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Propriedades fisicas de filmes comestiveis a base de proteinas
miofibrilares de carne bovina

Physical properties of edible films based on bovine myofibril
proteins

Silvia Maria Almeida de Souza'*; Paulo José do Amaral Sobral?;
Florencia Cecilia Menegalli®

Resumo

As proteinas miofibrilares tém excelentes propriedades filmogénicas. O objetivo deste artigo foi o estudo
do efeito do tratamento térmico, do pH e da concentragao de plastificante (Cp) da solugao filmogénica
(SF) a base de proteinas miofibrilares liofilizadas (PML) extraidas de musculo bovino empregando-
se a técnica de solubilizagdo por solucdes salinas diluidas, sobre algumas propriedades fisicas dos
filmes comestiveis, utilizando-se uma metodologia de superficie e resposta (MSR). Os filmes foram
elaborados a partir de SF contendo 1 g de PML/100 g de SF, e de Cp-50 a 75 g de glicerol/100 g de
PML. A PML era dispersa em agua sob agitacdo moderada, ¢ o pH era mantido entre 2,5-3,5 com o
emprego de acido acético. As SF foram submetidas a tratamentos térmicos em diferentes temperaturas
(35-75°C), por 45 minutos. Os filmes foram secos em estufa com circulagdo forgada de ar a 37°C/18 h,
condicionados em 75% de umidade relativa, a 25°C/48 h, antes da realizagdo de analises: propriedades
mecanicas — teste de perfuracdo; opacidade aparente por espectrofotometria; solubilidade, por imersado
em agua; e permeabilidade ao vapor de agua, pelo método gravimétrico. Em geral, os filmes se
apresentaram com boa aparéncia, transliicidos, de facil manuseio e tatil, exceto para os filmes formados
em pH 2,5 e em temperatura (35°C), com espessura média de 0,040+0,005 mm. O pH da SF afetou
significativamente todas as propriedades fisicas estudadas. A temperatura do tratamento térmico da SF
afetou significativamente a forga na ruptura, solubilidade e a permeabilidade ao vapor de agua (Pva).
Esse tratamento pode favorecer as interagdes intermoleculares via formagdo de pontes dissulfidicas,
mas um tratamento muito intenso pode reverter esse efeito por alteragdes estruturais irreversiveis nas
proteinas. A Cp afetou significativamente todas as propriedades estudadas, com excegao da opacidade
aparente. O plastificante aumenta a mobilidade das macromoléculas, reduzindo suas interagdes, com
conseqiiéncias em todas as propriedades fisicas.

Palavras-chave: Propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, opacidade,
superficie de resposta

Abstract

Myofibril proteins have excellent filmogenic properties. The objective of this article was to study the
effect of the thermal treatment, of the pH and of the plasticizer concentration (Cp) of the filmogenic
solution (FS), using over some physical properties of edible films, using a surface and response
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methodology (SRM). Films were made of lyophilized myofibril proteins (LMP) extracted from bovine
muscle, employing the technique of solubility obtained from diluted saline solutions. The films were
elaborated from FS containing 1 g of LMP/100g of FS and from Cp of 50 g to 79 g of glycerin/100 g of
LMP. The LMP was dispersed in water under moderate agitation, and the pH was kept at 2.5-3.5 with the
use of acetic acid. The FS were submitted to thermal treatment at different temperatures for 45 minutes.
Films were dried in ventilated oven at 37°C/18hr, conditioned at 75% of relative humidity at 25°C/48
hr before analysis of: mechanical properties by puncture test; apparent opacity by spectrophotometer;
solubility by immersion in water; and water vapor permeability by the gravimetric method. In general,
films showed good appearance, translucent, easily handled and touchable, except for the films formed
with pH 2.5 and at a low temperature (35°C), with a medium thickness of 0.400+ 0.005 mm. The pH
of the FS significantly affected all the physical properties under study. The temperature of the thermal
treatment of the FS greatly affected the force at the rupture, solubility and water vapor permeability. This
treatment can promote intermolecular interactions through the formation of disulphide bonds; however
a very intense treatment can reverse this effect by irreversible structural alterations in the proteins.
The glycerol concentration affected considerably all the properties under study, with the exception of
the apparent opacity. Plasticizer increases the mobility of macromolecules with consequences in all

physical properties.

