponto isoelétrico ou com alta forca ibnica
(THAWORNCHINSOMBUT; PARK, 2006; WANG et al., 2015). Dependendo do
método de processamento usado para induzir a gelificacdo, os géis com diferentes
estruturas de rede podem ter propriedades funcionais diferentes. Estas estruturas séo
induzidas pela modulacdo da conformacdo e interacdo das proteinas pelas condi¢es do
tratamento, tais como pH, temperatura, proteinas e concentracdo de sal (YANG et al.,
2014).

3. IMPACTO AMBIENTAL

O uso excessivo de materiais sintéticos em embalagens tem despertado uma
preocupacdo crescente com o problema ambiental. Como resultado, um esforco
consideravel tem sido realizado para desenvolver embalagens biodegradaveis a partir de
biopolimeros, ou seja, ecologicamente corretas. Portanto, biopolimeros naturais
ganharam crescente atencdo para a producdo de filmes biodegradaveis, devido a sua
biocompatibilidade e material ndo toxico que pode substituir o sintético
(KAEWPRACHU et al., 2016a). Dentre os biopolimeros naturais, destacam-se 0s


https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/agglomeration
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/protein-conformation
https://www-sciencedirect.ez3.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/protein-conformation
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carboidratos, proteinas e lipidios. E as proteinas sdo extensivamente usadas como
materiais de embalagem devido a sua capacidade de formacéo de filme, abundéncia, alto
valor nutricional e biodegradabilidade (KAEWPRACHU et al., 2016b).

Outro fator preocupante, € a producéo industrial de alimentos que gera uma grande
quantidade de residuos que, na maioria das vezes, sdo descartados no meio ambiente
como residuos organicos ou utilizados como ra¢do animal. Todo material que ndo é
aproveitado durante a producdo ou consumo, devido as limitacBes tecnologicas ou
mercadologicas, ou seja, que ndo apresentam valor de uso ou mercado, podem resultar
em danos ao meio ambiente quando ndo manejado de forma adequada (REBOUCAS et
al., 2012).

Uma das preocupacdes é a geracdo de residuos das industrias beneficiadoras de
pescado que devido ao desenvolvimento econbémico em VAarios paises ocorreu 0
crescimento do setor de pesca e aquicultura. E as industrias de processamento geram
cerca de 50-80% de residuos solidos e liquidos durante varios estagios do
beneficiamento. Normalmente, esses residuos ndo sdo aproveitados, sendo depositados
em aterros, queimados ou despejados em rios e riachos causando sérios problemas
ambientais (XU et al., 2013). A utilizacdo de residuos do processamento de pescado é
uma oportunidade importante para manter o meio ambiente. De acordo com o cenario
atual, a estratégia de utilizacdo desses residuos inclui a recuperacdo de subprodutos de
valor agregado, pois sdo fontes potenciais de proteinas, minerais, peptideos bioativos,
6leos, enzimas, aminoacidos e outros (BHUIMBAR, BHAGWAT e DANDGE, 2019).

E importante conduzir o correto gerenciamento desses residuos, pois de acordo
com Ismael et al. (2013), o manejo inadequado de residuos sélidos de qualquer origem
sd0 uma ameaca a saude publica e contribui para formacGes de situacdes de
vulnerabilidade ambiental, social e econdmica, comprometendo a qualidade de vida das
populacOes. Valente et al. (2014), acrescentam que o descarte de residuos nos recursos
hidricos gera um aumento significativo na concentracdo de fosforo e nitrogénio, bem
como decréscimo da concentracdo de oxigénio dissolvido, que é essencial para a
manutencdo da vida aquética. Portanto, os biopolimeros obtidos a partir de recursos
renovaveis ou da agroindustria, de origem animal, residuos e subprodutos marinhos estao
se tornando alternativas cada vez mais reconhecidas para uma sociedade mais sustentavel
(OLSEN, TOPPE e KARUNASAGAR, 2014).

Vérios pesquisadores entdo engajados em aproveitar residuos gerados das

industrias beneficiadoras de pescado (Vieira et al., 2018; Neves et al., 2019; Pereira et al.,
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2019a, 2019b; Pereira et. al., 2020; Pereira et al., 2021a, 2021b) com o objetivo de
desenvolver filmes com caracteristicas de embalagens biodegradaveis, que ndo causem
danos ao meio ambiente e possam melhorar a qualidade dos produtos alimenticios. H&
também, o interesse de usar proteinas miofibrilares para filmes, devido a necessidade de
agregar valor comercial e utilizar subprodutos/residuos originarios da inddstria de peixes
(ZAVAREZE et al., 2014).

Leite, Sucasas e Oetterer (2016), avaliaram e caracterizaram os residuos gerados
na comercializacdo e manipulacdo de pescado em dois centros comerciais no municipio
de Santos-SP e concluiram que a principal espécie comercializada e geradora de residuos
era a pescada amarela, sendo descartado por més aproximadamente 20 t, correspondendo
a 3,172 Kg de proteinas.

4. OBTENCAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS

Filme biodegradavel é preparado a partir de materiais biolégicos, que agem como
barreira a elementos externos e, consequentemente, pode proteger o produto embalado de
danos fisicos e bioldgicos e aumentar a sua vida util (HENRIQUE; CEREDA;
SARMENTO, 2008).

Os filmes proteicos apresentam propriedades promissoras devido a sua capacidade
de formar redes tridimensionais estabilizadas e fortalecidas por ligacdes de hidrogénio,
interacdes hidrofobicas e ligacdes dissulfeto, permitindo a criacdo de ligacdes
intermoleculares e matrizes coesivas (BENBETTAIEB et al., 2016). Porém, a dissociac&o
e a solubilizagdo das proteinas miofibrilares s80 necessarias para a formagao de filmes
(ZAVAREZE et al., 2012).

Filmes de proteinas animais como as miofibrilares, sdo incolores e ligeiramente
transparentes e demonstram excelentes propriedades de barreira aos raios UV em
comparagdo com o filme comercial de cloreto de polivinil (KAEWPRACHU et al.,
2016b; KAEWPRACHU et al., 2017), além disso, tem excelente propriedade de barreira
a gas, especialmente o oxigénio (PRODPRAN; BENJAKUL; PHATCHARAT, 2012).
No entanto, as propriedades mecanicas relativamente pobres e a alta permeabilidade ao
vapor de &gua impuseram limitacGes significativas para sua aplicabilidade como
embalagem de alimentos. Portanto, modifica¢des nas redes dos filmes de proteinas sdo
necessarias para melhorar estas propriedades (KAEWPRACHU et al., 2017).

A absorcdo de vapor de agua de um filme envolve a solubilizagdo e a difusdo de

moléculas na matriz, devido a natureza hidrofilica dos aminoacidos em moléculas de
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proteinas que séo plastificadas por &gua modificando a sua estrutura macromolecular e
assim, ambos os coeficientes de difuséo e solubilidade se tornam altamente dependente
das condicdes de umidade relativa. Esta absorgédo por estes materiais depende da estrutura
quimica dos filmes e da sua morfologia (VILLALOBOS; HERNANDEZ-MUNOZ;
CHIRALT, 2006).

A propriedade de barreira para o vapor de dgua (PVA) é um requisito basico
essencial para embalar muitos alimentos, seja seco ou usado para preservar a textura
(crocéncia, suavidade, firmeza) e controlar o desenvolvimento microbiano. Assim, a
adicdo de substancias hidrofébicas na estrutura polimérica pode ser uma alternativa, uma
vez que estas substdncias podem reduzir a taxa de transferéncia de vapor de é&gua
(HALAL et al., 2016).

Os filmes a base de proteinas possuem propriedades que diferem dependendo do
tipo e concentracdo das proteinas, bem como de outros fatores extrinsecos
(KAEWPRACHU et al., 2016a). Um dos processos mais amplamente utilizados na
elaboracdo de filmes é o método de casting, que compreende a aplicagdo da solugdo
filmogénica em suporte adequado, seguida de secagem em condicGes estritamente
controladas (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000). A formacdo dos filmes
envolve uma série complexa de reacBes quimicas, que sdo influenciadas pelas condi¢des
experimentais. Durante 0 processo de secagem, as macromoléculas ligam-se umas as
outras na matriz do filme, e as interacGes cadeia-cadeia das proteinas sdo afetadas pelo
grau de extensdo da cadeia e pela natureza e sequéncia de residuos de aminoacidos
(KAEWPRACHU et al., 2016a).

Além do material filmogénico, outros parametros devem ser considerados no que
diz respeito a formacdo de filmes, como atemperaturae o tipo de plastificante
utilizado. A temperatura de secagem determina o grau de reorganizacdo ou cristalinidade
do filme, o que pode induzir mudancas nas propriedades 6ticas, mecanicas e de barreira
(CHINMA; ARIAHU; ALAKALLI, 2015). Os plastificantes, atuam como um lubrificante,
reduzindo as forcas de atrito entre as cadeias poliméricas. Eles também podem romper as
interaces polimero-polimero, como as envolvidas nas ligagdes de hidrogénio e nas
forcas de VVan der Waals, o que pode levar a aumentos na flexibilidade, no vapor de agua,
taxa de transmissdo e permeabilidade a gases dos filmes (RODRIGUEZ-NUNEZ et al.,
2014).

Hoque, Benjakul e Prodpran (2010), ao estudarem o efeito do tratamento térmico

da solucdo filmogénica nas propriedades do filme de proteinas de peixe e glicerol,
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concluiram que a temperatura de 70 °C provocou o estiramento ou desdobramento dos
filamentos de proteinas, nos quais a maior interagdo inter-cadeias poderia ser formada via
ligacdo de hidrogénio ou interagdo hidrofobica. Pereira et al. (2020), ao adicionarem 0
glicerol, um componente hidrofilico, os filmes de proteinas de peixe apresentaram
aumento significativo na permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

Misturar proteinas com outros polimeros biodegradaveis ou sintéticos € uma
alternativa para melhorar as propriedades dos filmes (GOUNGA; XU; WANG, 2007).
Neves et al. (2019), analisaram o efeito da interacdo de gelatina e proteinas miofibrilares
de peixe na producdo de filmes e relataram que a interacdo entre os biopolimeros foi
conduzida por ligacbes de hidrogénio, formando pelicula coesa e reforcada. Além de
apresentarem os menores valores de PVA e solubilidade, também foram transparentes e,
termicamente resistentes, ou seja, propriedades tecnoldgicas superiores as produzidas
com os polimeros separados.

Pereira et al. (2021b), concluiram atraves da espectroscopia de infravermelho
(FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analise quimica por espectroscopia
de energia dispersiva de raio-X (EDS) que a mistura de polimeros de proteinas de peixe
e amido de mandioca é positiva para producdo de embalagens biodegradaveis para
diversos tipos de alimentos, visto que apresentaram melhores resultados reol6gicos das
solucBes filmogénicas como nas propriedades tecnoldgicas dos filmes em relacéo a cor,
PVA, solubilidade, transmissdo de luz e transparéncia, propriedades mecanicas, analises
térmicas e difracdo de raio-x.

Outro pardmetro importante a ser considerado para preparar filmes de proteinas
miofibrilares € o pH da solucdo filmogénica, que necessita ser ajustado para valores alto
ou baixo (extremos), distante do ponto isoelétrico das proteinas, para completar a
solubilizacdo e ndo ocorrer precipitacdo (IWATA et al., 2000). Em valores extremos de
pH &cido ou alcalino, ha forte repulsdo eletrostatica de grupos ionizados, levando a
solubilizacdo das proteinas. Portanto, a modificagdo na estrutura das proteinas e as
interacOes entre suas moléculas pelo ajuste do pH ou aquecimento da solugéo filmogénica
melhoraram a formagéo do filme e suas propriedades (KOWALCZYK; BARANIAK,
2014).

Romani et al. (2018), estudaram o efeito da desnaturacéo térmica induzida pelo
pH no comportamento de gelificacdo das proteinas para elaboracdo de filmes e
concluiram que a modificacdo do pH nos géis de proteinas foi mais evidente nas

propriedades tecnologicas dos filmes. A gelificacdo induzida pela reducédo (pH = 2,0)
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formou um gel mais forte comparado ao pH = 10 e as varreduras de temperatura
demonstraram a capacidade do gel de manter sua estrutura apoOs varios ciclos de
resfriamento e aquecimento.

A funcionalidade e o desempenho dos filmes e revestimentos biodegradaveis
dependem de suas propriedades mecanicas e de barreiras, que variam com a composi¢do
do filme, processo de formacdo e o método de aplicagdo (AHMAD et al., 2012). Os
materiais mais utilizados para a elaboracdo de biofilmes sdo misturas de lipideos,
proteinas, carboidratos, plastificantes, surfactantes, aditivos e solventes
(ANDREUCCETTI et al., 2011; AHMAD et al., 2012).

Kaewprachu et al. (2016a), produziram filmes de diferentes fontes proteicas
(gelatina comercial de couro bovino, gelatina de pele de peixe, proteinas isoladas de soja,
proteinas miofibrilares de peixe e concentrado proteico de soro de leite) para comparar as
propriedades mecanicas, fisicas, quimicas, de barreira e térmicas dos filmes com o
comercial (cloreto de polivinil/PVC). Concluiram que as fontes de proteinas
apresentaram diferencas na formacdo dos filmes, que dependeram da condi¢do de
formacédo, do tratamento da solucdo, da estrutura proteica e interacdo. Portanto, filmes
baseados em proteinas de diferentes fontes exigem condigdes distintas e produzem filmes
com propriedades diferentes, que segundo Limpam et al. (2010), é devido a estrutura

molecular e composicéo.

4.1 FILMES COMPOSTOS E SUAS PROPRIEDADES

A maioria dos trabalhos, mais recentes, tem avaliado filmes compostos ou de
mistura para explorar as vantagens complementares de cada componente (KUREK;
GALUS; DEBEAUFORT, 2014; PEREIRA et al., 2021b; NEVES et al., 2019). Por
exemplo, a adi¢do de componentes hidrofébicos, como os lipideos e &cidos graxos, sdo
utilizados para melhorar as propriedades de barreira ao vapor de agua, enquanto 0s
componentes hidrofilicos, como as proteinas e/ou polissacarideos, fornecerdo melhores
barreira aos gases (FAKHOURI et al., 2009), além de fornecer forca necessaria a
integridade estrutural. No entanto, como cada componente desempenha uma funcéo
diferente e fornece propriedades especificas, mais pesquisas sdo necessarias em filmes
compostos e/ou de misturas (KHANZADI et al., 2015). A adicdo de componentes
hidrofobicos, quer sob a forma de emulsdo ou em camada, ja foi avaliada por FABRA et
al. (2009); HALAL et al. (2016) e PEREIRA et al. (2019b).
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A maioria dos filmes ou revestimentos compostos associam uma matriz estrutural
hidrofilica e um composto hidrofébico, resultando em melhores funcionalidades do que
os filmes de hidrocoldides puros, especialmente em suas propriedades de barreira a
umidade. Os filmes compostos podem ser obtidos como bicamadas ou emulsées. Em um
sistema composto de duas camadas, os lipidios formam a segunda camada sobre o
polissacarideo ou proteinas. Na estrutura emulsionada, o lipidio é disperso na matriz do
biopolimero. A principal desvantagem dos filmes de duas camadas é que a técnica de
preparacgdo requer quatro estagios: dois estagios de fundicao e dois de secagem (GALUS;
KADZINSKA, 2015). J& os materiais emulsionados sdo obtidos durante apenas um
processo de moldagem e secagem do filme. Suas propriedades dependem de técnicas de
preparo, tipo e quantidade de componentes (hidrocoléides e lipidios) e sua
compatibilidade, bem como a heterogeneidade microestrutural (FABRA et al., 2011).

O tamanho das gotas de lipidios influenciam diretamente na estabilidade das
emulsdes e consequentemente nas propriedades dos filmes, pois, as maiores podem levar
a coalescéncia e floculagdo das micelas lipidicas formadas (TONGNUANCHAN;
BENJAKUL; PRODPRAN, 2014). Ao produzir filmes de emulsdo, a temperatura da
solucdo deve estar acima da temperatura de fusdo dos lipidios, mas abaixo da temperatura
para a volatilizacdo do solvente da rede estrutural (GALUS; KADZINSKA, 2015).

Entre os componentes hidrofébicos em filmes compostos, as ceras de origem
animal e vegetal, os 6leos vegetais e 0s acidos graxos sao 0s mais populares (GALUS;
KADZINSKA, 2015). Os acidos graxos apresentam diferentes tamanhos de cadeia, de 3
a 24 &tomos de carbono, que podem ser saturados ou insaturados. Por possuirem duplas
ligacdes os acidos graxos insaturados sdo considerados quimicamente instaveis (BELL et
al.,, 1997), tém pontos de fusdo significativamente menores e maiores taxas de
transferéncia de umidade do que os correspondentes saturados (DEBEAUFORT;
VOILLEY, 2009).

A diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes pela
incorporagdo  de  componentes  hidrofobicos é dependente da relacdo
hidrofobico/hidrofilico fornecida pelos seus componentes, além da polaridade, nimero e
grau de instauracdo (FAKHOURI et al., 2009; VIEIRA et al., 2018). Os filmes preparados
com componentes hidrofébicos também podem reduzir o desgaste por atrito da superficie
com o alimento durante 0 manuseio e transporte. Portanto, a incorporacdo do componente

hidrofébico surge como alternativa interessante e tem sido estudada por alguns
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pesquisadores (DAVANGCO; TANADA-PALMU; GROSSO, 2007; ANDREUCCETTI
etal., 2011; HALAL et al., 2016).

Ferndndez et al. (2007) verificaram que o acido graxo saturado estearico (C18:0)
foi mais eficiente na reducdo da migracdo do vapor de agua em filmes de proteinas de
soro de leite que os acidos graxos insaturados, oleico (C18:1) e linoleico (C18:2), pois 0s
acidos graxos insaturados apresentam maior grau de mobilidade devido as duplas ligacoes
do que os saturados, favorecendo a difusividade molecular da a4gua na estrutura. Pereira
et al. (2019b) ao elaborarem filmes compostos de proteinas miofibrilares de peixe, acidos
graxos saturados (estearico, palmitico e caproico) e surfactante SDS, observaram
diminuicdo na PVA dos filmes emulsionados comparados ao filme controle. Vieira et al.
(2018), ao estudarem filme de proteinas miofibrilares de peixe, acido estearico e
surfactante (dodecil sulfato de sddio) observaram diminuicdo de 31% na PVA do filme
otimizado (emulsionado) comparado ao filme controle.

Fakhouri et al. (2018), elaboraram filmes de gelatina de peixe, glaten e acidos
graxos (caproico, caprilico, caprico, laurico, miristico e palmitico) e observaram que a
concentracdo de acidos graxos aumentou a opacidade dos filmes, e concluiram que pode
estar associado ao baixo teor de 4gua. A adicdo de acidos graxos reduz a absor¢do de
agua nos filmes devido ao seu caréater hidrofobico, alterando a organiza¢do molecular do
gluten e das proteinas, com aumento nas propriedades Opticas.

A transparéncia é uma propriedade importante dos revestimentos e/ou filmes, pois
tem impacto direto na aparéncia do produto o que é bom para a aceitacdo pelos
consumidores. A fracdo lipidica e a distribuicdo granulométrica das particulas em
emulsdes formadoras de filme desempenham um papel importante nas propriedades
oOpticas dos filmes secos (GALUS; KADZINSKA, 2015; HOPKINS et al., 2015). As
goticulas lipidicas dispersas na matriz do filme afetam a transparéncia, impedindo a
transmissdo da luz (PEREDA; AMICA; MARCOVICH, 2012). Portanto, um aumento
nos valores de opacidade € observado com a adi¢do de compostos hidrofobicos em filmes
(VIEIRA et al., 2018; PEREIRA et al., 2019b).

Pereira et al. (2020), quando estudaram a influéncia do glicerol e acidos graxos
nas propriedades dos filmes compostos de proteinas de peixe, concluiram que a adigdo
dos &cidos melhorou as propriedades de PVA, solubilidade, transmissdo de luz
(UV/visivel) e transparéncia dos filmes quando comparados aos filmes com glicerol, com
destaque para o filme com proteinas e acido palmitico (PP), que apresentou melhor

estabilidade térmica, maior interacdo hidrofobica e estrutura mais ordenada (cristalina).
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Uma outra alternativa para obter filmes compostos € a mistura de proteinas e
polissacarideos devido as interacdes entre os materiais que formam uma rede continua
favorecendo o desempenho mecénico e de barreira aos filmes (SUKHIJA; SINGH; RIAR,
2016). Além disso, essas interacbes influenciam as macropropriedades e as
microestruturas de seus compdsitos em termos de textura, estabilidade, propriedades
reoldgicas e estrutura quimica (FAN et al., 2017). A mistura de dois ou mais polimeros
tem se mostrado eficiente na busca de filmes com propriedades tecnoldgicas superiores,
como baixa PVA, e filmes altamente resistentes, flexiveis e bioativos (ABDELHEDI et
al., 2018). Assim, as proteinas e os amidos tém sido muito utilizados na producdo de
filmes biodegradaveis devido as suas propriedades funcionais, variedade de fontes
disponiveis e baixo custo de produgdo (ROMANI et al., 2017;2018).

4.1.1. Amido

O amido para uso industrial € extraido principalmente a partir de batatas e graos
de cereais. No entanto, outros tubérculos e rizomas séo frequentemente utilizados, porque
contém polissacarideos, alto teor desta macromolécula, que pode ser utilizada como
polimero biodegradavel, adesivo, produto farmacéutico, téxtil e outros (LEITE et al.,
2017). Geralmente, o amido é insolivel em &gua fria, no entanto, pode gelatinizar em
agua quente, o que tem um grande efeito na preparacdo de biomateriais a base de amido
(HAN et al., 2019).

A gelatinizacdo é uma propriedade importante do amido, e tem sido estudada em
termos de alteragdes de suas propriedades fisico-quimicas, tais como solubilidade,
comportamento reoldgico, propriedades térmicas, transparéncia, cristalinidade e etc
(SANDHU et al., 2008; PALABIYIK et al., 2017). Além disso, maior solubilidade e
maior transmissdo de luz da pasta de amido sdo observadas apOs a gelatinizacdo
(SANDHU et al., 2008).

O amido é prontamente disponivel a partir de fontes renovaveis e tem uma grande
capacidade de formar filmes transparentes, insipidos e inodoros com propriedades muito
boas de barreira ao oxigénio, o que € muito Util para a conservacdo de alimentos (LIN;
LIANG; CHANG, 2016). Pode ser usado para plastificar, misturar com outros materiais,
sofrer modificagdes quimicas, ou uma combinacdo destes processos (JAVANMARD;
AHANGARI; TAVAKOLIPOUR, 2011). E utilizado como base para a producdo de

filmes biodegradaveis, e em termos de macroestrutura é semelhante a dos polimeros
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sintéticos (JAVANMARD; AHANGARI; TAVAKOLIPOUR, 2011; SABERI et al.,
2016).

4.2 BIODEGRADACAO

O consumo de polimeros sintéticos vem despertando a atencdo mundial, devido
ao acumulo e poluicdo ocasionada pelo seu descarte no meio ambiente. O aumento
descontrolado destes residuos no ambiente causa a impermeabilizag&o do solo e aumento
do volume de lixo (MARIANI, 2010). E diante deste contexto vem-se buscando o
desenvolvimento de polimeros ambientalmente degradaveis ou polimeros biodegradaveis
(KAEWPRACHU et al. 2016a). Polimeros derivados de produtos naturais, como
carboidratos e proteinas, oferecem excelentes oportunidades como matéria-prima para
producdo de filmes, uma vez que sua biodegradabilidade e compatibilidade ambiental sdo
garantidas, devido ao curto periodo em que se degradam (ARANCIBIA et al., 2014).

A American Society for Testing of Materials (ASTM) define plasticos
degradaveis como aqueles que sofrem uma mudanca significativa na estrutura quimica
sob condi¢bes ambientais especificas, ocorrendo um processo intrinseco, pelo qual os
microrganismos e suas enzimas consomem o polimero como fonte de nutrientes, em
condigdes normais de umidade, temperatura e pressdo (ASTM, 2003).

Alguns elementos sdo indispensaveis para o processo de biodegradacdo dos
polimeros no estado solido: a existéncia de microrganismos e enzimas gque conseguem
dar inicio ao processo de despolimerizacdo e mineralizam os mondmeros e oligdmeros
formados neste processo; fatores como temperatura, estrutura mineral, pH, nutrientes,
oxigénio, umidade e a estrutura do polimero sdo indispensaveis ao processo de
biodegradagdo (FECHINE, 2010; HRENOVIC et al., 2011).

Como estrutura do polimero, destacam-se os tipos de ligacdo quimica, nivel de
ramificac&o, nivel de polimerizacdo, nivel de hidrofilicidade, esterioquimica, distribuicdo
de massa molar, cristalinidade, area superficial e outros aspectos morfologicos dos
polimeros influem também de maneira determinante na sua taxa de biodegradacéo.
Portanto, fatores que possam alterar as caracteristicas primordiais do polimero, como a
aditivacdo, a forma de processamento ou a mistura com outro polimero poderdo afetar a
sua biodegradabilidade (AZEVEDO et al., 2016).

Além da interaghio com microrganismos, outra caracteristica da
biodegradabilidade de filmes é a lixiviacdo de proteinas (material mais bio-suscetivel),

que produz canais que favorecem a entrada de agua (FRANCO et al., 2004). Os
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microrganismos do solo secretam uma variedade de enzimas na agua do solo e essas
enzimas iniciam a decomposi¢cdo dos polimeros (MARTUCCI e RUSECKAITE,
2015). A adicdo periddica de &gua durante a analise de biodegradacdo de filmes
provavelmente ajuda a impulsionar a perda de compostos sollveis, contribuindo para a
alteracdo do aspecto inicial e integridade dos filmes e mostrando claramente sua
biodegradabilidade, assim, a presenca de lipidios também pode afetar sua interagcdo com
a 4gua e estender o tempo de degradacdo (BATISTA et al., 2020).

S&o diversas as etapas para a biodegradacao total de um polimero. A primeira,
corresponde a uma deterioracdo resultante da atividade de microrganismos crescendo na
superficie ou no interior do material. Depois vém a biofragmentacdo, na qual os
microrganismos secretam enzimas que catalisam a quebra das cadeias poliméricas em
cadeias menores. As cadeias mais curtas conseguem entdo passar através das membranas
celulares e ser realmente consumidas pelos microrganismos. E a Ultima etapa chamada de
assimilacdo ou mineralizagdo, quando a biomassa é transformada em gases (LUCAS et
al., 2008).

Alguns autores ja estudaram a degradacdo de filmes de amido e proteinas e
observaram a eficiéncia da degradacdo em solo natural, considerados biodegradaveis o
que os tornam promissores para substituir os filmes plasticos sintéticos de sistemas de
embalagem de alimentos (MARAN et al., 2014; BASTISTA et al., 2020).

Nogueira e Martins (2019), observaram degradacdo de 100% de filmes com
isolado de proteinas de peixe (PP), gluten de trigo (GT) e mistura de PP e GT em 10 dias
comparados aos filmes de zeina de milho (ZM) (42,4%) e mistura de GT e ZM (48,2%),
e relataram que essa perda de massa pode estar relacionada a perda de compostos soluveis
em agua e de baixo peso molecular, como o glicerol, além da atividade microbiana e
enzimatica.

Marttuci e Ruseckaite (2015), estudaram a degradacdo em solo e apresentaram a
tendéncia de degradacdo em 120 dias: filme controle de gelatina bovina (Ge-30Glicerol)
> multicamada (mistura Ge-30Glicerol + PLA) > poli (acido latico) PLA. E concluiram
que esses resultados estdo de acordo com a capacidade de absor¢do de &gua dos materiais
estudados, crescimento microbiano e potencial de assimilagdo do produto de degradacéo,
pois a gelatina e o glicerol como sdo hidrofilicos, aumentam a atividade de agua,
promovendo o crescimento de microrganismos que habitam no solo, e a degradacao

intermediaria do filme de multicamada foi provavelmente devido as cadeias hidrofobicas
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do PLA, impedindo que as enzimas hidrofilicas acessem a camada interna da gelatina
contida na multicamada, ja o PLA alcangou 0,8% ao final de 120 dias.

A degradacdo de polimeros sintéticos (polietileno) deve ser despolimerizado até
um tamanho molecular mais baixo, cerca de 500 Da, que pode ser consumido por varios
microrganismos passando pelas membranas bacterianas externas semi-permeaveis, e
depois ser utilizado como fonte de carbono e energia. Devido a sua néo
biodegradabilidade e descarte inadequado acumula-se causando sérios riscos ao meio
ambiente, sendo amplamente utilizado como material de embalagem de alimentos
(SHAH et al., 2008).

