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RESUMO

Filmes biodegradaveis sdo materiais de fina espessura elaborados a partir de
biomoléculas, que atuam como barreira contra umidade, gases, luz e injarias mecanicas
e podem estender a vida de prateleira dos produtos. Filmes biodegradaveis elaborados a
partir de biomoléculas tem ganhado visibilidade atualmente, especialmente os elaborados
da gelatina extraida da pele do peixe. Esses filmes apesar de apresentarem boas
propriedades Opticas € mecanicas, possuem alta permeabilidade ao vapor d’agua (PVA).
E nessa pesquisa foram adicionadas a cera de abelha nos filmes e foi avaliado se
contribuiu para melhorar as propriedades tecnoldgicas. Portanto, o objetivo do trabalho
foi elaborar e caracterizar filme biodegradavel elaborado com gelatina da pele da pescada
amarela adicionado de cera de abelha utilizando dodecil sulfato de sédio (SDS) e acido
estearico como surfactantes, visando melhorar as propriedades tecnolégicas do filme. Foi
realizado planejamento fatorial completo para definir as melhores regifes de barreira e
solubilidade dos filmes. O planejamento indicou a tendéncia das concentragdes para 0s
melhores resultados das caracteristicas do filme. Com base nisso, foram elaborados
quatros filmes contendo 130 ml de solugéo filmogénica: a) filme controle com 2% de
gelatina e 20% de glicerol; b) F1 com 2% de gelatina, 20% de glicerol, 5% de cera de
abelha, 80% de SDS e 100% de &cido estearico; c) F2 com 2% de gelatina, 20% de
glicerol, 10% de cera de abelha, 80% de SDS e 100% de &cido estearico e d) F3 com 2%
de gelatina, 20% de glicerol, 15% de cera de abelha, 80% de SDS e 100% de acido
estearico. A adicdo da cera de abelha no filme ndo influenciou de forma positiva na PVA
devido o surgimento de bolhas na solucdo filmogénica. E a espessura apresentou
resultados heterogéneos porque a cera nao se incorporou totalmente na matriz do filme.
No entanto, todos os filmes obtiveram 6timos resultados de solubilidade, justificados pela
alta hidrofobicidade da cera. Os filmes obtidos eram opacos tendendo aos tons amarelo
esverdeado e alta luminosidade, com excelente barreira UV, podendo ser utilizados em
alimentos com sensibilidade a luz. A analise da microestrutura mostrou que os filmes
eram pouco homogéneos, com estrutura semelhante a bi-camada, com espacos livres e
rachaduras na matriz.

Palavras-chaves: Filme biodegradavei; Gelatina; Cera de abelha
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ABSTRACT

Biodegradable films are defined as thin materials made from biomolecules, which act as
a barrier against moisture, gases, light and mechanical injuries and, consequently, extend
the shelf life of products. Biodegradable films made from biomolecules have gained
visibility today, especially those made from gelatin extracted from fish skin. Despite
having good optical and mechanical properties, they have high water vapor permeability
(PVA). The addition of lipids such as beeswax is a good option to solve this problem. The
objective of this work was the elaboration and characterization of a biodegradable film
from yellow hake skin gelatin added with beeswax using sodium dodecyl sulfate (SDS)
and stearic acid as a surfactant, aiming to improve the technological properties of the film.
A complete factorial design was carried out to define the region with the best barrier and
solubility of the films. The planning indicated the tendency of the concentrations for the
best results of the characteristics of the film. Based on this, four films of film-forming
solution containing 130 ml were prepared, the first being a Control film composed of 2%
gelatin and 20% glycerol; second film (F1) composed of 2% gelatin, 20% glycerol, 5%
beeswax, 80% SDS and 100% stearic acid; third film (F2) composed of 2% gelatin, 20%
glycerol, 10% beeswax, 80% SDS and 100% stearic acid and the fourth film (F3)
composed of 2% gelatin, 20% glycerol, 15% beeswax, 80% SDS and 100% stearic acid.
The thickness of the films presented heterogeneous results due to the poor incorporation
of the wax in the film matrix. Likewise, the addition of beeswax to the film did not have
a positive influence on PVA because of the appearance of bubbles in the film-forming
solution. However, all films obtained excellent solubility results, justified by the high
hydrophobicity of the wax. The films obtained results that indicate opaque films with
greenish yellow tones and high luminosity, with an excellent UV barrier, and can be used
in foods with sensitivity to light. The microstructure analysis showed inhomogeneous
films, with bi-layer-like structures, free spaces and cracks in the matrix.

Keywords: Biodegradable film; Gelatin; Beeswax.
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1. INTRODUCAO

As questdes ambientais e 0s modelos sustentaveis de producdo tém estimulado
uma nova postura da sociedade e tem aumentado a busca por recursos renovaveis,
sustentaveis e economicamente viaveis. A valorizacdo de residuos é uma forma de
minimizar os impactos de seu descarte indiscriminado no meio ambiente. Os subprodutos
do processamento da inddstria de pesca podem alcangar até 70% do peso inicial dos
peixes e sdo considerados como matérias-primas de alta qualidade e baixo valor

comercial.

O processamento do pescado gera muitos residuos, como cabeca, carcaca, cascas
e peles, ricos em proteinas miofibrilares e colagenicas. Estas possuem capacidade para
formar redes, plésticas e elasticas, com boa barreira ao oxigénio podendo ser utilizados
na elaboracdo de filmes biodegradaveis. A gelatina € um exemplo de produto gerado a
partir desses residuos (SILVA et al., 2018). A gelatina é uma proteina hidrossoltvel
parcialmente hidrolisada obtida do colageno por hidrolise &cida ou alcalina, esté presente
na pele, 0ssos, escamas, tenddes e tecidos conjuntivos. Varios estudos revelam que podem
ser elaborados filmes a partir da gelatina da pele de peixe (GOMEZ-ESTACA et al., 2009;
FRASSINETTI et al., 2020).

A crescente demanda do mercado por produtos com rétulos “verdes” ou “limpos”,
menor quantidade de aditivos alimenticios sintéticos e de geracao de residuos, matéria
prima de origem renovavel, qualidade nutricional, embalagem de facil degradagéo ou
reuso/reciclagem estd impulsionando a industria a desenvolver novas formas de
processamento de alimentos e de embalagens biodegradaveis (FILIPINI; ROMANI;
MARTINS, 2020).

O comportamento dos filmes biodegradaveis dependem principalmente das suas
propriedades mecanicas, estas por sua vez, dependem da composicao do filme, processo
de elaboracdo e da finalidade de sua aplicagdo. No entanto, quando materiais com
diferentes hidrofibicidades sdo misturados, é necessaria a adicdo de um composto
emulsificante ou surfactante, para possibilitar a homogeneidade da dispersédo (PEREIRA
etal., 2019).

13



A utilizacdo de revestimentos biodegradaveis é uma tendéncia mundial que vem
aumentando ano apos ano e tal fato tem impulsionado pesquisas para seu
desenvolvimento e aprimoramento das suas propriedades. Filmes biodegradaveis
elaborados a partir de proteinas sdo uma boa alternativa aos polimeros sintéticos, em
funcdo da sua biodegradalidade e aproveitamento de residuos gerados pela producao.
Atuam como barreira contra agentes externos, biologicos e fisicos, além de diminuir a
perda de umidade aumentando a vida Util dos produtos (JAMROZ; KOPEL, 2020).

Filmes elaborados a partir de proteinas possuem boa protecdo contra a luz UV e
boa barreira a gases em ambientes secos, porém em ambiente com alta umidade relativa
passam a absorver umidade. Em tais condi¢des de uso os filmes adquirem caracteristicas
de baixa resisténcia mecénica e alta permeabilidade ao vapor d’agua. Esses problemas
podem ser superados com a adi¢éo de extrato de plantas, nanoparticulas de preenchimento
e lipideos (JAMROZ; KOPEL, 2020; SHAHIDI; HOSSAIN, 2020a).

Filmes compostos ou bi-camada sdo amplamente pesquisados para melhorar as
caracteristicas de permeabilidade ao vapor d’agua e oxigénio, forga, flexibilidade e
atividade antimicrobiana. Quando, na solucéo filmogénica, sdo adicionados componentes
lipidicos, as propriedades de solubilidade, permeabilidade ao vapor d’agua e mecanicas
sdo alteradas. AlteracOes essas que sdo objeto de estudo para criar um filme adequado
para cada produto (AMIN et al., 2021; CORTES-RODRIGUEZ et al., 2020; LIU et al.,
2020; SUN et al., 2021). Em especial, os filmes compostos de lipideos podem
proporcionar melhores caracteristicas ao vapor d’agua (SHAHIDI; HOSSAIN, 2020b)

Entre os aditivos lipidicos que podem ser encontrados éleos e ceras naturais ou
oriundas do petroleo. A cera de abelha é um complexo lipidico que incorpora
componentes organicos na forma liquida. E natural limpida e incolor, porém torna-se
opaca apds o0 manuseio das abelhas operarias da colméia e dia apds dia a cera torna-se

marrom devido ao acumulo de pdlen e propdlis (DUMITRU et al., 2022).

A cera de abelha tem baixo ponto de fuséo e é naturalmente composta por acidos
graxos, hidrocarbonetos, esteres, agentes antiinflamatdrios, antimicrobianos e
antioxidantes. Alguns estudos relatam que a adicdo em filmes reduziu significativamente
a solubilidade e permeabilidade ao vapor d’agua (KHANZADI et al., 2015;
KLANGMUANG; SOTHORNVIT, 2016; SUN et al., 2021). Assim esse trabalho teve

14



como objetivo elaborar e caracterizar filmes de gelatina da pele de peixe adicionados de

cera de abelha.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Elaborar filmes biodegradaveis de gelatina de peixe e avaliar o efeito da adicdo

de diferentes concentracdes de cera de abelha sobre as propriedades tecnoldgicas dos

filmes.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar filmes de gelatina com diferentes concentracdes de cera de abelha;
Definir condi¢cdes O6timas, através do planejamento experimental e funcédo
desejabilidade, para o processo de elaboracdo do filme biodegradavel de gelatina
da pele de peixe com cera de abelha;

Caracterizar e avaliar a influéncia das diferentes concentracdes de cera de abelha
sobre as propriedades dos filmes: espessura, solubilidade, permeabilidade ao

vapor d’agua, cor, transparéncia e a microestrutura.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DA INDUSTRIA DA PESCA

Os residuos gerados no processamento do pescado sdo considerados uma matéria
prima de baixa qualidade, baixo valor comercial e na maioria dos casos ndo sdo utilizados
podendo causar danos ecoldgicos e econémicos. Desta forma, o uso de subprodutos do
pescado no processamento de novos produtos pode gerar dividendos para a economia e
contribuir para a redugéo de impactos ambientais (MINOZZO, 2010).

