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RESUMO

Zulpo, Simone. Analise quimiométrica da influéncia do pH e do Tween 80 em filmes
de proteina de soro de leite. 2015. 49f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Quimica Industrial) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Pato Branco, 2015.

O impacto ambiental causado pelas embalagens sintéticas e pelo descarte
inadequado de residuos industriais na natureza tém sido um dos assuntos mais
comentados nos tempos atuais. Na tentativa de diminuir estes impactos ambientais,
novos materiais com menor potencial poluidor vém sendo estudados na elaboracéo
de plasticos biodegradaveis. O objetivo deste trabalho é utilizar as proteinas
presentes no soro de leite, residuo da industria de laticinios, para elaboracédo de
filmes biodegradaveis, a partir de tratamentos combinados sob diferentes pHs e
concentracbes de Tween 80. Os parametros pH e concentracdo de Tween 80 no
processo de obtencdo de filmes a base de proteina de soro de leite foram
estudados no presente trabalho em funcéo da influéncia deste na qualidade do filme
produzido. Os filmes foram caracterizados quanto a quantidade inicial de soro de
leite, solubilidade em &gua, propriedades mecéanicas e de barreira ao vapor de
a4gua. Um planejamento experimental fatorial 2° foi utilizado para verificar a
influéncia do pH (5,5, 7,0 e 8,5) e da concentragdo de Tween 80 (0, 4,5 e 9%) nas
propriedades dos filmes. Os filmes com pH 5,5 apresentaram agregados de
particulas ndo dissolvidas distribuidas por todo o filme. Os filmes com pH 7,0
apresentaram-se descontinuos com varios espacos vazios que naturalmente se
formaram durante a etapa de secagem. Somente os filmes com pH 85
apresentaram textura homogénea. O pH foi a Unica variavel que influenciou
significativamente nas propriedades mecanicas dos filmes. Filmes com pH 8,5
obtiveram a maior porcentagem de elongacao, 30,64%, e resisténcia a ruptura, 1,28
MPa. Quanto a solubilidade dos filmes, a interagdo entre o pH e o Tween 80
exerceu influéncia significativa, o filme com pH 8,5 e auséncia de Tween 80
apresentou a menor solubilidade. Nao foi possivel avaliar a influencia do pH e do
Tween 80 quanto as propriedades de barreira ao vapor de agua dos filmes, pois

estes apresentaram rachaduras no momento da analise.

Palavras-chave: filmes biodegradaveis, soro de leite, pH e Tween 80.



ABSTRACT

Zulpo, Simone. A pH and Tween 80 based chemometric analysis on whey protein
films. 2015. 49f. Final Project (Bachelor of Science in Chemistry) - Federal

Technological University of Parana. Pato Branco, 2015.

The environmental impact caused by synthetic packaging and inadequate waste
disposal have been one of the major concerns in the current world. As a result, new
materials with lower potential pollutant have been studied in order to produce
biodegradable packaging. The aims of this research is to produce biodegradable
films based on whey protein at different pHs and concentration of Tween 80. Films
were characterized upon whey protein initial concentration, mechanical properties,
water solubility, and water vapor permeability. A statistical experimental design 2°
was used to verified the significant effect of pH (5.5, 7.0, and 8.5) and Tween 80
concentration (0, 4.5, and 9%) upon said properties. Films at pH 5.5 showed
aggregates of particles not soluble distributed on the surface of the films while films
at pH 7.0 showed several holes that were naturally produced during water
evaporation. Films with pH 8.5 were the ones that showed a homogeneous texture.
The variable pH was the unique variable that had a significant effect on mechanical
properties of the films. Films at pH 8.5 showed the greatest percent elongation,
30.64%, and the greatest breakage resistance, 1.28 MPa. The interaction between
pH and Tween 80 had a significant influence on solubility of the films. The lower
values of solubility were related to pH 8.5 and absence of Tween 80. It was not
possible to verified the effect of pH and Tween 80 upon water vapor properties of the

films because they showed cracks when the analyses were run.

Keywords: biodegradable film, whey protein, pH, and Tween 80.
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1 INTRODUCAO

As taxas de crescimento populacional criaram a necessidade de producéo
de alimentos em larga escala. Para tanto, foram desenvolvidas embalagens para
preservar as caracteristicas fisicas, sensoriais, nutricionais e sanitarias dos
alimentos durante o periodo de estocagem, transporte e comercializacédo
(YOSHIDA; ANTUNES, 2009).

Apesar de apresentarem propriedades mecanicas e de barreira muito
satisfatérias, as embalagens convencionais sdo elaboradas a partir de substancias
gue se degradam lentamente, causando um enorme impacto ambiental. Além disso,
a grande problematica da utilizacdo dessas embalagens também esta relacionada
com o descarte inadequado e com a exploracdo de matérias-primas ndo renovaveis
(SILVA; LEITE, 2010).

Levando em consideracdo as questdes apresentadas anteriormente, torna-
se cada vez mais necessario promover pesquisas com o0 intuito de diminuir os
impactos ambientais e ao mesmo tempo favorecer o crescimento econémico do
pais. A fim de promover tais melhorias, 0 gerenciamento de residuos e o
reaproveitamento sdo umas das solu¢cbes mais discutidas nos tempos atuais. O
enfoque envolve a transformacéo de residuos em subprodutos, agregando valor a
um material que demandaria tratamento ou seria simplesmente langcado em solos e
ros.

Neste sentido, hd um grande interesse em utilizar residuos da industria
lactea na elaboracdo de filmes biodegradaveis, com propriedades mecanicas e de
barreiras proximas a dos filmes plasticos convencionais.

