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RESUMO

O desenvolvimento de novos materiais € uma area de pesquisas que ganha cada vez mais
importdncia nos meios acad€micos e industriais. Essa drea de pesquisa € vital para a
adequacdo dos materiais existentes as necessidades de aplicagdo, pois estas estdo em
constante mudanca. O desenvolvimento de biofilmes exige a disponibilidade de um composto
- normalmente um hidrocoléide - que possua a propriedade de formar uma matriz
filmogénica. O colageno de origem bovina possui tal propriedade e, por ser abundante no
Brasil, ¢ uma matéria-prima interessante para a producdo de biofilmes. Por outro lado, para
melhorar as caracteristicas mecéanicas e de barreira a umidade dos filmes finais, além do
hidrocoléide principal, em geral sdo adicionadas outras substancias a matriz filmogénica. O
objetivo desse trabalho foi caracterizar fisica e quimicamente as fibras e p6 de coldgeno,
obtidos a partir de pele bovina, como matérias-primas potencialmente formadoras de filme,
bem como avaliar a influéncia das proporcdes de fibra e pd de coldgeno usadas nas
propriedades dos filmes. Nesse sentido, para as matérias-primas, foram realizadas as seguintes
andlises: composicdo centesimal, solubilidade em 4gua, isotermas de sorcdo de &gua,
aminograma, granulometria, calorimetria diferencial de varredura, espectroscopia de
infravermelho e reologia da solugdo filmogénica. A fibra e o p6 de coldgeno apresentam,
praticamente, o mesmo teor de proteina em sua composi¢cao e a diferenca entre eles, além do
formato, aparece na solubilidade em dgua, que se supde ser, em parte, devida a diferenca de
tamanho entre as particulas. Na caracterizacdo dos filmes, realizaram-se testes de tracao,
solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua, determinacdo de cor e opacidade e
microscopia. Neste caso, a fibra atuaria como um compdsito de refor¢co na matriz filmogénica,
com a peculiaridade de se tratar de um sistema onde o polimero e o comp6sito sdo de mesma
natureza. De um modo geral, a fibra aumentou a resisténcia a ruptura dos filmes formados,

diminuiu a solubilidade e a permeabilidade ao vapor de d4gua e aumentou a opacidade.

Palavras-chaves: biofilmes, coldgeno, fibra, compdsito reforco.



ABSTRACT

The development of new materials is a research area that has received increasing importance
in the academic and industrial. This research area is vital for adaptation of existent materials
to application needs, since they are in constant change. The biofilms development demands
the availability of a material - usually a hydrocolloid - that possesses the property of forming
a filmogenic matrix. The collagen of bovine origin possesses such property and, for being
abundant in Brazil, it is an interesting raw material for edible and biodegradable films
production. On the other hand, in order to improve the mechanical and water vapor barrier
characteristics of the final films, in addition to the main hydrocolloid, other substances are
generally added to the film forming solution. The objective of this work was to determine the
physical and chemicall characteristic of collagen fibers and powder, obtained from bovine
skin, as potentially film forming raw materials. The following analyses were accomplished:
centesimal composition, solubility in water, water sorption isotherms, aminogram, size
distribution, differential scanning calorimetric, FTIR and rheology of the filmogenic solution.
The collagen fiber and powder present practically the same protein content and in addition to
particles shape the main difference between them, appears in the solubility in water that is
supposed to be, partly, due to the size difference between fiber and powder particles. The
characterization was accomplished by traction tests and the measurement of solubility and
water vapor permeability, color and opacity as well as by microscopy. The objective was
evaluating the influence of collagen fiber and powder proportions on the films. In this case,
fibers could act as reinforcement composite to the film forming matrix, with the peculiarity of
being a system where the polymer and the composite are of the same nature. In a general way,
fibers addition increased films resistance to rupture, reduced their solubility and water vapor

permeability and increased their opacity.

Key words: biofilms, collagen, fiber, powder, reinforcement composites.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos materiais € uma area de pesquisa que ganha
cada vez mais importincia nos meios académicos. Essa drea € vital para a adequacdo dos
materiais existentes as necessidades que sdo submetidas, pois estas estdo sempre em constante
mudanca. Preocupados com a questdo ambiental, alguns pesquisadores estdo mudando seu
foco e se concentrando no progresso de materiais elaborados a partir de compostos
biodegradaveis.

Um exemplo concreto de aplicacdo que tem sido muito pesquisado nesta area
€ o biofilme. Inimeras pesquisas sdo relatadas ressaltando a importincia da sua utilizagdo
(JONGJAEONRAK et al., 2006; DAVANCO, 2006; MECITOGLU et al., 2005; FAMA et
al., 2004; THOMAZINE et al., 2005), sendo as industrias alimenticias as grandes interessadas
nessas embalagens, principalmente devido a sua biodegradabilidade e ao fato de poderem ser
produzidas a partir de biopolimeros renovdveis como proteinas e polissacarideos
(KROCHTA; MULDER-JOHNSTON, 1997).

Filme comestivel é definido como uma camada fina e continua, de um
material comestivel, o qual pode estender a vida ttil e melhorar a qualidade da maioria dos
alimentos, servindo como uma barreira aos danos mecanicos e a transferéncia de massa
(McHUGH, 2000).

Os biofilmes s@o utilizados como um material de reforco aos alimentos,
melhorando suas propriedades mecanicas, sendo necessdrias menos embalagens para
acondiciona-los, aumentando, assim, a eficiéncia econOmica de materiais (KESTER;
FENNEMA, 1986).

Os materiais mais utilizados para a elaboracido de filmes sdo misturas de
lipideos, proteinas, carboidratos, plasticizantes, surfactantes, aditivos e solventes
(AMARANTE; BANKS, 2001), sendo necessdrio, pelo menos, um biopolimero que tenha a
capacidade de formar uma matriz continua, homogénea e coesa (GONTARD; GUILBERT,
1996). Para a formacéo desta matriz, as proteinas apresentam a caracteristica de possuirem em
sua estrutura até 20 monomeros diferentes (aminoécidos), com um alto potencial de ligagdes
intermoleculares (GUILBERT; GRAILLE, 1995). Além disso, as proteinas sdo capazes de
formar estruturas tridimensionais amorfas, estabilizadas principalmente por interagdes nao

covalentes (CUQ et al., 1998).
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Geralmente, biofilmes a base de proteinas apresentam propriedades
mecanicas (resisténcia e principalmente flexibilidade) de considerdvel qualidade e baixa
resisténcia ao transporte de vapor de dgua e gases. Estudos sobre filmes de gelatina foram
propostos para a preservacao de carnes e de outros produtos alimenticios com base nessas
propriedades (HARVARD; HARMONY, 1869 e MORRYS; PARKER, 1895, apud
KROCHTA, 1994).

O coldgeno possui uma gama de aplicagdes industriais, sendo normalmente
utilizado em produtos cdrneos, farmacéuticos, de panificagdo, como complemento alimentar,
em alimentos funcionais e como espessante para molhos e bebidas. Estudos mostram que essa
proteina também ja foi utilizada para a elaboracdo de filmes biodegraddveis, como por
exemplo, envoltérios de embutidos carneos desenvolvidos pelo método de extrusao (HOOD,
1987), e andlises das propriedades de filmes de coldgeno misturados com gelatina
(ARVANITOYANNIS, 1999).

Também devido a sua vasta aplicabilidade, a produ¢dao mundial de coldgeno
e/ ou gelatina possui nimeros impressionantes. Anualmente sdo produzidos cerca de 296
toneladas de gelatina, o que dd um faturamento superior a 1 bilhdo de euros. Desse total de
gelatina produzido, 68% sdo gelatina comestivel, 24% sdo destinados a fotos ou aplicagdes
especiais e 8% para microcdpsulas. As matérias-primas dessas gelatinas podem ser
provenientes da pele, ossos e tenddes de porcos, bois e peixes. De toda a gelatina produzida
no mundo, 28% ¢é proveniente do coldgeno da pele bovina, o que da cerca de 83 toneladas de
coldgeno sendo produzidas por ano (GELITA, 2007).

A extra¢do do coldgeno pode ser realizada de tal forma que se obtenha a
fibra, e seu sub-produto, o pd, ambos em estado bruto e com a mesma composi¢do. Com esse
tipo de extracdo, o coldgeno pode apresentar caracteristicas desejdveis para a sua utilizacio
em biofilmes, ja que possui uma disposi¢ao fisica alongada e uma maior granulometria. Além
disso, pelo fato de provir da regido cutinea do boi, € esperado que o coldgeno apresente uma
porcentagem de lipidios, que atuaria na diminui¢do da permeabilidade ao vapor de 4gua,
propriedade com altos valores em filmes a base de proteina.

Filmes nos quais s@o adicionados compdsitos para melhorar as propriedades
mecénicas também estdo sendo muito pesquisados. Avérous et al. (2001), estudaram as
interacdes entre fibras de celulose e filmes com matriz a base de amido de trigo obtendo
filmes mais resistentes do que aqueles formulados apenas com o amido de trigo. J4 Natarajan

(2005) caracterizou filmes com fibrina, quitosana e gelatina voltados mais para aplicacdes
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médicas, e as caracteristicas dos filmes variaram de acordo com as porcentagens de cada
composto.

Isto posto, o presente trabalho tem como objetivo estudar as propriedades
fisico-quimicas da fibra e do p6 de coldgeno, obtidos a partir de pele bovina, bem como
avaliar a influéncia da propor¢cdo entre p6 e fibra de coldgeno sobre as caracteristicas
mecanicas e de permeabilidade ao vapor de dgua de biofilmes produzidos com diferentes
propor¢des desses materiais. A fibra e o pd de coldgeno avaliados neste trabalho se
apresentam como produtos ndo purificados, contendo uma pequena quantidade de
componentes nao protéicos. A diferenca entre a fibra e o pé de coldgeno reside principalmente
no tamanho e formato das particulas. Com base nessa diferenca, surgiu a idéia de avaliar a
utilizacao da fibra como um compésito refor¢o da matriz filmogénica formada a partir do p6
de coldgeno, sendo este o aspecto inédito deste trabalho, uma vez que a matriz e o compdsito

sdo provenientes da mesma matéria-prima.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biofilmes

Para suprir a crescente demanda de materiais com cardter renovavel,
biodegraddvel e sustentdvel, biomateriais estdo sendo cada vez mais importantes para esse
desenvolvimento, particularmente com adi¢cdo de compdsitos em sua formulagdo (GROS;
KALRA, 2002 e MOHANTY et al., 2002 apud GINDL, 2006).

Biofilmes sao utilizados para reforcar os alimentos, resultando na melhoria
da durabilidade durante processamento, estocagem e distribuicio (KESTER; FENNEMA,
1986). Compésitos sdo particulas rigidas adicionadas aos polimeros ou outras matrizes
filmogénicas para produzir algum efeito desejavel ao filme como, por exemplo: aumento da
resisténcia mecanica e fornecimento de resisténcia a elongacdo e a fratura (AHMED; JONES,
1990).

Os compdsitos em forma de fibras estdo sendo extensivamente utilizados nas
industrias pldsticas para alcancar propriedades desejdveis ou para reduzir o preco dos artigos
finais. Comparado aos compdsitos inorginicos, os organicos possuem as seguintes vantagens:
ser provenientes de fontes renovaveis naturais, ter grande disponibilidade, menor consumo de
energia, menor custo, baixa densidade e superficie relativamente reativa, que pode ser usada
para introduzir grupos especificos (ANGLES et al., 1999). Além disso, apresentam, nio no
mesmo nivel dos compostos inorginicos, mas de considerdvel atributo, altos valores de
mddulo eléstico e de resisténcia.

Embora o uso de biofilmes em produtos alimenticios possa parecer recente,
sua aplicacdo vem ocorrendo hd muitos anos. Durante os séculos XII e XIII, praticou-se na
China o recobrimento de laranjas e limdes com ceras para retardar a perda de umidade
(DONHOWE; FENNEMA, 1994). Um processo de recobrimento de alimentos envolvendo
gelatina foi desenvolvido no inicio do século XIX (GUILBERT, 1986).

As pesquisas em filmes e coberturas comestiveis tém sido intensas nos
dltimos anos na area alimenticia (MALI et al., 2006, LUKASIK; LUDESCHER, 2006,
MARTELLI et al., 2006, GARCIA; SOBRAL, 2005, VEIGA-SANTOS et al., 2005), além de
motivagdes provenientes de diferentes direcdes para o desenvolvimento neste campo. O

nimero de consumidores interessados em saude, qualidade, conveniéncia e seguranca tem
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aumentado, a0 mesmo tempo em que surgem processos alimenticios com novos desafios, para
o0s quais o conceito de filmes e coberturas comestiveis oferece potenciais solucdes.

A maioria dos filmes ou coberturas comestiveis contém, no minimo, um
componente que, em geral, ¢ um polimero de alto peso molecular. Estruturas poliméricas de
cadeia longa sdo requeridas para formar uma matriz filmogénica com forca de coesdo
apropriada quando dispersas em um solvente adequado. A forca de coesdo de um filme &
formada devido a estrutura quimica e polimérica natural do sistema e do solvente, a presencga
de aditivos, como os agentes de ligacdo cruzada (cross-linking), e as condi¢Ges ambientes
durante a formac@o dos filmes. Quando o comprimento da cadeia polimérica e sua polaridade
aumentam, a coesdo € aumentada. Isso geralmente resulta na reducdo da flexibilidade do
filme, da porosidade e, conseqiientemente, da permeabilidade aos gases, vapores e solutos.
Uma distribui¢do uniforme dos grupos polares ao longo da cadeia polimérica aumenta a
coesdo por aumentar a probabilidade de pontes de hidrogénio intermoleculares e interacio
ionica (KESTER; FENNEMA, 1986).

O uso de biopolimeros na elaboragdo de embalagens é condicionado pelas
suas caracteristicas fisicas e pelas propriedades dos biofilmes obtidos, que sdo resultado de
uma relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas da macromolécula e a formulacdo

utilizada (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000). O Quadro 1 apresenta as possiveis

utilizagdes dos filmes, de acordo com sua natureza.

Uso Tipo de filme apropriado
Retardar migracdo de umidade Lipidio, composto”
Retardar migracdo de gds Hidrocoldide, lipideo, ou composto
Retardar migracdo de dleo e gordura Hidrocoldide
Retardar migracdo de soluto Hidrocoléide, lipideo, ou composto

Fornecer integridade estrutural ou | Hidrocoléide, lipideo, ou composto
propriedades de manuseio
Reter compostos voléteis (flavor) Hidrocoléide, lipideo, ou composto
Carregar aditivos alimenticios Hidrocoléide, lipideo, ou composto

* um filme composto consiste de componentes combinados de lipideos e hidrocoléides para formar uma bi-
camada ou conglomerado.
Fonte: DONHOWE e FENNEMA, 1994.

Quadro 1. Possiveis usos de filmes e coberturas comestiveis.
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2.2 Componentes dos Filmes

Os componentes dos filmes e coberturas comestiveis podem ser divididos em
trés categorias, de acordo com os seus componentes principais: a base de hidrocoléides, de
lipideos e os compostos. Hidrocoldides incluem proteinas, derivados de celulose, alginato,
pectinas, amidos e outros polissacarideos. Lipideos incluem ceras, acilglicerol e dacidos
graxos. Os compostos contém os dois componentes. Filmes a base de hidrocoldides podem
ser aplicados onde o controle de migracdo de vapor de dgua ndo é o objetivo. Estes filmes
possuem boa propriedade de barreira ao oxigé€nio, di6xido de carbono e lipideos. A maioria
destes filmes possui propriedades mecénicas desejaveis para alguns tipos de aplicagdes.
Filmes de lipideos sdo freqiientemente utilizados como barreira ao vapor de dgua devido a sua
natureza hidrofébica (DONHOWE; FENNEMA, 1994). J4 os filmes compostos, a base de
proteinas e lipideos, podem reunir as melhores propriedades mecénicas e fisico-quimicas de
cada um deles.