Na pesca ou aquicultura, cerca de 57% do peso total da captura é descartado na
forma de residuos, que inclui a cabeca, escamas, pele, nadadeira, cauda, barbatana,
visceras, coluna vertebral e restos de musculo. Que podem ser utilizados na elaboracao
de novos produtos como farinha para ragdo animal e silagem, agregando valor aos
produtos e contribuindo para a reducdo de impactos ambientais (SILVA et al., 2014;
SILVA et al., 2018;).

A pele é considerada residuo apés a filetagem, um processamento industrial muito
comum. Apds limpa pode ser destinada para o curtume a fim de produzir pegas de
vestuario, acessorios ou para a extracdo da gelatina, se transformando em uma fonte de
renda. A elaboracdo de biofilmes ou de produtos farmacéuticos utilizam o colageno
presente na pele, dando um destino seguro, sustentdvel e agregando valor a esse
biopolimero (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; SHAHIDI; HOSSAIN, 2020a).

Finalmente em todas as etapas da cadeia produtiva de alimentos até chegar no
mercado consumidor, ha uma grande geracdo de residuos. E diante deste cenario, a
industria é cobrada pelo governo e populacdo em geral pela diminuicdo da geracdo de
rejeitos e destinacdo correta, sendo obrigadas a inovar de varias formas (AGUIAR,;
GOULART, 2013).
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3.2. FILMES BIODEGRADAVEIS

Filmes s@o estruturas utilizadas para proteger produtos, mas para serem
considerados biodegradaveis devem ser completamente e facilmente degradados por
microrganismos. Esses filmes sdo identificados como materiais de fina espessura
elaborados a partir de biomoléculas, que possuem propriedade de barreira a substancias
externas (gases, Oleos e umidade) protegendo o produto e aumentando o seu tempo de
vida de prateleira. Também podem ter em sua composicdo antioxidantes,
antimicrobianos, 6leos esséncias e outros compostos (KROCHTA; DE MULDER-
JOHNSTON, 1997).

Os filmes biodegradaveis podem atuar protegendo a superficie dos alimentos
evitando a perda de sabor, umidade, ataques de microrganismos, controlando a troca de
gases (como etileno, oxigénio e didxido de carbono) servindo também, como meio da
incorporacdo de aditivos (corantes, aromatizantes, antioxidante e antimicrobianos)
(FILIPINI; ROMANI; MARTINS, 2020; HASSAN et al., 2018). Apds 0 uso sdo
decompostos rapidamente em substéncias que ndo degradam o meio ambiente (SUN et
al., 2021).

As propriedades descritas estdo diretamente relacionadas com a polaridade,
distribuicdo das cargas, conformacéo estrutural e peso molecular do biopolimero usado;
com a formulacdo (pH da solugdo filmogénica, concentracdo de proteinas, tratamento
térmico, tipo e concentracdo do plastificante) e parametros usados na fabricacao (tempo

de secagem, umidade relativa e temperatura de secagem) (LIU et al., 2020).

Apesar das 6timas propriedades que biofilmes podem apresentar, a natureza
hidrofilica das moléculas ainda € um problema a ser resolvido (MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAL, 2000). A adicdo de lipidios na solucdo filmogénicas ou a
elaboragéo do filme em bicamadas, com a cera, segundo a literatura, tem se mostrado
viavel para reducdo da permeabilidade ao vapor d’agua e solubilidade (FORMIGA et
al., 2019; PEREIRA et al., 2019; SUN et al., 2021).

18



3.3. PROCESSO DE ELABORACAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS

O método mais utilizado na elaboracéo de filmes biodegradaveis é o casting, que
consiste o preparo de uma solucdo coloidal da macromolécula e aditivos, aplicagdo em
suporte adequado, seguida de secagem em condic¢des rigorosamente controladas. Dessa
forma, para a elaboracdo de filmes a partir de matérias primas biodegradaveis, é
necessario o conhecimento de suas propriedades fisico-quimicas, particularmente da sua
solubilidade em agua e de sua capacidade de interacdo intermolecular (CAO etal., 2020;
IBRAHIM; ELSAYED; HASNEIN, 2020).

A elaboracdo de biofilme requer polimero, solventes, plastificantes e outros
reagentes. Ademais, alguns compostos podem ser adicionados durante a obtencdo de
biofilmes com o intuito de proporcionar ou melhorar, por exemplo, as propriedades de
barreira & agua, mecénicas, antimicrobiana e antioxidante. (CAO et al., 2020;
FRASSINETTI et al., 2020a).

O processo de formacdo da estrutura dos filmes depende da natureza do
biopolimero, do solvente utilizado, da temperatura aplicada e da presenca de outras
moléculas. As associagdes intermoleculares e intramoleculares e/ou ligaces cruzadas
das cadeias dos polimeros comumente estdo envolvidas na formacdo desses
revestimentos, formando uma rede tridimensional que captura oS compostos
adicionados (KOUHI; PRABHAKARAN; RAMAKRISHNA, 2020).

Os filmes compostos podem ser elaborados tendo como base dois principais
métodos (GOMEZ-ALDAPA et al., 2020a):

1. Bicamada: A proteina é dispersa em um solvente (dgua e/ou etanol), aquecida
e espalhada sobre um suporte plano para a evaporagdo do solvente e o aditivo €
aplicado sobre a camada proteica, formando duas camadas;

2. Emulsionado: O aditivo é incorporado na solugédo filmogénica, formando uma
emulsdo onde estd é aquecida e espalhada sobre um suporte plano para a
evaporacédo do solvente.

Neste momento, a distribui¢do de particulas e o tamanho do glébulo de gordura
sdo determinantes para estabilidade de emulsdo, onde gotas menores formam filmes
mais homogéneos, diminuindo a permeabilidade do vapor de &gua (PHAN THE et al.,
2002; SHAHIDI; HOSSAIN, 2020a)
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3.4.  MATERIAS PRIMAS PARA FILMES BIODEGRADAVEIS

As matérias primas utilizadas na producéo de filmes biodegradaveis ndo devem
apresentar riscos para o consumo humano e estar dentro do padrdo estabelecido pela
legislacdo, a fim de evitar a presenca de compostos toxicos e alergénicos
(AVRAMESCU et al., 2020).

A producdo de filmes biodegradaveis é um processo em que diversos
biomateriais podem ser usados e produzindo bons resultado. Normalmente sdo
elaborados a partir de fontes vegetais (carboidratos), animais (lipideos e/ou proteinas),

plastificantes, surfactante, aditivos e solventes.

3.4.1. Proteinas

As proteinas alimentares podem ser definidas como aquelas que apresentam
elevada digestibilidade, presenca de aminoécidos essenciais, auséncia de toxicidade e
que atribua propriedades funcionais (DAMODARAN; PARKIN, 2018).

Essas macromoléculas organicas sdo constituidas por 21 aminoacidos
primérios, unidos entre si por ligacdes amidicas, denominadas ligagcdes peptidicas;
podendo ser organizadas em quatro niveis crescentes de complexidade de acordo com
sua estrutura espacial (DAMODARAN; PARKIN, 2018).

A formacao de filmes de proteinas ocorre através da desnaturacdo das estruturas
quaternarias e terciarias, através do calor na presenca de solvente e pH regulado. Em
temperaturas acima da temperatura de transicao vitrea, a proteina passa por um rearranjo
molecular, estabelecendo novas ligagGes enquanto o material se torna elastico, macio e
moldavel. Apos resfriado, o material tem novas caracteristicas devido as novas ligagdes
covalentes e pontes de hidrogénio formadas (AVRAMESCU et al., 2020).

O colageno é a proteina fibrosa mais abundante nos seres vivos, compondo cerca
de 30% das proteinas dos vertebrados e esta disponivel principalmente na pele. Possui
duas cadeias al e a2 unidas por pontes de hidrogénio e ligagdes covalentes. E composto
principalmente por glicina, prolina e hidroxiprolina (MENEZES et al., 2020).

A pele dos peixes tende a ter uma menor quantidade de ligagbes cruzadas no
coldgeno, além de ser livre de doencas oriundas da pecuéria como febre aftosa,
encefalopatia espongiforme bovina (BSE) e restri¢des religiosas. O que torna o colageno

da pele de peixe uma boa opg¢éo para uso (DAMODARAN; PARKIN, 2018).
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A hidrolise parcial do colageno gera a gelatina que € o principal biopolimero
utilizado na industria para fornecer estabilidade, elasticidade e viscosidade. Além disso
ela possui uma estrutura linear e composi¢cdo monomeérica limitada, o que leva a boas
caracteristicas para a formac&o de filmes (HOSSEINI; GOMEZ-GUILLEN, 2018).

Em comparacdo com outras proteinas naturais utilizadas na formacao de filmes
a gelatina pode ser facilmente dissolvida na agua, diferente da proteina da soja e da zeina
do milho, as quais precisam ser dissolvidas em etanol e 4gua a 100° C, respectivamente
(ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018).

Devido as boas caracteristicas de formagdo de filme, os revestimentos
biodegradaveis de gelatina podem ser bons substitutos para os plasticos derivados de
petréleo, para a criacdo de filmes e embalagens para manter produtos alimenticios
(HOSSEINI; JAVIDI; REZAEL, 2016).

Apesar dos filmes a base de proteinas possuirem boas propriedades de barreira
a vapores e substancias volateis, os atributos mecanicos e barreira a agua sdo menores
em relacdo aos polimeros sintéticos. Assim ainda ha uma crescente pesquisa para
melhorar as propriedades dos filmes biodegradaveis utilizados para elaboracdo de
embalagens (AVRAMESCU et al., 2020; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; GOMEZ-
ALDAPA et al., 2020b).