Key words: Mechanical properties, water vapor permeability, solubility, opacity, surface response

Introducio

Em meados dos anos 90, Cuq et al. (1995)
demonstraram que as proteinas miofibrilares,
mais precisamente de Sardinhas do Mediterraneo,
tém excelentes propriedades filmogénicas, isto
¢, sob certas condigdes de tratamento térmico, e
sobretudo de pH, essas proteinas seriam capazes de
formar uma matriz continua, sendo possivel assim,
a producdo de material fino e flexivel, ou seja,
de filmes flexiveis. Na seqii€ncia, esse grupo de
pesquisadores realizou varios estudos para verificar
o efeito da espessura, pH, concentragdo de proteina
e/ou de plastificante, na solugdo filmogénica, sobre
diversas propriedades fisicas e funcionais dos
filmes (CUQ et al., 1996a,1996b; 1997a,1997b).
Esses autores divulgaram, dentre outras coisas, a
metodologia de preparo das proteinas a partir do
musculo do peixe, que consistia basicamente na
cominui¢do do musculo, seguida de varias etapas
de lavagens com agua, para remoc¢ao das proteinas
sarcoplasmaticas, que além de serem de menores
pesos moleculares, sdo responsaveis pelo odor
caracteristicos de pescados, e remocao das proteinas
do estroma por simples passagem em peneiras
selecionadas adequadamente.

Monterrey e Sobral (1999; 2000) utilizaram

processo idéntico ao de Cuq et al. (1995) para
preparar proteinas miofibrilares de musculo de
Tilapia do Nilo. Esses autores também estudaram
o efeito do pH, concentracdo de proteinas e de
plastificante sobre as principais caracteristicas dos
filmes preparados com as proteinas em questdo.
Dessa forma, ndo havia mais davidas sobre a
capacidade filmogénica das proteinas miofibrilares
produzidas por um simples processo de separagao
fisica das diversas fragdes das proteinas do musculo.

Estudos similares com proteinas miofibrilares
do musculo bovino foram realizados por Sobral,
Ocuno e Savastano Junior (1998), Sobral (2000)
e Sobral e Ocuno (2000), que entdo puderam
demonstrar a capacidade filmogénica dessas
proteinas. Os filmes dessas proteinas, em particular,
apresentaram propriedades fisicas similares aos
filmes a base de proteinas miofibrilares de peixes,
descritos anteriormente, com excec¢do da cor. Os
filmes de proteinas miofibrilares de miisculo bovino
apresentaram coloragdo mais intensa que a dos
filmes a base de proteinas miofibrilares de Tilapia
do Nilo (SOBRAL, 2000), como conseqiiéncia da
presenca de residuos de mioglobina nas proteinas
preparadas a partir de musculo bovino (OCUNO;
SOBRAL, 1998), que conferiram uma coloragdo
amarelada aos filmes.
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As boas propriedades fisicas dos filmes a base de
proteinas miofibrilares foram explicadas pelo alto
peso molecular das proteinas e por terem grande
potencial de ligacdes intra e intermoleculares (CUQ
etal., 1995). Segundo Cheftel, Cuq e Lorient (1989),
essas interagdes podem ser alteradas de acordo com
o interesse tecnoldgico, via mudangas no pH, por
tratamento térmico, uso de aditivos, dentre outros.
Dependendo da intensidade do tratamento térmico
aplicado na solugdo formadora de filme, a proteina
pode sofrer alteracdes estruturais, envolvendo
a formagdo de pontes de enxofre entre cadeias
peptidicas adjacentes, o que teoricamente, pode
afetar as propriedades mecanicas dos filmes, e/ou
simplesmente desnatura-la irreversivelmente, o
que pode afetar a permeabilidade e a solubilidade
dos respectivos filmes (STUCHELL; KROCHTA,
1994). Além disso, hé o fator pH que, normalmente,
deve ser controlado para se garantir melhor
solubilizacdo das proteinas, uma vez que as
proteinas miofibrilares sdo consideradas insoliveis
em agua (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

Em todos os estudos com proteinas miofibrilares
de musculos de peixes ou de bovinos, descritos
acima, as explicagcdes sobre os comportamentos
das propriedades fisicas dos filmes foram feitas em
termos dos parametros de producdo das solucdes
filmogénicas. Procurando evitar efeitos devido a
eventuais impurezas nas proteinas miofibrilares,
Souza, Sobral e Menegalli (2004) realizaram
um estudo sobre a extracdo e caracterizacdo de
proteinas miofibrilares de carne bovina, para o
emprego na producdo de filmes comestiveis. Os
autores modificaram uma metodologia classica
de extracdo seqiiencial de proteinas pelo emprego
de solugdes salinas diluidas, obtendo, nesse caso,
filmes incolores, diferentemente ao observado no
caso dos filmes com proteinas miofibrilares de
musculo bovino, preparadas por simples separagao
de proteinas (SOBRAL, 2000).

Nesse contexto, o objetivo deste artigo foi o
de estudar o efeito do tratamento térmico, pH
e da concentragdo de plastificante da solugdo

filmogénica a base de proteinas miofibrilares,
sobre algumas propriedades fisicas dos filmes
comestiveis elaborados com aquelas proteinas,
utilizando-se a metodologia de superficie e resposta
(MSR). As proteinas foram extraidas de musculo
bovino empregando-se a técnica de solubilizagdo
por solugdes salinas diluidas, de acordo com
Souza, Sobral e Menegalli (2004), sobre algumas
propriedades
produzidos com aquelas proteinas, utilizando-se

fisicas dos filmes comestiveis

uma metodologia de superficie e resposta (MSR).