O objetivo desse estudo é utilizar as proteinas ainda presentes no soro de
leite, residuo da industria lactea, para elaboracdo de filmes biodegradaveis com
diferentes valores de pH adicionados de agentes plastificante e surfactante, bem
como avaliar sua solubilidade e suas propriedades mecanicas e de barreira a

vapores de agua.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver filmes biodegradaveis a base de soro de leite e avaliar o efeito
do pH, e do Tween 80 na solubilidade e nas propriedades mecanicas e de barreira a

vapores de agua dos filmes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentracdo de proteina a ser utilizada nos filmes de soro de
leite.

e Elaborar filmes biodegradaveis a base de soro de leite com adi¢ao de glicerol
sob diferentes niveis de pHs e Tween 80.

e Caracterizar os filmes biodegradaveis quanto a solubilidade em &gua,
permeabilidade, transmissdo a vapores de &gua, tensdo e elongacdo na
ruptura.

e Avaliar o efeito da variagdo do pH e Tween 80 nos filmes biodegradaveis a

partir de planejamento fatorial 22.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EMBALAGENS

A embalagem esta presente na historia da humanidade desde o inicio da
civilizagdo humana, visto que a pratica de embalar surgiu em meio as necessidades
bésicas de alimentacdo. A necessidade de conservacdo dos alimentos surgiu mais
tarde, no momento em que devido ao crescimento da populacdo das tribos, os
povos antigos passaram a viver em moradias fixas ao invés de se mover de acordo
com a disponibilidade de alimento em determinadas regifes. Neste cenario, além de
plantar e colher era necessario transportar e armazenar os alimentos, a fim de
conserva-los em tempos de escassez (NEGRAO; CAMARGO, 2008).

As primeiras embalagens foram feitas a partir de cascas de frutos, folhas,
couro e entranhas de animais, mais tarde com o desenvolvimento tecnoldgico o
papel de papiro, o metal fundido, e o vidro passaram a ser utilizados para
embalagem (ALBUQUERQUE et al., 1994; NEGRAO; CAMARGO, 2008).

Outras matérias primas e técnicas mais sofisticadas passaram a ser
utilizadas com a descoberta das propriedades de novos materiais. Em 1892, por
exemplo, pesquisadores desenvolveram um método para a solubilizagcdo da
celulose, essa descoberta foi estudada mais a fundo e a técnica empregada foi
aprimorada, até que em 1911 foi construida a primeira maquina de producdo de
filme continuo de celulose transparente (ALBUQUERQUE et al., 1994).

Hoje em dia, os derivados petroquimicos, como poliésteres e poliamidas
sdo os mais utilizados na producdo de embalagens plasticas. Isto porque estas
matérias primas conferem baixo custo, resisténcia térmica, mecanica e de barreira a
agua, satisfatorias ao produto final (THARANATHAN, 2003).

No entanto, os plasticos derivados do petréleo degradam-se de forma lenta,
acumulando-se nos aterros sanitarios. Por isso, um dos problemas que acometem o
meio ambiente € a poluicdo ocasionada pelo descarte de embalagens sintéticas
sem nenhum controle (SILVA et al., 2007). Segundo a Associacdo Mineira de
Defesa do Ambiente - AMDA ( 2015), os sacos plasticos sao responsaveis por cerca

de 15 a 20% do volume dos aterros e podem levar até 300 anos para se decompor.
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O impacto ambiental causado pelas embalagens sintéticas ndo diz respeito
apenas a destinacdo da embalagem apds seu uso, mas esta também relacionado a
exploracdo de matérias-primas nao renovaveis utilizadas na sua confeccéo (SILVA;
LEITE, 2010). A Associagdo Mineira de Defesa do Ambiente - AMDA (2015) ainda
cita alguns impactos ambientais gerados no momento de extracdo e refino do
petroleo, tais como: contaminacdo de aguas e solos por vazamentos, geracdo de
efluentes liquidos, gasosos e residuos solidos, e emissdo dos gases causadores do
efeito estufa.

Neste contexto, varias pesquisas utilizando materiais biodegradaveis, tais
como amido de pinh&o (LUCHESE et al., 2015), farinha de arroz (DIAS et al., 2010),
amido de milho (GHASEMLOU et al., 2013), quitosana (LECETA et al., 2015), entre
outros, vem sendo desenvolvidas na tentativa de substituir as embalagens

sintéticas por embalagens biodegradaveis.

3.2 EMBALAGENS BIODEGRADAVEIS - BIOFILMES

Biofilme é um filme fino preparado a partir de materiais biol6gicos, como
proteinas, polissacarideos, lipidios e derivados, que age como barreira a elementos
externos, protegendo o produto embalado de danos fisicos e biologicos,
aumentando a sua vida util (HENRIQUE et al., 2008). Estes biofilmes, embalagens
biodegradaveis, sdo degradados a partir da acdo de microorganismos
decompositores presentes no solo (BARDI; ROSA, 2007). A degradacao
microbioldgica além de acontecer naturalmente, ainda pode resultar na formacéao de
biogas (metano e hidrogénio) que pode ser utilizado como fonte de energia
(PETERSEN et al., 1999).

O processo mais utilizado na formacao de biofilmes é o casting, palavra
inglesa que significa moldagem. Essa técnica consiste em solubilizar a matéria
prima e aditivos em agua sob aquecimento, os filmes entdo se formam depois que a
solucdo é acondicionada em um suporte e seca para evaporacdo do solvente
(MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010; QUINTERO; SOBRAL, 2000).

Além de serem biodegradaveis, os biofiimes podem ser adaptados para

impedir que a umidade e o oxigénio entrem em contato com o produto. Dessa
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forma aditivos sdo implementados na formulacdo dos filmes de modo que suas
propriedades possam ser alteradas com o intuito de ajustd-los a determinada
finalidade de uso (BOURTOOM, 2008). Entre os aditivos geralmente utilizados
encontram-se os plastificantes como glicerol e sorbitol, agentes aromatizantes e
antimicrobianos (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

3.3 SORO DE LEITE

O soro de leite é a porcdo aquosa que se separa da massa durante a
fabricacdo convencional de queijos. A fabricacdo do queijo € basicamente um
processo de concentracdo do leite, no qual parte dos componentes sélidos,
principalmente proteinas e gorduras sao retidos na coalhada enquanto a lactose e
0s solidos soluveis sdo removidos no soro (PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).

Neste processo, uma parte das proteinas do leite ndo se precipita, sendo
removidas juntamente com o soro. Pelo fato de apresentar proteinas de alto valor
biol6gico, o soro de leite € utilizado pelas industrias alimenticias na produgéo de
bebidas lacteas, soros concentrados (suplementos alimentares para atletas), e soro
para alimentacdo animal e para producdo de ricota (MACHADO; SILVA; FREIRE,
2001), tornando-se um subproduto da indudstria do queijo.