Dentre as espécies de peixe que podem ser extraidas as proteinas para utilizacao
na elaboracdo de filmes biodegradaveis, pode ser citado a Cynoscion acoupa

A pescada amarela (Cynoscion acoupa) é um peixe de grande comercializagdo
no Brasil, segundo dados do Ministérios da Pesca e Aquicultura, a producdo anual
pesqueira extrativista nacional foi de aproximadamente 22.000 t, sendo a quarta espécie
mais capturada no pais nos Gltimos dez anos (MPA, 2012; Ferreira etal., 2016). As peles
desta espécie geradas durante o processamento sdo estruturas ricas em coladgeno proteico
e podem ser utilizadas para a extracdo da gelatina, agregando valor aos residuos

pesqueiros e reduzindo a poluicdo ambiental (ARAUJO et al., 2021)

3.4.2. Plastificantes

Plastificantes sdo aditivos usados para aumentar a plasticidade, flexibilidade,
extensibilidade, dispensabilidade, rigidez, propriedades mecénicas de polimeros, e
eventualmente, utilizado para melhorar o processo de polimerizagcdo ( SUYATMA et
al., 2005; SUDERMAN; ISA; SARBON, 2018).
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Normalmente os plastificantes sdo compostos de peso molecular relativamente
baixo, como moléculas de polidis glicerol e sorbitol; podem ser copolimerizados junto
com os polimeros, ou acrescidos ao polimero, reduzindo forcas intramoleculares e
intermoleculares, logo aumentando a mobilidade da cadeia, quando misturados com
biopolimero aumentam a flexibilidade, diminuem a temperatura de transi¢do vitrea com
maior permeagao ao vapor d’agua e gas (KUORWEL et al., 2011).

Os plastificantes atuam em todas as funcionalidades dos biofilmes. A
permeabilidade ao vapor d’agua aumenta com a adi¢do de concentragdes maiores de
plastificantes hidrofilicos, como é o caso de poliois, por exemplo o glicerol. O glicerol
atua se ligando as moléculas do biopolimero diminuindo a densidade do solugéo e
aumento a mobilidade dos compostos, assim facilitando a passagem de gases
(MCHUGH; KROCHTA, 1994).

3.4.3. Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas utilizadas para aumentar a estabilidade das emulsdes.
Séo classificados como substancias macromoleculares anfifilicas e surfactantes de baixo
peso molecular. As macromoléculas anfifilicas podem diminuir a tensdo interfacial e
formar um filme elastico estérico e os surfactante de baixo peso molecular podem
apenas diminuir a tensdo superficial (XIAO; LI; HUANG, 2016; ZHANG et al., 2020).

A associacdo da gelatina e surfactantes de baixo peso molecular é uma das
formas ideais para que ocorra intera¢des no equilibrio lipofilico-hidrofilico, pois as
cadeias polipeptidicas de gelatina com o0s grupos carregados positivamente e
negativamente, na fase aquosa, interagem com surfactantes de baixo peso molecular e
formam complexos com varias composicGes, assim, mudando as propriedades da
gelatina e estabilizando emulsdes. Essas interacdes sofrem influéncia do tipo de
surfactante usado e também do estado conformacional das moléculas de gelatina
(DERKACH, 2015).

3.4.4. Lipidios

Os lipidios podem ser adicionados a formulacéo de filmes biodegradaveis com
0 objetivo de melhorar a hidrofobicidade e consequentemente minimizar a migracao de

vapor de &gua no filme. Todavia, a adigdo de lipidios na formulacdo de filmes pode
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aumentar a opacidade do filme e prejudicar suas propriedades mecénicas dependendo
da composicao e estrutura do filme (SHAHIDI; HOSSAIN, 2020b).

A atividade que os lipidios exercem nos filmes é dependente da sua estrutura
quimica, arranjo quimico, grau de saturacdo, comprimento da molécula, hidrofobicidade
e o estado fisico. Como por exemplo, a distribuicdo dos grupos quimicos, o grau de
insaturacdo e o comprimento das cadeias alifaticas que afetam a polaridade da molécula
lipidica (RHIM; SHELLHAMMER, 2005).

As substancias lipidicas mais usadas sdo ceras naturais (carnalba, abelha,
candelilla); cera proveniente do petr6leo como a parafina; acidos graxos (oleico,
linoleico, linolénico, laurico, palmitico e estearico), 6leos vegetais (0leos de girassol,
azeite, colza e milhos) (KOUHI; PRABHAKARAN; RAMAKRISHNA, 2020;
SHAHIDI; HOSSAIN, 2020a).

Filmes e revestimentos com lipidios podem ser obtidos através de emulsdo e
bicamadas. No filme obtido por emulséo os lipidios sdo difundidos na matriz polimérica,
sendo um processo mais rapido contando apenas com a fundicdo e secagem. No
processo de bicamada, os lipidios formam uma segunda camada sobre a matriz
polimérica, que envolve quatro etapas de manipulacdo com duas fundicdes e duas
secagens. Neste momento a distribuicdo de particulas e o tamanho do glébulo de gordura
sdo determinantes para a estabilidade de emulséo, onde gotas menores formam filmes
mais homogéneos, diminuindo a permeabilidade do vapor de dgua (PHAN THE et al.,
2002; SHAHIDI; HOSSAIN, 2020b)

3.44.1. Cera de abelha

A cera é produzida pelas glandulas de cera das abelhas é bem conhecida pela sua
natureza hidrofébica. A qualidade da cera é relacionada com a sua cor e florada local,
sendo a recém fabricada da cor branca ou clara, apds manipuladas pelas as abelhas em
amarelo escuro e castanho (DIYANA et al., 2021; ESHETU et al., 2019).

A cera de abelha é relativamente macia e o seu ponto de fusdo € na faixa de
temperatura de 62°C — 64°C. E composta por acidos graxos livres, ésteres de &cidos
graxos, é&lcool graxo, diésteres, substdncias exogenas e hidrocarbonetos;
majoritariamente por ésteres de oleato, palmitato e palmitoleato de alcoois de cadeia

longa e as substancias exdgenas que sdo principalmente compostas por prépolis, pdlen,
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tracos de componentes florais e poluicdo. A composicdo da cera varia entre diferentes
racas e familias de abelhas (ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018).

A adicdo de cera de abelha reduz a permeabilidade ao vapor d’agua e
solubilidade dos biofilmes devido a sua hidrofobicidade e estrutura cristalina que sao
firmemente compactadas, alguns autores desenvolveram filmes com cera e
evidenciaram essa informacdo (KHANZADI et al., 2015) com revestimentos de whey
protein, concentrado de pululana com cera de abelha; (KLANGMUANG;
SOTHORNVIT, 2016) produziu revestimentos a base de hidroxipropil metilcelulose
adicionado de cera de abelha e (ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018) que comparou

filmes de gelatina adicionados de cera de abelha e cera de carnauba.

3.5. PROPRIEDADES DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

3.5.1. Espessura

A distancia entre as duas principais superficies do material é chamada de
espessura, um parametro essencial no estudo de biofilmes mono ou multicamadas.
Controlar a espessura dos biofilmes ¢ primordial para manter a uniformidade,
repetibilidade das medidas e validagdo das comparacGes de propriedades entre variados
tipos de filmes (GENNADIQOS, 2002).

Baseado na espessura do filme podemos inferir informac6es sobre a resisténcia
mecanica e propriedades de barreira a gases e a vapor de dgua do material analisado,
bem como estimar a vida Util dos alimentos que serdo acondicionados nesse material
(PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2012).

A adicdo de plastificantes com alta afinidade pela umidade do ambiente, como
por exemplo, o glicerol, pode ocasionar uma maior retencdo de agua na matriz e
consequente aumento na espessura final dos mesmos (SANTACRUZ; RIVADENEIRA,;
CASTRO, 2015). Também, substancias com caracteristicas hidrofdbicas causam
aumento na espessura da matriz do filme, devido a reorganizacdo das moléculas durante
a formacao e secagem do filme (ATARES; CHIRALT, 2016).

24



3.5.2. Opacidade e cor

A opacidade é um parametro indicativo da proporcdo de luz que pode atravessar
a superficie do material, logo, quanto maior a opacidade de um filme, menor sera a
quantidade de luz que entrara em contato com o alimento embalado (VILLALOBOS et
al., 2005).

A transparéncia e a opacidade do polimero estéo relacionadas com a composicao
da matriz. A incorporacdo de lipidios e consequente aumento da espessura tem impacto
direto na aparéncia do filme, tornando-os mais opacos, diminuindo a exposi¢ao a raios
ultravioletas podendo reduzir a deterioracdo dos alimentos (ADILAH et al., 2018;
VILLALOBOS et al., 2005).

A adicéo de lipidios resulta em consideravel diminui¢do da transmisséo de luz,
causada possivelmente devido ao espalhamento da luz na superficie das micelas de
lipidios, que possuem indice de refracao diferentes. Efeito esse que ocorrem em filmes
compostos em funcdo das diferentes camadas presentes no material (ATARES;
CHIRALT, 2016; GOMEZ-ESTACA et al., 2009).

A cor de um produto influencia diretamente na percepc¢do do consumidor e na
aparéncia global do produto, dando a ideia de alta ou baixa qualidade. E possivel
mensurar a cor através dos parametros L* com a variacdo de 0 (preto) a 100 (branco),
a* verde (-) ao vermelho (+) e b* do azul (-) até o amarelo (+), C* valor do croma, h*

angulo de tonalidade e AE a diferenga total de cor.

3.5.3. Solubilidade em agua

A aplicabilidade de filmes comestiveis depende fortemente de sua solubilidade,
pois a alta atividade de &gua dos alimentos pode diminuir a vida util dos filmes
(CARPINE et al., 2016). A solubilidade dos filmes elaborados com gelatina esta
relacionada com a presenga de aminodacidos hidrofilicos, aumentando sua solubilidade
(SILVA et al., 2018).

A incorporagdo de lipidios acarreta a reducdo da permeabilidade ao vapor
d’agua, porém a adicdo de lipidios acima de determinada concentragédo, pode levar a

desestabilizacdo da estrutura, devido a reducdo das forcas intermoleculares entre as
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cadeias proteicas, aumentando a solubilidade (HASSAN et al., 2018; ROCHA et al.,
2018).

3.5.4. Permeabilidade ao vapor de dgua

A permeabilidade ¢ resultado dos efeitos combinados da difusdo e solubilidade,
representando a taxa de transporte da molécula permeante. E definida como uma
propriedade do filme (vapor de dgua, oxigénio e gas carbbnico), em condi¢des definidas
de temperatura, umidade relativa, espessura e diferenca de pressédo parcial
(CARISSIMI; FLORES: RECH, 2018; KHANZADI et al., 2015)

A andlise de permeabilidade serve para definir a potencial aplicagdo dos filmes
em alimentos. Normalmente esses valores devem ser 0s menores possiveis para diminuir
a troca de umidade entre o alimento e meio ambiente, mantendo a integridade do
alimento.

Biofilmes que sdo muito permeaveis ao vapor d’agua nao pode ser utilizados em
alimentos que ndo podem absorver agua, como alimentos secos. Varios fatores afetam
esse parametro, como caracteristica do polimero, integridade da matriz , interacdo entre
a matriz polimérica com os componentes do filme, plastificante utilizado e as condi¢6es
de secagem (CARISSIMI; FLORES; RECH, 2018).