Material e Métodos
Elaboracdo dos filmes

Osfilmesforamelaboradosutilizando-seproteinas
miofibrilares liofilizadas (PML), extraidas de carne
bovina, de acordo com a metodologia descrita por
Souza, Sobral e Menegalli (2004). A composi¢ido
centesimal da PML foi a seguinte: proteinas, 84,3
+ 0,06%; gordura, 4,9 £+ 0,02%; sais minerais, 0,15
+ 0,01%; cinzas, 7,4 + 0,03%; e umidade, 3,0 +
0,05%.

Os filmes foram elaborados a partir de solugdes
coloidais filmogénicas (SF) contendo 1 g de
PML/100 g de SF, e de 50 a 75 g de glicerol/100 g
de PML. A PML foi dispersa em agua sob agitacao
moderada, ¢ o pH foi mantido entre 2,5 e 3,5
com o emprego de acido acético glacial (Merck,
Alemanha). As SF foram submetidas a tratamentos
térmicos em diferentes temperaturas (35 a 75°C),
por 45 minutos, utilizando-se um banho-maria
(Ultratermostatico, Modelo 111, FANEM, Brasil).
as SF foram aplicadas sobre suportes de acrilico e
submetidas a secagem, em estufa com circulagdo
forgada de ar a 37°C/18 h. A elaboragao dos filmes
seguiu um planejamento experimental fatorial
23 completo, conforme descrito na Tabela 1, que
apresenta os valores das variaveis independentes,
codificados e reais.

Os
condicionados,

filmes, assim  produzidos, foram

por 48 h, em dessecadores
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contendo solucdo saturada de cloreto de sodio, pH (X2) e temperatura, T (X3) (Tabela 1), sobre as

que proporcionava ambiente com 75% de umidade propriedades mecanicas [for¢ca (Y1) e deformacgdo

relativa, a 25°C. (Y2) na ruptura], solubilidade (Y3), opacidade

(Y4) e a permeabilidade ao vapor de agua (Y5)

dos filmes. Os valores das varidveis independentes

Planejamento experimental foram calculados segundo um planejamento fatorial

Uma metodologia de superficie e resposta (RSM) ~ 2° completo, com 4 repeti¢des no ponto central

foi utilizada para anélise dos efeitos dos seguintes (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2005).

parametros: concentragio do plastificante, Cp (X1);  Os valores das variaveis independentes, codificados
e reais, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento experimental fatorial 2° completo.

N° Experimento® Varidveis independentes
X,(Cp) X,(pH) X,(T)
01 (16) 55,06 (-1) 2,7(-1) 43,09 (-1)
02 (15) 69,94 (1) 2,7 (-1) 43,09 (-1)
03 (14) 55,06 (-1) 33(D) 43,09 (-1)
04 (13) 69,94 (1) 33(D) 43,09 (-1)
05 (12) 55,06 (-1) 2,7 (-1) 66,90 (1)
06 (11) 69,94 (1) 2,7 (-1) 66,90 (1)
07 (10) 55,06 (-1) 33 (1) 66,90 (1)
08 (09) 69,94 (1) 33(D) 66,90 (1)
09 (05) 50,00 (-1,68) 3,0 (0) 55,00 (0)
10 (07) 75,00 (1,68) 3,0 (0) 55,00 (0)
11 (06) 62,50 (0) 2,5(-1,68) 55,00 (0)
12 (08) 62,50 (0) 3,5 (1,68) 55,00 (0)
13 (18) 62,50 (0) 3,0 (0) 35,00 (-1,68)
14 (17) 62,50 (0) 3,0 (0) 75,00 (1,68)
15 (01) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
16 (02) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
17 (03) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)
18 (04) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0)

*Os valores entre parénteses apresentam a ordem em que foram realizados os ensaios; "Concentragéo de plastificante na solug¢do
formadora de filme (g plastificante/100 g proteina); °Os valores entre parénteses sao os coddigos dos niveis das variaveis independentes
e os experimentos de nos 15, 16, 17 e 18 sdo os pontos centrais.

Os dados experimentais foram analisados com um modelo estatistico de 2* ordem.

(Equagao 1).

Y, =b, +bx, +b,x, +b;x; +b,X;X, +b;X;X; +byX,X,

2 2 2 (1)
b3 X X, X5 + by X] +byyx) +byX;5
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Onde b sdo os parametros do modelo, Y
¢ a variavel dependente e x, sdo as variaveis
independentes. Este modelo foi ajustado aos pontos
experimentais e o nivel de significancia do modelo
foi analisado por meio dos coeficientes de correlagdo
(R?) e do teste F. Estas analises foram realizadas
com o emprego do programa Statistica 5.0.

