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RESUMO

A presente tese consta de varias etapas conectadas e 0s objetivos de cada uma sdo: a) estudar
a influéncia da utilizacao de diferentes tipos de residuos de peixe para extragdo de proteinas
miofibrilares (PM) nas propriedades tecnoldgicas de filmes biodegradaveis; b) Estudar o
efeito de diferentes métodos e temperaturas de secagem das PM de peixes sobre as
propriedades tecnoldgicas dos filmes; c) Desodorizar as PM de peixe usando extracdo com
CO, supercritico, comparar com a extragdo com solvente em Soxhlet e elaborar filmes
biodegradaveis com propriedades sensoriais adequadas para uso como embalagem de
alimentos. Baseado nesses objetivos foram elaborado trés manuscritos com os resultados das
pesquisas. No primeiro manuscrito foram utilizados as carcacas com musculo aderido para
obter a carne mecanicamente separada (CMS) e as aparas do toalete dos filés. As PM foram
extraidas desses residuos e os filmes produzidos. Os resultados mostraram que o tipo de
residuo utilizado influencia diretamente em todas as propriedades analisadas dos filmes,
devido as diferentes composicdes centesimal das PM da CMS e das aparas com diferencas
significativas principalmente quanto ao teor de lipideos e cinzas. Esses compostos ndo
protéicos na proteina extraida da CMS atuaram como interferente na formacdo do filme
gerando propriedades tecnoldgicas e térmicas inferiores quando comparadas ao filme
produzido com PM extraidas das aparas. Aumentar o nimero de lavagens na extracdo de PM
de residuos mais gordurosos e pigmentados poderia diminuir a concentracdo de compostos
ndo protéicos. No segundo manuscrito as PM foram secas por liofilizacdo a -60 ° C por 48 h e
por secagem convectiva de ar quente a 40 ° C, 60 °C a 80 °C. Na secagem por conveccao,
foram construidas curvas de secagem e avaliados os ajustes dos modelos matematicos. Os
filmes foram produzidos com as proteinas secas nas diferentes condi¢des e caracterizados. Os
tempos de secagem encontrados foram 540 min (40 °C), 300 min (60 ° C) e 120 min (80 °C).
Os modelos "logaritmicos" seguidos da "aproximacdo da difusdo™ foram os que melhor se
ajustaram a todas as temperaturas. Os resultados da eletroforese de proteinas e a
caracterizacdo do filme mostraram que a secagem convectiva causou alteraces na estrutura
tridimensional das PM, favorecendo a formacdo de uma rede proteica altamente reticulada
com intmeras ligacGes de hidrogénio, hidrofobicas e dissulfeto, gerando filmes com
propriedades iguais ou melhores que os elaborados com as PM liofilizadas. Foi possivel
constatar que a secagem por convecgdo por ar quente pode ser empregada de forma eficiente
em PM utilizadas na producdo de filmes biodegradaveis reduzindo o tempo e o custo da

producdo dos filmes. No terceiro manuscrito, para desodorizar as PM foi utilizado CO,



supercritico, construidas isotermas de rendimento global nas condi¢des de 40 e 60 °C a 200,
300 e 400 bar. Na extragdo com solvente em Soxhlet foi usado o éter de petrdleo a 52°C por
2h 30 min. Os filmes foram produzidos com a PM controle sem desodorizacdo e com a PM
desodorizadas com solvente em Soxhlet (devido as limitacdes originadas em decorréncia da
pandemia causada pelo novo corona virus (SARS-CoV-2), até o momento ndo foi possivel
definir a melhor condicdo de desodorizacdo com CO, supercritico e elaborar o filme com a
PM desodorizada por esse metodo). Os resultados mostraram que a melhor condicéo
operacional com CO; supercritico foi 40 °C/200 bar com rendimento de 5,06 b.s. A melhor
condigdo de extracdo supercritica considerando a maior eficiéncia na retirada do odor de peixe
ainda ndo foi possivel ser determinada devido a auséncia da analise de compostos aromaticos,
ndo sendo possivel afirmar se o maior rendimento de extracdo do Oleo estd diretamente
relacionado com maior extracdo de outros compostos aromaticos como a trimetilamina e
dissulfeto de dimetilamina. O rendimento em relacdo a extracdo de 6leo foi maior na extracao
com solvente em Soxhlet (8,04 b.s), possivelmente devido a baixa seletividade do solvente
organico que também pode extrair outros compostos comparado ao CO, supercritico que é
altamente seletivo. O filme produzido com PM que passaram pela desodorizacdo com
solvente em Soxhlet apresentou todas as propriedades estudadas melhoradas em relacdo ao
controle. Isso indica que a retirada de lipideos pode solucionar ndo somente o problema com o
odor de peixe nos filmes, como proporcionar uma proteina mais isolada e sem interferentes

que favorecem a formacao de filmes com melhores propriedades.

Palavras - chave: Residuos de peixe, Proteinas miofibrilares, Secagem convectiva, Cinética
de secagem, Desodorizacao, CO, supercritico.



ABSTRACT

The present thesis consists of several connected stages and the objectives of each are: a) to
study the influence of the use of different types of fish residues for the extraction of
myofibrillar proteins (MP) on the technological properties of biodegradable films; b) To study
the effect of different drying methods and temperatures of fish MP on the technological
properties of the films; c) Deodorize fish MP using extraction with supercritical CO2,
compare with solvent extraction in Soxhlet and elaborate biodegradable films with sensory
properties suitable for use as food packaging. Based on these objectives, three manuscripts
were prepared with the research results. In the first manuscript, carcasses with adhered muscle
were used to obtain the mechanically separated meat (MSM) and the fillet toilet parings. The
MP were extracted from these residues and the films produced. The results showed that the
type of waste used directly influences all the analyzed properties of the films, due to the
different centesimal compositions of the MP of the MSM and of the parings with significant
differences mainly in the content of lipids and ash. These non-protein compounds in the
protein extracted from the MSM acted as an interference in the formation of the film,
generating inferior technological and thermal properties when compared to the film produced
with MP extracted from the parings. Increasing the number of washes in the extraction of MP
from more fatty and pigmented residues could decrease the concentration of non-protein
compounds. In the second manuscript, the MP were dried by lyophilization at -60 ° C for 48 h
and by convective drying of hot air at 40 °C, 60 °C at 80 °C. In convection drying, drying
curves were constructed and the adjustments of the mathematical models were evaluated. The
films were produced with dried proteins in different conditions and characterized. The drying
times found were 540 min (40 °C), 300 min (60 °C) and 120 min (80 °C). The "logarithmic"
models followed by the "diffusion approach” were the ones that best adjusted to all
temperatures. The results of protein electrophoresis and the characterization of the film
showed that the convective drying caused changes in the three-dimensional structure of MP,
favoring the formation of a highly reticulated protein network with numerous hydrogen,
hydrophobic and disulfide bonds, generating films with equal or better properties than those
made with lyophilized MP. It was possible to verify that the convection drying by hot air can
be used efficiently in MP used in the production of biodegradable films, reducing the time and
the cost of producing the films. In the third manuscript, to deodorize the MP, supercritical
CO2 was used, with global yield isotherms built at 40 and 60 °C at 200, 300 and 400 bar. In

solvent extraction in Soxhlet, petroleum ether was used at 52 ° C for 2h 30 min. The films



were produced with MP control without deodorization and with MP deodorized with solvent
in Soxhlet (due to the limitations caused by the pandemic caused by the new corona virus
(SARS-CoV-2), until now it was not possible to define the best condition of deodorization
with supercritical CO2 and make the film with MP deodorized by this method). The results
showed that the best operational condition with supercritical CO2 was 40 ° C / 200 bar with a
yield of 5.06 b.s. The best condition for supercritical extraction considering the greater
efficiency in removing fish odor has not yet been determined due to the lack of analysis of
aromatic compounds, it is not possible to say whether the higher oil extraction yield is directly
related to greater extraction of oil other aromatic compounds such as trimethylamine and
dimethylamine disulfide. The yield in relation to oil extraction was higher in solvent
extraction in Soxhlet (8.04 b.s), possibly due to the low selectivity of the organic solvent that
can also extract other compounds compared to the highly selective supercritical CO2. The
film produced with MP that underwent solvent deodorization in Soxhlet showed all the
studied properties improved in relation to the control. This indicates that the removal of lipids
can solve not only the problem with the odor of fish in the films, but also provide a more

isolated protein without interferences that favor the formation of films with better properties.

Key words: Fish residues, Myofibrillar proteins, Convective drying, Drying Kinetics,

Deodorization, supercritical CO,.
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INTRODUCAO GERAL

Filmes biodegradaveis sdo materiais produzidos com biopolimeros como
carboidratos, proteinas e lipideos que tem se tornado cada vez mais popular por serem uma
boa possibilidade de substituicdo ou diminuicdo do uso de embalagens sintéticas, sendo
portanto considerado ambientalmente adequadas (MISHRA et al., 2020).

As proteinas miofibrilares de peixe sdo extensivamente utilizadas nas pesquisas de
producdo de filmes. Essas proteinas podem ser extraidas de todo o material muscular do
peixe, isso inclui o residuo gerado durante o processamento. A utilizacdo de residuos para
extracdo de proteinas, apresenta a vantagem de contribuir ainda mais a diminuicdo de danos
ambientais, minimizando o descarte inadequado desses residuos. O tipo de material muscular
(residuos, filé etc.) e a espéecie de peixe utilizado na extracdo das proteinas podera interferir
diretamente na composi¢cdo da proteina final obtida, logo, também podera afetar as
propriedades dos filmes produzidos. Neste trabalho foi utilizado residuos da dourada
(Brachyplatystoma rousseauxii), espécie muito utilizado para filetagem nas industrias e
mercados da regido e produz grande volume de residuos na etapa de filetagem
(CHAMALAIAH et al., 2012; GAUTAM; KAKATKAR; KARANI, 2016; BATISTA et al.,
2020).

Apos a extracdo das proteinas miofibrilares, o concentrado de proteinas precisam ser
armazenados e conservados até sua utilizacdo para a producdo dos filmes. Os métodos
comumente usados sdo o congelamento e secagem por liofilizacdo ou secagem convectiva. A
opcao de conservacao pela secagem apresenta as vantagens de reduzir a umidade e atividade
de 4gua que causara a reducdo do crescimento microbiano e consequentemente prolongara a
vida 0til dessas proteinas. Além disso, também diminui peso e volume que acarreta na
reducdo dos custos de transporte e armazenamento. No entanto, a secagem pode ocasionar
alteracdes nas propriedades das proteinas requerendo analise cautelosa para definir o melhor
método de secagem utilizado em proteinas usadas para producdo de filmes (DEHNAD;
JAFARI; AFRASIABI, 2016; KAVEH; ABBASPOUR-GILANDEH, 2020; LI et al., 2020)

Além disso, os filmes produzidos com proteinas miofibrilares de peixe possuem uma
particularidade, que é o odor caracteristico de peixe, que apesar de ndo ser relatado na
literatura, esta presente assim como nos demais produtos de peixe. Essa peculiaridade pode
ser um fator limitante na sua utilizacdo como embalagem de alimentos, uma vez que esses
materiais entram em contato direto ou interagem com os alimentos embalados e precisam
apresentar propriedades sensoriais aceitaveis (SHIMODA et al., 2000; PAN et al., 2018). O

odor de peixe € atribuido a compostos, incluindo alcoois, aldeidos, cetonas, pirazina, furano,
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trimetilamina, etc. acumulados do ambiente aquatico ou formados por oxidacao lipidica e
reagOes enzimaticas no corpo do peixe (PAN et al., 2018). Desta forma, infere-se que o odor
caracteristico de peixe pode ser reduzido ou eliminado pela diminuicdo dos lipideos e dos
compostos nitrogenados.

Para embasar estas afirmagdes, o primeiro capitulo foi elaborado com uma
“Revisdo da Literatura”, para subsidiar a validade cientifica dessa tese.

O segundo capitulo tem como titulo “Propriedades tecnoldgicas de filmes
biodegradaveis produzidos com proteinas miofibrilares extraidas de diferentes tipos de
residuos de peixes”. O objetivo foi investigar se o tipo de residuo de peixe utilizado na
extracdo de proteinas miofibrilares impacta nas propriedades tecnoldgicas de filmes
biodegradaveis.

O titulo do terceiro capitulo ¢ “Efeito da secagem por convec¢ao e liofilizagdo de
proteinas miofibrilares de peixe sobre as propriedades tecnoldgicas de filmes biodegradaveis™.
Que analisa o efeito de diferentes métodos e temperaturas de secagem de proteinas
miofibrilares extraidas de residuos de peixe nas propriedades tecnoldgicas dos filmes, e assim
definir o melhor método e condicao de secagem.

E finalmente, visando obter filmes biodegradaveis sem odor caracteristico de peixe, 0
quarto capitulo tem como titulo “Desodorizacdo de proteinas miofibrilares de peixe com
fluido supercritico para producdo de filmes biodegradaveis com melhores caracteristicas

sensoriais”. Teve como objetivo desodorizar as proteinas miofibrilares de peixe por extracao

com CO; supercritico, comparar com extracdo com solvente em Soxhlet, e produzir filmes

com propriedades sensoriais adequadas para uso como embalagem de alimentos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar a influéncia da utilizacdo de diferentes tipos de residuos de peixe, de
métodos de secagem e desodorizacdo com fluido supercritico de proteinas miofibrilares

nas propriedades tecnoldgicas e sensoriais de filmes biodegradaveis.

OBJETIVO ESPECIFICO

— Investigar se o tipo de residuo de peixe utilizado para extracdo de proteinas
miofibrilares afeta as propriedades tecnolégicas de filmes biodegradaveis.

— Estudar o efeito de diferentes métodos e temperaturas de secagem de proteinas

miofibrilares de peixes sobre as propriedades tecnoldgicas dos filmes.

— Desodorizar proteinas miofibrilares de peixe usando extracdo com CO, supercritico,
comparar com extragdo com solvente em Soxhlet e posteriormente elaborar filmes
biodegradaveis com propriedades sensoriais adequadas para uso como embalagem de

alimentos.
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Capitulo |

1. REVISAO DE LITERATURA

1.2. FILMES BIODEGRADAVEIS DE PROTEINAS MIOFIBRILARES DE PEIXE

Filmes biodegradaveis sdo materiais produzidos com matérias primas nao toxicas e
de fontes renovéveis como carboidratos, proteinas e lipideos. Sua producéo é fortemente
impulsionada por questdes ambientais, principalmente devido ao uso indiscriminado de
embalagens sintéticas de derivados de petroleo, que apesar de suas excelentes propriedades
como flexibilidade, capacidade de impresséo, resisténcia contra diferentes fatores ambientais
e mecanicos e baixo custo, levam anos para se decompor e sdo prejudiciais aos animais
terrestres e marinhos, bem como as aves que tendem a se alimentar desses residuos plasticos.
Além disso, também é uma demanda ambiental a busca por matérias primas de fontes
renovaveis, que possam substituir pelo menos parcialmente o uso de derivados de petroleo
(BHARGAVA et al., 2020; MISHRA et al., 2020).

Os filmes devem atender a alguns requisitos que sdo avaliados por algumas
caracteristicas importantes como resisténcia mecanica (resisténcia a tracdo, modulo de Young
e elongagdo), taxa de transmissdo de vapor d’agua (PVA) cor e transparéncia do filme. A
resisténcia mecanica é essencial para proteger o alimento contido das cargas externas. As
propriedades de barreira sdo essenciais para prevenir a transmissao de liquidos/gases entre o
alimento contido e 0 meio ambiente. A cor e transparéncia do filme sdo essenciais para
melhorar a aceitacdo pelos consumidores. Além disso, a aceitabilidade do consumidor
também depende das propriedades sensoriais, como aparéncia do filme, textura, sabor, odor,
entre outras (JEEVAHAN et al., 2020).

A escolha do método de aplicacdo na forma de filme ou revestimento em produtos
alimenticios ir4 depender da natureza do alimento que ird ser revestido, os atributos da
superficie e o objetivo principal da aplicacdo (SUHAG et al., 2020). A principal diferenca é
gue os revestimentos sdo aplicados na forma liquida no alimento, geralmente por imersdo do
produto em solugéo ou por aspersédo borrifando a solugdo sobre o alimento, formando uma
camada fina e protetora. Ja os filmes sédo primeiro moldados como folhas sélidas e depois
aplicados como material de embalagem que envolve o produto alimentar, ambos atuam como

uma barreira contra a transmiss@o de solutos, vapores e gases preservando a qualidade dos
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alimentos desempenhando papel importante na conservagéo, distribuicdo e comercializagéo
(FALGUERA et al., 2011; MISHRA et al., 2020).

Para serem considerados comestiveis os filmes precisam atender a requisitos que
assegurem que sejam adequados para consumo humano, tais como, excelentes qualidades
sensoriais, alta estabilidade microbiana, livre de tdxicos e seguro para a salde. Ao serem
seguros para consumo humano, também garantem que a difusdo de moléculas da embalagem
para o alimento ndo criara problemas de saide. Com filme biodegradavel e comestivel, o
problema de eliminacdo de residuos € quase zero, pois mesmo que nao sejam ingeridos,
degrada-se mais rapidamente no meio ambiente em comparagdo com 0s produtos sintéticos
(JEEVAHAN et al., 2020).

A producdo de filmes biodegradaveis além de ser uma possivel solucdo ao uso
indiscriminado de embalagens sintéticas, também é uma alternativa para o reaproveitamento
de residuos gerados em inddstrias alimenticias, e dessa forma auxiliar na valoriza¢do e no
gerenciamento desses residuos industriais.

A indUstria de pesca gera grande variedade de residuos solidos que podem ser
utilizados para producdo de filmes. Carcaca com musculo aderido e aparas resultante do
processo de filetagem podem ser utilizados para extracdo de proteinas miofibrilares
(BATISTA et al., 2020). Proteinas miofibrilares sdo biopolimeros adequados para formar
filmes com boas propriedades de barreira ao oxigénio e dioxido de carbono, no entanto,
devido a natureza hidrofilica dessas proteinas e dos plastificantes adicionados, a propriedade
de barreira ao vapor de agua é pobre (MISHRA et al., 2020). Possuem também melhores
propriedades mecénicas quando comparada a filmes produzidos com outros biopolimeros,
iSso ocorre porque as proteinas contém 20 tipos diferentes de aminoacidos que tornam as
caracteristicas funcionais mais variadas, permitindo ampla gama de interacGes
intermoleculares em comparacdo com o0s polissacarideos, que Ssd0 na sua mMmaioria
homopolimeros (FRASISCA et al., 2020).

Os estudos de filmes biodegradaveis com proteinas miofibrilares de peixe comecou
na década de 90 quando Cuq et al. (1995) trabalharam com sardinha do Atlantico e
demonstraram a capacidade dessas proteinas de formar filmes transparentes e resistentes.
Desde entdo, muitos outros trabalhos ja foram realizados.

Para serem utilizadas no processo de elaboracdo dos filmes, primeiro as proteinas
miofibrilares precisam ser extraidas adequadamente. Essa extracdo é feita com sucessivas
lavagens do material muscular com &gua e solucdo salina para eliminar sangue, gordura e as

proteinas sarcoplasmaticas. Depois disso, o material é congelado ou seco, quando seco,
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posteriormente é triturado e peneirado para retirada de tecido conjuntivo (proteinas
insoltiveis) (ARAUJO et al., 2018; BATISTA et al., 2020).

Na elaboracdo dos filmes, as proteinas miofibrilares sozinhas formam peliculas
quebradicas, devido a presenca de fortes ligacGes covalentes, principalmente dissulfeto, e
nessas condicdes, ndo tem aplicacdo pratica. Para aumentar a flexibilidade dessas peliculas é
adicionado um plastificante, sdo geralmente polidis, com baixo peso molecular e ndo volateis,
objetivando reduzir as interacdes proteina-proteina, resultando em um aumento da mobilidade
destas cadeias e, consequentemente, em peliculas flexiveis e a diminuicdo de possiveis zonas
descontinuas e/ou quebradicas (MISHRA et al., 2020).

Durante a elaboracdo do filme também é necessario controlar o pH da solugéo
filmogénica, uma vez que as proteinas miofibrilares séo insoltveis em agua. Com o0 ajuste do
pH essas proteinas sdo totalmente distendidas e intimamente associadas umas com as outras
em estruturas paralelas. O tratamento térmico da solucdo filmogénica também é importante,
visto que praticamente todos o0s estudos mostram a necessidade da desnaturacdo e
desdobramento da proteina como passos prévios para interacdes ordenadas proteina-proteina e
formacdo de agregados proteicos. Esses tratamentos permitem que essas proteinas sejam
capazes de formar uma matriz continua durante a secagem da solucdo (CUQ et al., 1995;
IWATA et al., 2000).

1.3. PROTEINAS MIOFIBRILARES DO PEIXE

As proteinas do peixe podem ser divididas em trés grupos, baseado na solubilidade.
Cerca de 70 a 80% sdo proteinas estruturais formadas pelas proteinas miofibrilares que séo
soliveis em solucGes salinas e responsaveis pela atividade muscular. De 10 a 20% sao
proteinas sarcoplasmaticas, sollveis em agua, encontradas principalmente no plasma celular.
E de 2 a 3% sdo proteinas estruturais, insoluveis em solugdes salinas e formam o tecido
conectivo, sendo compostas principalmente pelo colageno (OGAWA; MAIA, 1999; KUHN,
SOARES, 2002).

As proteinas miofibrilares séo as principais proteinas estruturais no musculo do peixe
e podem ser divididas em trés subgrupos: proteinas contrateis representadas pela miosina e a
actina. A miosina constitui de 50 a 60% da fracdo miofibrilar e a actina 15 a 20% e sdo
diretamente responsaveis pela contracdo muscular. Proteinas reguladoras que sdo a
tropomiosina e troponina, representam de 8 a 10% do total das proteinas miofibrilares. E as

proteinas citoesqueléticas que tem como principais a titina, conectina, nebulina, desmina. As
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proteinas do citoesqueleto funcionam para apoiar e estabilizar a proteinas contréateis do
muasculo (XIONG; BREKKE, 1989; SIKORSKI, 1990; MCCORMICK, 1994; XIONG,
1997).

Do ponto de vista alimentar, as proteinas miofibrilares séo as principais proteinas do
musculo do peixe, medindo cada fibra de 0,01 a 0,1 mm de comprimento por 1 a 2 um de
diametro (OGAWA,; MAIA, 1999).