3.5.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia no

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Grande parte dos componentes dos filmes estdo em tamanho de micron, este que
ndo pode ser visto a olho nu, como os agregados proteicos, as micelas do surfactante e
os aditivos. Logo, a analise de microscopia eletrbnica de varredura pode revelar a
compatibilidade e microestruturas dos filmes compostos (RUBILAR et al., 2015; SUN
etal., 2021).

A MEV fornece ao analista uma visdo altamente ampliada da superficie do
material que € muito aproximado do que seria esperado se pudesse ser visto a olho nu.
Tal confianca na simples visualizacdo tende a levar a erros na analise, por tal ha
equipamentos que podem ser utilizados na analise como, microssonda eletronica e
microssonda Auger de Varredura que complementem a micrografia com imagens de
outros angulos (BINDELL, 1992).
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A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma
importante técnica para identificar grupos funcionais de biomoléculas. Esta técnica pode
ser usada para obter um espectro de amostras sélidas, liquidas ou gasosas. Quando a
radiacdo passa pelo objeto parte é absorvida e parte e parte serd transmitida ao detector
que demonstrara um espectro especifico (SANTHIYA-NAIR et al., 2022).

A FTIR pode ser usada para identificar agregados proteicos em tecidos ou
materiais. Normalmente os agregados sdo detectados com base na presenca de um
marcado especifico, como as bandas de amida I e Il, tendo como resultado a formagéo
de estruturas intermoleculares em folhas B que podem ser visualizadas no espectro

(BYRNE et al., 2020).

3.5.6. Planejamento fatorial completo

Os planejamentos fatoriais completos avaliam quantitativamente a influéncia das
variaveis sobre a resposta de interesse também suas interacdes. Quando a pesquisa tem
por objetivo maximizar o minimizar algum efeito de resposta, utiliza-se a superficie de
resposta (BARROS NETO et al., 2003).

A metodologia de superficie de resposta pressupde a utilizacéo de planejamentos
experimentais que tem por objetivo investigar a forma funcional dos processos ou
sistemas que envolvem uma ou mais respostas que sofrem influéncia de varidveis ou
fatores diferentes (CORZO; GOMEZ, 2004). O planejamento experimental é
fundamental para o pesquisador investigar no processo em estudo, através da
otimizacdo, ou maximo e minimo, se houver, ou determinar uma regido 6tima nas
condic@es desejaveis (MYERS, 1971).

Fazendo uso dos resultados obtidos do planejamento fatorial, é possivel utilizar
a “fun¢do desejabilidade”. Essa funcdo ¢ muito utilizada na inddstria para otimizar
experimentos multivariaveis. E possivel encontrar condicdes que fornecem a resposta
mais acertada dentre uma combinacdo de varias respostas (GARCIA; PEREIRA
FILHO, 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIA PRIMA

Foram utilizadas peles de pescada amarela (Cynoscion acoupa) coletadas no
mercado do Ver-0-Peso localizado no municipio de Belém, Parg, Brasil. As peles foram
acondicionadas em embalagens de polietileno, transportadas em caixas isotérmicas com
gelo. No laboratério foram higienizadas em agua clorada (5 ppm) a 4 °C e cortadas em
4 cm x 4 cm. Em seguida, embaladas a vacuo em embalagens de polietileno e congeladas

em ultra freezer (Cold Lab, CL 200-80v) a -66 ° C, até o processo de extracao.

4.2. OBTENCAO DA GELATINA

A extracdo do colageno da pele do pescado Cynoscion acoupa foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Silva et al. (2017). As peles foram cortadas em
4 cm x 4 cm, lavadas em agua corrente e imersas em cloreto de sddio (NaCl) (Isofar,
Brasil) 0,6 mol/L em uma proporcéo de 1: 5 (peso/volume) por 15 minutos, sob agitacao
de 85 rpm a 25 °C em incubadora Shaker (Lucadema, Luca-223, Brasil). Em seguida, o
material foi submerso em solugéo de hidréxido de sédio (NaOH) (Vetec, Brasil) a 0,3
mol/L, seguindo o mesmo procedimento realizado anteriormente.

Em seguida, foi imerso em solucédo de acido acetico (C.H40.) (Audaz, Brasil) a
0,02 M, em uma proporc¢ao de 1:5 (peso/volume) por 60 minutos sob agitacdo e lavado
em &gua corrente. A fase de extragdo foi realizada com agua destilada em banho-maria
(Tecnal, Te-057, Brasil) por 6 h a 50 °C, mantendo uma razéo de 1: 5 (peso / volume).

Ap0s a extracdo, o material filtrado foi colocado em bandejas de inox e seco em
estufa a 60° C / 16 h (Tecnal, TE 394/3). Finalmente a gelatina seca foi acondicionada
em sacos plasticos de polietileno a vacuo (Fastvac Wrapping Machine, F200, Brasil) e

armazenada a - 26 ° C em freezer até a elaboracédo dos filmes.

4.3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para estabelecer a melhor combinacao gelatina-cera no processo de obtencao do
biofilme, foi utilizado um planejamento fatorial completo 22, constituido por ensaios
lineares nos niveis —1 e +1, ensaios com pontos axiais +a e —a, definidos em +1,41 e -
1,41, respectivamente e repeti¢ces no ponto central. A defini¢do dos niveis das variaveis

estudadas esta descrita na Tabela 1.
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Foram realizados 11 experimentos (Tabela 2), sendo 4 ensaios fatoriais

(combinacdo entre os niveis +1), 4 ensaios no ponto central (quatro variaveis no nivel

0) e 4 ensaios nos niveis axiais = a. Tendo como variaveis de entrada (independentes):

a concentracdo de gelatina seca (X1) e concentracdo de cera (X2). As varidveis

dependentes estudadas foram: permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade,

avaliadas na Tabela 2.

Tabela 1: Definicdo dos niveis das varidveis estudadas na obtencdo do filme

biodegradavel

VARIAVEIS -0, . +a
- +
(-1,41) (-1,41)
GELATINA (%) — X1 117 2 3 4 4.4
CERA (%) - X2 1,58 2 4 6 6,82

Tabela 2: Planejamento fatorial completo composto central rotacional (22) com valores

reais e codificados.

Reais e Codificados

Ensaios X1 (%) X2 (%)
1 -1(2) -1(2)
2 1(4) -1(2)
3 -1(2) 1 (6)
4 1(4) 1 (6)
5 0(3) -1,41 (1,58)
6 0(3) +1,41 (6,82)
7 -1,41 (1,17) 0(4)
8 +1,41 (4,4) 0 (4)
9 0(3) 0 (4)
10 0(3) 0 (4)
11 0(@3) 0 (4)

X1= Concentragdo de gelatina; X2= Concentracdo de cera de abelha

Para a andlise dos resultados experimentais, foi utilizada a Metodologia de

Superficie de Resposta para verificar o comportamento do sistema no qual estdo
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combinadas as variaveis independentes e as variaveis dependentes (respostas). Assim,
se obteve as equac0es e graficos de influéncia dos fatores (Gelatina / Cera) sobre as
variagOes de PVA e solubilidade. Com os dados, foi estabelecida a concentracdo de
gelatina e cera 6timas para o processo de obtencdo do filme biodegradavel.

Os filmes foram elaborados de acordo com a metodologia proposta por Formiga
et al. (2019) e Albuquerque et al. (2020). A elaboracdo iniciou com o preparo das
solucdes filmogénicas onde a gelatina foi misturada em diferentes concentragbes
(peso/volume). Foi adicionado conforme planejamento fatorial completo (Tabela 2)
diferentes concentracdes de cera. Adicionou-se também 20% de glicerol em relagdo a
gelatina, 80% de Lauril Sulfato de Sodio (SDS), 100% de acido estearico, ambos em

relacdo a concentracao de cera.

4.4. ELABORACAO DO FILME BIODEGRADAVEL

A gelatina foi aquecida em banho-maria a 60°C até total fusdo e a cera foi
aquecida a 70°C até total fusdo. As solucdes foram misturadas com agitador magnético
e em seguida foram despejadas em bandejas redondas de silicone (22 cm de diametro e
4cm de altura) e secas em estufa com renovacao de ar (Tecnal, TE 394/3) a 35°C por 18
h. Apos secagem os filmes foram selados a vacuo em sacos de polietileno e mantidos

sob congelamento até posterior analises.

45. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DOS
FILMES

Nos quatros filmes biodegradaveis elaborados apés o resultado do planejamento
experimental foram realizadas analises de espessura, permeabilidade ao vapor de agua,
solubilidade, cor instrumental, transparéncia e transmitancia de luz, espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e caracterizacdo da Microscopia
Eletrnica de Varredura (MEV).

A espessura dos filmes foi feita de acordo com metodologia de Albuquerque et
al (2020) e foi medida 8 vezes em pontos aleatorios, com micrdmetro digital de

resolugéo de 0,001 mm (Insize, IP54, Brazil).
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A Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) foi determinada pelo uso da
metodologia da American Society for Testing and Materials (ASTM) modificado
Método D882-95, descrito por Arfat et al. (2014). O filme foi selado em becker de
permeacdo de vidro contendo silica gel seco (0% UR; 0 Pa de pressdo de vapor de agua
a 30 °C) com cola de silicone (adesivo de silicone, alta temperatura — Siloc). Os béqueres
foram colocados em dessecador contendo agua destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9
Pa de presséo de vapor a 30 °C) e foram pesados em intervalos de 1 h ao longo de um

periodo de 10 h. PVA do filme sera calculada de acordo com a equagdo 1.

prva = XX Equacdo 1
A.t.AP

Onde: W representa o ganho de peso do béquer (g); X é a espessura do filme (m); Aé a
area exposta da pelicula (m2); t é o tempo de incubacdo (s); (AP) é a diferenca de

pressao de vapor através da pelicula (4244,9 Pa, a 30 ° C).

Para determinacdo da solubilidade, os filmes foram recortados em discos de 2
cm de didametro e foi determinada a matéria seca inicial em estufa a 105 °C por 24 horas.
Apos a primeira pesagem, as amostras foram imersas em recipientes contendo 50 mL
de &gua destilada. O sistema foi agitado em Incubadora Shaker refrigerada (Cientec,
CT-712RNT, Séo Paulo, Brasil) com velocidade de 150 rpm por um periodo de 24
horas, a 25 °C. Ap0s este periodo, as amostras foram removidas e secas (105 °C por 24
horas), para determinar a matéria seca que nao se dissolveu em dgua (GONTARD et al.,
1994).