5. APLICAQAO DE FILMES E REVESTIMENTOS BIODEGRAVAVEIS EM
FRUTOS

Os frutos, como todo tecido vegetal, murcham e perdem o turgor devido a
transpiracdo, que é o processo de movimento da agua através de um tecido, e a evaporagao
da agua de frutas e hortalicas frescas resultam em perda de peso e enrugamento, levando
a prejuizos financeiros (CALEB et al., 2013). As perdas pos-colheita de frutos frescos sdo
questdes importantes devido a sua rapida deterioracdo durante o manuseio, transporte e
armazenamento. Frutas e vegetais precisam de tecnologias pds-colheita ideais para
preservar sua qualidade e estabilidade (JUNG e ZHAO, 2016).

Os revestimentos tém como objetivo atuar como funcional e coadjuvante,
contribuindo para prolongar a vida til, ao promover alteracfes na permeacdo e alterar a
atmosfera interna. De acordo com Turhan (2010), considera o efeito desses revestimentos
similares aos conseguidos por embalagens com atmosfera modificada, reduzindo a taxa
de respiracdo dos frutos e, consequentemente, os processos metabdlicos (ROJAS-GRAU;
TAPIA e MARTIN-BELLOSO, 2008).

Revestimentos ou filmes sdo termos usados na area de alimentos, algumas vezes
sem distingdo. O filme é uma pelicula formada pela secagem (casting) da solugdo com
biopolimeros preparada separadamente do alimento e posteriormente aplicado, enquanto
que o revestimento pode ser uma suspensao ou uma emulsédo aplicada diretamente na
superficie do alimento que apds secagem leva a formacdo de uma pelicula (PINHEIRO
etal., 2010; GUERREIRO et al., 2017).

Filmes biodegradaveis obtidos a partir de materiais bioloégicos atuam como uma
barreira contra elementos externos, como sujidades, gases e compostos aromaticos, bem

como reduzem a interagcdo com fatores de deterioragdo (como microrganismos, vapor de
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agua, oxigénio e sabores estranhos) (FERNANDES et al., 2015; OTONI et al., 2017).
Portanto, protegendo os alimentos embalados de danos fisicos e biolégicos, diminuindo
a volatilizacao e a perda de umidade e prolongando a vida util do produto (VIEIRA et al.,
2018). Os principais efeitos da aplicacdo desses materiais € o prolongamento da vida de
prateleira de alimentos e frutas baseado na criacdo de uma membrana protetora,
realizando a correta transferéncia de gas entre o ambiente e o produto (DHALL, 2013;
AZEREDO e WALDRON, 2016; PEREIRA et al., 2021c).

A aplicacdo direta, por imersdo ou aspersédo, da solugédo filmogénica em produtos
de origem vegetal é a maneira mais simples e usada para o revestimento (HASSAN et al.,
2018), e podem ser aplicados diretamente na superficie de frutos inteiros ou minimamente
processados (HAMZAH et al., 2013). O alimento absorve uma quantidade de solucdo
necessaria para formar uma camada de revestimento. Portanto, as propriedades da
superficie do produto a ser embalado desempenham um papel fundamental na aplicacédo
dos revestimentos (DEBEAUFORT; VOILLEY, 2009).

As coberturas hidrofilicas sdo mais indicadas para superficies fatiadas, frutas com
aspectos brilhantes com alta molhabilidade ou presenca de cargas superficiais, pois
preservam o aspecto hidratado. Por outro lado, as formulagdes hidrofdbicas, sdo indicadas
para o revestimento de frutas com alta taxa de transpiracéo, nas quais a degradacao ocorre
essencialmente por perda de agua, levando a desidratacdo e alteracdo do aspecto
superficial. Essas indicagdes, contudo, sdo bastante genéricas e demais aspectos fisico-
quimicos das frutas a serem revestidas devem ser avaliados para que a selecdo de uma
formulagdo tenha um resultado satisfatorio (GARRIDO; BRITTO, 2014).

Varios estudos foram realizados sobre a aplicacdo de revestimentos
biodegradaveis em mamao minimamente processado ou inteiro, dentre eles, Cortez-
Vegaet al. (2014), utilizaram revestimentos comestiveis de isolados de proteinas de
corvina e nanocompasitos de organo-argila para melhorar as propriedades de conservagao
de mamado 'Formosa’ minimamente processado. Cunha et al. (2018), estudaram o extrato
de propolis de diferentes fontes botanicas na conservacdo pos-colheita do mamao.
Romani, Hernandez e Martins (2018) estudaram a incorporacdo de compostos fenolicos
de pimenta rosa em filme de mistura de amido de arroz e proteinas de peixe e seu potencial
para inibir o escurecimento da maga. Ferreira, Molina e Pelissari (2020), investigaram o
efeito do revestimento comestivel de amido de mandioca e farinha de babagu (Orbignya

phalerata) na qualidade dos frutos do cerrado brasileiro.
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No entanto, até o presente momento ndo existem publica¢fes disponiveis com
revestimentos biodegradaveis de proteinas miofibrilares de pescada amarela (Cynoscion
acoupa), acidos graxos, amido de mandioca (Manihot esculenta) e glicerol para estender

a vida 1til dos frutos de mamao “Golden” (Carica papaya L.).

5.1 MAMAO (Carica papaya L.)

O Brasil é o maior produtor e exportador de mamdo, atendendo a mercados
exigentes como os Estados Unidos e a Europa. No Brasil, esta fruta é consumida
preferencialmente fresca (in natura), mas sua industrializacdo, por meio do
aproveitamento integral do fruto, oferece extensa gama de produtos e subprodutos
(SEBRAE, 2019; SEKELI et al., 2018). O mamoeiro é uma espécie originaria da América
Tropical, que ao longo dos anos se disseminou por outras partes do mundo, atingindo
mais de 281 mil hectares plantados. O Brasil contribui com aproximadamente 1,6 milhdes
de toneladas de producdo. Nas mesorregides do Estado do Pard, merecem destaque a
Nordeste Paraense e a Metropolitana de Belém, que juntas respondem por 63,24% da
producdo estadual, visando o abastecimento da capital paraense e municipios do entorno
(COSTA et al., 2017).

O mamao é um dos frutos tropicais atualmente mais cultivados no mundo e no
pais. Os beneficios nutricionais e para a saude sdo duas caracteristicas principais que
contribuem para 0 aumento de seu consumo. Apresenta sabor agradavel, com
quantidades consideraveis de compostos fendlicos e polissacarideos, que tém um amplo
espectro de atividades biologicas (JOHN et al., 2018), possui minerais € compostos
bioativos como os carotenoides, vitamina C e polifendis (REIS et al., 2015; ZILLO et al.,
2018), vitamina A, fasforo, calcio, ferro, potassio e fibras (STORCK et al., 2013).

Alguns compostos fendlicos bioativos apresentam capacidade antioxidante, e tém
sido associados a protecdo da salude humana, que vao desde a reducdo dos riscos de
desenvolver doengas cardiovasculares, degeneracdo macular até protecdo contra cancer
de célon e préstata (ALI, ONG e FORNEY, 2014). A capacidade antioxidante das frutas
varia de acordo com os seus teores de vitamina C, vitamina E, carotenoides, flavonoides
e outros compostos fendlicos (SAURA-CALIXTO; GONI, 2006). Diferentes métodos
tém sido utilizados para avaliar a capacidade antioxidante in vitro das frutas, sendo que
0s métodos mais utilizados s&o FRAP, ABTS, DPPH e ORAC e os resultados obtidos
variam de acordo com o método de analise empregado (CONTRERAS-CALDERON et
al., 2011; REIS et al., 2015).
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O mamao por ser um fruto climatérico ¢ suscetivel a perdas pos-colheita devido
ao radpido amadurecimento causado pelo etileno, provocando alteragbes de cor,
amolecimento, decomposi¢éo da polpa, desenvolvimento de aroma e sabor (JOHN et al.,
2018). Embora as mudancas que ocorrem durante o amadurecimento sejam importantes,
0 processo de maturacdo descontrolado pode levar a uma rapida perda de qualidade
(HAMZAH et al., 2013). Além de sua alta perecibilidade, manuseio inadequado, méas
condigdes de armazenamento (FLORES-LOPEZ et al. 2016), e a incidéncia de doencas,
como a antracnose, compromete a qualidade final do fruto, levando a perdas significativas
devido a rejeicdo do consumidor (BATISTA et al., 2019).

Para superar o curto prazo de validade, os frutos sdo colhidos em um estagio
totalmente verde, quando podem ser processados e transportados mais facilmente. O
amadurecimento pos-colheita estd altamente relacionado a qualidade comercial do
mamao (JOHN et al., 2018). Devem ser implementadas operacfes pos-colheita que
estendam a vida de prateleira das frutas e varias tecnologias podem ser utilizadas para
atender a esse propdsito, embalagem com atmosfera modificada, conservantes, irradiacao

e radiacdo de o0z6nio, aplicacdo de filmes e revestimentos (KUMARI et al. 2017 ).
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CAPITULO 2: Influéncia da adicdo de glicerol e acidos graxos nas propriedades

reoldgicas e tecnoldgicas de filmes compostos de cynoscion acoupal

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do glicerol e dos acidos graxos (AG)
(estearico, palmitico e caproico) nas propriedades reoldgicas das solugdes filmogénicas
(SF) e tecnoldgicas de filmes biodegradaveis elaborados com proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML) extraidas de subprodutos da industria de pesca. Inicialmente, as
proteinas miofibrilares foram caracterizadas por analise eletroforética e nas SF foram
realizadas andlises reoldgicas e nos filmes compostos foram avaliadas as propriedades
tecnoldgicas, termogravimétricas, difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho
(FTIR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os modelos de Herschel-Bulkley
e Bingham descreveram o comportamento do fluido dilatante das SF, identificando que a
adicdo dos AG (estearico e palmitico) e glicerol aumentaram significativamente a
viscosidade das SF. Filmes produzidos com 1% de PML e 5% dos acidos PE (esteéarico),
PP (palmitico) e PC (caprdico) apresentaram menor espessura (0,02 mm cada) e maior
brilho. Assim como menores valores de permeabilidade ao vapor de agua (PE = 1,94, PP
=1,71 e PC = 2,12 g.mm/m?.d.kPa) e menor solubilidade (PE = 13,9, PP = 13,3 e PC =
21,6 %), com melhores propriedades de barreira a luz visivel (p<0,05) em comparagio
aos filmes com glicerol. Os filmes com acidos (PE e PP) apresentaram estrutura mais
ordenada (cristalina) e melhor resisténcia térmica quando comparados aos demais. Os
filmes com os &cidos graxos sem glicerol apresentaram maiores interaces hidrofobicas
de acordo com FTIR devido ao deslocamento da banda da amida-A e maior amplitude da
banda da amida Il. A adi¢éo de glicerol nos filmes aumentou a rugosidade observada pelo
MEV. A adicdo de AG contribuiu positivamente para as propriedades tecnoldgicas dos

filmes de proteinas de peixes, indicando seu uso como embalagens para alimentos.

Palavras-chave: Cynoscion acoupa, proteinas miofibrilares de peixes, acidos graxos,

filmes compostos, embalagens biodegradaveis.
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Lourenco, L.F.H., Joele, M.R.S.P. (2020). Glycerol and fatty acid influences on the
rheological and technological properties of composite films from residues of Cynoscion
acoupa. Food Bioscience, 38, 100773.
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1. Introducéo
O litoral norte do Brasil possui habitats para espécies de alto valor econémico,

como a pescada amarela Cynoscion acoupa (Lacépede, 1801) da familia Sciaenidae. Esta
espécie ocorre em aguas tropicais e subtropicais da costa atlantica da América do Sul,
incluindo o Brasil, além do oeste do Panama e da Argentina. A pescada amarela tem um
habitat nectonico e demersal e vive em aguas rasas e salobras em estuarios, lagoas
estuarinas e foz de rios, e pode adentrar em agua doce (He et al., 2012). No Maranhao,
assim como no Pard, a pescada amarela ¢ um dos principais recursos pesqueiros locais de
importancia socioeconémica (Almeida et al., 2011).

A embalagem sintética elaborada com materiais poliméricos a base de petréleo
ndo biodegraddvel demora muito tempo para se decompor, produzindo grandes
quantidades de residuos poluentes no meio ambiente. Outra preocupacdo ambiental sdo
os residuos produzidos pela industria de pesca, pois apenas 40% dessa matéria-prima é
destinada ao consumo humano e as demais partes sdo subprodutos ricos em proteinas
(Chalamaiah et al., 2012; Stevens et al., 2018).

A utilizacdo desses subprodutos em embalagens biodegradaveis, para substituir as
embalagens sintéticas, € uma alternativa para evitar seu descarte no meio ambiente, pois
demoram anos para se decompor (Kaewprachu, et al., 2018; Pereira et al., 2019a; Pereira
et al., 2019b; Suderman et al., 2018). Entre os materiais biopoliméricos mais importantes
para o desenvolvimento de embalagens, estdo polissacarideos, proteinas e lipidios, devido
a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de formacdo de filme
(Zavareze et al., 2014; Kaewprachu et al., 2016; Pereira et al., 2021a, 2021b).

Filmes que utilizam proteinas de peixe tém alta permeabilidade ao vapor de 4gua
(PVA), pois as proteinas miofibrilares e plastificantes adicionados possuem grupos
hidrofilicos, que interagem com moléculas de agua (Rivero et al., 2016). Esses filmes,
quando aplicados em produtos alimenticios com alto valor de umidade, podem se
dissolver, inchar ou desintegrar. O estudo de filmes biodegradaveis para embalagens de
alimentos busca melhorar as propriedades dos filmes otimizando o efeito dos
plastificantes (Suderman et al., 2018). No entanto, as proteinas miofibrilares de peixes
formam filmes com boas propriedades de barreira ao UV e ao oxigénio, além de serem
incolores e transparentes (Kaewprachu et al., 2016; Prodpran et al., 2012), o que as torna
um bom material de partida para filmes.

Portanto, os filmes compostos biodegradaveis, que combinam proteinas e

componentes hidrofobicos, melhoram as propriedades tecnoldgicas, como a reducao da
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transmissdo ao vapor de adgua (Khanzadi et al., 2015). Essa combinacdo também pode
reduzir significativamente a solubilidade dos filmes (Andreuccetti et al., 2011). Proteinas
e/lou polissacarideos reforcam a integridade estrutural dos filmes. Para melhorar a
hidrofobicidade dos filmes de proteinas, acidos graxos estearico, palmitico e caproico
foram adicionados aos filmes de proteinas de peixes.

A adicdo de componentes hidrofobicos em filmes de proteinas foi estudada
anteriormente (Carpiné et al., 2015; Vieira et al., 2018; Pereira et al., 2019b, Pereira et
al., 2020). No entanto, nenhum estudo objetivou avaliar o comportamento reoldgico das
solucdes filmogénicas (SF) de proteinas de peixes e acidos graxos, principalmente sua
aplicacdo como revestimento para produtos alimenticios. O uso de altas concentracdes de
polimeros (como proteinas, componentes hidrofébicos e plastificantes) produz solucdes
de alta viscosidade que sao dificeis de dissolver, manusear e transportar. Por outro lado,
solucbes com baixa viscosidade e/ou alta diluicdo ndo sdo capazes de formar
revestimentos (Bof et al., 2015). Portanto, as propriedades de fluxo das solucGes sdo
importantes para a qualidade dos filmes. SF com maior viscosidade produzem filmes mais
espessos que podem ser aplicados em produtos secos, como produtos em po. Solucdes
com menor viscosidade produzem filmes finos que podem ser usados para produtos
frescos, como frutas e vegetais.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do glicerol e AG
(esteéarico, palmitico e caproico) nas propriedades reologicas de solugdes filmogénicas e
nas caracteristicas tecnologicas de filmes biodegradaveis elaborados com proteinas

miofibrilares extraidas de subprodutos da indUstria pesqueira.

2. Material e métodos
2.1 Obtencao dos residuos

Os subprodutos da filetagem, incluindo aparas de filé, peles, cabecas, 0ss0s com
carne aderida e sangue da pescada amarela, foram doados por uma empresa de pescados
localizada em Belém, Para (PA), Brasil, embalados e transportados em caixa isotérmica
com gelo. Os procedimentos legais referentes ao acesso ao patrimoénio genético foram
devidamente realizados, sendo feito o registro no SisGen sob o numero de cadastro
A5ACFA3.

No laboratério, os residuos foram lavados com agua clorada (5 mgL™) a 4 °C por

5 min. As peles, espinhas e outros materiais foram retirados para obten¢do da massa
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muscular (carne aderida a 0ssos e peles), que foi embalada a vacuo e armazenada em
freezer a -18 °C por no maximo 4 semanas até a realizacéo das analises.
2.2 Obtencao das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML)

A metodologia proposta por Limpan et al. (2012) foi utilizada para a extracdo das
PML e foi descrito por Pereira et al. (2019b), com modificacdes. A massa muscular do
peixe foi descongelada a 5-8 °C e triturada (Sire cutter C2920, Filizzola, Brasil).
Posteriormente, 0 musculo foi misturado por 5 min com solucéo de cloreto de sodio 50
mM (LabSynth®, Brasil) a 4°C, na proporcao 1:3 (musculo: solucéo). Este processo foi
realizado trés vezes, e em seguida filtrado em filtro de poliéster. O material retido foi
homogeneizado com solucéo de acido fosférico 0,05% (Neon Comercial, Brasil) a 4 °C
na mesma propor¢do e novamente filtrado. Posteriormente, a massa muscular foi
misturada a 80 rpm (Shaker Incubator, Luca-223, Lucadema, Brasil), com agua destilada
na proporcao 1:3 (masculo: solucdo) a 4 °C por 5 min e em seguida filtrada. Apos essas
etapas, as proteinas miofibrilares foram colocadas em bandejas de ago inoxidavel,
congeladas a -22 °C e liofilizadas (Liotop L101, Liobras, Brasil) a -60 °C por 48 h, o
material obtido foi embalado (embalagem de nailon, lisa, coextrusada com polietileno,
Solupack, Brasil) a vacuo (F200, Fastvac, Brasil) e armazenado a temperatura ambiente
(22-25°C).

2.3 Andlise eletroforética das PML

As PML foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
de acordo com o procedimento descrito por Laemmli (1970), utilizando um instrumento
de cuba vertical (DGV-20, Digel, Brasil). O preparo das amostras foi o seguinte: As PML
(0,001 g) foram solubilizadas em 100 ul de agua destilada e tampao de amostra (12 pl)
constituido de 7,5 ml 1 M pH 6,8 Tri-HCL (Exodo Cientifica, Brasil), 10% SDS (35 ml)
(p/v) (Dynamics, Brasil), 0,15 g de azul de bromofenol (Isofar, Brasil), 15 ml glicerol
(Isofar), 75 ml de agua destilada e 700 pul de 14,3 M de -mercaptoetanol (Sigma Aldrich,
EUA) e foram aquecidas a 100°C por 10 min (TE-057, Technal, Franga). Para a corrida
foi utilizado um gel de separacdo a 8% e um gel de empilhamento a 5%. A voltagem
inicial durante o empilhamento foi de 80 V e durante a separacéo foi de 100 V.

Ap0s a separacéo, as bandas foram reveladas com solugéo corante por 30 min: 2,5
g Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma Aldrich), 500: 400 ml (metanol: agua destilada)
(Exodo Cientifica), 100 ml de &cido acético glacial (Cinética, Brasil). O excesso de

corante do gel foi removido durante 2 horas: 100 ml de acido acético glacial, 400 ml de
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metanol e 500 ml de agua destilada. O padréo utilizado (Bio-Rad Laboratories, EUA) foi
composto por miosina (200 kDa); B-galactose (116 kDa); fosforilase b (97,4 kDa);
albumina (66,2 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbonica (31 kDa); inibidor de
tripsina (21,5 kDa); lisozima (14,4 kDa) e aprotinina (6,5 kDa) de acordo com o
fabricante. Para o calculo dos pesos moleculares (PM) das PML, foi usada a equacdo Y
= 2,534-1,661*x para obter o PM aparente plotando o Log do PM dos padrdes versus a
migracdo relativa (distancia da amostra/distancia total do gel). Foi utilizado o pacote de
software Statistica, Ultimate Academic versdo 13.1, edicdo profissional (Statsoft South
America, Brasil). Os resultados com as amostras reais foram colocados na linha de

regressédo (Fig. 1).
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Fig. 1. Equacdo linha da reta para obtencdo dos PM das PML. Azul (padrdo) e preto (PML).

O teor de proteina bruta total foi determinado usando o método micro-Kjeldahl
(método 940,25, fator de conversdo 6,25), usando um destilador (TE-0363, Technal) e
um bloco digestor (TE-008/50-04, Tacnal) (AOAC, 1999).

2.4 Preparacéo dos filmes biodegradaveis
Foi utilizado 0 método de Limpan et al. (2012) para a elaboragdo dos filmes com

modificagOes descritas por Pereira et al. (2019b). O pH da solucédo de proteina (p/v) foi
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ajustado para 11,0 com NaOH 2 M (Vetec Quimica, Brasil), em seguida, foi adicionado
glicerol (Isofar) como plastificante e os AG estearico (99%) (Isofar), palmitico (Vetec
Quimica) e caproico (98%) (Vetec Quimica). As solucdes foram homogeneizadas em um
homogeneizador Turratec (TE-102, Technal) a 10.000 rpm por 5 min, em seguida,
colocadas em banho-maria (TE-057, Technal) por 30 min a 70 °C para a obtencdo das
solugdes filmogénicas. Posteriormente, 120 ml de cada solucéo foram adicionadas a um
recipiente de silicone (22 cm de didmetro x 2,5 cm de altura) e secos em incubadora DBO
(Q315M, Quimis, Brasil) com circulacdo de ar a 26 °C por 17 h.

Apols a secagem, os filmes foram embalados em seladora (Fastvac, F200) e
armazenados em temperatura ambiente até sua utilizacdo. Composicdo dos filmes
compostos biodegradaveis: P (1% PML (p/v)); PE, PP e PC (1% PML, 5% AG estearico,
palmitico ou caproico (p/p proteinas), respectivamente); PG (1% PML e 50% glicerol
(p/p proteinas)); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% AG esteérico, palmitico

ou caproico (p/p proteinas), respectivamente).

2.5 Caracterizacao reoldgica das solucgdes filmogénicas (SF)

As caracteristicas reoldgicas das SF foram determinadas para avaliar a influéncia
da adicdo de glicerol e AG. Todos os experimentos foram realizados utilizando um
viscosimetro rotacional (VT550, Thermo Fisher, EUA) acoplado ao sistema de
configuracdo SV1 (cilindro cheio) e SV (copo). A viscosidade aparente foi determinada
a 28 °C, com uma taxa de cisalhamento variando de 0 a 600 s (por 180 s), a analise e 0s
resultados (curvas de fluxo e viscosidade) foram obtidos usando o software
computacional HAAKE ™ RheoWin ™ Measuring and Evaluation (Thermo Fisher
Scientific).

Os modelos matematicos de Bingham (equacdo da viscosidade 1, equacdo da
tensdo de cisalhamento 2), Herschel-Bulkley (equacdo da viscosidade 3, equacdo da
tensdo de cisalhamento 4) e Ostwald de Waele (equacdo da viscosidade 5, equacéo da
tensdo de cisalhamento 6), foram ajustados aos dados experimentais usando regressdo
ndo-linear. Foi utilizado o algoritmo Quasi-Newton da Statsoft (South America, Brasil),
com um critério de convergéncia de 10 (erro relativo). Para definir o melhor modelo de
previsdo das curvas de fluxo e viscosidade, os critérios utilizados foram a menor média
quadratica do erro (MSg) e o maior valor do coeficiente de determinacdo ajustado
(R%justado) (Montgomery e Runger, 2018).
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n=mpt+ (1)
T=Tp + NpY 2)
n= T7°+ Kyt 3)
T = 1o+ KYy" 4)
n =Ky (5)
T = Ky" (6)

Onde, n = viscosidade aparente (Pa.s); np = viscosidade plastica (Pa.s); T = tensao de
cisalhamento (Pa); to = tenso de cisalhamento inicial (Pa); K = indice de consisténcia; y

= taxa de deformac&o (s?); n = indice de comportamento do fluido (adimensional).

2.6 Caracterizacdo dos filmes biodegradaveis

A espessura de cada filme foi medida por micrometro digital (IP54, Insize, Brasil)
com resolucdo de 0,001 mm em 8 pontos aleatdérios a 60 mm da borda (Zavareze et al.,
2014). A cor instrumental e a opacidade foram avaliadas usando um colorimetro portatil
(CR 400, Konica Minolta, Japdo). Foram determinados os parametros L* (brilho, branco
- preto), a* (vermelho-verde), b* (amarelo - azul) e calculados C* (croma) (equacao 7) e
h° (angulo de tonalidade) (equacdo 8). O pardmetro a* ndo apresentou diferenca
significativa, portanto ndo identificado e discutido. No mesmo equipamento foi
determinada a opacidade de acordo com Fakhouri (2015), sendo calculada como a relagéo
entre a opacidade do filme sobreposta no padréo preto (Y preto) € N0 padrao branco (Yoranco)
(equacdo 9). Os célculos foram feitos usando o software Universal SpectraMagic NX
(Konica Minolta).

C* = (a")? + (b")? (7)
h' = tan™'(2) ®)
%%Opacity = ~2ack x 100 9)

white

A transmissdo de luz e a transparéncia dos filmes foram medidas na faixa do
visivel e ultravioleta (200-800 nm) usando um espectrofotémetro (EVOLUTION 60S,

ThermoFisher Scientific). As amostras foram cortadas em retangulos e colocadas dentro
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da cubeta, a anéalise foi realizada em triplicata. O valor da transparéncia foi calculado de

acordo com a equacdo 10 (Han & Floros, 1997).

VT = % (10)

Onde: VT = valor de transparéncia; Teoo = transmitancia a 600 nm; x = espessura do filme

(mm). O valor de transparéncia mais alto representa a menor transparéncia do filme.

A PVA foi determinada usando o método ASTM D882-95 (1989) descrito por
Arfat et al. (2014). Os filmes foram colados com adesivo de silicone (Orbi Quimica,
Brasil) em um recipiente de vidro 4,5 x 7,0 cm (didmetro interno x altura) contendo 10 g
de silica gel (0% UR; 0 Pa pressdo de vapor de adgua a 30 °C). Os recipientes foram
armazenados em dessecadores com agua destilada a 30 °C (99% UR; 4245 Pa de pressdo

de vapor) por 10 h em triplicatas. A PVA dos filmes foi calculada usando a equagéo 11.

(11)

Onde: PVA = permeabilidade ao vapor de dgua (g.mm/m?.d.KPa); P = ganho de peso (g);
E = espessura média do filme (mm); A = area da superficie do filme exposto (m?); t =

tempo (d); AP = diferenca de pressao de vapor no filme (4,245 Pa a 30 °C).

O método descrito por Gontard et al. (1994) foi usado para analisar a solubilidade
dos filmes. Inicialmente, as amostras (2 cm de diametro) foram secas em estufa (105 °C
por 24 h), em seguida, imersas em 50 ml de &gua destilada, agitadas a 80 rpm a 25 °C por
24 h em Incubadora Shaker (Luca-223, Lucadema), em triplicatas. Todas as amostras
foram filtradas (papel de filtro, codigo 501.015, 15 cm, Unifil, Brasil) e secas em estufa
(105 °C por 24 h) para determinacdo da massa seca nao dissolvida em agua. O célculo da
solubilidade foi feito pela equagédo 12.

SOL (%) = =—.100 (12)

1

Onde: SOL (%) = porcentagem de material solubilizado; M; = massa inicial da

amostra (g); Mr = massa final da amostra (g).
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As medidas de difracdo de raio X (DRX) foram realizadas em Difratbmetro
(Bruker, D8 Advance, EUA) com geometria Bragg-Brentano e detector LynxEye Tubo
de Cu, operando a 40 kV e 40 mA e os raios derivados de radical filtrados por niquel Cu
Ka (1,540598A). Os difratogramas foram registrados entre os angulos de 20 de 4° a 60°
com taxa de varredura de 0,02° com 0,2 s/passo (XRD DIFFRAC.SUIT, versédo 3.0.0.8,
Bruker).

As medidas de espectroscopia de absorc¢ao no infravermelho com refletancia total
atenuada (FTIR-ATR) foram realizadas em um espectrémetro de transformada de Fourier
(Model Vertex 70v, Bruker). Os espectros foram obtidos na faixa espectral de 400 a 4000
cm e coletadas 32 varreduras na velocidade de 10 kHz com resolucio de 4 cm™,

A anélise termogravimétrica/termogravimetria derivada (TGA/DTG) dos filmes
foi determinada em um analisador termogravimétrico (STA 449 F3 Jupiter, Erich Netzsch
GmbH, Alemanha) em atmosfera de nitrogénio com vazéo de 20 ml.min. As amostras
foram aquecidas da temperatura ambiente a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10
°C.mint.

A microestrutura eletronica de varredura (MEV) foi determinada em microscopio
(VEGA3 LMU, Tescan, Tcheéquia) com tensdo de aceleracdo de 15 kV em amostras
metalizadas com Au e Pd apds pulverizacdo catddica (Modelo SC7620, Quorum, Reino
Unido). As micrografias de superficie dos filmes foram tiradas com ampliagdo de 200 e
5000x.