No entanto, uma pesquisa feita nos laticinios do Estado do Parana mostra
gue apenas 19,4% do soro de leite é utilizado em produtos alimenticios, restando
80,6% desse derivado lacteo para ser aproveitado (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001).
Esta quantidade de soro sem aplicacdo é descartada na forma de residuo industrial,
causando um grave problema ambiental (YOSHIDA; ANTUNES, 2009).

O excesso de matéria organica nos rios diminui a concentragdo de oxigénio
dissolvido, ocasionando a decomposicdo anaerObica da matéria organica por
microrganismos. Esse processo diminui o pH da agua e libera gases téxicos, tais
como dioxido de carbono e metano, que prejudicam a vida aquatica, ocasionando

um desequilibrio ambiental muito grave (CETESB, 2015).
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3.4 PROTEINAS

As proteinas sdo polimeros lineares formados por moléculas de a -
aminoacidos que séo unidos entre si por ligacfes peptidicas (KOOLMAN, 2005, p.
66). Conforme observado na Figura 1, os a -aminoécidos sé@o caracterizados por
possuir um atomo de carbono central onde estdo ligados um grupo -NH; (amino
primario), -COOH (grupo carboxilico), um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral
(R) distinta para cada aminoacido (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009).

Na Figura 1, apresenta-se a ligacdo entre dois aminoacidos onde ocorre a
hidrélise, perda de agua, e formacédo de ligacdes peptidicas, o produto formado
neste caso € um dipeptideo. A ligacdo amidica formada entre pelo menos dois

aminoacidos € a ligacdo peptidica existentes em todas proteinas conhecidas

atualmente.
H O H 0 0O HO
HN—C—C—OH + HN—C—C—O0H —» HN—C—C—N—C—C—OH
& b kR
) HzO
Amineoacido 1 Aminodcido 2 Ligacdo Peptidica

Remocdo de uma
molécula de dgua

Figura 1 — Ligagado Peptidica entre dois aminoacidos.
Fonte: Adaptado de Motta (2015).

As proteinas possuem quatro niveis de organizacdo, denominados
estruturas primarias, secundarias, tercidrias e quaternarias. Em cada nivel destas
organizacbes ocorrem, respectivamente, a formacdo das ligacbes peptidicas,
formacao de estruturas a-hélices e/ou folhas pregueadas estabilizadas por ligaces
de hidrogénio, formac&o de uma estrutura tridimensional estabilizada por interagdes
nao-covalentes (pontes de dissulfeto, interagdes idnicas e ligacdes de hidrogénio) e
rearranjo espacial da estrutura tridimensional a fim de obter estabilidade (NELSON;
COX, 2002; MURRAY; GRANNER; RODWELL, 2007 pag 29-38). A representacao

esquematica destas estruturas é apresentada na Figura 2.
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Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundaria terciaria guaternaria

Figura 2 - Estruturas organizacionais das proteinas.
Fonte: Nelson; Cox (2002).

As interacbes nado-covalentes que mantém a estrutura tridimensional das
proteinas sao fracas, por isso podem ser rompidas facilmente, ocorrendo um
processo de desdobramento da estrutura protéica chamado de desnaturacdo. As
proteinas podem ser desnaturadas de diversas formas tais como, aguecimento e
variagao de pH (CAMPBELL; FARRELL, 2011, p. 107).

O aquecimento faz a velocidade de vibracdo molecular aumentar,
desfazendo a estrutura terciaria das proteinas. Neste procedimento ocorre a perda
total ou parcial da estrutura tridimensional sem romper as ligacbes peptidicas, a
gual resulta em perda da atividade biologica e desnaturacdo das proteinas (MOTTA,
2015).

Em diferentes pHs tanto altos como baixos, pelo menos algumas cargas das
proteinas estdo faltando, assim as interacdes eletrostatica que estabilizariam a
estrutura da proteina sdo drasticamente reduzidas, levando a desnaturacdo
(CAMPBELL; FARRELL, 2011, p. 108). Este procedimento de desnaturacdo €
ilustrado na Figura 3.

y
Nativa Desnaturadas

Figura 3 — Desnaturacéo das proteinas.
Fonte: Motta (2015).
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Neste momento, quando a proteina se desnatura em meio aquoso, ocorre a
formacdo de uma solucéo ligeiramente filmogénica que apds secagem em placa de
Petri forma um filme. Com o intuito de aproveitar esta propriedade filmogénica em
empregos tecnoldgicos, estudos tais como aqueles desenvolvidos por Ramos et al.
(2013) e Azevedo et al. (2014), vém sendo realizados na tentativa de elaborar

plasticos biodegradaveis a partir de proteinas de soro de leite.

3.5 PONTO ISOELETRICO DAS PROTEINAS

O ponto isoelétrico também chamado de pH isoelétrico (pl) das proteinas é
aquele em que a molécula encontra-se eletricamente neutra, neste momento o
namero de cargas positivas iguala-se ao numero de cargas negativas (MURRAY,
2007). No pH isoelétrico os radicais de mesma carga se repelem, fazendo com que
a solubilidade das proteinas no pH isoelétrico seja menor do que em outros valores
de pH (MARZZOCO; TORRES, 1999, p. 27).

Para cada tipo de proteina existe um determinado valor de pH no qual as
cargas se igualam, no entanto, devido a complexidade das estruturas das proteinas
esse valor ndo é obtido teoricamente, mas a partir de experimentos nos quais as
proteinas em diferentes valores de pH sdo submetidas a um campo elétrico,
determinando-se como pH isoelétrico, o pH no qual as proteinas ndo se movem em
resposta ao campo aplicado (MARZZOCO; TORRES, 1999, p. 27).