A cor instrumental dos filmes foi determinada em colorimetro controlado pelo
programa Universal Software 3.2, trabalhando com D65 (luz do dia) e usando-se 0s
padrdes CIE Lab: L*, variando de O (preto) a 100 (branco); a*, do verde (-) ao vermelho
(+); e b*, do azul (-) ao amarelo (+) (GENNADIOS et al., 1996). Os filmes foram
aplicados na superficie de uma placa branca padréo e os padrées L*, a*, b*, C e H foram

medidas. A diferenga de cor (AE*) sera calculada de acordo com a seguinte equagao 4.

[(AL %) + (Aa %)% + (Ab %)?]°5 Equagio 4

Onde: AL*, Aa* ¢ Ab* s@o os diferenciais entre 0s cromas das amostras e do padréo
branco: L* = 92,24; a* = -5,15; b* = 6,11
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A transmissdo de luz (UV) e transparéncia, foi medida da faixa ultravioleta e
visivel (200 e 800 nm), cortando em retdngulos com medida interna das cubetas (POR
AS MEDIDAS). A transmisséo de luz foi medida utilizando espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Scientific, Evolution 60, Waltham, USA). A transparéncia foi calculada a 600
nm segundo a equacdo 5 (ARFAT et al., 2014).

—log%T

Transparéncia = .

Equacdo 5

Onde T é a transmitancia fracionaria em 600 nm e o X ¢ a espessura do filme.

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica de Varredura— LABMEYV do Instituto de Geociéncias da UFPA.
O equipamento utilizado foi MEV modelo LEO-1430. A amostra foi metalizada com
ouro e o tempo de recobrimento serd de 1,5 minutos. As condicGes de analises para as
imagens de elétrons secundarios foram: corrente do feixe de elétrons = 90 YA, voltagem
de aceleracdo constante = 10 kv, distancia de trabalho = 15 mm.

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada de acordo com o metodo descrito por Benjakul et al. (2010). Os espectros de
FTIR foram obtidos a 22°C usando uma célula de cristal de placa ATR Trough,
45°ZnSe, 80mm de comprimento, 10mm de largura, 4mm de espessura; PIKE
Technology Inc., Madison, WI, EUA). Utilizou-se um espectrometro Equinox 55 FTIR
(Bruker Co., Ettlingen, GER). Para analise espectral, as amostras foram colocadas na

célula de cristal, anexada ao conjunto do espectrometro.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do software
Statistica® versdo 10 (STATSOFT Inc., 2011) através da hierarquizacao dos efeitos,
analise de variancia, analise de superficie de resposta do modelo proposto (p < 0,05) e

funcéo desejabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CONDICOES PARA OTIMIZACAO DO FILME BIODEGRADAVEL

A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo com o0s

respectivos niveis e respostas.

Tabela 3: Matriz codificada do Planejamento Fatorial Completo 22 para a otimizagio

do filme biodegradavel.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaios X1 (%) X2 (%) PVA* SoL

(%)
1 2(-1) 2 (-1) 1,13E-07 5
2 4 (+1) 2 (-1) 5,28E-08 3
3 2(-1) 6 (1) 1,35E-07 10
4 4 (+1) 6 (1) 1,14E-07 17
5 3(0) 1,58 (-1,41) 7,16E-08 2
6 3(0) 6,82 (+1,41) 7,91E-08 4
7 1,17 (-1,41) 4 (0) 1,29E-07 2
8 4,4 (+1,41) 4 (0) 7,25E-08 11
9 3(0) 4 (0) 6,98E-08 13
10 3(0) 4 (0) 7,88E-08 10
11 3(0) 4 (0) 9,08E-08 10

X1= Concentracdo de gelatina; X2= Concentracdo de cera de abelha; PVA:

(g.m.m=2. s%. Pa't); SOL: Solubilidade em triplicata

O efeito estimado, coeficiente t e significancia estatistica (p) para cada fator do

filme biodegradavel em relacdo as respostas Permeabilidade ao Vapor de Agua e

Solubilidade, obtidos ap6s o processo de producdo podem ser visualizados nas Tabelas

4,5, 6 e 7. Esses valores foram determinados através do Erro Puro e optou-se em definir

como variaveis significativas apenas aquelas que apresentaram significancia a p<0,05.
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5.2. ESTIMATIVA DOS COEFICIENTES DO MODELO

Devido ao modelo completo do PVA ndo ter sido estaticamente significativo,

pela anélise de variancia, decidiu-se fazer uma reparametrizacdo do modelo. Os fatores

retirados foram os que apresentaram os mais altos valores de p, sdo eles: Cera’e a

interacdo Gelatina x Cera e Gelatina?.

Tabela 4: Estimativa dos Efeitos da variavel PVA associada a significancia para cada

resposta estudada.

Variaveis . C_oe_f ' C.O€.f ' -
independentes Efeitos Erro puro t p Limit- Limit- Coeficiente
95%  +95%

Média 0,112 0,010 11,565 0,007 0,070 0,153 0,112
Gelatina 0,058 0,012 4,906 0,039 0,007 0,109 0,029
Gelatina? -0,063 0,014 -4,453 0,047 -0,123 -0,002  -0,031

Cera 0,043 0,012 3,638 0,068 -0,008 0,094 0,022

Cera® -0,029 0,014 -2,025 0,180 -0,089 0,032 -0,014
Geg;ga X 0045 0017 2675 0116 -0,027 0117 0,022

R%0,81 e Ralustdo:( 63

O modelo completo esta representado na Tabela 4 e o modelo reparametrizado é

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Estimativa dos efeitos da varidvel PVA, reparametrizada, associada a

significancia para as respostas mais significativas.

Variaveis Coef. Coef.
indenendentes Efeitos Erro puro t p Limit- Limit- Coeficiente
P 95%  +95%
Meédia 81,320 4,427 18,368 0,003 62,273 100,369 81,321
Gelatina 23,499 7,456 3,152 0,088 -8,581 55,580 11,750
Cera -40,478 7,456 -5,429 0,032 -72,558 -8,397 -20,239

R%0,76 e Raustdo:0 65
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O efeito estimado demonstra o quanto cada fator influéncia nas respostas
estudadas, logo quanto maior o seu valor, maior é a sua influéncia positiva ou negativa.
O valor do coeficiente p indica o nivel de significancia da variavel independente sobre
a resposta em estudo (BARROS NETO et al., 2001). Neste estudo optou-se pelo valor

de 95% como intervalo de confianca.

Na Tabela 5 é possivel verificar que o efeito significativo para a PVA foi a Cera
linear. O efeito apresentou valor negativo, demonstrando que o aumento da sua
concentragdo provoca um aumento na PVA. Logo, ndo € necessario a adicdo de altas
concentracOes de cera para obter bons resultados de PVA.

Zhang; Simpson e Dumont (2018) comparando filmes de gelatina adicionados
de cera de abelha e cera de carnalba, também relatam que a adicdo de altas
concentragOes de cera ndo apresenta diferenca significativa no PVA quando comparado
aos filmes com baixa concentragéo de cera. Cortes-Rodrigues et al. (2020) em filmes de
amido de mandioca com cera de abelha e proteina do leite também indicaram que baixas
concentracOes de cera, apresentaram melhores resultados de PVA.

A Figura 1 mostra o diagrama de Pareto com os valores dos efeitos significativos
e ndo significativos do PVA. E possivel verificar que a cera, o Unico parametro
significativo, foi negativo, indicando que um aumento na concentracdo desse fator,
aumenta o PVA, tornando o filme mais permeéavel. Para PVA o adequado é trabalhar

com baixas concentragGes de gelatina.

Cera (%)

-5,42884

Cera® (%)

Gelatina (%)

p=05

Figura 1: Efeito padronizado do diagrama de Pareto da variavel PVA.

Devido o modelo completo da Solubilidade ndo ter sido estatisticamente

significativo, pela analise de variancia, decidiu-se fazer uma reparametrizagdo do
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modelo. Os fatores retirados foram os que apresentaram os valores mais altos de p Cera?

e da interacdo Gelatina x Cera. O modelo completo estd apresentado na Tabela 4 e 0

modelo reparametrizado n

a Tabela 6.

Tabela 6: Estimativa dos Efeitos da variavel Solubilidade associada a significancia para

cada resposta estudada.

Variaveis . C_oe_f ' C_oe_f ' -
independentes Efeitos Erro puro t p Limit-  Limit- Coeficiente
95,% +95,%

Média 0,112 0,010 11,565 0,007 0,070 0,153 0,112
Gelatina 0,058 0,012 4906 0,039 0,007 0,109 0,029
Gelatina? -0,063 0,014 -4,453 0,047 -0,123 -0,002 - 0,031

Cera 0,043 0,012 3,638 0,068 -0,008 0,094 0,022

Cera® -0,029 0,014 -2,025 0,180 -0,089 0,032 -0,014

Ge?;ga X' 0045 0017 2675 0116 -0027 0117 0,022

R2: 0,71 e Raustado: 0,43

Na Tabela 7 é possivel verificar que a Unica variavel que apresentou efeito

significativo para a Solubilidade foi a Gelatina, exercendo maior influéncia. O efeito

apresentou valor positivo, demonstrando que 0 aumento da sua concentracdo também

aumenta a solubilidade. Logo, filmes com maiores concentracdes de gelatina sdo mais

solaveis.

Tabela 7: Estimativa dos Efeitos da variavel Solubilidade, reparametrizada, associada

a significancia para as respostas mais significativas.

Variaveis Coef.  Coef.
independentes Efeitos Erro puro t p Limit- Limit- Coeficiente

P 95% +95%

Média 0,098 0,007 13,97 0,006 0,068 0,129 0,098
Gelatina 0,058 0,012 4,91 0,039 0,007 0,109 0,029
Gelatina? -0,054 0,014 -4,03 0,056 -0,113 0,004 -0,027

Cera 0,043 0,012 364 0,068 -0,008 0,094 0,022

R2: 0,59 e Raustado: 0,41
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O aumento da concentracdo de gelatina resulta em acréscimo de compostos
hidrofilicos nos filmes tornando-os mais soltveis. Segundo Limpan et al. (2010) filmes
elaborados com proteinas de peixe tem alta absorcao de agua devido a hidrofobicidade
de alguns aminodcidos presentes e da adi¢cdo de plastificantes hidrofilicos, como o

glicerol, contribuindo ainda mais para 0 aumento da solubilidade nesses filmes.