2.7 Anélise estatistica

Todos os dados de caracterizacdo dos filmes foram avaliados estatisticamente
usando analise de variancia unilateral (ANOVA) e teste de diferenca significativa de
Fisher (LSD) (p<0,05) para comparag¢dao das médias. Os calculos foram realizados no
pacote de software Statistica, Ultimate Academic versdo 13.1, edi¢do profissional
(Statsoft).

3 Resultados e discussdo
3.1. Eletroforese das PML

O percentual de proteinas brutas em base umida das PML foi de 90,7 % + 0,4,
confirmando a eficiéncia do método de extracdo. A Fig. 2a mostra o perfil eletroforético
das proteinas miofibrilares presentes na amostra, com os padrdes de peso molecular

conhecidos (Bio-Rad) (Fig. 2b). Varios pesquisadores também usaram padrdes
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semelhantes com pesos moleculares atribuidos com base em SDS-PAGE e outros
métodos de medicdo para comparar com as fragdes proteicas presentes em proteinas
miofibrilares de peixes (Araujo et al., 2018; Pereira et al., 2019b, 2021).

(a) (b)

218 kDa = 4= A — 200 kDa

139 kDa wp

&= B-116kDa

105 kDa = s C—97 kDa
71 kDa w

56 kDa = b B R
36 kDa wep

27i0ams S = £33 0

e= G-21 kDa

13 kDa wep = H-14 kDa

8 kDa mmp | = |-6 kDa

Fig. 2. Eletroforese SDS-PAGE da amostra das proteinas miofibrilares de peixe (a); O padrdo Bio-Rad (b)
utilizado foi composto por miosina (200 kDa); B-galactose (116 kDa); fosforilase b (97,4 kDa); albumina
(66,2 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbonica (31 kDa); inibidor de tripsina (21,5 kDa); lisozima
(14,4 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

A estrutura molecular da amostra mostrou uma subunidade predominante da
cadeia de alto peso molecular (PM), banda A (218 kDa), que é provavelmente a cadeia
pesada da miosina. Kaewprachu et al. (2016) estudando proteinas de diferentes fontes
para formacédo de filmes biodegradaveis observaram que a miosina de cadeia pesada e as
bandas de actina, tropomiosina (3° banda) e troponina (4° banda) eram dominantes. No
entanto, eles também concluiram que uma menor intensidade da banda da cadeia pesada
da miosina (banda A) pode refletir a degradacéo das proteinas. As proteinas com PM de
200, 42, 35-33 e 30-18 kDa sao provavelmente miosina, actina, tropomiosina e troponina
(e possivelmente cadeias leves de miosina), respectivamente (Gennadios, 2002). Os
padrdes equivalentes das amostras neste estudo podem ser nominalmente atribuidos a PM
de 218, 56, 36 e 27 kDa, respectivamente (Fig. 2a).
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Portanto, as bandas padrao das PML é suficientemente consistente com a presenca
de proteinas miofibrilares extraidas de residuos de peixes para considerar importantes
para a elaboragdo de filmes biodegradaveis. De acordo com Pereira et al. (2019a), as
fracbes proteicas que caracterizam as proteinas miofibrilares sdo evidenciadas
principalmente pela presenca da cadeia pesada de miosina (banda A), fragmentos de
miosina e actina (bandas D, E e F) e cadeias leves de miosina que podem ser observadas
entre as duas bandas F e H.

3.2 Propriedades reoldgicas das SF

Todas as SF apresentaram comportamento ndo newtoniano com variacdo da
viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento, com n # 1 (Tabelas 1 e 2). De acordo
com Echeverria et al. (2014), as solucbes filmogénicas podem ser avaliadas usando
pardmetro n, um valor de 1 indicando fluido newtoniano, > 1 dilatante e entre 0 e 1 um
fluido pseudopléstico. Para as curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento x taxa de
cisalhamento), as SF de proteinas miofibrilares de peixe e AG apresentaram
comportamento do fluido dilatante (n > 1), e 0 modelo Herschel-Bulkley apresentou
ajuste satisfatorio aos valores experimentais para as SF, com base no coeficiente de
correlacéo ajustado (R%justado) € €rro relativo quadratico (MSg) (Tabelas 1, Fig. 3A), com
curvas mais pronunciadas. O mesmo comportamento ocorreu para as amostras com
adicdo de glicerol, exceto para a amostra PGP, que se ajustou melhor para o0 modelo de
Bingham (com o aumento da taxa de cisalhamento, a tensao de cisalhamento tendeu para
a linearidade) (Tabela 1, Fig. 3B).

Para as curvas de viscosidade, 0 modelo Herschel também apresentou ajuste com
base N0 RZjustado € MSE para as amostras com AG, exceto para a amostra PC, que foi
melhor ajustado para o modelo de Bingham (Tabela 2, Fig. 3C). Entre as amostras com
adicéo de glicerol, as amostras PG e PGE, apresentaram melhor ajuste para Herschel-
Bulkley e PGP e PGC para Bingham (Tabela 2, Fig. 3D).

Os parametros 1° (tensdo de cisalhamento inicial) e K (indice de consisténcia) para
0 modelo Herschel-Bulkley aumentaram com a adicdo de glicerol (PG, PGE, PGP e
PGC), exceto para PGC para to. Também foi observado aumento da viscosidade pléastica
com adicéo de glicerol para 0 modelo de Bingham (Tabela 1), exceto PGC. Entretanto,
para 0os modelos reoldgicos de viscosidade, o PP apresentou o menor t°, mas o maior K.
A viscosidade diminuiu em baixas taxas de cisalhamento, apresentando comportamento

pseudoplastico (n < 1) para a esta amostra (Tabela 2, Fig. 3C).
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Tabela 1

Resultados dos parametros dos modelos reoldgicos das curvas de fluxo das SF.

Parametros P PE PP PC PG PGE PGP PGC
Bingham
10 (Pa) 1.44 1.58 1.60 1.76 1.09 0.52 0.77 1.42
np (Pa.s) 0.04 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.05
R sjustado 0.97 0.96 0.96 0.96 0.97 0.98 099 097
MSe 2.67 4.30 6.19 4.48 4.78 3.30 199 361
Herschel-Bulkley
10 (Pa) 0.35 0.71 1.16 0.53 1.84 1.46 132 0.66
K 0.001 0.001 0.001 0.001 0.002 0.01 0.04 0.001
N 1.56 1.59 1.70 1.62 1.53 1.40 1.08 1.57
R? ajustado 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 099 0.99
MSe 0.08 0.20 0.33 0.16 0.97 1.13 201 017
Ostwald Weale

K 0.002 0.002 0.002 0.002 0,004 0.01 0.07 0.002
N 151 1.50 1.50 1.55 1.41 1.24 098 148
RZajustado 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 099 0.99
MSe 012 0.36 0.79 0.25 1.15 1.66 224 031

Np = viscosidade plastica; 1o = tenséo de cisalhamento inicial (Pa); k = indice de consisténcia; n = indice de

comportamento do fluido (adimensional). MSg: quadrado médio do erro. P (proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML) a 1%); PE, PP e PC (1% PML e 5% de &cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol);
PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).
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Tabela 2
Resultados dos parametros dos modelos reoldgicos das curvas de viscosidade das SF.
Parametros P PE PP PC PG PGE PGP  PGC
Bingham
0 (Pa) 037 039 030 037 050 050 047 043
Mo (Pa.s) 0.03 0.04 005 0.04 005 005 0.06 0.04
RZajustado 091 095 071 087 0.97 0.98 0.95 0.91
MSk (102 2 1 7 4 1 1 2 3
Herschel-Bulkley
10 (Pa) 043 045 008 036 0.48 0.55 0.45 0.43
K 0.002 0.01 0.2 0.04 0.06 0.02 0.1 0.04
N 146 121 075 098 0.97 1.13 0.97 1.00
RZajustado 094 09 077 087 097 099 095 0091
MSk (10 2 1 6 4 1 1 2 3
Ostwald Weale
K 027 026 022 026 034 0.33 0.31 0.30
N 051 060 070 060 060 062 070 057
RZajustado 0.77 079 076 082 0.89 0.78 0.81 0.84
MSk (102 1 1 1 1 1 1 1 1

Np = viscosidade plastica; 1o = tensdo de cisalhamento inicial (Pa); k = indice de consisténcia; n = indice de
comportamento do fluido (adimensional). MSg: quadrado médio do erro. P (proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML) a 1%); PE, PP e PC (1% PML e 5% de &cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol);
PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).

O comportamento reoldgico das SF foi influenciado pela adicdo de AG e glicerol
(Tabelas 1 e 2), com aumento da viscosidade em funcéo do peso molecular dos polimeros
adicionados quando submetidos a um aumento de y (taxa de deformacdo), quando
comparadas ao controle (P), exceto para PC e PGC nas taxas de deformacéo de 30 e 200
s?, respectivamente (Tabela 3). O aumento da viscosidade pode estar relacionado a
quantidade de polimeros na solugéo ou a interacdo hidrofébica entre os acidos, proteinas
e glicerol devido a exposicdo de grupos hidrofobicos de cadeias proteicas no
processamento térmico. De acordo com Hoque et al. (2010), a interacdo hidrofobica é

mais intensa quando o FS é aquecida. Observou-se que em taxas de cisalhamento mais
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baixas a curva de viscosidade apresenta comportamento pseudoplastico e dilatante em

taxas mais altas (Fig. 3C-D).

40 40 é
P
35 [ T P Herschel Buldey . 1 35 PG - Herschel-Bulkley ol
Ple o = PGE 7
PE - Herschel-Bulkley /e PGE - Herschel-Bulkdey p4
_30p e y 30 PGP s/ o
£ . PP - Herschel-Bulkley k o g R ; ’
g5t = = s 25 poc o/
2 PC - Herschel- Buldey o 4 o * 'g' - PGC - Herschel-Buldey % T &
= 2 y 48 £ 2 /{ »
F ¢ : 4
S L ] pe ¥y ¥
S 15 § s 815 $/®
9 - Z ° -
< / < Y /e
q s Bad E o ¥
S 10 4 S 10
= P & A
1% -2
5 ” 5 *
/‘. :
ot P
0
P 0
0 100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600 700
035 035 '
e ® G 1
3C —— P Herschel-Bulkley 3D - ~—— PG - Herschel-Buldey
0.30 Ll 0.30 ¢ PGE 1
PE - Herschel-Bulldey © PGE - Herschel-Buldey |
@ PP ® pGp
0,25 PP - Herschel-Bulkdey 0,25 PGP - Bangham
2% <« ® PC -~ * PGC
2 o
< L4 PC - Bingham - PGC - Bmgham
£ 020 £ 020
= 2
: E
g 015) ¢ & 015
$0 :
0.10 x 0.10 O
Ne
\ b oy
. G T -~
005} W\ s 3 0.05 N R I = = = G
| e - ; % e & o
b “"_';,3:4—‘4‘1“"*—“ YR 5 R -
3+ £
0,00 0.00
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700

Taxa de cisalhamento (s)

Taxa de cisalhamento (s™)

Fig. 3. Modelo reoldgico para curvas de fluxo (3A-B) e viscosidade (3C-D) das SF. P (1% PML); PE, PP
e PC (1% PML e 5% de AG); PG (1% PML e 50% glicerol); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e

5% de AG).

Zavareze et al. (2014) observaram maior viscosidade aparente em solu¢Ges com

maior concentracdo de proteinas miofibrilares de peixe e glicerol. As SF PGE e PGP

apresentaram os maiores valores de viscosidade aparente (p<0,05) (Tabela 3), indicando

que o tamanho da cadeia dos AG e o aumento de solidos influenciaram o comportamento

reologico das solugdes.
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Tabela 3

Resultados da viscosidade aparente das SF.

S Viscosidade aparente (Pa.s)

30 100 200 300 400 500 600

P 0.02+0°  0.02+0"  0.02+0"  0.03x0"  0.04x0"  0.04+0"  0.04+0Q"
PE  0.03x0% 0.03+0° 0.03+0°  0.04x0  0.04+0° 0.05x0¢ 0.05x0°
PP 0.04+0° 0.04+0° 0.04+0Y  0.04+0%  0.05+0Y 0.05+0° 0.06+0¢
PC  0.02#0° 0.02+0°  0.02+0°  0.04+0°  0.04+0°  0.05+0°  0.05+0
PG  0.05x0° 0.05+0° 0.04+0°  0.04+0°  0.05+0° 0.05+0°  0.06+0°

PGE 0.07#0° 0.06x0° 0.05x0°  0.05+0°  0.05x0°  0.06x0°  0.06x0"
PGP  0.10£0* 0.08+0° 0.07+0°  0.06+0*  0.06x0®°  0.06+0*  0.07+0?
PGC 0.03+0Y 0.03+0° 0.03x0°"  0.04+0%  0.04+0°  0.05+0°  0.06+09

As mesmas letras mindsculas na mesma coluna ndo mostram diferenca significativa (p> 0,05) utilizando o
teste de Fisher LSD. SF (solugdo filmogénica); P (1% PML (proteina miofibrilar liofilizada)); PE, PP e PC
(1% PML e 5% de &cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50%
glicerol e 5% de AG).

3.3 Caracterizacdo dos filmes
3.3.1 Cor

Todos os filmes apresentaram alta luminosidade (L*) com cor tendendo para o
amarelo, somente a amostra PP apresentou maior valor (L*) e valor inferior para (b*) (p
< 0,05) (Tabela 4), demonstrando o impacto positivo da adicdo deste &cido.
Tongnuanchan et al. (2011) sugeriram que a cor amarela dos filmes de proteinas
musculares de peixes pode ser devido a reagdo de escurecimento nao-enzimatica (reacao
de Maillard) que ocorre durante o processo de fundicéo e secagem dos filmes.

A cor mais clara da amostra PP é refletida também nos resultados dos valores de
croma C* e angulo de tonalidade h*, diferindo (p < 0,05) das demais. Vieira et al. (2018)
ao analisar filmes de proteinas de peixe, glicerol, acido estearico e surfactante, também
detectaram tendéncia para cor amarela (b* = 19,32) e alta luminosidade (L* = 87,34),
porém com tonalidade mais escura (C* = 20,15; h* =106,48).
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Tabela 4

Resultado da analise de cor dos filmes compostos.

Parametros de cor

Filmes = = = =
P 93+0.1° 13.1+0.2° 14.5+0.22 116+0.2¢
PE 94+0¢% 13.5+0.3? 14.6+0.43 116+0.4¢
PP 95.3+0.22 10+0° 12+0¢ 120+0.2?
PC 94.7+0.1° 11.7+0.3¢ 13.7+0.2° 118+0.4°
PG 93.9+0.3¢ 12.3+0.1° 13.7+0.1° 116+0.1°
PGE 94.4+0.1° 11.5+0.1¢ 12.9+0.1° 118+0.2°
PGP 94+0% 12.2+0.1° 13.7+0.1° 117+0.1°
PGC 94.4%0.1°° 11.6+0.2¢ 13.2+0.1° 118+0.4°

As mesmas letras mindsculas na mesma coluna ndo mostram diferenca significativa (p> 0,05) entre as
médias obtidas pelo teste de Fisher LSD. P (proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) a 1%); PE, PP e PC
(1% PML e 5% de &cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50%
glicerol e 5% de AG).

3.3.2 Caracterizacdo da espessura, PVA e solubilidade

A adigdo de glicerol aumentou (p<0,05) a espessura e a PVA dos filmes (Tabela
5). O que pode estar relacionado ao aumento de sélidos na matriz ou a caracteristica do
plastificante, que contém grupos hidrofilicos. Araujo et al. (2018), avaliando filmes de
proteinas de peixes e glicerol, concluiram que a PVA aumentou com a concentracdo de
proteinas miofibrilares e plastificantes. Segundo Monterrey-Quintero e Sobral (2000), um
componente hidrofilico incorporado na rede proteica entre os peptideos aumenta a
distancia entre as cadeias proteicas, facilitando a mobilidade molecular, o que contribui
para maior afinidade com a agua.

Os filmes elaborados apenas com proteinas e AG obtiveram menores valores de
PV A quando comparados aos filmes com adicao de glicerol. Comportamento semelhante
também foi relatado por Vieira et al. (2018) para filme de proteinas de peixe, acido
estearico e glicerol. Halal et al. (2016) também encontraram menor PVA ao incorporar
20% de 6leo de palma em filmes com 3 e 4% de isolado de proteinas de peixe levando a
uma diminuicdo para 22,1 e 26,8%, respectivamente, quando compararam as taxas de
PVA dos filmes sem a adi¢cdo do componente hidrofobico, e relataram que as baixas taxas
de PVA com a adi¢cdo de Oleo podem ser explicadas pela adicdo de um componente
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hidrofobicos que reduzem sua afinidade com as moléculas de agua e, portanto, diminuem
seu PVA.

Tabela 5
Resultados para espessura, PVA e solubilidade dos filmes compostos.
Filmes Espessura (mm) PVA Solubilidade (%)
(g.mm/m?.d.kPa)
P 0.02+0° 2.1+0.1° 25.0+0.4°
PE 0.02+0° 1.9+0.0% 13.9+0.3¢
PP 0.02+0° 1.7+0.2¢ 13+1¢
PC 0.02+0° 2.1+0.1° 21.6+0.3°
PG 0.04+02 4.1+0.12 33+12
PGE 0.04+02 4.0+0.22 22+(0°
PGP 0.03+0° 3.1+0.0° 14.2+0.3¢
PGC 0.03+0° 3.240.1° 33.2+0.5°

As mesmas letras mindsculas na mesma coluna ndo mostram diferenca significativa (p> 0,05) entre as
médias obtidas pelo teste de Fisher LSD. P (proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) a 1%); PE, PP e PC
(1% PML e 5% de &cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50%
glicerol e 5% de AG).

Os filmes com AG de cadeias maiores (PE e PP), apresentaram 0S menores
(p<0,05) valores de solubilidade quando comparados ao filme controle P, indicando a
interacdo hidrofébica positiva dos AG de maior cadeia na rede polimérica. A adi¢do de
glicerol induziu aumento na solubilidade, exceto para o PGP, indicando a especificidade
do rearranjo de 16 C em relacdo ao 18 e 6 C (Tabela 5). A adi¢cdo de um componente
hidrofilico aumenta a distancia entre as cadeias, 0 que contribui para a afinidade com a
agua, porém o tamanho da cadeia do acido palmitico contribuiu positivamente para uma
maior interagdo entre elas, diminuindo a mobilidade molecular e consequentemente a
solubilidade.

Vieira et al. (2018) concluiram que a reducdo da solubilidade de filmes com
componentes hidrofébicos esta relacionada as interagdes intermoleculares, de acordo com
sua estrutura e caracteristicas quimicas (hidrofilicidade e hidrofobicidade). E
Kaewprachu et al. (2017) relataram que o glicerol, é uma molécula hidrofilica, que pode
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ser facilmente solubilizado em agua destilada, resultando em aumento da solubilidade do

filme.

3.3.3 Transmissdo de luz e transparéncia

Os filmes apresentaram menor transmissao de luz (p<0,05) na faixa de UV (200-
280 nm) comparados ao visivel (350-800), o que é importante para evitar a oxidacao dos
alimentos (Tabela 6) (Blanco-pascual, Ferndndez-martin e Montero 2014). Filmes e
revestimentos podem ajudar a proteger os alimentos contra a oxidacdo (Sahraee et al.,
2019). A transmissdo de luz provavelmente foi influenciada pelo arranjo ou alinhamento
dos polimeros na rede dos filmes (Araujo et al., 2018).

Filmes contendo apenas AG (PE, PP e PC) apresentaram maior opacidade
(p<0,05) indicando a contribui¢do positiva desses acidos na rede polimérica. O estado
fisico dos lipidios (sélido) a temperatura ambiente e a dispersdo da luz pelas gotas de
emulsdo e sua distribuicdo continua na rede influenciaram na transmissdo de luz e
transparéncia dos filmes (Halal et al., 2016; Wang et al., 2014). De acordo com Limpan
et al. (2012), na faixa do visivel, os filmes que apresentam menores propriedades de
barreira contra a luz visivel sdo aqueles com maior transmitancia (%T). Assim, a escolha
da formulacdo mais adequada dependera do produto para o qual a embalagem se destina.
Vieira et al. (2018) também obtiveram melhores propriedades de barreira na regido
UV/visivel e maior opacidade para o filme otimizado de proteinas de peixe e acido

estedrico em comparacdo com o filme controle.
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Tabela 6

Resultados para a transmissao de luz e transparéncia dos filmes compostos.

o Filmes compostos (T%)
Transmitancia (nm)

P PE PP PC
200 1.1+0.18P 0.4+0.1%¢ 0.5+0.1¢4P 0.6+0PF
280 0.4+0°P 0.840.13¢  1.1+0.1%°  0.4+0.1°F
350 84.9+0,23A 32+2F 50+2°C 52+1°F
400 77.240.4%C 35+1°F 49+19¢ 53.6+0.3%°
500 82.9+0.5"8 46x2 56+1°B 62.8+09C
600 83+1PB 52+2fC 57+1°%8 64.4+0%
700 85+1A 62+2°8 64+1°A 70.6+0%
800 84.7+0.5%0A 66+1°A 65+1°A 71+19A
Transparéncia 2.7£0° 9.6+0.2° 8.8+0.2° 6.240.2°
Transmitancia (nm) PG PGE PGP PGC
200 0.9+0.1%P 0.8+0.1°E 0.8+0.1°F  0.740.1°P
280 0.6+0.1°P 0.3+0.1°E 1.7+0.1%  1.0+0.1%P
350 93+1%A 79+1PcC 73+]100AC 70+£298
400 82412 74+2°P 67+1P 66+1°C
500 87+128 81+20BC 72+2¢EC 71.3+0.3®
600 86+128 82+20AB 72+1°C 71+1°8
700 88+1%8 854204 74.9+0.5% 75+1°A
800 87+1%8 83+20A8 7440048 74424
Transparéncia 1.120.1f 2.7+0.1° 4.1+0.2¢ 4.0+0.0¢

As mesmas letras minGsculas na mesma linha e letras maiGsculas na mesma coluna ndo apresentam
diferenca significativa (p> 0,05) entre as médias obtidas pelo teste de Fisher LSD. P (proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML) a 1%); PE, PP e PC (1% PML e 5% de &cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol);
PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).

3.3.4 DRX

A avaliacdo da DRX ¢ um método importante para determinar a miscibilidade de
materiais e o nivel cristalino de polimeros (Zhu et al., 2014). O filme controle P
apresentou uma estrutura amorfa e desordenada, com uma banda larga a 20 = 20° (Fig.

4), sem 0s picos agudos caracteristicos indicando cristalinidade. A presenga de AG de
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maior cadeia (estearico e palmitico) modificaram essa caracteristica, apresentando
também picos centralizados (PE, PP, PGE e PGP).

PGC

PGP
PGE
PG
pPC

Intensidade (U.A))

PP

4 PE

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Angulo 20 (°)

Figura 4. Raio-X dos filmes P (1% PML); PE, PP e PC (1% PML e 5% de AG); PG (1% PML e 50%
glicerol); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).

Shabanpour et al. (2018) também encontraram caracteristica amorfa para filmes
de proteinas miofibrilares de peixes, com um pico largo a 20 = 20,1°, confirmando a
estrutura amorfa das proteinas. Segundo Bhandari e Roos, (2012), as proteinas amorfas
em po sempre apresentam maior solubilidade, retencdo de adgua e compressibilidade,
confirmado pelos valores de solubilidade para o filme controle (P) que apresentou valor
superior (p<0,05) quando comparado aos filmes apenas com AG (PE, PP e PC) (Tabela
5).

Esses resultados indicam que a adicdo de AG afetou a estrutura amorfa dos filmes
de proteinas, conferindo assim uma melhora na cristalinidade com estruturas mais
ordenadas devido a interacdo bem sucedida desses &cidos, indicando uma mudanca na
conformacdo da matriz proteica (Vieiraet al., 2018). Corroborando os resultados (Tabelas
5e 6), os filmes PE e PP comparados ao filme P apresentaram menor solubilidade e PVA,
e melhores propriedades de barreira a luz na faixa do visivel. Vieira et al. (2018) também

encontraram picos alargados em 26 = 9,4 e 20° para filmes de proteinas de peixe e glicerol,
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enquanto o filme otimizado com acido estearico e surfactante SDS mostrou picos bem

definidos em 20, indicando a cristalinidade deste filme.

3.3.5FTIR-ATR

A Fig. 5 mostra que as bandas principais dos filmes estavam em: 3284, 2927, 1641
e 1546 cm™, referindo-se a amida-A (representando estiramento da ligagdo NH e/ou OH),
amida-B (ligagdo CH), amida-1 (ligacdo C = O) e amida Il (deformacdo angular NH e
estiramento da ligacdo CN), respectivamente (Kaewprachu et al., 2016).

Filmes com glicerol apresentaram banda em 1041 cm™, o que indica estiramento
da ligacdo C-O (Shriner e Fuson, 1983), provavelmente devido a adicdo do plastificante
(OH). Além disso, as maiores amplitudes das bandas amida-A (bandas mais acentuadas)
foram obtidas com a adicdo de glicerol, indicando possivel interacdo vibracional com a
estrutura da matriz proteica. Hoque et al. (2011) sugeriram que, na presenca de glicerol,
as interacOes intramoleculares entre as moléculas de proteinas sdo menores devido a
ligacdo cruzada das moléculas, especialmente pelas ligaces do H entre o grupo amino
das proteinas e H das moléculas que irdo interagir com as proteinas, evidenciado pela
maior disponibilidade do grupo amino, observado pelas maiores amplitudes da banda
amida A.

O sinal da amida-A de todos os filmes com AG deslocou-se para um comprimento
de onda mais elevado (3282 cm™), devido a menor formagao de ligacdes de hidrogénio
entre as moléculas do polimero (Wang et al., 2016) e maior interacdo hidrofébica entre
os componentes dos filmes e acidos. Wang et al. (2016) ao avaliarem filmes de proteinas
com extrato de castanha, também encontraram uma mudanga para maior nimero de onda
da amida-A, possivelmente devido a menor formacdo de ligacBes de hidrogénio, devido
a presenca de outras ligacOes, especialmente a interacdo hidrofobica, envolvidas na
formacédo. Segundo Bourtoom (2008), as interacfes hidrofébicas entre cadeias proteicas
desdobradas promovem a coeséo em filmes desnaturados termicamente, produzindo uma
rede proteica menos permeéavel.

De acordo com Fan et al. (2017), as bandas amidas | e Il sdo geralmente usadas
para monitorar a conformacéo da estrutura secundaria das proteinas. Filmes com glicerol
apresentaram uma amplitude menor para esses picos, confirmando a incorporacdo desse
polimero na matriz proteica devido a menor disponibilidade dos grupos C = O, N-H e C-

N presentes nas proteinas.
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Fig. 5. FTIR dos filmes P (1% PML); PE, PP e PC (1% PML e 5% AG); PG (1% PML e 50% glicerol);
PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).

3.3.6 TGA/DTG

A perda de agua livre (Arfat et al. 2014) no TGA/DTG (Tabela 7, Fig. 6) nos
filmes ocorreu primeiro, no entanto, os filmes com adigéo de glicerol ndo apresentaram
essa alteracdo. Os filmes apenas com AG apresentaram alta resisténcia térmica, de acordo
com o resultado da perda de massa do segundo estagio, que esta relacionada a perda de
agua estruturalmente ligada e/ou a degradacdo de fracbes de proteinas de baixo PM e
compostos de glicerol (Arfat et al., 2014; Hoque et al., 2011), devido & hidrofobicidade
dos AG sem afinidade pela agua.

O terceiro e o quarto estagios de perda de massa estao associados a decomposi¢édo
da fracdo das proteinas de PM mais elevado e a decomposi¢do térmica do componente
hidrofobico (Arfat et al., 2014; Halal et al., 2016; Vieira et al., 2018). O filme com &cido
palmitico PP apresentou alta resisténcia térmica no quarto estagio (AW.,), indicando forte
interagdo com a matriz.

Os filmes com adicgéo de glicerol apresentaram menor resisténcia térmica, com a
maior porcentagem de perda de massa total em relacdo aos filmes apenas com AG. O

efeito da interferéncia do glicerol também foi reportado por Hoque et al. (2011) em filmes
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de proteinas de peixes e glicerol, pois a menor temperatura de decomposi¢éo foi no filme

com maior teor de glicerol e 0 maior percentual de residuo no de menor teor.