O soro de leite ndo é constituido de uma proteina pura, mas de uma mistura
de proteinas, dentre elas estdo a Betalactoglobulina responséavel por cerca de 55%
da composicao do soro de leite bovino e a Lactoalbumina responséavel por cerca de
20% da composicdo do mesmo (WIT, 1998). Embora a Betalactoglobulina seja a
principal proteina do soro, devido a presenca de varias proteinas com pH isoelétrico
diferente, a solubilidade minima do soro de leite ndo esta em pH 5,2 (pH isoelétrico
da Betalactoglobulina), mas em pH 4,5 (PELEGRINE; GASPARETTO, 2003).

Pelo fato de as proteinas apresentarem diferentes cargas eletrostaticas em
diferentes valores de pH, as propriedades dos filmes de proteinas do soro de leite

se alteram. Estudos desenvolvidos recentemente mostram que a permeabilidade ao
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vapor de agua dos filmes diminui e a porcentagem de elongagdo aumenta com o
aumento do pH (SOARES, 2012).

3.6 GLICEROL

O (glicerol também conhecido como glicerina € um tri-alcool com trés
carbonos, seu home segundo a IUPAC é propano - 1,2,3 - triol, € um liquido incolor,
sem cheiro, com gosto adocicado e extremamente viscoso, derivado de fontes
naturais ou petroquimica. Seu nome deriva da palavra grega glykys, que significa
doce (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011; MENDES; SERRA, 2012). Sua férmula
estrutural é apresentada na Figura 4.

OH
HO
OH

Figura 4 — Férmula estrutural do glicerol.
Fonte: Beatriz; Aradjo; Lima (2011).

A presenca de trés grupos hidroxila na molécula de glicerol é responsavel
pela solubilidade em &agua e sua natureza higroscopica, suas moléculas séo
altamente flexiveis formando ligacbes de hidrogénio tanto intra como
intermoleculares (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011).

O glicerol possui diversas aplicacdes na industria quimica, de alimentos e
terapéuticas, sendo ainda empregado como lubrificante na industria téxtil, na
producdo de capsulas, xaropes e pomadas, na elaboracdo de tintas, vernizes e
detergentes, como conservante para balas, bolos e racdes, entre outros
(APOLINARIO; PEREIRA; FERREIRA, 2012; MARQUES et al., 2011).

Esta substancia é empregada na formulacdo de filmes porque possui
moléculas hidrofilicas relativamente pequenas que podem interagir facilmente com
as cadeias do polimero, preenchendo os espagos “vazios”, aumentando a

mobilidade molecular e a flexibilidade dos filmes (MALI et al., 2004).
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O glicerol é um dos aditivos mais utilizados, e um dos mais efetivos se
comparado a outros usados na formacédo de filmes. Comparando glicerol e sorbitol,
o glicerol exerce plastificacdo mais efetiva, tornando os filmes mais hidrofilicos e
flexiveis (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007).

3.7 TWEEN 80

O Tween 80, também conhecido como Polisorbato 80 de férmula
Ce4H124026, € um tensoativo hidrofilico, geralmente empregado para obter emulsdes

entre liquidos com polaridades opostas (MAPRIC, 2015).

N
B A |
- e ™ " \-\..__\______./;
Extremidade Apolar Extremidade Polar
Hidrofobico Hidrofilico
Afinidade com o oleo Afinidade com a agua

Figura 5 — Representagé&o estrutural de um tensoativo.
Fonte: Rossi et al. (2006).

Os tensoativos sdo substancias, usadas industrialmente, que possuem
estruturas com duas polaridades distintas (Figura 5), uma polar (hidrofilica) e outra
apolar (hidrofébica) que facilita sua interacédo tanto com substancias polares quanto
apolares, por este motivo o tween 80 é largamente utilizado como agente
emulsificante e solubilizante (ROSSI et al., 2006).

Pelo fato dos tensoativos possuirem caracteristicas parcialmente
hidrofébicas, alguns estudos utilizando estes agentes na elaboracdo de filmes
biodegradaveis, tais como desenvolvidos por Ziani et al. (2008) e Rodriguéz et al.
(2006) vem sendo realizados na tentativa de diminuir a afinidade dos filmes pela

agua.



23

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SORO DE LEITE

O concentrado protéico com 48% de proteina de soro de leite foi obtido por
intermédio de um varejo comercial de venda de medicamentos e suplementos

alimentares para atletas da cidade de Pato Branco.

4.2 ENSAIOS PRELIMINARES - Elaboracao de biofilmes a base de soro de leite e
avaliacdo do aspecto fisico dos biofilmes

Para determinar a melhor concentracdo para a elaboracdo do biofilme,
foram elaborados biofilmes contendo diferentes quantidades de soro (1,25, 2,50 e
5,009) e empregando valores de pH 5,5 e 8,5 no processo. Foi determinada como
melhor concentracdo de trabalho aquela em que o biofilme apresentou maior
espessura e resisténcia ao rasgo.

Apbs definir a melhor concentracao, adicionou-se glicerol para formacao de

um biofilme menos quebradico e favoravel ao manuseio.

4.3 ELABORACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS DE PROTEINA DE SORO
DE LEITE

Os biofilmes foram elaborados a partir da metodologia descrita por Gounga,
Shi-Ying e Wang (2007), com algumas alteracdes. Para desnaturar as proteinas, o
soro de leite foi disperso em 50 mL de &gua destilada e 0,5 mL de glicerol foi
adicionado (totalizando 20% de glicerol em relacdo a quantidade de proteina
presente em 5g de soro). O conjunto foi mantido sob agitacédo lenta em agitadores

magnéticos com aquecimento a 90 °C por 30 minutos. A solucfes filmogénicas
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obtidas foram dispersas em placas de Petri e levadas a estufa com circulacdo de ar
a 38 °C por cerca de 16 horas para evaporacao do solvente. A Figura 6 ilustra o

processo realizado.

Termémetro > |
Solucdo filmogénica 1
Banho | ] v Jii)
O L )
- — Placa de acrilico
Agitador magnético Estufa com circulacdo de ar
com aquecimento 38 °C por 16 horas

90 °C por 30 minutos

Figura 6 - Procedimento de elaboragéo dos biofilmes.
Fonte: Schllemer (2013).