As proteinas miofibrilares tém papel fundamental na coagulacdo e formacéo de gel
quando se processa 0 musculo de pescado. Estas formam as miofibrilas, e conferem as células
musculares sua propriedade contréctil. Influenciam tecnologicamente nas qualidades culinaria
e comercial de carnes, pois sdo responsaveis pela capacidade de retencdo de Aagua,
propriedades emulsificantes e maciez, contendo ainda quantidades importantes de
aminoacidos essenciais, contribuindo em mais de 70% do suporte proteico. Sdo as proteinas
mais importantes nutricionalmente, por fornecer aminoécidos essenciais em quantidades
adequadas para a necessidade dos seres humanos (SIKORSKI, 1994; KUHN; SOARES,
2002).

S8o proteinas normalmente insolGveis em agua, mas podem ser solubilizadas
controlando-se 0 pH da solugdo ou em solugdes salinas de alta forga i6nica (i > 0,5). Podem
ser extraidas com solucdes salinas neutras de forca iénica acima de 0,15 (SIKORSKI, 1990;
XIONG, 1997; OGAWA; MAIA, 1999; IWATA et al., 2000).

1.4. FONTES DE PROTEINAS MIOFIBRILARES DE PEIXE UTILIZADAS NA
PRODUCAO DE FILMES

De todo material muscular do peixe € possivel extrair proteinas miofibrilares, isso
inclui residuos gerados durante o processamento (CHAMALAIAH et al., 2012; ZHANG et
al., 2020).

Na producdo de filmes biodegradaveis de proteinas miofibrilares de peixe, a maioria
das pesquisas extrairam as proteinas de todo material muscular do peixe ou de filés, aparas e
carne mecanicamente separada (CMS) (Tabela 1). As aparas e a carcaga usada na obtencdo da
CMS sdo residuos produzidos durante o processo de filetagem (BATISTA et al., 2020).

Residuos como sobras de masculo, cabega, carcaca, pele, 0ssos, escamas e tripas
constituem cerca de 60-70% da matéria-prima e sdo descartados pelas industrias de filetagem
(EL HALAL et al., 2016). A utilizacdo de residuos para extracdo de PM apresenta a vantagem

de ajudar a eliminar ou diminuir o descarte inadequado minimizando danos ambientais e
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possibilita e gerar receita adicional para industria (GAUTAM; KAKATKAR; KARANI,
2016).

A dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), espécie estudada nesse trabalho, é uma
das espécies de peixes mais importantes comercializadas na Amazonia (GONZALEZ et al.
2009). E um peixe grande, frequentemente utilizado para filetagem nas industrias e mercados
da regido, e produz grande volume de residuos. Durante o processamento do pescado, a etapa
de filetagem, gera diferentes tipos de residuos, como a carcaca e as aparas (BATISTA et al.,
2020).

A origem do material muscular utilizado (filé, aparas ou carne mecanicamente
separada) para extrair as proteinas terd influéncia direta nas propriedades dos filmes que
serdo produzidos. Isso ocorre porque no musculo do peixe existem diferentes regides com
diferentes composicdes fisico-quimicas (SHAMIM; AHMED; ABDULLAH, 2011),
consequentemente, as PM extraidas também apresentardo variacbes em sua cComposicao e isso
influeciara no filme produzido. Da mesma forma, a espécie de peixe utilizada também tem
influéncia, devido grandes variacdes entre espécies, e mesmo dentro da mesma espécies, que
ocorre por fatores como tamanho, idade, estacdo, sexo e localizacdo geografica (BEGUM,;
AKTER; MINAR, 2012).

Neste trabalho as proteinas miofibrilares foram extraidas de residuos presente na
carcaca que foi processada e gerou a carne mecanicamente separada (CMS) e das aparas da

filetagem.

1.4.1. Carne Mecanicamente Separada (CMS)

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000),
entende-se por carne mecanicamente separada (CMS), a carne retirada a partir de 0ssos,
carcacas ou partes de carcacas, com excecdo dos 0ssos da cabeca, submetidos a separac¢ao
mecanica em equipamentos especiais (maquinas de separagdo mecanica).

A CMS ¢é uma tecnologia japonesa de 1940, sua criacdo foi reflexo da necessidade da
indUstria de viabilizar a melhor utilizagdo e aproveitamento de espécies de pequeno porte, de
baixo valor comercial, de fauna acompanhante e da crescente demanda por produtos de
pescado. Posteriormente a técnica foi estendida para o aproveitamento de carcagas com carne
aderida apos filetagem, que também geram CMS de 6tima qualidade, aumentando o
rendimento do processo, diminuindo perdas e gerando matéria prima versatil para o
desenvolvimento de diversos produtos. A utilizagdo dessa tecnologia pode resgatar uma

parcela do pescado normalmente destinada a producdo de farinha para racdo animal,
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agregando valor a uma parte depreciada das capturas (MORAIS; MARTINS, 1981,
GUIMARAES; CALIXTO; MESQUITA, 2017).

O rendimento da CMS depende da espécie e do tamanho do peixe utilizado, variando
de 40 a 60% do peso total do pescado. Se a CMS for resultante da carcaca do processo de
filetagem, rende cerca de 10% do peso total do pescado (BOSCOLO; FEIDEN, 2007).

1.4.2. Aparas

As aparas sdo obtidas do toalete realizado no filé para padronizar o formato e € feito
durante o processamento de peixes. Aparas dorsal e ventral e do corte em “v” do filé,
representam em média 5% do peso total do peixe inteiro. Desse total de aparas, cerca de 15%
sdo provenientes do corte em “v” para a retirada de espinhas remanescentes no fil¢, e 85% sao
provenientes do corte dorsal e ventral da padronizacdo. Assim, uma planta de filetagem que
processa 6 toneladas/dia, obtém 300 kg/dia de aparas, matéria-prima de alta qualidade capaz

de gerar excelentes produtos para o consumo humano (VIDOTTI; BORINI, 2006).

1.5. METODOS DE SECAGEM DE PROTEINAS MIOFIBRILARES DE PEIXE
UTILIZADAS NA PRODUCAO DE FILMES

Apbs a extracdo das proteinas miofibrilares, o concentrado de proteinas obtido precisa
ser armazenado e conservado para posterior utilizacdo. As proteinas usadas para producao de
filmes biodegradaveis, as pesquisas usam o congelamento ou secagem, quando optam pela
secagem, comumente usam o método de liofilizacdo e em minoria a secagem convectiva por
ar quente em estufa (Tabela 1).

A conservagdo por secagem apresenta a vantagem de diminuir o peso e o volume do
produto seco e com isso agregar praticidade. Ao remover/reduzir a umidade, a atividade da
agua € reduzida, o crescimento microbiano é reduzido e a vida til é prolongada pelo aumento
da estabilidade do produto, além da reducdo dos custos de transporte e armazenamento. Ao
secar, as propriedades do produto podem sofrer alteracfes e reagdes quimicas. A intesidade
dessas alteracbes vai depender do tipo de secagem utilizado (KAVEH; ABBASPOUR-
GILANDEH, 2020; L1 et al., 2020).

A secagem de alimentos é um processo complexo e acompanhado por uma série de
transformacdes fisico-quimicas que induzem a mudangas nos atributos nutricionais,
funcionais e sensoriais. Essas mudancgas geralmente sdo vistas como negativas em relacdo a

qualidade do produto final. Consiste em uma operagdo por meio da qual a 4gua ou qualquer
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outro liquido é removido de um material. Ocorre com a aplicacdo de calor sob condicbes
controladas, para remover por evaporacdo a maioria da agua presente em um alimento, ou no
caso da liofilizacdo, por sublimacédo, onde a amostra é congelada a -50 °C aproximadamente, e
sob vacuo todo o gelo presente € retirado sem causar grandes alteracdes no produto (LI et al.,
2020).

A secagem de proteinas pode afetar diretamente a sua estrutura. Se usado métodos de
secagem por aquecimento algum nivel de desnaturacdo e desdobramento das proteinas pode
impactar em suas propriedades funcionais e nutricionais (DEHNAD; JAFARI; AFRASIABI,
2016). Possivelmente seja por isso que a maioria dos trabalhos que fizeram filmes
biodegradaveis com proteinas miofibrilares previamente secas, optaram pela liofilizacdo
(Tabela 1) que € um método que possui como uma de suas principais vantagens a preservacao
das caracteristicas do produto (FENG et al., 2020).

A segunda opcédo de secagem usada nos trabalhos que fizeram filmes biodegradaveis
com proteinas miofibrilares previamente secas é a secagem convectiva (Tabela 1). Esse
método possui a vantagem de ser mais simples e econdmico entre os diversos processos de
secagem. No entanto, por ser uma secagem feita com ar quente, esse contato com o calor pode
ser desvantajoso (SINGH; TALUKDAR, 2020; VILLA-CORRALES et al., 2010).

No caso das proteinas miofibrilares de peixe, a secagem convectiva pode causar perda
de propriedades funcionais das proteinas pela mudanca em sua estrutura. No entanto, um
guestionamento precisa ser considerado: sera que essa mudanca na estrutura da proteina seria
um problema quando se trata de proteinas que serdo utilizadas para producdo de filmes
biodegradaveis? Analisando como ocorre a formacdo do filme, o importante é que as
diferentes moléculas de proteinas consigam se unir por ligacGes de hidrogénio, ibnicas,
hidrofobicas e covalentes formando uma rede tridimencional de proteinas. Levando isso em
consideracdo, as alteracfes na conformacado da proteina podem ser ruim para as propriedades
funcionais, no entanto, para a producéo de filme podem ser até favoraveis. O desdobramento
da proteina expde grupos que podem favorecer a formacdo de mais ligacbes dissulfeto e
hidrofébica entre as diferentes moléculas de proteinas, que sdo ligacGes fortes, e portando,
pode gerar filmes com melhores propriedades (HAMMANN; SCHMID, 2014;
KOWALCZYK etal., 2014).

Apesar de a liofilizacdo oferecer uma proteina com propriedades funcionais e
nutricionais preservadas, € um método de secagem que gera altos custos de energia para
manter 0 vacuo e a baixa temperatura visto que sdo necessarios longos periodos de secagem

que podem se estender de varias horas a dias (FENG et al., 2020).
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Fora as questdes de preservacdo das propriedades nutricionais e funcionais, outros
fatores do processo de secagem também precisam ser considerados ao mesmo tempo, como 0
consumo de energia, tempo e custo (LI et al., 2020). Além da necessidade de também avaliar
qual o objetivo da secagem desse material, para ndo usar um metodo caro sem a real
necessidade. A economia de energia de um por cento nos processos de secagem pode
economizar mais de 10% nos custos totais de produ¢do em uma industria (PHAM; KHAM;
KARIM, 2020).

Atualmente, o custo de producéo de filmes biodegradaveis no geral é em torno de 10 a
50 vezes maior que os filmes plasticos derivados do petréleo. Porém, como esta producéo
filmes esta em fase de desenvolvimento, o alto custo ndo pode ser tomado como um ponto
negativo neste momento. No entanto, é preciso aperfeicoar todo o processo de producdo para
gue o custo total da embalagem seja 10% inferior ao custo do produto embalado. O custo de
filmes biodegradaveis devem ser menor ou igual aos filmes sintéticos para poder ter
competitividade e atrair clientes (JEEVAHAN et al., 2020). Nesse contexto, é crucial escolher
cuidadosamente o método de secagem mais adequado para as proteinas miofibrilares
utilizadas na producao de filmes, podendo contribuir para diminuicdo desse custo de producao

do filme.

1.5.1. Liofilizacéo

Liofilizacdo é um método de secagem baseado na sublimacdo do gelo contido no
material. Foi desenvolvida para reduzir as perdas dos compostos responsaveis pelo sabor e
aroma dos alimentos, que s&o muito afetados pelas altas temperaturas de processos de
secagem convencionais. 1sso ocorre porque a secagem € realizada a temperaturas muito baixas
e o produto final sofre poucos danos causados por degradacdo térmica e quimica (PISANO;
BARRESI; FISSORE, 2011; OIKONOMOPOULOU; KROKIDA; KARATHANOS, 2011).

O processo de liofilizacdo envolve trés etapas (1) estagio de congelamento, (2) estagio
de secagem primaria, e (3) estagio de secagem secundaria. Na primeira etapa a amostra é
previamente congelada. Na segunda etapa ocorre o estagio priméario de secagem onde 0
solvente congelado é removido por sublimacdo, isso requer que a pressdo do sistema
(liofilizador) em que o0 produto é seco seja menor ou proximo a press@o de vapor de equilibrio
do solvente congelado. A hora em que ndo ha mais nenhuma camada congelada (ou seja, ndo
h& mais sublimacdo na interface) é considerado o fim do estdgio de secagem priméria. A
etapa de secagem secundaria envolve a remocdo da &gua que ndo congelou (isso é

denominado &gua sorvida ou agua ligada) e comeca no fim da etapa de secagem primaria,
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nessa etapa a agua é dessorvida e o0 vapor é transportado através dos poros do material que é
seco (DUAN et al., 2016).

E considerado o mais nobre processo conhecido de conservacdo de produtos
bioldgicos, porque reune os dois métodos mais fidveis de conservacdo, o congelamento e a
desidratacdo. No entanto, apesar de muitas vantagens, ¢ uma forma muito cara de
desidratacdo de alimentos, devido a velocidade lenta de secagem, a necessidade de usar vacuo
e a aplicacdo de tratamentos prévio de congelamento. A analise comparativa da quantidade de
energia gasta entre os métodos convencionais de secagem e a liofilizagdo mostrou que a
energia necessaria para remover 1 kg de agua é quase o dobro para a liofilizacdo do que para
secagens convencionais (DUAN et al., 2016; FENG et al., 2020).

Diante disso, a liofilizacdo tornou-se uma alternativa industrial importante para a
secagem de produtos de alto valor, como alimentos sensiveis ao calor (frutas e legumes que
perdem seu aroma e sabor se permanecerem em alta temperatura por muito tempo), produtos
farmacéuticos entre outros (OIKONOMOPOULOU; KROKIDA; KARATHANOS, 2011;
KUMAR; TIWARI; BELORKAR, 2015).

1.5.2. Secagem convectiva

A secagem por conveccdo é considerado um processo simultaneo de transferéncia de
calor e massa. Utiliza uma camara de isolamento térmico apropriada, com sistema de
aquecimento do ar circulante sobre ou através das bandejas. E considerado o método mais
simples e econébmico entre os diversos processos de secagem e 0 mais utilizado na
conservacao de alimentos (DEMIRAY; TULEK, 2014; SINGH; TALUKDAR, 2020).

Durante a secagem, o calor € transferido do ar do ambiente para a superficie da
amostra por convecgdo, e da superficie para o interior da amostra atraves da conducéo,
aumentando a temperatura do solido e da umidade presente. Em seguida, a umidade do
interior da amostra é transferida para superficie por difusdo, e da superficie para o ar ambiente
por evaporacdo. A forca motriz para a evaporacdo durante o processo de secagem € a
diferenca entre a pressao de vapor de dgua na amostra e a pressdo parcial de vapor de agua na
atmosfera circundante. A umidade migra de uma area de alta pressdo de vapor para uma de
baixa pressdo, ou seja, a umidade migrara de dentro da amostra aquecida onde estad com alta
pressdo de vapor, atraves de microporos, até a superficie circundante que possui uma pressao
parcial mais baixa, onde é evaporada para a atmosfera como vapor de agua. As taxas de
transferéncia de calor e umidade serdo diretamente relacionadas a velocidade e temperatura
do ar de secagem (SAHIN; DINCER, 2005; SINGH; TALUKDAR, 2020).
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Modelos matematicos dos processos de secagem sdo usados para projetar novos ou
melhorar sistemas de secagem existentes, ou mesmo para o controle do processo de secagem
(DEMIRAY; TULEK, 2014).

1.5.2.1. Cinética de secagem

A modelagem de cinéticas de secagem é uma ferramenta para controle de processo
sendo necessario escolher o método adequado de secagem para cada produto especifico. Os
modelos desenvolvidos sdo usados para projetar sistemas de secagem novos e aplicaveis, bem
como a otimizacdo dos parametros com a selecdo das condic¢des de secagem desejadas, para a
previsdo precisa de fendmenos simultaneos de transferéncia de calor e massa. Isto também
leva a produzir produtos de alta qualidade e economizar mais energia. Diferentes métodos
fisicos, matematicos e numéricos tém sido utilizados para descrever processos de secagem
(ESFAHANI; MAJDI; BARATI, 2014).

Os dados para construir uma cinética de secagem de um produto podem ser obtidos
através de experimentos simples em escala de laboratério com dados experimentais coletados
durante a secagem. As caracteristicas dessas curvas mudam de acordo com cada produto,
variando com as caracteristicas da matriz do alimento e pelas condi¢cdes de temperatura,
velocidade e umidade relativa do ar (RATTI, 2001; ARAUJO et al., 2020).

No processo de coleta de dados para a obtengdo dessas curvas, as amostras estudadas
sdo retiradas de tempos em tempos e pesadas. A curva € construida a partir da correlacéo entre
a razdo de umidade e o tempo de processo. Vale observar que as amostras retiradas do
processo de secagem estardo quentes e deverdo ser resfriadas em dessecadores até
temperatura préxima a do ambiente para a determinacdo do peso e imediatamente depois,
devolvidas para a secagem na temperatura de estudo, até peso constante. Quando a umidade
de equilibrio € atingida, cessa-se 0 processo de secagem. A umidade de equilibrio é atingida
quando o alimento é deixado por tempo suficientemente longo em determinada condigdo de
temperatura e umidade relativa do ar que o envolve, nessa condi¢do, a pressdo parcial de
vapor da agua na superficie do produto é igual a pressao parcial de vapor de dgua contida no
ar (CELESTINO, 2010).

A cinética de secagem é afetada por varios fatores, no que diz respeito as condigdes
termodindmicas do processo, os fatores mais importantes sdo a (1) temperatura, (2)
velocidade do ar e (3) umidade relativa, que sdo as grandes varidveis a controlar nesse
processo. Quanto maior a temperatura do ar de secagem, mais rapido ocorre 0 processo,

diminuindo a umidade relativa do ar e aumentando o gradiente de umidade entre a superficie
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do produto e o ar. Um acréscimo na velocidade de escoamento do ar ocasiona um aumento na
taxa de transferéncia de massa, sendo a umidade da superficie do produto transportada para o
ar de secagem. A umidade relativa na secagem como um todo é um fator determinante na
umidade de equilibrio, ou seja, no teor de umidade atingido pelo produto ao final do processo.
Adicionalmente, quanto maior for a diferenca de presséo parcial do vapor entre a atmosfera e
a superficie, maior a taxa de secagem (MEDEIROS et al., 2016).

Existem varios modelos matematicos classicos que descrevem as cinéticas de
secagem de alimentos, modelos tedrico, semi tedricos e empiricos foram desenvolvidos. Cada
modelo foi desenvolvido com base em certos principios: enquanto os modelos tedricos
consideram a resisténcia interna a transferéncia de umidade, fundamentando-se na teoria da
difusdo de um liquido ou vapor no interior do produto, ou seja, na taxa de transferéncia de
calor e massa dentro do sélido. Os modelos semi-tedrico e empirico consideram a resisténcia
externa em transferéncia de umidade entre o ar e os produtos. Exemplos de modelos semi-
tedricos de secagem sdo modelo de Lewis, Handerson e Pabis, Logaritmico, Page, Page
modificado etc. E a segunda lei de Fick € um exemplo do modelo te6rico comumente usado
(MEDEIROS et al., 2016; ADEYEYE, 2019; ARAUJO et al., 2020).
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Tabela 1. Espécies de peixe, origem do material muscular e métodos de conservacdo das proteinas miofibrilares de peixe utilizadas na producao

de filmes biodegradaveis de trabalhos publicados no periodo de 2010-2020.

Método de conservacao das Referéncia

Origem do material muscular . S
proteinas miofibrilares

Espécie

Brachyplatystoma rousseauxii

Aparas da filetagem

Liofilizacdo

Aradjo et al., 2018

Selaroides leptolepis

Filé

Nao informado

Arfat et al., 2014a; Arfat et al., 2014b; Arfat et
al., 2016

Gadus chalcogrammus

Surimi

Congelamento

Athaillah; Park, 2016

Brachyplatystoma roussauxii Aparas da filetagem Liofilizacdo Batista et al., 2019

1 *
Brachyplatystoma roussauxii Aparas da f'gfg;g?)e CMS* (da Liofilizacdo Batista et al., 2020
Pangasius SP Surimi Congelamento Frasisca et al.,2020

Micropogonias furnieri

CMS (do peixe inteiro)

Secagem convectiva

El Halal et al., 2015; El Halal et al., 2016

Kaewprachu et al., 2016a; Kaewprachu et al.,
2017a; Kaewprachu et al., 2017b; Kaewprachu

Orcochromis niloticus Filé Liofilizagao etal., 2017¢; Kaewprachu et al., 2018;
Kaewprachu; Osako; Rawdkuen, 2018
Orcochromis niloticus Filé Né&o informado Kaewprachu et al., 2016b
Priacanthus tayenus Filé Congelamento Limpan et al., 2010; Limpan et al., 2012
Hypophthalmichthys molitrix Surimi Congelamento Munir et al.,2019; Munir et al 2020

Pangasius (Basa)

CMS (residuos)

Né&o informado

Mishra et al., 2020

Macrodon ancylodon

Aparas da filetagem

Liofilizacdo

Neves et al.,2019

Hypophthalmichthys molitrix Filé Congelamento Nie et al., 2015; Nie et al., 2017
Oreochromis niloticus Filé Congelamento Nuanmano; Prodpran; Benjakul, 2015
Oncorhynchus mykiss Filé Nao informado Ogur; Erkan, 2015
Oreochromis niloticus Filé Congelamento Oujifard et al., 2013

Cynoscion acoupa

Aparas da filetagem

Liofilizacdo

Pereira et al., 2019b;

Cynoscion acoupa

Massa muscular obtida de

Liofilizacdo

Pereira et al., 2020




34

residuos diversos (aparas,

peles,cabecas, 0ssos com carne

aderidos)
Cynoscion acoupa Aparas da filetagem Liofilizagdo Pereira et al., 2019a
Merluccius capensis Residuos diversos Liofilizagio Pires et al., 2011

Pires et al., 2013

P. tayenus Filé Congelamento Prodpran; Benjakul; Phatcharat, 2012

. . CMS (do peixe inteiro . Rocha et al., 2013
Engraulis anchoita descabecado) Secagem convectiva Rocha et al.. 2018
Whitemouth croaker Filé Liofilizacdo Romani el al., 2018
Micropogonias furnieri Nao informado Secacdo convectiva Romani; Prentice-Hernandez; Martins, 2017
Micropogonias furnieri Filé Secagem convectiva Romani et al., 2019a; Romani et al., 2019b
Hypophthalmichthys molitrix Filé Congelamento Rostamzad et l., 2015

Rostamzad et al.,2016

Hypophthalmichthys molitrix

CMS (do peixe inteiro
descabecado)

Congelamento

Shabanpour et al., 2018

Pseudoplatystoma reticulatum e
Pseudoplatystoma
Corruscans

CMS (de residuos diversos)

Secagem convectiva

Silva et al., 2020

Oreochromis niloticus

CMS (da carcaga)

Secagem convectiva

Scudeler et al., 2020

Hypophthalmichthys molitrix

Surimi

Congelamento

Tao etal., 2015

Merluccius capensis

Residuos diversos

Liofilizacéo

Teixeiraetal., 2014

Oreochromis niloticus

Filé

Nao informado

Tongnuanchan et al., 2011
Tongnuanchan et al., 2013

Sardinella albella

Filé

Congelamento

Vate; Benjakul; Prodpran, 2017 a, b

Micropogonias furnieri

Aparas da filetagem

Liofilizacdo

Vieira et al., 2018

Micropogonias Furnieri

Filé e CMS (da carcaga)

Secagem convectiva

Zavareze et al., 2014

*Carne mecanicamente separada.
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1.6. COMPOSTOS AROMATICOS DO PESCADO E SUA INFLUENCIA NOS FILMES
BIODEGRADAVEIS

A principal funcdo da embalagem de alimentos é proteger o produto alimenticio do
ambiente circundante e manter a qualidade dos alimentos embalados ao longo de sua vida Util.
Para os materiais de embalagem que entram em contato direto e / ou interagem com 0S
alimentos, requisitos adicionais precisam ser atendidos. Esses incluem propriedades
sensoriais, bioquimicas e fisico-quimicas adequadas, estabilidade microbiana e auséncia de
substancias toxicas (WIHODO, MORARU, 2013).