Tabela 7
Resultados da analise termogravimétrica dos filmes compostos.
A 1 A 2 A 3 A4 ;
. Residuos
Filmes T  Aw1  Ta Awz Tz Aws  Ta Aws )
0

C) ) (0 @ () () (C) (W)

P 118 123 137 136 279 472 - - 38.0
PE 123 040 154 92 276 209 333 252 443
PP 767 188 146 143 293 269 362 575 512
PC 121 183 151 161 279 209 348 231 385

PG - - 137 259 244 46.0 - - 28.1
PGE - - 144 28.7 254 40.6 - - 30.7
PGP - - 142 262 256 39.0 - - 34.8
PGC - - 134 290 264 225 35 156 32.9

Ta1, Tao, Taz and Tas: temperatura de degradagdo (Tq); Awi, Awz, Aws and Awa: perda de massa, todas da
primeira, segunda, terceira e quarta fase, respectivamente. P (proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) a
1%); PE, PP e PC (1% PML e 5% de 4cido graxo (AG)); PG (1% PML e 50% glicerol); PGE, PGP e PGC
(1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).
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Fig. 6. Curvas termogravimétricas TG (A) e DTG (B) dos filmes. P (1% PML); PE, PP e PC (1% PML e
5% de AG); PG (1% PML e 50% glicerol); PGE, PGP e PGC (1% PML, 50% glicerol e 5% de AG).
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O maior percentual de residuo na degradacdo térmica foi obtido nos filmes
adicionados somente com AG, provavelmente devido ao aumento das ligagdes covalentes
formadas entre os acidos e a rede proteica, resultando na maior estabilidade térmica dos
filmes (Arfat et al., 2014). A adicdo do componente hidrofobico aumentou a resisténcia
térmica dos filmes, assim como influenciou positivamente em outras propriedades, como
reducdo da PVA, solubilidade (Tabela 5) e transmissao de luz na faixa do visivel (Tabela
6). Comportamento semelhante foi observado por Halal et al. (2016) ao avaliarem a
interacdo entre os grupos de proteinas polares (-OH, -COOH e —NH) e a fracdo

hidrofobica do 6leo de palma.

3.3.7 MEV

Visualmente, os filmes eram homogéneos, transparentes e sem aglomerados de
proteinas. E nas micrografias de superficie dos filmes de ampliacéo de 200x (Fig. 7A, C,
E, G, |, K, M e O), foram observadas estruturas continuas sem rachaduras, demostrando
que as proteinas miofibrilares se agregaram adequadamente para formar uma rede densa
e continua. De acordo com Zavareze et al. (2014), a alta homogeneidade pode estar
relacionada a maior compatibilidade entre os componentes dos filmes, ou seja, melhor
interacdo entre as proteinas e os acidos.

No entanto, as imagens microscopicas mais ampliadas (5000x) mostram que 0s
filmes P (Fig. 7B) e PC (Fig. 7H) apresentaram pequenas particulas solidas. Aradjo et al.
(2018) relataram que a presenca de pontos brancos pode ser material insolvel da solucéo
salina de baixa concentracdo (0,05 M), o que dificultou a interacdo com outros
constituintes. Observa-se ainda espagos vazios (formagéo de poros) em PC (Fig. 7H).
Segundo Aradjo et al. (2018), esses espacos ocorrem devido a saida de dgua durante a
secagem, indicando menor interacdo do acido com a matriz polimérica, o que resulta em
estruturas menos resistentes. Este comportamento foi consistente com 0s maiores
resultados de PVA e solubilidade e estruturas amorfas (estruturas desordenadas),
conforme observado na analise de DRX (Figura 4) para os filmes P e PC.

Nas micrografias com amplitude de 5000x (Fig. 7J, L, N e P) dos filmes
compostos com glicerol, observa-se estruturas rugosas. Zavareze et al. (2014) estudaram
filmes de proteinas de peixes e glicerol e também encontraram estruturas internas rugosas,
e sugeriram que a alta viscosidade da solucdo, leva a maior dificuldade do plastificante

em interagir com a rede proteica. Na presente pesquisa, os filmes com adi¢éo de glicerol
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apresentaram as maiores viscosidades (p<0,05) (Tabela 3), maiores valores de PVA,

solubilidade (Tabela 5) e transmisséo de luz na faixa do visivel (Tabela 6).

Fig. 7. Micrografias dos filmes: A e B (P = PML); C e D (PE = PML e 4cido esteérico); E e F (PP = PML
e &cido palmitico); G e H (PC = PML e acido caprdico); 1 e J (PG = PML e glicerol); Ke L (PGE = PML,
glicerol e &cido esteérico); M e N (PGP = PML, glicerol e acido palmitico) e O e P (PGC =PML, glicerol

e acido caprdico), com ampliacdo de 200 e 5000x, respectivamente.

4. Concluséo
A analise da eletroforese demostrou que a estrutura molecular das proteinas foi

preservada ap0s o processo de extracdo, podendo ser utilizadas como principal matéria-

prima para obtencéo dos filmes.
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A adicdo de AG de maior cadeia (estearico e palmitico) e glicerol aumentaram a
viscosidade dos sistemas, tornando-os mais adequados para a formacdo dos filmes e
serem utilizados como revestimentos. A adi¢cdo dos AG melhorou as propriedades de
PVA, solubilidade, transmissdo de luz (UV/visivel) e transparéncia dos filmes, com
destaque para o filme PP quando comparado aos filmes com glicerol. O filme com acido
palmitico também apresentou melhor estabilidade térmica e maior interagdo hidrofdbica
conforme indicado na espectroscopia infravermelho-FTIR. A andlise de difracdo de DRX
demostrou a estrutura mais ordenada (cristalina) deste filme.

Portanto, a interacdo entre os biopolimeros € positiva para produzir embalagens
que podem ser aplicadas em diferentes tipos de alimentos. Filmes PE e PP podem ser
indicados para alimentos que requerem embalagens com propriedades de barreira ao
vapor de dgua mais baixas. Os filmes P, PG e PGC, devido a sua alta solubilidade, podem
ser aplicados em alimentos consumidos diretamente com a embalagem. Os filmes PE, PP
e PC apresentaram boa opacidade e barreira a luz, portanto, sendo indicados para
alimentos suscetiveis a reacGes de oxidacdo. O PP apresentou as melhores propriedades
para ser utilizado como revestimentos e/ou filmes, porém a escolha da formulacdo mais

adequada dependera do produto para o qual a embalagem se destina.
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CAPITULO 3. Propriedades reoldgicas e tecnoldgicas de filmes compostos obtidos
com proteinas miofibrilares de pescada amarela (Cynoscion acoupa) e amido de
mandioca (Manihot esculenta C.)?
RESUMO

O objetivo foi avaliar a influéncia de diferentes concentracGes de proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML) de residuos de peixe e amido de mandioca (AM) nas propriedades
reologicas das solucdes filmogénicas (SF) e tecnoldgicas dos filmes biodegradaveis.
Primeiramente, foram realizadas as andlises de cor e MEV das matérias-primas (PML e
AM). Foram elaboradas cinco soluc@es filmogénicas: F1 (1% PML), F2 (4% de amido),
F3 (0,5% PML + 2% de amido), F4 (1% PML + 2% de amido) e F5 (0,5% PML + 4%
amido), e 30% de glicerol como plastificante. Analises reoldgicas de viscosidade aparente
foram realizadas nas SF e nos filmes elaborados foram avaliadas as propriedades
tecnoldgicas (cor, espessura, solubilidade, resisténcia a tracéo, elongacao, transmissao de
luz e transparéncia, permeabilidade ao vapor de agua (PVA)), andlises térmicas
(TGA/DTG e DSC), difracdo de raio-X, espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR),
Microscopia (MEV) e Espectroscopia (EDS). As SF com proteinas e amido apresentaram
comportamento nao newtoniano (n # 1), e 0 modelo de Herschel-Bulkley foi capaz de
explicar aproximadamente 100 % das variabilidades dos dados experimentais. A cor das
matérias-primas influenciou na cor dos filmes (p < 0,05). Os Filmes compostos (F3, F4 e
F5) mostraram melhores (p < 0,05) propriedades de barreira na faixa do visivel (350 -
800nm), e o filme F4 apresentou as melhores propriedades tecnoldgicas, como PVA,
solubilidade e mecénica. Os filmes com maior porcentagem de proteinas, F1 e F4,
apresentaram maior (p < 0,05) resisténcia térmica. Porém, o amido favoreceu a
cristalinidade dos filmes compostos (F3, F4 e F5). E as andlises de FTIR e EDS
confirmaram a boa interacdo entre as proteinas e o amido. As propriedades dos filmes
indicam que a interacdo entre o0s biopolimeros é positiva para a producao de embalagens
para diferentes tipos de alimentos.

Palavras-chave: residuos de peixe, proteinas de peixe, amido, solucdo filmogénica,

reologia, filmes de mistura.

2 Pereira, G.V.S., Pereira, G.V.S., Neves, E.M.P.X., Albuquerque, G.A., Régo, J.A.R., Cardoso,
D.N.P., Brasil, D.S.B., Joele, M.R.S.P. (2021). Effect of the Mixture of Polymers on the
Rheological and Technological Properties of Composite Films of Acoupa Weakfish (Cynoscion
acoupa) and Cassava Starch (Manihot esculenta C.). Food and Bioprocess Technology.
https://doi.org/10.1007/s11947-021-02622-1.
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1. Introducéo

Apo6s o processamento industrial, até 70% do peso total de peixes e crustaceos
podem constituir residuos, que ocorre na cadeia de abastecimento antes de chegar ao
consumidor, tornando maiores quantidades de residuos disponiveis para serem
reaproveitados (Olsen et al., 2014). Outro fator preocupante é a quantidade excessiva de
residuos gerados pelo descarte de embalagens plésticas sintéticas, que se decompdem
lentamente com efeitos nocivos a salde e ao meio ambiente (Kaewprachu et al. 2018). E
estes residuos da industria pesqueira podem ser utilizados na producdo de filmes
biodegradaveis para substituir embalagens sintéticas contribuindo na reducao do impacto
ambiental (Batista et al., 2020; Neves et al., 2019; Pereira et al., 2019a; Pereira et al.,
2019b).

Proteinas e carboidratos sao biopolimeros que podem ser utilizados na elaboracéo
de filmes devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de formar
uma rede densa e compacta. Porém, de acordo com Romani, Hernandez e Martins (2018),
a substituicdo completa dos polimeros derivados do petrdleo por biopolimeros ainda €
limitada devido ao baixo desempenho de suas propriedades tecnoldgicas, principalmente
as mecanicas e de barreira. A mistura de polimeros (proteinas e carboidratos) é uma
alternativa para melhorar essas propriedades, pois pode promover o estabelecimento de
interagBes entre esses materiais, formando uma rede continua, com melhor desempenho
mecanico e de barreira para embalagens (Sukhija, Singh e Riar 2016).

O amido para uso industrial é extraido principalmente de batatas e cereais. No
entanto, essa macromolécula também pode ser obtida de tubérculos e rizomas, e pode ser
utilizada como polimero biodegradavel, adesivos, produtos farmacéuticos, téxteis e
outros (Leite etal., 2017). O amido tem grande capacidade de formar filmes transparentes,
insipidos e inodoros, com boas propriedades de barreira ao oxigénio, caracteristicas
importantes para a preservacdo de alimentos (Lin, Liang e Chang 2016).

Proteinas miofibrilares de peixes podem ser obtidas a partir de residuos da
industria pesqueira e muitas pesquisas tém sido realizadas utilizando-as como base para
a formacéo de filmes (Kaewprachu et al., 2017; Nie et al., 2015; Pereira et al., 2020;
Pereira et al., 2021). A distribuicdo de aminoacidos carregados, polares e ndo polares ao
longo da cadeia de proteinas cria um potencial quimico e as forcas interativas resultantes
produzem uma matriz coesa de proteinas. Os filmes sdo formados por interacGes
eletrostaticas, ligacGes de hidrogénio, forgas de van der Waals, ligacBes covalentes e

ligacGes dissulfeto (Debeaufort, VVoilley 2009; Zavareze et al., 2014).
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As propriedades tecnologicas dos filmes com a utilizacdo de proteinas de peixe
também foram melhoradas por alguns pesquisadores. Arfat et al. (2016) em filmes
compostos por proteinas de peixe e nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) observaram
um aumento na resisténcia a tragao e menores (p <0,05) transparéncia, valores de b* e AE
(diferenca total de cor) quando comparados ao filme controle (3% de proteinas (p/v) e
30% de glicerol (p/p)). Pereira et al. (2020), ao elaborarem filmes com PML de residuos
de peixe e concluiram que a adi¢do de &cidos graxos e glicerol aumentou a viscosidade
das solucdes filmogénicas (SF) tornando-as mais adequadas para a formacéo de filmes.
Especificamente, a adicdo dos acidos estearico e palmitico melhoraram as propriedades
reoldgicas e tecnoldgicas, bem como, contribuindo para a reducdo do impacto ambiental.

A concentracdo de polimeros na SF é muito importante, uma vez que aumentam
a viscosidade, podendo tornar dificil a diluicdo, manusear e transportar. Em contraste,
solucdes de viscosidade e diluicdo excessivamente baixas resultam em problemas
associados & incapacidade de formar filmes ou revestimentos (Bof et al. 2015). O
comportamento reoldgico tem grande influéncia na obtengdo, armazenamento e textura
dos géis compostos (Oliveira et al., 2011b), o que influencia diretamente nos filmes
resultantes. As solugdes filmogénicas (SF) com menor viscosidade produzem filmes finos
que podem ser usados para produtos frescos, como frutas e vegetais, e SF com maior
viscosidade produzem filmes mais espessos que podem ser aplicados em produtos secos,
como produtos em po (Pereira et al., 2020).

As interacOes entre as proteinas e amido podem influenciar as macro e micro
propriedades dos filmes, como textura, estabilidade, propriedades reoldgicas e estrutura
quimica (Muriel-Galet et a. 2015). Filmes biodegradaveis de proteinas miofibrilares de
peixes e amidos tém sido amplamente estudados, isoladamente ou com outros
biopolimeros (Araudjo et al. 2018; Moreno et al. 2018; Pereira et al. 2019b; Pereira et al.
2021; Podshivalov et al. 2017). Como ndo existem trabalhos publicados com proteinas de
peixe e amido de mandioca, o0 objetivo deste foi avaliar o comportamento reoldgico das
SF com diferentes concentracdes de PML e AM e a influéncia sobre as propriedades

tecnoldgicas dos filmes compostos elaborados.

2. Material e métodos
2.1 Obtencao dos residuos de peixe
Foram utilizados residuos do processamento de filetagem de pescada amarela

(Cynoscion acoupa), obtidos na inddstria pesqueira localizada em Belém-PA. Os
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procedimentos legais referentes ao acesso ao patrimonio genetico foram devidamente
realizados, sendo feito o registro no SisGen sob 0 nimero de cadastro ASACFAS3.

Os residuos de peixe foram transportados para o laboratdrio em caixa térmica com
gelo, em seguida lavados com agua clorada (5ppm) a 4 °C/5 minutos. Do residuo de peixe
foram retiradas as peles, 0ssos e demais materiais para obtencdo da massa muscular, a

qual foi embalada a vicuo e armazenada a -18 °C

2.2 Obtencdo do amido de mandioca (AM) e das proteinas miofibrilares liofilizadas
(PML)

O amido de mandioca (Manihot esculenta C.) (goma fresca, produzida por HM
Ouro Branco, Santa Isabel- PA) foi adquirido em supermercado local. O método de
Limpan et al. (2012) foi utilizado para obtencéo e extracéo de proteinas e foi brevemente
descrito por Pereira et al. (2020), com modificacbes. O musculo triturado (Sire cutter
C2920, Filizzola, Brasil) foi homogeneizado por 5 minutos com solugdo de cloreto de
s0dio/50 Mm (Synth PA-ACS) a 4°C, na proporcdo 1: 3 (musculo: solucdo), este processo
foi realizado por trés vezes e depois filtrado em tecido de poliéster. O material retido foi
homogeneizado com solucao de acido fosférico a 0,05% (Neon, Brasil) a 4°C, na mesma
proporcdo e filtrado novamente. Posteriormente, a massa muscular obtida foi
homogeneizada com &gua destilada (1:3) a 4 °C e centrifugada (Multifuge X1R, Thermo
Scientific, Alemanha) a 10.956 g por 2 min e depois filtrado. Apds essas etapas, as
proteinas miofibrilares obtidas foram distribuidas em bandejas de aco inoxidavel,
congeladas a -22 °C e liofilizadas (L101 Liotop, Liobras, Brasil) a -60 °C por 48 horas, 0
material obtido foi embalado em seladora (F200, Fastvac, Brasil) e armazenado a 22- 25
°C.

2.3 Caracterizacdo das matérias-primas

Foram realizadas as anélises de cor instrumental e a microestrutura eletronica de
varredura (MEV) nas PML e AM. A leitura da cor foi realizada em colorimetro portatil
(CR 400, Konica Minolta, Japdo) e determinados os parametros L* (luminosidade), a*
(vermelho/verde), b* (intensidade do amarelo), C* (croma) e h° (4ngulo de tonalidade).
O parametro a* ndo apresentou diferenca significativa, portanto ndo apresentado e
discutido. As amostras foram colocadas em uma placa de Petri e 4 leituras foram feitas
em pontos aleatérios. A MEV foi realizada em microscopio (VEGA3 LMU, Tescan,

Tchéquia). As amostras foram metalizadas com Au/Pd (SC7620, Quorum, Reino Unido)
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com voltagem de aceleracdo de 15 kV, as micrografias das superficies foram capturadas
com ampliacdo de 200x e 1.000x.
2.4 Obtencao das solugdes e filmes biodegradéaveis

Foi utilizado o método de Limpan et al. (2012) com modificacbes descritas por
Pereira et al. (2020). As concentracdes das proteinas miofibrilares e amido (Tabela 1)
foram baseadas em testes preliminares e de acordo com Pereira et al. (2020) e Oliveira,
Ascheri & Ascheri (2011a). O pH das solu¢Ges com proteinas (p/v) foi ajustado para 11
com NaOH 2 M (Vetec Quimica, Brasil). A solugdo apenas de amido foi diretamente para
0 banho. Em todas as solucdes foi adicionado 30% de glicerol (Isofar, Brasil). As solucdes
foram homogeneizadas a 10.000 rpm por 5 min (Turratec Tecnal, TE-102, Brasil) e
colocadas em banho-maria (Tecnal, TE-057, Brasil) a 70 °C (F1) e 90°C (F2, F3, F4 e F5)
por 30 min. Em seguida, 120 ml de cada solucdo foi adicionado em um recipiente de
silicone (22 cm de diametro x 2,5 cm de altura) e secos em estufa DBO (Quimis,
0315M16, Brasil) com circulacéo de ar a 30 °C por 17 horas (F1) e 20h (F2, F3, F4 e F5).
Ap0s a secagem, os filmes foram embalados a vacuo em seladora (Fastvac, F200, Brasil)

e armazenados em temperatura 22 - 25 °C.

Tabela 1 Composicdes dos filmes biodegradaveis.

Filmes PML* (%) AM* (%) Glicerol** (%)
F1 1.0 - 30
F2 - 4.0 30
F3 0.5 2.0 30
F4 1.0 2.0 30
F5 0.5 4.0 30

*Calculado com base na solucdo total (120ml p/v). **Calculado com base nas
concentragdes de proteinas e amido (p/p). PML.: proteinas miofibrilares liofilizadas. AM:

amido de mandioca.

2.5 Caracterizacdo reoldgica das solucdes filmogénicas (SF)

As analises reologicas da viscosidade aparente das solucdes filmogénicas foram
realizadas em um viscosimetro rotacional (VT 550, HaakeViscotester, Alemanha)
acoplado ao sistema de configuracdo com cilindros coxiais copo SV e cilindro SV1, de

sensibilidade de torque de £ 0,5%. A viscosidade aparente foi determinada a 28 °C, com
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cisalhamento variando entre 0 e 600 s™* (tempo de 180 s), em triplicata de cada amostra.
As andlises e os resultados foram obtidos no software do equipamento (ThermoFisher
Scientific ™ HAAKE ™ RheoWin ™ software de medigao ¢ avaliagdo).

Os dados experimentais foram ajustados matematicamente de acordo com 0s
modelos de Bingham, Herscherl-Bulkley e Ostwald de Waele (Tabela 2) para determinar
a influéncia da adigéo do glicerol e amido. O maior valor do coeficiente de determinagio
ajustado (RZjustado) € @ menor média quadratica do erro (MSg) (Tabela 2) foram utilizados
para avaliar a qualidade do ajuste (Montgomery & Runger, 2018). Os dados foram

analisados pelo método algoritmo Quasi-Newton da Statsoft (South America, Brasil).

Tabela 2 Modelos para descrever a curva de fluxo e viscosidade aparente das SF.

Modelos Viscosidade Tensdo de cisalhamento

Bingham n="np+ 10/y T="10+NpY
Herschel-Bulkley n = to/y + ky"? =10+ Ky"
Ostwald de Waele n=ky™! T=Ky"

n = viscosidade aparente; np = viscosidade plastica; t = tenséo de cisalhamento (Pa); o=
tensdo de cisalhamento inicial (Pa); k = indice de consisténcia; y = taxa de deformacéo

(s1); n = indice de comportamento do fluido (adimensional).

2.6 Caracterizacao dos filmes biodegradaveis compostos
2.6.1 Cor e espessura

A cor instrumental foi avaliada em um colorimetro portétil (Konica Minolta, CR
400), sendo determinados os parametros L* (luminosidade), a* (vermelho/verde), b*
(intensidade do amarelo), C* (croma), h° (dngulo de tonalidade) e AE (diferenca de cor,
utilizando o filme de proteinas (F1) como padrdo). O parametro a* nao apresentou
diferenga significativa, portanto ndo apresentado e discutido. A espessura foi medida com
micrémetro digital (IP54, Insize, Brasil) com resolucdo de 0,001 mm, em oito pontos

aleatorios com espagamento de 60 mm da borda (Zavareze et al. 2014).

2.6.2 Solubilidade
Foi avaliada em triplicata seguindo o método proposto por Gontard et al. (1994).
Inicialmente, as amostras (2 cm de didmetro) foram secas em estufa (105 °C por 24 horas)

e posteriormente imersas em 50 ml de &gua destilada, mantidas sob agitacdo a 80 rpm/25
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°C por 24 h em Incubadora Shaker (Luca-223, Lucadema, Brasil). Apds esse periodo, as
amostras foram filtradas e secas em estufa (105 °C por 24 horas) para determinagédo da
massa seca ndo dissolvida em agua. O calculo da solubilidade foi realizado de acordo

com a Equacéo 1.
Mg
SOL (%) = .- 100 1)

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

(9); M¢ = massa final da amostra (g).

2.6.3 Propriedades mecénicas

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacdo (%E) foram determinados usando o
método ASTM D882-91 (1996) em uma maquina de ensaio universal (QTS, Brookfield,
Brasil). A separacéo inicial da pegada e a velocidade da sonda foram de 50 mm e 30 mms”
! respectivamente. As amostras foram cortadas com 70 x 25 mm (comprimento X largura)
(Limpan et al. 2012). Em cada amostra foram realizadas 8 medicGes em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) e umidade relativa de 50% = 2. Os resultados foram calculados por

meio das Equacdes (2) e (3), respectivamente.

Fm
RT = -7 )

Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forgca méaxima no momento da ruptura do filme

(N); A: area da secéo transversal do filme (m?).

%E = — T

.100 3)

inicial
Onde E: elongacdo (%); dt: disténcia total no momento da ruptura (mm); diniciai: distancia

inicial de separagdo das garras (50 mm).

2.6.4 Transmissdo de luz e transparéncia
A transmisséo de luz e a transparéncia foram medidas na faixa ultravioleta (200-
800nm) e visivel (350-800) por meio de espectrofotdmetro (EVO 60, Thermo Fisher

Scientific, USA), em amostras recortadas em retdngulos colocadas nas cubetas. As
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analises foram realizadas em triplicata. O valor da transparéncia foi calculado pela
Equacéo 4 (Arfat et al., 2014).

VT — —lOgXT600 (4)

Onde: VT = Valor de Transparéncia; Teoo = transmitancia a 600 nm; x = espessura do
filme (mm). O valor de transparéncia mais alto representa a transparéncia mais baixa do

filme.

2.6.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A PVA foi determinada pelo método ASTM (1989) descrito por Arfat et al.
(2014). Os filmes foram colados com adesivo de silicone em um recipiente de vidro de
4,5 cm x 7,0 cm (diametro x altura) contendo 10 g de silica gel (0% UR; 0 Pa de pressédo
de vapor d'agua a 30 °C). Os recipientes foram colocados em dessecadores com agua
destilada a 30 °C (99% UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor) por 10 h, em triplicata. A
PVA foi calculada pela Equagéo 5.

PVA = Lo ®)

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de agua (g.mm./m2.d.kPa); G: ganho de peso do
recipiente de vidro (g); E: espessura do filme (mm); A: area exposta da superficie do filme
(m?); t: tempo de ganho (d); AP: diferenga de pressdo de vapor através do filme (4.2449
kPa a 30 °C).

2.6.6 Difracdo de raios X (XRD)

A difracdo de raios X foi realizada em Difratdbmetro (D8 Advance, Bruker, EUA)
com geometria de Bragg-Brentano e detector LynxEye Tubo de Cu, operando a 40 kV e
40 mA e os raios derivados de radical filtrados por niquel Cu Ka (1,540598A). Os

difratogramas foram registrados entre os angulos 20 de 4° e 60° com taxa de varredura de
0,02° com 0,2 s/passo (XRD DIFFRAC.SUIT, versao 3.0.0.8, Bruker).

2.6.7 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refletancia total
atenuada (FTIR-ATR)
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A espectroscopia de infravermelho foi realizada usando um espectrometro (Vertex
70v, Bruker, EUA). Os espectros foram obtidos na faixa espectral de 400 a 4000 cm?,
coletados 32 varreduras com resolucdo de 4 cm™.

Anélise térmica

A analise termogravimétrica/termogravimetria derivada (TGA/DTG) foi
determinada em analisador termogravimétrico (DTG-60AH, Shimadzu, Japdo) em
atmosfera de nitrogénio com vazio de 20 mL.min. As amostras foram aquecidas desde
a temperatura ambiente até 600 °C. A aquisicdo dos registros e o tratamento dos dados
foram realizados com o auxilio do software TA60 versdo 2.21 (Shimadzu).

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) foi determinada usando um
calorimetro (DSC-60, Shimadzu, Japdo). Utilizou-se 6.200 mg de filme pesado em
capsulas de aluminio. As amostras foram analisadas de 20 a 350 °C, com taxa de

aquecimento a 10 °C.min! usando nitrogénio como gas de arraste a 50 mL.min*.

2.6.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analise quimica por espectroscopia
de energia dispersiva de raio-X (EDS)

A MEV foi realizada em microscépio (VEGA3 LMU, Tescan, Czechia) com
tensdo de aceleracdo de 15 kV em amostras metalizadas com Au e Pd (SC7620, Quorum
Technologies, Reino Unido). As micrografias da superficie dos filmes foram capturadas
com ampliacdo de 200x. Para a analise de EDS, um detector (X-MAX-80, Oxford

Instruments) foi usado.

2.7 Anélise estatistica

Os dados de caracterizacdo das matérias-primas e dos filmes foram submetidos a
analise de variancia unilateral (ANOVA) e ao teste de comparacdo de média de Fisher
LSD (p <0,05) utilizando o pacote de software Statistica, Ultimate Academic versao 13.1,

edicdo profissional (Statsoft, South America, Brasil).

3. Resultados e discusséo
3.1 Caracterizagdo das matérias-primas
3.1.1 Cor
O amido de mandioca (AM) apresentou maior luminosidade (p < 0,05) e menor
valor C* do que as proteinas miofibrilares liofilizadas (PML), indicando uma cor mais

clara e acinzentada (Tabela 3). E o parametro b* indica a cor amarelada das PML, devido
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a presenca de pequenas quantidades de lipidios e pigmentos caracteristicos da matéria-
prima que ndo foram totalmente removidos no processo de extracdo (Tongnuanchan,
Benjakul e Prodpran 2011). O h* (PML) é menor (p < 0,05) quando comparado a amostra

AM, de acordo com a cor natural das matérias-primas (Tabela 3).

Tabela 3 Resultados dos pardmetros de cor das matérias-primas.

. ) Foto: Matérias-primas
Materias-primas
Fonte: Autor

Parametros PML AM
L* 86.95+0.20° 95.82+0.16°
b* 17.24+0.022 7.30£0.02°
c* 17.59+0.022 8.87+0.02°
h* 101.46+0.07°  124.56+0.06°

(a) PML.: proteinas miofibrilares liofilizadas de peixe e (b) AM: amido de mandioca.
Letras minasculas comuns na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa (p <

0,05) entre as médias obtidas pelo teste de Fisher LSD.