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL 27

Com o objetivo de avaliar a influéncia do pH e do agente surfactante, Tween
80, nas propriedades dos biofilmes, diferentes valores de pH e diferentes
concentracdes de Tween 80 foram empregados na elaboracdo dos biofilmes. Para
tanto, na primeira etapa de produgdo, no momento de dissolugcdo do soro,
adicionou-se 0, 4.5 e 9.0% de Tween 80, representados na Tabela 1 pelos niveis
codificados -1, 0 e 1, respectivamente. Hidréxido de sédio, 0,1 mol.L™ e &cido
acético, 0,1 mol.L™, foram utilizados para alterar o pH das solu¢des para 5,5, 7 e

8,5, apresentados na Tabela 1 pelos niveis codificados -1, 0 e 1.

Tabela 1 - Valores reais e codificados para os fatores pH e concentracdo de Tween
80 utilizados no delineamento experimental para elaboracédo de biofilmes a base de
soro de leite.

Nivel
-1 0 1
PH 55 7,0 8,5

Tween 80 (%) 0,0 4,5 9,0
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A Tabela 2 apresenta a combinacdo desses niveis.

Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial 2 utilizado no delineamento experimental
para elaboracgao de biofilmes a base de soro de leite.

Variaveis Independentes

Experimento pH % Tween 80
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Foram realizadas cinco analises nos biofilmes produzidos, sendo elas:
solubilidade em agua, permeabilidade e transmissdo ao vapor de agua, tenséo e
elongagdo na ruptura dos filmes. Os resultados foram discutidos baseados no

planejamento experimental 22 feito para cada analise mencionada.

4.5 SOLUBILIDADE EM AGUA

A determinacdo da solubilidade em agua dos filmes foi determinada
utilizando a metodologia descrita por Gounga, Shi-Ying e Wang (2007), com
adaptacoes.

Os filmes foram recortados em quadrados de 2 cm X 2 cm e expostos ao
aguecimento a 35 °C por 24 horas e posteriormente pesados, em seguida foram
imersos em 25 mL de &gua destilada por 24 horas. Os filmes foram expostos
novamente ao aquecimento para secagem a 35 °C por 24 horas para posterior
pesagem. A porcentagem de solubilidade em &agua foi calculada através da

Equacéao (1).
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mi — mf
% M.S = - x 100 (D

Onde: % M.S é o porcentual de material solubilizado; mi € a massa inicial de

amostra e mf € a massa final de amostra.

4.6 PROPRIEDADES DE BARREIRA A VAPORES DE AGUA

4.6.1 Permeabilidade e Transmiss&o a Vapores de Agua

A determinacao da permeabilidade ao vapor de agua foi realizada seguindo
0 método ASTM E96 (ASTM, 1995), com adaptacdes. Os filmes foram
acondicionados na extremidade superior de um recipiente contendo silica
previamente seca e 0 conjunto foi colocado em um dessecador ambientado por 24
horas com solucdo saturada de carbonato de potassio, provendo uma umidade
relativa, (UR), de 43%.

Os filmes ficaram expostos a duas pressoes diferentes, no qual a parte
inferior do filme ficou exposta a uma UR=0 %, (interior do recipiente). A parte
superior do filme ficou exposta ao ambiente do dessecador, UR=43 %.

O conjunto (filme + silica) foi pesado antes da exposicdo a UR 43%, e
durante 5 horas de exposi¢cédo, foram pesados regularmente.

A taxa de transmissdo de vapores de agua (TVA) foi calculada a partir da
Equacéo (2).

TVA= 3 x A (gm~?s71) 2)

Onde AA—V: € a quantidade de umidade adquirida pela silica por unidade de tempo (g.s’

), e A é a area exposta do filme em m®.
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A permeabilidade aos vapores de agua foi calculada através da Equacao

3).

TVAX I
PVA=——— “ls7tpa~? 3
1o p2 (gm™'s™"Pa™") (3

Onde p; — p2 é a diferenca das pressdes exercidas sobre o fiime (Pa) e | é a
espessura do filme em metros.

O esquema representado na Figura 7 exemplifica o procedimento adotado
nesta andlise.

————» Dessecador

» UR externa (43%)

Peca vedadora

Y

é_ —_— —; Filme

I:| %...;: » UR interna (0%)

Y

Figura 7 — Célula utilizada na andlise das propriedades de barreira a vapores de agua
dos biofilmes a base de soro de leite.
Fonte: Adaptado de Marques (2005).

4.7 PROPRIEDADES MECANICAS

4.7.1 Elongagéo e Resisténcia a Tragdo na Ruptura

Os ensaios de tensdo e elongacdo na ruptura dos filmes foram realizados
usando um Texturometro TA.XT Plus da Stable Micro System, operando de acordo
com o método ASTM D 882-02 (ASTM 2002), com adaptacdes. A separacgdo inicial

das garras foi de 30 mm e a célula de carga utilizada foi de 50N. A velocidade de
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separacdo das garras foi de 0,21 mms™, conforme sugerido por Soares (2012) para
filmes de proteinas de soro de leite. Os filmes foram recortados em retangulos de 2
cm de largura por 5 cm de comprimento, a fim de fixa-los nas garras do
equipamento e suas espessuras foram medidas utilizando um micrémetro digital,
Eletronic Autside Micrometer mod. 3109-50, para tanto utilizou-se a média de cinco
medidas de pontos diferentes dos filmes.

A tenséo, isto €, a resisténcia a tracao na ruptura foi calculada a partir da
Equacéo (4).

Q
I
|

(4)

Onde o € atensdo na ruptura (Pa), F é a forca (N) na ruptura e A € a area
de secéo transversal (m?).

A porcentagem de elongacdao foi calculada a partir da Equacéo (5).

extens 8o do filme na ruptura (m)

% elongacéo na ruptura = x 100 (5)

dist &ncia inicial de separa ¢&o entre as garras (m)

4.8 MICROSCOPIA

As fotos obtidas foram registradas em um microscopio Optico de bancada
modelo BX41, localizado no laboratério de Agronomia da Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana -UTFPR, campus Pato Branco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS PRELIMINARES - Elaboracéo de biofilmes a base de soro de leite e

avaliacdo do aspecto fisico dos biofilmes

Conforme pode ser observado na Figura 8, todos os filmes, indiferente da
concentracdo de soro, apresentaram-se amarelados e quebradicos em ambos 0s
pHs.