Filmes biodegradaveis produzidos com proteinas miofibrilares de peixe apresentam
boas propriedades para serem utilizados como embalagens de alimentos (ARAUJO et al.,
2018; BATISTA et al., 2020; PEREIRA et al., 2020). No entanto, o odor caracteristico de
peixe presente nesse material pode ser um fator limitante na sua utilizagéo.

Odor de peixe no geral causa reducdo na aceitabilidade e limita as aplicacdes de
diferentes produtos, especialmente os que serdo utilizados como ingredientes ou suplementos
alimentares humanos, como a gelatina de peixe (SAE-LEAW et al 2016; PAN et al., 2018),
hidrolisado protéico de peixe (DEKE et al., 2016; YARNPAKDEE et al., 2012), éleo de peixe
(ROH et al., 2006; CHUNG,; LEE, 2009) e molho de peixe (SHIMODA et al., 2000). Por isso,
diversos métodos ja foram estudados para remover ou reduzir o odor. Chung; Lee (2009)
estudaram a desodorizacdo de 6leo de peixe pela adsorcdo de TMA com varios ze6litos
microporosos. Chen et al. (2016) estudaram a desodorizacdo de hidrolisado enzimatico de
Paphia undulata com carvéo ativado e 0 mascaramento com extrato de levedura e polifenol
do cha. Pan et al., (2018) estudaram a desodorizacdo de gelatina de pele de peixe com carvao
ativado em pdé. Sae-leaw; Benjakul; O'Brien (2016) estudaram a remocao de lipidios da pele
no pré-tratamento de gelatina e incorporacdo de antioxidantes durante a extracdo de gelatina
para retardar a oxidacdo lipidica e diminuir o odor de peixe.

Em geral esse odor de peixe € resultado do efeito combinado de diferentes materiais
volateis pertencentes a grupos altamente heterogéneos. Esses compostos sdo geralmente
formados por oxidagdo de lipideos, acdo de bactérias e reagcdes enziméticas no corpo do peixe,
incluindo alcoois, aldeidos, cetonas, pirazina, furano e compostos nitrogenados como a

trimetilamina e dimetilamina (PAN et al., 2018).
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1.6.1. Trimetilamina (TMA)

Dos compostos nitrogenados, a trimetilamina (TMA) € o principal agente associado
ao odor de peixe (CHUNG; LEE 2009). A TMA é um composto basico de amina terciaria
alifatica com formula N(CH3)s. E um gés a temperatura ambiente com um odor pungente de
peixe. E muito solvel em &gua e em solventes organicos (BORAPHECH; THIRAVETYAN,
2015).

A TMA provem de 6xido precursor chamado 6xido de trimetilamina (TMAO) que €
€ um composto nitrogenado considerado parte do nitrogénio ndo protéico encontrado em
espécies de peixes marinhos e de agua doce (SPINELLI; KOURY, 1981; PRABHAKAR,;
SRIVASTAV; PATHAK, 2019).

Em peixes vivos, o TMAO atua como um osmolito contribuindo para a
osmorregulacdo. Acredita-se que altas concentracdes de TMAQO em peixes das regides polares
diminuem o ponto de congelamento dos fluidos corporais e também que ele poderia fornecer
flutuabilidade a algumas espécies pelagicas como o tubardo. Além disso, o TMAO
demonstrou a capacidade de proteger as proteinas da uréia e enzimas do efeito da alta pressao
hidrostatica. Ha indicios que existe uma correlacdo entre a profundidade do habitat e as
concentragdes de TMAO em peixes (SUMMERS et al., 2017).

No post mortem, o OTMA pode sofrer diferentes transformacgdes dependendo das
condicBes de armazenamento dos produtos da pesca. As substancias finais tipicas sao
trimetilamina (TMA), dimetilamina (DMA) e formaldeido (FA). Sob condicGes refrigeradas,
0 OTMA é reduzido a TMA por bactérias e enzimas enddgenas do peixe. Quando o peixe €
armazenado em temperaturas de congelamento, a atividade da microflora é muito menor e as
reacOes enzimaticas desempenham um papel mais importante na geracdo de alguns desses
compostos. Nessa condicdo, a reacdo € catalisada pela enzima TMAO- ase concentrada nas
visceras (rim, ceco pilérico) e masculo vermelho, transformando o OTMA em DMA e FA
em quantidades equimolares com efeitos negativos na qualidade dos peixes. Sua producédo é
exacerbada por condic¢des inadequadas de armazenamento congelado, por manuseio grosseiro
e rompimento do tecido (por exemplo, desossa mecanica). A DMA ndo apresenta odor tdo
pungente em comparacdo com TMA (WU; BECHTEL, 2008; BALINO-ZUAZO;
BARRANCO, 2016). A TMA é de particular atencdo porque é usado como um indicador
chave do nivel de frescor de peixes (DONDERO et al., 2004).



37

1.6.2. Lipideos

A oxidacdo lipidica estd intimamente relacionada com a alteracdo de odor e sabor em
peixes e produtos de peixes (MAQSOOD; BENJAKUL, 2011). Compostos como aldeidos
(hexanal, nonanal e decanal) e alcool sdo produtos secundarios da oxidagdo lipidica,
diretamente relacionados com esse odor. Esses volateis tém um limiar de aroma
consideravelmente baixo e tém servido como indicadores de ranco lipidico em alimentos
(SAE-LEAW; BENJAKUL; O'BRIEN, 2016; XU et al., 2019).

No inicio do processo de oxidacdo tem-se a formacao dos compostos primarios como
hidroperoxidos. Os hidroperoxidos sdo intermediarios instaveis e se decompdem produzindo
0s compostos designados como produtos secundarios da oxidacdo que possuem naturezas
diversas e sdo responsaveis pela rancidez e odor desagradavel dos dleos (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

Compostos como 1-penten-3-ona, hexanal, 4- (Z) -heptenal, 2,4- (E, E) -heptadienal,
nonanal e 2,6- (E, Z) —nonadienal sdo exemplos de volateis formados pela oxidacao
responsaveis por odores estranhos e bons indicadores de oxidacdo (AHMED et al.,2016).

A velocidade da reacdo de oxidacdo depende do grau de insaturacdo na molécula do
acido graxo. Quanto maior € o grau de insaturacdo, maior é a suscetibilidade a oxidagdo
(SOARES; GONCALVES, 2012).

Lipidios do masculo do peixe costumam ser mais propensos a oxidacdo devido ao
maior teor de acidos graxos poliinsaturados do que os mamiferos e aves. Os lipidios dos
peixes incluem até 40% de acidos graxos de cadeia longa (14-22 atomos de carbono), que séo
altamente insaturados enquanto as gorduras de mamiferos raramente contém mais de duas
ligagdes duplas por molécula de &cidos graxos (SECCI; PARISI, 2016).

Segundo Souza (2016), que estudou a composicdo de acidos graxos de peixes
siluriformes da Amazdnia, a dourada (Brachyplatystoma rousseauxii), espécie utilizada neste
trabalho, possui acidos graxos poli-insaturados como acido docosahexaendico (22:6n-3),
linoleico (18:2n-6), alfa-linolenico (18:3n-3), estearidonico (18:4n3), eicosadienoico (20:2n-6
), eicosatriendico (20:3n-6 ), aracddnico (20:4n-6), eicosatriendico  (20:3n-3),
eicosapentaenoico - EPA (20:5n-3), clupaddnico (20:5n-6). Quando o oxigénio reage com
esses acidos graxos insaturados, uma grande variedade de produtos de oxidagdo s&@o

produzidos por peroxidacéo lipidica (AHMED et al.,2016).
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1.7. DESODORIZAQAO USANDO FLUIDO SUPERCRITICO

Levando em consideracdo que o odor de peixe é atribuido aos compostos
nitrogenados e produtos da oxidacao lipidica, supBe-se que 0 aroma caracteristico de peixe
pode ser reduzido ou eliminado pela diminuicdo desses compostos.

Varias pesquisas foram publicadas utilizando fluido supercritico para extrair lipideos
de peixe e compostos nitrogenados. Franklin et al., (2020) utilizaram fluido supercritico para
extrair lipideos de peixe resultando em 6leo de peixe de alta qualidade. Park et al., (2008)
extrairam lipideos, trimetilamina e dissulfeto de dimetilamina de anchovas cozidas
diminuindo consideravelmente os niveis de odores. Shimoda et al., (2000) removeram odores
indesejaveis de molho de peixe usando microbolhas de diéxido de carbono (CO,) supercritico
atingindo um taxa de eficiéncia de 59%. Roh et al., (2006) desodorizaram 6leo de peixe
usando CO; supercritico com reducdo de dissulfeto de dimetila de 99,8% sem desintegrar 0s
compostos funcionais dos acidos graxos poliinsaturados concluindo que os odores podem ser
removidos com sucesso.

A extracdo com fluido supercritico (ESC) consiste em uma técnica analitica que
emprega, como solvente extrator, um fluido no estado supercritico (LANCAS, 2002; RUBIO-
RODRIGUEZ et al., 2008). A ESC é uma alternativa de extracio e tem sido empregada para a
obtencdo de extratos de alto valor agregado a partir de matrizes vegetal e animal, tanto
industrialmente como na area académica, especialmente para os setores de alimentos,
farmacos e de cosméticos (ESQUIVEL et al., 1997; QUISPE-CONDORI et al., 2005).

Um fluido supercritico é definido como qualquer substancia que esteja acima da sua
temperatura e pressdo critica, usualmente definidas a partir de um diagrama de fases de uma
substancia pura (LANCAS, 2002). O principio fundamental do processo de extracdo
supercritica consiste no poder de solubilizacdo de um solvente que é diretamente proporcional
a sua densidade. Um pequeno aumento de pressdo produz um grande aumento do poder de
solubilizacio do solvente (CORREA, 2003).

Os solventes empregados nessa tecnologia sdo gases pressurizados e o extrato obtido
por este processo é isento de solvente, diferenciando-se assim das outras técnicas de extragdo
(REVERCHON; DE MARCO, 2006).

O dioxido de carbono é o fluido supercritico mais utilizado por apresentar as seguintes
vantagens: seguro, abundante e de baixo custo, sua temperatura critica € de 31 ° C que €
suficientemente baixa para processamento de proteinas que pode sofrer danos sob altas
temperaturas (JENKINS; RAINES, 2002; BEZERRA et al., 2020). E ndo toxico, ndo

corrosivo, nao inflamavel e considerado um "solvente verde”. Devido a sua natureza apolar,
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dissolve preferencialmente compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres, ésteres,
cetonas e aldeidos, ou seja, compostos de carter ndo-polar ou de baixa polaridade, sendo,
portanto, um bom solvente de gordura. Entretanto substancias de alta polaridade também
podem ser extraidas com CO, supercritico em altas densidades (altas pressdes) e/ou pelo o
emprego de co-solventes, com o0s quais é possivel aumentar o espectro de substancias sollveis
ao CO;, (VASAPOLLO et al., 2004; COSTA et al., 2019; BEZERRA et al., 2020).
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Capitulo 11

Propriedades tecnoldgicas de filmes biodegradaveis produzidos com

proteinas miofibrilares extraidas de carcaca e aparas de dourada

(Brachyplatystoma rousseauxii)

Versdo em inglés publicada na revista Journal of Aquatic Food Product Technology em 18 de
fevereiro de 2020. DOI: 10.1080/10498850.2020.1720880

RESUMO

O trabalho teve como objetivo estudar se o tipo de residuo de peixe utilizado para extrair
proteinas miofibrilares (PM) afeta as propriedades tecnoldgicas dos filmes biodegradaveis.
As PM foram extraidas de dois tipos de residuos da dourada (Brachyplatystoma rousseauxii):
(1) carcaca com musculo aderido, obtendo-se a carne mecanicamente separada (CMS) e (2) as
aparas oriundas no toalete dos filés. A composicéo centesimal e cor das PM da CMS (P-CMS)
e das aparas (P-APARAS) apresentaram diferenca significativa principalmente quanto ao teor
de cinzas e lipideos. A presenca destes compostos ndo proteicos na P-CMS ocasionou a
formacédo de filme com propriedades tecnoldgicas e térmicas inferiores, indicando que o tipo

de residuo utilizado influenciou nas propriedades dos filmes.

Palavras-chave: dourada, carne mecanicamente separada, aparas, propriedades térmicas,

energia dispersiva, teste de biodegradacéo.
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1. INTRODUCAO

O aumento do consumo de pescado produz uma grande variedade de residuos solidos
gerados pela industria de processamento, tais como cabega, cauda, carcaga, escamas,
barbatanas, bexiga natatoria, cartilagens, aparas, visceras e pele. Estes residuos representam
mais de 50% do peso do animal e apesar de serem consideradas matérias-primas de alta
qualidade e baixo valor comercial, na maioria das vezes ndo sdo aproveitados, tornando-se
prejuizo ambiental e econdmico quando descartado inadequadamente (FELTES et al., 2010;
FERRARO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017a, 2017b).

Os residuos de peixe podem ser utilizados em alimentos para consumo humano, assim
como na producao de farinha, silagem, hidrolisados, compostagem e fertilizantes. No entanto,
ainda € necessario diminuir a quantidade de materiais descartados pelo processo, para agregar
valor econémico e evitar impactos ecoldgicos, econémicos e socioculturais (ALFARO,
FONSECA; PRENTICE, 2012). Uma alternativa ¢ a recuperacdo desses residuos e sua
utilizacdo na elaboracdo de filmes biodegradaveis (PIRES et al., 2011).

A espécie de peixe Brachyplatystoma rousseauxii popularmente conhecida como
dourada no Brasil, € uma das espécies mais importantes comercializadas na Amaz6nia
(GONZALEZ et al., 2009). E um peixe de grande porte muito utilizado para filetagem pelas
industrias e mercados regionais, produzindo um grande volume de residuos.

A etapa de filetagem durante o processamento de peixes gera diferentes tipos de
residuos como a carcaca e as aparas. A carcaca apresenta parte de musculo aderida e necessita
passar por um processo de separa¢do mecanica para obter a Carne Mecanicamente Separada
(CMS). As aparas sdo geradas durante a toalete dos filés. Ambos sdo ricos em proteinas
miofibrilares que podem ser utilizadas na elaboracdo de filmes biodegradaveis (ZAVAREZE
et al., 2014; ARAUJO et al., 2018; VIEIRA et al., 2018). No entanto, a CMS e as aparas si0
obtidas de regides distintas do peixe, e por isso diferem em sua composicdo quimica,
principalmente no teor de lipideos e cinzas (SARY et al., 2009; ARAUJO et al., 2018). Essas
caracteristicas alteram a composi¢cdo do concentrado de proteinas miofibrilares obtido e
consequentemente podem ocasionar mudancas nas propriedades tecnologicas dos filmes
produzidos.

Os filmes biodegradaveis sdo materiais finos e flexiveis obtidos a partir de
biopolimeros como polissacarideos, proteinas e lipideos ou a combinagédo desses e podem ser
utilizados na manutencéo da qualidade e vida util dos alimentos. Além disso, a substituicdo

parcial de polimeros sintéticos por biopolimeros pode reduzir problemas ambientais
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originados pelo uso indiscriminado de embalagens convencionais (ARTHARN et al., 2007,
DUTTA et al., 2009; CARDOSO et al., 2017; SCHMID et al., 2017; WORAPRAYOTE et
al., 2018).

A maioria das pesquisas realizadas com filmes biodegradaveis a partir de proteinas
miofibrilares de peixe, normalmente extraem as proteinas do filé do peixe (PASCHOALICK
et al., 2003; GARCIA; SOBRAL, 2005; LIMPAN et al., 2010; KAEWPRACHU et al., 2017;
KAEWPRACHU et al., 2018; ROMANI et al., 2018), das aparas (ARAUJO et al., 2018;
VIEIRA et al., 2018) ou da carne mecanicamente separada (CMS) (ZAVAREZE et al., 2014).
No entanto, estudos que comparem filmes elaborados com proteinas miofibrilares extraidas de
diferentes residuos sdo importantes, mas ainda ndo foram realizados.

Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo investigar se o tipo de residuo
de peixe utilizado para extracdo de proteinas miofibrilares afeta as propriedades tecnoldgicas

de filmes biodegradaveis.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.MATERIA PRIMA

Os residuos do processo de filetagem da dourada foram obtidos na forma de carcacas e
de aparas (Figura la, 1c). Foram transportados até o Laboratério de Produtos de Origem
Animal da Universidade Federal do Para.

No laboratério os residuos foram higienizados com &gua clorada a 5ppm (mg/l). As
carcagas foram processadas em separadora mecanica (High Tech, modelo HT100C) com
capacidade 100Kg/h, para obter a CMS(Figura 1b) e as aparas foram trituradas em cutter
(Sire, modelo Filizzola). Em seguida, os dois residuos foram acondicionadas separadamente
em sacos de polietileno, embaladas a vacuo e congelamentos a -26°C até serem utilizados nas
préximas etapas.

“ L*ﬂ‘f Ny i
Flgura 1. Re5|duos da filetagem da dourada. (a) carcaca; (b) carne mecanlcamente separada
(CMS) da carcaga; (c) aparas.
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2.2. EXTRAC}AO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES

As proteinas miofibrilares (PM) foram extraidas da CMS e das aparas segundo
metodologia de Araujo et al. (2018) adaptada. A massa muscular foi misturada com cinco
volumes de solucdo de cloreto de sédio 50 mM (Synth PA-ACS) a 5°C por 5 minutos,
sequida de filtracdo em camada de tecido faillet. Este processo foi repetido por mais duas
vezes. O material retido foi desodorizado com solucéo de &cido fosférico a 0,05% (3:1) por 5
minutos, submetido a filtracdo e depois lavado com trés volumes de agua. O material foi
centrifugado a 10.000 rpm durante 3 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Thermo
Fisher, Multifuge X1R). Entdo, as PM obtidas foram armazenadas em bandejas de aco
inoxidavel, congelada a -22°C e liofilizada a - 60°C por 48 horas (Liotop, L101). As amostras
foram trituradas e peneiradas (Tyler 35, 0,42 mm) para obter as PM em pé. O rendimento de
PM foi calculadoa partir da razéo entre a proteina liofilizada e a quantidade inicial de matéria-

prima (CMS e aparas), expressa em g PM / 100 g de masculo.

2.2.1. Composicdo centesimal e cor instrumental das proteinas miofibrilares

As analises de umidade, proteinas, lipideos e cinzas foram realizadas de acordo com
AOAC (1997) nas PM extraidas da CMS e das aparas, com resultados expressos em base
seca. Os parametros de cor L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b* (intensidade

do amarelo) foram determinados em colorimetro (Minolta modelo CR 310).

2.3. OBTENCAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Os filmes biodegradaveis foram elaborados com PM extraidas da CMS e das aparas,
seguindo metodologia descrita por Aradjo et al. (2018). A solucéo filmogénica foi preparada
com PM (1,5% m/v), o glicerol (30% m/m) (Isofar, Glicerina PA com 99,5% de pureza) e
agua destilada. O pH foi ajustado para 11 com hidréxido de sddio 2M (Cinética, NaOH-PA).
A solucdo foi homogeneizada a 10.000 rpm/5min (Turratec, Te cnal, TE-102) e depois
mantida em banho-maria (Tecnal, TE-057) a 70°C por 30 minutos efiltrada em camada de
tecido faillet. Posteriormente,120mL de solucdo filmogénica foi adicionada em suporte de
silicone (22cm de diametro x 3cm de altura) e seca em estufa incubadora (Quimis, Q315M) a
30°C por 16 horas para formar o filme. Os filmes foram armazenados em embalagens de

polietileno e mantidos em temperatura ambiente (25 °C).
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2.4.CARACTERIZAC}AO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS
2.4.1. Espessura
As espessuras dos filmes foram medidas utilizando micrémetro digital com resolucao
de 0,001 mm (Insize, modelo IP54) em oito locais aleatérios com afastamento da borda de 60
mm (LIMPAN et al., 2010).

2.4.2. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e o percentual de alongamento na ruptura (%E) foram
determinados de acordo com a metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) em texturémetro
(Texture Analyzer, Brookfield). A separacdo inicial das garras e a velocidade foram de 20
mm e 1mm.5?, respectivamente. As amostras foram cortadas em tiras de 60 mm de
comprimento e 25 mm de largura (LIMPAN et al., 2010) e as respostas calculadas pelas

Equacdo 1 e 2.
RT = Fm/A 1)

Onde RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme (N);
A: 4rea da seccio transversal do filme (m?).

E = dr/dipiciar x 100 (2)

Onde E: elongacdo (%); d: distancia total no momento da ruptura (mm); diniciai: distancia
inicial de separacdo das garras (20 mm).

2.4.3. Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

Foi utilizado método modificado (ASTM, 1989) descrito por Arfat et al. (2014). Os

filmes foram colocados em recipiente de permeacdo de vidro com 4,5 cm de diametro e 7,0

cm de altura contendo 10g de silica gel seca (0% UR; OPa de pressao de vapor de dgua a 30

°C) e fixados com adesivo de silicone. Em seguida, os recipientes de permeacdo foram

colocados em dessecadores com agua destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de pressao de

vapor a 30 °C) e pesados a cada hora durante 10 h. A PVA dos filmes foi calculada com a
Equacéo 3.