3.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O resultado da MEV das PML de pescada amarela apresenta um conjunto
desordenado de particulas heterogéneas e formato nao circular (Fig. 1a), possivelmente,
devido a etapa de trituracdo (estresse mecanico), que modifica sua estrutura nativa, com
lacunas e poros na superficie. A estrutura nativa das proteinas musculares dos peixes,
molécula biologicamente ativa, € tridimensional, apresenta estrutura reticular com
alvéolos maiores e matriz ndo porosa, com regido densa uniforme e presenca de fibras
musculares (Alvarez-Parrilla e Lluch 1997; Silva et al., 2014). Pereira et al. (2019a)
relataram que esse comportamento ocorre devido a quebra do equilibrio de forgcas que
mantém a estrutura das proteinas. J4 0 MEV do amido de mandioca apresentou granulos
grandes e médios, ovais e esféricos, caracteristicos dessa materia-prima (Figura 1b), com
superficie granular lisa e sem formato concavo-convexa, compativeis com a morfologia
encontrada por Rego et al. (2020). No geral, granulos de amido mais arredondados estédo
relacionados com maior capacidade de gelatinizagdo do amido, 0 que pode ter favorecido

a formacéo de rede de gel dos filmes.
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Fig. 1. Micrografias das PML (a) e AM (b) com ampliacbes de 200x e 1,00k,

respectivamente.

3.2 Propriedades reoldgicas das solugdes filmogénicas (SF)

Todas as SF exibiram comportamento ndo newtoniano (n # 1) com variacdo da
viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento e indice de comportamento de fluxo. As
SF podem ser avaliadas pelo indice de comportamento do fluido (n = namero
adimensional), 1 indicando fluido newtoniano, >1 dilatante e entre 0 e 1 fluido
pseudopléstico (Echeverria, Eisenberg & Mauri 2014). Os modelos considerados
satisfatorios basearam-se no ajuste experimental do coeficiente de correlacdo ajustado
(R%justado) € Na menor média quadratica do erro (MSg) para a descricdo do comportamento
dos fluidos através das curvas de fluxo (tensao versus taxa de cisalhamento) (Tabela 4) e
viscosidade aparente (viscosidade versus taxa de cisalhamento) das solucées (Fig. 2).

O modelo de Ostwald de Waele j& foi usado anteriormente para descrever o
comportamento pseudoplastico ndo newtoniano (n <1) em solucBes poliméricas de amido
e quitosana para revestimento de alimentos (Bof et al. 2015; Nascimento, Calado e
Carvalho, 2012; Wu et al. 2016). Este comportamento pseudoplastico (K> 0, n <1) pode
ser observado no presente estudo pelas curvas de fluxo, para as solugbes controle de
amido (F2) e nas compostas (F3 e F4), e curvas de viscosidade para as solugdes (F2, F3,
F4 e F5) (Fig. 2). Sendo que as solu¢Ges com maiores concentragdes de amido (F2 -
controle) e (F5 - composta), apresentaram maiores (p < 0,05) tensdo limite de escoamento

(t0), resisténcia ao fluxo (K ) e valores menores (p < 0,05) do indice de comportamento
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do fluxo (n), com diminuicdo da viscosidade aparente (Tabela 4, Fig. 2). O modelo de

Herschel-Bulkley é o mais indicado para descrever o comportamento (Tabela 4), pois,

apesar da semelhanca, o modelo de Ostwald ndo leva em consideracdo a tenséo limite de

escoamento (o).

Tabela 4 Parametros dos modelos reoldgicos (curvas de fluxo) das SF.

Parametros F1 F2 F3 F4 F5
Bingham
10 (Pa) 1.59+0.16° 51.70+1.322 1.1740.09°  0.26+0.00¢  26.05+0.56"
np(Pa.s) 0.05+0.00¢ 0.62+0.012 0.09+0.00°  0.07+0.00°  0.4620.00°
R? 0.96 0.97 0.99 0.99 0.98
MSg 2.25+0.26°4  271.70+13.11%*  0.09+0.01°A 0.19+0.05°A 47.97+3.73A
Parametros F1 F2 F3 F4 F5
Herschel-Bulkley
10 (Pa) 0.89+0.04° 1.12+0.10° 0.44+0.13° 0.76+0.10°  7.40+0.25?
K 0.001+0.00°¢ 8.471+0.302 0.132+0.03° 0.051+0.00° 2.331+0.12°
N 1.65+0.03% 0.60+0.00° 0.94+0.03°  1.06+0.01°  0.75+0.01¢
R? 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
MSe 0.09+0.00°® 9.17+0.30%® 0.03+0.00°®  0.13+0.04°A  0.74+0.08°8
Ostwald de Weale
K 0.002+0.00° 8.71+0.282 0.15+0.02° 0.070+0.00°  3.22+0.11°
N 1.54+0.042 0.60+0.00° 0.92+0.02¢  1.01+0.01°  0.70+0.00¢
R? 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99
MSe 0.22+0.01°® 9.22+0.29%8 0.05+0.01°®  0.19+0.06°A  4.05+0.18®

Letras minusculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa e letras
maitsculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga (p < 0,05) pelo teste de Fisher LSD;
Np = viscosidade plastica; 1o = tensdo de cisalhamento inicial (Pa); K = indice de consisténcia; n
= indice de comportamento do fluido (adimensional). MSg: média quadratica do erro. F1 (1%
PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML

e 4% amido), todos com 30% de glicerol.
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Fig. 2. Modelagem da curva de viscosidade das SF. Letras minusculas iguais na mesma
coluna ndo apresentam diferenca (p < 0,05), pelo teste de Fisher LSD. F1 (1% PML); F2
(4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML e

4% amido), todos com 30% de glicerol.

O modelo de Herschel-Bulkley também descreve o comportamento do fluido
dilatante (n> 1) para a solucdo controle de proteinas miofibrilares de peixes (F1) com
menores (p < 0,05) valores de limite de escoamento (to) € indice de consisténcia (K)
(menor resisténcia ao escoamento). Consequentemente, apresentando maior (p < 0,05)
indice de comportamento do fluxo (n) (Tabela 4), com aumento da viscosidade aparente
submetida a altas taxas de deformacéo (y) (Fig. 2) em comparagéo a SF controle de amido
(F2). Observa-se que as proteinas exerceram forte influéncia sobre a SF composta (F4),
com tendéncia a linearidade (n = 1,06) entre a tensdo de cisalhamento em funcgéo da taxa
de cisalhamento (Tabela 4, Fig. 2). Moraes et al. (2009) observaram comportamento
newtoniano para solucédo polimérica de gelatina de peixe, alcool polivinilico e glicerol,
devido as solucdes estarem diluidas, o que esté relacionado principalmente a interacéo
macromoléculas-agua e ndo macromoléculas-macromoléculas.

Observa-se que o comportamento pseudoplastico da SF controle de amido (F2)
com alta viscosidade (Tabela 4, Fig. 2) interferiu nas solu¢cbes compostas, pois, com 0

aumento da tensdo de cisalhamento aplicada, a ordenacdo das moléculas também
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aumentou e, consequentemente, a viscosidade aparente diminuiu. Segundo Lagarrique e
Alvarez (2001), a alta viscosidade das solucbes de amido pode estar relacionada a
alteracOes estruturais, como o inchaco irreversivel dos granulos de amido, que ao atingir
0 grau maximo comeca a quebrar a estrutura, diminuindo a viscosidade, o que pode tornar
a solucdo com caracteristicas tixotropicas. As SF contendo amido (F2, F3, F4 e F5)
apresentaram os maiores valores de viscosidade (p < 0,05) quando comparadas a solugao
controle F1 contendo apenas proteinas (Fig. 2). O maior valor de viscosidade esta
relacionado ndo somente ao amido adicionado, mas também a quantidade de polimeros
na solucao.

De acordo com Liu et al. (2008), a fluidez da solucédo € impedida devido a presenca
de interacGes hidrodinamicas e associag¢fes entre as moléculas, diminuindo o valor de n e
aumentando o K. Echeverria, Eisenberg e Mauri (2014) relataram que o aumento da
viscosidade, dificulta a fluidez e a moldagem, obtendo-se filmes heterogéneos com
presenca de bolhas residuais.

As solugbes com alta viscosidade podem ser usadas como revestimentos por
imersdo, pois sdo mais faceis de aderir a superficie dos alimentos. Porém, as solucgdes
com maior concentracdo de amido F2 e F5, com maior viscosidade (p < 0,05) (Tabela 4,
Fig. 2), apresentaram dificuldades no processo de fundi¢cdo e maior tempo de secagem
dos filmes comparados com altas viscosidades das solucdes F3 e F4, apresentando limites
adequados de viscosidades. As solucdes F2 e F5 com maior resisténcia ao fluxo podem
apresentar dificuldades no processo de recobrimento dos alimentos, causando
descontinuidades. A anélise de variancia (ANOVA) indicou que a interagdo entre o tipo
de polimero nas solugdes compostas afeta significativamente a resposta de 1o, K, n e a

viscosidade das solugdes.

3.3 Propriedades tecnoldgicas dos filmes

O filme controle de amido (F2) apresentou cor significativamente mais clara
guando comparado ao filme controle de proteinas (F1) (Tabela 5), confirmado pelos
menores valores de b* e C* e tonalidade mais clara (h*), devido a cor esbranquigada desta
matéria-prima (Tabela 3). Embora a cor ndo influencie nas propriedades funcionais das
materias-primas, ela tem uma influéncia direta na cor e utilizagdo dos filmes
biodegradaveis.

O filme composto F4, que contém maior percentual de proteinas, apresenta

coloragéo amarela mais escura (b*, C* e h*), quando comparado aos filmes compostos
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F3 e F5, devido as caracteristicas das proteinas miofibrilares (PML) (Tabela 3). Em
relagdo ao AE, o filme composto F4 apresentou a maior variagdo de cor em relacdo ao
filme controle F1, com diferenca significativa quando comparado aos filmes compostos
F3 e F5 (Tabela 5). Romani et al. (2017) ao avaliarem filmes com proteinas de peixe,
amido de arroz e 6leo essencial de orégano também observaram diferenga no AE (p <
0,05) em filmes com maior quantidade de proteinas. Sun, Sun e Xiong (2013) indicam
que esse resultado pode ser devido a reagdo de Maillard entre 0 amido e 0 grupo amino
das proteinas. Reacdo favorecida pelo aquecimento durante a preparacdo da solucédo

filmogénica (item 2.4), quando a mesma é colocada ao banho-maria.

Tabela 5 Pardmetros de cor dos filmes.

Filmes
Parametros
F1 F2 F3 F4 F5
L* 03.64+0.34°  94.69+0.12%  94.20+0.11°  93.57+0.05° 93.89+0.16"°
b* 11.58+0.04°  8.33+0.01¢ 10.78+0.25¢  12.81+0.128  11.15+0.03¢
AE ND ND 8.38+0.14°  10.01+0.072  8.31+0.03°
C* 13.01+0.03°  10.00+0.01°  12.25+0.23%  14.22+0.10®°  12.59+0.03°
h* 117.15+0.139 123.66+0.02%8 118.39+0.44° 115.75+0.23% 117.75+0.05¢

ND: Néo determinado. Letras minudsculas iguais ha mesma linha ndo mostram diferenca
significativa (p < 0,05), pelo teste de Fisher LSD. F1 (1% PML); F2 (4% amido); F3
(0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML e 4% amido), todos

com 30% de glicerol.

Os filmes F2 e F5, com maior percentual de amido (4%), apresentaram aumento
significativo de espessura e PVA (Tabela 6) quando comparados aos demais, devido a
quantidade de amido. Pois, conforme Lagarrigue e Alvarez (2001), o aumento na taxa de
difusdo pode ser atribuido as hidroxilas presentes na estrutura do amido. Estes mesmos
filmes também apresentaram maiores viscosidade (Fig. 2), devido ao rompimento dos
granulos de amido durante tratamento térmico, o que induz o inchac¢o das solucdes devido
a gelatinizacdo do amido e da matriz polimérica apds a secagem, aumentando a espessura
dos filmes. O filme composto F4 apresentou menor PVA (p < 0,05), devido a maior
interacdo intermolecular dos polimeros na matriz, pois, segundo Zavareze et al. (2012),
as propriedades de barreira melhoram quando a mistura de hidrocoléides formam uma

rede continua e consistente.
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Valencia-Sullca et al. (2018) estudaram filmes de amido de mandioca (AM),
quitosana (QT) e dois plastificantes (glicerol-Gly e polietilenoglicol-PEG) e concluiram
que o aumento na concentracdo de plastificante modifica a organizacdo molecular,

tornando a estrutura menos compacta e, portanto, mais permeavel.

Tabela 6 Caracterizacao tecnoldgica dos filmes.

] Espessura PVA Solubilidade RT
Filmes %E
mm g.mm/m?d.KPa % MPa

F1 0.067+0.005°  4.89+0.04° 18.73+0.45°  3.54+0.14% 34.88+2.54°
F2 0.096+0.001%  7.40+0.112 20.44+1.19°  2.45+0.10° 33.31+2.40°
F3 0.070£0.003°  4.64+0.10° 13.86+0.09° 2.68+0.06° 38.50+3.252
F4 0.076+0.001°  4.03+0.05° 11.98+0.60° 3.55+0.16° 42.00+3.30?
F5 0.105+0.003%  7.71+0.172 27.84+0.98% 2.26+0.119 34.18+1.95°

Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferencga (p < 0,05) pelo teste
de Fisher LSD. F1 (1% PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1%
PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML e 4% amido), todos com 30% de glicerol.

Os filmes compostos F3 ¢ F4 (Tabela 6) apresentaram os menores valores (p <
0,05) de solubilidade, devido a forte interacdo intermolecular entre 0os componentes que
formam a matriz polimérica. Romani, Prentice-Hernandez e Martins (2017) também
encontraram um valor de solubilidade inferior (p < 0,05) ao adicionar 50% de cada
polimero (proteinas de peixe e amido). Sukhija, Singh e Riar (2016) afirmam que as
ligacGes cruzadas entre o amido e as proteinas, proporcionam menor espaco livre para a
difusdo da umidade, proporcionando menor PVA e solubilidade aos filmes, coerentes
com os resultados desta pesquisa. De acordo com Zavareze et al. (2012), conforme a
aplicacdo, os filmes biodegradaveis podem exigir baixa solubilidade ou insolubilidade
para melhorar as propriedades de barreira.

O filme controle de proteinas (F1) apresentou maior resisténcia a tragdo (RT) em
relacdo ao filme controle de amido de mandioca (F2), influenciando nos resultados dos
filmes compostos (p < 0,05) (Tabela 6), corroborando pelos resultados obtidos para 0s
filmes F3 e F4 (p < 0,05) com menores percentuais de amido. Devido ao aumento das
interacOes entre os grupos hidroxilas do glicerol e carboxilicos das proteinas e amido,

pois a menor concentracdo de amido pode aumentar as interacGes com as proteinas na
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matriz biocomposta (Podshivalov et al. 2017). Os filmes compostos F3 e F4 apresentaram
comportamento semelhante para o percentual de elongacdo (% E).

Segundo Sun e Xiong (2014), as proteinas podem formar uma matriz mais densa
e continua. No entanto, Mufioz et al. (2012), relataram que os filmes compostos
apresentam melhores propriedades mecanicas e de barreira, devido a interacdo das
cadeias de proteinas e amido. Romani, Hernandez e Martins (2018) ao produzirem filmes
com maior concentracao de proteinas de peixe (15/85 amido/proteinas), obtiveram maior
resisténcia e flexibilidade comparando com os filmes com 50/50 (amido/proteinas) e
85/15 (amido/proteinas). Portanto, relataram que a proporcao de 15/85 (amido/proteinas)
foi a mais adequada para o desenvolvimento de materiais de embalagem, principalmente

devido ao seu desempenho mecéanico.

3.4 Transmissao de luz e transparéncia dos filmes

Os filmes contendo proteinas (F1, F3, F4 e F5) apresentaram a menor transmissao
de luz (p < 0,05) na regido do UV (200-280 nm) do que o filme controle de amido (F2)
(Tabela 7), propriedade importante para evitar a oxidacao dos alimentos (Blanco-pascual,
Fernandez-martin e Montero 2014). Sukhija, Singh e Riar (2016) encontraram valores
superiores (p < 0,05) para transmissdo de luz em filmes de amido na regido do UV,
demonstrando baixa eficiéncia na barreira & luz ultravioleta quando comparado ao filme
de proteinas.

Os filmes compostos (F3, F4 e F5) apresentaram as melhores propriedades de
barreira na faixa do visivel (350 - 800nm) quando comparados aos controles F1 ¢ F2 (p <
0,05). O filme de proteinas (F1) apresentou maior valor (p < 0,05) de transparéncia
(menos transparente) quando comparado ao amido (F2) (Tabela 7). A transmissao de luz
dos filmes compostos foi provavelmente governada pelo arranjo ou alinhamento dos
polimeros, apresentando diminui¢cdo pronunciada no nivel de absorbancia da luz visivel.

De acordo com Ahmad et al. (2015), tanto a amilose quanto a amilopectina séo
polarizaveis, portanto, os aglomerados de cadeias laterais de amilopectina paralelas
podem absorver energia da luz recebida e os aminoacidos aromaticos presentes nas
proteinas desempenham papel vital na absorcdo de energia luminosa. Segundo Romani,
Prentice-Hernandez e Martins (2017), a transparéncia ou opacidade da embalagem é
importante para a protecdo de alimentos suscetiveis a degradacdo oxidativa catalisada

pela luz, estendendo seu prazo de validade.



Tabela 7 Transmissdo de luz e transparéncia dos filmes.

99

Transmitancia

(nm) To% Filmes
F1 F2 F3 F4 F5

200 0.10+0.00° 13.90+1.13%  0.10+0.00°  0.10+0.00°  0.05+0.00°
280 0.10+0.00° 48.35+0.92°  4.40+0.99°  0.55+0.01°  1.20+0.00°
350 55.75+1.91° 62.20+0.14%® 38.20+0.14%¢ 40.00+0.00° 35.95+1.77¢
400 62.70+0.85° 65.55+0.21° 42.60+0.28Y 46.10+0.28° 38.30+1.98°
500 69.50+0.28* 70.25+0.49% 47.55+0.21° 52.70+0.85° 46.60+0.85°
600 70.65+0.35% 70.70+£0.99% 46.95+0.21° 52.60+1.13° 46.50+0.28°
700 75.35+0.49* 7555+0.64% 52.60+0.28° 58.95+1.20° 51.00+0.71°
800 76.35+0.49* 75.65+0.78% 53.45+0.07° 59.20+1.56° 52.05+0.21°
Valor de

3.90+0.18"  1.43+0.00¢  5.17+#0.10*  3.53+0.18°  3.47+0.02°

Transparéncia

Letras mintsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenga (p < 0,05) pelo teste
de Fisher LSD. F1 (1% PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1%
PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML e 4% amido), todos com 30% de glicerol.

3.5 Analise termogravimétrica (TGA/DTG)

As temperaturas de degradacdo (Td) e perda de peso (Aw) sdo mostradas na
Tabela 8, e o comportamento da degradacao térmica dos filmes é mostrado na Fig. 3.
Quatro estagios principais de perda de peso foram observados. Comportamento
semelhante foi descrito por Ahmad et al. (2015), quando elaboraram filmes compostos de
gelatina de peixe e farinha de arroz. Podshivalov et al. (2017) encontraram trés estagios
de degradacdo para filmes de amido de batata, gelatina e glicerol. Essas diferencas podem
estar relacionadas ao tipo e proporcdo dos polimeros usados e as interacdes
intermoleculares na matriz dos filmes.

A maior resisténcia térmica do filme controle de proteinas (F1) em relagcdo ao
controle de amido (F2), interferiu positivamente no filme composto F4 (com maior
percentual de proteinas) em relacdo aos filmes compostos F3 e F5, que apresentou maior
estabilidade térmica na primeira etapa de degradacéo (Tq1), que esta relacionada a perda
de agua livre e ligada nos filmes (Arfat et al. 2014; Ahmad et al. 2015). Ndo houve

degradacdo térmica em Tq2 para esta amostra (F4), devido a maior estabilidade, com perda
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de peso dos componentes do filme, proteinas, amido e glicerol apenas a partir de Tgs,
indicando maior interacdo intermolecular entre os polimeros na matriz, com maior

percentual de residuo final (%).

Tabela 8 Temperaturas de decomposicdo (Td, °C) e perda de peso (AP %) dos filmes.

Al A2 A3 A4
Filmes Tgq1 AP1 Ta2 AP2 Taz AP3 Taa APy
C) ) (°C) (%) (°C) (%) (°C) (%)

Residuos
(%)

F1 39.87 1470 17180 26.47 28252 13.81 357.27 13.24 31.78
F2 43.14 7.27 12012 13.30 26151 63.86 ND ND 15.57
F3 40.13 731 11909 7.71  200.76 57.57 ND ND 27.41
F4 47.63 10.37 ND ND  202.84 56.33 ND ND 33.30
F5 40.71 6.64 12887 588 196.10 64.55 480.82 4.82 18.11

ND: Néao determinado. Tq1, Ta2, Tds € Tas: temperaturas de degradacao (Td); AP1, AP,
AP3 ¢ AP4: perdas de peso, primeira, segunda, terceira e quarta fases, respectivamente. F1
(1% PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e 2% amido) e
F5 (0,5% PML e 4% amido), todos com 30% de glicerol.
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Fig. 3. Curvas de anélise termogravimétrica - TGA (a) e termogravimétrica diferencial -
DTG (b): F1 (1% PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e
2% amido) e F5 (0,5% PML e 4% amido), todos com 30% de glicerol.

A maior estabilidade do filme compostos F4, devido a interacdo da matriz, pode
ser atribuida a regido cristalina formada pelo entrelacamento das cadeias laterais de

amilose/amilopectina (Ahmad et al. 2015), bem como a ligagéo covalente na rede de
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proteinas e as diferentes interagdes cruzadas com o0s outros componentes (Arfat et al.
2014). Portanto, as perdas observadas no estagio Tq3 estdo associadas a degradacéo de
polimeros e fragdes proteicas de maior peso molecular (Arfat et al. 2014; Ahmad et al.
2015). Corroborando com os resultados encontrados na presente pesquisa, que apresentou
menores valor de PVA e solubilidade e melhores propriedades mecanicas (Tabela 6). De
acordo com Arfat et al. (2016), em pH alcalino (o mesmo utilizado na presente pesquisa),
as interacOes entre os componentes adicionados e as proteinas produzem a uma rede mais
forte, levando a uma maior resisténcia ao calor.

Perdas de peso na quarta etapa podem estar associadas aos componentes
termicamente estaveis constituidos na matriz do filme, a despolimerizacdo de cadeias
macromoleculares e a ruptura de ligagcdes quimicas (Ahmad et al., 2015). Apenas 0s
filmes F1 e F5 apresentaram esse estagio de decomposicao.

Kim, Kang e Song (2020) observaram uma diminuicéo na estabilidade térmica de
filmes compostos por amido de milho com o0 aumento da concentracéo do extrato de goji,
indicando que a adi¢éo de extratos naturais de plantas pode enfraquecer a rede interna dos
filmes. Ou seja, a adicdo de componentes ndo compativeis interfere na interacdo
intermolecular e podem enfraquecer a matriz do filme. Os extratos dificultam a
reassociacdo das cadeias poliméricas durante a retrogradacdo do amido que ocorre na
secagem dos filmes.

3.6 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Os termogramas DSC (Fig. 4) mostraram dois picos endotérmicos, temperatura
de fusdo (Tm) e entalpia (AH)) para todas as amostras. No filme controle de proteinas
(F1) (Fig. 4a) a temperatura de desnaturagdo foi maxima (Tm 111,77 °C e AH 443,67 J/g)
no primeiro pico. Este mesmo comportamento foi observado para o filme composto F4
(Tm 90,19 °C e AH 432,15 J/g), Fig. 4d, sugerindo que a interacdo entre as proteinas e o
amido melhorou a resisténcia térmica deste filme.

De acordo com Kaewprachu et al. (2017), a Tm do filme indica a temperatura de
ruptura da interacdo polimérica formada durante a preparacéo dos filmes. Além disso, os
filmes F1 e F4 apresentaram o segundo pico endotérmico em torno de Tm (271,60 e
262,96 °C) ¢ AH (184,04 ¢ 74,52 J/g), respectivamente. A maior estabilidade térmica para
estes filmes pode ser devido a interacdo entre as cadeias de proteinas, provavelmente
através da interacdo intermolecular de proteinas, como liga¢6es de hidrogénio, interagdes

ibnicas, interacOes hidrofdbicas-hidrofobicas que estabilizaram a rede dos filmes, e uma
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entalpia mais alta € necessaria para interromper a rede dos filmes (Barreto, Pires e Soldi
2003; Hoque, Benjakul e Prodpran, 2010).
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Fig. 4 Curvas de DSC dos filmes: (a) F1 (1% PML); (b) F2 (4% de amido); (c) F3 (0,5%
PML e 2% amido); (d) F4 (1% PML e 2% amido) e (e) F5 (0,5% PML e 4% amido),
todos com 30% de glicerol.

Kaewprachu et al. (2016), observaram o mesmo comportamento com a presenca
de dois picos endotérmicos ao estudarem filmes de proteinas de peixe e associaram esse
segundo pico a degradacdo de proteinas de maior peso molecular ou fragdo proteica.
Daniel et al. (2018), encontraram picos endotérmicos correspondentes para a temperatura
de fusdo (Tm) dos filmes de amido e glicerol, e relataram que a diferenca nos valores
de Tm dos filmes pode ser atribuida ao volume livre entre as cadeias poliméricas geradas
pelas diferentes proporcdes de polimeros adicionados.

Valencia-sullca et al. (2018) ao avaliarem filmes de amido de mandioca, quitosana

e uma mistura de dois plastificantes (glicerol-Gly e polietilenoglicol-PEG) também
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encontraram dois picos endotérmicos em filmes puros e compostos, porém com valores
menores (Tm 56, 4 - 60,2 °C e AH 62,0-104 j/g, Tm 49,4-50,8 °C ¢ AH 14,6-57,0 j/g) em
comparagdo com o presente estudo, e relataram que a baixa estabilidade se deve a falta
de miscibilidade dos componentes com o PEG, concluindo que a adicdo de PEG deve ser
avaliada.

Os menores valores de Tm e AH foram para os filmes controle de amido (F2) e
compostos (F3 e F5) (Fig. 4b, 4c e 4e, respectivamente), pode estar associado a
degradacdo das moléculas de proteinas e amido, que ndo formaram uma forte rede de
filmes, pois uma rede mais fraca exige a menor entalpia para destruir as interacdes entre
as cadeias (Hoque et. al., 2010), o que est& associado a menor resisténcia a tracdo desses
filmes (Tabela 6). Kaewprachu et al. (2017) também observaram que filmes com maior
estabilidade térmica apresentam melhores propriedades mecanicas (resisténcia a tracéo).

Os filmes F1 e F4 também apresentaram maior estabilidade térmica na analise
termogravimétrica (TGA/DTG) (Fig. 3, Tabela 8), com as melhores propriedades
tecnoldgicas (Tabela 6), melhor barreira na faixa de UV para a amostra F1 e melhor

barreira na faixa visivel para a amostra F4 (Tabela 7).

3.7 Difragéo de raio-X (DRX)

Os difratogramas dos filmes analisados (Fig. 5) mostraram picos na regido 26
entre 10 a 30°. O filme controle de proteinas (F1) apresentou picos com caracteristica de
estrutura amorfa quando comparado ao filme controle de amido (F2) com estrutura
cristalina (picos mais definidos). Segundo Nogueira e Martins (2019), um polimero pode
ser considerado amorfo pela presenca de picos mais largos, devido as moléculas estarem
de forma desordenada, produzindo bandas dispersas, enquanto os materiais cristalinos,
em estado altamente ordenado, produzem picos agudos e definidos. Romani et al. (2019),
demonstraram que o aumento no pico de angulo 20 = 20° para filmes de proteinas sugere
que as distancias de configuracdo helicoidal da estrutura diminuiram.

Os filmes compostos (F3, F4 e F5) apresentam estruturas predominantemente
amorfas, com halos de grande amplitude em torno de 260 = 15-25°, no entanto estes filmes
apresentaram tendéncia a cristalinidade maior que o controle (F1), devido a presenca de
amido nos filmes compostos, com picos mais definidos. Liu et al. (2013) relataram que
as fortes interagcdes entre as cadeias de amido polimérico favorecem a cristalizacéo,
aumentando assim a rigidez. Os picos amorfos com maior amplitude observados no

difratograma de raio-X dos filmes compostos (F3, F4 e F5) comparados ao controle F1,
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segundo Romani et al. (2017), demonstram a miscibilidade molecular e a interacdo entre
os constituintes dos filmes. Romani, Hernandez e Martins (2018) em filmes compostos
de proteinas de peixe e amido, observaram picos na regidao 20 = 10-30° e relataram que a
estrutura das misturas também era predominantemente amorfa devido ao tratamento

térmico das soluces filmogeénicas.
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Fig. 5. DRX dos filmes: F1 (1% PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4
(1% PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML e 4% amido), todos com 30% de glicerol.