Um outro composto que pode ser encontrado na formulag@o de biofilmes € o
ajustador de pH, o qual deve ser utilizado, principalmente, em filmes a base de proteinas, por
atuar diretamente na solubilidade das mesmas. O ajustador de pH faz com que as proteinas
permanecam soliveis (distantes de seus pontos isoelétricos), permitindo, portanto, sua
geleificacdo. Normalmente, nos casos das proteinas, usa-se o 4cido acético glacial como tal
componente.

Filmes biodegraddveis feitos apenas com solucdes ou dispersdes de
proteinas, sem qualquer aditivo, tendem a ser quebradicos e dificeis de manusear. A adi¢do de
plasticizantes ¢ uma alternativa para aumentar a flexibilidade dos filmes, devido & habilidade
destes em reduzir pontes de hidrogénio internas entre as cadeias poliméricas, reduzindo as
forcas de atrac@o inter e intramoleculares da proteina e ao mesmo tempo aumentando o
espaco intermolecular entre as cadeias poliméricas (SCHROOYEN et al., 2001) e diminuindo
a temperatura de transicdo vitrea (BANKER, 1966). Com isso, ocorre um aumento da
resisténcia mecanica do filme e diminuicio de possiveis descontinuidades e zonas quebradicas
(KROCHTA et al., 1994). Exemplos de plasticizantes sdo: glicerol, monoglicerideo acetilado,
polietileno glicol, sacarose, dentre outros.

A adicdo de plasticizante hidrofilico usualmente aumenta a permeabilidade
ao vapor de 4gua do filme devido a sua afinidade pela dgua (DONHOWE; FENNEMA,

1994). O plasticizante deve ser compativel com o polimero e o solvente utilizado, ou seja,
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deve ser miscivel para que ndo ocorra uma separagdo prematura durante o processo de
secagem do filme (GUILBERT, 1986). Sua composicdo, tamanho e forma influenciam a
habilidade em interagir com cadeias protéicas e em se ligar com moléculas de dgua, causando,
assim, maior poder plasticizante, uma vez que a dgua também possui um efetivo plasticizante
em filmes a base de biopolimeros hidrofilicos (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2001 apud
THOMAZINE et al., 2005).

Em estudos onde quatro tipos de plasticizantes (glicerol, propileno glicol,
etileno glicol e o dietileno glicol) foram utilizados em filmes de gelatina, em diferentes
concentragdes, o glicerol (C3HgOs, peso molecular = 92g/ gmol) mostrou, de maneira geral, o
maior efeito e eficiéncia plasticizante (VANIN et al., 2004). O aumento da sua concentracio
proporcionou aumento na deformacéo a ruptura do filme.

As propriedades funcionais, sensoriais e nutricionais de filmes comestiveis
também podem ser alteradas pela adicdo de vérios aditivos em pequenas quantidades, como

aromatizantes, corantes, vitaminas e agentes antimicrobianos.

2.3 Formacao e Métodos de Aplicacao do Filme

Quando todos os componentes necessarios para a formacdo do filme estdo
em forma de solugdo, esta é denominada solucdo formadora de filme ou solugdo filmogénica.
O filme pode ser formado diretamente na superficie do alimento ou em suportes préprios. No
primeiro caso chama-se comumente de cobertura (DONHOWE; FENNEMA, 1994).

Muitas técnicas podem ser usadas para formar filmes ou coberturas
comestiveis (DEASU, 1984, KONDO; VAN VALKENBURG, 1979). Para filmes a base de

hidrocoléides as técnicas disponiveis incluem:

a)  precipitacdo simples — quando uma macromolécula em dispersao aquosa ¢é
precipitada, ou sofre uma mudanca de fase (de primeira ordem), por evaporagdo do
solvente, por adicdo de um outro solvente onde a macromolécula é insolivel, por
adi¢do de um eletrdlito (“salting-out” ou interagdo idnica) ou por modificagdo do

pH;
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b)  Precipitacdo complexa — quando duas solugdes ou dispersdes de macromoléculas
de cargas opostas sdo combinadas, provocando interagdo e precipitacio do

complexo de polimeros;

¢) Geleificacdo — quando ocorre uma transicao sol-gel causada por resfriamento de
uma dispersdo de hidrocoléide ou por coagulagdo térmica, devido a desnaturagdo
de certas proteinas.

Dos trés mecanismos apresentados, a precipitacdo simples é a mais
amplamente utilizado na fabricagao de filmes a base de proteinas.

Os filmes desenvolvidos com uma das técnicas citadas acima podem ser
aplicados utilizando os seguintes métodos: dipping, spraying e casting.

Dipping e spraying baseiam-se na formag¢do do filme no préprio produto que
serd recoberto; no primeiro caso devido a um prévio mergulho na solugdo formadora de filme
e no segundo, a aspersdo desta solugc@o sobre o produto.

A técnica casting, util por formar filmes nao fixos, € baseada em métodos
desenvolvidos para filmes ndo comestiveis e por isso representa um menor investimento em
pesquisas, além de ser a mais utilizada para analisar as propriedades filmogénicas dos
biomateriais. Ela consiste na aplicacdo da solucio formadora de filme em moldes, permitindo
o controle da espessura dos filmes através da quantidade de matéria seca depositada nos
suportes (GONTARD, 1994) e da variacdo da “espessura aparente” das solucdes quando
acondicionadas nos moldes (CUQ et al., 1996). A espessura dos filmes, apesar de ser uma
caracteristica pouco estudada, € importante para controlar sua uniformidade (SOBRAL,

1999).

2.4 Propriedades dos Filmes

2.4.1 Permeabilidade ao vapor de dgua

O transporte de um gds ou vapor através de uma membrana pode ocorrer por
dois mecanismos: difusdo ativa e difus@o capilar. A difus@o capilar estd mais presente em

materiais porosos ou com imperfei¢des, enquanto que a difusdo ativa envolve solubilizacio do
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gds penetrante, sua difusdo e finalmente sua liberacdo no lado oposto do filme. Desta forma,
na auséncia de imperfei¢des, quebras, furos ou outras falhas, o mecanismo primdrio para o
fluxo de gas ou vapor através de um filme ou cobertura comestivel é a difusdo ativa. Se o gas
¢ insolivel no filme e ji o penetrou, o mecanismo predominante é o fluxo capilar
(DONHOWE; FENNEMA, 1994).

A difusdo depende do tamanho, formato e polaridade das moléculas
penetrantes, assim como do movimento segmentado da cadeia polimérica na matriz do filme.
Os fatores que afetam o movimento segmentado de cadeias poliméricas incluem forcas
atrativas intermoleculares como pontes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals, grau de
ligacdes cruzadas e grau de cristalinidade. As etapas de dissolucdo e evaporagcdo sio
influenciadas pela solubilidade do penetrante no filme.

Na obtenc¢do do fluxo em estado estaciondrio (regime permanente) do gis ou
vapor através do filme, aplica-se a Lei de Fick (Equacdo 1). A Lei de Fick mostra que a
quantidade de penetrante difundindo através do filme por unidade de 4rea por unidade de
tempo, J, é proporcional ao gradiente de concentragio do penetrante, ¢, ao longo da espessura

do filme, x. A constante de proporcionalidade € definida como difusividade massica, Dm.

J =-Dm— (D

Se a lei da solubilidade de Henry (Equacdo 2) € obedecida, a concentragio do
penetrante no filme € igual ao produto do coeficiente de solubilidade, S, pela pressdo parcial

do penetrante no ar adjacente, p:

c=S8.p 2)

Combinando as duas equagdes:

J=-Dm.S d—p 3)
dx

Define-se permeabilidade, P, como o produto da difusividade pelo

coeficiente de solubilidade, produzindo a seguinte equacdo (DONHOWE; FENNEMA, 1994):
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Dm.S =-J dx _ P “4)

dp

A permeabilidade estd relacionada ao fluxo do penetrante através de um
material resistente e ndo deve ser confundida com transporte através de poros (MANNHEIM;
PASSY, 1985). O uso da Equagdo 4 para calcular a permeabilidade como uma propriedade
universal de um filme ou cobertura comestivel € baseada na hipétese de que Dm e S sejam
independentes da concentracdo do penetrante. Isso ocorre quando niao hd interacdo
significativa entre o filme e a substincia penetrante. Entretanto, quando um gis ou vapor
penetrante interage fortemente com o material do filme, ocorrem desvios na Lei de Fick
(BANKER et al., 1966, KUMINS, 1965, PASCAT, 1986, SCHULTZ et al., 1949). Este é o
caso de vapor de dgua permeando através de filmes compostos por polimeros hidrofilicos,
onde, Dm e S s3o dependentes da pressdo parcial de vapor de dgua. O coeficiente de
solubilidade aumenta com a pressdo de vapor de dgua e, nesse caso, a permeabilidade nio ¢
uma propriedade universal do filme e ndo pode ser usada no senso geral para descrever sua
propriedade de barreira, tornando-se uma caracteristica do filme sob dadas condigdes
ambientais de umidade relativa, temperatura etc. (KESTER; FENNEMA, 1986).

Experimentalmente a permeabilidade pode ser determinada de acordo com a

expressao:

peso do penetrante X espessura B g.cm

permeabilidade =

&)

drea x tempo x diferenca da pressao parcial m’ diammHg

A permeidncia (Equacido 6) é simplesmente a expressdo da permeabilidade
(ou coeficiente de permeabilidade) dividida pela espessura do filme. A permeancia é uma

“avaliacdo de desempenho”, ndo uma propriedade inerente do filme (ASTM, 1989).

massa do penetrante

permedncia =

(6)

area x. tempo x diferenga da pressao parcial

A taxa de transmissdo (Equacgdo 7), outra propriedade que se pode obter de

filmes, ¢ derivada da expressdo da permeabilidade, porém, sem a espessura do filme e o
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gradiente de pressdo parcial. A pressdo parcial do penetrante e a espessura do filme nio sdo

consideradas, mas devem ser mencionadas quando conhecidas.

massa penetrante

Taxa de transmissdo =

(N

drea X tempo

A permeabilidade ao vapor de 4gua é usualmente medida pelo método
gravimétrico. Um filme € selado na abertura superior de um recipiente contendo um
dessecante, e entdo, o recipiente é colocado numa cimara a temperatura e umidade relativa
(UR) constantes (ASTM, 1989). O dessecante mantém a UR ambiente baixa e constante
(usualmente 0% UR) dentro do recipiente (DONHOWE; FENNEMA, 1994). A célula teste
contém 4gua destilada ou solucdo saturada de sal. Pesagens periédicas determinam a taxa de
transmissdo de dgua através do filme. As pesagens devem ser realizadas apds a taxa constante
de transporte de umidade ser alcancada no interior da camara. Oito pesagens geralmente sdo
suficientes (ASTM, 1989).

A Figura 1 descreve um modelo de célula-teste, a qual deve ser
confeccionada em um material ndo corrosivel e impermedvel a dgua. Além disso, a drea

superficial do dessecante ou da d4gua ndo deve ser menor que a drea da abertura da célula.

[

» Filme

Dessecador » Dessecante(pag)

Solugdo salina ou dgua destilada

Figura 1. Esquema do equipamento utilizado para teste de permeabilidade ao vapor de dgua.

O controle da temperatura e da UR na camara de teste é crucial para a correta
determinagio da permeabilidade ao vapor de dgua. E importante, também, que a pressio de
vapor, pao, na superficie da solugcdo de teste ou dessecante dentro do recipiente permanecga

constante ao longo do teste (McHUGH; KROCHTA, 1994).
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Alguns fatores, como a natureza quimica e estrutural do polimero, afetam a
permeabilidade ao vapor de dgua. Por exemplo, polimeros altamente polares, como a maioria
das proteinas e polissacarideos, exibem altos graus de pontes de hidrogénio, resultando em
pobres barreiras a umidade. Por outro lado, materiais a base de hidrocarbonetos nao-polares,
como os lipideos, exibem o efeito inverso, agindo como excelentes barreiras a umidade e
sendo menos efetivos como barreira a gases. Os plasticizantes, que sdo polidis em sua
maioria, acabam rompendo pontes de hidrogénio das cadeias poliméricas e tendem a aumentar

a permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes (McHUGH; KROCHTA, 1994).

2.4.2 Propriedades mecdnicas

As propriedades mecanicas de um biofilme estio entre as caracteristicas mais
estudadas, pois elas afetam diretamente sua utilizacdo. Tais propriedades incluem a tensdo
mdaxima de ruptura (o, dada em MPa), a elongacdo médxima (g, dada em %) e o médulo de
Young (E, dado em MPa/%). O médulo de Young € uma caracteristica de cada material, que
representa a constante de proporcionalidade entre a tensdo e a deformacao de um corpo (VAN
DE VELDE e KIEKENS, 2002). Tensdo expressa a forca mdxima desenvolvida por um filme
durante um teste eldstico em unidades de area de sua seccdo transversal, enquanto valores de
elongacdo representam a habilidade do filme em se distender. Essas propriedades mecanicas
estdo diretamente relacionadas com a natureza do material filmogénico utilizado e com a
coesdo da matriz polimérica formada que, por sua vez, estd relacionada com a distribuicio e a
concentracdo de interagdes inter e intramoleculares na estrutura filmogénica (CUQ;
GONTARD e GUILBERT, 1998). A magnitude da tensdo e da elongacdo estd altamente
associada com a quantidade de plasticizante presente no filme. Geralmente, o aumento da
quantidade de plasticizante resulta em filmes com menor resisténcia a tensdo e maior
elongacdo (VANIN et al., 2004).

Para determinados tipos de filmes, requer-se uma alta resisténcia a tensao,
enquanto que o valor da elongag@o depende do tipo de sua aplicacdo, ja que para manter a sua
integridade e propriedades de barreira, um filme deve tolerar a tensdo normal encontrada
durante a sua aplicagdo, além do transporte e manuseio. Um filme com propriedade de

barreira adequada pode ser ineficiente se as propriedades mecanicas ndo permitirem a



28

manutencio da integridade do filme durante o processo de manipulagdo, empacotamento e
transporte (DAVANCO, 2006).

E evidente que as propriedades mecinicas dos filmes compdsitos sdo
afetadas por vérios pardmetros: tamanho, formato e distribuicio do compdsito refor¢co. No
caso de particulas nao-esféricas, o grau de orientagdo com respeito a tensio aplicada também
¢ importante. Wu (1966) mostrou, teoricamente, que particulas em formato de discos
reforcam melhor do que particulas em formato de esferas ou de agulhas (AHMED; JONES,
1990).

Recentemente, foi mostrado que filmes de celulose tém sua forca
significativamente aumentada pela incorporacdo de celulose ndo dissolvida (GINGL;
KECKES, 2005 apud GINDL et al., 2006). Os mesmos autores ressaltaram que um reforco
celulésico em escala nanométrica permite a producio de filmes compdsitos com excelentes
resisténcias a forca de tracdo, acima de 400 MPa, e um mddulo elastico acima de 28 GPa. A
tensdo ¢é transferida da matriz para a fibra através da tensdo interfacial, que se concentra no
final da fibra. Com o aumento da tensdo, estes sitios sdo os locais onde a interface falha
primeiro e a separacio da fibra na matriz comeca (ANGLES et al., 1999).

As propriedades mecanicas especificas sdo obtidas através da razdo entre as
propriedades originais e a densidade do polimero (g/cm3), e sdo tteis, por exemplo, no caso
de se utilizar biopolimeros como elemento estrutural sem o uso de outro reforco, onde as
propriedades especificas determinardo as dimensdes necessdrias para determinadas firmeza e
resisténcia desejadas. A tensdo maxima especifica (6*) é dada em Nm/g e o médulo de Young
especifico (E*) em KN m/g. A densidade do filme indica o grau de compactacido e tem
influéncia nas propriedades mecénicas e de barreira e é usada no célculo das propriedades

mecanicas especificas dos materiais (VAN DE VELDE; KIEKENS, 2002).