PVA = W.X/A.t.AP (©)

Onde PVA: permeabilidade ao vapor de agua (g. m ™. s Pa™); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do filme exposto (m?) t:
tempo de incubacdo (horas); AP: diferenga de pressdo parcial (Pa). Trés corpos de provas
foram usados para testes de PVA.
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2.4.4. Solubilidade
Para determinacdo da solubilidade foi estabelecida a matéria seca inicial em estufa a
105 °C/24h em filmes com 2 cm de diametro. ApoOs a primeira pesagem, as amostras foram
imersas em 50 mL de agua. O sistema foi agitado em incubadora Shaker refrigerada (Cielanb,
modelo CE-725B) com velocidade de 70 rpm por 24 horas a 25°C. Apo6s este periodo, as
amostras foram removidas e secas (105°C por 24 horas), para determinar a matéria seca ndo
dissolvida em 4gua (GONTARD et al., 1994).

2.4.5. Transmisséo de luz, transparéncia e opacidade
A transmitancia de luz dos filmes foi medida na faixa do ultravioleta e do visivel (200
e 800 nm), a transparéncia foi determinada a 600 nm (Equacéo4), de acordo com o método
ASTM D1746 descrito por Arfat et al.(2014) e a opacidade pela absorbancia em 600 nm
(Equacdo 5) conforme descrito por Park; Zhao, (2004). As amostras foram cortados em
retdngulos de 3 x 1 cm e colocados dentro da cubeta e os parametros foram quantificados em

espectrofotémetro (Biospectro, modelo SP-22).

Transparéncia = —log %T/e (4)

Onde T = transmitancia a 600 nm; e = espessura do filme (mm).

Opacidade = A/e (5)
Onde A: absorbancia a 600 nm; e: espessura do filme (mm).

2.4.6. Parametros de cor
Os parametros de cor L*, a* e b* do filme foram determinados usando um colorimetro

(Minolta modelo CR 310) sobre uma placa branca.

2.4.7. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
A propriedade térmica dos filmes foi determinada usando calorimetro diferencial de
varredura (TA instruments, modelo Q10). A anélise utilizou 1,300mg de filme pesadas com
precisdo em capsulas de aluminio. As amostras foram analisadas de 20 a 280°C a uma taxa de

aquecimento de 10°C/min usando nitrogénio como gas de arraste a 50ml/min.
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2.4.8. Microscopia eletrdnica de varredura e anélise quimica por energia dispersiva
A microestrutura da superficie e a anélise quimica por energia dispersiva (EDS) dos
filmes foram determinadas utilizando microscopio eletrdnico de varredura (Hitachi, modelo

TM3000) acoplado a um espectrémetro de energia dispersiva (Swift ED 3000).

2.4.9. Teste de biodegradabilidade dos filmes

O teste de degradacdo no solo foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Martucci; Ruseckaite (2009) com modificac¢6es. Foi utilizado solo natural organico (pH 6,4)
como ambiente de degradacdo dos filmes. As amostras de filmes foram cortadas em
retdngulos de 2 cm x 3 cm, secas a 60 °C até peso constante (mg), e colocadas em malha de
aluminio previamente seca e pesada, e enterradas a 2 cm da superficie do solo dentro de
caixas de plastico(6,5 cm x 6,5 cm x 4 cm) a 23°C + 2°C (Figura 2). A cada dois dias, foi
adicionada &gua ao solo para manter a umidade em 40%. O grau de biodegradacdo dos filmes
foi determinado durante 15 dias como perda de peso (%PP), de acordo com a Equacéo 6.

PP (%) = [(m;— mo) / mg] x 100 (6)

Onde mo. € a massa seca inicial e mt: € a massa seca restante depois de um tempo de
incubacdo, t. Os resultados sdo a média de duas medicdes.

Figura 2. Teste de biodegradabilidade dos filmes em solo
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2.5. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram submetidos a analise estatistica utilizando o software Statistica®
7.0 (STATSOFT Inc., 2004) por meio da Analise de Variancia e teste de Tukey com 95% de
confianga (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSIQAO CENTESIMAL E COR DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES
O teor de proteinas das PM extraidas da CMS (P-CMS) e das aparas (P-APARAS)
diferiu (p<0,05). Ambas tinham alta concentracdo de proteinas, o que é importante para a
formag¢do do filme. Os resultados da andlise de lipideos diferiram (p<0,05), com a P-CMS
produzindo valores mais altos. Isto é diretamente relacionado ao tipo de residuo, uma vez que
a CMS foi obtida da carcaca, regido com maior teor de gorduras quando comparada as aparas.
A P-CMS apresentou um maior teor de cinzas devido ao processamento da carcaca na
maquina despolpadora, 0 que permite a passagem de restos de ossos (MURUETA et al.,
2007). O rendimento do processo de extracdo das PM também foi influenciado pelo tipo de
residuo, com a P-APARAS apresentando maior rendimento.

Tabela 1. Composicdo centesimal ecor instrumental das proteinas miofibrilares da carne

mecanicamente separada e das aparas.

Determinacdes P-CMS P-APARAS
Proteinas 87,236+0,026" 96,835+0,199%
Lipideos 10,770+0,086° 1,426+0,365°
Cinzas 3,023+0,020° 1,171+0,281°
Umidade 0,088+0,0002° 0,108+0,0002°
Rendimento 6,227 7,0427

Parametros de Cor
L* 72,195+0,091° 89,050+0,806%
a* 2,270+0,325 -4,850+0,296"
b* 20,715+0,502% 14,460+0,480°

P-CMS: Proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada. P-APARAS: Proteinas
miofibrilares das aparas. Letras iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste Tukey a
5% de significancia (p < 0,05).

Os parametros de cor diferiram (p < 0,05), com valores mais altos de L* encontrados
para 0 P-APARAS. O valor de a* foi positivo para P-CMS e negativo para P-APARAS, com
tendéncias para o vermelho e verde, respectivamente. O parametro b* da P-CMS apresentou
maior valor, indicando tendéncia ao amarelo e colora¢do mais escura (Figura 3). A diferenca

na cor das PM indicou que o método de extragdo utilizado ndo foi eficiente na remocéo de
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sangue, pigmentos e lipideos da CMS, que apresentou maior concentragdo desses

componentes.

Figura 3. Proteinas miofibrilares liofilizadas; (a) carne mecanicamente separada (CMS) e (b)
aparas.

3.2.  CARACTERIZACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Tabela 2. Caracterizacdo fisica, de barreira e cor dos filmes biodegradaveis produzidos a

partir de proteinas miofibrilares extraidas da carne mecanicamente separada e das aparas.

Analises Filmes

F-CMS F- APARAS
Espessura (mm) 0.044+0.0005° 0.027+0.001"
Resisténcia a tragdo (MPa) 3,038+0,137° 8,019+0,827°
Elongag&o (%) 130,25+1,060" 139,5+1,414°
PVA x10-**(g.m*.s™.Pa™) 4.4751,77E°° 3.282+ 524E°°
Solubilidade (%) 40.84+1.38" 33.11+1.89"

Parametros de Cor

L* 91.597+0.362° 92.637+0.353"
a* -6.737+0.101° -6.070+0.02°
b* 17.877+1.262° 10.767£0.142"

F-CMS: Filme produzido com proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada. F-
APARAS: Filme produzido com proteinas miofibrilares das aparas. Letras iguais na mesma
linha nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Espessura

As espessuras dos filmes diferiram (p<0,05) embora tenham sido elaborados nas
mesmas concentracfes de proteina e plastificante (Tabela 2). Esse comportamento esta
possivelmente relacionado a presenca de compostos ndo proteicos na proteina extraida da
CMS, o que resultou na formacdo do filme F-CMS mais espesso. Também deve ser levado
em consideragdo que a espessura no processo de producdo tipo casting € de dificil controle e
exige rigoroso nivelamento da estufa (MALI et al., 2002). As espessuras dos filmes estdo de
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acordo com a literatura para filmes de proteinas miofibrilares de peixe (ARAUJO et al.,
2018;VIEIRA et al., 2018; KAEWPRACHU et al., 2018; ROMANI et al., 2018).

Resisténcia a tracdo e elongacao

Foi observada diferenca significativa nas propriedades mecanicas dos filmes, onde o
F-APARAS apresentou maior resisténcia a tracdo e elongacdo. No entanto, os resultados de
ambos os filmes estavam de acordo com outras pesquisas (KAEWPRACHU et al., 2017;
ARAUJO et al., 2018; ROMANI et al., 2018).

As melhores propriedades mecénicas encontradas no F-APARAS indica que sua
estrutura possui ligacbes moleculares fortes ou numerosas. Durante a secagem, as PM
solubilizadas interagem atraves de ligacGes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e ibnicas e
ligacGes dissulfeto (covalentes), resultando na formacédo do filme (SHIKU; HAMAGUCHI;
TANAKA, 2003). O menor valor de RT e elongagdo para a F-CMS provavelmente estdo
relacionados a presenca de compostos nao proteicos (lipideos e célcio) nas proteinas extraidas
deste residuo (Tabela 1 e 4), que interferem na formacéo do filme principalmente em relacédo

as propriedades mecanicas devido ao enfraquecimento das ligacdes moleculares.

Permeabilidade ao vapor de agua

Os filmes diferiram (p<0,05) nos valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA),
mas permaneceram de acordo com a literatura (ARFAT et al., 2014; KAEWPRACHU et al.,
2017;ARAUJO et al., 2018).

As proteinas de peixe possuem caracteristicas hidrofilicas devido aos grupos polares
(aminoacidos polares) disponiveis nas cadeias (DI PIERRO et al., 2006; HAMAGUCHI;
WUYIN; TANAKA, 2007). Portanto, era esperado que a presenca de lipideos na P-CMS
melhorasse a propriedade de barreira a &gua do filme, no entanto, o filme F-CMS apresentou
maior PVA que o F-APARAS. Pesquisas sobre a incorporacdo de lipideos em filmes para
melhorar a PVA relatam que,se o0 componente hidrofobico ndo for capaz de se associar com a
cadeia de proteina, pode causar rupturas na estrutura da matriz proteica resultando no
aumento da PVA (LIMPISOPHON; TANAKA; OSAKO, 2010; ANDREUCCETTI et al.,
2011; PENG; YIN; LI, 2013). Segundo Arfat et al. (2014), uma melhor PVA esta relacionada
com interacOes fortes e maior grau de organizacdo das moléculas de proteinas na formacéo do

filme.
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Solubilidade

A solubilidade do F-CMS foi maior (p <0,05), estando relacionada com a presenca de
lipideos que contribuiu para o enfraquecimento das ligagcdes. Fakhouri et al. (2009) e Pires et
al. (2013) observaram 0 mesmo comportamento ao adicionar lipideos em filmes
biodegradaveis. Esses autores atribuiram esse resultado a ligacBes proteina-6leo que
enfraquecem as interagdes proteina-proteina na matriz do filme, produzindo a liberagéo de
proteinas com consequente aumento da solubilidade. A superficie menos homogénea no F-
CMS (Figura 6) também pode ser responsavel pelos maiores valores de solubilidade. Limpan
et al. (2010) observaram que uma microestrutura mais homogénea esta associada a baixos
valores de solubilidade.

Cor

Todos os parametros de cor diferiram (p<0,05), o que indica que a cor dos filmes foi
afetada pelo tipo de residuo utilizado para extrair as proteinas. Segundo Rocha et al. (2013), a
cor € um parametro importante na caracterizacdo de filmes, diretamente influenciada pela
matéria-prima utilizada na sua producéo.

Os altos valores de L* do F-APARAS indicou que este filme tinha cor mais clara. O
parametro *b foi maior no F-CMS sugerindo maior tendéncia ao amarelo provavelmente
devido a presenca de lipideos (Tabela 1). Tongnuanchan; Benjakul; Prodpran (2011)
relacionaram o tom amarelado dos filmes a oxidacdo lipidica principalmente por fornecer os

grupos carbonila envolvidos na reagéo de Maillard (Figura 4).

Figura 4. Filmes biodegradaveis de proteinas miofibrilares de peixe. (a) Filme produzido com
proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada (F-CMS). (b) Filme produzido com
proteinas miofibrilares das aparas (F-APARAS)
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Transmisséo de luz, transparéncia e opacidade

Tabela 3. Transmissdo de luz, transparéncia e opacidade dos filmes biodegradaveis

produzidos a partir de proteinas miofibrilares extraidas da carne mecanicamente separada e

das aparas.
Transmissao de Luz Filmes

Comprimento de onda (nm) F- CMS F- APARAS
200 0,0+0,0° 0,0+0,0°
280 0,1+0,0° 0,0+0,0°
350 27,45+0,919° 20,750+0,212°
400 31,30+1,272° 32,050+0,070°
500 35,30+1,414° 48,60+0,282°
600 35,350+1,484° 52,80+0,282°
700 40,250+1,343° 61,90+0,282°
800 41,05+1,484° 63,90+0,424°
Transparéncia 16,783+0,746° 6,261+0,523"
Opacidade 13,115+0,129 6,214 +0,015"

F-CMS: Filme produzido com proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada. F-
APARAS: Filme produzido com proteinas miofibrilares das aparas. Letras iguais na mesma
linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Os resultados de transmissdo de luz dos filmes foram muito baixos na faixa do UV
(200 nm a 280 nm) e mais alto na faixa do visivel (350 a 800 nm) (Tabela 3), comportamento
também relatado por Arfat et al. (2014), Aradjo et al. (2018) e Vieira et al. (2018).
Normalmente, filmes elaborados com proteinas de peixe apresentam boa propriedade de
barreira a luz UV, uma consequéncia do alto teor de aminoacidos aromaticos (tirosina e
fenilalanina) que absorvem luz em comprimento de onda menor que 300nm (HAMAGUCHI
et al., 2007). F-CMS teve menor transmisséo de luz em todos os comprimentos de onda, com
excecdo de 350 nm, indicando melhor propriedade de barreira a luz. Embalagens de alimentos
com boa barreira a luz sdo importantes, uma vez que a luz causa deterioracdo oxidativa em
alimentos podendo ocorrer perda de nutrientes, da cor e formacdo de sabores desagradaveis
(MARTINS et al., 2012; KAEWPRACHU et al., 2016).

A menor transparéncia foi observada no F-CMS e pode estar relacionada a presenca
de compostos nao proteicos como lipideos (Tabela 1) e calcio (Tabela 4), que estdo presentes
em maiores quantidade na proteina da CMS. Estes compostos afetaram a homogeneidade do
filme (Figura 6) podem estar relacionado com a redugdo da transparéncia. Kowalczyk;
Baraniak (2011) atribuiram a alteracdo da transparéncia do filme as alteragdes térmicas de

compostos ndo proteicos como carboidratos. A transparéncia de um filme biodegradavel
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garante que o alimento possa ser observado atraves da embalagem e quanto menor o valor
deste parametro, mais transparente é o filme (Aradjo et al., 2018). Para a opacidade, baixos
valores indicam filmes mais transparentes, estando coerente com o resultado deste trabalho,

uma vez que o F-APARAS apresentou maior transparéncia e menores valores de opacidade.

Calorimetria Diferencial de Varredura

A temperatura de fusdo (Tm) e entalpia (AH) do F-CMS e F-APARAS sao
mostrados pelos termogramas de DSC (Figura 5). O F-APARAS apresentou o0 primeiro pico
endotérmico com Tm e AH mais elevados indicando maior estabilidade térmica (Figura 5b).
De acordo com Barreto; Pires; Soldi (2003), a estabilidade térmica dos filmes é reforcada por
interacdes proteicas como ligacdes de hidrogénio, interacdes idnicas, interacbes hidrofdbicas.
Portanto, a Tm mais elevada esta relacionada as interacdes proteina-proteina mais numerosas
ou mais fortes, enquanto AH mais alto revela que foi necessaria mais energia para romper as
ligacbes desse filme.Além disso, o F-APARAS (Figura 5b) apresentou um segundo pico
endotérmico em 230.18°C. Kaewprachu et al. (2016) observaram o mesmo comportamento e
associaram este pico a degradacéo de fracdes proteica.

Em contrapartida, a menor Tm ¢ AH do F-CMS (Figura 5a), sugere a formacéo de
uma rede de proteinas mais fraca, reafirmando que a presenca de compostos ndo proteicos nas
PM da CMS contribuiram para formacéo de filmes mais fracos.

O filme F-APARAS apresentou as melhores propriedades mecanicas, de barreira ao
vapor de agua e solubilidade que estdo relacionadas a sua maior estabilidade térmica.
Kaewprachu et al. (2017) também observaram que filmes com maior estabilidade térmica

apresentaram melhores propriedades mecanicas.
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Figura 5. Curvas de DSC. (A) Filme produzido com proteinas miofibrilares da carne
mecanicamente separada (F-CMS). (B) Filme produzido com proteinas miofibrilares das
aparas (F-APARAS).

Microscopia eletronica de varredura e Analise quimica por energia dispersiva

Nas imagens de microscopia (Figura 6) é possivel observar acentuadas diferencas na
superficie dos filmes F-CMS e F-APARAS. A morfologia do F-CMS (a, b) apresentou
maiores irregularidades ao comparar com o F-APARAS (c, d). Os pontos brancos
apresentados em ambos os filmes, podem ser proteinas ndo solubilizadas. Araujo et al. (2018)
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relataram a presenca de pontos brancos em filmes de PM de peixe e também relacionaram
com materiais insolaveis.

Os resultados da andlise quimica por energia dispersiva (EDS) (Tabela 4) permitem
também correlacionar esses pontos brancos com a presenca de sédio resultante da solucdo de
NaOH usada para ajustar o pH durante a producao dos filmes e com a presenca de calcio no
F-CMS. Segundo Souza; Sobral; Menegalli (2004) a presenca de rachaduras e irregularidades
comprometem a integridade estrutural dos filmes e alteram suas propriedades. Portanto, a

morfologia menos homogénea do F-CMS esta relacionada com as propriedades tecnologicas

inferiores deste filme.

0180917 1054 F

TM3000 $134 20120817 1112 F  D&2 x100 Tmm TM3000 9131 20180917 1108 F D42 x10k

Figura 6. Microfotografias da superficie dos filmes nas ampliagdes 100X, 1000X. (a e b)
Filme produzido com proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada (F-CMS). (c e
d) Filme produzido com proteinas miofibrilares das aparas (F-APARAS).
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Tabela 4. Andlise quimica por energia dispersiva dos filmes produzidos com proteinas

miofibrilares extraidas da carne mecanicamente separada e das aparas.

Elementos (%) F-CMS F-APARAS
Carbono 60.680 57.690
Oxigénio 35.420 37.678
Sodio 3.190 3.918
Enxofre 0.502 0.714
Caélcio 0.204 -

F-CMS: Filme produzido com proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada. F-
APARAS: Filme produzido com proteinas miofibrilares das aparas.

Teste de biodegradacéo dos filmes

As alteragdes macrosclpicas da aparéncia fisica e as curvas do teste de
biodegradacdo dos filmes no solo sdo apresentadas na Figura 7. ApoOs dois dias de
armazenamento, as massas do F-CMS e F-APARAS foram reduzidas para 30,0 e 37,7% da
massa inicial, respectivamente. Esse comportamento pode ser associado a perda de compostos
de baixo peso molecular, como glicerol utilizado como plastificante, que € absorvido ou
metabolizado por microrganismos do solo (ABRUSCI et al.,, 2007; COPINET; LEGIN-
COPINET; ERRE, 2009). Outra explicacdo seria a assimilacdo por microrganismos como
fungos ou bactérias dos aminoacidos presentes nas PM. Segundo Abrusci et al. (2007), esses
microrganismos podem atuar sinergicamente durante a degradacédo e refletir condicbes de
ocorréncia natural, além produzir muitos tipos de enzimas capazes de reagir com as
superficies das proteinas expostas.

O indice de degradacdo dos filmes e o aspecto visual no final dos 15 dias, mostrou
que o F-CMS, apesar da alta perda de massa (83,5%) apresentou menor biodegradabilidade
comparado ao F-APARAS (89,9%), indicando que o teor lipidico das PM extraidas da CMS
(Tabela 1) influenciou na interacdo do filme com a 4gua e com o0s microrganismos do solo.

Além da interacdo com os microrganismos, a biodegradabilidade dos filmes também
estd relacionada com fatores como a lixiviacdo das PM (material mais biossusceptivel) que
produz canais que favoreceram a entrada de &gua (FRANCO et al., 2004). A adicdo periodica
de &gua provavelmente ajudou na perda de compostos soluveis, contribuindo para a alteragdo
do aspecto inicial e integridade dos filmes, demonstrando claramente sua biodegradabilidade.
Dessa forma, a presenca de lipideos no F-CMS também pode ter interferido na interacdo do
filme com a 4gua, aumentando o tempo de degradacéo.

O Brasil ndo possui regulamentacdo para biodegradabilidade de materiais, porém a

norma européia EN13432 (2000) exige que os plasticos biodegradaveis tenham 90% de sua
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massa fragmentada em &gua, CO; e biomassa em um periodo de seis meses. Os resultados
obtidos mostram que todos os filmes foram degradados rapidamente e podem ser

consideradas embalagens biodegradaveis.
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Figura 7. Aspecto macroscépico dos filmes antes e ap6s 15 dias de incubagdo no solo e
curvas de perda de massa em funcdo do tempo de exposicdo no solo. F-CMS: Filme
produzido com proteinas miofibrilares da carne mecanicamente separada. F-APARAS: Filme
produzido com proteinas miofibrilares das aparas.

De acordo com os resultados, o tipo de residuo influencia em todas as propriedades
analisadas nos filmes e essas diferencas estdo relacionadas com a composicdo das PM
extraidas. Segundo Sary et al. (2009), a intensidade da remocdo de componentes como
sangue, pigmentos, lipideos e proteinas hidrossoltveis depende do nimero de lavagens.
Portanto, para extrair as PM da CMS com cor clara e baixo teor de lipideos e cinzas, o
namero de lavagens e outras etapas de extracdo devem ser aumentadas. Vale ressaltar que o
uso da CMS para producdo de filmes é uma excelente alternativa para contribuir com a
diminuicdo da quantidade de residuos de menor valor comercial gerados pela industria
pesqueira.
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4. CONCLUSOES

As proteinas miofibrilares extraidas da carne mecanicamente separada e das aparas
apresentaram alto teor de proteinas e formaram filmes com boas propriedades tecnoldgicas.