3.8 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR) das matérias-primas e filmes

Os sinais nos espectros de FTIR dos filmes mostram mudancas tanto na amplitude
guanto no namero de ondas (Fig. 6), indicando que houve interacGes entre as PML, AM
e glicerol. De acordo com Kaewprachu et al. (2018), quando os espectros de FTIR de
filmes compostos sdo semelhantes aos do controle, eles indicam que ndo houve interacéo
entre 0s componentes. As caracteristicas espectrais tipicas para filmes usando os
biocompdsitos PML e AM sdo encontradas na regido das amidas, 3280, 2927, 1652, 1527-
1545, 1240 cm™, correspondendo a amida-A (estiramento da ligagdo N-H) e/ou
estiramento O-H (do AM ou de aminoacidos hidroxilados da PML - serina e/ou

treonina)), amida-B (estiramento da ligacdo C-H e -NHs"), amida-1 (estiramento da
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ligacdo C=0), amida Il (surge da deformacdo angular de N-H e estiramento da ligacéo C-

N) e amida 111 (alongamento C-N e flexdo vibragdo N-H) (Kaewprachu et al. 2018).
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Fig. 6. Andlise de FTIR dos polimeros proteinas e amido e dos filmes: F1 (1% PML); F2
(4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e 2% amido) e F5 (0,5% PML e
4% amido), todos com 30% de glicerol. Figura (a) escala 4000-500 e (b) 2000-500 cm™.

Os filmes apresentaram uma ampla faixa de 3655-3000 cm™ da banda amida-A e
picos mais pronunciados na banda amida-B quando comparados aos polimeros (proteinas
e amido) Fig. 6a, representando o alongamento de NH, -NHs" e -CH, acoplados a ligacdo
de hidrogénio, indicando a incorporacdo e interacdo vibracional intermolecular dos
grupos por pontes de hidrogénio destes polimeros e glicerol na formacdo dos filmes

(Hoque et al. 2011; Kaewprachu et al. 2016; Kanwate, Ballari e Kudre 2019). De acordo
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com Hoque et al. (2011) na presenca do glicerol reduziu-se a reticulacdo de moléculas,
principalmente via ligacdo H entre o grupo amino das proteinas e H dos grupos que
interagiram com as proteinas, evidenciado pela maior disponibilidade do grupo amino,
observado pelas maiores amplitudes das bandas amidas A e B.

Em relacdo as amidas | e Il, observa-se a presenca e interacdo de polimeros
proteicos nos filmes controle (F1) e composto (F3, F4 e F5) (Fig. 6b), com picos mais
pronunciados da Amida | e deslocamento para maiores nimeros de onda da Amida Il. De
acordo com Fan et al. (2017), as bandas amidicas | e Il sdo geralmente utilizadas para
monitorar a conformacdo da estrutura secundaria das proteinas, esses picos nao sao
observados no polimero de amido. O filme composto F5 apresentou amplitudes baixas,
devido ao maior percentual de amido, com menor disponibilidade dos grupos C = O, N-
H e C-N presentes nas proteinas.

O pico caracteristico do amido foi encontrado em 995,14 cm™ (estiramento da
ligacdo C-O, Shriner e Fuson, 1983), indicando também a adicdo e interacdo do
plastificante (C-OH) com os polimeros na matriz, o que influenciou na maior amplitude
e deslocamento dos picos para filmes contendo amido (controle-F2) e compostos (F3, F4
e F5). O filme F5 com maior percentual de amido, apresentou maior amplitude devido a
maior disponibilidade do trecho C-O. Fan et al. (2017) ao estudarem as caracteristicas de
gel composto por proteinas miofibrilares de peixe e amido de mandioca atribuiram bandas
na regido de 800-1200 cm™ caracteristicas do amido.

As modificacdes dos espectros de FTIR (Fig. 6a e b) indicam que a hidroxila (-
OH) presente nos grupos carboxilicos e o hidrogénio (-H) do grupo amino das proteinas
formaram ligagdes cruzadas com a -OH e C-O do amido e -OH do glicerol construindo a
rede polimérica dos filmes, evidenciado também pela melhoria das propriedades

reoldgicas e tecnologicas dos filmes compostos.

3.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e andlise quimica por
espectroscopia de energia dispersiva de raio-x (EDS) dos filmes

Nas micrografias da superficie do filme controle F1 (Fig. 7a), uma estrutura
continua é observada, demonstrando que as proteinas miofibrilares se agregam para
formar uma rede densa e continua (Sun e Xiong 2014). No entanto, a presenca de
rugosidade mais acentuada foi observada nos filmes controle de amido F2 e composto F3
(Fig. 7b e ¢). Ahmad et al. (2015) em filmes com proteinas de peixe e amido de arroz,

encontraram uma superficie rugosa e levemente irregular devido ao entrelacamento de
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cadeias por ligacdes covalentes e ndo covalentes. Al-Hassan e Norziah (2012), relataram
a presenca de rugosidade nas superficies dos filmes de glicerol, amido (de palma) e
proteinas de peixe com presenca de poros ou cavidades que podem estar relacionadas a

formacéo de canais, enquanto os filmes de sorbitol mostrou uma superficie homogénea.

SEM HV: 50KV : 6.4 I VEGA3 TESCAN|  SEM HV: 5.0kV WD: 6,00 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 200 X 3 SEM MAG: 200 X Dot: SE 200 pm
View fiold: 1,04 mm Date(midiy): 01115119 PPGF (UFPA | View field: 1.04 mm Date(midiy): 01/15/19

PPGF | UFPA

SEM HV: 5.0 kV WD: 6.24 mm I | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 50KV WD: 5.96 mm VEGAI TESCAN  SEM HV: 50KV WD: 6.31 mm peliny VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 200 X Det: SE 200 ym SEM MAG: 200 x Det: SE SEM MAG: 200 X Det: SE 200 ym
View floid: 1.04 mm_Date(midly): 01/17/19 PPGF/UFPA  View flold: 1.04 mm_Date(midly): 01/17/19 PPGF/UFPA  View flokd: 1.04 mm Date{midly): 011719 PPGF | UFPA

Fig. 7. Micrografias dos filmes. (a) F1 (1% PML); (b) F2 (4% de amido); (c) F3 (0,5%
PML e 2% amido); (d) F4 (1% PML e 2% amido) e (e) F5 (0,5% PML e 4% amido),

todos com 30% de glicerol e com ampliagéo de 200X.

No entanto, os filmes compostos F4 e F5 (Fig. 7d e e) apresentaram
microestruturas com pequenas particulas na superficie, que podem ser aglomerados de
proteinas insolGveis ou formacdo de pequenos cristais de sais, devido as etapas de
extracdo ou solubilizacdo das proteinas, utilizando solucdo salina e hidréxido de sédio
(NaOH), respectivamente. Podendo ser observado pela presenca de (Na) em amostras
com proteinas de peixe (F1, F3, F4 e F5) detectadas pela analise de EDS (Tabela 9).
Vieira et al. (2018) e Araujo et al. (2018), também encontraram agregados de proteinas,
além de particulas dispersas insoltveis, com pontos brancos na estrutura polimérica dos
filmes de proteinas de peixe. Batista et al. (2020) também observaram pontos brancos na
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superficie de filmes de proteinas de peixe e o0s resultados da EDS permitiram
correlacionar esses pontos brancos com a presenca de sddio da solucdo de NaOH usada
para ajustar o pH durante a producéo dos filmes.

Os resultados observados na MEV para os filmes compostos (Fig. 7c, d e e)
corroboram com os difratogramas de raio-X (Fig. 5), que demonstram a miscibilidade
molecular e a interacdo entre os constituintes dos filmes compostos. Estas caracteristicas
proporcionaram melhores propriedades de transmissdo de luz na faixa do visivel para
filmes compostos (Tabela 7). Ressaltando que o filme F4 apresentou os menores valores
de solubilidade, PVA, maior resisténcia a tracdo (RT) e elongacdo (%E) (Tabela 6).

Na andlise semiquantitativa dos elementos quimicos (Tabela 9) € possivel
observar pelo EDS no MEV, porcentagens em massa dos elementos quimicos presentes,
sendo possivel fazer uma comparacao entre as composi¢Ges quimicas obtidas a partir de
cada filme. A composicdo massica (%) de carbono (C) diminui e o oxigénio (O)
aumentaram nos filmes compostos (F3, F4 e F5) quando comparados ao controle F1,
ocorre o inverso em relacdo ao filme controle de amido (F2). A presenga de sodio (Na)
no filme F1, proveniente do processo de obtencdo das proteinas miofibrilares, distingue
este filme do elaborado com amido (F2). Filmes produzidos com a mistura de proteinas
miofibrilares e amido tendem a diminuir a concentracdo de sédio, nos pontos estudados,
devido a interagdo dos componentes quimicos na presenca do amido, sugerindo boa

compatibilidade com as proteinas de peixe (Fig. 6 e 7) .

Tabela 9 Anélise semiquantitativa dos elementos quimicos presentes nos filmes
utilizando a técnica EDS

Composicdo massica (%)

Filmes C 0] Na
F1 60.91 35.8 3.29
F2 53.17 46.83 -
F3 57.08 41.77 1.15
F4 54.69 44.27 1.03
F5 56.64 42.46 0.9

F1 (1% PML); F2 (4% amido); F3 (0,5% PML e 2% amido); F4 (1% PML e 2% amido)
e F5 (0,5% PML e 4% amido), todos com 30% de glicerol. C - carbono; O - oxigénio;
Na - sédio. A
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4. Concluséo

As solugdes filmogénicas (SF) apresentaram comportamento ndo newtoniano,
com influéncia significativa na viscosidade dos filmes compostos. As solugdes F3 e F4,
com menor percentual de amido, apresentaram viscosidade mais adequada para serem
utilizadas como revestimento em alimentos.

As matérias-primas influenciaram a cor dos filmes, bem como a transmissdo de
luz e transparéncia dos filmes compostos (F3, F4 e F5) com melhores propriedades de
barreira a luz UV-Visivel. A estabilidade térmica das proteinas proporcionou maior
resisténcia térmica ao filme composto F4. Os filmes compostos (F3, F4 e F5)
apresentaram tendéncia a cristalinidade, devido as propriedades das proteinas e amido,
respectivamente. Analises de FTIR e espectroscopia elementar (EDS) confirmaram a
interacdo bem sucedida dos polimeros na matriz filmogénica.

As propriedades dos filmes compostos indicam que a interacdo entre oS
biopolimeros é positiva para a producdo de embalagens que podem ser utilizadas em
diferentes tipos de alimentos. O filme com a propriedade mais adequada para alimentos
que precisam de menor barreira ao vapor de agua € o F4. Alimentos consumidos
diretamente na embalagem, devem ter um revestimento com alta solubilidade (F1, F2 e
F5). Aqueles suscetiveis a oxidagao, como os alimentos gordurosos, sdo indicados filmes
com as maiores propriedades de barreira UV-Visivel (F3, F4 e F5). E o filme controle de
amido F2, é considerado adequado para aplicacdo de filmes de embalagens transparentes.
Portanto, a escolha da formulacdo mais adequada dependera do produto para o qual a

embalagem se destina.

Referéncias
Ahmad, M., Hani, N. M., Nirmal, N. P., Fazial, F. F., Mohtar, N. F., & Romli, S. R.

(2015). Optical and thermo-mechanical properties of composite films based on fish
gelatin/rice flour fabricated by casting technique. Progress in Organic Coatings, 84,
115-127.

Al-Hassan, A. A., & Norziah, M. H. (2012). Starch-gelatin edible films: Water vapor
permeability and mechanical properties as affected by plasticizers. Food
Hydrocolloids, 26(1), 108-117.

Alvarez-Parrilla, E., Lluch, A. P. M. A. (1997). Preparacion y caracterizacion quimica y
microestructural de surimi de merluza (Merluccius merluccius) y de jurel (Trachurus

trachurus). Food Science and Technology Internacional. 3(1), 49-60.



110

Araujo, C. S., Rodrigues, A. M. C., Peixoto Joele, M. R. S., Araujo, E. A. F., & Lourenco,
L. F. H. (2018). Optmizing process parameters to obtain a bioplastic using proteins
from fish byproducts through the response surface metho. Food Packaging and Shelf
Life, 16, 23-30.

Arfat, Y. A., Benjakul, S., Prodpran, T., & Osako, K. (2014). Development and
characterisation of blend films based on fish protein isolate and fish skin gelatin.
Food Hydrocolloids, 39, 58-67.

Arfat, Y. A., Benjakul, S., Prodpran, T., Sumpavapol, P., & Songtipya, P. (2016).
Physico-Mechanical Characterization and Antimicrobial Properties of Fish Protein
Isolate/Fish Skin Gelatin-Zinc Oxide (ZnO) Nanocomposite Films. Food and
Bioprocess Technology, 9(1), 101-112.

Barreto, P. L. M., Pires, A. T. N., & Soldi, V. (2003). Thermal degradation of edible films
based on milk proteins and gelatin in inert atmosphere. 79, 147-152.

Batista, J. T. S., Araujo, C. S., Peixoto Joele, M. R. S., Silva, J. O. C., & Lourenco, L. F.
H. (2019). Study of the effect of the chitosan use on the properties of biodegradable
films of myofibrillar proteins of fish residues using response surface methodology.
Food Packaging and Shelf Life, 20, 100306.

Blanco-pascual, N., Ferndndez-martin, F., & Montero, P. (2014). Jumbo squid (Dosidicus
gigas) myofibrillar protein concentrate for edible packaging films and storage
stability. LWT - Food Science and Technology, 55(2), 543-550.

Bof, M. J., Bordagaray, V. C., Locaso, D. E., & Garcia, M. A. (2015). Chitosan molecular
weight effect on starch-composite film properties. Food Hydrocolloids, 51, 281
294.

Chinma, C. E., Ariahu, C. C., & Abu, J. O. (2012). Development and characterization of
cassava starch and soy protein concentrate based edible films. International Journal
of Food Science and Technology, 47(2), 383-389.

Daniel, L., Homez-jara, A., Fernando, J., & Alexander, H. (2018). International Journal
of Biological Macromolecules Effects of temperature, starch concentration, and
plasticizer concentration on the physical properties of ulluco (Ullucus tuberosus
Caldas) -based edible fi Ims. International Journal of Biological Macromolecules,
120, 1834-1845.

Debeaufort, F., & Voilley, A. (2009). Lipid-Based Edible Films and Coatings. Huber, K.
C., & Embuscado, M. E. (Eds.). Edible Films and Coatings for Food Applications.

Echeverria, I., Eisenberg, P., & Mauri, A. N. (2014). Nanocomposites films based on soy



111

proteins and montmorillonite processed by casting. Journal of Membrane Science,
449, 15-26.

Han, J. H., & Floros, J. D. (1997). Casting antimicrobial packaging films and measuring
their physical properties and antimicrobial activity. Journal of Plastic Film and
Sheeting, 13(4), 287-298.

Hoque, M. S., Benjakul, S., & Prodpran, T. (2010). Effect of heat treatment of film-
forming solution on the properties of film from cuttlefish (Sepia pharaonis) skin
gelatin. Journal of Food Engineering, 96(1), 66—73.

Kaewprachu, P., Osako, K., Benjakul, S., & Rawdkuen, S. (2016). Effect of protein
concentrations on the properties of fish myofibrillar protein based film compared
with PVC film. Journal of Food Science and Technology, 53(4), 2083—-2091.

Kaewprachu, P., Osako, K., Rungraeng, N., & Rawdkuen, S. (2018). Characterization of
fish myofibrillar protein film incorporated with catechin-Kradon extract.
International Journal of Biological Macromolecules, 107, 1463-1473.

Kaewprachu, P., Osako, K., Tongdeesoontorn, W., & Rawdkuen, S. (2017). The effects
of microbial transglutaminase on the properties of fish myofibrillar protein film.
Food Packaging and Shelf Life, 12, 91-99.

Kanwate, B. W., Ballari, R. V., & Kudre, T. G. (2019). Influence of spray-drying, freeze-
drying and vacuum-drying on physicochemical and functional properties of gelatin
from Labeo rohita swim bladder. International Journal of Biological
Macromolecules, 121, 135-141.

Kim, S., Kang, J., & Song, K. Bin. (2020). Development of a Sword Bean (Canavalia
gladiata) Starch Film Containing Goji Berry Extract. Food and Bioprocess
Technology, 13(1), 911-921.

Leite, T. S., Jesus, A. L. T., Schmiele, M., Tribst, A. A. L., & Cristianini, M. (2017). High
pressure processing (HPP) of pea starch: Effect on the gelatinization properties. LWT
- Food Science and Technology, 76, 361-369.

Limpan, N., Prodpran, T., Benjakul, S., & Prasarpran, S. (2010). Properties of
biodegradable blend films based on fish myofibrillar protein and polyvinyl alcohol
as influenced by blend composition and pH level. Journal of Food Engineering,
100(1), 85-92.

Limpan, N., Prodpran, T., Benjakul, S., & Prasarpran, S. (2012). Influences of degree of
hydrolysis and molecular weight of poly (vinyl alcohol) (PVA) on properties of fish
myofibrillar protein/PVA blend films. Food Hydrocolloids, 29(1), 226-233.



112

Lin, J. H., Liang, C. W., & Chang, Y. H. (2016). Effect of starch source on gel properties
of kappa-carrageenan-starch dispersions. Food Hydrocolloids, 60, 509-515.

Liu, H., Adhikari, R., Guo, Q., & Adhikari, B. (2013). Preparation and characterization
of glycerol plasticized (high-amylose) starch-chitosan films. Journal of Food
Engineering, 116(2), 588-597.

Liu, R., Zhao, S. ming, Xiong, S. bai, Qiu, C. guang, & Xie, B. jun. (2008). Rheological
properties of fish actomyosin and pork actomyosin solutions. Journal of Food
Engineering, 85(2), 173-179.

Montgomery, D. C., & Runger, G. C. (2018). Applied Statistics and Probability for
Engineers. 7th Edition. Ed. Wiley, New York, NY, pp. 564

Moreno, O., Atarés, L., Chiralt, A., Cruz-Romero, M. C., & Kerry, J. (2018). Starch-
gelatin antimicrobial packaging materials to extend the shelf life of chicken breast
fillets. LWT - Food Science and Technology, 97, 483-490.

Moraes, I. C. F., Carvalho, R. A., Bittante, A. B. Q. B., Solorza-Feria, J., J. A., Sobral, P.
J. A. (2009). Film forming solutions based on gelatin and poly(vinyl alcohol) blends:
Thermal and rheological characterizations. Journal of Food Engineering, 95(4),
588-596.

Mufoz, L. A., Aguilera, J. M., Rodriguez-Turienzo, L., Cobos, A., & Diaz, O. (2012).
Characterization and microstructure of films made from mucilage of Salvia
hispanica and whey protein concentrate. Journal of Food Engineering, 111(3), 511—
518.

Muriel-Galet, V., Lopez-Carballo, G., Gavara, R., & Hernandez-Mufioz, P. (2015).
Antimicrobial Effectiveness of Lauroyl Arginate Incorporated into Ethylene Vinyl
Alcohol Copolymers to Extend the Shelf-Life of Chicken Stock and Surimi Sticks.
Food and Bioprocess Technology, 8(1), 208-217.

Nascimento, T. A., Calado, V., & Carvalho, C. W. P. (2012). Development and
characterization of flexible film based on starch and passion fruit mesocarp flour
with nanoparticles. Food Research International, 49(1), 588-595.

Nie, X., Gong, Y., Wang, N., & Meng, X. (2015). Preparation and characterization of
edible myofibrillar protein-based film incorporated with grape seed procyanidins
and green tea polyphenol. LWT - Food Science and Technology, 64(2), 1042-1046.

Nogueira, D., & Martins, V. G. (2019). Use of Different Proteins to Produce
Biodegradable Films and Blends. Journal of Polymers and the Environment, 27(9),
2027-2039.



113

Oliveira, L. F., Ascheri, D. P. R., & Ascheri, J. L. R. (2011a). Desenvolvimento,
caracterizacdo de filmes comestiveis de fécula de mangarito (Xanthosoma mafaffa
Schott) e sua aplicagdo em frutos de jabuticaba. Boletim Centro de Pesquisa de
Processamento de Alimentos, 29(2), 265-280.

Oliveira, N. M., Dourado, F. Q., Peres, A. M., Silva, M. V., Maia, J. M., & Teixeira, J.
A. (2011b). Effect of Guar Gum on the Physicochemical, Thermal, Rheological and
Textural Properties of Green Edam Cheese. Food and Bioprocess Technology, 4(8),
1414-1421.

Pereira, G. V. S., Pereira, G. V. S., Araujo, E. F. de, Xavier, E. M. P., Joele, M. R. S. P.,
& Lourenco, L. de F. H. (2019a). Optimized process to produce biodegradable films
with myofibrillar proteins from fish byproducts. Food Packaging and Shelf Life, 21,
100364.

Pereira, G. V. S., Pereira, G. V. S., Neves, E. M. P. X,, Joele, M. R. S. P., Lima, C. L. S.,
& Lourenco, L. de F. H. (2019b). Effect of adding fatty acids and surfactant on the
functional properties of biodegradable films prepared with myofibrillar proteins
from acoupa weakfish (Cynoscion acoupa). Food Science and Technology, 39(1),
287-294.

Pereira, G. V. S., Pereira, G. V. S., Neves, E. M. P. X,, Rego, J. A. R,, Brasil, D. S. B,
Lourenco, L. de F. H., & Joele, M. R. S. P. (2020). Glycerol and fatty acid influences
on the rheological and technological properties of composite films from residues of
Cynoscion acoupa. Food Bioscience, 38, 100773.

Pereira, G. V. S., Pereira, G. V. S., Neves, E. M. P. X., Albuquerque, G. A., Rego, J. A.
R., Cardoso, D. N. P., Brasil, D. S. B., Joele, M. R. S. P. (2021). Effect of the Mixture
of Polymers on the Rheological and Technological Properties of Composite Films
of Acoupa Weakfish (Cynoscion acoupa) and Cassava Starch (Manihot esculenta
C.). Food and Bioprocess Technology, 14:1199-1215.

Pires, C., Ramos, C., Teixeira, G., Batista, I., Mendes, R., Nunes, L., & Marques, A.
(2011). Characterization of biodegradable films prepared with hake proteins and
thyme oil. Journal of Food Engineering, 105(3), 422-428.

Podshivalov, A., Zakharova, M., Glazacheva, E., & Uspenskaya, M. (2017).
Gelatin/potato starch edible biocomposite films: Correlation between morphology
and physical properties. Carbohydrate Polymers, 157, 1162-1172.

Rego, J. A. R., Costa, M. L. C., Brasil, D. S. B., Cruz, J. N., Costa, C. M. L., Santana, E.
B., Furtado, S. V., & Lope, A. S. (2020). Characterization and Evaluation of



114

Filmogenic, Polymeric, and Biofilm Suspension Properties of Cassava Starch Base
(Manihot esculenta Crantz) Plasticized with Polyols. Brazilian Journal of
Development, 6(7), 50417-50442.

Romani, V. P., Herndndez, C. P., & Martins, V. G. (2018). Pink pepper phenolic
compounds incorporation in starch/protein blends and its potential to inhibit apple
browning. Food Packaging and Shelf Life, 15, 151-158.

Romani, V. P., Olsen, B., Pinto Collares, M., Meireles Oliveira, J. R., Prentice-
Hernandez, C., & Guimardes Martins, V. (2019). Improvement of fish protein films
properties for food packaging through glow discharge plasma application. Food
Hydrocolloids, 87, 970-976.

Romani, V. P., Prentice-Hernandez, C., & Martins, V. G. (2017). Active and sustainable
materials from rice starch, fish protein and oregano essential oil for food packaging.
Industrial Crops and Products, 97, 268-274.

Silva, J. L., Oliveira, A. C., Vieira, T C. R. G., Oliveira, G. A. P., Suarez, M. C., Foguel,
D. (2014). High-Pressure Chemical Biology and Biotechnology. Chemical Reviews,
114(14), 7239-7267.

Stevens, J. R., Newton, R. W., Tlusty, M., & Little, D. C. (2018). The rise of aquaculture
by-products: Increasing food production, value, and sustainability through strategic
utilization. Marine Policy, 90, 115-124.

Sukhija, S., Singh, S., & Riar, C. S. (2016). Analyzing the effect of whey protein
concentrate and psyllium husk on various characteristics of biodegradable film from
lotus (Nelumbo nucifera) rhizome starch. Food Hydrocolloids, 60, 128-137.

Sun, Q., Sun, C., & Xiong, L. (2013). Mechanical, barrier and morphological properties
of pea starch and peanut protein isolate blend films. Carbohydrate Polymers, 98(1),
630-637.

Sun, Q., & Xiong, C. S. L. (2014). Functional and pasting properties of pea starch and
peanut protein isolate blends. Carbohydrate Polymers, 101(1), 1134-1139.

Tongnuanchan, P., Benjakul, S., & Prodpran, T. (2011). Roles of lipid oxidation and pH
on properties and yellow discolouration during storage of film from red tilapia
(Oreochromis niloticus) muscle protein. Food Hydrocolloids, 25(3), 426-433.

Valencia-sullca, C., Atarés, L., Vargas, M., & Chiralt, A. (2018). Physical and
Antimicrobial Properties of Compression-Molded Cassava Starch-Chitosan Films
for Meat Preservation. Food and Bioprocess Technology, 11, 1339-1349.

Wu, C., Tian, J,, Li, S., Wu, T., Hu, Y., Chen, S., Ye, X. (2016). Structural properties of


https://pubs-acs-org.ez3.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Jerson+L.++Silva
https://pubs-acs-org.ez3.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Andrea+C.++Oliveira
https://pubs-acs-org.ez3.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Tuane+C.+R.+G.++Vieira
https://pubs-acs-org.ez3.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Guilherme+A.+P.++de+Oliveira
https://pubs-acs-org.ez3.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Marisa+C.++Suarez
https://pubs-acs-org.ez3.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Debora++Foguel

115

films and rheology of film-forming solutions of chitosan gallate for food packaging.
Carbohydrate Polymers, 146, 10-109.

Zavareze, E. R., Halal, S. L. M., Telles, A. C., Prentice-Hernandez, C. (2012). Filmes
biodegradaveis a base de proteinas miofibrilares de pescado. Brazilian Journal of
Food Technology, 15, 53-57.

Zavareze, E. R., Halal, S. L. M., Silva, R. M., Dias, A. R. G., & Prentice-Hernandez, C.
(2014). Mechanical, barrier and morphological properties of biodegradable films
based on muscle and waste proteins from the whitemouth croaker (Micropogonias

Furnieri). Journal of Food Processing and Preservation, 38(4), 1973-1981.



116

CAPITULO 4: Avaliacdo da biodegradacdo de filmes compostos de proteinas de
pescada amarela (Cynoscion acoupa), &cido palmitico e amido (Manihot esculenta) e

sua aplicacdo como revestimento em frutos pds-colheita.

RESUMO
O objetivo desta pesquisa foi avaliar a biodegradacao no solo e o comportamento de frutos
pos-colheita revestidos proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) extraidas de residuos
de peixe, &cido palmitico, amido de mandioca e glicerol. Foi realizada a eletroforese
(SDS-PAGE) das PML para avaliar o tipo e a preservacdo das moléculas de proteinas
apos a extracdo. Foram utilizados trés tipos de filmes: F1 (filme comercial - policloreto
de vinila PVC), F2 (1% PML e 0,5% acido palmitico) e F3 (1% PML, 2% amido e 30%
glicerol). A biodegradabilidade dos filmes foi avaliada em solo durante 21 dias,
acompanhada pela perda de massa percentual e por espectroscopia de infravermelho
(FTIR/ATR). Para avaliar o efeito dos revestimentos no mamao foram realizados 4
tratamentos: controle (sem revestimento) e com os filmes F1, F2 e F3. Os frutos foram
imersos nas solucgdes filmogénicas (SF), armazenados a temperatura 25x2 °C e analisados
até o estadio de maturacdo completa. Foram avaliados os atributos fisicos, quimicos e
microbioldgicos. O perfil eletroforético das PML identificou a presenca de miosina e
actina que sao importantes para elaboracéo dos filmes. O estudo da biodegradabilidade
indicou que os filmes F2 e F3 sdo biodegradaveis devido o percentual de perda de massa
(%) e as alteracdes e deslocamento das bandas de amida no FTIR. Como esperado, o filme
PVC (F1) ndo degradou. O tratamento controle e F1 tiveram a maturagdo mais acelerada
e o revestimento F3 prejudicou a maturacdo natural dos frutos, ficando improéprio para o
consumo ao final do experimento. O filme F2 apresentou o melhor desempenho,
aumentando em 6 dias a vida til dos frutos, prolongando a mudanca para a cor amarela
(*b), apresentou menor perda de massa e variagdo na firmeza, menor taxa de respiracao
e transpiracdo pelas analises quimicas comparado aos demais tratamentos, sendo o filme

mais indicado para ser aplicado como revestimento em frutos pds-colheita.