Gelatina( %)

Gel atina®(%) -4,02768

Cera (%)

p=,05

Figura 2: Efeito padronizado do diagrama de Pareto da variavel Solubilidade.

Na Figura 2 é possivel observar que o fator que apresentou o maior efeito
significativo sobre a solubilidade foi a gelatina linear. Esse fator obteve efeito positivo
em relacdo a resposta, ou seja, com 0 aumento da concentracdo de gelatina ha um
aumento da solubilidade. Segundo Vieira et al. (2018) a adicdo de elevadas
concentracBes de proteinas em filmes favorece o aumento de grupos polares e
consequentemente a solubilidade de filmes biodegradaveis. Segundo Pires et al. (2013)
a solubilidade também depende de fatores como a espécie de peixe, tipo de proteinas e

método de preparacao do filme.
Nas Tabelas 8 e 9 esta apresentando a ANOVA para PVA e solubilidade.

Tabela 8: Anélise de Variancia (ANOVA) do modelo para a PVA.

ANOVA SQ GL QM F p
Regressao 5575,32 3 1858,44 7,47 0,01
Residuos 1742,16 7 248,88
Falta de
Ajuste 152045 3 50682 457 0,18
Erro Puro 221,71 2 110,85
Total 7317,48 10

SQ: soma quadratica; GL: grau de liberdade; MQ: média quadratica.
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Tabela 9: Anélise de Variancia (ANOVA) do modelo para a Solubilidade.

ANOVA SQ GL QM F p
Regressao 0.01 3 0.0050  3.402146 0.082558464
Residuos 0.01 7 0.0015

Falta de 0.0066 3 0.0022  7.854568 0.11502772
Ajuste

Erro Puro 0.00056 2 0.0002

Total 0.025 10

SQ: soma quadratica; GL: grau de liberdade; MQ: média quadratica.

A Anédlise de Variancia (ANOVA) demonstrou que 0s modelos
reparametrizados ajustados para as respostas PVA apresentou regressao estatisticamente
significativa para PVA (p < 0,05) de acordo com o teste F de Fisher e ndo significativa
para Solubilidade. No entanto, o Teste F para residuos (Falta de Ajuste) ndo foi
significativa para as duas respostas, indicando que o modelo é apto para predizer PVA
e que o erro aleatdrio experimental da Solubilidade foi muito alto, devido a regressao

n&o ter sido significativa.

De acordo com Barros Neto et al. (2001) uma regresséo, embora significativa do
ponto de vista do teste F pode ndo ser til para realizar previsdes pois cobre uma faixa
de variacdo pequena dos valores estudados. Foi observada uma grande variagdo na
triplicata do ponto central indicando que ocorreu um alto erro de reprodutibilidade, no

presente estudo.

O valor do coeficiente de determinagdo (R?) obtidos para as respostas PVA e
Solubilidade através do erro puro foi 0,76 e 0,59, respectivamente indicando que o
modelo pode explicar 76% da variagdo dos dados experimentais para o0 PVA e 59% da
variacdo dos dados para a solubilidade. O modelo proposto das variaveis PVA e
solubilidade na obtencéo do filme biodegradavel de gelatina e cera de abelha encontra-

se a seqguir:

PVA = 11,74.Gelatina -20,24.Cera + 14,04.(cera)? + 81,31 (equacdo 6)
Solubilidade (%) = 0,029.Gelatina -0,027.Gelatina? + 0,02.cera +0,098 (equacéo 7)
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5.3. GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentados os graficos de Superficie de Resposta e
Curva de Nivel gerados através do modelo proposto para as varidveis PVA e
Solubilidade, melhorando a visualiza¢ao das variagdes das respostas.
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Figura 3: Superficie de resposta e curvas de nivel para PVA, relacionando a concentracdo de gelatina
(%) com a concentracdo de cera (%).
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Figura 4: Superficie de resposta e curvas de nivel para Solubilidade, relacionando a concentracdo de
gelatina (%) com a concentracao de cera (%).

Na Figura 3 é possivel observar que ha um aumento da PVA ao aumentar a
concentracdo de gelatina e diminuir a da cera. Esse comportamento € justificado pelas
caracteristicas hidrofilicas da gelatina, devido a composicdo de aminoécidos,
especialmente altas concentra¢@es de prolina e hidroxiprolina e também a concentracdo

méaxima de cera que possui um efeito significativo sobre o PVA (SUN et al., 2021).
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Observa-se que efeito produzido pela adi¢do da cera sobre a resposta PVA foi menos

intenso do que a da gelatina, de acordo com a Tabela 5.

A Figura 4 mostra a superficie de resposta e as curvas de nivel da variavel
Solubilidade. Considerando os resultados apresentados na Tabela 8, ficou evidente o
efeito negativo, dentro dos limites estipulados, de altas concentra¢des de gelatina sobre
o filme biodegradavel. E possivel visualizar que na regido de 4% em diante de
concentracdes de cera resulta em maior solubilidade, este comportamento é justificado
por existir um limite em que o surfactante é capaz de homogeneizar a gelatina
(BASWAL et al., 2020).

Zhang; Simpson; Dumont (2018) relataram que ao adicionar cera de abelha em
filmes de gelatina reduziu a solubilidade dos provavelmente devido a ao aumento do
carater hidrofébico causado pela extensdo das moléculas de cera de modo a criar uma

rede de protecéo entre o filme e 0 meio externo.

5.4. DESEJABILIDADE

A estimativa das condicBes 6timas para a obtencdo de filme de gelatina com cera
foi realizada com base nos modelos estatisticos propostos e com o auxilio da técnica de

otimizagdo simultdnea denominada “Fun¢do Desejabilidade”.

Na Figura 5 € apresentada a simulacdo das condi¢fes otimizadas a partir dos
modelos polinomiais obtidos (equacdes 6 e 7) e os perfis de desejabilidade considerando
os menores valores de PVA e Solubilidade como os valores desejaveis (d=1) para
obtencdo do filme da gelatina da pele da pescada amarela com adicao de cera de abelha,

dentro das faixas de valores estabelecidas nos ensaios experimentais.

Na Figura 5, os trés primeiros graficos superiores representam a simulacao do
modelo polinomial para PVA (Equacéo 6) para cada variavel independente, na segunda
linha os trés gréficos representam a simulacdo do modelo polinomial para Solubilidade
(Equacgdo 7). A linha vermelha, nos gréaficos, indica qual melhor condi¢do para cada
variavel para se obter o menor resultado de PVA e de Solubilidade. A linha azul central
representa os valores 6timos de PVA e Solubilidade. Os dois gréaficos inferiores
representam a otimizag&o via fungdo desejabilidade indicando as condic¢Bes 6timas das
variaveis independentes obtendo um resultado d = 0,93.
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Baseado no resultado da funcéo desejabilidade é possivel perceber que para obter
filmes com o valor méximo da funcéo desejabilidade global (igual a 93%), utilizando as
variaveis PVA e Solubilidade, deve-se utilizar concentracdes de 1,17% de gelatina e

5,41% de cera.
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Figura 5: Perfis de valores preditos e desejabilidade para as respostas PVA e Solubilidade.
Experimentalmente é possivel afirmar que a utilizacdo de baixas concentracfes
de gelatina e altas concentracGes de cera ndo cria um filme passivel de ser seco,
desenformado e analisado. Por tal, seguindo a tendéncia de baixa concentracdo de
gelatina e elevadas concentragdes de cera, em relagéo a gelatina, decidiu-se elaborar um
filme nas concentracdes de 2% de gelatina e 5%, 10 e 15% de cera, e filme controle com

2% de gelatina.
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5.5. [ESPESSURA, PERMEABILIDADE AO VAPOR D’AGUA E
SOLUBILIDADE

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados de Espessura, Permeabilidade ao
Vapor D’agua e solubilidade dos filmes de gelatina com formulages do FC (filme
controle), F1 (5%), F2 (10%) e F3 (15%) de cera de abelha.

Tabela 10. Resultado das analises de Espessura, Permeabilidade ao Vapor D’agua
(PVA) e Solubilidade dos filmes de gelatina e cera de abelha

Amostras Espessura PVA Solubilidade
(mm) (g. m. m- 2s- 1Pa- 1) (%)
FC 0,1227 + 0,01532 5,01E-08 *+ 6,25E-09° 75,03+3,39°
F1 0,1203 + 0,0049? 4,91E-08 + 2,01E-09% 2,7015%0,8990°
F2 0,1550 + 0,0085° 6,33E-08 + 3,49E-09% 3,7339+1,4007°
F3 0,1323 + 0,0065% 1,10E-08 + 9,54E-05" 3,5385+1,8067°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferencas significativas entre os diferentes filmes (P<0,05). Sendo, FC: Filme
controle (2% gelatina, 20% glicerol); F1: Filmel (2% gelatina, 20% glicerol, 5% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido esteérico); F2: Filme 2 (2% gelatina, 20% glicerol, 10% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido esteérico) e F3: Filme 3 (2% gelatina, 20% glicerol, 15% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido estearico).

Os resultados da analise de espessura (Tabela 10), mostraram que o filme F2
apresentou diferenga (p<0,05) quando comparado com os filmes FC e F1. Ndo houve
diferenca significativa entre os filmes F2 e F3. A espessura dos filmes esta
intrinsicamente ligada a composicdo e forma de preparo dos mesmos e é proxima da

descrita na literatura por Zhang; Simpson; Dumont (2018) e Pereira et al. (2019).

A diferenca de espessura dos filmes F2 e F3, pode ser justificada pela pouca
homogeneizacao do surfactante com o lipidio, a ndo formacgéo de micelas pela cera de
abelha e o surgimento de bolhas. Devido a isso os agregados de cera formam uma bi-
camada, aumentando a espessura e aspereza, alterando consequentemente o PVA
(VIEIRA et al., 2018). E essa afirmacdo pode ser confirmada pela Microscopia
Eletronica de Varredura. Mas, nem sempre as variagdes das propriedades dos filmes séo

uma consequéncia das alteragcfes da espessura, no entanto, deve ser tomado em conta,
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ja que a producdo em casting dificulta o controle da espessura em filmes
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000).

A PVA alta é uma das principais limitacGes dos filmes a base de proteinas para
serem utilizadas em embalagens alimenticias. A natureza hidrofilica das proteinas da
pele do peixe possuem amino&cidos polares e grande quantidade do radical hidroxila
(OH), o que diminui a barreira ao vapor d’agua do filme (JEYA SHAKILA et al., 2012).
Por outro lado a cera, uma gordura solida, tem uma estrutura de alta densidade,
moléculas grandes, alto teor de &lcoois graxos e alcanos conferindo caracteristicas
hidrofébicas (ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018).