Os tipos de residuo usado para extrair as proteinas influenciaram em todas as
propriedades do filme e estdo relacionadas com a concentracdo de compostos ndo proteicos
como lipideos e cinzas nas proteinas miofibrilares da CMS, ocasionando a formacéo de filmes
com propriedades inferiores quando comparado ao filme produzido com as proteinas extraidas
das aparas.

O teste de biodegradabilidade em solo mostrou que os filmes se decompGem
rapidamente e podem ser considerados biodegradaveis.
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Capitulo 111

Efeito da secagem por conveccao e liofilizacdo de proteinas miofibrilares de

peixe nas propriedades tecnoldgicas de filmes biodegradaveis.

Versao em inglés publicada na revista Drying Technology em 3 de fevereiro de 2021.
DOI: 10.1080/07373937.2021.1875230

RESUMO

Este estudo teve como objetivo verificar os efeitos de diferentes métodos e
temperaturas de secagem de proteinas miofibrilares de peixe (PM), nas propriedades
tecnoldgicas de filmes biodegraddveis. As PM foram secas por liofilizacéo a - 60°C por 48
horas e por secagem convectiva de ar quente a 40°C, 60°C a 80°C. Na secagem por
conveccao, foram construidas curvas de secagem e avaliados o0s ajustes de modelos
matematicos. Os filmes foram elaborados a 1,5 % de proteinas (m/v) e 30% de glicerol (m/m)
e caracterizados. Os tempos de secagem encontrados foram: 540 min (40 °C), 300 min (60
°C) e 120 min (80 °C). Os modelos "Logaritimico™ seguido do "Aproximacao da difusdo"
foram os que melhor se ajustaram para todas as temperaturas.Os resultados de eletroforese das
proteinas e da caracterizacdo do filme mostraram que a secagem convectiva casou
modificacfes na estrutura tridimensional das proteinas, favorecendo a formacdo de uma rede
de proteinas altamente reticulada com numerosas ligacGes de hidrogénio, interacGes
hidrofobicas e ligacdes dissulfeto gerando filmes com propriedades iguais ou melhores que 0s

de proteinas liofilizadas.

Palavras-chave: modelagem matemaética; curvas de secagem; eletroforese; e residuos do

peixe
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de materiais renovaveis de alto desempenho feitos de polimeros
biodegradaveis encontrados facilmente na natureza, é importante para 0 crescimento
sustentavel da industria de embalagens e esta entre as preocupacdes e temas de pesquisas nos
ultimos anos (SILVA et al., 2020; YILMAZ et al., 2020). Os biopolimeros de origem animal,
tais como proteinas miofibrilares de peixes (PM) tém sido amplamente utilizadas como
material de embalagem, especificamente na elaboracéo de filmes biodegradaveis (ROMANI
et al., 2018; YILMAZ et al., 2020). A grande vantagem de utilizar essas proteinas é o
aproveitamento do residuo da industria de processamento de peixes que € altamente poluente,
além de agregar valor econdmico para peixes de baixo valor comercial. Estas proteinas sdo
excelentes matérias-primas para a producao de filmes biodegradaveis com diversas aplicacGes
(NIE et al., 2017).

Para serem utilizadas na producéo de filmes, as PM sdo primeiro extraidas do musculo
do peixe e posteriormente congeladas ou desidratadas. O método comumente usado para
desidratacdo é a liofilizagdo (NIE et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). Na secagem por
liofilizacdo, a amostra é previamente congelada, e posteriormente a umidade é reduzida
primeiro por sublimacéo e depois por dessorcdo. E considerada um dos melhores métodos de
secagem para conservacdo de alimentos, pois produz produtos secos com boa qualidade
sensorial e alto nivel de retencdo de nutrientes. No entanto, apesar de muitas vantagens, € um
processo caro de desidratagdo de alimentos, devido a velocidade lenta de secagem, a
necessidade de usar vacuo e a aplicacdo de tratamentos prévios como o congelamento (FENG
et al., 2020)

Por outro lado, outros métodos de secagem como a secagem por conveccdo de ar
quente em estufa, € um método pratico e de baixo custo. A secagem por conveccao de
alimentos é um complexo fendmeno onde dois processos principais ocorrem
simultaneamente, que sdo a transferéncia de calor e massa. E considerado o mais simples e
econdmico entre 0s varios processos de secagem, sendo o0 mais utilizado na conservacao de
alimentos (VILLA-COLARES et al., 2010; SINGH; TALUKDAR, 2020).

Na secagem de PM por convecgdo, 0 aquecimento pode modificar a estrutura
tridimensional das proteinas causando perdas nutricionais e de algumas propriedades
funcionais. Porém, tratando-se de proteinas que serdo utilizadas na producdo de filmes
biodegradaveis, mudancas em sua estrutura podem ser vantajosas. Na formacéo do filme, as

macromoléculas se unem por ligagcdes de hidrogénio, i6nicas, hidrofébicas e covalentes, e 0
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aquecimento pode favorecer essas interacOes devido a modificagdes na estrutura
tridimensional, pois expde grupos tiol e hidrofébicos internos que ficam disponiveis para
formar mais ligagdes dissulfeto e interacdes hidrofobicas entre as cadeias proteicas
desdobradas (HAMMANN; SCHMID, 2014; KOWALCZYK et al., 2014).

Vaérios estudos avaliaram os efeitos da desnaturacdo causada pelo aquecimento de
solucdes filmogénicas nas propriedades de filmes biodegradaveis, por exemplo: MP de peixes
(ROCHA et al., 2013), surimi (WENG et al.,, 2007), gelatina de peixe (HOQUE;
BENJAKUL; PRODPRAN, 2010), proteinas de soro de leite (SCHMID et al., 2017) gldten
do trigo (MARCUZZO et al., 2011) e proteinas de ervilha (KOWALCZYK; BARANIAK,
2011). No entanto, ndo hé relatos de pesquisas que demonstrem a influéncia dos métodos de
secagem de PM de peixes nas propriedades tecnoldgicas dos filmes produzidos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de diferentes métodos e

temperaturas de secagem de PM de peixe sobre as propriedades tecnoldgicas dos filmes.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAS PRIMAS

As carcagas do processamento da filetagem da dourada (Brachyplatystoma
rousseauxii) foram adquiridas no mercado Ver-o0-Peso e transportados sob refrigeracéo para o
Laboratdrio de Produtos de Origem Animal- LAPOA da Universidade Federal do Para -
UFPA. O plastificante utilizado foi o glicerol (glicerina PA; Isofar, com 99,5% de pureza).

No laboratério as carcacas foram higienizadas com agua clorada a 5ppm (mg/l) e
processadas em separadora mecanica (High Tech, HT 250), para obter a carne
mecanicamente separada (CMS). Em seguida, a CMS foi acondicionada em sacos de
polietileno, embalada a vacuo e armazenada sob congelamento a -26°C até as proximas

etapas.

2.2. EXTRACAO DAS PM

As PM foram extraidas da CMS seguindo metodologia de Batista et al. (2020). A
massa muscular foi misturada com solucgéo de cloreto de sédio 50 Mm (5:1) (Synth PA-ACYS)
a 5°C por 5min seguida por filtragdo em camada de tecido (faillet), sendo este processo
repetido por mais duas vezes. O material retido foi desodorizado com uma solucdo de &cido
fosforico a 0,05% (Neon PA-ACS) (3: 1) por 5 min e filtrada. O material retido foi lavado
com &gua (3:1) e centrifugado a 11.627 G-force durante 3 minutos em centrifuga refrigerada a
4 °C (Multifuge X1R, Thermo Fisher, Waltham, MA). Posteriormente, as proteinas extraidas
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foram embaladas a vacuo em sacos de polietileno, e armazenadas sob congelamento a -26°C
até as proximas etapas.

2.3. SECAGEM DAS PM

As proteinas extraidas foram submetidas a secagem por liofilizacdo e por conveccao
de ar quente. Na liofilizacdo, foram colocadas 200g de proteinas em bandejas de aco
inoxidavel com didmetro e altura de 13 x 3 cm, posteriormente congeladas e liofilizadas
(Liotop, L101) a - 60°C por 48 horas obtendo-se as PM liofilizadas (PM-L) (BATISTA et al.,
2020) Para a secagem por conveccdo, 90g de proteinas foram colocadas em bandejas
retangulares perfuradas (3 mm) com area de 204 cm?e altura de 1cm. O processo foi realizado
em estufa com circulacdo de ar (Tecnal, TE- 394/3), nas temperaturas de 40 °C (PM-40),
60°C (PM-60) e 80 °C (PM-80) com velocidade de ar de 1,4 m/s medida em anemometro
digital (Modelo AD-250 Instrutherm, Sao Paulo, Brasil) até atingir massa constante
(MARTINS; PENA, 2017). Posteriormente, as amostras secas no liofilizador e na estufa
foram trituradas em processador (Walita, RI17625) e peneiradas (Tyler 35), obtendo-se as PM
em po.

Com os resultados obtidos na secagem por conveccdo foram construidas curvas

baseadas na correlacdo entre a razdo de umidade (MR) e tempo de processo (Equacéo 1).

m — m,
MR = ——
m; — m, (1)
Onde: MR= razdo de umidade (adimensional); m, m; e m sdo as umidades em um tempo t,

inicial e no equilibrio (g/100 g b.s.), respectivamente.

2.3.1. Célculo da difusividade efetiva para a secagem
A segunda lei de Fick pode ser usada para descrever a secagem de PM de peixes. A
solucdo em série geral da segunda lei de Fick em coordenadas cartesianas é apresentada

abaixo (Equacéo 2).

MR = m-me _ 8 v 1 - (_(2n+1)[2‘;'[2.Deff .t) (2)

m;—m, n2 ~n=1 (2n+1)>2
Onde: Deff é a difusividade efetiva e L é a espessura da amostra

Esta equacdo é aplicada assumindo que o movimento de umidade € unidimensional,
sem alteracdo de volume, difusividade constante, distribuicdo uniforme de umidade e
resisténcia externa desprezivel (BOUDHRIOUA; BONAZZI; DAUDIN, 2003).
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Para periodos longos de secagem, a Equacéo (2) pode ser simplificada apenas para o
primeiro termo da série, sem muito efeito na precisdo da previsdo (Equacdo 3) (DOYMAZ;
PALA, 2003; RAMESH et al., 2001).

8 (112 Degt .t) 3)

MR=H—2—exp L—Z

A difusividade efetiva foi obtida quando In (MR) foi representada graficamente versus

o tempo (t).
2
InMR = In (1%) - % ()
o T Deg.t ®)
inclinagdo = 1

A difusividade efetiva foi calculada pela Equacéo (4), usando as inclinac6es (Equagéo
5) derivadas a partir da regressao linear de In (MR) em relacdo aos dados de tempo.

2.3.2. Modelagem matematica das curvas de secagem

Na predicdo das curvas de secagem, foram avaliados os ajustes matematicos de
modelos classicos que descrevem a cinética dos processos de secagem em camada delgada
(Tabela 1). Os modelos foram ajustados por regressdo ndo-linear aos resultados obtidos nos
experimentos de secagem usando o software Statistica versdo 7.1 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA).
O algoritmo de Levenberg- Marquardt foi utilizado com um critério de convergéncia de 10°.

Tabela 1. Modelos utilizados para descrever as curvas de secagem das PM

Nome do modelo Modelo Referéncia
Newton MR=e ! (Mujumdar, 1987)
Lewis MR= exp(-k.t) (Bruce, 1985)

Dois termos Exponencial  MR= a.e*! + (1-a). e**t  (Sharaf-Eldeen; Blaisdell;
Hamdy, 1980)

Logaritmica MR= a.e®t + ¢ (Yagcioglu; Degirmencioglu;
Cagatay, 1999)
Aproximagéo da difusio ~ MR=a.e™' + (1-a). €™  (yaldyz; Ertekyn, 2001)

MR = razdo de umidade (ndo dimensional), t = processo tempo (s), € a, b, ¢ e k séo
constantes dos modelos.
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Os valores do coeficiente de determinacdo (R?), erro médio relativo quadratico
(RMSE) (Equagdo 6) e qui-quadrado (X?) (Equacdo 7) foram utilizados para determinar o

modelo que melhor descreveu as curvas de secagem.
1 1/2
RMS = [ﬁ gvzl(Yexp i Ypre ,1)2] (6)

Onde: Ypreq= valor da perda de agua ou do ganho de sélidos predito; Yex,= valor da perda de

agua ou do ganho de solidos experimental e N = nimero de medidas experimentais.

N
XZ — Zi:l(MReXp ,i_MRpre ,i)z (7)
N—n

Onde: MRexp,i € MRyre i S80 @ MR determinada a partir dos dados experimentais e a MR predita
pelos modelos ajustados, respectivamente; N = nimero medidas experimentais; e n = nimero

de parametros do modelo.

2.4.CARACTERIZACAO DAS PM
2.4.1. Composicdo centesimal e substéncias reativas ao 4cido tiobarbiturico

Analises de proteinas (método 940.25), lipidios (metodo 922,06), umidade (método
932.12) e cinzas (método 938,08) (AOAC, 1997) foram realizadas nas PM secas e 0s
resultados expressos em base seca. As substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS)
foram determinadas de acordo com o método de Lemon (1975) e expressas em miligrama de

malonaldeido por quilograma de amostra.

2.4.2. Eletroforese

As PM foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de
acordo com o procedimento de Laemmli (1970). Para preparar as amostras, 0.001g de
proteina foi solubilizado em 100 ul de agua, 12 pl de tampdo da amostra com 7.5 ml de Tris-
HCI 1M pH 6.8 (Scientific Exodus), 35 ml de SDS 10% (Isofar), 0.15 g de azul de
bromofenol (Isofar), 15 ml de glicerol (Glicerina PA; Isofar), 75 ml de 4gua destilada e 700 pl
de BMercaptoethanol 14.3M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e aquecidas a 100 °C por 20
min. A corrida foi realizada em gel de separacdo a 8% e de empilhamento a 5%. Depois da
separacdo, as bandas foram reveladas com o corante Coomassie Blue-R-250 (Sigma-Aldrich).
O padréo utilizado foi da BIO-RAD na faixa de peso molecular de 200 kDa a 6.5 kDa.
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2.5. OBTENC;AO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Os filmes biodegradaveis foram elaborados de acordo com Batista et al. (2020) com as
proteinas secas nas diferentes condicdes e foram codificados com as siglas F-L (filme
produzido com proteina liofilizada), F-40, F-60 e F-80 (filmes produzidos com proteinas
secas por conveccdo a 40°C, 60°C e 80°C respectivamente). Inicialmente foi preparada a
solugéo filmogénica, com as PM (1,5% m/v), o glicerol (30% m/m) (Isofar, Glicerina PA com
99,5% de pureza) e agua destilada e o pH foi ajustado para 11 com hidréxido de sodio 2M
(Cinética, NaOH-PA). Essas solucdes foram homogeneizadas a 10.000 rpm/5min (Turratec,
Tecnal, TE-102), em seguida mantidas em banho-maria (Tecnal, TE-057) a 70°C por 30 min
e filtrada em camada de tecido (faillet). Posteriormente,120mL de cada solugdo filmogénica
foram colocadas em suporte de silicone (22cm de diametro e 3cm de altura), e secas em estufa
incubadora (Q315M, Quimis, Diadema, Brasil) a 30°C por 16 horas. Os filmes foram

acondicionados em embalagens de polietileno e mantidos em temperatura ambiente.

2.6. CARACTERIZAGAO REOLOGICA DA SOLUGAO FILMOGENICA

A viscosidade aparente e 0 comportamento de fluxo das solucGes filmogénicas foram
determinadas de acordo com Batista et al. (2019) em um viscosimetro (VT 550, Haake,
Vreden, Alemanha) acoplado a um sistema com Copo SV e rotor SV1. A viscosidade
aparente foi medida a 28 °C com taxa de cisalhamento entre 0 e 600 s™ e as curvas foram

modeladas matematicamente no modelo de Ostwald-de Waele usando a Equacéo 8.

(8)
T=K.y"

Onde, T = tensdo de cisalhamento (Pa); y = taxa de cisalhamento (s?); K = indice de

consisténcia (Pa.s"); n = indice de comportamento do fluxo (adimensional).

2.7. AVALIA(;AO DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DOS FILMES
BIODEGRADAVEIS
2.7.1. Espessura
As espessuras dos filmes foram medidas utilizando micrémetro digital com resolugédo
de 0,001 mm (modelo IP54; Insize, Suzhou, China) em oito locais aleatorios com afastamento
da borda de 60 mm (LIMPAN et al., 2010).
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2.7.2. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e percentual de alongamento na ruptura (%E) dos filmes
foram determinadas usando metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) em texturémetro
(TA. XT- plus; Stable Micro Systems, Londres, Reino Unido). A separacdo inicial das garras
e a velocidade foram de 50 mm e 1mm.s*, respectivamente. As amostras foram cortadas em
tiras de 100 mm de comprimento e 25 mm de largura (LIMPAN et al., 2010) e as respostas

calculadas pelas Equac6es 9 e 10.
RT = — 9)

Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme
(N); A: 4rea da seccdo transversal do filme (m?).

_ _Jdr
"~ d;.100

(10)

Onde: E: elongacgéo (%); dr: distancia total no momento da ruptura (mm); d;: distancia inicial

de separacao das garras (50 mm).

2.7.3. Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

Foi utilizado método modificado (ASTM, 1989) descrito por Arfat et al. (2014). Os
filmes foram colocados em recipiente de permeacao de vidro com 4,5 cm de diametro e 7,0
cm de altura contendo 10g de silica gel seca (0% UR; OPa de pressdo de vapor de agua a 30
°C) com adesivo de silicone. Em seguida, os recipientes de permeagédo foram colocados em
dessecadores com agua destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor a 30

°C) e pesados a cada hora durante 10 h. A PVA dos filmes foi calculada com a Equacdo 11.

W. X
A. t. AP

PVA = (11)

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de agua (g. m™. s*. Pa™.); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t:
tempo de incubacdo (h); AP: diferenga de pressao parcial (Pa). Trés corpos de provas foram

usados para testes de PVA.

2.7.4. Solubilidade
A solubilidade foi determinada de acordo com Gontard et al. (1994). A matéria seca

inicial (m;) foi determinada em estufa a 105 °C/24h em filmes com 2 cm de diametro.
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Posteriormente, as amostras foram imersas em 50 mL de agua e foram agitadas em
incubadora Shaker refrigerada (Cielanb, CE-725B) com velocidade de 70 rpm por 24 h a
25°C. Apos este periodo, as amostras foram removidas e secas (105°C por 24 horas) para
determinar a matéria seca final (m¢). A solubilidade do filme foi calculada de acordo com a
Equacéo 12.

g — L~ mf (12)

m;j
Onde: S: solubilidade (%) m;: matéria seca inicial (g); ms: matéria seca final (g).

2.7.5. Parametros de cor
A cor dos filmes foi determinada em colorimetro (CR 310; Minolta, Toquio, Japdo) e
o0s parametros L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho) e b* (intensidade do amarelo)

foram medidos sobre uma placa branca.

2.8.CARACTERIZACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS
2.8.1. Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) os espectros
dos filmes foram registrados em Espectrometro FTIR Cary 630 (Agilent, Santa Clara, CA),
acoplado a um acessario de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de seleneto de zinco
na faixa de 500 a 4000 cm™,

2.8.2. Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) (Shimadzu, DTG-60AH) dos filmes foi
determinada na faixa de temperatura entre 25 a 600 °C, taxa de aquecimento de 10 ° C/min e
nitrogénio a 50 mL/min como gas carreador. A aquisicdo dos registros foi realizada no
Software TA60 versdo 2.21 (Shimadzu, Kyoto, Japdo).

2.8.3. Difracao de Raio- X

As amostras foram depositadas sobre suporte de vidro do equipamento e exposta a
radiacdo Cu (Kal=1,540598 A) submetida a 40 kV de voltagem e corrente de 40 mA de | =
1,78897 x 10 nm, no difratdmetro: D8 Advance da Bruker com geometria Bragg-Brentano e
detector LynxEye, com tempo de varredura de 0.4s na geometria Bragg-Brentano de 5 < 0 <
60. Fenda divergente 0,6mm. Fenda Soller: 2,5°. Filtro KB de Ni. A coleta dos difratogramas
foi realizada com passo angular de 0,02° e o0 tempo por passo 0.4s.
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2.8.4. Microscopica eletronica de varredura da superficie dos filmes biodegradaveis

A microestrutura da superficie do filme foi determinada utilizando microscopio
eletrénico de varredura (MEV) (Microscépio de bancada, TM 300; Hitachi, Téquio, Japao),
que operou em uma voltagem de 15 kV de feixe de elétrons.As amostras foram fixadas com

fita condutora nos “stubs” de aluminio e analisadas em aumentos de 100 ¢ 1000 e 2000 x.

2.9. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada no programa Statistica® versao
(StartSoft, 2004) por meio da Analise de Variancia (ANOVA) e teste de tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. SECAGEM DAS PM

3.1.1. Curva de secagem
As curvas de secagem das PM em diferentes temperaturas sdo apresentadas na Figura

1. Os resultados experimentais ilustram a auséncia de periodo de taxa de secagem constante e
ocorreu somente no periodo de taxa decrescente. As maiores taxas de secagem foram
observadas em temperatura mais elevadas, favorecendo a eliminacdo de dgua do produto e a
diminuicdo do tempo de secagem, o que pode ser confirmado pelo valor da difusividade
efetiva (Deff = 149,3 x 10 m?/s para 40 °C, Deff = 315,4 x 10”° m?/s para 60 °C e Deff =
493,0 x 10”° m?/s para 80 °C). Toujani et al. (2012) observaram 0 mesmo comportamento em
secagem convectiva de peixe prata, que esta relacionado com a maior transferéncia de calor e
massa em temperaturas do ar mais elevadas.

Os tempos de secagem por convecgdo nas diferentes temperaturas foram: 40 °C: 540
min, 60 °C: 300 min e 80 °C: 120 min.

Levando em considerac&o os maiores valores de coeficiente de determinacéo (R?), e
baixos de qui-quadrado (X?) e erro médio relativo quadratico (RMSE) (Tabela 2) pode-se
observar que dentre os modelos testados, o Logaritimico seguido do Aproximacao da difuséo
foram os que melhor se ajustaram para todas as temperaturas. Portanto, 0s mesmo podem

prever com precisdo a cinética de secagem de PM de peixe.

7.0
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Figura 1. Curvas de secagem de proteinas miofibrilares de peixe secas por conveccdo a 40°C,

60°C e 80°C.

Tabela 2. Valores do R? X* e RMSE para as regressdes néo lineares dos modelos ajustados

aos dados de secagem de PM de peixe secas a 40°C, 60°C e 80°C.