Caracterizagdo dos filmes
Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com um
micrometro (Modelo Tesa, Suiga), e calculada como
a média de 15 medidas longitudinais ¢ 10 medidas
transversais (CUQ et al., 1995).

Solubilidade

Amostras do filme, cortadas na forma de circulos
com 2 cm de diametro, previamente pesadas e de
umidade conhecida, foram imersos em 50 ml de
agua contendo azida sédica (0,02 % p/v), a 25°C/
24 horas, sob agitagdo esporadica. A solubilidade
dos filmes foi expressa em termos de matéria seca
solubilizada (GONTARD; GONTARD; CUQ,
1992).

Opacidade aparente

A opacidade aparente dos filmes foi determinada
utilizando-se um espectrofotometro (Modelo DU-
Spectrophotometer, Beckman, USA). Os valores da
opacidade aparente foram calculados como a area
sob a curva de absorbancia versus comprimento de
onda, obtidas entre 400 e 800 nm para cada filme
(GONTARD; GONTARD; CUQ, 1992).

Permeabilidade ao vapor de agua

Para a determinacdo da permeabilidade ao
vapor de agua, amostras de filmes foram fixadas,
hermeticamente, em células de permeagdo de
vidro contendo silica gel em seu interior (0% UR),

com abertura circular com didmetro de 34 mm,
correspondendo a area do filme exposta para troca.
As células foram pesadas diariamente, em uma
balanca semi-analitica (Marte, AS2000, +0,01 g)
durante 8 dias.

A permeabilidade do vapor de agua (Pva) foi
calculada empregando-se a Equagao (2).

8 x X
t*A Ap

Pva =

2

Onde A4 ¢é a area de permeacdo (9,1 cm?), x é a
espessura média dos filmes, e AP ¢ a diferenca de
pressdo de vapor de agua entre o ambiente contendo
silica gel (0) e 4gua pura (2643 Pa, a 22°C). O termo
g/t foi calculado por regressao linear com os dados
de ganho de peso (g) da célula em fun¢ao do tempo
de condicionamento (h).

Propriedades mecdnicas — for¢a e deformagdo na
ruptura

A for¢a e a deformacdo na ruptura foram
determinadas em testes de perfuracdo, utilizando-
se um texturémetro TA.XT2 (SMS), com sensor
cilindrico de 3 mm de diametro movendo-se a 1,0
mm/s (GONTARD; GONTARD; CUQ, 1992). Os
valores de for¢a (N) e deslocamento da sonda (%)
no ponto de ruptura foram registrados diretamente
das curvas de forga versus deslocamento da
sonda, registradas pelo software “Texture expert”
V 1.0 (Stable Micro Systems). Esses testes foram
realizados a 25°C e UR entre 50 e 65%.

Resultados e Discussao

A espessura média dos filmes foi de 0,040+0,005
mm. O baixo desvio padrio calculado pode
sugerir que o controle da espessura foi muito
bom (SOBRAL, 2000). Em geral, todos os filmes
formados se apresentaram com boa aparéncia,
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translucidos, de facil manuseio e com bom aspecto
tatil, exceto para os filmes formados em pH 2,5 e
em temperatura baixa (35°C), condi¢des em que se
observou certa dificuldade na formacao dos filmes.

Os resultados experimentais das caracterizagdes
das propriedades dos filmes estdo apresentados
na Tabela 2. De acordo com os resultados das

analises de variancia, foi possivel estabelecer
modelos significativos (Tabela 3) para forca
(Y1) e deformagdo (Y2) na ruptura, solubilidade
(Y3) e permeabilidade ao vapor de agua (Y5),
considerando-se que os valores de p e F calculados
foram superiores aos valores de F tabelados a um
nivel de 80% de confianga. O modelo obtido com os
dados de opacidade (Y4) nao foi significativo.

Tabela 2. Valores médios da for¢a na ruptura, deformagio na ruptura, solubilidade, opacidade e permeabilidade ao
vapor de agua dos biofilmes, segundo o delineamento experimental.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