Desta forma é possivel verificar na Tabela 10 que a PVA do filme F3 foi
diferente (p <0,05) do filme FC e que os filmes F1 e F2 ndo diferem do FC e F3. E foi
observada melhoria da PVA no filme F1, F2 com a adicdo cera de abelha. O que pode
ser devido as interacGes proteina-lipidio e seus efeitos nas ligacdes formadas na rede,
além do alongamento no caminho de migracdo do vapor d’agua, servindo assim como
barreira (SUN et al., 2021).

O resultado encontrado na presente pesquisa ndo foi satisfatério quando
comparado ao descrito na literatura, pois sdo relatados baixos valores de PVA com a
adicao de lipideos (ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018; PEREIRA et al., 2019; SUN
etal., 2021; ZHANG et al., 2020; AMIN et al., 2021). Porém, na elaboracgéo dos filmes
foram observadas muitas bolhas no interior da solucdo filmogénica e a alta viscosidade
da solucdo impossibilitou a retirada das bolhas, apesar da utilizagcdo de banho ultra
termostatico. Isso também pode ser a atribuido a pouca interacdo entre a cera de abelha
e a gelatina, fazendo com que alcoois, fendis e outros compostos hidrofilicos se
difundam e interajam com a agua, causando deformacdes na rede do biofilme, podendo
aumentar a PVA (YANG et al., 2019; SUN et al., 2021). Também deve-se levar em
conta que as interagdes entre pontes de hidrogénio, cadeias hidrofobicas com ligagdes
ibnicas que foram geradas no filme ndo disponibilizem sitios para a retencdo da agua,
assim permitindo que a mesma perpasse o filme (CORTES-RODRIGUEZ et al., 2020).

Foi observado em outros estudos que a adicdo de baixas concentracdes de cera
de abelha a filmes de gelatina produz efeitos semelhantes a adicdo de concentracdes
mais altas (CORTES-RODRIGUEZ et al., 2020; SUN et al., 2021). Na atual pesquisa

néo foi verificada diferenca estatistica entre os filmes F1 e F2 que obtiveram os melhores
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resultados para PVA. Comparando com o FC, o F1 se torna o filme mais viavel
economicamente, pois mesmo com pequenas concentracfes de reagentes ainda se obtém
resultados relevantes nas propriedades analisadas. Essa combinacdo de resultados
relevantes de solubilidade e permeabilidade ao vapor d’agua demonstra potencial para
a aplicacdo dos filmes em frutas (BASWAL et al., 2020).

Nos filmes analisados, ndo houve diferenga (p<0,05) na solubilidade entre os
filmes adicionados de cera de abelha, porém houve diferenca significativa em relacdo
ao controle, sendo que o F1 apresentou a melhor solubilidade (2,70%). Resultados
semelhantes foram descritos na literatura, onde o aumento das concentracfes de cera de
abelha adicionada obteve uma diminuicdo progressiva e acentuada da solubilidade
(ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018).

Os resultados encontrados confirmam que o aumento das concentracdes de cera
adicionada diminui proporcionalmente a solubilidade dos filmes de gelatina
(KHANZADI et al., 2015). Esse comportamento foi observado por Velickova et al.
(2013) em filmes de quitosana com cera de abelha e por Zhang; Simpson; Dumont
(2018) em filmes de gelatina com cera de abelha e de carnauba. Tal comportamento
pode ser atribuido ao carater hidrofobico das ceras que ao interagir com a matriz proteica
atuou diminuindo as interagdes da matriz do filme com a agua (CORTES-RODRIGUEZ
et al., 2020).

Revestimentos comestiveis com alta solubilidade em agua se decompde
facilmente na natureza e sdo digeridos com facilidade pelo corpo humano. Em
contrapartida, filmes com baixa solubilidade em &gua evitam a perda de 4gua e absorcao
de umidade em alimentos (ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018). Este parametro é
influenciado pela integridade do filme, grau de deshaturacdo das proteinas e
hidrofobicidade do plastificante. E visa diminuir ou evitar perdas dos componentes
funcionais dos alimentos revestidos. Sao preferidos filmes com baixa solubilidade em
agua, mas como os de gelatina possuem alta solubilidade faz-se necessaria a adi¢ao de
compostos hidrofobicos (JEYA SHAKILA et al., 2012; ZHANG; SIMPSON;
DUMONT, 2018).
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56. COR, TRANSMISSAO DE LUZ, TRANSPARENCIA E
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Tabela 11 mostra os resultados da analise de cor, com os parametros L*, a*,
b*, ¢*, h* e AE*, nos filmes estudados. Os parametros de cor sdo importantes para a
aparéncia global, aceitacdo e uso das embalagens em alimentos (AKHTAR et al., 2013).
O parametro L* (luminosidade) demonstrou altos valores e ndo apresentou diferenca
(p<0,05) em nenhuma das amostras. Comportamento préximo aos de Albuquerque et
al. (2020) em filmes de gelatina com 6leo essencial de Piper divaricatum encontrando
o valor de L* na faixa de 86,56% a 87,75%. Vieira et al. (2018) nos filmes de proteinas
miofibrilares adicionados de &cido estearico também encontrou altos valores
luminosidade 89,17% a 87,34%.

Todos os filmes apresentaram um leve esverdeamento de acordo com os valores
de a*. N&o foram observadas diferencas (p > 0,05) entre as amostras analisadas. Nos
valores encontrados para b*, apenas o F3 diferiu significativamente dos outros filmes.
Houve um aumento numérico gradual nos valores de b* com a adicdo da cera,
mostrando um tom amarelado. Tal caracteristica também pode ser associada a elevada

concentracdo de SDS adicionada e a cor natural da cera de abelha (RHIM et al., 2002).

Autores também relataram tons esverdeados e amarelados nos filmes apos
adicionar cera de abelha sendo a* (-0,33 até -0,41); b* (2 até 0,88) (ZHANG;
SIMPSON; DUMONT, 2018) e a* (-1,4 até -1,9); b* (2,5 até 9,1) (CORTES-
RODRIGUEZ et al., 2020).

Esses valores de a* e b* encontrados configuram o material seco no espago CIE
L*, a*, b* com aparéncia translicida (permite a passagem de luz, mas ndo permite que
0s objetos sejam observados claramente), fosco ou com pouco brilho, de tom amarelo
esverdeado devido a cera de abelha e SDS (GALUS; LENART, 2019).

O valor de croma C representa a pureza e intensidade da cor, ajudando a
distinguir uma cor fraca de uma cor forte (Ferreira, 1991). N&o foi observada diferenca
(p > 0,05) entre os valores de croma encontrados. Como este parametro depende dos
valores de a* e b*, é possivel verificar uma tendéncia a coloracdo clara. Na diferenca
total de cor (AE*) os filmes F2 e F3 diferiram significativamente do FC. Os valores

encontrados estdo na faixa de 6,58 a 8,20 demonstrando que com o aumento das
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concentracfes de cera de abelha, hd& um aumento da diferenca total de cor quando

comparados ao Controle.

A diferenca de cor nos produtos em geral € muito importante, pois se a cor do
produto ndo for padronizada, afeta diretamente a percepcao e satisfacdo do cliente com
0 produto. De acordo com a Comissdo Internacional de lluminacgéo (CIE) os valores
obtidos na diferenga total de cor (AE*) maiores de 3,5 séo distintamente percebidos por
observadores inexperientes, causando impacto visual a primeira vista (GALUS;
LENART, 2019).

Tabela 11: Tabela com os resultados da anélise de cor dos filmes

Amostras L* a* b* c* H AE*
EC 90,10+0,72* -0,59+0,02¢  8,93+0,42% 8,95+0,42*  93,76+0,26* 5,81+0,13"
F1 91,84+1,01* -0,69+0,02°8 10,82+1,10®  10,84+1,11* 93,68+0,47° 6,58+0,83%®
2 89,39+2,14® -0,59+0,07¢ 11,17+#1,53®  10,85+1,00° 93,08+0,71% 7,68+0,44"
F3 89,55+0,54% -0,67+0,11*  12,42+0,64°  12,44+0,63* 93,10+0,60°  8,20+0,69°

Resultados expressos como media + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferencas significativas entre os diferentes filmes (P<0,05). Sendo, FC: Filme
controle (2% gelatina, 20% glicerol); F1: Filmel (2% gelatina, 20% glicerol, 5% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido estearico); F2: Filme 2 (2% gelatina, 20% glicerol, 10% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido esteérico) e F3: Filme 3 (2% gelatina, 20% glicerol, 15% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido estearico).

5.7.  TRANSMISSAO DE LUZ, TRANSPARENCIA

O comportamento dos filmes em varios comprimentos de onda (200 nm a 800
nm) e a transparéncia (T600 nm) estdo expostos na Tabela 12. Em uma viséo global nos
comprimentos de onda analisados, os filmes adicionados de cera apresentaram uma boa
barreira a transmissdo de luz e indicaram ndo transparéncia (transmitancia abaixo de
90%). Resultados semelhantes foram encontrados por Sun et al. (2021) em seu trabalho

com revestimentos para ovos adicionado de cera de abelha.
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A exposicdo a luz visivel e UV pode causar desnaturacdo proteica e perda de
alguns nutrientes. A adicéo da cera de abelha reduziu significativamente a transmitancia
ultravioleta na faixa de 300nm a 400nm, havendo diferenga significativa entre as
formulagdes. O bloqueio eficaz da transmissdo de luz UV pode ser atribuido a presenca
de seus compostos bioativos (ZHANG; SIMPSON; DUMONT, 2018).

A transmissdo de luz manteve-se em valores baixos com a adi¢do da cera de
abelha (5%, 10% e 15%), o que ja era esperado. Resultados semelhantes foram relatados
na literatura em filmes de proteinas miofibrilares adicionados de acido esteérico
(VIEIRA et al., 2018), revestimentos de gelatina adicionados de acido siringico e acido
protocatecuico (YANG et al., 2019), revestimentos de quitosana e cera de abelha em
casca de ovos (SUN et al., 2021).