2.4.3 Solubilidade

A solubilidade em &gua é uma propriedade importante dos filmes
biodegraddveis no que se refere ao seu emprego, pois algumas aplicacdes requerem
insolubilidade em dgua para manter a integridade do produto (PEREZ-GAGO; KROCHTA,
2001).
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A obtencdo de filmes com boas propriedades de barreira ao vapor de dgua,
isto é, com baixa permeabilidade dentro de uma grande faixa de umidade relativa, implica na
utilizacdo de um material de baixa solubilidade em 4gua, ou seja, de cardter mais hidrofébico
(SARMENTO, 1999).

Filmes formados a partir de hidrocoléides hidrofilicos, com plasticizantes
hidrofilicos tendem a ser, obviamente, mais soliveis do que aqueles em que se utilizam
componentes hidrofébicos. Contudo, em filmes onde sdo incorporados compdsitos, mesmo
eles sendo hidrofilicos, a solubilidade tende a diminuir devido ao tamanho das particulas que

esses compositos apresentam.

2.4.4 Isotermas de sor¢do de vapor de dgua

As isotermas de sor¢ao consistem de uma representagdo grafica do conteido
de umidade de equilibrio de um produto em funcdo de sua atividade de dgua, sendo a maneira
mais utilizada para reportar valores de atividade de dgua (LOPES FILHO et al., 2001). Desta
forma, as isotermas fornecem informacdes sobre as interagdes entre os componentes dos
alimentos e a d4gua. O conhecimento das isotermas de sor¢ao e do calor isostérico de sor¢ao é
de essencial importancia para varios processos alimenticios como secagem, armazenamento e
empacotamento (TELIS et al., 1999).

Vérios pesquisadores tém determinado isotermas de sorcdo de dgua para
varios produtos e temperaturas, selecionando as faixas de atividade de 4gua. Equagdes
empiricas e semi-empiricas tém sido propostas para correlacionar a umidade de equilibrio
com a atividade de dgua de produtos alimenticios. Van den Berg e Bruin (1981) coletaram e
classificaram 77 equacgdes. Alguns dos modelos s@o baseados em teorias do mecanismo de
sor¢do, outras sdo puramente empiricas ou semi-empiricas. A equagdo Guggenheim-
Anderson-deBoer (GAB) é considerada como o mais versatil modelo disponivel na literatura.

Essa equacdo € apresentada da seguinte forma (TELIS et al., 1999):

_(C-DKay X Kay X
I+(C-1)Ka,, 1-Kay,

Xeq (3
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onde X, é o conteido de umidade (base seca) correspondente & monocamada de moléculas de
dgua, C é a constante de GAB relacionada a monocamada e K € a constante de GAB
relacionada a multicamada; Xeq e aw sdo a umidade de equilibrio e a atividade de 4dgua do
material analisado, respectivamente.

O calor isostérico de sor¢do é a quantidade de energia necessdria para
dessorver ou adsorver a d4gua em alimentos. Ele pode ser determinado a partir dos dados de

sor¢do, usando a Equacdo 9, a qual é derivada da equacdo de Clausius-Clapeyron

(KAYMAK-ERTEKIN; GEDIK, 2004):

dlna,,

Jq 20/T) )
E:

q, =Qy —AH, (10)

onde qy é o calor isostérico liquido de sor¢do (kJ/mol), Qs o calor isostérico de sorcdo
(kJ/mol), AHyap o calor de vaporizacdo (kJ/ mol), R é a constante universal dos gases (kJ/
mol K) e T € a temperatura absoluta (K).

As propriedades funcionais dos filmes sofrem grande influéncia das
condi¢des ambientais, temperatura e umidade relativa. Polimeros hidrofilicos, como filmes a
base de proteina, podem absorver dgua do ambiente ou ainda do material embalado (KIM;
USTUNOL, 2001). As isotermas de sorcdo de biofilmes comestiveis, produzidos com
proteina de amendoim e gliten de trigo, variam de acordo com suas propriedades de
permeabilidade ao vapor de dgua e natureza hidrofilica JANGCHUD; CHINNAN, 1999).

Geralmente, sistemas com alto teor protéico apresentam maior incidéncia de
isotermas da forma sigmoidal (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993). Lim, Mine e Tung
(1999), relataram que o formato sigmoidal das isotermas de adsorcdo de umidade sugere a
formacgdo de agrupamentos de moléculas de dgua na matriz polimérica com o aumento da
atividade de 4gua, seguido de um intumescimento da matriz, 0 que pode ocasionar a

exposicao de um nimero maior de sitios de ligacdo para a sor¢ao de 4dgua.
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2.4.5 Reologia

A relacdo especifica que se desenvolve entre a tensdo aplicada e a
deformacdo resultante para um determinado material pode ser expressa em termos de suas
propriedades reoldgicas. Assim, sob o ponto de vista reoldgico, esses dois pardmetros
mecanicos formam a base para a classificacdo dos materiais em trés grupos principais:
elésticos, plésticos e viscosos (VELEZ—RUIZ, 2002).

O comportamento reoldgico dos fluidos pode ser investigado pelo uso de
equipamentos cuja geometria produz um escoamento cisalhante simples, em estado
estaciondrio. Pode-se, assim, obter uma relagdo entre a tensdo de cisalhamento aplicada e a

taxa de deformacdo, de acordo com a Equacao 11:
Oc¢ = f(’Y) (11

onde o¢ € tensao de cisalhamento aplicada ao fluido e 1 ¢ ataxa de deformacdo que, por sua

dy

vez, ¢ definida como = T onde 7y € a deformacdo resultante.
t

No caso de fluidos nao-Newtonianos, a relacio entre tensao de cisalhamento
e taxa de deformacdo passa a ser funcdo da prépria taxa de deformacio (STEFFE, 1996).

Restringindo-se aos fluidos puramente viscosos, independentes do tempo,
deve-se considerar a presenca ou ndo de tensdo residual. Nao havendo tensdo residual, os

fluidos seguem uma relacao potencial, da forma:
c. =ky" (12)

onde k e n sdo os indices de consisténcia e de comportamento do fluido, respectivamente.

A obteng@o dos pardmetros reoldgicos mantendo-se a taxa de deformagéo
constante é a maneira mais utilizada para o cdlculo na engenharia de processos.

As proteinas possuem comportamento viscoeldstico (CUQ, 1996) e a
determinacd@o dos parametros reoldgicos da solu¢do formadora de filme protéico € importante

para aplicacdes diretamente sobre os alimentos.
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2.5 Biofilmes a base de proteinas

A habilidade de muitas substancias de formar filmes tem sido utilizada em
diversas aplicagdes industriais. A gelatina foi um dos primeiros materiais empregados na
formacdo da parede de cdpsulas poliméricas, em métodos de microencapsulagdo. Duas
aplicagdes comerciais incluem a extrusdo de coldgeno reconstituido, para envoltério de
produtos cédrneos, e o uso de cobertura de zeina de milho para nozes e artigos de confeitaria
(McHUGH; KROCHTA, 1994).

Dentre todas as proteinas, a gelatina tem atraido a atengdo para o
desenvolvimento de filmes comestiveis devido a sua abundincia (BIGI et al., 2002). Os
principais parAmetros que afetam as propriedades de filmes formados por gelatina sdo a fonte
da matéria-prima, o método de extracdo, o peso molecular, o método de preparagdo do filme e
o grau de hidratacao ou presenga de plasticizante.

Filmes protéicos melhoram as propriedades mecénicas dos alimentos e
minimizam a perda de aromas volateis (LEE et al., 2004). No entanto, de acordo com Bertan
et al. (2005), os filmes feitos de proteinas sdo sensiveis a umidade. Desta forma, inimeros
estudos tém sido conduzidos com a intencdo de melhorar a performance desses filmes. Um
método extensivamente utilizado para aumentar a barreira ao vapor de dgua dos filmes tem
sido a incorporacdo de compostos hidrofébicos, como lipideos, na solu¢do formadora de
filmes (CHAMBI; GROSSO, 2005).

Quando uma matéria-prima ndo preenche alguns requisitos para
determinadas aplicacdes dos filmes que ela forma, hd duas alternativas a serem tomadas:
modificar sua cadeia estrutural ou adicionar outras matérias-primas capazes de suprir as
deficiéncias necessarias. Neste ultimo caso, em que o elemento adicionado tem como objetivo
melhorar as propriedades mecanicas, os filmes formados sio denominados de Filmes
Compésitos. Avérous et al. (2001) citam muitos estudos e aplicacdes (ex. mercado
automotivo) que possuem interesse na utilizacdo de fibras como reforco na matriz
termopléstica. Os mesmos autores relatam que outros pesquisadores (AMASH, 2000,
DUFRESNE, 2000) mostraram que fibras de celulose ou microfibrilas em matriz a base de
amido aumentam a resisténcia a ruptura e melhoram a resisténcia a 4gua em até 15%.

Pesquisas recentes mostram que o desenvolvimento de biofilmes a base de
proteina se baseia na utilizacdo de uma grande diversidade de matérias-primas, para diferentes

aplicacoes diretas. Seydim e Sarikus (2006), por exemplo, estudaram a incorporacdo de
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orégano, alecrim e alho em filmes de proteina de trigo com o objetivo de atribuir propriedades
antimicrobianas aos filmes.

Um ndmero grande dessas pesquisas estd voltada para a melhoria das
caracteristicas mecanicas dos biofilmes, o que se traduz no aumento na resisténcia a tensao e
diminui¢do da permeabilidade ao vapor de dgua. Lee et al. (2004) estudaram a influéncia de
raios gama em filmes de gliten, obtendo valores de tensio uma vez e meia maior e
diminuicdo na permeabilidade ao vapor de 4dgua de 29%, em relacdo aos filmes sem o
tratamento radioativo. Lee et al. (2003) avaliaram a propor¢do de gelatina/gelana e a
concentracdo de NaCl nas propriedades mecanicas dos filmes, encontrando uma diminui¢do
da solubilidade em 4gua e da for¢a de tensdo e um aumento da elongacdo para ruptura,
durante o aumento da proporcdo de gelatina.

Wang e Padua (2005) incorporaram 6leo de linhaca e 6leo de tungue em
filmes de zeina e avaliaram as for¢as de tensdo e propriedades de barreiras a 4gua. Chamb e
Grosso (2005) adicionaram transglutaminase em filmes de gelatina e caseina, variando a
proporcdo dessas duas proteinas, e examinaram suas propriedades mecanicas e de barreira,

encontrando diminui¢do na permeabilidade ao vapor de dgua.

2.6 Colageno

O coldgeno é o maior componente protéico dos tecidos conjuntivos dos
animais (SWAN; TORLEY, 1991, WHITING, 1989), chegando a representar cerca de 25%
das proteinas nos vertebrados (RAW, 1989). O termo coldgeno deriva das palavras gregas
KOLLA (cola) e GENNO (produgido), e literalmente tem sido empregado como matéria-prima
na producdo de cola animal (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2001). Ele constitui uma grande
familia de proteinas de matriz extracelular, tendo a propriedade estrutural como sua funcio
primdria.

Em um mesmo animal € possivel encontrar coldgenos geneticamente
distintos. Muitos deles tém sido caracterizados bioquimicamente, observando que cada tipo de
tecido contém uma composic¢ao especifica de coldgeno (BANDMAN, 1994).

O coldgeno tipo I é o mais abundante, sendo o maior constituinte da pele
(80% da matéria seca da pele adulta), tenddes (90% da matéria seca), ligamentos e 0ssos

(90% da matéria seca). E uma proteina macromolecular, constituida por trés cadeias
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polipeptidicas de tamanhos iguais que, em sua por¢ao central, estdo sob a forma helicoidal e,
nas extremidades aminicas e carboxilicas, permanecem na forma globular (SWAN; TORLEY,
1991). Nestas porgdes globulares se localizam as pontes cruzadas intermoleculares, que
estabilizam a estrutura das fibrilas colagenosas e promovem o aumento da dureza da carne na
medida em que o animal envelhece (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2001).

A diversidade bioldgica do coldgeno € baseada em variacdes da seqiiéncia
primdria, juntamente com um pequeno nimero de modificagcdes na cadeia lateral (SWAN;
TORLEY, 1991, BARLEY, 1990). Os aminodcidos ndo-essenciais (glicina, prolina,
hidroxiprolina, arginina e alanina) constituem dois tercos dos residuos e os aminodcidos
essenciais (metionina, tirosina e histidina) entram em pequena quantidade. Cistina e triptofano
estdo comumente ausentes. Portanto, o colageno contém apenas metade da média do teor de
aminodcidos essenciais comum em proteinas ndo colagenosas (SWAN; TORLEY, 1991).

Pontes intra e intermoleculares se formam na matriz colagenosa devido a
ligacdes cruzadas covalentes. Possiveis ligacdes covalentes presentes na matriz incluem
ligacdes de éster, de amida e ligacdes peptidicas envolvendo grupos carboxilicos de cadeias
laterais dos 4cidos aspartico e glutdmico, além de grupos amino da lisina (HARRINGTON,
1966). Pontes dissulfeto, embora nao numerosas devido ao baixo conteido de cisteina no
coldgeno, também tém um papel na estrutura protéica (TANZER, 1976).

Proteinas colagenosas usualmente formam agregados supramoleculares
(fibrilas, filamentos ou redes), sozinhas ou em conjunto com outras matrizes extracelulares.
Sua principal funcio € contribuir na integridade estrutural da matriz extracelular ou ajudar a
fixar células na matriz. Todas as proteinas colagenosas t€ém dominios com conformacio de
tripla hélice, proporcionando coldgenos com regides de estruturas moleculares rigidas e com
aspecto de bastdes cilindricos (NEKLYUDOYV, 2002). Tais dominios sdo formados por trés
subunidades (cadeias o), cada uma contendo uma seqiiéncia repetitiva (Gly-X-Y),, onde X e
Y sdo quaisquer residuos de aminodcidos, mas sdo normalmente prolina e hidroxiprolina
(KREIS; VALE, 1999, BARLEY, 1987). Além disso, muitos residuos de prolina e lisina no
colageno sdao modificados covalentemente a 4-hidroxiprolina (Hyp) e 5-hidroxilisina (Hyl),
respectivamente. Estes residuos de aminodcidos alterados representam cerca de 25% do total
da composi¢do aminoacidica. Estes aminodcidos sdo incorporados nas cadeias polipeptidicas
como prolina e lisina e sdo hidroxilados depois da proteina ter sido sintetizada (RAW, 1989).
Existem regides nos extremos que nao apresentam essa periodicidade e sdo designadas como
telopeptideos. Por exemplo, o coldgeno bovino tem 1014 residuos com uma glicina a cada trés

posicdes, porém, tem 16 aminodcidos no extremo amino terminal (telopepitideo N) e 25 no
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extremo carboxi terminal (telopeptideo C) sem esta regularidade (Figura 2). Supde-se que a

estrutura dos telopepitideos seja globular (BANDMAN, 1994).

3000 A

® L
N C
Fonte: BANDMAN, 1994.

Figura 2. Esquema da organizagdo das moléculas que resulta no aspecto estriado das fibras de
colageno. Os peptideos —N e —C sdo representados como circulos.

As diferentes constituicdes de coldgeno tém diversas funcdes e formas. O
residuo de prolina é vital para a estrutura do tropocoldgeno (unidade fundamental do
coldgeno). Pela prolina possuir pouca flexibilidade conformacional, a cadeia polipeptidica do
tropocoldgeno € bastante rigida. Moléculas de tropocoldgeno associadas formam microfibrilas
de coldgeno. Nao somente as pontes de hidrogénio entre as hélices de polipeptideo das triplas
hélices, mas também as ligacdes covalentes entre e dentro das triplas hélices das microfibrilas
de tropocoldgeno, contribuem para a forca e rigidez da fibra de coldgeno. Ao contririo da
maioria das proteinas, as quais possuem ligacdes cruzadas por residuos de cistina, o coldgeno,
que ndo contém cistina nem residuo de cistina, possui ligacdo cruzada pela lisina lateral na
cadeia. Alguns dos residuos Hyl do coldgeno sdo covalentemente ligados a carboidratos,
fazendo do coldgeno uma glicoproteina. Uma unidade comum de carboidrato encontrada no
coldgeno € um dissacarideo constituido de residuo de glicose, ligado pela ligacdo glicosidica
(a1—2) ao residuo de galactose (RAW, 1989).