g X@) X6 XD YE® Yo v vo Y
01 (16) 55,06 (-1) 27(-1)  43,09(-1) 2,15 1020 1872 81,96 2,54
02 (15) 69,94 (1) 2,7 (-1) 43,00(-1) 228 1794 1540 15320 4,17
03 (14) 55,06 (-1) 33 (1) 43,09(-1) 1,61 13,87 19,66 187,40 1,86
04 (13) 69,94 (1) 33 (1) 43,09(-1) 136 1396 9,03 17470 2,19
05 (12) 55,06 (-1) 2,7 (-1) 66,90 (1) 1,86 11,41 16,61 135,00 3,46
06 (11 69,94 (1) 2,7 (-1) 66,90 (1) 137 13,76 1422 113,70 2,30
07 (10) 55,06 (-1) 33 (1) 66,90 (1) 128 17,91 12,63 14930 2,93
08 (09) 69,94 (1) 33 (1) 66,90 (1) 143 1298 9,18 184,60 2,55
09 (05) 50,00 (-1,68) 3,0 (0) 55,00 (0) 2,45 12,17 27,65 174,40 1,88
10 (07) 75,00 (1,68) 3,0 (0) 5500(0) 1,92 12,88 2242 17820 2,05
11 (06) 62,50 (0) 25(-1,68)  5500(0) 237 1390 1833 97,65 241
12 (08) 62,50 (0) 35(1,68)  5500(0) 120 1543 1656 176,10 1,93
13 (18) 62,50 (0) 3,00)  3500(-1,68) 1,73 10,70 1936 116,50 2,54
14(17) 62,50 (0) 3,00) 7500(1,68) 125 1298 242 111,70 2,18
15 (01) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0) 2,17 1424 2446 11480 1,70
16 (02) 62,50 (0) 3,0 (0) 55,00 (0) 1,75 12,12 2486 101,10 1,74
17 (03) 62,50 (0) 3,0 (0) 5500 (0) 243 12,93 2481 11320 136
18 (04) 62,50 (0) 3,0 (0) 5500(0) 2,73 13,04 2553 157,50 1,73

2Os valores entre parénteses apresentam a ordem em que foram realizados os ensaios; Experimentos de

nos 15, 16, 17 e 18 sdo os pontos centrais; X (Cp)-concentracio do plastificante (%, g/100 g proteina seca);
X,(pH)-pH da solugdo filmogénica; Xz(T)-temp.e.ratura da solugdo ﬁlmogém.ca (°C); Y (F)-forga na ruptura (N);.
Y,(D)-deformagdo na ruptura (%), Y,(S)-solubilidade (%, b.s.), Y (O)-opacidade (Ua.nm) e Y (Pva)-permeabilidade.

ao vapor de agua (mol*m/s*m**Pa) sdo as variaveis dependentes.

A seguir, serdo apresentados e discutidos os
resultados na forma de superficie de respostas,

obtidos com os modelos estatisticos com

parametros significativos, isto ¢, os parametros ndo
significativos (Tabelas 3) ndo foram utilizados na
obten¢ao desses graficos.
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Tabela 3. Coeficientes de regressdes e analises de variancia utilizando o planejamento completo 2° de um polindémio de
22 ordem para cinco variaveis respostas sob as diferentes condigoes de formagao do filme de espessura média 40 pm.

Variaveis dependentes®

Cocficientes Forca Deformagdo  Solubilidade  Opacidade  Permeabilidade (10 ~')
N) (%) (%)° (Ua.nm) (mol*m/s*m**Pa)
y @ Y, Y, Y, Y
B, 2217 8,87 25,05° 125,34 1,60"
Linear
Cp -0,28" 0,18 2,09
pH 0,21™ -1,27" 25,20° -0,27"
T -2,83"
Interagdes
Cp x pH 0,66 -1,04"
CpxT -0,45" 1,01 -0,43"
pHxT 0,24 -0,45™ 0,30
Quadratico
CpxCp -0,59° 19,40 0,24
pH x pH -0,18™ 0,29 -3,27° 0,62"
TxT -0,29" -5,59° 0,37
Coeficiente de 0.85 0,93 0.94 0,80 0.87
correlagdo
caleulado 8,78 11,03 6,83 - 5,60
F 1’83(80%,4,13) 1’83(80%,6,11) 2’56(90%,9,8) - 2’39(90%,6,11)

Valores estatisticamente significativos: * p>95%; “"p>90% ¢ *** p>80% de confianga.

Y, Y, Y,, Y, eY,sdo as varidveis dependentes.
(%, b.s).

Propriedades mecanicas
For¢a na ruptura

A for¢a na ruptura, propriedade que exprime
a resisténcia do material a perfurac@o, atingiu um
maximo de aproximadamente 2,5 N, quando a SF
foi preparada a 55°C e com pH= 2,7 (Figura 1).
Pode-se observar que a for¢ca na perfuragdo caiu
para 0,5 N quando o pH foi aumentado para 3,3,
como conseqiiéncia do forte efeito dessa variavel.
Observou-se também efeito significativo da
temperatura, porém, de menor importancia (Tabela
3). O efeito do pH pode ser explicado por possiveis
rearranjos estruturais nas proteinas causados pela