Figura 8 - Biofilmes com 1,25, 2,50 e 5,00 gramas de soro de leite nos pHs 5,5 e 8,5
Fonte: Autoria propria.

A Tabela 3 apresenta os resultados qualitativos desta analise.

Tabela 3 - Resultados dos ensaios preliminares para a elaboracéo de biofilmes a base
de soro de leite.

Quantidade de Soro (g) Espessura Resisténcia ao Rasgo
1,25 Menor Menor
2,50 Média Média

5,00 Maior Maior
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Os filmes contendo 1,25 gramas de soro apresentaram espessura fina,
aderindo-se a superficie da placa de Petri. Na tentativa de retirar estes filmes das
placas, os mesmos quebravam-se mais ainda, dificultando o manuseio. Os filmes
contendo 2,50 gramas de soro apresentaram espessura e resisténcia ao rasgo
média, o que ndo é ideal, pois é necesséario que os filmes possuam espessura e
resisténcia ao rasgo maior, visto que ao adicionar o glicerol os filmes tornam-se
flexiveis e susceptiveis a deformacédo mecanica. Portanto, o filme com 5 gramas de
soro de leite foi escolhido para os posteriores testes, por apresentar melhores
caracteristicas para o manuseio. A Figura 9 apresenta o filme apés adicdo do
glicerol.

4 gl i :" b- —:j‘ e
: E = - " I 5
Figura 9 - Biofilme com 5 gramas de soro de leite e 20% de glicerol
Fonte: Autoria propria.

Obteve-se um filme inteiro, compacto e facil de ser manuseado ap6s adi¢cédo
do glicerol. As moléculas do plastificante, por serem pequenas e possuir polaridade
favoravel formam ligagcbes com a proteina, preenchendo os espacos vazios que

antes favoreciam a ruptura dos filmes (MALI et al., 2004).
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5.2 SOLUBILIDADE EM AGUA

Verifica-se através do planejamento experimental 22, apresentado na Tabela
4, que todos os filmes, independente da variagcdo de pH e concentracdo de Tween
80, apresentaram baixas porcentagens de solubilizagdo. Este resultado estd de
acordo com resultados obtidos por Pérez-Gago, Nadaud e Krochta (1999), no qual
filmes de proteina de soro de leite formulados com pHs 4, 5, 6, 7 e 8 mantiveram
sua integridade, com solubilidade muito préxima a zero, apos 24 horas de contato
com a agua. Os autores explicam que a destruicdo da estrutura tridimensional das
proteinas provocada pela desnaturacdo térmica, expde os grupos SH que ficam
"escondidos” no interior da molécula, permitindo a formacdo de ligacbes de

dissulfeto intermoleculares.

Tabela 4 - Resultados do planejamento experimental 2° para o teste de solubilidade dos
biofilmes a base de soro de leite.

pH pH Tween 80 (%) Tween 80

. L .o o Resposta
BRI enos e cotmenis b Sohbidade 09
1 -1 55 -1 0,0 0,08
P2 +1 8.5 -1 0.0 0,03
3 -1 55 +1 9,0 0,07
4 +1 8,5 +1 9,0 0,06
5 0 7,0 0 4,5 0,06
6 0 7,0 0 4,5 0,06
7 0 7,0 0 4,5 0,07

Analisando as respostas na Tabela 4, verifica-se que o experimento 2,
resultante da combinacdo pH 8,5, e auséncia de Tween 80, apresentou a menor
porcentagem de solubilizag&o.

Para explicar este resultado, os dados acima foram submetidos a uma
analise estatistica pelo teste t, no qual verifica-se como cada variavel influenciou na

resposta. A Tabela 5 apresenta os resultados desta analise.
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Tabela 5 - Andlise da influéncia do pH e Tween 80 na solubilidade dos biofilmes a base de

soro de leite.

. . Erro Limite Limite
Variaveis Efeito Padrio teal p Inferior Superior
Media 0,061429 0,002020 30,40559 0,000078 0,054999 0,067858
pH -0,030000 0,005345 -5,61249 0,011181 -0,047011 -0,012989
Tween 80 0,010000 0,005345 1,87083 0,158124 -0,007011 0,027011
pH x Tween 80 0,020000 0,005345 3,74166  0,033307 0,002989 0,037011

Na Tabela 5, 0 moédulo de tcacuado para o pH, e para a interacdo pH x Tween

80 foi maior que 0 twsrico (2,4469) ao nivel de confianca de 95%; portanto, apenas o

pH e a interacdo pH x Tween 80 influenciaram no processo. Este resultado indica

gue o Tween 80 somente influéncia na solubilidade devido aos diferentes tipos de

interagcdo com o pH.

O Grafico de Pareto, Figura 10, ilustra o efeito das variaveis independentes

sobre a variavel dependente, solubilidade dos biofilmes. Observa-se que quanto

maior o valor do tcacuado, Maior € o efeito e a distancia da coluna, este efeito é

significativo quando a coluna extrapola a linha vertical vermelha.

pH

pH x Tween 80

Tween 80

leite.

M

A -5.612

%

1.870829

p=.05

Estimativa do Efeito (Valor absoluto)
Figura 10 - Gréafico de Pareto para o ensaio de solubilidade dos biofilmes a base de soro de
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Através das micrografias apresentadas na Figura 11, foi possivel verificar
visivelmente o efeito dessa interacédo entre o pH e o Tween 80. No filme formado
com pH 5,5, Figura 1la, é possivel observar a presenca de manchas claras e
escuras espalhadas pelo filme.

Figura 11 - Micrografias 6pticas de biofilmes a base de soro de leite contendo 9 % de
Tween 80 em pH 5,5 (a) e pH 8,5 (b)
Fonte - Autoria propria.