A alta resolug@o da estrutura cristalina dos peptideos das triplas hélices do
coldgeno mostra que as mesmas sdo cercadas por um cilindro de hidratacdo; um extensivo
entrelacamento de pontes de hidrogénio entre moléculas de dgua e grupos aceptores dos
peptideos, estabilizam a estrutura. Residuos de 4-hidroxiprolina na posicdo Y da seqiiéncia
repetida (Gly-X-Y),, desempenham um papel critico na estrutura para as pontes de

hidrogénio. A hidroxilagdo dos polipeptideos do coldgeno causa, portanto, um aumento
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significante na desnaturacdo térmica (melting) das triplas hélices do coldgeno (KERIS;
VALE, 1999).

A hidroxiprolina (Figura 3) é usada para indicar o teor de coldgeno uma vez
que ndo é encontrada comumente entre as proteinas nao colagenosas (VAN; TORLEY, 1991,
WOESNER, 1961). De acordo com Franga e Waszczynskyj (2002), a hidroxiprolina se
apresenta em quantidades constantes no coldgeno, representando 13 a 14% do seu conteudo
total. A hidroxiprolina é determinada quantitativamente como uma medida de material
colagenoso em carnes e produtos carneos. Coldgeno de tecido conectivo contém 14% de
hidroxiprolina, quando se usa fator de determinagdo protéica especifica para o coldgeno de

5,55 (AOAC, 1995).

NH — CH—COOH

N

CH, CH,

/

CH

OH

Figura 3. Representagdo molecular da hidroxiprolina.

Entre as principais caracteristicas que distinguem o coldgeno, podem ser
citadas as suas propriedades mecanicas singulares, o fato de ser quimicamente inerte, sua
composi¢do incomum de aminodcidos e sua habilidade para se transformar em gelatina, isto €,
o coldgeno € a matéria-prima para producdo de gelatina. Esta, a gelatina, possui baixo peso
molecular e maior solubilidade, sendo resultante do aquecimento do coligeno em dgua ou em
solugdes aquosas de dcidos ou bases (NEKLYUDOV, 2002).

As imagens apresentadas nas Figuras 4 e 5 foram obtidas no Laboratério de
Microscopia e Microandlise da Unesp/Campus de Sido José do Rio Preto e representam,
respectivamente, a fibra de coldgeno inteira e uma sec¢ao da mesma para melhor visualizacdo

das cadeias entrelagadas.
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Figura 4. Fibra de coldgeno vista num microscépio com objetiva de aumento de 4X.

Figura 5. Fibra de coldgeno numa objetiva de aumento de 20X.

2.6.1 Estrutura do coldgeno

2.6.1.1 Composicao e distribui¢do de aminoédcidos

Devido a sua importancia, varios tipos de colageno foram estudados usando
diferentes métodos fisico-quimicos. A microscopia eletronica demonstrou que a maioria das

fibras de coldgeno possui estrutura estriada caracteristica. Na Figura 6 € possivel observar a
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representagdo das triplas hélices entrelagadas, responsdveis pela caracteristica estriada do
coldgeno, e como essas moléculas se retinem para formar diferentes estruturas até chegar na

fibra de coldgeno.
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Figura 6. Representagdo das estruturas que formam a fibra de coldgeno.

A composi¢cdo aminoacidica do coldgeno (Tabela 1), isto €, sua estrutura
primdria, é caracterizada pelo alto contetido de glicina, prolina e hidroxiprolina. O total de
glicina € préximo de um ter¢o dos aminoécidos presentes, enquanto que o contetido de prolina
e hidroxiprolina € cerca de um quarto (RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN, 1976,
apud KROCHTA et al., 1994). Também € uma das poucas proteinas que contém hidroxilisina.
O coldgeno é uma proteina hidrofilica devido ao maior conteido &cido, bdsico e de
aminoécido hidroxilado do que residuos lipofilicos, além de sua estrutura secundéria nio
favorecer a formagdo de cadeias «-hélice pelo grande nuimero de residuos prolil e
hidroxiprolil (ARVANITOYANNIS, 1999). Este mesmo autor cita que Carver e Blout, 1967,
relataram que as cadeias colagenosas sdo macromoléculas helicoidais com a tendéncia de se
ligar intermolecularmente, ao invés das intra-ligacdes e pontes de hidrogénio. A estrutura
tercidria é formada por duas ou trés cadeias de tropocoldgeno ligadas covalentemente e a
quaterndria refere-se a formacdo de pequenos agregados de moléculas de tropocolageno.
Moléculas de coldgeno ligam-se entre si para formar a fibra de coldgeno. O peso molecular do

coldgeno varia de 5 x 10*a 1 x 10° Da (ROSE, 1987).



39

Tabela 1. Composi¢do aminoacidica (residuos por 100 residuos de aminoacidos) de colageno
bovino .

Amino 4cido Colageno do céreo bovino '
Lisina 2,5
Histidina 0,5
Arginina 4,8
Acido aspirtico 4,7
Treonina 1,7
Serina 3,9
Acido glutimico 7,2
Prolina 12,9
Glicina 33,7
Alanina 10,7
Cisteina 0,0
Valina 2,0
Metionina 0,4
Isoleucina 1,1
Leucina 2,4
Tirosina 0,5
Fenilalanina 1,3
Hidroxiprolina 9.4
hidroxilisina 0,5

' Veis (1964), dados foram arredondados ao mais préximo 0, 1.
Fonte: GENNADIOS et al., 1994.

2.6.1.2 Solubilidade, elasticidade e propriedade de absor¢@o de dgua do coldgeno

De acordo com Neklyudov (2003), o coldgeno € solivel em tampao acido
diluido e, sob condi¢gdes normais, as fibras de coldgeno sdo ligeiramente extensiveis. Em
aquecimento de 60°C, o coligeno umido submete-se a uma reducdo dristica em seu
comprimento (para 1/3-1/4 do tamanho original) e adquire elasticidade (provavelmente
devido a distribuicdo das pontes de hidrogénio cruzadas entre as cadeias do coldgeno). Em
presenca de 4cido, dlcalis e solugdes aquosas salinas, o coldgeno absorve consideravel

quantidade de dgua. O ponto isoelétrico do coldgeno se encontra na faixa de 6,5 a 8,5.
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2.6.2 Geleificacdo protéica

A geleificacdo envolve associagdes ou ligacdes cruzadas intermoleculares de
cadeias poliméricas para formar uma matriz semi-rigida e tridimensional, que captura e
imobiliza (no nivel macroscépico) o solvente (KESTER; FENNEMA, 1986).

Gel € definido como uma malha de dimensdes macroscépicas, imersa em um
meio liquido, e que nio exibe um escoamento estdvel constante (ZIEGLER; FOEGEDING,
1990). Durante a geleificagdo ocorre a transformagdo de uma proteina do estado SOL para
uma estrutura do tipo GEL, por aquecimento ou outro agente (DAMODARAN, 1991),
levando a um sélido viscoeldstico (FOEGEDING, 1989).

A geleificagdo protéica ¢ uma propriedade funcional muito importante,
envolvendo a formacdo de uma rede tridimensional que exibe certo grau de organizacio,
constituida por moléculas desnaturadas ou nao.

Durante o processo de geleificagdo, a dissociacdo e/ou o desdobramento das
moléculas protéicas geralmente aumentam a exposi¢do de grupos reativos, especialmente
hidrofébicos. As interacdes proteina-proteina sdo assim favorecidas e, em geral, sdo as
principais causas da subseqiiente agregacdo, descrita como todas as interagGes proteina-
proteina, com formacgdo de complexos de alto peso molecular. Interacdes hidrofébicas sdo
aumentadas com altas temperaturas e a formacdo de pontes de hidrogénio é favorecida
durante o resfriamento. O aquecimento também pode expor os agrupamentos sulfidrilicos
(QUINT, 1987). Na maioria dos casos ¢ indispensdvel um tratamento térmico para se
conseguir a geleificacdo, podendo necessitar um resfriamento posterior (CHEFTEL et al.,
1989). Praticamente todos os estudos mostram a necessidade de uma desnaturacdo e
desdobramento da proteina como passos prévios para interacdes ordenadas proteina-proteina e
formacao de agregados protéicos (QUINT, 1987).

A incidéncia da geleificacdo pode variar em funcdo da natureza da proteina,
das condicdes do meio e das diversas etapas do processo, como as condi¢cdes termodinamicas,
concentracdo, pH e forca idnica (CHEFTEL et al., 1989, ZIEGLER; FOEGEDING, 1990).

As proteinas podem ter transi¢cdes de primeira e de segunda ordem. A
transi¢do de primeira ordem mais importante € a desnaturacio, caracterizada por um rearranjo
espacial da molécula que se manifesta por um pico endotérmico em um termograma DSC
(Differencial Scanning Calorimetric), com uma quantidade de calor latente envolvido na

mudanca (ROOS, 1995 apud SOUZA, 2001). O coldgeno desnatura quando aquecido a 65-
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68°C, com a subseqiiente formacdo da gelatina (ASHGAR; HENRICKSON, 1982% BAILEY;
LIGHT, 1989, BARBUT; MITTAL, 1991, GORDON; BARBUT 1992). Sessenta por cento
dos residuos de coldgeno sdo hidrofébicos e, em conseqiiéncia da desnaturacdo térmica, a

gelatina é parcialmente solivel em gordura (BAILEY; LIGHT, 1989).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho € o desenvolvimento de filme compdsito
comestivel utilizando-se o coldgeno em p6 como macromolécula responsivel pela formacgdo

da matriz continua, e a fibra de coldgeno, como material de refor¢o daquela matriz.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar a fibra ¢ o pé de coldgeno quanto a composicdo quimica e

propriedades fisico-quimicas e algumas propriedades funcionais;

- Analisar a influéncia da relacdo fibra/pd de coldgeno nas propriedades fisico-

quimicas e mecanicas dos filmes formados, partindo de uma formulac¢do bésica de solugdo

filmogénica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

A fibra e o p6 de coldgeno foram fornecidos pela empresa NOVAPROM
FOOD INGREDIENTS Ltda, situada na cidade de Guaigara, interior do estado de Sao Paulo.

Essas duas matérias-primas diferem principalmente no tamanho e formato das particulas.

4.1.1 Composigdo Centesimal

Foi determinada a composi¢do centesimal da fibra e do pé de coldgeno. A
umidade foi determinada pelo método gravimétrico, em estufa a viacuo (Tecnal TE-395), a
60°C até peso constante. As cinzas foram determinadas por incineracdo em mufla a 550°C por
10 horas. A determinagdo de proteina foi realizada pelo método de Kjeldahl, utilizando 5,55
como fator de conversdo para o coldgeno (AOAC, 1995). Os lipideos foram determinados
pelo método de Bligh-Dyer com extragdo a frio, utilizando uma mistura de cloroférmio e

alcool metilico (CECCHI, 1999).

4.1.2 Solubilidade

A solubilidade do p6é de coldgeno foi determinada seguindo a metodologia
citada por Stefabssoon e Hultin (1994). Dois gramas de p6 de coldgeno foram dispersos em
30 mL de 4gua destilada. Em seguida, o pH foi ajustado de acordo com o requerido (de 2 a
12) com é&cido acético glacial (Synth PA — ACS) ou hidréxido de sédio (Vetec NaOH — PA),
usando, para medida, um pHmetro de bancada (TECNAL — TEC 2). A massa total da
suspensao foi completada para 100 gramas com 4gua destilada. Em seguida, a suspensao foi
agitada em temperatura ambiente (25°C) durante 30 minutos e centrifugada posteriormente

(SORVALL® Mod. RC5BPlus) a 8000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O teor de proteina das
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solucdes centrifugadas (proteina total) e dos sobrenadantes (proteina soldvel), foi
determinado, em duplicata, pelo método de Kjeldahl (n x 5,55). A solubilidade foi calculada
como a relacdo entre a proteina solivel e a proteina total expressa em porcentagem (g de
proteina soltivel/ 100 gramas de proteina total).

A solubilidade da fibra de coldgeno foi determinada utilizando o mesmo
método descrito acima, porém apenas no pH 3,00, por ser esse o valor estabelecido para a

matriz filmogénica.

4.1.3 Isotermas de sorcdo de vapor de dgua

As isotermas de sorcdo de vapor de dgua para a fibra e para o p6 de coldgeno
foram determinadas pelo método estiatico gravimétrico (SPIESS; WOLF, 1983). Foram
usadas oito solugdes salinas saturadas que fornecem ambientes de diferentes atividades de

4gua, nas temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C, conforme mostra a Tabela 2:

Tabela 2. Relagdo dos sais e respectivas atividades de 4dgua utilizadas para determinagdo das

isotermas de adsorcao.

Sal Nome Marca 15°C 25°C aw3 5°C 45°C Referéncia
MgCl, illgglté’sf: Dindmica | 337 | 327 | 321 36| e
K,CO; dcea;l(’)(t’:;tl% Vetec 45,0 442 43,5 42,9 I:{‘b“lzgasgt
NaBr gg’ggfg Synth 60,6 57.8 54,6 51,7 erisnlf% 0
NaNO, Nistf,)i:l‘i’ode Vetec 66,5 64,5 62.5 60,7 YO“lngg6’7J -
NaCl Cks’g‘ziti‘;de Quimex | 754 | 755 | 755 | 749 YO“1‘19g6’7J .

KCl C;gig;‘;ge Synth 862 | 843 82,7 81,4 Y0“1“9g6’7J .,
BaCl, Cl‘]’;frti‘(’) d | synth | 908 | 904 | 897 | 889 Young, I
CuSO, S“if)f;’ede Synth 97,2 97,2 96,6 95,5 YO“1“9g6’7J .,
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Apés as amostras atingirem peso constante, o seu teor de umidade foi
determinado pelo método gravimétrico, usando estufa a vacuo a 60°C por 12 horas. Depois
que os graficos de atividade de dgua vs umidade de equilibrio foram obtidos, foi feito ajuste

do modelo de GAB (Guggenheim-Anderson-deBoer) aos dados experimentais.

4.1.4 Aminograma

O aminograma do coldgeno foi determinado no laboratério LAB TEC —
Laboratério de Alta Tecnologia localizado na cidade de Campinas-SP, através do método
AOAC 994.12 (1995). A determinacdo do perfil de aminodcidos do coldgeno foi feita por
cromatografia de troca idnica com derivatizagdo pds-coluna com ninidrina. O método consiste
na hidrdlise da proteina em meio 4cido seguido da eliminagdo do 4cido e dissolugdo dos
aminodcidos, na forma livre, em tampao 4cido. Os aminoacidos, em sua forma protonada, sdo
introduzidos na coluna de troca idnica. As cargas positivas dos aminodcidos deslocam os fons
sédicos ficando os aminoacidos adsorvidos 2 resina pelos grupos aminicos protonados (-N*
H3). Os aminodcidos mais bdsicos sdo absorvidos mais fortemente pelas cargas negativas da
resina, sendo eluidos da coluna por ultimo a medida que se elevam os pH’s dos tampdes
eluentes. Sao eluidos inicialmente os aminodcidos dicarboxilicos dcidos e neutros, e por
ultimo os de natureza bdsica. Ao sairem da coluna, os aminodcidos misturam-se com um
fluxo de ninidrina. O produto de reacdo é quantificado num colorimetro. As areas dos picos
obtidos a partir da amostra desconhecida sdo quantificadas em comparacdo com as de uma

mistura padrdao de aminodcidos (SGARBIERI, 1996 apud MONTERREY-QUINTERO, 2000).