variagdo do pH, que tem como conseqiiéncia,

uma exposicdo de grupos funcionais polares, dos
residuos de aminoacidos, permitindo interagdes
diferenciadas entre as macromoléculas (CUQ et
al., 1995). Em outras palavras, pode-se considerar
que esse efeito do pH sobre a resisténcia dos filmes
pode ser explicado pela solubilidade das proteinas
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 1999).
Condigdes que favorecam o aumento de cargas
positivas ou negativas, como a alteragdao do pH,
aumentam a solubilidade, e a maior solubilidade das
proteinas na SF favorece a interagdo intermolecular
incrementando as propriedades mecanicas dos filmes
(CUQ et al., 1995; MONTERREY-QUINTERO;
SOBRAL, 1999).
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Figura 1. Efeito do pH e temperatura de formagao da
solugdo filmogénica filme sobre a forca na ruptura,
mantendo-se constante a concentragdo de plastificante,
em 62,5% (g/100g de proteina) e a concentragdo de
proteina, em 1% (p/p).
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Por outro lado, segundo Ziegler ¢ Acton (1984),
o mecanismo de gelatinizacdo das fragdes de
miosina e actomiosina ocorre em duas fases: em
temperaturas abaixo de 50°C ocorre desnaturacao
protéica, enquanto que acima de 55°C parece ocorrer
agregacdo rapida, seguida da gelatinizagdo. Isso
pode explicar o efeito da temperatura (tratamento
térmico da SF) sobre a for¢a na ruptura, cujo maximo
ficou em torno de 50°C. Esse comportamento em
relacdo a temperatura de tratamento térmico tem
sido observado por outros autores que trabalham
com proteinas similares (IWATA et al., 2000;
PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2001; GARCIA;
SOBRAL, 2005). Esses autores alegaram que o
tratamento térmico, até um determinado ponto,
pode favorecer a formacdao de pontes de sulfeto
entre cadeias peptidicas adjacentes, aumentando,
conseqiientemente, a resisténcia do material.
Por outro lado, o aumento da temperatura acima
desse ponto, favorece a desnaturagao da proteina,
escondendo  grupos
indisponibilizando-os para formagdes de pontes
de sulfeto (MONAHAN; GERMAN; KINSELLA,
1995).

sufidrilas livres, isto é,

Os filmes de PML produzidos com a melhor
formulacdo da SF deste trabalho apresentaram
valores de forga na ruptura menores que ao
determinado por Sobral, Ocuno e Savastano Junior
(1998), para filmes a base de proteinas miofibrilares
de carne bovina preparadas com outra técnica: em
torno de 5,5N (pH = 2,7; Cp = 1%; Cp = 60% ¢
T=50°C). Filmes a base de proteinas miofibrilares
de sardinha (Sardina pilchardus), produzidos por
Cugq et al. (1996a), também foram mais resistentes:
aproximadamente 4,5N (pH = 3,0; Cp= 2%; Cp=
35%), para espessura equivalente.

Deformagdo na ruptura

A deformagao na ruptura foi influenciada pelo pH
e concentracdo do plastificante com dominios que
se invertem. O classico comportamento em relagdo
ao plastificante, ou seja, aumento da deformagao
na ruptura como conseqiiéncia do aumento da
concentracdo do plastificante (MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAL, 1999; PASCHOALICK et
al., 2003; CHIRITA, 2008; McHUGH; KROCHTA,
1994) foi observado apenas na regido de baixo valor
de pH (Figura 2). As intera¢des intermoleculares,
formadas por ligagdes dissulfidicas devido aos
grupos sulfidrilas (-SH) das moléculas de miosina,
contribuem para uma alta interacdo cooperativa
entre as moléculas de proteina, aumentando a
coesividade da rede protéica e, conseqiientemente,
diminuindo a sua flexibilidade (CUQ et al., 1995).
Entretanto, o glicerol, plastificante hidrofilico,
quando incorporado a essa rede de proteina, coloca-
se entre os peptideos, reduzindo a proximidade
entre as cadeias de proteinas e, conseqiientemente,
facilitando a mobilidade molecular (MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAI, 1999; PASCHOALICK et
al., 2003; CHIRITA, 2008; McHUGH; KROCHTA,
1994).
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Figura 2. Efeito combinado do pH e da concentragdo do
plastificante (Cp) da solugdo formadora de filme sobre a
deformag@o na ruptura dos filmes, com concentragdo de
proteina 1 % (p/p) e mantendo-se a temperatura constante
em T=55 °C.
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Por outro lado, em valores de pH maiores,
observou-se comportamento inverso, ou seja, o
aumento da concentragdo de glicerol propiciou uma
diminui¢do nos valores de deformagdo na ruptura
(Figura 2). Essa inversdo no comportamento pode
ter ocorrido em virtude da mudanga do grau de
ionizacdo dos aminoacidos ionizaveis aminos
protonados, com o aumento do pH, isto ¢ tendendo
para o pl (5,2-5,3) das proteinas.