Acredita-se que estas manchas estejam relacionadas a separacdo de fase
entre Tween 80, 4gua e proteina, fendbmeno este provocado pelo meio acido, que
pode ter promovido a diminuicdo de sitios ativos que participariam da interacdo
Tween 80 x proteina. Para os filmes formados a pH 8,5, figura 11b, ndo se observou
diferencas de coloracdo. Acredita-se que a interacdo foi favorecida pelo meio
béasico, formando um biofilme, a nivel microscopico, homogéneo e sem fases.

Para avaliar o ajuste do modelo estatistico ao tipo de analise empregada,
um grafico de valores observados e preditos foi elaborado e esta apresentado na

Figura 12.
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Figura 12 - Grafico de valores preditos e observados para o ensaio de
solubilidade dos biofilmes a base de soro de leite.

A reta obtida na Figura 12 apresenta, coeficiente de correlacdo, R? igual a
0,942, isto indica que a relagcéo entre pH, Tween 80 e solubilidade € linear, e que a
equacao que rege a variacdo da solubilidade dos filmes em funcdo do pH e da
concentracdo de Tween 80 é de primeira ordem, Equagéo 7.

Solubilidade (%) = 0,061 — 0,015x + 0,005y + 0.01xy (7

Através da Equacdo 7, onde x € o valor do pH e y a porcentagem de Tween
80, pode-se prever a solubilidade dos filmes em outros ensaios com diferentes
valores de pH e Tween 80.

O comportamento da solubilidade frente a interacdo pH e Tween 80 é
ilustrado no grafico de superficie de resposta, apresentado em 3D na Figura 13, e

em 2D na Figura 14.
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SIOANMENES I8

Bl >0.08
Bl <0.08
[ <0.06
[ <0.04
B <0.02

Figura 13 - Grafico de superficie de resposta em 3D para o ensaio de solubilidade dos
biofilmes a base de soro de leite.

% Tween 80

Bl >0.09
Bl <0.09
Bl <0.08
B <0.07
[ <0.06
[1<0.05
[ <0.04
B <0.03
Bl <0.02
Bl <0.01

pH

Figura 14 - Grafico de superficie de resposta em 2D para 0 ensaio de solubilidade dos
biofiimes a base de soro de leite.

Verifica-se que a solubilidade tende a diminuir em pHs mais altos e na
auséncia de Tween 80, este ponto pode ser visualizado no campo esverdeado da



36

Figura 14. Acredita-se que a solubilidade foi menor para os biofilmes com pH 8,5,
devido a maior homogeneidade dos mesmos, fato este evidenciado pela auséncia
de manchas e particulas ndo dissolvidas na superficie dos mesmos, conforme visto
na micrografia 6ptica (Figura 11b).

Ao analisar a extremidade direita da Figura 14, observa-se que a adi¢cao do
Tween 80 aumentou a solubilidade dos biofilmes com pH 8,5. Resultado semelhante
foi encontrado por Rodriguez et al (2006), seus estudos revelaram que o Tween 20
(outro agente tensoativo estudado na elaboracéo de biofilmes), quando utilizado em
altos teores, na presenca do plastificante glicerol, comporta-se como agente

plastificante, aumentando a hidrofilicidade dos biofilmes.

5.3 PROPRIEDADES MECANICAS

5.3.1 Elongacéo e resisténcia a tragao na ruptura

Observa-se através dos resultados do planejamento experimental
apresentados na Tabela 6, que o experimento 2, que é uma combinacédo do pH 8,5
e auséncia de Tween 80, apresentou a maior porcentagem de elongacéo, 30,64%, e

a maior resisténcia a tracdo, 1,28 MPa.

Tabela 6 - Resultados do planejamento experimental 22 para 0s testes mecanicos nos
biofilmes a base de soro de leite.

- _ t NpH_ y PIH Twe&r’] 8(_) (%) Tw\e/enI 80 (%0) Respostas
Y codificados Reals  Codificados  Reais | DO"920 (%) Resistencia (MPa)
1 -1 55 -1 0,0 13,18 0,43
Y 1 8,5 -1 0,0 30,64 1,28:
3 -1 55 1 9,0 6,26 0,38
4 1 8,5 1 9,0 29,28 0,83
5 0 7,0 0 4,5 6,49 0,32
6 0 7,0 0 4,5 6,68 0,36
7 0 7,0 0 4,5 6,59 0,40

Para discutir os resultados da Tabela 6, a influéncia significativa de cada
varidvel nos ensaios de elongacao e resisténcia a tracao foi avaliada. Os resultados

desta analise estao apresentados nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 - Analise da influéncia do pH e Tween 80 na elongac¢ao dos biofilmes a base de soro
de leite.

. . Erro Limite Limite
Variaveis Efeito Padrao el P Inferior  Superior
Média 16,22455 2,257738 7,186195 0,00018 10,8858  21,56325
pH 20,2375 5,294865 3,822099 0,006524  7,7171 32,75787
Tween 80 -4,1475  5,294865 -0,783306 0,459125 -16,6679  8,37287

pH X Tween80  2,7825  5,294865 0,525509 0,615459 -9,7379  15,30287

Tabela 8 - Andlise da influéncia do pH e Tween 80 na resisténcia a tragdo dos biofilmes a base
de soro de leite.

o . Erro Limite Limite
Variaveis Efeito padrao eal b Inferior  Superior
Média 0,626364 0,063718 9,83027 0,000024 0,475695 0,777032
pH 0,6475 0,149432 4,33309 0,003425 0,294151 1,000849
Tween 80 -0,2525 0,149432 -1,68974 0,134926 -0,605849 0,100849

pHx Tween 80 -0,1975 0,149432 -1,32168 0,227832 -0,550849 0,155849

Observa-se que tanto para a elongacdo quanto para a resisténcia a tracao
apenas o pH apresentou t calculado (modulo) maior que o t tedrico, ao nivel de
95% de confianca. Isto indica que o pH foi a Unica variavel que influenciou
significativamente nos processos, as Figuras 15 e 16 ilustram os efeitos das

variaveis para o ensaio de elongagéo e resisténcia a ruptura.
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Figura 15 - Gréfico de Pareto para o ensaio de elongacéo dos biofilmes a base de soro de leite
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Figura 16 - Gréafico de Pareto para o ensaio de resisténcia a tracdo dos biofilmes a base de

soro de leite.