4.1.5 Granulometria

A granulometria da fibra do coldgeno foi determinada partindo-se de 100
gramas de amostra, que foram dispersas em 4 litros de dgua por agitacdo em um agitador
magnético (Nova Técnica) durante 10 minutos. Essa dispersdo foi submetida ao peneiramento
sucessivo em uma série de peneiras com aberturas decrescentes. A cada passagem, o material

retido na peneira foi transferido para um Becker e seco em estufa a vicuo, aumentando a
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temperatura em 10°C a cada dia, comecando por 30°C alcancando 60°C, até peso constante,
enquanto a suspensdo passante era submetida a novo peneiramento. Foi necessdrio fazer a
granulometria pela via imida porque as fibras formam muitos grumos que ndo se desfazem
pela vibracdo que o equipamento produz, onde normalmente essa andlise é realizada.

Foram utilizadas sete peneiras, sendo a razdo de abertura entre peneiras

consecutivas fixada em /2, exceto para a sétima peneira que possuia a menor abertura entre

as peneiras existentes no laboratdrio. Os valores das aberturas das peneiras estdo na Tabela 3:

Tabela 3. Valores das aberturas das peneiras utilizadas para determinacio granulométrica.

Abertura da Peneira (mm)

2,83
2,38
1,68
1,19
0,84
0,59
0,42
0,037%*

* A peneira com essa abertura foi considerada como fundo.

E provdvel que se pense que possa haver um erro de medida da massa
acumulada em cada peneira devido a umidade inicial que a fibra possuia antes de se realizar a
andlise granulométrica. Porém, considerando que a equacgao utilizada para predizer o didmetro
médio da particula leva em conta a fracdo madssica retida em cada peneira, esse erro nao
ocorre, porque em todas as peneiras, ou seja, em todas as determinacdes de massa a umidade
foi negligenciada, o que leva a um mesmo resultado em fragao.

O didmetro médio (Xr) e a dispersdo (N) da fibra foram calculados através

do ajuste da equacao de Rosin-Rammler (Equacao 13) aos dados experimentais.

¢ N
@=1-exp _(X_j (13)

r
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Onde ¢ representa a fracdo mdssica acumulada de didmetro menor do que a

particula de tamanbho t.

4.1.6 Andlise térmica

Dispersoes aquosas de coldgeno em pH natural (7,8) e pH 3,0 (ajustado com
acido acético glacial) foram submetidas a andlise térmica em um calorimetro diferencial de
varredura (DSC) para estudo sobre a desnaturacdo do coldgeno. Esse termo, pH natural, diz
respeito ao valor de pH que o coldgeno possui quando dispersado apenas em dgua destilada.

Para a andlise de DSC, amostras com cerca de 10 mg de coldgeno foram
colocadas em cdpsulas herméticas de aluminio TA, aquecidas numa taxa de 10°C/min, entre 0
e 100°C, em atmosfera inerte (45mL/min de N;) em um DSC TA2010 controlado por um
moédulo TAS000 (TA Instruments, New Castle, DE, USA). A referéncia foi uma capsula de
aluminio vazia. As propriedades térmicas foram calculadas usando o software Universal
Analysis V1.7F (TA Instruments). As andlises foram feitas em triplicata e toda pesagem foi

realizada em micro-balanca (+0,01 mg).

4.1.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Essa analise foi realizada utilizando-se um espectrofotometro Spectrum-One
(Perkin-Elmer) provido com o acessério UATR, de acordo com Vicentini et al. (2005). Os
espectros foram obtidos na faixa espectral de 400 a 4000 cm™ com resolugdo de 4 cm™, com
sobreposicdo de 20 varreduras. Os dados foram analisados com o programa FT-IR Spectrum

Software (Perkin Elmer).

4.1.8 Reologia da Solucdo Filmogénica

A caracterizacdo reoldgica das solugdes formadoras de filme foi feita em um
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redometro de cilindros concéntricos (Rheotest 2.1, MLW, Alemanha), equipado com camisa
para circulacdo de fluido termostatico.
As solucdes foram formuladas da seguinte maneira: pH 3,0; concentracao de
coldgeno de 2,0% (g/100 g de solugdo); concentragao de glicerol de 30% (g de glicerol/ 100 g
de proteina). Todas as medidas foram feitas em temperatura de 30°C.
Variou-se a relacdo de fibra e p6 de coldgeno nos 2% correspondentes a
concentracdo de coldgeno da solucdo. Para constituir esses 2% de coldgeno foram testadas
solugdes em que a razdo entre a quantidade de fibra em relagdo ao total de coladgeno foi de 0,

25,50 e 75%.

4.2 Producio e caracterizacao dos filmes

Na formulac¢do dos filmes foram utilizados 2 gramas de proteina (2,3530
gramas de coldgeno)/ 100mL de dgua, 30 gramas de glicerol (Synth P.A.-ACS)/ 100 gramas
de proteina e pH 3,00, usando para isso 4cido acético glacial (Synth P.A.-ACS).

As solucdes formadoras de filme foram preparadas dispersando o pé de
colageno em dgua destilada junto com o glicerol, ajustando para pH = 3,00, e foram mantidas
em banho-maria por 81°C/ 1 min, e em seguida, sofriam resfriamento. Quando a solucdo
alcancava temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, era adicionada a proporcio
correspondente de fibra, para os filmes que a continha, seguida de agitacdo magnética por 15
min. Antes de serem adicionadas as solugdes, as fibras foram mantidas sob agitagdo
magnética por 30 min com o intuito de for¢a-las a se separarem a0 maximo uma das outras. A
solugdo, entdo, foi aplicada em placas de plexiglass de 144 cm?, as quais eram secas em
estufas com circulacio e renovagdo de ar (30°C/ 24 h). Os filmes tiveram suas espessuras
controladas pela fixacdo da quantidade de matéria-seca (proteina + glicerol) presente em cada
placa. Depois de secos, todos os filmes ficaram acondicionados em dessecadores com
umidade relativa e temperatura controlada, 58% e 22°C, respectivamente, durante sete dias
antes de serem submetidos aos testes. As caracterizagdes foram realizadas em cada um dos
experimentos. Suas espessuras foram medidas através de um micrémetro digital (+0,001 mm)
com diametro da sonda de 6,4 mm, sendo adotado o valor médio de 10 medidas. Cada

formulacio foi feita em duplicata.
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Inicialmente foi estudado o efeito do casting sobre a espessura dos filmes, ou
seja, a gramatura que os filmes iriam possuir em funcdo da quantidade de solugdo filmogénica
aplicada nas placas. Depois, foram realizados seis diferentes tratamentos para analisar o efeito
que a concentracdo de fibra de coldgeno possui nas propriedades mecanicas e funcionais nos
filmes elaborados. Para isso, variou-se apenas a propor¢do entre fibra e pd de coldgeno,
permanecendo a quantidade total de proteina. Os filmes foram denominados com relacdo a
concentracdo de fibra presente na matriz, 0, 10, 20, 30, 40 e 50%.

E importante salientar que as fibras usadas na preparacio dos filmes
sofreram uma pré-selecdo baseada no tamanho das particulas. Isso foi necessario porque, apés
alguns ensaios preliminares, observou-se que o uso de fibras muito grandes resultava em
filmes com superficies muito irregulares, prejudicando a determinagdo de suas propriedades.
Assim, apds sucessivos testes, determinou-se que as fibras utilizadas na formulagdo de todos

os filmes seriam aquelas que passassem por uma peneira de abertura igual a 0,79 mm.

4.2.1 Solubilidade dos Filmes

Os testes de solubilidade dos filmes foram realizados segundo a metodologia
proposta por Gontard et al. (1992). Trés discos de cada amostra de filme, com 2 cm de
diametro, previamente pesados, foram imersos em 50 mL de 4gua destilada, contendo azida
sddica (0,02% p/v), um agente antimicrobiano, a 25°C, e mantidos por 24 horas sob agitacao
de 63 rpm, ap6s o qual, foi determinado o contetido de matéria seca nio solubilizada por

secagem a 105 °C por 24 horas. A solubilidade foi calculada conforme a Equagao 14:

(mj _mf)

m.

1

BMS = x100 (14)

onde: %MS: porcentagem de material solubilizado.
m;: massa inicial da amostra.

mg: massa final da amostra
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4.2.2 Propriedades de Tensdo e Elasticidade

As propriedades mecénicas dos filmes foram determinadas por testes de
tracdo, utilizando-se um texturdmetro TA.XT2i (Stable Micro Systems). Os filmes foram
cortados em tiras de 15 por 100 mm e cada extremidade foi fixada numa pequena placa de
acrilico, a qual foi presa no Probe préprio para o teste de tragdo, onde as garras estdo a 80 mm
uma da outra (ly) e foram tracionados a uma velocidade de 0,9 mm/s até a ruptura, onde
possuiam comprimento igual a /. Nesse teste, foi determinado a forca e a elongacdo maxima
na ruptura, respectivamente em MPa e em % (I//lp)) e o modulo de elasticidade (MPa/ %),

calculado na parte linear da curva obtida.

4.2.3 Propriedades de Barreira a Umidade

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) dos biofilmes em funcdo da
relacdo fibra e p6 de coldgeno foi determinada com base na norma E 96-80 da ASTM
(ASTM, 1989). Os filmes foram fixados em células de permeabilidade contendo silica-gel,
mantendo-se uma distancia superior a 6 mm entre o filme e a silica. As células foram
mantidas a 22 °C dentro de dessecadores contendo dgua destilada. O peso das células foi
registrado em intervalos de 24 horas durante 7 dias. A permeabilidade ao vapor de dgua foi
calculada empregando-se a Equagdo 15, que € o produto da permeancia pela espessura do

filme:

pva=> X
t AAp

(15)

A relacdo wi/t foi calculada por regressao linear dos pontos experimentais de
ganho de massa (w) da célula de medida em funcdo do tempo (t). A espessura média de cada
biofilme, x, foi tomada como a média de 9 pontos; A € a drea exposta do filme (12,566 cmz);
Ap é o diferencial de pressdo de vapor da dgua através do filme (Pa), considerando nula a
pressdo parcial da silica-gel e 2643 Pa para a dgua pura a 22°C. A permeabilidade expressa

em g.mm .h".m?Pa” foi medida em triplicata.
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4.2.4 Cor e opacidade

Foi utilizado um colorimetro Miniscan (HUNTERLAB XE) para a
determinacdo da cor e da opacidade de cada filme, trabalhando com iluminante Dgs (luz do
dia), angulo de incidéncia de 10°, abertura da célula de medida de 30 mm de didmetro, usando
a escala de cores dos parimetros do sistema CIELab que se baseiam na percepcio
tricromédtica de uma visdo normal, isto &, as cores sdo obtidas pelas combinacdes dos
estimulos causados pelas trés cores primdrias (FERREIRA, 1991 citado por SARMENTO,
1999): L*, do preto (0) ao branco (100); a*, de verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao
amarelo (+) (SOBRAL, 1999, 2000).

Os parametros L*, a* e b* determinados diretamente pelo colorimetro num
espectro varrido de 400 a 800 nm, foram utilizados para calcular a diferenca de cor (AE*) de

acordo com a Equacdo 16 (GENNADIOS et al., 1996)

AE* = \/(AL*)Z + (Aa®)* + (Ab*)? (16)

Para cada variagdo foram utilizados os seguintes padrdes brancos: L* =
94,67; a*=0,76; b*=1,56.

A opacidade (Y) foi calculada utilizando o mesmo equipamento da medida
de cor e seu cdlculo foi realizado automaticamente pelo programa Universal software 3.2
(HunterLab Associates Laboratory, 1997) de acordo com a relagdo entre a opacidade de cada

amostra sobre o padrio preto (Yp) e padrio branco (Yb), conforme a Equagdo 17:
Y = (Yp/Yb) x 100 (17)

A escala de opacidade varia de 0 a 100%.

4.2.5 Microscopia

As andlises da superficie dos filmes a base de coldgeno foram realizadas
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usando um esteromicroscopio Olympus (SZ 11), com aumento de 50X e com o objetivo de
avaliar a interacdo entre as fibras de coldgeno com a matriz filmogénica nas suas diferentes

concentra¢des. Foram obtidas imagens dos filmes 0, 10, 30 e 50%.

4.3 Analise Estatistica

Na comparagdo das médias dos valores obtidos em cada andlise e para todos os
ensaios, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e o teste de Tukey, para

diferenciacdo das médias, com nivel de significancia de 5% (0=0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicio centesimal da fibra e do pé6 de colageno

O resultado da composi¢do centesimal da fibra e do p6 de coldgeno é
mostrado na Tabela 4. Esses dois compostos apresentaram teor de proteina, em base imida
(b.u.) na faixa de 86%. Esse resultado de porcentagem de proteina é superior aos resultados
apresentados por Olivo e Shimokomaki (2001) em relacdo a andlise centesimal de Isolado de
Colageno (I.C.), produto em formato de fibra obtido por liofilizagdo seguida de trituracio de
coldgeno de tenddo bovino. Esses pesquisadores encontraram a porcentagem de 78,84 + 2,57
para o produto pesquisado. E possivel também notar na tabela que os valores de umidade se
encontram na mesma faixa, em torno de 10%. Esses teores de proteina e umidade foram

levados em conta para a formulagdo dos filmes.

Tabela 4. Composicao centesimal da fibra e do pé de coldgeno.

Fibra de colageno P& de colageno
Componente Conteu<’10 (g/ 100 g Conteugio (9/100 ¢
de colageno b.u.) | de colageno b.u.)
umidade 9,25 £ 0,07 10,67 + 0,3
proteina 85,61 + 0,59 85,84 + 0,55
gordura 0,81 + 0,06 1,6 £ 0,14
cinzas 0,98 + 0,02 2,34 + 0,02
TOTAL 96,65 100,45

5.2 Aminograma

A fibra e o p6 de colageno apresentam a mesma composi¢cao aminoacidica e
o resultado estd representado na Tabela 5. Glicina, prolina e 4cido glutdmico sdo os trés
aminoacidos em maiores quantidades. O valor da glicina estd bem préximo da quantidade
esperada para o coldgeno, que apresenta a conformacdo de uma glicina a cada trés residuos
aminoacidicos. O percentual de hidroxiprolina estd contido nos valores de prolina.

Aminodcidos essenciais como a isoleucina, leucina, lisina, treonina e valina estdo presentes na
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amostra, mesmo que em pequenas quantidades (total de 12,586 g/ 100 g de proteina). Apesar
do coldgeno ter apresentado esses tipos de aminodcidos, ndo € possivel atribuir-lhe valor
nutricional, uma vez que € digerido pelo nosso organismo. O coldgeno é tido como fibra
alimentar e, portanto, atravessa nosso sistema digestivo sem sofrer hidrélise, ndo liberando,
assim, seus aminodcidos, inclusive os essenciais. A cisteina também € outro aminoacido
contido nesta amostra que ndo apresentou valores no I.C. e nem em coldgeno do céreo bovino
estudado por Gennadios et al. (1994). A cisteina € um aminoécido polar neutro com pK,=10,8
que mesmo fazendo parte da proteina pode se oxidar formando cistina, composta por duas
cisteinas ligadas por pontes dissulfeto. Estd presente, dentre outras fontes, em pélos dos
animais. Esse fato nos leva a concluir que o coldgeno analisado, que se apresenta em estado
bruto, possivelmente continha alguns foliculos pilosos que faziam parte da pele do animal que
forneceu a matéria-prima.

O produto desenvolvido por Olivo e Shimokomaki (2001) apresentou um
aminograma muito similar ao determinado neste trabalho. A glicina também foi o aminoécido
com maior contedido na amostra (18,13 + 2,10 g/ 100 g de proteina). Acido glutimico e
prolina obtiveram valores altos, porém, a arginina foi o aminodcido, depois da glicina, com

maior concentracao.

Tabela 5. Resultado do aminograma do coldgeno.