Palavras chaves: residuos, proteinas de peixe, revestimentos biodegradaveis,

biodegradacao, revestimento de frutos, vida util.
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1. Introducéo

O processamento de pescado gera a cada ano de 18 a 30 milhdes de toneladas de
residuos com alta qualidade nutricional e baixo valor comercial, o0 que representa 50% da
massa total processada nas inddstrias (Muhammad et al., 2016). Estes residuos e as
embalagens sintéticas derivadas do petréleo descartados de forma inadequada, causam
grandes prejuizos ambientais (Pereira et al., 2021b). Por tanto, o uso de materiais
biodegradaveis, os residuos da industria de pesca, para produzir embalagens alimenticias
€ muito importante para evitar a degradacdo ambiental (Kaewprachu et al., 2018; Pereira
etal., 2019a, 2019b; Pereira et al., 2020, 2021a; Neves et al., 2019).

A biodegradabilidade dos materiais ocorre quando estes sdo usados como
nutrientes por um conjunto especifico de microrganismos (bactérias e fungos) existentes
no ambiente. Os microrganismos usam o polimero como substrato para 0 seu
desenvolvimento, promovendo a quebra das ligacdes quimicas primarias. Porém,
necessitam de condi¢Oes adequadas de temperatura, umidade, pH e disponibilidade de
oxigénio, importantes para o desenvolvimento microbiano que determina a taxa de
biodegradacdo do material (Colussi et al., 2017). A American Society for Testingand
Materials (ASTM) tem proposto varios métodos de analise e acompanhamento da
biodegradagdo dos polimeros em exposi¢do a microrganismos em ambientes aerobicos e
anaerobicos. Dentre os métodos propostos pela ASTM se destaca a norma ASTM G 160-
03 (2004), que avalia a susceptibilidade microbiologica de um material ndo metalico em
contato com o ambiente natural do solo (Araujo et a., 2015).

Além de serem considerados polimeros biodegradaveis, as proteinas e 0s
carboidratos, bem como os lipidios, atendem aos requisitos para a formacdo de
filmes. Geralmente, as proteinas fornecem estabilidade mecanica, os polissacarideos
importantes para controlar a transmissdo de oxigénio e outros gases e 0S COMpOstos
hidrofébicos para reduzir a transmissdo de agua em filmes (Sukhija et al., 2016). Além
destes, diferentes compostos e aditivos podem ser incorporados aos filmes
biodegradaveis, visando conferir propriedades de barreiras especificas. A permeabilidade
ao vapor de &gua (PVA), por exemplo, é uma propriedade importante para a aplicacéo de
filmes em frutos, e pode ser melhorada com a incorporacao de substancias hidrofobicas
como os acidos graxos. E dependendo da composicao os revestimentos podem atuar de
forma especifica na protecédo dos frutos proporcionando uma atmosfera modificada, com

reducdo da respiracéo e transpiracdo (Oliveira et al., 2014).
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Os revestimentos podem ser aplicados ou formados diretamente nos alimentos por
pulverizagdo ou imersdo (Hassan et al., 2018). A utilizagdo de filmes/revestimentos
biodegradaveis em frutos pos-colheita vem demonstrando grande potencial, devido ao
baixo custo, além de proporcionar melhor conservacéo e prolongar a vida til, pois geram
uma atmosfera modificada, criando barreira semipermeavel contra a agua, oxigénio,
umidade e movimento de solutos (Podshivalov et al., 2017).

O mamao apresenta elevado valor nutricional, rico em agUcares, minerais e
compostos bioativos como os carotenoides, vitamina C e polifendis (Reis et al., 2015),
seus beneficios nutricionais a saude sdo importantes e contribuem para 0 aumento de seu
consumo. Porém, é um fruto climatérico, com altas taxas de transpiracdo e perda de
massa. Apresenta metabolismo acelerado durante o amadurecimento devido ao etileno,
portanto, os frutos senescem rapidamente e sdo suscetiveis a perdas pds-colheita, o que
dificulta o armazenamento e comercializacdo por periodos prolongados (John et al.,
2018). As perdas na fase pds-colheita podem ser devido a danos mecénicos,
amadurecimento excessivo, desordens fisioldgicas, além de doencas causada por fungos,
podendo ser melhoradas com utilizacdo de filmes ou revestimentos.

Alguns pesquisadores ja utilizaram filmes com proteinas de peixe, gelatina,
amido, goma arabica, quitosana e compostos hidrofébicos como cera de abelha, 6leo
essencial, isolados ou combinados como revestimentos em frutos (Cortez-Vega et al.,
2014; Matta et al., 2015; Oliveira et al., 2018; Ortiz-Duarte et al., 2019; Ferreira, Molina
e Pelissari, 2020; Pella et al., 2020; Pereira et al., 2021c). No entanto, ndo ha estudos
sobre a utilizacdo de revestimentos biodegradaveis elaborados com proteinas de residuos
de peixes, amido de mandioca, acido palmitico e glicerol em frutos. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a biodegradacdo em solo de filmes compostos e sua
utilizagdo como revestimento de mamao “Golden” (Carica papayaL.) por imersdo

visando prolongar a vida Util desses frutos.

2. Material e métodos
2.1 Material

As matérias-primas utilizadas na elaboracdo dos filmes foram residuos do
processamento da filetagem de pescada amarela (Cynoscion acoupa), doados por uma
industria de peixe localizada em Belém-PA, e amido de mandioca (goma fresca,

produzida por HM Ouro Branco, Santa Isabel- PA) adquirido em mercado local. Os
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procedimentos legais referentes ao acesso ao patrimonio genetico foram devidamente
realizados, sendo feito o registro no SisGen sob 0 nimero de cadastro ASACFAS3.

No laboratério os residuos de peixe foram higienizados com &gua clorada (5ppm)
a 4°C/5 min, retiradas as peles, espinhas e outros materiais para obter a massa muscular,
que foi embalada a vacuo e armazenada em freezer a -18 °C até sua utilizacao.

Para as andlises de antioxidante, polifendis e vitamina C foram utilizados os
reagentes: Folin & Ciocalteu’s Phenol e 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma Aldrich,
USA), acido galico mohidratado (Neon comercial, Brasil), carbonato de sodio (Isofar
Industria, Brasil) e 0 &cido oxalico cristal, acido ascérbico-L, dicloroindofenol 2,6 sddico,

alcool metilico, acetona (Exodo cientifica, Brazil).

2.2 Obtencao das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML)

A extracdo das PML foi realizada segundo metodologia de Limpan et al. (2012),
adaptada por Pereira et al. (2021b). O musculo ap6s ser triturado (Sire Cutter, Filizzola,
Brasil) foi misturado manualmente (5 min) com solucdo de cloreto de sddio (lsofar
Industria, Brasil) a 50 Mm (proporcao 1:3) e filtrado em tecido poliester, realizado por
trés vezes. O material retido foi misturado na proporcdo 1:3 (musculo:solucdo acido
fosférico a 0,05%) (Neon comercial, Brasil) a 4-5 °C e filtrado. Posteriormente, a massa
muscular foi misturada com agua destilada (1:3) a 4-5°C e centrifugada a 10.956 g/2 min
(Multifuge X1R, Thermo Scientific, Alemanha) e novamente filtrada. Apds estas etapas,
0 material obtido foi distribuido em bandejas de aco inoxidavel, congelados a -22°C e
liofilizados (L101 Liotop, Liobras, Brasil) a -60°C por 48 horas.

2.3 Padrao eletroforético das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML)

As PML foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
de acordo com o procedimento descrito por Laemmli (1970), utilizando gel de corrida a
8% e de empilhamento a 5%. Ap0s a separacdo, as bandas foram reveladas com o corante
de Coomassie Blue-R-250.

Para o célculo dos pesos moleculares (PM) das PML, foi utilizada a equagdo Y =
2,534-1,661*x (Pereira et al., 2020), tracando o Log dos PM dos padrdes versus a
migracao relativa (migragéo de cada banda da amostra/migracéo total do gel), com ajuda
do pacote de software Statistica, Ultimate Academic versdo 13.1, edi¢do profissional
(Statsoft South America Comércio de Software Ltda, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil)
(Figura 1).
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Figura 1. Gréfico de regressao linear (padréo) para obtencéo dos PM das PML

2.4 Obtencdo das solucdes filmogénicas (SF) e filmes biodegradaveis

As etapas de obtencéo das solucdes e filmes seguiu 0 método proposto por Limpan
et al. (2012). As concentragBes das proteinas e amido utilizados foram baseadas em
Pereira et al. (2020) e Pereira et. al. (2021b). O pH das solucdes filmogénicas com 1%
proteinas e 0,5% &cido palmitico (F2) e 1% proteinas, 2% amido de mandioca e 30 % de
glicerol (F3) (Isofar Industria, Brasil) foram ajustadas para 11,0 com NaOH 2M (Vetec
Quimica, Brasil) antes da adicdo do acido, amido e glicerol. As solu¢bes foram
homogeneizadas a 10.000 rpm/5 min com Turratec (TE-102, Tecnal, France) e em
seguida, colocadas em banho-maria (TE-057, Tecnal, France) a 70 °C (F2) e 90 °C (F3)
por 30 min. Para obtencdo dos filmes, foram adicionados 120 ml de cada solucdo em
recipientes de silicone (22 cm de didmetro/2,5 cm de altura), secas em estufa incubadora
D.B.O (0315M16, Quimis, Brasil) a 30°C por 17h (F2) e 20h (F3). Apés a secagem, 0S
filmes foram embalados (F200, Fastvac, Brasil) e armazenados a 25 °C. Para efeito de
comparacao nos testes de biodegradacdo e avaliagdo da vida atil dos frutos foi utilizado

o filme comercial PVVC Policloreto de vinila (F1) (Kiko Pack, Brasil).
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2.5 Teste de biodegradacéo em solo dos filmes biodegradaveis
2.5.1 Perda de massa (%)

O experimento foi baseado em metodologia proposta por Martucci et al. (2015),
com modificagdes. Foram utilizados potes plasticos (8 cm de didmetro) com 180 g de
solo (Plantas ornamentais, rancho fundo, Brasil). O solo apresentou pH 5,65, teor de
matéria organica (CO) 8,9%, valores de nitrogénio total (N) 0,10%, carbono (C) 5,16%
e relacdo C/N 4,91% (caracterizacdo realizada na Embrapa Amazonia Oriental, Belém-
PA, Brasil). As amostras de filmes foram cortadas (2x3 cm) e secas a 60 °C, até peso
constante (mo). Posteriormente, foram colocadas em envelope de malha de aluminio
(2,5x3,5 cm), enterradas nos potes a 4 cm da superficie e mantidas a 25 + 2 °C e umidade
relativa de 50% = 2 (Figura 2). Durante o experimento a umidade do solo foi mantida em
40%, adicionando agua periodicamente. A cada trés dias amostras eram removidas do
solo, lavadas com agua destilada e secas em estufa (TE-394/3, Tecnal, France) a 60 °C,
até peso constante, durante 21 dias. O grau de degradacédo dos filmes em funcéo da perda
de massa (%PM), foi calculado de acordo com Equacéo 1.

PM = (%). 100 1)

Onde: PM é a perda de massa média, mo é a massa inicial, m¢ € a massa restante (apos a

degradacéo).

Figura 2. Sistema de biodegradacdo dos filmes em solo. F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5%

acido palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol.

2.5.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com refletancia total
atenuada (FTIR/ATR)
Para verificar o grau de degradacéo dos filmes, nos dias 0, 3 e 12 dias, foi realizada

a analise de espectroscopia na regido do infravermelho em espectrémetro (630, Agilent
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Cary, USA). Os espectros foram obtidos em amostras puras na faixa espectral de 650 a

4000 cm™, sendo coletadas 32 varreduras com resolugdo de 8 cm™.

Desenho esquematico de interacdes intra e intermoleculares dos filmes

O desenho esquematico das interacBes intra e intermoleculares entre o0s
componentes, proteinas, acido palmitico, amido e glicerol nas estruturas dos filmes, foi
feito utilizando o Software ACD/LABS™ 2019.2.2.

2.6 Aplicacao das solugdes filmogénicas biodegradaveis

Foram adquiridos 100 frutos (Carica papaya L.) no estadio 1 de maturagcdo com
0% de coloracdo amarela (Galo et al., 2014) na Ceasa Belém-Pa e transportados ao
laboratdrio em caixas com furos de ventilacdo. Os procedimentos legais referentes ao
acesso ao patrimoénio genético foram devidamente realizados, sendo feito o registro no
SisGen sob 0 numero de cadastro ASACFA3. Inicialmente, foi realizada uma selecéo para
garantir a uniformidade das matérias-primas. Posteriormente, foram lavados com é&gua
corrente e imersos em solugdo de hipoclorito de s6dio (200 mg L/10 min) e secos a
temperatura ambiente. Os frutos foram separados em 4 lotes com 16 frutos para cada
tratamentos: controle (sem revestimento), filme PVC (F1), proteinas de peixe e &cido
palmitico (F2) e proteinas, amido de mandioca e glicerol (F3).

2.6.1 Revestimento dos frutos por imersao

Os frutos dos lotes (F2 e F3) foram imersos em 1.000 ml da solucgéo filmogénica
e colocados deitados para secar naturalmente por 1 min e novamente imersos. A secagem
final dos revestimentos (polimerizacdo) ocorreu durante trés horas em temperatura
ambiente. Os furtos do lote F1 foram envolvidos em apenas uma camada de filme PVC.
Posteriormente, os frutos foram colocados em bandejas de polipropileno e mantidos a 23
°C £ 0,45 e umidade 46% = 1,89 para acompanhamento do processo de maturacao.

2.6.2 Avaliacéo dos atributos de qualidade dos frutos revestidos
As analises foram realizadas nos dias, 0, 3, 6, 9, 13, 16 dias, visando acompanhar
a maturacdo completa dos frutos e possivel aparecimento de fungos visivel e degradacao

das cascas.
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2.6.2.1 Aspecto visual
Foi realizado uma avaliacdo visual das amostras dos tratamentos controle, F1, F2
e F3 até o surgimento de alteracdo e deterioracdo visivel nas cascas.

2.6.2.2 Cor instrumental

A avaliacéo da cor instrumental foi realizada com a leitura dos parametros L*, a*,
b*, C*, h° em colorimetro (Konica Minolta, CR 400) utilizando iluminante D65 (luz do
dia), em 8 pontos superficiais, desde a regido proxima ao peddnculo até a base de cada
fruto. O ®E foi calculado para os frutos revestidos comparados ao controle (sem
revestimento) e entre os tratamentos ao longo do armazenamento (ponto zero como

padrdo).

2.6.2.3 Perda de massa (PM)

A perda de massa dos frutos foi avaliada comparando o peso individual por dia de
analise com o peso inicial. Os frutos foram pesados em balanca digital e os resultados
expressos em porcentagem de perda de massa, calculada conforme Equacgédo 2 (Cortez-
Vegaetal., 2014).

100 - (Pg x 100)
Pr

PM = B

Onde, PM = perda de massa (%); Pr = peso da massa fresca no dia da analise (g); Pi =

peso da massa fresca no 1° dia de experimento (g).

2.6.2.4 Firmeza

A firmeza foi determinada utilizando-se um Penetrémetro digital portatil (PTR-
300, INSTRUTHERM, Brasil), com ponteira cinlindrica de 8 mm de didmetro. Em cada
fruto foi realizado 12 medic@es, distribuidas nas regiées proxima ao pedinculo, mediana

e na base do fruto. Os resultados foram expressos em Newton (N) (Lucas et al., 2014).

2.6.2.5 Analises quimicas

As analises de pH, sélidos soluveis totais (SST), acidez titulavel em &cido citrico
(AT), acido ascérbico (AA) e o calculo da relagdo SST/AT foram realizadas conforme
(AOAC, 1999).
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2.6.2.6 Teor fenolico total

O conteudo fenodlico foi determinado usando o método de Singleton e Rossi
(1965). Na elaboracgéo do extrato foram utilizados 6 g de polpa macerada com 10 ml de
alcool metilico com auxilio de pistilo, posteriormente foi filtrado a vacuo. Para a reacédo
foram usados 0,5 ml da solucéo de extrato com 3,5 ml de agua, que reagiu com 0,5 ml de
Folin-Ciocalteau por 5 min sob agitacdo em vortex, em seguida foi adicionado 0,75 ml
de carbonato para reacdo por 30 min. A absorcdo de fendlicos totais foi determinada a
765 nm em espectrofotdometro (UV-M51, Bel Photonics, Brasil). Uma curva padréo foi
estabelecida usando acido galico em metanol a 300mg/L. O resultado expresso em mg

equivalentes de acido galico (GAE) por grama de peso fresco (mgGAE/100g).

2.6.2.7 Inibicdo da atividade antioxidante (IAA)

A 1AA foi determinada conforme Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com
modifica¢Oes propostas por Rufino et al. (2010). A absorbancia foi medida a 515 nm apos
5 minutos de reacdo. E a atividade antioxidante expressa em atividade de sequestro do
radical livre DPPH (Inibicdo da atividade antioxidante (%)), calculado de acordo com
Equacdo 3 (Reis et al., 2015).

Inibigao da vidade antioxidante (%) = @ .100 (3)

Onde: C é a absorbancia do controle; A é a absorbancia da amostra em solucéo.

2.6.2.8 Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Foi realizada a contagem de fungos totais, em duplicata, conforme metodologia
descrita no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(Downes & Ito, 2001). A coleta nas superficies dos frutos foi pela técnica de esfregaco.
Os swabs (K41-0301A Olen, KASVI, Brasil) foram friccionados em toda a superficie dos
frutos e transferidos para tubo de ensaio contendo 5 mL de peptona bacteriologica 0,1%
(K25-611701, KASVI, Brasil). Posteriormente, utilizando a técnica de semeadura em
superficie, foram inoculados (0,2 ml) de cada diluicdo (10 e 10%) em meio Agar Batata
(K25-610102, KASVI, Brasil) acidificado com solugéo de acido tartarico (10%) (Merck,
Alemanha). As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias, e o resultado das contagens
expressos em UFC/fruto.
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2.7 Anélise estatistica

Os resultados da biodegradacéo dos filmes e dos atributos de qualidade dos frutos
foram avaliados estatisticamente usando a andlise de variancia unidirecional (ANOVA)
e teste de comparacdo das médias de Fisher (LSD) ao nivel de 5% (p<0,05). Os célculos

foram feitos com o pacote Statistica, Ultimate Academic versdo 13.1 (Statsoft).

3. Resultados e Discussao
3.1 Analise eletroforética das proteinas miofibrilares liofilizadas (PML)

Na Figura 3, observa-se as fragdes proteicas presentes na amostra PML (A) e 0s
padrdes proteicos de pesos moleculares conhecidos (B). Foram identificadas fracdes que
caracterizam as proteinas miofibrilares, cadeia pesada de miosina-238 kDa (banda C) e
actina-35 kDa (banda G) e subunidades predominantes de cadeias de alto peso molecular,
como cadeia pesada de tropomiosina-27 kDa e troponina-24 kDa. De acordo com Zhang
et al. (2018), cadeias pesadas de miosina (220kDa), actina (43kDa) e tropomiosina
(38kDa), juntamente com outras bandas, que incluiam a troponina T (35kDa), cadeia leve
1 (21 kDa) e cadeia leve 2 de miosina (14 kDa), s&o as proteinas dominantes em musculos

de peixes.
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Figura 3. Eletroforese SDS-PAGE das PML (A); Padrdo BIO RAD (B) - (miosina — 200 kDa); f-
galactosidade (116.25 kDa); Fosforilase B (97.4 kDa); Albumina sérica (66.2 kDa); Ovalbumina (45 kDa);
anidrase carbonica (31 kDa); inibidor de tripsina (21.5 kDa); lisozima (14.4 kDa) e aprotinina (6.5 kDa).
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O padrédo eletroforético obtido assemelhasse aos encontrados por Monterrey-
Quintero e Amaral (2000) ao caracterizar proteinas miofiblilares extraidas de til&pia-do
nilo, a Cug et al. (1995) em proteinas miofibrilares de sardinha (Sardinha pilchardus) e
An et al. (1994) trabalhando com amostras de surimi de merluza (Merluccius productus).

Zavareze et al. (2014) citam que do total das proteinas do musculo de peixes, 66-
77% sdo proteinas miofibrilares, sendo que a actina e miosina, sdo responsaveis pelas
propriedades gelificantes, retencdo de agua e emulsificagdo. Segundo Kaewprachu et al.
(2016), quando ndo ha padrdo caracteristico dessas proteinas, indica que a agregacao
ocorria por ligacbes fracas, como a interacdo de hidrogénio, que € interrompida quando
a amostra é diluida em solucdo de SDS e uma baixa intensidade da banda de miosina é
devido a degradacédo das proteinas. Portanto, nesta pesquisa pode-se concluir que houve
preservacdo das moléculas de proteinas durante o processo de extracdo, favorecendo sua

utilizacdo como matéria-prima para a elaboracédo de filmes e revestimentos.

3.2 Biodegradacgéo em solo
3.2.1 Perda de massa (PM)

As alteracGes macroscépicas na aparéncia fisica e no percentual de perda de massa
estdo apresentadas na Figura 4. A partir do 3° dia, as amostras dos filmes F2 e F3,
respectivamente, apresentaram (p < 0,05) 40,43% e 63,85% de degradagdo. No 12° dia
de experimento o filme F3 ja apresentou o maior percentual (77,65%) de degradacao,
comparado aos filmes F1(0%) e F2 (58,99%) (p < 0,05). A degradagdo quase completa
dos filmes F2 e F3 ocorreu com 21 dias, enquanto o F1 (PVC) continuou com a mesma
massa (p < 0,05). Segundo Arancibia et al. (2014), esses filmes podem ser considerados
rapidamente biodegradaveis devido ao curto periodo de perda de peso que pode estar
relacionada ao grau de reticulacdo. De um modo geral, a perda de massa inicial é devido
aos componentes de baixo peso molecular, como o glicerol e a assimilacdo por
microrganismos como fungos ou bactérias dos aminoacidos presentes nas proteinas
miofibrilares (material mais bio-suscetivel) (Batista et al., 2020), bem como, grupamentos
hidrofilicos presentes no amido.

A maior biodegradacdo do filme F3 comparado ao F2 até o 12° dia é devido ao
consumo e quebra das cadeias do amido, proteinas e glicerol, devido sua alta
hidrofilicidade. O componente hidrofébico do filme F2, o &cido graxo palmitico, pode ter
dificultado o ataque microbiano inicial. Segundo Martucci e Ruseckaite (2015), filmes

hidrofilicos tendem a biodegradar mais rapidamente, devido a capacidade de captar agua
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dos materiais, necessaria para a sua hidrélise quimica, crescimento microbiano e
assimilagcdo dos produtos de degradacdo. A maior taxa de degradacdo de material
hidrofilicos, aumenta a atividade de agua e promove o crescimento de comunidades

microbianas que habitam o solo na faixa de 20 a 25 °C.

100

= D (]
(o] o S
1 | |

Perda de massa (%)

[\
(=)
|

0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo (dias)

Figura 4. Percentual de perda de massa dos filmes. F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% é&cido
palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol. Letras mindsculas iguais ndo
diferem entre os tratamentos no mesmo dia e letras maiusculas iguais ndo diferem na amostra

durante os dias de analise pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

Batista et al. (2020) ao estudarem a degradacdo de filmes de proteinas
miofibrilares de aparas de filé (F-PAR) e de carne mecanicamente separada (F-MSM) de
peixe, observaram reducdo de 30,0 e 37,7% da massa inicial no 2° dia, respectivamente,
considerando 15 dias o tempo total de degradacdo com 83,5% para o filme F-MSM e
89,9% para F-PAR. Este resultado pode estar relacionado ao maior conteudo lipidico (p
< 0,05) das carcacas (MSM) em comparacao as aparas (PAR), influenciando a menor
interacdo do filme com a agua e os microrganismos do solo.

Nguyen et al. (2016) avaliaram a biodegradabilidade de filmes de polietileno de
baixa densidade com 40% de amido de mandioca (p/p) em solo natural e composto, e

observaram que ap6s 5 meses a perda de massa foi de apenas 9,45%, relacionada a porcéao
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de amido. Sendo, a cadeia de carbono do polietileno apenas cortada em cadeias menores,
confirmando que o polietileno ¢ um polimero ndo biodegradavel, devido a alta
cristalinidade e peso molecular. Portanto, o descarte inadequado do polietileno, muito
utilizado em embalagens de alimentos, causa sérios riscos ao meio ambiente.

Os estudos sobre a biodegradabilidade de embalagens em solo sdo fundamentais,
pois o Brasil ainda ndo possui regulamentagdo. No entanto, a norma Europeia EN13432
(2000) exige que os plasticos biodegradaveis tenham 90% de suas massas fragmentadas
em agua, CO: e biomassa em seis meses (Batista et al., 2020). Assim, os dois filmes

avaliados (F2 e F3) séo considerados altamente biodegradaveis no solo.

3.2.2 Espectroscopia de infravermelho dos filmes biodegradaveis

Os resultados da anélise de FTIR dos filmes F1, F2 e F3 durante o processo de
biodegradacao em solo (Figura 5) sdo equivalentes ao percentual de perda de massa, pois
apenas os filmes F2 e F3 apresentaram modificacOes expressivas nos picos de FTIR,
como deslocamentos e variagOes nas amplitudes quando comparados ao filme PVC (F1).
Na Figura 5A encontram-se as principais bandas de absorcdo observadas no Filme F1,
com picos proximos de 1735,7 cm™ (estiramento C=0) e de 1425 cm™, 959 cm™ e 610
cm? originarios da medicdo de PVC, de acordo com Application n® A421 (Shimadzu,
2020). E como ja& era esperado, os resultados da FTIR do filme F1 ndo indicaram
degradacdo em solo durante os 21 dias, por ser um polimero sintético ndo biodegradavel,
que se decompde lentamente, com efeitos prejudiciais a saude e ao meio ambiente
(Kaewprachu et al., 2018).

Os filmes F2 e F3 (Figura 5B e 5C, respectivamente) apresentaram ampla faixa
da banda amida-A (estiramento da ligacdo N-H) e picos acentuados da banda amida-B
(estiramento da ligacdo C-H e -NHs"), representando a vibragdo no alongamento do NH
e —NHs*, acoplado a ligagdo de hidrogénio. Esta caracteristica espectral indica a
incorporacdo e a interacdo vibracional intermolecular dos grupos por pontes de
hidrogénio das proteinas, acido palmitico, amido e glicerol na formagdo dos filmes
(Hoque, Benjakul, e Prodpran, 2011; Kaewprachu et al., 2016; Kanwate, Ballari e Kudre,
2019). No entanto, estes picos diminuiram com a biodegradacdo, demonstrando a
metabolizacdo ou quebra destes grupamentos pelos microrganismos do solo, diminuindo

a intensidade de vibragédo destes estiramentos.
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Figura 5. FTIR dos filmes compostos. (A) F1: filme PVC, (B) F2: 1% PML e 0,5% acido
palmitico e (C) F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol.

As amidas | (estiramento da ligacdo C=0), Il (deformacdo angular de N-H e
estiramento da ligacdo C-N) e Il (alongamento C-N e flex&o vibracional N-H)
(Kaewprachu et al., 2018) nos filmes F2 e F3 (Figura 5B e 5C), também apresentaram
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diminuicdo e deslocamento no nimero de onda do tempo 0 até o 12° dia. De acordo com
Fan et al. (2017), as bandas amidicas | e Il sdo utilizadas para monitorar a conformagao
da estrutura secundaria das proteinas. E essas baixas amplitudes podem estar relacionadas
ao percentual de amido e &cido palmitico ainda presentes nos filmes, apresentando menor
disponibilidade e vibracao dos grupos C=0, N-H e C-N presentes nas proteinas.

No filme F3, o pico em torno de 1024 é devido a presenca do plastificante
(glicerol) e amido (Kaewprachu et al., 2018), o que explica sua alta intensidade no
espectro inicial (Figura 5C), com diminui¢édo ao longo da degradacao, indicando consumo
e quebra dos polimeros, principalmente o amido. No entanto, no filme F2 (Figura 5B), o
pico em torno de 1035 surgiu ap6s o periodo de degradacdo em solo, em funcdo da
oxidagdo da matéria organica, com aumento de intensidade da banda do estiramento C-O
(estiramento da ligacdo C-O, Shriner e Fuson, 1983), provavelmente do oxigénio presente
no processo aerobico de metabolizagdo dos microrganismos.

As modificacOes e deslocamento das bandas, como as amidas I, 1l e Il nos
espectros de FTIR (Figura 5B e 5C) indicam que os grupos funcionais (-NH) e o (C=0)
das proteinas formavam ligacdes e/ou interacdes intermoleculares cruzadas, como pontes
de hidrogénio ou interacGes dipolo-dipolo aleat6rias com os grupos funcionais do acido

palmitico, amido e glicerol (Figura 6).

3.2.3 Possiveis interacdes inter e intermoleculares entre proteinas (PT), &cido palmitico
(PA), amido (ST) e glicerol (GLY) nas estruturas dos filmes.