Parametros estatisticos

Modelo R? X2 RMSE R? X2 RMSE R? X2 RMSE
40°C 60°C 80°C

Newton 0,971 0,002 0,047 0,989  0,0009 0,029 0,998 2,320x 10” 0,005

Lewis 0,971 0,002 0,04 0,989  0,0009 0,029 0998 2,320x10° 0,004

Dois termos exponencial 0,985 0,005 0,072 0,996 0,0003 0,018 0,999 3,470x10° 0,005

Logaritmico 0,990 214x10Y 466x10° 0994 28x10Y 405x10° 0999 14x10Y  36x10°

Aproximacéo da difusio 0,995 0,001 0,033 0999 7,18x10° 0,008 0999 9,56x107 0,0009

3.2. CARACTERIZACAO DAS PM SECAS POR LIOFILIZAGCAO E POR CONVECCAO

A Tabela 3 apresenta os resultados da composic¢do centesimal e oxidacao lipidica das

PM secas por liofilizacdo e por convecgdo. Na composicdo centesimal, alto teor proteico foi

observado, caracteristica importante para a formacéo dos filmes (ARAUJO et al., 2018). O

elevado teor de lipideos esta relacionado ao tipo de residuo utilizado, pois a carcaca € uma

regido do peixe com alto teor de gordura. Os valores de cinzas ligeiramente mais elevados sdo

devido a presenga de resquicios de espinhas da carcaca utilizada na obtengcdo da CMS de onde
foram extraidas as proteinas (BATISTA et al., 2020; MURUETA; TORO; CARRENO,

2007).
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Os maiores valores de TBARS foram observados nas proteinas liofilizadas quando
comparadas com as secas por conveccao, as quais apresentaram diminuigcdo dos valores em
funcdo do aumento da temperatura (Tabela 3). Sae-Leaw; Benjakul; O'Brien (2016)
observaram comportamento similar ao secar gelatina de peixe por diferentes métodos e
temperaturas, indicando que os produtos secundarios da oxidacéo lipidica sdo volateis e foram

parcialmente removidos com o0 aumento da temperatura na secagem por convecgao.

Tabela 3. Composicéo centesimal e teor de oxidacgéo lipidica das PM secas por liofilizagéo e

por conveccdo em diferentes temperaturas.

Determinagdes MP- L MP- 40 MP- 60 MP- 80

Proteinas 86.12+0.916° 86.27+0.186° 86.72+0.041° 86.04+0.031°
Lipideos 10.33+0.581° 11.02+0.390° 10.77+0.141° 11.58+0.810°
Cinzas 3.17+0.046° 3.18+0.071*" 3.250.009*° 3.39+0.007°
Umidade 0.060.0007° 0.08+0.0001° 0.060.0012° 0.07+0.0010"
TBARS 2.79+0.017° 1.68+0.001° 1.25+0.015° 1.22+0.010°

MP-L: MP secas por liofilizacdo; MP-40, MP-60, MP-80: MP secas por conveccdo a 40°C,
60°C e 80°C respectivamente. TBARS (mg de malonaldeido /Kg de amostra). a, b, c: refere-
se ao teste de Tukey, Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de significancia (p < 0,05).

3.3. ELETROFORESE (SDS-PAGE)

As PM secas por diferentes métodos e temperaturas apresentaram perfis proteicos
diferentes (Figura 2). Foi possivel identificar para todas as secagens as bandas bem definidas
de miosina e actina como proteinas dominantes. Na proteina seca por liofilizacdo a banda de
miosina apareceu forte e intensa. Na secagem por conveccdo, essa banda reduziu
gradualmente a intensidade e surgiram novas bandas entre a miosina e a actina a medida que a
temperatura de secagem aumentava. De acordo com Kaewprachu et al. (2016), as diferencas
observadas na intensidade ou no aparecimento de novas bandas esta relacionado a degradacgéo
das proteinas. Portanto, esse resultado sugere que em temperaturas mais elevadas, a miosina
sofreu maior degradacdo gerando peptideos de menores pesos moleculares.

Para actina, a banda mais intensa foi visualizada para proteinas liofilizadas. As
proteinas secas por conveccao apresentaram bandas menos intensas e ndo ocorreram muitas
alteracbes nas diferentes temperaturas. O que indica que a liofilizacdo foi o método de
secagem que mais preservou a estrutura dessas proteinas.

A Tabela 5 mostra que os filmes elaborados com essas proteinas apresentaram

diferengas em suas propriedades, devido ao perfil das proteinas. As proteinas secas a 80 °C
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apresentam banda menos intensa de miosina, o que pode ter favorecido a maior resisténcia a
tracdo e elongacdo no filme F-80. Kaewprachu et al. (2017), trabalhou com proteinas
miofibrilares da tilapia (Orcochromis niloticus) e observaram que a diminuigéo na intensidade
da banda de miosina coincidiu com o aumento da resisténcia a tracdo dos filmes. Portanto, a
degradacdo da miosina a peptideos de menor peso molecular favoreceu essa propriedade do
filme. E de modo geral, o perfil eletroforético das MP foi compativel ao observado por outros
autores (ARAUJO et al., 2018; PEREIRA et al., 2019).

PM-80 PM-60, PM-40, PM-L. P

« Miosina

4= Actina
4= Tropomiosina

4 Troponina

Figura 2. Perfil eletroforético SDS-PAGE das amostras de MP. MP-L: MP secas por
liofilizacdo; MP-40, MP-60 e MP-80: proteinas miofibrilares secas por conveccdo a 40°C,
60°C e 80°C respectivamente. P: padrdo BIO-RAD.

3.4. CARACTERIZAGAO REOLOGICA DAS SOLUGOES FILMOGENICAS

Na Figura 3A observa-se a tensdo de cisalhamento em funcéo da taxa de cisalhamento.
A inclinacdo da curva para cima a medida que a taxa de cisalhamento aumenta, indica que as
solucBes se comportaram como fluido ndo newtoniano com caracteristicas de fluido dilatante.
Esse comportamento é confirmado na Figura 3B, que correlaciona viscosidade aparente com
taxa de cisalhamento, pelo aumento da viscosidade a medida que a taxa de cisalhamento

aumenta.
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Figura 3. (A) Curvas de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento. (B) Curvas de
viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento. F-L: solucéo filmogénica de PM secas por
liofilizacdo; F-40; F-60 e F-80: solucdes filmogénicas de PM secas por conveccdo a 40°C,
60°C e 80°C respectivamente.

A Tabela 4 apresenta os valores dos pardmetros reoldgicos e estatisticos obtidos a
partir do ajuste dos dados experimentais ao modelo de Ostwald de Waele e os resultados de
viscosidade aparente. Pode-se observar que o modelo representou satisfatoriamente o
comportamento reoldgico das solucdes filmogénicas, produzindo excelentes coeficientes de
correlagdo linear (R?). Os valores de n (indice de comportamento do fluxo) maiores que
1(n>1) confirmam o comportamento dilatante das solu¢des filmogénicas. O aumento
crescente nos valores de k (indice de consisténcia) sugerem aumento na viscosidade das
solucgdes produzidas com as proteinas secas por convecgdo, o que é confirmado pelos maiores
valores de viscosidade aparente (ECHEVERRIA et al., 2014). No entanto, mesmo com 0
aumento, todas as solugbes mantiveram-se com resultados de viscosidade abaixo do valor
limite recomendando (0.7 Pas) para elaboracédo de filmes (CUQ et al.,1995).

O valor da viscosidade aparente dentro do recomendado para elaboracdo de filmes é
importante, pois pode influenciar na formacéo do filme causando altera¢fes nas propriedades
tecnoldgicas, tais como: espessura, propriedades mecanicas, PVA e presenca de poros e
fissuras associados a dificuldade de eliminacdo de bolhas de solugdes muito viscosas (HAN;
GENNADIQOS, 2005).
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Tabela 4. Parametros do modelo de Ostwaldde Waele e viscosidade aparente calculados para
as solugdes filmogénicas.

Amostras
Modelo Parametros
F-L F-40 F-60 F-80
Ostwaldde K 0.002+0.0003*®  0.002+0.0002°  0.003+0.0005°  0.003+0.0005%
Waele n 1.449+0.017"°  1.477+0.0142 1.403+0.027" 1.408+0.022"
R? 0.985+0.005°  0.990+0.0007%  0.986+0.002°  0.991+0.001°
Viscosidade  5pp g 0.041+0.001°  0.043+0,0012  0.044+0.003*  0.044+0,002°

aparente (Pas)

F-L: solucdo filmogénica de PM secas por liofilizacdo; F-40; F-60 e F-80: solucbes
filmogénicas de PM secas por conveccdo a 40°C, 60°C e 80°C respectivamente. a, b: refere-se
ao teste de Tukey. Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
significancia (p < 0,05).

3.5. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DOS FILMES
BIODEGRADAVEIS

Na Tabela 5 encontram-se as propriedades tecnoldgicas dos filmes biodegradaveis de
proteinas miofibrilares secas por liofilizacéo e por conveccao.

As espessuras dos filmes variaram entre 0.04 a 0.05 mm permanecendo dentro da
faixa relatada na literatura para filmes de MP de peixe (ARAUJO et al., 2018; ROMANI et
al., 2018; VIEIRA et al., 2018).

O F-80 apresentou maior resisténcia a tragao (p < 0,05), embora esta condi¢do de
secagem tenha causado maior desnatura¢do das proteinas, conforme observado no perfil
eletroforético (Figura 2), esta alteracdo favoreceu a formacdo de filmes mais resistentes.
Autores como Garcia; Sobral (2005), Hoque et al. (2010) e Schmid et al. (2017)também
observaram aumento na resisténcia a tracao de filmes de MP de tilapia, gelatina de peixe e de
soro do leite, respectivamente, quando essas proteinas foram expostas a temperaturas mais
altas. Segundo esses autores, o desdobramento das moléculas de proteinas quando aquecidas
proporcionam a formacdo de ligacdes dissulfeto, que sdo capazes de estabilizar a rede de
proteinas e como resultado ocorre a formacao de filmes mais resistentes.

Maior resisténcia a tracdo normalmente causa menor elasticidade (HOQUE et al.,
2010). No entanto, observou-se que os filmes com maior RT também apresentaram maior
elongacdo, reafirmando que houve rearranjo molecular que proporcionou a formacgédo de

filmes mais resistente e manteve a elasticidade.



93

Tabela 5. Caracterizacdo mecéanica, fisica, de barreira e cor dos filmes biodegradaveis obtidos
com MP secas por liofilizagéo e por convecgéo.

) Resultados
Determinacbes
F-L F-40 F- 60 F- 80
Espessura (mm) 0.04+0.0006*  0.05+0.0015" 0.05+0.0025" 0.04+0.0010°
Resisténcia a tragdo (MPa) 3.83+0.117° 2.52+ 0.069° 2.68+ 0.069° 4.40+0.118°
Elongacéo (%) 278.49+0.019*°  247.71%1.018° 209.73+1.781° 278.52+0.018°
PVA (x10®%g. m-*. s*. Pa™) 4.600.160° 5.75+0.0969° 5.77+0.062° 4.59+0.080°
Solubilidade (%) 24.41+1.168° 28.05+0.621" 16.78+0.170" 44.53+0.807°
Parametros de cor
L* 90.51+0.051" 91.03+0.353" 91.15+0.190° 92.7240.767°
a* -1.38+0.113" -1.55+0.084° -1.55+0.118 -1.35+0.115"
b* 17.73+0.860° 15.99+0.605%° 14.85+0.600" 11.63+0.609°

F-L: filme de MP secas por liofilizacdo; F-40, F-60 e F-80: filmes de MP secas por convecgao
a 40°C, 60°C e 80°C respectivamente. a, b, c: refere-se ao teste de Tukey. Letras iguais na
mesma linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).

Os filmes F-80 e F-L apresentaram os menores valores de PVA e F-40 e F-60 0s
maiores (p> 0,05,). Uma vez que se espera menores valores de PVA, esse resultado sugere
que as modificacdes na estrutura da proteina ocasionada pelo método de secagem apresentou
pouca ou nenhuma influencia positiva na PVA dos filmes. Apesar do desdobramento das
proteinas termicamente desnaturadas causarem a exposicdo de grupos sulfidrila interno e
cadeias laterais hidrofébicas, que poderiam interagir e formar filme com melhor coeséo,
alguns autores tém demonstrado que o desdobramento da molécula de proteinas desempenha
pouca influéncia positiva na PVA dos filmes com proteinas de diferentes origens
(KOWALCZYK; BARANIAK, 2011; ROCHA et al., 2013; SCHMID et al. 2017).

Na Tabela 5 observa-se que os filmes F-60 e F-80 apresentaram as menores e maiores
solubilidades, respectivamente. Bourtoom et al. (2006) e Rocha et al.(2013) verificaram que
em temperaturas inferiores a 60 °C encontraram menor solubilidade e em temperaturas
superiores a 70 °C a solubilidade dos filmes aumentou. Este resultado esta relacionado com os
tipos e quantidade de ligagOes estabelecidas no filme, conforme foi identificado nos resultados
da analise de FTIR (Figura 4).

A cor € um parametro importante na caracterizacdo de filmes, sendo influenciada
diretamente pela matéria-prima utilizada na sua elabora¢do (Rocha et al. 2013). O F-80

apresentou maior luminosidade e menor valor de b* (p < 0,05) caracterizando filmes mais
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claros e menor tendéncia a coloracdo amarela, respectivamente. Devido ao alto teor de
lipideos presente nas PM utilizadas na producdo dos filmes (Tabela 3), a principal reacdo
responsavel pelas variacdes de cor foi a oxidacdo lipidica. No entanto, foi observado cor mais
clara nos filmes elaborados com proteinas secas por convecgdo, apesar da temperatura ser
considerada um dos catalisadores dessa reacio (WOJCIAK; DOLATOWSKI, 2012). Segundo
Sae-Leaw et al. (2016), a alteracdo da cor pela oxidagdo lipidica acontece porque o0s
compostos secundario da oxidacdo lipidica (aldeidos, cetonas) podem reagir com grupos
amino de aminoacidos ou peptideos livres via reacdo de escurecimento ndo enzimatico,
podendo resultar em produtos com cor mais amarela. No entanto, esses compostos séo
volateis, e possivelmente em uma temperatura de secagem mais elevada da proteina, 0s
mesmos volatilizaram mais, o que justifica os filmes elaborados com proteinas secas por
conveccao apresentarem cor mais clara comparada ao obtido com proteinas liofilizadas. Esse
comportamento pode ser confirmado com a analise de oxidagdo lipidica (TBARS) (Tabela 3),
onde a proteina seca a 80°C apresentou 0 menor resultado.

3.6. CARACTERIZACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS
3.6.1. FTIR

Os diferentes métodos de secagem das proteinas causaram rearranjos conformacionais
durante a formag&o do filme (Figura 4A). Espectros muito similares foram obtidos na faixa de
1800 e 1700 cm' referentes as amidas | (estiramento C=0), amida Il (dobragem N—H), amida
Il (alongamento C—N e vibragdo de flexdo N—H) e para a banda relacionada a interagdes
com plastificante situada em 1043 cm® (grupo OH de glicerol) (HOQUE et al., 2010;
KAEWPRACHU et al., 2018). A principal diferenga espectral observada foi nas amplitudes
das bandas das amidas A (alongamento de N—H acoplado a ligagdo de hidrogénio) amida B
(alongamento assimétrico de C-H e NH3+) e interacdes hidrofébicas (alongamento C—H)
(KAEWPRACHU et al., 2018; VALENZUELA et al., 2013). Portanto, apenas essas regides
espectrais foram selecionadas para uma discussdo mais aprofundada. Para melhorar a
resolucdo espectral e identificar as principais diferencas entre os filmes nessas bandas, o
espectro foi ampliado na regido 4000-2500 cm™ e uma sobreposicéo foi aplicada (Figura 4B).

A amida A apresentou uma ampla banda de absorcdo em 3277 cm ™

, para todos 0s
filmes. Nesta regido do espectro, o filme F-60 mostrou intensidade da banda mais baixa e o F-
40 mais alta do que a observada pra os demais filmes. A menor intensidade observada no
filme F-60 provavelmente esta relacionada com um maior grau de reticulacdo da rede de

proteinas, com cadeias mais proximas uma das outras promovidas por ligagdes de hidrogénio
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mais freqlientes (RAMOS et al., 2013). Enquanto a maior intensidade observada no filme F-
40, sugere que essas interacdes foram reduzidas nesse filme. Segundo Hoque; Benjakul;
Prodpran (2011), maiores amplitudes em amida A sugerem diminuicdo das interacfes entre as
moléculas de proteinas causando menor reticulagdo. Na amida B (2919 cm ™),
comportamento contrario foi observado.

A presenca de interacBes hidrofobicas foi identificada no comprimento de onda
2852cm L. O aparecimento dessa banda é comum em filmes adicionados de 6éleos como
relatado por Tongnuanchan et al. (2014) que estudou filmes de gelatina de peixe incorporados
com oOleos essenciais de manjericdo e citronela. Portando, o alto teor lipidico presente nas
proteinas utilizadas na produgdo do filme possivelmente contribuiu para surgimento dessa
banda. Alem disso, interacBGes hidrofobicas também pode surgir interagdes hidrofébicas ou
tornarem-se mais frequentes com a desnaturacdo das proteinas, pois ocorre a ruptura da
estrutura tercidria e assim a exposicdo dos grupos hidrofébicos localizados no interior da
estrutura, tornando-os disponiveis para formar interacdes entre diferentes moléculas de
proteinas (ROCHA et al., 2013).

Esse resultado é consistente com os dados referentes a estabilidade térmica que
mostraram que o filme F-60 apresentou maior estabilidade térmica (Figura 5) provavelmente
devido a uma rede de proteinas altamente reticulada causado por numerosas ligacGes de
hidrogénio identificada na amida A e por interacdes hidrofdbicas. Esse comportamento
também pode esta relacionado com o baixo resultado de solubilidade para este filme, uma vez
que a rede de polimeros proteicos era altamente estdvel (RAMOS et al., 2013). A baixa
solubilidade também confirma a formacdo de ligacbes covalentes como ligacGes dissulfeto
intermoleculares no filme (SCHMID et al., 2017).

Apesar dos espectros sugerirem que o filme F-60 apresentou uma rede altamente
reticulada, essa condicdo ndo foi favoravel para as propriedades mecanicas. Isso pode ser
justificado, uma vez que ligagdes proteina-proteina muito fortes ou numerosas podem tornar o
filme duro ou quebradico (CUQ et al., 1995; HAN; GERNNADIQOS, 2005). Para essas

propriedades, o filme F-80 apresentou maiores valores de RT e elongacgéo.
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Figura 4. Espectros de FTIR dos filmes. (A) Espectros de 4000 -500 cm™. (B) Espectros
ampliado na regido 4000-2500 cm™.F-L: filme de PM secas por liofilizacao; F-40, F-60 e F-
80: filmes de PM secas por conveccao a 40°C, 60°C e 80°C respectivamente.

3.6.2. TGA e difracdo de raio-x

Os filmes mostraram comportamentos semelhantes com trés etapas principais de perda
de peso (Figura 5A). A primeira fase da perda de peso foi observada a uma temperatura de
decomposicdo inicial variando de 51.02 — 53.68 ° C (Tabela 6), possivelmente associada com
a perda de agua livre e ligada presente nos filmes (BATISTA et al., 2019).

A segunda fase relacionada com a degradacao de fracdes de proteinas de baixo peso
molecular e evaporacdo do glicerol, a temperatura de degradacdo variou de 138.29 — 153.23
°C. Na terceira fase (272.68 — 300.05 °C) ocorreu a degradacéo de fracdes proteicas de maior
peso molecular ou aquelas fortemente associadas (ARFAT et al., 2014; EL HALAL et al.,
2016).

Os resultados da segunda e da terceira fase sugerem que o filme F-40 apresentou
menor e 0 F-60 maior estabilidade térmica em comparacdo com outros filmes. A maior
estabilidade observada para o F-60 corrobora com os resultados de FTIR. De acordo com
Barreto; Pires; Soldi (2003), a estabilidade térmica dos filmes é reforcada por interagdes
proteicas como ligacdes de hidrogénio e interacfes hidrofdbicas.

Na difragdo de raio-x, os filmes apresentaram uma estrutura ndo cristalina tipica, com
picos alargados em torno de 26=20 (F-L: 20.768°; F-40: 19.542°; F-60: 20.094°; F-80:
19,461° e 23.791°) caracteristica de estruturas amorfas, isto é, desordenada e pouco detectavel
por DRX com muito pouco grau de cristalinidade (Figura 5B). Filmes de proteinas

normalmente possuem a caracteristica de apresentar um pico amplo centrado em torno de 26

2500
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= 20°, representando um tipo especial de estrutura amorfa (BENBETTAIEB et al., 2016;
SOO; SARBON, 2018).

Apesar de todos os filmes apresentarem o mesmo pico em torno de 26 = 20°, houve
diferenca nas amplitudes. A maior amplitude foi observada para o pico do F-60. Segundo Le
Tien et al. (2000), esse comportamento sugere que o filme apresenta aumento do grau de
reticulacdo gerando uma estrutura mais ordenada e mais estavel, reafirmando os resultados de
FTIR e TGA. No F-80, observou-se o aparecimento de um segundo pico (23.791), sugerindo
um possivel aumento de sua cristalinidade geral. Esse aumento pode estar relacionado com 0s
maiores valores de resisténcia a tracdo e elongacéo observadas para este filme Li et al.(2011)
também observaram que o aumento na cristalinidade dos filmes resultou em melhores

propriedades mecanicas.

A

Intensidade (u.a.)

T o T 2 T * T ¥ T v 1

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C) Angulo 26 (°)

Figura 5. (A) Curvas de TGA dos filmes. (B) Difratograma dos filmes F-L: filme de PM
secas por liofilizacdo; F-40, F-60 e F-80: filmes de PM secas por conveccao a 40°C, 60°C e
80°C respectivamente.
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Tabela 6. Temperatura de degradacgdo térmica (T, © C) e perda de peso (AP, %) dos filmes
biodegradaveis obtidos com PM de peixe secas por liofilizac&o e por convecgéo.

) Evento 1 Evento 2 Evento 3 Residuo
B TG B Y7 N G R R AT R O R
F-L 51.20 5.48 150.74 28.17 290.01 40.97 25.38
F-40 53.68 9.86 138.29 27.61 272.68 37.69 24.84
F-60 53.68 5.75 153.23 29.89 300.05 39.61 24.75
F-80 51.02 6.06 153.23 32,98 287.61 41.49 19.47

F-L: filme de PM secas por liofilizagdo; F-40, F-60 e F-80: filmes de PM secas por convec¢éao
a 40°C, 60°C e 80°C respectivamente.