Aminoacido g aminodcido p;rr ;tg?ng

HFO (Alanina 9,336 + 0,066

HF1 |Arginina 8,682 + 0,544

HFI |Acido aspartico 5,630 + 0,481

HFO |Glicina 29,734 + 0,508

HFO |lsoleucina 1,562 + 0,044

HFO |Leucina 3,065 + 0,03

HFI [Acido glutamico 11,868 + 0,114

HFI [Lisina 3,613 + 0,151

HFI |Cisteina 0,232 + 0,037

HFO [Metionina 0,643 + 0,018

HFO |Fenilalanina 2,260 + 0,04

HFO |[Tirosina 0,523 + 0,035

HFO [Treonina 1,873 + 0,111

HFO |Prolina 13,027 + 0,255

HFO |Valina 2,473 + 0,008

HFO |Serina 2,980 * 0,122 HFI — Amino4cido hidrofilico
TOTAL 98,200 HFO — Aminoécido hidrofébico




55

Como se pode observar, o coldgeno apresentou seis aminodcidos hidrofilicos,
dentre os dezessete analisados, o que d4, aproximadamente, 35%. Esse valor serd importante

nas discussdes do préximo item.

5.3 Solubilidade do po e da fibra de colageno

A dependéncia da fracdo de proteina solivel em relacdio ao pH pode ser
observada na Figura 7, onde cada ponto representa a média de trés medidas. A solubilidade
variou consideravelmente na extensdo do pH analisado, variando entre 28,9% e 52,5% de
proteina solivel, para o p6 de coldgeno.

No pH 2, a curva apresentou a solubilidade médxima, enquanto que na faixa
de pH entre 6,0 e 8,0 a solubilidade foi minima. Essa € a regido onde se encontra o ponto
isoelétrico do coldgeno. A regido de solubilidade crescente (pH 5 a 2) coincide com a quantia
crescente de préton combinada com o p6 de coldgeno, conforme Boki e Kawasaki (1994).

Quando comparada a outras proteinas animais avaliadas para formacdo de
filmes, como proteinas miofibrilares de tildpia do Nilo que apresentaram uma solubilidade
méaxima de 96,9% ao redor do pH 3, a solubilidade das proteinas de coldgeno pode ser
considerada baixa. Por outro lado, esta pode ser uma caracteristica positiva, pois produtos
feitos de coldgeno solivel apresentam menor resisténcia do que os feitos a partir de coldgenos
nativos (FIGUEIRO et al., 2004).

O pH 3,00 foi o escolhido para a formulag¢do basica dos filmes avaliados
neste trabalho. Isso porque, nesse valor, praticamente metade do pé de coldgeno presente na
solucdo filmogénica estard solivel e a outra metade podera atuar como um refor¢o na matriz.
Tudo isso em se tratando dos filmes formulados apenas com o pé de coldgeno.

Com o pH de preparacdo dos filmes fixado, ensaios de solubilidade para a
fibra de coldgeno s6 foram realizados no pH = 3,00, onde se observou que apenas pouco mais

de 10% de fibra sdo soltiveis nessa condigdo.
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Figura 7. Solubilidade em 4gua (g de proteina soldvel/ 100g de coldgeno total na
suspensdo), do pé e fibra de coldgeno.

Voltando aos dados da composi¢do aminoacidica do coldgeno, em que
aproximadamente 35% dos aminodcidos que o compde € hidrofilico, observa-se, na figura
acima, que a regido onde a solubilidade apresentou seus menores valores, proximo ao pH

natural, para o p6 de coldgeno, estd proxima dos 35% de solubilidade.

5.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Termogramas representativos do coldgeno em pH natural e em pH 3,0,
obtidos por calorimetria diferencial de varredura sdo mostrados nas Figuras 8A e 8B. Foram
encontradas largas endotermas durante aquecimento, as quais indicavam a desnaturacio das
proteinas das fibras de coldgeno. A temperatura de desnaturacdo dessas proteinas foi
considerada a temperatura onde os picos endotérmicos foram observados (MONTERREY-
QUINTERO; SOBRAL, 2000).

Ao pH natural (Figura 7A), foram descobertos dois picos, nas temperaturas
51,48 £ 3,04 °C e 63,42 £ 1,41 °C. Também foram observados dois picos endotérmicos para
colageno a pH 3,0 (Figura 7B), mas as temperaturas de pico foram mais baixas: 39,52 + 1,84
°C e 52,54 + 2,88 °C, respectivamente. Em pH baixo os picos apresentaram menor defini¢do
que ao pH natural. A diminui¢cdo na temperatura de desnaturacdo a baixo pH indica mais

baixa estabilidade térmica de proteinas, o que pode ser uma conseqiiéncia da mudanca de
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conformacdo induzida pelas interagdes entre moléculas de proteina e os fons de hidrogénio
presente no meio 4cido. Estas interacdes conduzem a uma maior hidratacdo do coldgeno,
como ja foi indicado pela alta solubilidade observada em baixos pH’s.

Friess e Lee (1996) observaram a desnaturacdo de coldgeno insoldvel
extraido de tenddes bovinos e dispersado em dgua em pH 3,5 com um pico endotérmico que
se iniciava em 35°C, com um méiximo a 43°C. Durante aquecimento e subseqiiente
resfriamento da amostra, ndo foi descoberto nenhum pico correspondente, indicando que a
desnaturacdo havia sido completa e irreversivel. Termogramas de matrizes de coldgeno
mostraram uma redug@o na temperatura de desnaturagdo, de acordo com os resultados obtidos
no presente trabalho. Figueir6 et al. (2004) mediram uma temperatura de desnaturagio de 52,2
°C para filmes feitos com coldgeno preparado por solubilizacdo de pele bovina e

homogeneizados em solugdo a pH 3,5.

0.5+ \
— \ 45.02°C 56.05°C
o 2.734J/g 7.879(10.61)J/ig
; \\/\ — —e e —
= KT — e
5 06 T A
L v g
3 51.52°C /
T ] d
\
61.97°C
-0.7
-0.8 A T T S T . T
0 20 40 60 80 100 120
Exo Up Temperature (°C) Universal V2.5M TA Ir

A)



58

-04 k
\
\
\ 9.77°
N 29.92°C 29.77°C
0.5 1.465J/ 9.459(10.92)J/g
5 \\ i ﬁ.g,,‘r ]

g
s
3 -06-
[T |
kS
(]
T

-0.74

O08t+— T — T T T

20 40 60 80 100 120
Exo Up Temperature (°C) Universal V2.5H TA It
B)

Figura 8. Termogramas do coldgeno em p6: A) pH natural, B) pH 3,0.

5.5 Isotermas de sorc¢iao de vapor de agua

Os dados de umidade de equilibrio em base seca (b.s.) para o p6 e para a
fibra de coldgeno, na faixa de atividades de dgua de 0,316 a 0,972, nas temperaturas de 15, 25,
35 e 45°C sdo apresentados na Figura 9. Os valores sdo médias de trés amostras, as quais
permaneceram, em média, cinco semanas nos recipientes com umidade relativa
correspondente para alcangar a umidade de equilibrio.

E possivel notar que o coldgeno é uma proteina bastante higroscépica,
alcangando valores préximos a 65% (b.s.) de umidade de equilibrio e que em todas as
temperaturas, a fibra atingiu maior umidade de equilibrio do que o pd, exceto no ponto
referente ao sal CuSQOy (ay variando de 0,955 a 0,972). Sablani et al. (2002), determinaram as
isotermas de sorcdo para gelatinas obtidas através da hidrélise dcida do coldgeno de porco,
com pesos moleculares diferentes (317,700, 228,900 e 197,400 Da) na temperatura de 50°C,

observando que as gelatinas com menores pesos moleculares, ou seja, com menor nimero de

moléculas em sua estrutura, apresentaram menores umidades de equilibrio.
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Como esperado, a umidade de equilibrio aumentou com o aumento da
atividade de dgua. Os valores reais das umidades de equilibrio para as duas determinagdes
encontram-se no Anexo 1. E possivel notar que os valores da umidade de equilibrio a 45°C
foram superiores aos valores de 35°C, em se tratando do p6 de coldgeno, caracterizando um
comportamento diferente do observado nas outras duas temperaturas (25 e 35°C) quando
comparadas com as subjacentes. Entretanto, a andlise estatistica dos valores de cada
temperatura para as oito diferentes atividades de d4gua mostrou que exatamente metade desses
pontos ndo apresentou diferenca significativa (0=0,05) entre as temperaturas de 35°C e 45°C.
Portanto, sugere-se que possa haver indicios de modificagdes na estrutura do coldgeno que
comecam a ocorrer a partir de 45°C, as quais podem ser observadas nos resultados dos
ensaios de calorimetria diferencial de varredura (Figura 8).

Por outro lado, a fibra ndo apresentou 0 mesmo comportamento, ou seja, nao
houve modificagdes em sua estrutura e conseqiiente aumento da umidade de equilibrio na

temperatura de 45°C.
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Figura 9. Isotermas de adsorcdo de vapor de dgua da fibra e do p6 de coldgeno.

O modelo de GAB (Guggenheim-Anderson-De Boer) (Equacdo 8) foi

ajustado aos resultados obtidos e é apresentado na Tabela 6A e 6B, para o p6 e fibra de
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coldgeno, respectivamente. Como esperado a umidade da monocamada diminuiu com o

aumento da temperatura, exceto para o ensaio do pé de coldgeno a 45 °C. Contudo, houve

uma inversdo da seqiiéncia dos valores do parametro C. Enquanto que no p6 de coldgeno esse

pardmetro diminui com o aumento da temperatura, na fibra, eles aumentaram.

Tabela 6A. Parametros da equacdo de GAB para o po.

Temperatura PARAMETROS 5
R RMS (%)
°O) C K Xm
15 870 0,9194 0,0588 0,99 12,24
25 500 0,9223 0,0541 0,98 11,68
35 350 0,9303 0,0497 0,99 8,67
45 300 0,9191 0,0589 0,99 9,07
Tabela 6B. Parametros da equacido de GAB para a fibra.
Temperatura PARAMETROS 5
R RMS (%)
°O C K Xm
15 120 0,8783 0,0797 0,99 4,83
25 300 0,8814 0,0702 0,99 3,85
35 600 0,8791 0,0679 0,99 3,13
45 1000 0,9033 0,0593 0,97 9,83

O calor isostérico de sorcao (qy) da fibra e do pé de coldgeno foi calculado

através da equacdo de Clausius-Clapeyron para obtencdo dos pontos da Figura 10A e 10B,

respectivamente para fibra e p6 de coldgeno, e pela subseqiiente regressdo linear. Para isso,

algumas umidades de equilibrio (Xeq) tiveram que ser escolhidas.
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Figura 10A. Relacdo entre atividade de d4gua e temperatura absoluta da fibra de coldgeno.

014 o e — " Xeq=0,10

1 Y % % | e Xeq=0,15

0.2 Y, | A Xeq=0,20

0,34 v Xeg=0,25

1 e \'*.\ ¢ Xeq=0,30

0.4 +  Xeqg=0,35
_0’5_
oF 06-
£ 0,74
-0,8
-0,9 -
.1’0_-
414

| |

T T T T T T
3,2x10° 3,2x10° 3,3x10° 3,3x10° 3,4x10° 3,4x10° 3,5x10° 3,5x10°
1/T (K)

Figura 10B. Relacdo entre atividade de 4gua e temperatura absoluta do pé de coldgeno.

Devido a inversdo dos valores observada na temperatura de 45°C para o pd
de coldgeno, o seu calor isostérico foi calculado apenas com base nas outras trés temperaturas
(15, 25 e 35°C). A influéncia da umidade sobre o calor de sor¢ao da fibra e do p6 de coldgeno
¢ apresentados na Figura 11, e como se pode observar, a fibra possui maiores valores para

todas as umidades de equilibrio estudadas.
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Figura 11. Influéncia da umidade no calor de sor¢ao da fibra e do pé de coldgeno.

Por ser a fibra mais higroscépica do que o p6 de coldgeno é natural que seu
calor isostérico também seja maior. Isto quer dizer que é necessario maior quantidade de

energia para se retirar a mesma quantidade de dgua da fibra do que no pé.

5.6 Granulometria

As andlises granulométricas da fibra de coldgeno foram realizadas em
triplicata, e seus valores médios encontram-se na Tabela 7. Fragdo e massa retida nos
respectivos didmetros das peneiras fazem parte dessa tabela. A dltima peneira, de abertura
0,037 mm, foi considerada o fundo, e conseqiientemente a massa de fibra de coldgeno retida
foi acatada como finos. Isso porque, como se trata de uma determinagdo granulométrica via

Umida, o fundo nao poderia ser fechado.
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Tabela 7. Resultados da andlise granulométrica da fibra de coldgeno.

Abertura da Massa retida Fracao
peneira (2) retida
(mm)
283 e
2,38 16,98 + 1,07 0,2014
1,68 21,44 £272 0,2544
1,19 22,82 +£3,85 0,2707
0,84 10,66 +2,37 0,1265
0,59 4,98 £ 0,94 0,0591
0,42 3,82 +£0,31 0,0453
0,037 3,59 +£0,42 0,0426
Total 84,29 1,0000

Para essa andlise partiu-se de 100 gramas de fibra de coldgeno, sendo que a
massa final retida foi de apenas 84,29 gramas. Levando em conta que a fibra possui
aproximadamente 10% de umidade, pode-se considerar que na verdade foram 90 gramas
iniciais, uma vez que para determinar a quantidade de massa retida foi necessario
primeiramente secd-las. Com isso, obteve-se uma porcentagem de fibra recuperada préxima
a0s 94%. Esse valor € semelhante ao encontrado por Yan e Barbosa-Cénovas (1997) quando
determinaram a distribui¢do granulométrica de leite em pd, acticar e fubd. Os valores da

distribui¢do granulométrica da fibra de coldgeno é mostrada na Figura 12.
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Figura 12. Distribui¢@o granulométrica da fibra de coldgeno.

Para determinar o tamanho médio da particula, é necessdrio fazer a
distribuicdo da fracdo de acumulados (Figura 13), que diz respeito & soma das massas

acumuladas menores que a abertura da peneira.
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Figura 13. Fragdo madssica da fibra de coldgeno.

Ajustando a equagdo de Rosin-Rammler (Equagdo 13) aos dados
experimentais, é possivel observar na Figura 14 que o didmetro médio da fibra é de 1,34 mm

(valor de Xr), e a dispersao € de 2,27 mm (valor N), para valores de ’=0,99.
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Figura 14. Ajuste da fungcdo Rosin-Rammler aos dados experimentais de granulometria.

Segundo Ahmed e Jones (1990), a distribuicdo das particulas com diferentes
tamanhos podem preencher mais densamente do que particulas mono dispersadas porque as
menores particulas preenchem os espacgos intersticiais das maiores.

Apesar dessa anélise granulométrica ter sido bastante esclarecedora, ndo foi
possivel utilizar nos filmes a fibra de coldgeno com sua granulometria original. Nos testes em

que as fibras faziam parte da formulagdo, muitos grumos apareciam nas superficies dos filmes
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e esse problema se intensificava a medida que a concentracdo de fibra aumentava,
prejudicando, assim, a medi¢do das espessuras dos filmes. Esses valores s@o levados em conta
na determinagdo de outras propriedades, como por exemplo, a tracdo e a permeabilidade.
Sendo assim, como mencionado no item 4.2, as fibras utilizadas na preparagdo dos filmes
sofreram um peneiramento prévio, sendo utilizadas apenas aquelas que passaram por uma

peneira de abertura igual a 0,79 mm.

5.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O espectro do coldgeno é mostrado na Figura 15 onde os eixos do grafico sdo

. -1 At : z 2
o nimero de onda em cm™ pela absorbincia da amostra (A). Fibra e pé de coldgeno
apresentam espectros muito proximos, uma vez que se trata da mesma molécula, e por isso sé

sera mostrado um, valido para os dois compostos.
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Figura 15. Espectro de absor¢do de infravermelho do coldgeno.

Por causa da variabilidade dos espectros infravermelho serem limitados,

proteinas podem ser facilmente distinguidas de outras moléculas bioldgicas, como
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carboidrato, lipideos e &4cido nucléico. Yannas (1972) citado por Arvanitoyannis (1999)
também determinou espectros para coldgeno e gelatina, encontrando curvas muito préximas
as apresentadas acima, e, segundo esses autores, as bandas que aparecem no grafico,

representadas pelas letras de A a K, correspondem as seguintes estruturas quimicas:

Tabela 8. Representagcdes das bandas do espectro de infravermelho do coldgeno.