O pH influenciou significativamente nos processos e isto deve estar

relacionado ao fato dos filmes apresentarem texturas bem distintas em diferentes

valores de pHs de formulacdo. Os filmes com pH 5,5, Figura 17a e b, podem ter
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apresentado baixa porcentagem de elongacéo e resisténcia a tracdo devido ao fato
de apresentarem varios conjuntos de particulas ndo dissolvidas distribuidas ao
longo de suas superficies. Os filmes formulados a pH 7,0, Figura 17c, também
apresentaram porcentagem de elongacdo e resisténcia a tracdo baixa, as partes
mais claras apresentadas na Figura 17c sao as falhas formadas durante o processo
de secagem. A presenca dessas falhas ao longo da superficie, diminuiu a interagéo
entre as moléculas do filme, tornando facil o rompimento. Os filmes com pH 8,5,
Figura 17d e 17e, foram os Unicos que apresentaram textura homogénea, e

também maior porcentagem de elongacgéao e resisténcia a ruptura .

Figura 17 - Biofilme com pH 5,5 sem Tween 80 (a), pH 5,5 com Tween 80 (b) pH 7,0 com Tween
80 (c), pH 8,5 sem Tween 80 (d) pH 8,5 com Tween 80 (e)
Fonte: Autoria propria.

Os gréaficos dos valores preditos e observados para a porcentagem de
elongacéo e resisténcia a ruptura dos filmes estdo apresentados nas Figuras 18 e
19.
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Figura 18 - Grafico de valores preditos e observados para o ensaio de elongacéo
nos biofilmes a base de soro de leite.
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Figura 19 - Gréafico de valores preditos e observados para o ensaio de resisténcia
atracdo nos biofilmes a base de soro de leite.
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O coeficiente de correlacdo, R?, da Figura 18 foi de 0,69 e da Figura 19 foi
de 0,77. Isto significa que apenas 69% dos resultados do ensaio de elongacéo e
77% da variabilidade dos dados de resisténcia podem ser explicadas pelos modelos
multivariados propostos. Utilizando as Equactes (8) e (9) tem-se a elongagéo e a
resisténcia dos biofilmes em qualquer concentracdo de Tween 80 e valor de pH,

onde x é o valor do pH e y a porcentagem de Tween 80.

Elongacio (%) = 16,224 + 10,118x — 2,074y + 1.391xy (8)
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Resisténcia a Ruptura (MPa) = 0,626 + 0,324x — 0,126y — 0.099xy  (9)

Os graficos de superficie de resposta em 3D e em 2D para a porcentagem
de elongacéo dos biofilmes encontram-se nas Figuras 20 e 21.

SOUO\S[/ ]
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B <20
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B <0

Figura 20 - Grafico de superficie de resposta em 3D para o ensaio de elongacgéo dos biofilmes
a base de soro de leite.
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Figura 21 - Grafico de superficie de resposta em 2D para o ensaio de elongacéo dos biofilmes
a base de soro de leite.
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Conforme pode ser observado na Figura 21, a porcentagem de elongacéao
dos biofiimes de fato aumentou com o aumento do pH, independente da
concentracdo de Tween 80. Este resultado esta de acordo com a analise de efeitos,
na qual apenas o pH influenciou significativamente no processo.

Os graficos de superficie de resposta em 3D e em 2D para a resisténcia a
tracdo encontram-se nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22 - Gréfico de superficie de resposta em 3D para o ensaio de resisténcia a tracao dos
biofilmes a base de soro de leite.
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Figura 23 - Grafico de superficie de resposta em 2D para o ensaio de resisténcia a tracdo dos
biofilmes a base de soro de leite.
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Observa-se na Figura 23 que a resisténcia dos biofiimes a ruptura
aumentou conforme aumentou o pH e que os valores maiores de Tween 80
associados ao pH 8,5, linhas avermelhadas das Figura 23, produziram filmes menos
resistentes. Acredita-se que mais uma vez o Tween 80 atuou em conjunto com
o glicerol, visto que um agente plastificante em certas condi¢cdes pode desempenhar
funcdes antiplastificante, diminuindo a flexibilidade dos mesmos (SHIMAZU; MALI;
GROSSMANN, 2007).

5.4 PROPRIEDADES DE BARREIRA

5.4.1 Permeabilidade e transmissdo a vapores de agua

N&o foi possivel obter resultados deste ensaio, pois os filmes formulados no
pH 8,5 apresentaram espessura fina, tornando-se muito frageis, ao serem
colocados na célula de analise, rompiam-se facilmente. Nao se prosseguiu com 0s
ensaios, pois estas rachaduras atuam como "brechas" por onde o ar pode passar e
atingir a silica sem ter de fato permeado o filme. Outro fato importante séo as falhas
apresentadas nos filmes formulados no pH 7,0 que também possibilitam a
passagem direta do ar.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados revelam que os biofiimes de proteina de soro de leite
apresentam caracteristicas relevantes para possivel producdo de plasticos
biodegradaveis. Embora as propriedades mecéanicas necessitem ser melhoradas,
os filmes mantém sua integridade mesmo apos 24 horas de imersdo em agua
destilada.

Os biofilmes contendo 5 gramas de soro de leite apesar de apresentarem-
se quebradicos, sdo os que apresentam melhores caracteristicas ao manuseio.
Destaca-se neste contexto que foi possivel realizar os ensaios mecanicos destes
biofilmes devido a presenca de glicerol que formou uma matriz continua possivel de
ser trabalhada.

A adicdo de Tween 80 n&o contribui significativamente na solubilidade e nas
propriedades mecanicas dos biofilmes. O pH exerce influéncia significativa, pois
verificou-se que a solubilidade € menor e a porcentagem de elongacdo e a
resisténcia a tracdo sdo maiores para biofilmes formulados no pH 8,5.

Destaca-se também a importancia da utilizagdo da andlise quimiométrica no
desenvolvimento de novos materiais, tal como a possibilidade de reducdo do
namero de experimentos, poupando tempo e matéria-prima, a0 mesmo tempo em

gue se mantém o nivel de confianca dos resultados.
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