3.6.3. MEV da superficie dos filmes

Nas imagens de microscopia (Figura 6) é possivel observar que ndo houve acentuadas
diferencas na superficie dos filmes obtidos com proteinas secas por liofilizacdo e convecgédo
em diferentes temperaturas, indicando que os diferentes tratamentos ndo causaram grandes
alteragbes na morfologia dos filmes. Todos os filmes apresentaram superficies densa,
compacta, com leves irregularidades, manchas ocasionadas pela presenca de lipideos e pontos
brancos, que podem ser proteinas nao solubilizadas. Araujo et al.(2018) também observaram a
presenca de pontos brancos em filmes de proteinas miofribilares de peixe e relacionaram com
materiais insoltveis. Além disso,Batista et al.(2020) relacionaram esses pontos brancos com a
presenca de calcio que pode estar presente em filmes produzidos com proteinas extraidas de

carne mecanicamente separada (CMS).
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Figura 6. .Microfotografias da superficie dos filmes nas ampliagdes 100X, 1000X e 2000X.
A - C: filme de PM secas por liofilizacdo (F-L). D - F: filme de PM secas por convecgdo a
40°C (F-40). G - I: filme de PM secas por conveccdo a 60°C (F-60). J - M: filme de PM secas
por conveccao a 80°C (F-80).

De acordo com os resultados, foi possivel verificar que a secagem por convecgéo de ar

quente pode ser usada com eficiéncia em PM utilizadas na producdo de filmes
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biodegradaveis. O processo de secagem é uma etapa de alto consumo de energia, que
consome de 10 a 25% da demanda total de energia de uma industria (KAVEH,;
ABBASPOUR-GILANDEH, 2020). Uma economia de energia de 1% em processos de
secagem pode economizar mais de 10% dos custos totais de producdo (PHAM; KHAN;
KARIM, 2020). Levando isso consideracdo, pode-se considerar que o0 uso de secagem
convectiva possibilita diminuir o tempo e o custo de elaboracdo do filme. Além disso, o0s
resultados também mostraram que as proteinas secas a 80°C formaram filmes com
propriedades tecnoldgicas iguais ou melhores aos filmes produzidos com proteinas

liofilizadas, reafirmando a melhor viabilidade da secagem convectiva.

4. CONCLUSAO

Os resultados da eletroforese das PM demonstraram que as condicdes de secagem
ocasionaram modificacBes na estrutura tridimensional, indicando que em temperaturas mais
elevadas a miosina sofre maior degradacdo, modificando as propriedades tecnologicas dos
filmes produzidos.

Os filmes produzidos com proteinas secas por conveccgdo, especialmente o F-80
apresentou propriedades iguais ou melhores que os filmes de proteina liofilizada (F-L) para
resisténcia a tracdo, elongacdo e PVA. Isso ocorreu porque a secagem convectiva favoreceu a
formacdo de uma rede de proteinas altamente reticulada causado por numerosas ligacdes de
hidrogénio e interac@es hidrofobicas no filme.

O processo de secagem por liofilizagdo de PM para elaboracdo de filmes
biodegradaveis pode ser substituido pela conveccdo a 80 °C, possibilitando diminuir o custo

de producéo, além de melhorar suas propriedades tecnologicas.
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Capitulo VI

Desodorizacdo de proteinas miofibrilares de peixe com fluido supercritico
para producédo de filmes biodegradaveis com melhores caracteristicas

sensoriais.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo desodorizar proteinas miofibrilares de peixe por meio de
extracdo com CO; supercritico, comparar com a extracdo por solvente pelo método Soxhlet e
produzir filmes biodegradaveis com propriedades sensoriais adequadas para uso como
embalagem de alimentos. Na desodorizacdo por CO, supercritico foi construido isotermas de
rendimento global determinadas nas condicdes de 40 e 60 °C a 200, 300 e 400 bar. A extracdo
em Soxhlet foi realizada usando éter de petréleo como solvente a 52°C por 2h 30 min. Os
filmes foram produzidos com a PM controle sem desodorizacdo e com a PM desodorizadas
com solvente em Soxhlet com 1,5% de proteinas (p / v) e 30% de glicerol (p / p) (devido as
limitacGes originadas em decorréncia da pandemia causada pelo novo corona virus SARS-
CoV-2, até o momento ndo foi possivel definir a melhor condicdo de desodorizacdo com CO,
supercritico e elaborar o filme com a PM desodorizada por esse método). A melhor condigédo
operacional com CO, supercritico foi 40 °C/200 bar com rendimento de 5,06 b.s. O
rendimento de extracdo de 6leo foi maior com solvente em Soxhlet (8,04 b.s), possivelmente
devido a baixa seletividade do solvente organico que também pode extrair outros compostos,
ao contrario do CO, supercritico que é altamente seletivo. O filme produzido com proteinas
miofibrilares que foram desodorizadas com solvente em Soxhlet apresentou todas as
propriedades estudadas melhoradas sugerindo que retirada dos lipideos pode solucionar ndo
somente o problema com o odor de peixe nos filmes, como proporcionar uma proteina mais

isolada e sem interferentes que favorece a formagéo de filmes com melhores propriedades.

Palavras- chave: odor de peixe, CO, supercritico, soxhlet, lipideos, trimetilamina.



109

1. INTRODUCAO

Filmes biodegradaveis podem ser produzidos com matérias primas ndo toxicas e de
fontes renovaveis como carboidratos, proteinas e lipideos. A elaboracdo desses filmes é
fortemente incentivada devido as questdes ambientais, principalmente as relacionadas ao uso
indiscriminado de embalagens sintéticas produzidas com derivados de petroleo (MISHRA et
al.,, 2020). Os filmes biodegradaveis também podem ser uma alternativa para o
reaproveitamento de residuos gerados nas industrias alimenticias, visto que o processamento
de peixes produz grande quantidade de residuos solidos que podem ser utilizados para
elaborar esses filmes. As carcacas de peixe podem ser submetidas a um processo de separacdo
mecanica para retirar o musculo aderido de onde serdo extraidas as proteinas miofibrilares
(BATISTA et al., 2020).

Filmes de proteinas miofibrilares de peixe apresentam boas propriedades de barreira
ao oxigénio e dioxido de carbono, pobre barreira ao vapor de agua devido a natureza
hidrofilica dessas proteinas e dos plastificantes adicionados, boas propriedades mecanicas
quando comparadas a filmes produzidos com outros biopolimeros, além de cor clara e
transparéncia (MISHRA et al., 2020; FRASISCA et al., 2020). No entanto, apesar do filme
possuir muitas propriedades fisicas adequadas para uma embalagem, a aceitabilidade do
consumidor também depende das propriedades sensoriais, como o odor (JEEVAHAN et al.,
2020).

Na literatura ndo foram encontrados estudos relacionados com o odor em filmes
biodegradaveis produzidos com proteinas de peixe. Assim como 0s demais produtos de peixe,
esses filmes possuem um odor caracteristico e esta peculiaridade causa limitacGes para 0 uso
como embalagem de alimentos, pois entram em contato direto e interagem com o0s alimentos.
A maioria das pesquisas sobre a desodorizacdo de produtos de peixe concentram-se no 6leo,
no hidrolisado de proteina, no molho e na gelatina de peixe (SHIMODA et al., 2000; PAN et
al., 2018).

Odor de peixe € atribuido a compostos, como alcoois, aldeidos, cetonas, pirazina,
furano, trimetilamina, etc. acumulados do ambiente aquatico ou formados por oxidacéo
lipidica e rea¢Bes enzimaticas no corpo do peixe (PAN et al., 2018). Além disso, trissulfeto de
dimetila e 2-etilpiridina foram relatados como o0s principais contribuintes ao odor
caracteristico (CHEN et al., 2016).

Desta forma, infere-se que o odor caracteristico de peixe pode ser minimizado ou

eliminado com a extragdo dos lipideos e dos compostos nitrogenados. Franklin et al. (2020)
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utilizaram fluido supercritico para extrair lipideos de peixe resultando em 6leo de peixe de
alta qualidade. Park et al. (2008) extrairam lipideos, trimetilamina e dissulfeto de
dimetilamina de anchovas cozidas diminuindo consideravelmente os niveis de odores.
Shimoda et al., (2000) removeram odores indesejaveis de molho de peixe usando microbolhas
de diéxido de carbono (CO,) supercritico atingindo um taxa de eficiéncia de 59%. Roh et al.
(2006) desodorizaram 6leo de peixe usando CO; supercritico com reducdo de dissulfeto de
dimetila de 99,8% sem desintegrar 0s compostos funcionais dos acidos graxos
poliinsaturados.

A tecnologia de extracdo com fluido supercritico € um método que apresenta
vantagens como o uso de solventes atoxicos como o CO, que é um dos principais solventes
utilizados, pois € ndo corrosivo, ndo inflamavel e considerado um "solvente verde". Sua
temperatura critica é de 31 ° C que é suficientemente baixa para processar proteinas que
podem sofrer danos sob altas temperaturas (IVANOVS; BLUMBERGA, 2017
KUVENDZIEV et al.,, 2018) podendo extrair seletivamente lipideos e compostos
nitrogenados sem afetar as propriedades funcionais da proteinas (VAQUERO; BELTRAN;
SANZ, 2006).

Diante disso, esse trabalho tem como objetivo desodorizar proteinas miofibrilares de
peixe por extracdo com CO, supercritico e comparar com a extracdo com solvente em Soxhlet
e elaborar filmes biodegradaveis com propriedades sensoriais adequadas para uso como

embalagem de alimentos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.MATERIA PRIMA

As carcacas do processamento da filetagem da dourada (Brachyplatystoma roussauxii)
foram adquiridas no mercado Ver-o-Peso e transportados sob refrigeracdo para o Laboratorio
de Produtos de Origem Animal- LAPOA da Universidade Federal do Para - UFPA. O
plastificante utilizado foi o glicerol (Isofar, glicerina PA com 99,5% de pureza). O CO,
utilizado foi da White Martins, Belém, Brasil com 99,9% de pureza.

No laboratorio as carcacas foram higienizadas com &gua clorada a 5ppm (mg/l) e
processadas em separadora mecanica (High Tech, HT 250) com capacidade 100Kg/h, para
obter a carne mecanicamente separada (CMS). Em seguida, a CMS foi acondicionada em
sacos de polietileno, embalada a vacuo e armazenada sob congelamento a -26°C até as

préximas etapas.
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2.2. EXTRAC}AO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES (PM)

As proteinas miofibrilares (PM) foram extraidas da CMS seguindo metodologia de
Batista et al. (2020). A massa muscular foi misturada com solucédo de cloreto de sédio 50 Mm
(5:1) (Synth PA-ACS) a 5°C por 5 minutos seguida de filtracdo em camada de tecido (faillet),
sendo este processo repetido por mais duas vezes. O material retido foi lavado com &gua (3:1)
e centrifugado a 11,627 G-force por 3 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °© C (Thermo
Fisher, Multifuge X1R). Em seguida 90g das proteinas miofibrilares extraidas foram
colocadas em bandejas retangulares perfuradas (3 mm) com area de 204 cm? e altura de 1 cm
e secas em estufa de circulagdo de ar (Tecnal, TE-394/3) com velocidade do ar de 1,4 m /s
(medida em anemdmetro digital Modelo AD-250 Instrutherm) a 80°C por 2 horas.
Posteriormente, as amostras secas foram trituradas em processador domestico (Walita,
RI7625) e acondicionadas em sacos de polietileno, embaladas a vacuo e armazenadas sob

refrigeragéo.

2.3. PREPARO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES PARA DESODORIZACAO

2.3.1. Determinacao granulométrica

A andlise granulométrica foi realizada para determinacdo do didmetro médio das
particulas. A separacdo foi realizada em peneiras da série padrdo Tyler de - 20 + 48 mesh e
colocadas em agitador de peneiras (BERTEL, Brasil), com o reostato na posicdo 10 durante
10 minutos, até a completa separacdo das particulas. A quantidade de massa em cada peneira
foi pesada em balanca semi-analitica (modelo AG 200, GEHAKA, Brasil). A massa retida foi
acondicionada em sacos plasticos, embalados a vacuo e armazenados sob refrigeracdo. O
didmetro médio das particulas foi determinado de acordo com o método recomendado pela
ASAE S424.1 (1998) utilizando a Equacgéo 1.

?:1(Wi109&i)
Y w

1)

dmg = log™! lz
Onde:
Czi = (di-di+1)0'5;
d;: abertura nominal da i-ésima peneira (mm);

d;1: abertura nominal da peneira maior que a i-ésima (mm);

w;: massa do material retida na i-ésima peneira.
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2.4, DESODORIZAC;AO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES
As proteinas miofibrilares passaram pelo processo de extragdo com CO, supercritico
para retirada de compostos nitrogenados e lipideos. Como método comparativo foi realizado a

extracdo com solvente em Soxhlet.

2.4.1. Extragdo com solvente em Soxhlet

A extracdo com solvente foi realizada pelo método Soxhlet (modelo TE-044-8/50,
TECNAL). O solvente utilizado foi o Eter de petréleo (Exodo Cientifica, PA) de acordo com
a metodologia 922.06 da AOAC (1997). 5 g de amostra foi colocada em cartucho de papel
filtro e em seguida colocada em um extrator Soxhlet. 120 mL de éter de petroleo foi colocado
em um frasco de extracdo de fundo redondo e a extracdo ocorreu a 52°C por 2h 30 min.
Depois que a extracdo do oOleo foi concluida, o solvente foi evaporado em estufa a 50°C,
resfriado em dessecador de vidro e pesado. A amostra do cartucho (proteina) foram

armazenadas em sacos de polietileno, embaladas a vacuo e armazenadas sob refrigeracao.

2.4.2. Extracao com fluido supercritico (ESC)

As extracdes foram realizadas com CO; (99,9% pureza, White Martins, Brasil) em um
sistema Spe-ed™™SFE da Applied Separations (modelo 7071, Allentown, EUA), com vaso
extrator de 10* m? (didmetro interno de 0,0317 me altura de 0,1262 m). O fluxograma
esquematico do sistema de extracdo € mostrado na Figura 1. As isotermas de rendimento
global foram determinadas utilizando 15 g de amostra, nas condi¢fes operacionais de 40 e 60
°C, 200, 300 e 400 bar, taxa de vazdo de CO, de 1,10 x10™* kg/s, periodo estatico de 1800 s e
dindmico de 5400 s. As densidades do CO, supercritico foram calculadas utilizando o
software TermoDi que utiliza a equacdo clbica de estado de Peng e Robinson (Peng &

Robinson, 1976). O rendimento global foi calculado em base seca usando a Equacéo 2.)

04 — M,
Xob.s (A)) - U, X (2)
Mymostra X (1 - 100)

Onde:

Xy, , ‘€ 0 rendimento global percentual de 6leo em base seca (%);

b

m,: € a massa de Oleo extraida em g;
Mymostra - € @ Massa da amostra usada g;

U,:é a umidade da amostra (%).
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Figura 1. Fluxograma de extracdo com CO, supercritico da unidade experimental Spe-
ed™SFE. 1. Tanque de CO2; 2. Banho de refrigeracéo; 3. Bomba; 4. Compressor; 5. Forno;
6. Vaso extrator; 7. Monitor; 8. Frasco coletor; 9. Medidor de vazdo; 10. Saida de CO2;
Valvulas de controle de fluxo V1 - V6 (Fonte: BEZERRA et al., 2018).

2.5.  CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES DESODORIZADAS
2.5.1. Analise dos compostos volateis (aromas)

Os compostos volateis das proteinas miofibrilares serdo determinados usando técnica
de micro-extracdo em fase solida, cromatografia gasosa e espectrometria de massa (SPME-

GC-MS) baseado na metodologia descrita por Sae-leaw; Benjakul; O'Brien (2016).

2.5.2. Eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas miofibrilares serdo analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), de acordo com o procedimento de Laemmli (1970). Para preparar as amostras,
0.001g de proteina sera solubilizado em 100 ul de &gua, 12 ul de tamp&o da amostra (7.5 ml
de Tris- HCI 1M pH 6.8, 35 ml de SDS 10%, 0.15 g de azul de bromofenol, 15 ml de glicerol,
75 ml de &gua destilada e 700 ul de PMercaptoethanol 14.3M) e aquecidas a 100 °C por 20

min. A corrida seré realizada em gel de separacdo a 8% e de empilhamento a 5%. Depois da
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separacdo, as bandas serdo reveladas com o corante Coomassie Blue-R-250. O padréo
utilizado sera da BIO-RAD na faixa de peso molecular de 200 kDa a 6,5 kDa.

2.6.  OBTENCAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Os filmes biodegradaveis foram obtidos de acordo com Batista et al. (2020) com as
proteinas que ndo passaram por processo de desodorizacdo, e as proteinas que passaram pelo
processo de desodorizacdo sendo codificadas como F-CON (filme controle produzido com
proteina sem desodorizacdo), F-SOX (filme produzido com proteina desodorizada por
extracdo com solvente em Soxhlet), F-ESC (filme produzido com proteina da melhor
condicdo de desodorizacdo da extragdo com fluido supercritico). Inicialmente foi preparada a
solucdo filmogénica, com as proteinas miofibrilares (1,5% m/v), o glicerol (30% m/m)
(Isofar, Glicerina PA com 99,5% de pureza) e dgua destilada. O pH foi ajustado para 11 com
hidréxido de sddio 2M (Cinética, NaOH-PA). A solucdo foi homogeneizada a 10.000
rpm/5min (Turratec, Tecnal, TE-102), em seguida foi mantida em banho-maria (Tecnal, TE-
057) a 70°C por 30 minutos e filtrada em camada de tecido (faillet). Posteriormente, 120mL
de solucdo filmogénica foi colocada em suporte de silicone (22cm de diametro x 3cm de
altura) e secas em estufa incubadora (Quimis, Q315M) a 30°C por 16 horas. Os filmes foram

acondicionados em embalagens de polietileno e mantidos em temperatura ambiente.

2.7. AVALIA(;AO DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DOS FILMES
BIODEGRADAVEIS
2.7.1. Espessura

As espessuras dos filmes foram medidas utilizando micrémetro digital com resolucéo
de 0,001 mm (Insize, modelo IP54) em oito locais aleatorios com afastamento da borda de 60
mm (LIMPAN et al., 2010).

2.7.2. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tragdo (RT) e percentual de alongamento na ruptura (%E) dos filmes
serdo determinadas empregando-se metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) em
texturdmetro (Stable Micro Systems, TA. XT- plus). A separagdo inicial das garras e a
velocidade serdo de 50 mm e 1mm.s ™, respectivamente. As amostras serdo cortadas em tiras
de 100 mm de comprimento e 25 mm de largura (LIMPAN et al., 2010) e as respostas

calculadas pelas Equacbes 5 e 6.

pr = M (5)
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Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme

(N); A: 4rea da seccdo transversal do filme (m?).

~d;.100

E (6)

Onde: E: elongacgéo (%); dr: distancia total no momento da ruptura (mm); d;: distancia inicial

de separacdo das garras (50 mm).

2.7.3. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Foi utilizado método modificado (ASTM, 1989) descrito por Arfat et al.(2014). Os
filmes foram colocados em recipiente de permeacdo de vidro com 4,5 cm de diametro e 7,0
cm de altura contendo 10g de silica gel seca (0% UR; O Pa de pressdo de vapor de dgua a 30
°C) com adesivo de silicone. Em seguida, os recipientes de permeacdo foram colocados em
dessecadores com agua destilada a 30 °C (99% de UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor a 30

°C) e pesados a cada hora durante 10 h. A PVA dos filmes foi calculada com a Equacéo 7.

W.X

WVP =
A.t. AP

(7)

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de 4gua (g. m™. s Pal); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?) t:
tempo de incubacdo (h); AP: diferenca de pressao parcial (Pa). Trés corpos de provas foram

usados para testes de PVA.

2.7.4. Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com Gontard et al. (1994). A matéria seca
inicial (mi) foi determinada em estufa a 105 ° C / 24h em filmes com 2 cm de diametro.
Posteriormente, as amostras foram imersas em 50 mL de &gua e agitadas em incubadora
Shaker refrigerada (Cielanb, CE-725B) com velocidade de 70 rpm por 24 horas a 25 ° C.
Apbs esse periodo, as amostras foram retiradas e secas (105 ° C por 24 horas) para
determinacéo da matéria seca final (mf). A solubilidade do filme foi calculada de acordo com

a equacao.

m; — g
S =

(8)

m;

Onde: S: solubilidade (%); m;: matéria seca inicial (g); ms matéria seca final (g).
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2.7.5. Transparéncia e opacidade

A transparéncia foi determinada a 600 nm (Equacdo 8), de acordo com o método
ASTM D1746 descrito por Arfat et al. (2014) e a opacidade pela absorbancia em 600 nm
(Equacdo 9) descrito por Park; Zhao, (2004). Os corpos de prova foram cortados em
retdngulos (3 x 1 cm) e colocados no lado interno da cubeta e os pardmetros foram

quantificados usando espectrofotdmetro (Biospectro, SP-22).

—log%T 9)
e
Onde: T = transmitancia a 600 nm; e = espessura do filme (mm).

Transparéncia =

A
Opacidade = 5 (10)

Onde: A = absorbancia a 600 nm; e = espessura do filme (mm).

2.7.6. Parametros de cor
A cor dos filmes foi determinada em colorimetro (Minolta, CR 310) e os parametros
L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho) e b* (intensidade do amarelo) foram

medidos sobre uma placa branca.

2.7.7. Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR dos filmes serdo registrados em Espectrometro FTIR Cary 630
(Agilent), acoplado a um acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de seleneto
de zinco na faixa de 500 a 4000 cm-1.

2.7.8. Andlise termogravimétrica (TG)

A anélise termogravimétrica (Shimadzu, DTG-60AH) dos filmes foi determinada na
faixa de temperatura entre 25 a 700 ° C, taxa de aquecimento de 10 ° C / min e nitrogénio a 50
mL / min como gas carreador. A aquisi¢cdo dos registros foi realizada no Software TA60

versdo 2.21 (Shimadzu).

2.7.9. Analise dos compostos volateis (aromas)

De acordo com o tépico 2.5.1
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2.7.10. Caracterizacdo microscopica da superficie dos filmes biodegradaveis

A microestrutura da superficie do filme serd determinada utilizando microscépio
eletrénico de varredura (MEV) (Tabletop Microscope, TM 300, Hitachi) operando com uma
voltagem de feixe de elétrons de 15 kV. As amostras serdo fixadas com fita condutora em
stubs de aluminio e analisadas nas amplia¢des de 100 e 1000 e 2000x.