LETRA REPRESENTACAO

>

Agua livre
Estiramento de N-H
Amida II
Estiramento de C-H
Estiramento de C=0 (Amida I)
N-H (Amida IT) e C-N
-CH; e -CHj; (assimétrico)
-COO
Estiramento de -C-N e —N-H no plano (Amida III)
CO (vibragdes de —OH)
K Deformacao de N-H

- = T Q Tm mJ Q0w

Fonte: Arvanitoyannis, 1999.

Os autores citados estudaram as variacdes que o coldgeno sofre quando é
hidrolisado e torna-se gelatina. Eles verificaram que algumas bandas sofrem pequenas
diminui¢des, e esse efeito é mais acentuado na banda I (Estiramento de —C-N e —N-H no
plano). Isto ocorre pelas mudancas estruturais que o coldgeno sofre na sua conformacio
quaterndria.

Neste trabalho, a técnica de FTIR foi aplicada com os objetivos de permitir a
familiarizacdo do autor com o equipamento utilizado e, acima de tudo, obter dados para
comparacdes com a espectroscopia dos filmes de coldgeno, o que se pretende obter em
trabalhos futuros. A comparacdo desses espectros podera fornecer detalhes sobre a existéncia

de interagdes quimicas entre os componentes dos filmes.
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5.8 Reologia da solucao filmogénica

As curvas de escoamento da solucdo formadora de filme apresentaram
comportamento pseudopldstico em fun¢do da concentragdo de fibra de coldgeno na solucio,
em condi¢des isotérmicas e pH fixado em 3,00. Nas Figuras 16A, 16B, 16C e 16D pode-se
ver, respectivamente, os resultados (duplicata) das solu¢des com 0, 25, 50 e 75% (g de fibra/ g
de coldgeno na solug@o). Observa-se que com o aumento da concentracdo de fibra a curva

torna-se mais concava, distanciando, assim, do comportamento Newtoniano.
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Figura 16. Comportamento reolégico da solucdo formadora de filme em funcio da
concentracdo de fibra: A) 0% de fibra (g/ 100 g de coldgeno); B) 25% de fibra (g / 100 g de
coldgeno); C) 50% de fibra (g / 100 g de coldgeno); D) 75% de fibra (g/ 100 g de coldgeno).

Ap6s o ajuste da Lei da Poténcia (Equacdo 11) aos resultados obtidos de
cada ensaio, foram determinados os parimetros k, indice de consisténcia, e n, indice de

comportamento (Tabela 9).
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Tabela 9. Parametros reoldgicos da Lei da Poténcia da solucdo formadora de filme em funcdo
da concentracdo de fibra de coldgeno (g / 100 g de coldgeno na solucdo).

Relacao g de fibra/ 100 g de colageno na solucao

indice 0% 25% 50% 75 %
consisténcia, k (Pa.s™) | 0,19 £0,01 0,58 +0,05 1,44 + 0,03 2,49 + 0,01
comportamento, N 0,59 +0,01 0,40 + 0,03 0,33 +£0,07 0,23 +0,01

O valor de k aumenta e o de n diminui com o aumento da concentragdo de

fibra de coldgeno na solu¢cdo formadora de filme, numa dependéncia linear mostrada nas

Figuras 17 e 18. Isso mostra que a medida que a concentracdo de fibra aumenta, a viscosidade

aparente da solugdo filmogénica também aumenta devido ao formato alongado e a baixa

solubilidade que a fibra possui.

2,5 1

2,0 1

0,5+

indice de consisténcia, k

0,0 +

T T T T T
25 50 75
Concentracdo de fibra

(g/ 100 g de coldgeno)

Figura 17. Variacao do indice de consisténcia (k) da solu¢do formadora de filme em fun¢do da
concentracdo de fibra de coldgeno (g/ 100 g de coldgeno na solugio).
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Figura 18. Variacdo do indice de comportamento (n) da solugdo formadora de filme em
funcdo da concentragdo de fibra de coldgeno (g/ 100 g de coldgeno na solugdo).

Apos as respectivas regressoes lineares dos pontos de indice de consisténcia

e comportamento, foram determinadas as seguintes equacdes das retas (Tabela 10).

Tabela 10. Equacgao das retas de indice de consisténcia (k) e comportamento (n) em fungdo da

concentracdo de fibra de coldgeno na solucao filmogénica.

Parametro Equagdo da reta R?
k y=0,01214 + 0,03099x 0.8
5 y = 0,5635 - 0,00462x 0,97
5.9 Filmes

Testes preliminares mostraram que o pd possui excelente capacidade
filmogénica (Figura 19A) e que a formulacio da solugdo formadora de filme composta apenas
por fibra de coldgeno ndo possuia a capacidade de formar filmes coesos e manipuldveis

(Figura 19C), devido a baixa solubilidade da fibra. Por isso, determinou-se que seriam feitos
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filmes a partir do p6 de coldgeno, usando como compdsito reforco até 50% de fibras de
coldgeno em sua composicdo, ou seja, filmes com 50 gramas de fibras a cada 100 gramas

totais de coldgeno na matriz, sendo as 50 gramas restantes de pé de coldgeno. As imagens

deste filme pode ser observada na Figura 19B.

Figura 19. Imagens dos filmes de coldgeno: A) 0% de fibra B) 50 % de fibra C) 100% de
fibra.

5.9.1 Espessura média e umidade

Como mencionado anteriormente, o didmetro da fibra foi um problema para
obtencdo de um filme com a superficie lisa. Portanto, para se determinar a quantidade de
matéria seca por filme foi necesséario varrer uma faixa de quantidade de solugdo formadora de

filme aplicada em cada placa, obtendo as respectivas gramaturas. A Figura 20 mostra as
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espessuras correspondentes a aplicagdo de 30, 40, 50, 70, 90 e 100 g de solucdo filmogéncias
de filmes 50% dividido pela drea da placa onde sdo formados (144 cm?®). Aumentando a
quantidade de solugdo aplicada, conseqiientemente também aumenta a espessura. Como pode
ser observado, em pequenas aplicagdes o desvio padrdo é maior. Aplicagdes com 90 e 100
gramas de solu¢do jid conseguem encobrir as fibras de coldgeno e diminuir o erro da
espessura. Foi utilizado o filme de 50% de fibra porque neste torna-se mais evidente a

influéncia que a fibra pode causar na superficie dos filmes.

200 4 100

180

160

140 4 E

€ |
= 1204 50
© |
2 100 '
8 1 40
Q80
g ] '

60

| 30
40 ;
20
T T T T T T T T T T T
0.2 03 04 05 0,6 07

g de solugdo/ cm®

Figura 20. Espessuras dos filmes de acordo com a quantidade de solugdo filmogénica

aplicada.

O segundo passo foi encontrar a quantidade de matéria seca presente em cada
filme em todas as quantidades de solugdo aplicada. Isso resulta na transformacgdo do eixo das
abscissas em gramas de matéria seca por drea. Para realizar este cdlculo, foram considerados
os conteidos médios de 85% de proteina e 10% de umidade do coldgeno. Considerando que a
quantidade de glicerol faz parte da matéria seca presente nos filmes, entdo, cada filme contém
0,02639 g matéria seca/ g solucdo filmogénica, o que permite calcular a massa de matéria seca

por unidade de 4rea de cada filme (Figura 21).
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Figura 21. Quantidade de matéria seca por cm? dos filmes.

A regressio linear do gréfico acima (r* = 0,99 ) fornece uma equacio da reta

com o valor de:
Y =11070,57x — 10,09 (17)

Portanto, fixando a espessura dos filmes em 180 pm, chega-se a quantidade
de matéria seca presente em cada placa em 17 mg/ cm”. Esse valor de espessura foi adotado
para que as fibras permanecessem completamente envoltas pela matriz filmogénica e ndo
influenciassem erroneamente em suas medidas. Além disso, adotou-se um valor de 10% para
o coeficiente de variacdo das espessuras de todos os filmes, de modo que apenas os filmes que
se apresentavam dentro desse valor foram submetidos as andlises.

Esse valor de espessura esta proximo dos filmes desenvolvidos por Noishiki
et al. (2002), que aplicaram uma fibra microcristalina de seda em filmes de celulose e
obtiveram espessuras variando de 70 a 170 pm.

Na andlise de umidade, realizada através de secagem em estufa a 105 °C/ 24
h, os filmes apresentaram um valor médio de 14,11 + 1,4% de umidade. Esses valores de
umidade estdo préximos dos obtidos por Avérous et al. (2001), que utilizaram celulose como

reforco para filmes de amido de trigo e obtiveram umidade igual a 12,0%.
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5.9.2 Tracdo

Curvas ilustrativas dos resultados dos testes de tragdo sdo mostradas na
Figura 22, onde a extremidade de cada curva representa 0 momento de ruptura do filme. A
curva de cor vermelha, a que possui maior elongacdo e menor forca na ruptura, refere-se ao
filme 0%, ou seja, elaborado apenas com o p6 de colageno. Seguindo em dire¢do ao eixo das

ordenadas, encontra-se, em seqiiéncia, as curvas dos filmes 0, 10, 20, 30, 40 e 50%.
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Figura 22. Curvas tipicas dos resultados do teste de tracdo dos filmes de coldgeno:

a) 0%; b) 10%; ¢)20%; d) 30%; e) 40%; 1) 50%.

Os resultados do teste de tracdo referentes a resisténcia a ruptura sdo
apresentados na Figura 23, onde os valores sdo médias de 10 repeticdes. E possivel observar
que o aumento da concentracdo de fibra nos filmes aumenta a sua resisténcia a ruptura na
faixa de 0 a 50%, alcangando um valor maximo de 12,53 + 0,73 MPa. Estatisticamente os
dois primeiros pontos do gréfico ndo diferem significativamente entre si, no nivel de 5%,
podendo-se atribuir a curva um cariter exponencial.

Esses valores encontrados no teste de tracdo sdo superiores aqueles obtidos
por Sastry et al. (1998) para filmes compostos por fibrina e gelatina (1,25 MPa) plasticizados
com etileno glicol e que também apresentavam o teor de umidade na faixa dos 14%.

O aumento da resisténcia a ruptura pode ser explicado pela adequada ligagdo

interfacial entre a fibra e a matriz e a boa distribuicdo das fibras, que permite a efetiva
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transferéncia de pressdo da matriz para as particulas (Angles et al., 1999; Sihna Ray;
Okamoto, 2003, Abdelmouleh, Boufi, Belgacem, Dufresne; Gandini, 2005, Wetzel, et al.,
2003; Ahmed; Jones, 1990).
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Figura 23. Resultado do teste de tragdo dos filmes de coldgeno em fun¢do da variacdo da
concentracdo de fibra.

Em alguns trabalhos, como por exemplo, o realizado por Abdelmouleh et al.
(2005) que adicionaram fibras de celulose tratadas com silanos (SiH4), compostos analogos ao
metano, porém, derivado do silicio, em filmes de resina epdxi e poliéster, a resisténcia a
ruptura aumentou com o aumento da quantidade de fibra até um determinado ponto e depois
comecou a decair. Esses autores obtiveram uma resisténcia maxima para o filme com 45% de
fibra e atribuiram a queda posterior em sua resisténcia, provavelmente ao recobrimento
insuficiente da fibra pela resina. Esse comportamento ndo ocorreu no presente trabalho.
Provavelmente se outros experimentos fossem realizados, com maior concentracio de fibra,
chegar-se-ia a um ponto em que a resisténcia a ruptura comecaria a decair.

Na Figura 24 estd o resultado para a elongacdo médxima desenvolvida pelos
filmes de coldgeno. Neste caso o comportamento foi inverso ao da ruptura, pois com o
aumento da concentracd@o de fibra a elongacdo diminuiu até a concentracdo de 40%, enquanto
para filmes com 50% de fibra, houve um aumento estatisticamente significativo (a0 = 0,05).
Esse mesmo comportamento foi observado por Avérous et al. (2001) que formularam filmes a
base de amido com adi¢do de celulose, e os resultados referentes a elongagdo tiveram um

decréscimo com o aumento da concentracdo da fibra até determinada porcentagem de adicao.
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De modo semelhante ao observado neste trabalho, na mesma concentragdo niao houve
diminui¢do na resisténcia mixima a ruptura. Isso indica que o filme ficou mais poroso, pois se
distendeu mais, porém, as fibras ainda estavam fazendo parte da matriz e conseguiram resistir

a acdo da tensdo a ruptura.
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Figura 24. Resultado do teste de elongacdo dos filmes de coldgeno em funcio da concentragdo
de fibra.

Os resultados para o médulo eldstico (Médulo de Young) sdo mostrados na
Figura 25. Houve muita variagdo entre os valores obtidos, mas mesmo assim a curva tende a
crescer com o aumento da concentragdo de fibra. Apesar de, no grifico, o ultimo ponto sofrer
uma queda, estatisticamente (o = 0,05) os valores correspondentes a 40 e 50% de fibra ndo
diferem entre si, porém esses dois pontos diferem do anterior, ou seja, do ponto
correspondente a 30%.

Angles et al. (1999) estudaram a agdo de serragem como reforco em filmes
de polipropileno. Para isto, utilizaram dois tipos de fibra, acrescentando-as a matriz
filmogénica numa propor¢ao de 0 a 60%. Num primeiro teste, ndo houve adesdo entre a fibra
e a matriz e, portanto, os valores do médulo eldstico ficaram independentes da concentracio
de fibra. Em outro teste, ocorreu a interacao do refor¢o com a matriz e, conseqiientemente, 0s

valores do médulo eldstico cresceram, mas nao linearmente.
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Figura 25. Médulo de elasticidade dos filmes de coldgeno.

Nestes resultados apresentados na figura acima ocorre O mesmo
comportamento do estudo dos autores citados anteriormente. Os valores do médulo eléstico
aumentam com o aumento da concentracao de fibra presente na matriz e de forma nio linear,

indicando, portanto, que houve interacdo entre o refor¢co e a matriz filmogénica.

5.9.3 Solubilidade

Na Figura 26 sao apresentados os efeitos do aumento da concentragdo de
fibra de coldgeno na solubilidade em 4gua dos filmes. Os resultados estdo em termos de
gramas de matéria seca solivel em relacdo ao filme total e variou de 29,07 + 0,8 a 45,34 +
1,22%. Observa-se que, com o aumento da concentragdo de fibra, e conseqilientemente, mas
muito importante nesse aspecto, com a diminuicdo da quantidade de pé no filme, a
solubilidade dos filmes diminui de acordo com uma fun¢ao aparentemente exponencial. Isto
ocorre devido a menor solubilidade que a fibra possui em relagdo ao pé de colageno, ja que a
fibra foi adicionada quando a solugdo filmogénica estava em temperatura ambiente e,
portanto, ndo sofreu desnaturacdo e principalmente pela forte interacio entre as duas fases,

conforme demonstrado pelos resultados das propriedades mecénicas. Provavelmente se a fibra
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de coldgeno fosse adicionada antes do aquecimento da solu¢do, sua solubilidade e,
conseqiientemente, a dos filmes aumentariam.

O intumescimento de filmes e a sua integridade apds o teste de solubilidade
também sdo fatores importantes a serem observados. Todos os filmes testados permaneceram
integros apds as 24 h de imersdo em 4gua a que foram submetidos, o que indica que a rede
protéica se manteve intacta (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000). Porém, o filme
elaborado apenas com o pé de coldgeno desmanchava-se facilmente e foi o que apresentou
maior intumescéncia. Os demais filmes ndo sofreram grande intumescimento e ndo se
desfizeram.