Observou-se a ocorréncia de maiores valores de
deformacao na ruptura nos dois dominios descritos
anteriormente (baixo pH e alta Cp ¢ alto pH e baixa
Cp): 17,94 e 17,91%. A deformacdo na ruptura
desses filmes foi superior a de outros filmes a base
de proteinas miofibrilares (SOBRAL; OCUNO;
SAVASTANO JUNIOR, 1998; MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAL, 1999; PASCHOALICK et
al., 2003; SOBRAL, 2000).

Solubilidade

Todas as variaveis independentes apresentaram
efeitos significativos sobre a solubilidade (Tabela
3). Pode-se observar a ocorréncia de um 6timo da
propriedade solubilidade, com valor maximo de
cerca de 28%, ocorrendo no plano central (Figura

3), isto é, com Cp=50%, pH=3,0 e T=55°C.
Em contrapartida, o menor o menor valor da
solubilidade foi de 2,4 % (Cp=62,5 %, pH=3,0 ¢
T=75°C, Tabela 2).

Figura 3. Efeito combinado da temperatura ¢ do pH da
solugdo filmogénica sobre a solubilidade dos filmes, com
a concentragdo de proteina 1 % (p/p), mantendo-se a
concentragdo de plastificante constante em 62,5%.
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A solubilidade do filme ¢ conseqiiéncia da
perda da integridade estrutural dos filmes, bem
como da hidrofilicidade do plastificante, e do grau
de desnaturacdo da proteina. A solubilidade dos
filmes produzidos neste trabalho, de modo geral,
apresentou valores baixos (2 a 28%), comparados
a outros filmes. Cuq et al. (1995) e Monterrey-
Quintero e Sobral (1999) observaram, em filmes
a base de PM de sardinha do Atlantico e tilapia-
do-Nilo, valores entre 33-47% e 12,3-19,5%,
respectivamente. A diferenga de solubilidade entre
os filmes a base de proteinas miofibrilares de peixe
(sardinha do Atlantico e tilapia-do-Nilo) e bovina se
deve, provavelmente, as diferengas entre espécies,
processo de extragdo, estado pré-rigor e post-rigor
em que foram extraidas, e também a temperatura
em que foi realizada a solu¢do formadora de filme.

Do ponto de vista pratico, a baixa solubilidade
dos filmes, a base de proteinas miofibrilares de
musculo bovino, permite visualizar um grande
potencial de aplicacdo em alimentos com alto teor
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de umidade, inclusive, como embalagem ativa
(MORAES et al., 2011). A integridade dos filmes
durante o teste de solubilidade permite sugerir
que a matriz protéica do filme ndo foi totalmente
desestabilizada, ou seja, as interagdes moleculares
intra e intercadeias permaneceram praticamente
intactas, e, que, somente mondmeros, pequenos
peptideos, substancias ndo protéicas e pequena
quantidade de plastificante foram solubilizadas.

Opacidade aparente

Os filmes de PML produzidos neste trabalho
apresentaram-se relativamente opacos, com valores
entre 82 ¢ 187 Ua.nm para Cp, pH e T (55,06; 2,7
e 43,09 e 55,06; 3,3 e 43,09, respectivamente)
(Tabela 2). Na Figura 4 se apresenta a opacidade
em funcdo da concentragdao de plastificante e pH.
Observou-se uma queda acentuada da opacidade
com a diminui¢do do pH, e a ocorréncia de valores
minimos com filmes com 62,5% de glicerol. Esse
comportamento pode ter sido conseqiiéncia do grau
i6nico dos amino acidos, que afeta a solubilidade
das proteinas. Monterrey-Quintero e Sobral (2000)
observaram que a solubilidade das proteinas
miofibrilares de Tilapia do Nilo aumentou com a
reducdo do pH. Assim, o filme obtido com proteinas
naregiao de maior solubilizagdo implicou em menor
opacidade, conforme se pode observar na Figura 4.

Os valores de opacidade determinados neste
trabalho foram superiores aos de filmes a base de
proteinas miofibrilares de sardinha do Atlantico
(CUQ et al.,, 1995) e de Tilapia do Nilo, cujo
valor médio foi de 25 Abs.nm (MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAL, 1999), porém inferiores
aos de filmes a base de gluten de trigo, com
opacidade aproximada de 250 Ua.nm (GONTARD;
GONTARD; CUQ, 1992). A causa provavel
das diferentes opacidades entre os filmes a base
de proteinas de peixe e de carne bovina, deve-
se principalmente ao tipo de musculo: branco e
vermelho, respectivamente, ao estado em que as
proteinas miofibrilares foram extraidas, e também

as condigdes de processamento dos filmes. A
caracteristica de opacidade dos filmes produzidos
neste trabalho sugere que eles podem apresentar boa
barreira a luz, uma vez que alta opacidade implica
na reducgdo da passagem da luz através do material.