O desenho esquemaético abaixo mostra as possibilidades de interacGes
intermoleculares entre os componentes do filme F2 e F3, interagdes de hidrogénio intra e
intermolecular sdo observadas (Figura 6). Os grupos funcionais presentes nas estruturas
dos filmes e os componentes utilizados sdo capazes de atuar como doadores e receptores
de hidrogénio para o estabelecimento de interacdes, que podem impactar nas propriedades
dos filmes. Como visto na Figura 5, mudancas nas interacGes de hidrogénio estabelecidas
entre PT e PA, ST e GLY e o0 metabolismo por microrganismos alteraram os espectros de
FTIR dos filmes F2 e F3.
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Figura 6. Representacdo esquematica das possiveis interacdes de hidrogénio estabelecidas no
filme F2: estruturas das proteinas (A), acido palmitico (B) e interacdo de hidrogénio (C). Filme

F3: estruturas das proteinas (D), estruturas do amido de mandioca (E), glicerol (F) e interagdo de
hidrogénio (G).



132

No filme F3, provavelmente o nimero de interacdes de hidrogénio é superior que
no filme F2, devido o amido e glicerol, que possuem maior nimero de grupos receptores
e doadores de interagcdes de hidrogénio, o que facilitou sua metabolizacdo em 12 dias
(Figura 4). Portanto, estas interacdes relacionadas a biodegradabilidade sdo observadas
apenas nos filmes F2 e F3, devido a natureza molecular mais propensa a interagir com
moléculas hidrofilicas, permitindo que sejam degradadas mais rapidamente (Figura 4),
quando comparados a polimeros sintéticos-PVC (Figura 5).

3.3 Avaliacéo da qualidade fisica dos frutos pos-colheita
3.3.1 Aspecto visual

A avaliacdo das amostras dos tratamentos controle e F1 foram realizadas até o 9°
dia de armazenamento e dos tratamentos F2 e F3 até o 16° dia (Tabela 1), pois apds esses
periodos observou-se deterioracdo nas cascas. O filme F3 prejudicou o amadurecimento

do mamao, com a casca verde até o final do armazenamento, impréprio para o consumo.

Tabela 1. Vita atil dos tratamentos controle e revestidos F1, F2 e F3.

DIAS Controle F1 F2 F3
A A A
00
30
90

13°
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16°

19°

F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% &acido palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30%
glicerol.

3.3.2 Cor

A cor é um dos principais atributos para avaliar o processo de maturacdo do
mamao, pois a cor da casca varia do verde ao amarelo (fruta madura) (Silva et al., 2018).
De acordo com Murmu e Mishra (2017), os altos valores de L*, negativos de a* e
positivos de b*, indicam o brilho acentuado e cor verde com tendéncia ao amarelo na
casca das frutas. Os revestimentos tiveram impacto direto na cor das frutas (Tabela 2-
APENDICE A), apresentando influéncia significativa entre os tratamentos e nos dias de
armazenamento.

Os frutos dos tratamentos controle (sem revestimento) e F1 apresentaram
mudangas mais acentuadas (p < 0,05) até o 9° dia de armazenamento, com maior brilho,
menos esverdeados (a*) e mais amarelados (b*), indicando maturacdo mais acelerada
(Tabela 2-APENDICE A). As amostras do tratamento F3 mantiveram a cor até o Gltimo
dia de armazenamento, devido o revestimento ter retardado o amadurecimento natural
dos frutos (Tabela 1). O revestimento de proteinas e acido palmitico (F2) foi considerado
o mais eficiente no amadurecimento dos frutos (Tabelas 1 e 2-APENDICE A). Segundo
Narsaiah et al. (2015), uma mudanc¢a mais lenta da cor em amostras revestidas pode ser
atribuida a baixa taxa de respiragdo que, por sua vez, atrasa 0 amadurecimento e a
senescéncia.

Cortez-Vega et al. (2014), observaram maior escurecimento oxidativo (L*) com
perda dos valores de croma, a* e b* em amostras controle comparadas as revestidas com
isolado de proteinas de peixe com e sem argila organofilica (Montmorillonite K10).

Murmu e Mishra (2017) encontraram valores mais baixos de a* e maiores de L* e b* para
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frutos embalados com PVC (p < 0.05) e sugeriram que a maturidade pode ser atribuida a
retencdo da concentragdo de O, e CO2 no interior das embalagens.

As amostras dos tratamentos, controle e F1, apresentaram mudangas significativas
durante 0 armazenamento nos parametros C*e h°, estas alteracdes na intensidade de cor
foi mais répida quando comparada as amostras dos tratamentos F2 e F3 (Tabela 2-
APENDICE A), portanto, a aplicacdo destes revestimentos nas superficies dos frutos
retardou o amadurecimento e preservou a cor inicial por mais tempo (Tabela 1), o que
pode ser confirmado pela variagdo (AE) da cor dos frutos revestidos (F1, F2 e F3) em
relacdo ao controle (Figura 7A). Os tratamentos F1, F2 e F3, apresentaram indice médio
do ponto zero ao 9° dia de 14,11, 9,45 e 5,56, respectivamente, no qual os valores mais

baixos dos revestimentos F2 e F3, indicam n&o proximidade com o fruto controle.
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Figura 7. AE dos frutos revestidos em rela¢ao ao controle (A) e AE dos frutos em relagdo aos

dias de analise (B). F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% acido palmitico e F3: 1% PML, 2%
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amido mandioca e 30% glicerol. Letras minusculas iguais ndo diferem entre os tratamentos e
letras maidsculas iguais ndo diferem para 0 mesmo tratamento durante os dias de andlise pelo
teste de Fisher LSD (p < 0,05).

Ja em relagdo ao AE dos tratamentos ao longo do armazenamento o indice médio
do ponto zero ao 9° dia foi de 27,19 (Controle), 19,78 (F1), 14,14 (F2) e 4,70 (F3).
Observa-se menores valores para F2 e F3, indicando menor variacao e a efetividade destes
revestimentos em retardar o amadurecimento (Figura 7B). E o AE no 16° para F2 foi de
31,10 comparado ao F3 (14,44), no entanto, este fruto ndo amadureceu por completo.
Ferreira, Molina e Pelissari (2020) ao avaliar a maturacdo de Cagaita e mangaba do
cerrado brasileiro com revestimento de amido de mandioca e farinha de babacu também
encontraram maior AE para frutos controle (p < 0,05), indicando o mais rapido

amadurecimento.

3.3.3 Perda de massa (PM)

A PM é um atributo importante para avaliar a maturacdo de frutos e neste estudo
variou ao longo do armazenamento (p < 0,05) de acordo com o tipo de revestimento
(Figura 8), devido a diminuicdo da umidade. Segundo Murmu e Mishra (2017), esta
variacdo € atribuida em grande parte a perda de agua por transpiracdo, devido a diferenca

na pressdo do vapor de dgua entre a atmosfera e a superficie dos frutos.
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Figura 8. Percentual de perda de massa dos frutos. F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% &cido
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palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol. Letras mindsculas iguais ndo
diferem entre os tratamentos e letras maiusculas iguais ndo diferem para 0 mesmo tratamento
durante os dias de analise pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

A PM dos frutos revestidos com filme comercial PVC (F1) e controle foi avaliada
somente até 0 9° dia de armazenamento, devido amadurecimento mais rapido. Até o 9°
dia o indice médio dos frutos dos tratamentos controle, F1, F2 e F3 foi de 139, 165, 138
e 154%, respectivamente. Para os tratamentos, F2 e F3 até o ultimo dia (16°) o indice
meédio foi de 416 e 361%, respectivamente, sem diferenca significativa entre si, no entato
o tratamento F3 ndo amadureceu de forma completa.

Os tratamentos controle e F2, apresentaram as menores PM, no entanto, o
tratamento F2 foi considerado mais eficaz no processo de amadurecimento dos frutos
(Tabela 1), o que esta relacionado a menor taxa de transmisséo de vapor de agua (PVA)
do filme devido a incorporacdo do &cido graxo palmitico. Este componente do filme
ajudou a prolongar a transferéncia das moléculas de 4gua, uma vez que a umidade migra
mais rapidamente em matriz hidrofilica do que na fase lipidica (Oliveira et al., 2018).
Cortez-Vega et al. (2014) ao avaliarem amostras de maméao minimamente processado
com revestimento também observaram PM ao logo do armazenamento, no entanto, os
frutos revestidos com solucdo de isolado de proteinas de peixe com e sem nanocompasito
montmorillonite K10 apresentaram menor valor (p < 0,05) quando comparados ao
controle.

O maior indice médio de PM (p <0,05) do filme F1 até o 9° dia nos leva a concluir
que o revestimento prejudicou de forma mais acentuada a transpiracdo devido a
caracteristica do PVC, e a atmosfera interna acelerou o amadurecimento (Tabela 1).
Segundo Linke e Geyer (2013) as embalagens de PVC usadas em produtos frescos
possuem menor permeabilidade ao vapor de agua em relacdo a perda de umidade do que
produtos embalados com materiais biodegradaveis. Pois, a maioria das moléculas de dgua
evaporadas do produto ndo migram para 0 ambiente, aumentando a pressdo parcial do
vapor de agua no interior da embalagem, o que causa a condensacdo no interior na

superficie da fruta, resultando em deterioracdo e aumento do crescimento microbiano.

3.3.4 Firmeza (N)
A firmeza do fruto é um dos principais atributos de qualidade avaliado pelos
consumidores no momento da compra, portanto, importante ser acompanhada no pos-

colheita (Silva et al., 2018). Apds o 3° dia de armazenamento, os frutos comecaram a
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apresentar uma perda (p < 0,05) gradual de firmeza tanto na casca como na polpa,
independentemente do tratamento, porém, com maior intensidade nos frutos dos
tratamentos controle e F1 (Tabela 3), devido amadurecimento mais acelerado. Os frutos
de todos os tratamentos apresentaram perda de firmeza com indice médio da casca de
95,08% para o controle, 91,64% (F1), 88,64% (F2) e 27,60% F3 até 0 9° dia. Neste mesmo
periodo o indice de firmeza da polpa variou entre 99,74% (controle), 99,36% (F1),
97,06% (F2) e 54,26% (F3). Até o final do armazenamento (16° dia) os frutos do
tratamento F2 apresentaram 90,13 e 98,94% e 0 F3 58,06 e 89,71% para casca e polpa,

respectivamente.

Tabela 3. Firmeza dos tratamentos controle e revestidos F1, F2 e F3.

Firmeza da casca (N)
Dias Controle F1 F2 F3
0 179,80+1,13°A  181,75+1,06°°A 180,00+1,41%A  183,00+0,71%A
3 176,25+1,06°®  178,00+1,41"®  177,75+#1,06°®  182,50+0,71%A
6 165,60+0,85/C  169,00+0,71°  173,36+0,91°C  180,00+1,27%®
9 13,69+0,14P° 22,70+0,14°  78,65+0,49°° 169,25+1,06%
13 - - 20,45+0,07°F  132,50+0,71%°
16 - - 17,75+0,35°" 76,75+0,35%

Firmeza da polpa (N)

Dias Controle F1 F2 F3
0 110,61+1,12°4  112,80+0,85a°* 111,60+0,85"*  115,00+0,99%A
3 107,60+0,85°®  108,20+0,99"®  109,85+0,92°8  112,40+0,85%
6 60,50+0,71%C 63,25+1,06°C  74,35+0,92°C 83,75+0,35%
9 1,58+0,04°° 2,45+0,07°° 9,85+0,2°P 79,50+0,71%°
13 - - 3,25+0,07°F 52,60+0,14%F
16 - - 1,18+0,04°F 11,83+0,11%

F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% &acido palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30%
glicerol. Letras minGsculas iguais ndo diferem entre os tratamentos e letras maitsculas iguais ndo

diferem para o mesmo tratamento durante os dias de analise pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

O tratamento F3 garantiu maior resisténcia a danos mecanicos aos frutos,
possivelmente devido a menor taxa de respiracdo que reduziu o processo de senescéncia.

No entanto, este tratamento retardou de forma muito acentuada o processo natural de



138

amadurecimento dos frutos, tornando-os impréprio para o consumo até o final da
avaliacdo (Tabela 1). Neste sentido, o filme F2 foi considerado o mais eficaz no processo
gradual de amadurecimento e firmeza dos frutos (Tabelas 1 e 3), pois além de retardar o
amadurecimento o tratamento desenvolveu as caracteristicas sensoriais adequadas como
cor e textura. A maior firmeza dos frutos pode ser devido a menor quebra da protopectina
insolivel em pectina solivel durante o armazenamento, processo natural de
amadurecimento (Antala et al., 2015). Segundo Narsaiah et al. (2015), a respiracao é o
principal indutor das alteracGes do amolecimento das frutas. E os revestimentos podem
atuar como uma barreira para as trocas gasosas, reduzindo a taxa de respiracdo, e,
portanto, o processo de amadurecimento. Cunha et al. (2018) encontraram menor (p <
0,05) firmeza em mamdes controle comparados aos revestidos com propolis de plantas

silvestres e alecrim verde e armazenados sob refrigeracao.

3.4 Avaliacdo da qualidade quimica dos frutos pés-colheita
3.4.1 pH, acidez titulavel (AT), solidos sollveis totais (SST) (%) e indice de maturacdo
(SST/AT).

Os valores dos resultados de pH, AT, SST e SST/AT apresentaram diferenca
significativa em relagédo aos dias de armazenamento e entre os tratamentos (Figura 9). O
pH das amostras inicialmente aumentou e posteriormente reduziu durante o
armazenamento (Figura 9A). Azene, Workneh e Woldetsadik (2014) indicaram que o
aumento do pH é devido a diminui¢do dos acidos organicos no processo de maturagéo de
frutos e conversao destes em agucares. E de acordo com Cunha et al. (2018), a queda dos
valores de pH no final do periodo de armazenamento é devido as alteragcdes na estrutura
das pectinas, que resultam no amolecimento das frutas. Neste caso, os tratamentos,
controle e F1, apresentaram quedas de pH no 9° dia de armazenamento, ao contrario dos
tratamentos F2 e F3, que tiveram reducdo somente a partir do 13° dia, indicando que estes
revestimentos retardaram o amadurecimento dos frutos. No entanto, no tratamento F3, os
frutos ndo amadureceram, com maiores valores de pH até o final da maturacdo (Figura
9A).

Os tratamentos, controle e F1, apresentaram os picos maximos de acidez no 3° dia
(0,072 e 0,077 g acido citrico/100 g fruto, respectivamente) e no 6° dia diminuiu para
0,047 e 0,043, respectivamente. Porém, as amostras do tratamento F2 somente obtiveram
acidez maxima no 13° dia (0,068 g acido citrico/100 g fruto) (Figura 9B). Os frutos do

tratamento F3, tiveram seu processo natural prejudicado pelo revestimento,
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provavelmente devido ao maior percentual de polimeros na formacdo do filme,
aumentando a espessura (Pereira et al., 2019a), o que dificultou o metabolismo natural
dos frutos. Segundo Gol, Patel e Rao (2013) e Deng et al. (2017), o periodo de producéo
méaxima de etileno esta relacionado as tendéncias de aumento da acidez seguido de
diminuicdo, que é um processo esperado devido a oxidacdo da matéria organica dos
acidos na respiracdo dos frutos climatéricos, indicando a mudanca do estagio de

maturacao para a senescéncia.
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Figura 9. pH (A), AT (g &cido citrico/100g) (B), SST (%) (C) e SST/AT (D) dos frutos.
Tratamentos controle (sem revestimento), F1(filme PVC), F2 (1% PML e 0,5% acido palmitico)
e F3 (1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol). Letras minasculas iguais ndo diferem entre
0s tratamentos e letras maidsculas iguais ndo diferem para 0 mesmo tratamento durante os dias

de analise pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

O resultado da anélise de SST demonstra aumento no valor seguido de diminuigéo
em todos os tratamentos (Figura 9C), exceto para o tratamento F3. Porém, observa-se que

0s maiores valores de SST ocorreram em momentos diferentes. Nos frutos dos
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tratamentos controle e F1 foi no 6° dia, j& para F2 e F3 no 13°, permanecendo o F3 alto
até o final do armazenamento (Tabela 1). O que pode estar relacionado a perda de dgua
por transpiracdo ou degradagdo da parede celular, transformando os polissacarideos em
acucares no periodo climatérico, que aumenta devido processos biossintéticos (Ferreira,
Molina, e Pelissari 2020; Oliveira et al., 2018).

O declinio dos SST dos tratamentos controle e F1 no 9° dia, foi devido
possivelmente ao consumo de aglcares como substrato para a respiragdo, uma vez que
esses frutos estavam em estagio de maturacdo avancgado, atingindo o inicio da senescéncia
mais rapido. Pella et al. (2020) ao avaliar goiabas revestidas com filmes de amido de
mandioca, gelatina e caseina observaram aumento no teor de SST a medida que os frutos
perdiam &gua, tornando sua polpa mais doce, e correlacionaram ao amadurecimento mais
acelerado e a maior taxa de respiracgéo.

Em relacdo ao indice de maturacdo (Figura 9D), observa-se que 0s revestimentos
apresentaram influéncia significativa sobre os frutos ao longo do armazenamento. O
tratamento controle e F1, apresentaram os picos maximos no 6° dia, e os frutos revestidos
F2 e F3 no 9° dia. No entanto, o filme F3 (20%) foi o que apresentou menor (p < 0,05)
valor no pico e percentual de variacdo de indice de maturacdo em relacdo ao F2 (71%)
(Figuras 9D e Tabela 1). A relacdo SST/AT representa o balango entre os agucares e 0s
acidos dos frutos e contribui diretamente para a formacao de sabor e aroma. Geralmente,
frutos com maiores valores de SST/AT apresentam maior dogura e menor acidez, sendo
preferidos pelos consumidores (Cunha et al., 2018; Viana et al., 2015). Isso implica que
0 pico climatérico dos mamdes controle e F1 foi no 6° dia seguido de senescéncia precoce.
Pella et al. (2020) detectaram menor variacéo do indice de maturacdo em frutos revestidos
com amido, gelatina e caseina em comparacdo aos frutos controle, e relataram que se o
processo de amadurecimento for retardado, a relacdo SST/AT leva mais tempo para

aumentar.

3.4.2 Inibicdo da atividade antioxidante (IAA), teor fenolico total e acido ascorbico (AA)

A TAA, o teor fendlico e o AA apresentaram diferenga (p < 0,05) entre os
tratamentos e ao longo dos dias de armazenamento (Figura 10). Sendo, os tratamentos
controle e F1 com maiores valores no 6° dia para IAA e teor fenolico, enquanto o F2
apresentou pico no 13° dia e F3 no ultimo. De acordo com Ali, Ong, e Forney (2014), o
aumento de contetdo fendlico nos frutos estd relacionado a modificacdo da parede

celular, liberando alguns compostos fendlicos conjugados, e 0 acimulo destes no maméao
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armazenado é consistente com sua capacidade de eliminar radicais de oxigénio e evitar o

estresse oxidativo.
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Figura 10. Valores da inibigdo da atividade antioxidante (A), teor fenolico total (B) e acido
ascorbico (C) dos frutos. Tratamentos controle (sem revestimento), F1(filme PVC), F2 (1% PML
e 0,5% éacido palmitico) e F3 (1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol). Letras minudsculas
iguais ndo diferem entre os tratamentos e letras mailsculas iguais ndo diferem para 0 mesmo

tratamento durante os dias de analise pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

Os teores de AA em frutos aumentam até a maturacdo completa dos frutos com
diminuicdo no inicio da senescéncia (Pella et al., 2020). Neste caso, também os valores
dos frutos dos tratamentos controle e F1 foram méaximo no 6° dia de armazenamento e o
F2 no 9° dia. Segundo Azene, Workneh e Woldetsadik (2014), é devido a reducéo da taxa
de respiracdo causada pelas estruturas dos revestimentos que retardam o envelhecimento
e deplecdo de &cidos. J& nos frutos do tratamento F3 os valores entre 0 6° e 9° dia ndo

apresentaram diferenca significativa, porém, com valores inferiores aos demais
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tratamentos. De acordo com Oliveira et al. (2018), o revestimento pode atrasar
a biossintese do &cido ascorbico que induz uma diminuicéo no teor de vitamina C.

Ong et al. (2013) ao avaliarem o perfil pds-colheita de mamdes “Frangi”,
relataram que o amadurecimento induziu aumento significativo do AA, de 90% em
relacdo ao valor inicial, correlacionando com as alteracdes de amarelecimento e
diminuigdo da firmeza. No presente estudo, os frutos dos tratamentos controle e F1
apresentaram primeiro os picos de AA, bem como a mudanca de verde para o amarelo
(Tabela 1) e diminuicdo da firmeza (Tabela 3). Os frutos avaliados até a maturacao
completa sdo considerados como frutas de alto teor de &cido ascorbico. Segundo Ramful
et al. (2011), dividiu em trés categorias: baixo (<30mg 100g-1), médio (30 - 50mg 100g-
1) e elevado (>50mg 100g-1).

Sancho, Yahia e Gonzalez-Aguilar (2011) concluiram que as concentracGes de
compostos fendlicos, carotenoides e vitamina C estdo correlacionadas com a capacidade
antioxidante, portanto, o consumo de mam&o amadurecido é melhor devido as suas
maiores concentragdes de compostos bioativos, que podem contribuir para melhorar a
salde humana. Segundo Ali, Ong, e Forney (2014), a atividade antioxidante em mamdes
aumenta a medida que o fruto amadurece, diminuindo ao final da maturacéo, e concluiram
ainda que a capacidade antioxidante tem correlacdo mais forte com contetdo fendlico
total do que com o teor de &cido ascérbico dos frutos. Vale ressaltar que todos os valores
das determinacgdes fisico-quimicos em mamdes dependem da espécie e cultivo, como

adubacdo, solo e clima.

3.5 Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Os resultados das contagens de fungos totais dos frutos durante os 16 dias de
armazenamento a temperatura ambiente apresentam diferenca (p < 0,05) entre os
tratamentos e no periodo de armazenamento (Tabela 4). A antracnose, doenca causada
pelo fungo (Colletotrichum gloeosporioides), € considerada uma importante doenca pos-
colheita no mamdo, com relatos de perdas poOs-colheita, trazendo danos severos aos
produtores e consumidores. Estudos ja estdo sendo realizados para o controle deste fungo
(Ayon-Reyna et al., 2017; Hernandez-Montiel et al., 2018), sendo sua incidéncia
favorecida por temperaturas entre 25 e 28 C° (Rockenbach et al., 2015). Ainda ndo ha na
legislacdo um limite de aceitagéo para fungos filamentosos e leveduras para frutos inteiros
(Brasil, 2019), porém, séo utilizados para avaliar aspectos de qualidade e sanificagdo e

afetam a qualidade sensorial dos alimentos.
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Para avaliar o crescimento de fungos e a eficiéncia dos revestimentos do ponto
zero até o final do armazenamento foi calculado o indice médio, que mostrou menores
valores para os tratamentos F2 e F3 (7,18 e 2,11%, respectivamente) no 16° dia
comparados ao controle e F1 (8,04 e 9,97%, respectivamente) no 9° dia. Observou-se a
contribuicdo positiva dos revestimentos biodegradaveis adicionados de proteinas de
peixe, acido graxo palmitico e amido de mandioca sob imersdo. A contagem de fungos e
leveduras ficou em torno de 103 UFC/g até 19° dia de armazenamento, demonstrando uma
barreira eficaz contra os fungos causadores da antracnose, aumentando a vida util dos
frutos. Posteriormente, ndo foram mais executas as analises fisica e quimica, visto que

no 13° e 19° dia foi possivel notar a deterioracdo nas cascas dos frutos (Tabela 1).

Tabela 4. Resultado da contagem de fungos filamentosos e leveduras (total plate count)

nos frutos
Logio(UFC/fruto)
Tempo
armazenamento Controle F1 F2 F3

(dias)

0 3,360,083  3,11+0,15°C  3,34+0,09%C  3,31+0,06%E
6 3,43+0,07%¢ 3,25+0,11%BC  3,42+0,10%8¢  3,17+0,05°¢
9 3,63+0,06°®  3,42+0,03°®  3,46+0,05°%C  3,34+0,02°®
13 5,24+0,06*  5,18+0,01*  3,49+0,00°5¢  3,24+0,09°BC
16 - - 3,58+0,08®  3,38+0,03"8
19 - - 3,66+0,08*  3,63+0,04*

F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% 4acido palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30%
glicerol. Letras minGsculas iguais ndo diferem entre os tratamentos e letras maitsculas iguais ndo

diferem nos dias de armazenamento pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

4. Concluséao

O padrédo eletroforético das proteinas miofibrilares indica que o processo de
extracao das proteinas dos residuos de peixe foi eficiente e a matéria-prima é promissora
para a elaboracéo de filmes e/ou revestimentos.

O filme de proteinas de peixe (1%) e acido palmitico (0,5%) (F2) foi o que
apresentou melhor desempenho como revestimento nos frutos, retardando o

amadurecimento de forma controlada e eficaz. Apresentou retardo no pico climatérico
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para acidez, indice de amadurecimento, vitamina C, polifendis e atividade antioxidante.
Além de ser eficiente no controle da perda de massa (%), variacao de firmeza da casca e
polpa, no desenvolvimento fungos, com aumento de 6 dias na vida de prateleira
comparado aos tratamentos controle e F1. O revestimento F3 (proteinas, amido de
mandioca e glicerol) foi prejudicial ao amadurecimento natural dos frutos ficando
improprio para o consumo ate o final da maturacdo. Por tanto, o revestimento F2 pode ser
utilizado como embalagem para frutos climatéricos retardando sua vida Gtil de forma
promissora para o produtor e consumidor.

Os filmes F2 e F3 elaborados sdo considerados biodegradaveis conforme a norma
Européia EN13432 (2000), podendo contribuir para a diminuir o impacto ambiental que

as embalagens pléasticas sintéticas vém causando.
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APENDICE A - Dados de cor dos frutos analisados.

Tabela 2. Cor dos tratamentos controle e revestidos F1, F2 e F3.

Tempo de armazenamento (dias)

Parametros
DO D3 D6 D9 D13 D16
L=
Controle  57,31+0,66°°  60,11+0,27°C  64,24+0,06°®  74,48+0,19°A - -
F1 62,58+0,48°°  63,68+0,29°C  64,68+0,39%®  72,71+0,06°" - -
F2 56,67+0,44°F  57,11+0,13°®  58,18+0,16°°  64,69+0,21°C  69,63+0,14°® 72,79+0,19°
F3 54,1940,19°  54,29+0,129F  5505+0,08°°  58,64+0,44%C 59,32+0,31°® 63,86+0,016°"
-
Controle -17,65+0,27%A -16,35+0,41® -1596+0,18°®  +3,71+0,18% - -
F1 -13,47+0,36°"  -13,12+0,119"  -12,2240,41°®®  +4,76+0,11°C - -
F2 -18,17+0,46*  -17,9240,09* -16,71+0,17*®  -14,1440,20°C +3,22+0,02°° +5,680,07°¢
F3 -17,1740,21°A  -17,15+0,07°A -17,07+0,00** -16,78+0,20*48 -16,51,026%% -15,42+0,16°
b*
Controle  36,54+0,54°®  38,08+0,05°C  40,04+0,43°®  57,75+0,03* - -
F1 30,6240,269C  31,68+0,019%  31,94+0,13%8  47,28+0,67°A - -

F2 35,35+0,05°  35,85+0,06°®  36,14+0,26°°  47,18+0,27°¢  5532+0,1228 59,77+0,18%A
F3 33,98+0,30F  34,35+0,06°°F 34,74, +0,08°°  36,44+0,30°C  37,47+0,25"® 4523+0,19"A
C*

Controle  40,12+0,66°®  41,1440,10°C  42,56+0,11%®  57,89+0,12%A - -
F1 32,67+0,15%  33,24+0,119®  33,58+0,87°®  48,12+0,70°A - -
F2 42,09+0,89°°  4253+0,10°°  43,11+0,57®  48,35+0,06°C  55,80+0,14*® 60,19+0,15*
F3 38,23+0,07°"  40,61+0,09°  41,62+0,20°®  42,36+0,26°C  42,81+0,25°®  47,15+0,10°A

he

Controle  116,86+0,21%* 113,54+0,48°® 112,79+0,13°®  87,99+0,84%C - -
F1 114,21+0,094 112,69+0,28%® 111,73+0,51°8  92,15+0,61° - -
F2 115,53+0,70°A 115,31+0,13°* 114,97+0,82** 106,47+0,04°8 92,58+0,26°C 89,39+0,26%°
F3 116,71+0,36** 116,36+0,11*® 115,83+0,03%C 11527+0,14°C 114,57+0,46°° 112,44+0,30°F

F1: filme PVC, F2: 1% PML e 0,5% 4&cido palmitico e F3: 1% PML, 2% amido mandioca e 30% glicerol. Letras minusculas
iguais ndo diferem entre os tratamentos e letras maidsculas iguais ndo diferem para o mesmo tratamento durante os dias de
analise pelo teste de Fisher LSD (p < 0,05).