Tabela 12: Resultados da analise de transmissdo de luz e transparéncia dos filmes

FILMES
Comprimento de onda FC F1 2 F3

(hm)
200 92,40+0,51°  55,39+0,51°  52,17+1,68° 57,81+1,51°
280 43,50+0,45%  77,82+0,28°  77,57+0,62°  67,52+0,72°
350 99,60+0,45°  2580+0,19°  16,75+0,90°  19,74+1,23¢
400 99,93+0,90°  27,69+0,48°  15,23+0,80°  17,85+2,34°
500 95,16+0,90°  99,99+0,02°  99,34+0,87°  99,97+0,06"
600 99,76+0,74*  36,67+0,43°  21,89+#1,91°  30,85%1,32¢
700 99,63+0,53°  39,67+0,43°  39,08+2,25°  24,79+1,84°
800 98,68+1,01°  41,34+1,15°  26,64+1,46°  38,12+0,142

Transparéncia 16,23t0,03°  13,06+0,18°  8,6410,24°  11,28+0,14¢

(T600)

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferencas significativas entre os diferentes filmes (P<0,05). Sendo, FC: Filme
controle (2% gelatina, 20% glicerol); F1: Filmel (2% gelatina, 20% glicerol, 5% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido esteérico); F2: Filme 2 (2% gelatina, 20% glicerol, 10% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido estearico) e F3: Filme 3 (2% gelatina, 20% glicerol, 15% cera de abelha,
80% SDS, 100% Acido estearico).
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Normalmente revestimentos biodegradaveis para alimentos devem o mais
préximo possivel do incolor para serem semelhantes aos polimeros sintéticos. Porém, o
tom amarelo dos filmes ndo é um fator prejudicial, pois tal caracteristica pode evitar a
deterioracdo causada pelos raios UV (VIEIRA et al., 2018).

5.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

Os resultados da Microscopia Eletronica de Varredura para os filmes
biodegradaveis Controle, F1 (5% de cera de abelha), F2 (10% de cera de abelha) e F3

(15% de cera de abelha) estdo apresentados nas Figuras 6, 7, 8 e 9, respectivamente.

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.01 mm VEGA3 TESCAN  SEM HV: 15.0 kV WD: 10,01 mm | | [VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 350 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 3.20 kx Det: SE 20 pm
Bl: 10.00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF / UFPA BI: 10.00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF /| UFPA

Figura 6: Micrografias da superficie do filme controle (FC), 350X e 3200X.

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.01 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 10.01 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 350 x Det: SE 100 ym SEM MAG: 3.20 kx Det: SE 20 ym
BI: 10.00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF / UFPA BI: 10.00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF / UFPA

Figura 7: Micrografias da superficie do filme F1 (5% de cera), 350X e 3200X.
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W # s 5 wf 4
SEM HV: 15.0 kV WD: 9.92 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.92 mm [VEGA3 TESCAN

|
SEM MAG: 350 x Det: SE 100 ym SEM MAG: 3.20 kx Det: SE 20 ym
BI: 10,00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF / UFPA BI: 10.00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF | UFPA

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.05 mm Ll VEGAS TESCAN| SEM HV: 15.0 kV WD: 10.05 mm VEGAS TESCAN|
SEM MAG: 350 x Det: SE 100 pm SEM MAG: 3.20 kx Det: SE 20 ym
BI: 10.00 Date(m/dly): 07/13/22 PPGF / UFPA BI: 10.00 Date(midly): 07/13/22 PPGF / UFPA

Figura 9: Micrografias da superficie do filme F3 (15% de cera) 350X e 3200X.

A micrografia presente na Figura 6 (Filme Controle) revela uma estrutura pouco
homogénea, onde a gelatina formou uma rede continua e densa. Esta matriz pode ser
associada a alta solubilidade, pois contém somente a gelatina que é hidrofilica (75,03%).
Também é possivel observar pontos brancos presentes sob a matriz. Esses pontos podem
ser alguma espécie de material insoltvel que se adicionou a solucdo filmogénicas.
Ademais é possivel observar pequenas fendas, como na imagem a 3200X. Tal falha na
matriz pode ter sido causado pelo tratamento & vacuo em que os filmes foram

submetidos para serem embalados antes de armazenar.

A Figura 7 mostra os resultados da MEV do filme elaborado com 5% de cera de
abelha (F1). E possivel observar que a cera de abelha se incorporou parcialmente com a
matriz proteica, indicando que a adi¢do de baixas concentracdes de cera de abelha

facilita a homogeneizacdo. Ocorreu a presenca de pequenas bolhas (350x) devido a
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formacédo de espuma durante o processo de elaboracdo do filme e estruturas asperas

(3200x), resultado de porcdes de cera que nao se incorporaram ao filme.

A micrografia do filme com 10% de cera de abelha (F2, Figura 8) revela a
presenca de muitas irregularidades (350x) e algumas bolhas (3200x) ao longo da matriz
que afetaram a espessura e o PVA do filme. E possivel perceber que nesta concentragéo,
grande parte do lipidio presente ndo se incorporou ao filme e formou uma estrutura por

cima da matriz causando ressecamento e impressao aspera na superficie do filme.

Na Figura 9 (F3), hd muitas estruturas irregulares (350x) e a presenca de
rachaduras (3200x) na superficie, o que indica a imiscibilidade da cera e do surfactante
em altas concentragdes, causando uma grande variacdo da espessura do filme, que por
sua vez afeta 0 PVA. Isso pode ser justificado, pelo fato da cera de abelha ser s6lida em
temperatura ambiente e quando aquecida as suas particulas assumem formas irregulares
gue podem se associar em agregados com ampla distribuicdo de tamanho dificultando a
acao dos surfactantes, sendo esperado a formacéo de bi-camada e irregularidades na
espessura como foi visualizado (FABRA et al., 2009).

A adicédo dos surfactantes SDS e éacido estearico para homogeneizar a cera de
abelha néo foi uma boa alternativa, pois tal combinacdo proporcionou a formacéo e
aprisionamento de bolhas na superficie do filme. Em contrapartida Vieira et al. (2018)
elaborou filmes adicionando SDS com acido estearico e obteve revestimentos
homogéneos e sem presenca de bolhas. Isso sugere que adicdo da cera de abelha alterou
a estrutura morfoldgica do filme de gelatina de peixe refletindo na variacao de espessura
e alta PVA. Os filmes com maiores concentracOes de cera e consequentemente
surfactante, tiverem alteracdes morfoldgicas resultando em coloracdo esbranquicada.
Davanco et al. (2007) também obteve coloracdo esbranquicada em filmes ao utilizar
SDS e altas concentrag@es de acidos graxos.

A mudanca na estrutura morfoldgica dos filmes pode ser atribuida a ndo
formacdo de micelas da cera, por ndo possuir natureza anfifilica, e imiscibilidade da
mesma. Onde a adi¢do de altas concentracGes ndo permite ao surfactante emulsionar
todos os compostos e ha a separacdo em fases, criando um filme bi-camada (KANICKY;
SHAH, 2002).

Na analise microscopica foi possivel observar que a emulsdo formada néo foi

estavel o suficiente para se manter durante a secagem. A evaporacao da dgua presente
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pode ter causado altera¢Ges na estrutura devido a casos de desestabilizacdes da emulséo,
como coalescéncia, floculacao e separacdo em fases e ter gerado aumento da rugosidade
superficial, heterogeneidade interna e aspereza superficial. E apesar do carater
hidrofdbico da cera ndo foi possivel observar bons resultados para PVA (FABRA et al.,
2009; VIEIRA et al., 2018).

1F3

Transmitancia (u.a.)

! I ! I ! | ! I ! I ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm™)

Figura 10: Espectro de FTIR dos filmes controle (FC), Filme 1 (F1), Filme 2 (F2) e Filme 3
(F3).

Na Figura 10 estdo apresentados os espectros de FTIR para os filmes FC, F1, F2
e F3. A alteracdo no comprimento de ondas a partir da alteracdo dos grupos funcionais
permite analisar as interacOes intermoleculares entre os compostos e explicar as
variagoes das propriedades dos filmes. No espectro do FC estdo os valores para cada
pico, estes que sofrem variacdo insignificante em relacdo aos outros espectros e por isso

os valores do nimero de onda nao s&o discriminados nos outros espectros.

As amostras demonstraram todas as caracteristicas espectrais tipicas de filme de
proteina com cera e sdo encontradas nas regides de amida, 3279, 2922, 1630, 1540 e

1240 cm™, correspondendo respectivamente a amida-A (estiramento da ligacdo NH),
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amida- B (estiramento da ligacdo CH e -NHs+) e grupos de estiramento alifatico (-CHz
ou CHy>) adicionados pela cera, amida-I (estiramento da ligacdo C=0), amida Il (oriunda
da deformacéo angular de NH e alongamento da ligacdo CN) e a amida-I11 (alongamento
de CN e vibracéo de flexdo de NH). O pico 1045 cm™ é devido ao alongamento C-O e
vibracGes de deformacdo OH (KAEWPRACHU et al. 2018; SILVA et al. 2021; SUN
et al. 2021).

Ha um amplo pico de absorcéo na faixa de 3000 cm™ a 3705 cm-1, na banda de
amida I, ele é atribuido a um estiramento N-H, NH3+ e CH e liga¢des de hidrogénio
intermoleculares entre as moléculas de C, isso indica a incorporacdo e interacdo das
moléculas de glicerol na formac&o do filme (KIRAN; LIN; XUESONG ; LI, 2016; Silva
etal. 2021). Ha um aumento da amplitude no pico 2922, esse aumento indica a presenca
de componente hidrofébico, neste caso adicionado pela cera (Souza, Monte, Pinto.
2011).

Os espectros de FTIR demonstraram variacdo na amplitude e ndo variaram no
nimero de ondas, onde, segundo Kaewprachu et al. 2018, indica que ndo houve
interacdo entre os componentes, justificando os resultados de permeabilidade ao vapor

d’agua.
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6. CONCLUSAO

A adicdo de cera de abelha a filmes biodegradaveis de gelatina da pele de peixe
atuou muito bem melhorando as caracteristicas de solubilidade e servindo como barreira
a luz, fatores que levam a degradacéo e oxidacdo de compostos dos alimentos, levando-
0s a deterioracao.

Dentre as variaveis independentes estudadas, a concentracdo de cera de abelha
foi a que exerceu maior efeito significativo sobre as propriedades estudadas.

Algumas propriedades do filme de gelatina da pele de peixe com cera de abelha,
como PVA e MEV, foram afetadas por bolhas e partes insollveis nédo visiveis e a
estrutura final do filme seco com espaco vazios causados pelas bolhas e rachaduras
visiveis e invisiveis a olho nu. A Espectroscopia de infravermelho com transformado de
Fourier demonstrou que ndo houve interacdo entre os componentes do filme,
confirmando os achados para PVA.

Conclui-se que melhorias podem ser feitas para otimizar a homogeneizacédo da
cera na gelatina para gerar filmes uniformes. Filmes bi-camadas também podem ser

pesquisados a fim de contornar o problema emulsificacdo da cera.
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