Filmes com plasticizantes hidrofilicos tendem a apresentar altos valores de
solubilidade. Contudo, os resultados obtidos aqui sdo relativamente menores do que os
encontrados por Lee et al. (2004), que elaboraram filmes compostos por gelatina e gelana em
presenca de NaCl e plasticizados por glicerol, variando suas propor¢des, € que apresentaram

solubilidade de 30 a 52%.
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Figura 26. Solubilidade dos filmes de coldgeno em fun¢do da concentragdo de fibra.

5.9.4 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

Os resultados dos testes de PVA de filmes a base de coldgeno sdo

apresentados na Figura 27. E possivel notar que o valor da PVA aumenta pouco mais de 30%
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entre filmes apenas com o p6 de coldgeno e filmes com 10% de fibra. Esse fato pode ser
explicado pelo formato e higroscopicidade da fibra, que levam a formacdo de pequenas
entrangas, que serviriam de canais condutores de umidade na matriz filmogé€nica. Com isso, o
vapor de dgua teria canais que facilitariam sua transferéncia através da espessura do filme.
Entretanto, seguindo a curva, nota-se que aumentando ainda mais a
concentracdo de fibra, até 40%, a PVA dos filmes diminui. De acordo com Shina Ray e
Okamoto (2003), a presenca de altas concentragdes de compdsito (neste caso a fibra de
coldgeno) provavelmente aumenta a tortuosidade do caminho que as moléculas de dguas
deverdo percorrer para atravessar o filme, de modo que esse longo caminho difusivo que as

moléculas penetrantes deverao viajar acarreta a redugao da permeabilidade.
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Figura 27. Permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de coldgeno.

Filmes com 50% de fibra em sua composi¢do sofreram um aumento
estatisticamente significativo (ot = 0,05) em sua PVA em relagdo aos filmes com 40%. Essa
mudanca ¢ atribuida ao excesso de concentra¢do de fibra presente no filme, indicando que
possa ter ocorrido algumas falhas ou furos entre a fibra e a matriz (ABDELMOULEH et al,,
2005).

Martelli (2005) determinou a permeabilidade ao vapor de dgua de filmes de
queratina de frango, plasticizados por polietileno glicol (30 g/ 100 g de queratina) de massa
molecular 400, com aproximadamente 21% de umidade e 0,175 mm de espessura,

encontrando valores iguais a 2,358 x 10" g/ s.m.Pa. Passando esse resultado para as mesmas

unidades que o presente trabalho utilizou, chega-se numa PVA igual a 8,48 x 10* g.mm/
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h.m”.Pa. Comparado ao filme elaborado apenas com pé de coldgeno, nota-se que o filme de
queratina apresenta, praticamente, o dobro de permeabilidade ao vapor de dgua. Segundo Cuq
et al. (1997) citados por Thomazine et al. (2005), o aumento do teor de plasticizante causa um
aumento na permeabilidade ao vapor de dgua de filmes higroscdpicos, devido a reorganizacao
da matriz protéica e conseqiiente aumento de volume livre.

Na Figura 28 encontram-se os valores da permeéncia, lembrando que
permedncia é a permeabilidade dividida pela respectiva espessura do filme. Para os cdlculos,
foram utilizados filmes com espessuras médias de 0,193 = 0,013 mm. Nota-se o mesmo
comportamento obtido na PVA, porém, devido ao grande desvio padrdo encontrado nos
filmes formulados apenas com o pd de coldgeno, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa (0=0,05) entre os filmes 0 e 10%.
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Figura 28. Permeancia ao vapor de dgua dos filmes de coldgeno.

A adicido da fibra de coldgeno aos filmes ocasionou uma reducdo de 20% na
PVA e de 34,16% na permeancia, levando em conta para esses calculos os menores valores

dos filmes, ou seja, 0 e 40%.
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5.9.5 Cor e opacidade

Os resultados referentes aos testes de cor e opacidade sio mostrados na
Tabela 11. Nota-se que a luminosidade (L*) ndo apresenta diferenca estatisticamente
significativa (a0 = 0,05) entre todos os filmes testados. As cores dos filmes (AE*) comecaram
a apresentar diferenga significativa quando a concentragdo de fibra atingiu os 20% na
formulacdo. Os valores do parametro a*, que varia do verde ao vermelho, e b*, que varia do
azul ao amarelo apresentaram pequenas diferencas entre si. Filmes formulados sem a adicao
de fibra sdo os mais translicidos, apresentando valores abaixo dos filmes produzidos por
Paschoalick et al. (2003) produzidos a partir de proteinas musculares de peixe, em pH=2,7,
com 30 g de glicerina/ 100 g de proteina sofrendo um tratamento térmico de 90 °C/ 30 min e
que apresentaram opacidade igual a 4,69%. Nos filmes em que houve a menor adicdo de fibra,
ou seja, filmes 10% ja apresentaram valores de opacidade significativamente (0t=0,05)
maiores do que filmes que nio as continham, indicando a grande influéncia que ela possui em
aumentar a barrira a luminosidade.

O parametro AE* teve seu valor atribuido principalmente ao parimetro b*,
conforme Equacdo 16 e foi bem inferior aos valores encontrados para filmes a base de

gelatina de peixe com adi¢do de 4cidos graxos e sacarose (JONGJAREONRAK, 2005).

Tabela 11. Resultado do teste de cor e opacidade dos filmes de colageno.

| PARAMETRO Opacidade
FILME AL* Aa* Ab* AE* (%)
0% -6,31° -0,71*° 12,37° 13,90° 3,46°
10% -5,07* 0,76 11,61*° 12,70° 5,84
20% 5,17 0,75 11,07%°¢ 12,24 5,85"
30% -5,29* -0,76 10,49"¢ 11,77 6,22°
40% -5,08" -0,59° 11,18*"¢ 12,29*° 8,83"
50% -5,15* -0,65° 9,75° 11,05° 7,48

"% de fibra de coldgeno em relagio ao coldgeno total.
Diferentes letras (a até c) denotam diferenca significativa (P < 0,05) entre médias obtidas através do teste de
Tukey para cada coluna.

Na Figura 29 podem ser observados alguns espectros padrdes obtidos na
andlise de cor. Nota-se que a curva azul, que corresponde ao filme sem fibra, ¢ a que se

destaca das demais.
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Figura 29. Espectros padrdes dos resultados do teste de cor dos filmes de colageno.

STD=Padrao; S6=0%; S5=10%; S4=20%; S3=30%; S2=40%; S1=50%

5.9.6 Microscopia

As imagens feitas pelo esteromicroscopio das superficies dos filmes 0, 10, 30
e 50% sdo mostradas nas Figuras 30, 31, 32 e 33, respectivamente. Essa andlise ajuda a
entender o comportamento dos filmes quanto a permeabilidade ao vapor de dgua e porque os
mesmos se tornaram mais opacos com o aumento da concentragdo de fibra em sua estrutura.
Como se pode observar nas figuras que se seguem, filmes formulados apenas com pé de
colageno apresentaram superficie lisa, homogénea e translicidas; pequenas marcas sdo
provenientes dos moldes onde os filmes sdo formados. Em contrapartida, quando 10% de pd
sdo substituidos por fibra (Figura 31), a superficie do filme apresenta irregularidades e alguns
sulcos que favoreceram a permeabilidade ao vapor de dgua. No filme com 30% de fibra
(Figura 32), sua superficie ja é totalmente irregular e esse comportamento se repete no filme
com 50%. Isso favoreceu a diminuicdo da permeabilidade ao vapor de dgua, como explicado
no item 5.9.4 e no aumento da opacidade, uma vez que a maior parte das fibras nio estdo

solubilizadas na matriz filmogénica.



Figura 31. Imagem da superficie do filme 10% num aumento de 50X.
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Figura 33. Imagem da superficie do filme 50% num aumento de 50X.
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Imagens de filmes semelhantes as apresentadas aqui foram obtidas por
microscopia eletronica de varredura por Sastry et al. (1998) que formulou filmes com gelatina
e adicionou fibrina como reforco, encontrando também uma rede fibrilar na matriz

filmogeénica.

Na Figura 34 encontra-se a imagem de um grumo proveniente da fibra de
colageno, os quais sdo formados no processamento industrial da matéria-prima, pele bovina, e
a sua separacdo completa ¢ muito dificil de se conseguir. Contudo, apds o peneiramento da
fibra de colageno para a formulagdo dos filmes, a contaminagdo dos mesmos por esses
grumos diminuiu substancialmente. Sua presenca ndo interfere nas propriedades dos filmes
formados se estiverem totalmente submersos na matriz filmogénica, entretanto, se alguma
parte, a menor que seja, dispuser-se acima da superficie, erros de medida de espessura podem

ocorrer, afetando todas as outras propriedades que levam em conta essa medida.

Figura 34. Imagem de um grumo de coldgeno na superficie de um filme num aumento de
50X.
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Nos estudos de Angles et al. (1999) as figuras da microscopia eletronica
indicaram claramente que houve uma pobre adesdo interfacial entre um tipo de compdsito
reforco testado e a matriz filmogénica, apesar de um pré-tratamento que a fibra sofreu. Isto foi
verificado pela auséncia de contato fisico entre ambos componentes. A fibra se mostrava

intacta e praticamente fora da matriz.
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6 CONCLUSOES

O po6 de coldgeno se mostrou adequado para o desenvolvimento de filmes. Filmes
formulados apenas com o p6 de coldgeno apresentaram boa coesdo e habilidade em
serem manipulados, além de se apresentarem lisos e homogéneos. A fibra de coldgeno,
por sua vez, nao foi capaz de formar filmes continuos quando usada isoladamente, mas
a mistura dos dois componentes mostrou que as propriedades mecanicas dos filmes

sdo melhoradas em relag@o aqueles formulados apenas com o pé.

O aumento na concentragdo de fibra de coldgeno nos filmes resultou no aumento da
resisténcia a ruptura, do médulo de elasticidade, da opacidade e na diminuicdo da
elongacdo e da solubilidade, provavelmente devido a ocorréncia de uma efetiva
interacdo entre o compdsito reforco (a fibra de coldgeno) e a matriz filmogénica (a

base de p6 de coldgeno).

A permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes contendo 10% de fibras apresentou um
aumento em relacdo aos filmes formados apenas por pé de coldgeno. No entanto, a
medida que foi adicionada maior quantidade de fibras aos filmes, até um total de 40%,
a permeabilidade dos mesmos diminuiu. Finalmente, nos filmes com 50% de fibras, a
permeabilidade voltou a subir, o que pode ter ocorrido devido & menor interacio entre

a matriz filmogénica e as préprias fibras, presentes em excesso.

A formulacdo que resultou em filmes com melhores propriedades mecanicas e de
barreira foi aquela que continha 40% de fibras de coldgeno. Apesar de apresentar
tensdo a ruptura e solubilidade em torno de 12 e 6%, respectivamente, menores que
filmes com 50% de fibras, os filmes com 40% apresentaram-se mais rigidos, com a
menor elongacdo, o maior mddulo eldstico e, principalmente, com a menor

permeabilidade ao vapor de dgua dentre todos os filmes analisados.
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6.1 Sugestoes para Trabalhos Futuros

¢ Alguns aspectos abordados neste trabalho ainda podem ser objeto de estudos mais
detalhados, principalmente com o uso de outras andlises que poderiam aumentar o

grau de compreensdo sobre os mesmos. Algumas sugestdes:

o Estudar as mesmas propriedades em filmes com maiores concentracdes de
fibra.

o Utilizar outras substincias como agentes para melhorar a ligacdo entre a matriz
protéica e os compositos.

o Utilizar algum tipo de campo magnético antes dos filmes serem formados para
deixar as fibras orientadas na matriz protéica.

o Avaliar a producdo de filmes de coldgeno em processo semicontinuo ou
continuo.

o Estudar o potencial de utilizacdo dos filmes produzidos em produtos
comerciais.

o Confrontar a composicao aminoacidica da matéria-prima dos filmes em relacao
aos aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos e suas conformacdes estruturais

com a permeabilidade ao vapor de dgua.
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Anexo 1. Umidade de equilibrio do p6 e da fibra de coldgeno.

P6 de coldgeno

ANEXOS

ISOTERMAS DE ADSORCAO DE AGUA DO PO DE COLAGENO
Sal 15°C 25°C 35°C 45°C
aw | Xeq aw | Xeq aw | Xeq aw | Xeq
MgCl2 0,337 10,96 0,31 = 0,327 9,99 0,51 0,321 8,75 10,34 0,316 9,84 10,37
K2CO3 0,45 11,69 20,08 0,442 11,10 +0,31 0,435 8,98 0,22 0,429 11,31 +0,08
NaBr 0,606 13,48 0,07 0,578 13,03 +0,70 0,546 11,14 0,06 0,517 12,37 0,10
NaNO2 | 0,665 14,35 +0,70 0,645 14,01 10,16 0,625 12,57 +0,14 0,607 12,92 0,08
NaCl 0,754 18,54 10,22 @ 0,755 17,01 0,05 0,755 16,09 +0,08 0,749 17,94 10,43
KCI 0,862 24,63 +0,45 0,843 23,03 +0,18 0,827 20,77 +0,13 0,814 21,74 0,08
BaCl2 0,908 32,59 +0,07 0,904 30,58 +0,21 0,897 28,88 +0,31 0,889 32,22 10,88
CuSO04 | 0,972 62,55 +1,04 = 0,972 53,09 20,60 0,966 49,57 +1,46 @ 0,955 48,52 + 1,66

Fibra de colageno

ISOTERMAS DE ADSORCAO DE AGUA DA FIBRA DE COLAGENO
Sal 15°C 25°C 35°C 45°C
aw | Xeq aw | Xeq aw | Xeq aw | Xeq
MgCl2 0,337 11,00 #0,56 0,327 10,49 +0,20 0,321 9,59 0,11 0,316 9,45 0,09
K2CO3 0,45 13,03 +0,25 0,442 11,81 +0,07 0,435 11,10 0,16 0,429 11,11 0,19
NaBr 0,606 16,86 +0,10 = 0,578 15,06 +0,27 0,546 13,71 +0,08 0,517 12,74 0,07
NaNO2 | 0,665 21,58 +3,60 0,645 16,74 10,08 0,625 15,65 20,19 0,607 14,30 0,21
NacCl 0,754 24,02 +0,21 = 0,755 20,72 +0,09 0,755 20,44 +0,16 0,749 18,56 0,14
KCI 0,862 31,22 +0,16 = 0,843 26,94 +1,16 0,827 24,62 +0,34 0,814 21,95 0,33
BaCl2 0,908 37,70 0,27 = 0,904 33,00 +0,35 0,897 30,45 10,75 0,889 26,25 2,71
CuSO4 | 0,972 55,35 0,14 0,972 49,68 0,28 0,966 45,71 10,94 | 0,955 45,07 + 0,68

Xeq: umidade de equilibrio (b.s.).
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Anexo 2. Resultados da reologia da solugdo formadora de filme.

Taxa de Tensao de Tensao de Tensao de Tensao de
deformacao cisalhamento cisalhamento cisalhamento cisalhamento
™ 0 25 50 75
(Pa) (Pa) (Pa) (Pa)
7,01311 0,741 1,368 1,653 1,995
10,51966 0,912 1,539 2,964 3,135
15,77949 1,254 1,71 3,135 3,99
18,93539 1,311 2,166 3,249 4,674
28,40309 1,596 2,394 3,42 4,845
31,55898 1,71 2,565 3,705 5,415
47,33848 1,824 2,85 4,275 6,27
56,80617 1,995 3,021 4,56 6,84
85,20926 2,565 3,648 4,845 7,41
94,67695 2,85 3,99 4,959 7,98
157,79492 3,534 4,731 5,7 9,12
170,41852 3,705 5,13 6,27 9,405
189,35391 3,99 5,415 6,84 9,69
284,03086 5,187 5,985 7,695 9,975
315,58985 5,643 6,27 7,98 10,26
473,38477 6,897 7,524 8,151 10,83
568,06172 7,809 7,923 8,265 11,4
852,09258 10,146 9,405 8,835 11,685
946,76954 10,773 9,861 9,405 11,97

1704,18516 15,561 13,794 11,97 13,11
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