Figura 4. Efeito combinado do pH e da concentragiao do
plastificante na solug@o filmogénica, sobre a opacidade
dos filmes com a concentragdo de proteina 1% (p/p),
mantendo a temperatura constante em 55 °C.

Il 111,114
B 128.392
I 145,670
162,949
[ 180,227
[ 197,505
[ 214,783
Il 232,062
I 249,340
Il 266,618
Hl above

Permeabilidade ao vapor de agua

Analisando-se as superficies de resposta da
interacdo entre pH e Cp (Figura 5a) e Temperatura
e pH (Figura 5b), observa-se que existe um valor
minimo (em torno de 1,7.10"'° mol.m/s.m?Pa)
ocorrendo com Cp= 60%, pH= 3,1 e T= 50°C. Fora
desse dominio, os maiores valores da permeabilidade
ao vapor de agua provavelmente estdo relacionados
com a abertura da macromolécula, e a entrada
facilitada das moléculas de glicerol na rede protéica,
que, posteriormente, provoca uma facil difusdo das
moléculas de agua através dos filmes (STUCHELL,;
KROCHTA, 1994; McHUGH; KROCHTA, 1994;
PARK etal., 1993). A titulo de curiosidade, observa-
se que o maior valor de Pva (4,17.10'° mol.m/s.
m?2.Pa) foi encontrado com Cp=69,94%; pH=2,7 ¢
T=43,09 °C.

Ao se comparar valores de permeabilidade ao
vapor de adgua obtidos com SF em pH proximo a
3,6, verifica-se que esses s3o bem menores que os
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valores determinados em pH= 2,5. Essa diferenca
¢ atribuida aos diferentes efeitos provocados
pelo pH na macromolécula. Quando o pH esta
proximo de 3,6 tem-se uma maior solubilidade das
proteinas, a estrutura protéica permanece intacta,
até aproximadamente 50°C, mas para temperaturas

diminui a densidade de interagdes. Adicionalmente,
diminui-se a densidade de interacdes tornando
a rede mais frouxa, e, portanto, mais soluvel
devido o aumento de grupos hidrofilicos expostos,
que irdo interagir com a molécula de glicerol,
intensificando a afinidade pela dgua, e aumentando

mais elevadas ha modificagdes na estrutura protéica.
Ao se elevar a temperatura da solucdo formadora
de filme, se favorece uma maior incorporacdao de
plastificante devido a abertura da cadeia de proteina,
cuja estrutura e organiza¢do molecular modifica,
com conseqiiente aumento do volume livre que

a permeabilidade ao vapor de adgua (McHUGH;
KROCHTA, 1994; CHERIAN et al., 1995; CUQ et
al., 1997a; OCUNO; SOBRAL, 1998). Em pH=2,5,
ocorre a desnatura¢do das moléculas de miosina e
subunidades proximas a 50°C, assim como da actina
(actomiosina e fragmentos de actina) (SOBRAL et
al., 1997).

Figura 5. Efeito combinado na SF com concentragdo de proteina 1% (p/p) sobre a permeabilidade dos filmes: (a), Cp
(%, g/100 g proteina seca) e pH; mantendo-se constante a temperatura (50°C); (b), T°C e pH, mantendo-se constante

a concentracdo do plastificante (62,5%).
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Conclusao

O pH da solugdo filmogénica (SF) afetou
significativamente todas as propriedades fisicas
estudadas. O pH influencia a estrutura dos peptideos
afetando, solubilidade
interagdes entre
cadeias adjacentes de peptideos, e entre essas e o

plastificante, sdo também influenciadas pelo pH da
SF.

conseqiientemente, sua

em agua. Dessa forma, as

A temperatura do tratamento térmico da SF
afetou significativamente a for¢a na ruptura,
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solubilidade e a permeabilidade ao wvapor de
agua (Pva). Esse tratamento pode favorecer as
interagdes intermoleculares via formagdo de
pontes dissulfidicas, favorecendo as propriedades
fisicas que dependem disso, como as propriedades
mecanicas e a Pva. Entretanto, o tratamento térmico
muito intenso pode reverter esse efeito por alteracdes

estruturais irreversiveis nas proteinas.

E finalmente, a concentragdo do glicerol
afetou significativamente todas as propriedades
estudadas, com exce¢do da forga na ruptura, uma

vez que o plastificante aumenta a mobilidade das
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macromoléculas, reduzindo suas interacdes, com
conseqiiéncias em todas as propriedades fisicas.
A ndo observacao de efeito significativo sobre a
opacidade dos filmes deve ser creditada a falta de
ajuste, considerando que os valores de p e F ndo
foram significativos.
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