2.8. ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica dos resultados sera realizada no software Statistica® versao 7.0

por meio da Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey com 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. DESODORIZACAO DAS PROTEINAS MIOFIBRILARES (PM)

A Tabela 1 apresenta os valores de rendimento global do 6leo extraido das proteinas
miofibrilares em base seca (b.s.) nas diferentes condicdes de extragdo com CO, supercritico e

com éter de petroleo por Soxhlet (SOX).

Tabela 1. Rendimento global do 6leo das proteinas miofibrilares de peixe.

Condicio Temperatura Presséo Densidade Rendimento global
(°C) (bar) (kg/m3) b.s.(%)*
1 200 839,81 5,06 +0,03°
2 40 300 909,89 4,80 + 0,03
3 400 956,07 4,90 +0,09%°
4 200 723,68 4,96 + 0,10
5 60 300 829,71 4,77 +0,04°
6 400 890,14 5,11 +0,01°
SOX - - - 8,04 + 0,00°

*Média £ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os valores (p
< 0,05) pelo teste de Tukey.

O maior rendimento foi obtido na extragdo com solvente em Soxhlet sendo
significativamente mais elevado (p < 0,05) que os obtidos com CO, supercritico (Tabela 1). O
rendimento obtido pelo método soxhlet pode estar relacionado ao tempo (mais longo) e
temperatura empregados, o que pode ter facilitado o maior rompimento das células lipidicas,

assim como, devido a baixa seletividade do solvente organico que também pode extrair
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compostos polares e anfifilicos como fosfolipidios, contrario ao método com CO, supercritico
que possui alta seletividade, extraindo essencialmente compostos apolares (FRANKLIN et al.
2020; HAQ et al., 2017; FERDOSH et al., 2014; RUBIO-RODRIGUEZ et al., 2012).

Franklin et al. (2020) realizaram a extracdo de lipideos do residuo de Seriola
quinqueradiata com CO, supercritico e Soxhlet (n-hexano e etanol) e obtiveram
comportamento similar ao deste trabalho, com maior rendimento de dleo pela técnica de
Soxhlet. No trabalho Ferdosh et al. (2014) foi estudada a extracdo de lipideos de diferentes
partes de trés espécies de atum (Thunnustonggol, Euthynnusaffinis, Auxisthazard) por soxhlet
(hexano) e CO, supercritico e etanol como cossolvente a 65 °C e 400 bar, em todas as
condigbes de extragdo o rendimento com hexano foi levemente superior & extracdo
supercritica, entretanto, ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05). Em ambas pesquisas, 0S
autores atribuiram os resultados a temperatura e ao tempo usados na extracdo com solvente e
a alta seletividade do dioxido de carbono supercritico. Ademais, Franklin et al. (2020)
ressaltaram que apesar da extracdo supercritica apresentar menor rendimento, o 6leo obtido
por este método obteve qualidade superior aos obtidos com n-hexano e etanol, pois
apresentou menor teor de acidos graxos livres, p-Anisidina, peréxidos e maior quantidade de
acidos graxos dmega 3.

Os rendimentos obtidos com a técnica supercritica variaram de 4,77 + 0,04% a 5.11 +
0.01%. O menor rendimento foi obtido na condig¢ao de 60 °C/300 bar (pCO, = 829,71kg/m3) e
o maior na de 60 °C/400 bar (pCO, = 890,14 kg/m?3). Desta forma, foi possivel inferir que em
termos de rendimento global do 6leo a melhor condicdo operacional foi a que operou a 40
°C/200 bar, pois ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) de rendimento em relacdo a
condigdo que operou & 60 °C/400 bar, havendo menor custo energético para a realizacdo do
processo devido ao uso de temperatura e pressdo mais brandas. E relatado por Chemat et al.,
(2012); Bezerra et al., (2018) e Costa et al., (2019) que o processo de extracdo supercritica
deve levar em consideracdo fatores ambientais e econémicos, com baixo desperdicio e
consumo proveniente de custos de refrigeracao e de pressurizacao.

A melhor condicdo de extracdo levando em consideracéo a maior eficiéncia na retirada
do odor de peixe ainda ndo foi possivel ser determinada devido a auséncia da andlise de
compostos aromaticos, sem essa analise ndo é possivel afirmar se o maior rendimento de
extracdo do Oleo estd diretamente relacionado com maior extragdo de outros compostos
aromaticos como a trimetilamina e dissulfeto de dimetilamina. Park et al., (2008),
conseguiram determinar a melhor condicdo de extragdo de lipideos e de compostos

aromaticos de anchovas com CO; supercritico usando analise de compostos aromaticos e de
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perfil de &cidos graxos. Concluiram que na condicdo de 50 °C e 350 bar foi possivel remover
completamente as principais fontes de odor de peixe (trimetilamina e dissulfeto de dimetil) e
diminuiu notavelmente os niveis de outros odores fortes. Essa condi¢do também proporcionou
0 melhor rendimento de extracdo dos lipideos além dos resultados indicarem que o O6leo
extraido com CO, supercritico era mais enriquecido com PUFAs, como EPA e DHA, do que
0 extraido com solvente orgéanico. Sugerindo que a extracdo com o CO, supercritico é uma
técnica capaz de remover compostos aromaticos e lipideos e ao mesmo tempo obter um 6leo
com alta qualidade. Supde-se portanto, que € possivel em uma planta de extracdo com CO,
supercritico, de um lado obter um produto de peixe desodorizado (torta) e do outro um éleo de
peixe de alta qualidade.

As isotermas de rendimento global (b.s.) em funcdo da pressao e da densidade do CO,
sdo mostradas nas Figuras 2.a e 2.b. Observa-se nessas figuras que ha um ponto de inflexdo
entre as isotermas (ponto onde as curvas se cruzam), podendo-se inferir que essa proximidade
ocorre devido a pressdo de vapor do soluto exercer forte influéncia no rendimento comegando
a existir o ponto de inflexdo ou condensacao retrograda, na qual a pressao de vapor do soluto
prevalece, desta forma, em um sistema isobarico, apds o ponto de inflexdo o aumento da
temperatura poderia levar a um aumento da eficiéncia da extragdo mesmo com a redugéo da
densidade do fluido, visto que a pressdo de vapor do soluto é aumentada (BEZERRA et al.
2020; MOTTA et al., 2011).
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Figura 2. Isotermas de rendimento global do 6leo das proteinas miofibrilares de peixe (a)

Rendimento em func¢do da pressdo, (b) Rendimento em funcdo da densidade,(®) 40°C e (™)
60°C.

3.2. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DOS FILMES
BIODEGRADAVEIS
A Tabela 2 mostra as propriedades tecnologicas dos filmes biodegradaveis de
proteinas miofibrilares (PM) sem desodorizagéo, desodorizadas por extragdo com solvente em
Soxhlet e por extracdo com CO, supercritico.



121

Tabela 2. Propriedades tecnologicas de filmes biodegradaveis de proteinas miofibrilares
(PM) sem desodorizacdo e desodorizadas com solvente em Soxhlet e com CO, supercritico.

Determinacdes Resultados
F - CON F - SOX F-ESC
Espessura (mm) 0,044+0,001° 0,034+0,007° -
Solubilidade (%) 44,53+0,81° 40,62+0,88° -
PVA (x10%g. m-*. s*. Pa™) 4,60+0,80° 3,04+0,019" -
Parametros de cor
L* 90,89+0,12° 92,20+0,18° -
a* -6,29+0,02" -5,37+0,04 -
b* 18,11+0,44° 8,00+0,19" -
Transparéncia 6,47+0,01° 5,57+0,14° -
Opacidade 6,50+0,02° 5,49+0,02" -

F-CON: filme controle de PM sem desodorizacdo; F-SOX e F-ESC: filmes de PM
desodorizadas com solvente em Soxhlet e com CO, supercritico respectivamente. Letras

iguais na mesma linha ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% (p <
0,05).

As espessuras dos filmes difeririam (p < 0,05) embora tenham sido produzidos nas
mesmas concentracbes de proteina e plastificante (Tabela 2). Este comportamento esta
possivelmente relacionado com a retirada dos lipideos pelo método Soxhlet, resultando em
filme com menor espessura (F-SOX). Segundo Aradjo et al. (2018), a espessura dependera da
composicdo do filme e dos parametros de processamento, jA que maior quantidade de
compostos presentes na producdo do filme, induz ao aumento de sélidos na matriz polimérica
formada ap6s a secagem da solucdo filmogénica gerando filmes mais espessos. Batista et al.,
(2020) observaram comportamento similar ao produzir filme com dois tipos de residuos de
peixe que continham teores lipidicos diferentes, observaram que o filme produzido com a PM
extraida de residuo que apresentava menor teor lipidico apresentou menor espessura. Além
disso, os autores também ressaltaram a importancia de considerar que a espessura ¢ de dificil
controle no processo de secagem tipo casting do filme que requer um rigoroso nivelamento do
suporte de secagem do filme e da estufa. No geral, a espessura dos filmes apresentaram
valores dentro da faixa relatada na literatura para filmes de proteinas miofibrilares de peixe
(PEREIRA et al., 2020; NEVES et al., 2019; VIEIRA et al., 2018).

A solubilidade dos filmes diferiram (p <0,05), sendo a menor solubilidade

apresentada pelo filme produzido com as proteinas que passaram pela extracdo em Soxhlet (F-
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SOX). A solubilidade mais elevada do filme F-CON provavelmente esta relacionada ao
enfraquecimento das ligagBes proteina-proteina devido a presenca de lipideos. Segundo
Pereira et al. (2019), os componentes lipidicos reduzem as interacdes moleculares entre as
cadeias de proteinas na matriz do filme, desestabilizando a estrutura e aumentando a
solubilizacdo dos componentes em agua. Diversos trabalhos que adicionaram 6leo em filme
constataram aumento da solubilidade (FAKHOURI et al., 2009; PIRES et al., 2013; VIEIRA,
etal., 2010; PEREIRA et al., 2019). Portando, a menor solubilidade apresentada pelo filme F-
SOX esta relacionada com a retirada dos lipideos que proporcionou uma proteina mais isolada
favorecendo a formacdo de ligacbes moleculares proteina-proteina mais fortes no filme,
atribuindo uma melhor resisténcia a 4gua.

A PVA do filme F-CON foi mais elevada (p <0,05) que a F-SOX, levando em
consideracdo que para PVA espera-se menores resultados, F-SOX apresentou a melhor PVA.
A presenga de lipideos no filme F-CON poderiam contribuir para melhorar a PVA, visto que
possuem carater hidrofébico, levando em consideracdo que existem pesquisas que incorporam
intencionalmente substancias apolares para esta propriedade (PEREIRA et al., 2019; VIEIRA
et al., 2019), no entanto, nesta pesquisa isso nao foi observado. Vérios fatores podem
influenciar nessa propriedade, se 0 componente hidrofobico ndo for capaz de se associar com
a cadeia protéica, pode provocar quebra nessa estrutura resultando em PVA mais alto
(BATISTA et al., 2020). De modo geral, uma melhor PVA esta diretamente relacionada com
a qualidade das ligacdes formadas no filme, as interacbes fortes e o grau de organizacao
molecular sdo de significativa importancia para melhor barreira ao vapor de agua (ARFAT et
al., 2014). Portando, a auséncia de lipideos no filme F-SOX favoreceu a formacdo de
interacdes mais fortes que proporcionou melhor PVA.

Todos os parametros de cor difeririam (p <0,05) indicando que a coloracédo do filme
foi diretamente afetada pela retirada dos lipideos. O filme F-SOX apresentou maior
luminosidade e menor valor b* (p < 0,05), caracterizando filmes mais claros e menor
tendéncia a coloracdo amarela, respectivamente. A cor mais escura e mais amarelada no filme
F-CON provavelmente foi devido a presenga de lipideos e/ou da oxidacdo lipidica.
Tongnuanchan et al. (2011) também relacionaram a tonalidade amarelada dos filmes a
oxidacéo lipidica. Batista et al. (2020) também obtiveram resultados de cor mais amarelados
em filmes obtidos com proteinas que continham maior teor lipidico. Segundo Sae-Leaw et al.
(2016) e Neves et al. (2019) além da oxidacdo lipidica, a coloragdo amarelada dos filmes
também pode estar associada a reacdo de Maillard, que acontece entre 0 grupo amino e

carbonilo. Embora o musculo de peixe seja pobre em carboidratos, especialmente agucares
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redutores para fornecer os grupos carbonila para ocorrer a reagdo, os aldeidos e cetonas
resultante da oxidagdo lipidica podem atuar como fonte de carbonila, principalmente em
condicdes sob aquecimento a 70°C, temperatura utilizada na producdo do filme. A extracédo
com solvente por Soxhlet também pode retirar outros compostos como hemoglobina e
mioglobina que contribuem para a cor e também séo agentes oxidantes (NEVES et al., 2019).

A transparéncia e a opacidade diferiram (p <0,05) com o0s menores valores
apresentada pelo filme F-SOX. Segundo Aradjo et al. (2018) quanto menor o valor da
transparéncia, mais transparente o filme. Os valores de opacidade baixos indicando que o
filme F-SOX foi mais transparente e menos opaco, resultado provavelmente relacionado com
o menor teor lipidico da proteina. Batista et al. (2020) também observaram maior
transparéncia e menor opacidade no filme de proteinas com menor concentracdo de lipidios,
pois afetaram a homogeneidade do filme e podem estar relacionados a menor transparéncia.
Além disso, a cor mais clara do filme F-SOX pode ter ocasionado uma menor barreira a
transmissao de luz. Segundo Neves et al. (2019) e Araujo et al. (2018) a transparéncia e cor
sdo caracteristicas essenciais das embalagens de alimentos, pois garante que o alimento possa
ser observado através da embalagem, uma vez que, a aparéncia do alimento pode ser
determinante para a deciséo de compra do consumidor.

Estes resultados demonstraram que a retirada dos lipideos pode solucionar nédo
somente o problema com o odor de peixe nos filmes, como proporcionar uma proteina mais
isolada e sem interferentes o que favorece a formacao de filmes com melhores propriedades.
Além disso, apesar das proteinas que passaram pela extracdo com solvente em Soxhlet
possivelmente terem sofrido algum nivel de desnaturacdo devido o contato com o solvente e
pela temperatura, os resultados demonstraram que isso ndo afetou negativamente as
propriedades tecnoldgicas do filmes, pelo contrério, a retirada dos lipideos melhorou as
propriedades analisadas dos filmes. Batista et al., (2021), constataram que a desnaturacao de
proteinas miofribilares utilizadas na elaboracdo de filmes ndo acarreta propriedades pobres
podendo produzir filmes até melhores. Isso ocorre porque a desnaturacdo € uma mudanca na
estrutura tridimensional das proteinas que favorece a exposicdo de grupos tios interno e
grupos hidrofobicos que ficam disponiveis para formar ligag6es fortes, como a dissulfeto e
interacOes hidrofobicas entre as cadeias, formando uma rede de proteinas mais reticulada e

filmes com melhores propriedades.
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3.2.1. Analise termogravimétrica (TG)

A termogravimetria (TG) dos filmes sdo mostradas na Figura 2. A estabilidade
térmica dos filmes foi determinada pelas temperaturas de degradacdo (T1, T, e T3) e pela
medicdo de perda de massa (AP, AP, AP3) (Tabela 3).
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Figura 3. Curvas termogravimétricas (TG). F-CON: filme controle de PM sem
desodorizacdo; F-SOX e F-ESC: filmes de PM desodorizadas com solvente em Soxhlet e com

CO, supercritico respectivamente.

Os filmes mostraram comportamentos semelhantes com trés estagios principais de
perda de peso. A primeira fase de perda de peso (Evento 1) (Tabela 3) corresponde a
volatilizacdo da agua livre e ligada presente nos filmes (NEVES et al., 2019; PEREIRA et al.,
2020). A segunda fase (Evento 2) esta relacionada a degradacdo das fracOes proteicas de
baixo peso molecular e evaporacdo do glicerol. Na terceira fase (Evento 3) ocorreu a
degradacdo das fracOes proteicas de maior peso molecular ou fortemente associadas
(PEREIRA et al., 2020; VIEIRA et al., 2018; ARFAT et al., 2014).

A temperatura de degradacdo mais alta e menor perda de peso foi observada na
terceira fase pelo filme F-SOX, sugerindo maior estabilidade térmica comparado ao filme F-
CON. Uma maior temperatura de degradacdo estd relacionada com proteinas altamente
integradas a matriz do filme, possivelmente atribuida a ligagdes mais fortes e uma estrutura
mais reticulada resultando em maior estabilidade térmica (ARFAT et al., 2014; PEREIRA et
al., 2020). Segundo Barreto et al. (2003), a estabilidade térmica dos filmes € reforcada por
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interacbes de proteinas, como ligacfes de hidrogénio e interacBes hidrofobicas. A maior

porcentagem de residuo foi para o filme F-SOX. Segundo Pereira et al. (2020), Neves et al.,

(2019) e Arfat et al. (2014) esse resultado também é indicativo de maior estabilidade térmica.

A melhor estabilidade térmica do filme F-SOX possivelmente esteja relacionada com

as melhores propriedades tecnolodgicas desse filme, tais como menor PVA e solubilidade.

Tabela 3. Temperatura de degradagdo térmica (T, ° C) e perda de peso (AP,%) dos filmes

biodegradaveis produzidos com proteinas miofibrilares sem desodorizagdo e desodorizadas

por extragdo com solvente em Soxhlet e por extracdo com fluido supercritico.

_ Evento 1 Evento 2 Evento 3 Residuo
i TS B Y 7 B Ao R4 3 R Yo R S Y
F-CON 51,50 5,34 163,49 19,33 292,90 25,49 49,84
F-SOX 56,48 2,91 148,56 22,06 320,27 24,32 50,71
F-ESC - - - - - - -
F-CON: filme controle de PM sem desodorizacdo; F-SOX e F-ESC filmes de PM

desodorizadas com solvente em Soxhlet e com CO; supercritico respectivamente.
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4. CONCLUSAO

Os resultados da desodorizacdo das proteinas miofibibrilares mostraram que o
rendimento em relacdo a extracdo de 6leo foi maior na extracdo com solvente em Soxhlet em
relacdo a extragdo com CO, supercritico, possivelmente devido a baixa seletividade do
solvente orgénico que também pode extrair outros compostos comparado ao CO, supercritico
que é altamente seletivo. A melhor condicdo operacional na extragdo com CO; supercritico foi
40 °C/200 bar.

O filme produzido com proteinas miofibrilares que passaram pela desodoriza¢do com
solvente em Soxhlet apresentou todas as propriedades estudadas melhores, com menor
solubilidade e PVA, cor mais clara, maior transparéncia e menor opacidade comparado ao
filme controle produzido com proteina que ndo passou por desodorizacdo. Esses resultados
sugerem que retirada dos lipideos pode solucionar ndo somente o problema com o odor de
peixe nos filmes, como proporcionar uma proteina mais isolada e sem interferentes que

favorece a formacéo de filmes com melhores propriedades.

FALTANDO PARA CONCLUIR:

Em decorréncia da pandemia causada pelo novo corona virus (SARS-CoV-2) que
causou a impossibilidade de uso de alguns laboratdrios, ainda néo foi possivel realizar analise
de compostos aromaticos nas proteinas que passaram por diferentes condicdes de extraces
com CO, supercritico. O resultado dessa analise é importante para corroborar com a selecao
da melhor condicdo de extracdo e produzir o filme somente com essa melhor condicédo,
portanto, o trabalho ainda ndo possui os dados de caracterizacdo do filme produzido com
proteina da melhor condicdo de desodorizacdo por extracdo com fluido supercritico (F-ESC),
bem como, de algumas analises que ainda ndo foram possiveis de obter os resultados listados

a sequir:
Caracterizacao das proteinas miofibrilares desodorizas

- Analise dos compostos volateis (aromas) (sera realizada na proteina controle, na que passou
por desodorizacdo com solvente em Soxhlet e nas proteinas de todas as condigdes de

desodorizagdo com CO, supercritico).

- Eletroforese (SDS-PAGE) (sera realizada na proteina controle, na que passou por
desodorizagdo com solvente em Soxhlet e na proteina da melhor condigdo de desodorizagéo
com CO; supercritico).
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Producdo dos filmes biodegradaveis

- Obtencdo do filme F-ESC (filme produzido com proteina da melhor condi¢do de

desodorizagdo com CO, supercritico) e todas as analises de caracterizacgao.

Avaliagdo das propriedades dos filmes biodegradaveis (Para os filmes F-CON e F-SOX)

- Propriedades mecanicas
- Espectroscopia de Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR-ATR)
- Analise dos compostos volateis (aromas)

- Caracterizacdo microscopica da superficie dos filmes biodegradaveis
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CONSIDERACOES FINAIS

1. Os tipos de residuo usados para extrair as proteinas miofibrilares (PM) influenciaram em
todas as propriedades do filme e estdo relacionadas com a concentracdo de compostos néo
proteicos como lipideos e cinzas nas PM extraidas da CMS, ocasionando a formacéo de
filmes com propriedades inferiores quando comparado ao filme produzido com as proteinas
extraidas das aparas. A intensidade da remoc¢do de componentes como sangue, pigmentos,
lipideos e proteinas hidrossoluveis depende do nimero de lavagens. Portanto, infere-se que
para extrair as PM de material muscular mais gorduroso e com maior concentracdo de
compostos como hemoglobina e mioglobina como a CMS, o numero de lavagens e outras
etapas de extracdo devem ser aumentadas. E valido ressaltar que o uso da CMS para producéo
de filmes é uma excelente alternativa para contribuir com a diminui¢cdo da quantidade de

residuos de menor valor comercial gerados pela industria pesqueira.

2. As modificacOes estruturais da proteina causada pela secagem convectiva favoreceu a
formacdo dos filmes, gerando propriedades iguais ou melhores aos filmes produzidos com
proteinas liofilizada. Portanto, o processo de secagem por liofilizacdo de PM para elaboracéo
de filmes biodegradaveis pode ser substituido pela conveccdo a 80 °C, possibilitando diminuir

0 custo de producdo, além de melhorar suas propriedades tecnoldgicas.

3. O filme produzido com proteinas miofibrilares que passaram pela desodorizacdo com
solvente em Soxhlet apresentou todas as propriedades estudadas melhores comparado ao
filme controle produzido com proteina que ndo passou por desodorizacdo. Estes resultados
demonstraram que a retirada dos lipideos pode solucionar ndo somente o problema com o
odor de peixe nos filmes, como proporcionar uma proteina mais isolada e sem interferentes o

que favorece a formacdo de filmes com melhores propriedades.



