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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo principal estudar, avaliar, e comparar, a
estabilidade térmica das interacBes entre proteina de soja isolada com trés polissacarideos
ajustados em pHs extremos 3 e 11. Resultados sugeriram que a interacdo de matrizes filmégenas
SPI + alginato se mostrou mais termoresistente, com Tonset= 67,7 °C. Tanto a DTG como a DSC
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foram sensiveis para identificacdo das temperaturas de maior cinética da desnaturagédo. A DSC
explorou as temperaturas de agregacéo térmica superiores a 113,0°C para as solu¢des na fase
poés-desnaturacdo, com excecdo na mistura SPl+pectina. Apdés a analise dos resultados
termoanaliticos das solugdes, os filmes preparados foram ajustados em pH 11 e tratados nas
temperaturas otimizadas caracteristicas a partir dos resultados da DTG. Temperaturas de
agregacéao térmica dos filmes foram identificadas nos perfis exotérmicos DSC dos filmes SPI,
SPl+pectina, SPI+alginato e SPI + goma alfarroba sugerindo que com o aquecimento pos-
desnaturacdo as ligacdes covalentes tendem a se formarem. No entanto, devido a pouca
variacdo da entalpia envolvida nestes fendbmenos, os resultados sugeriram fragilidade nas
ligacdes quimicas ap0s a gelificacéo das proteinas e misturas nos filmes. As micrografias obtidas
indicam alteragcbes morfolégicas com a temperatura de tratamento térmico. Resultados das
propriedades mecénicas demonstram atenuacdo da magnitude das propriedades mecéanicas
com 0 aquecimento.

Palavras-chave: Desnaturacdo. Estabilidade térmica. Polissacarideos. Tratamentos térmicos.
Microestrutura.

Abstract: Main objective of this work was to study, evaluate and compare the thermal stability to
interactions thermal analysis of interactions between isolated soy protein and three
polysaccharides adjusted at extreme pHs 3 and 11. Results suggested that the interaction of
filmogenic matrices SPI + alginate proved to be more heat resistant, with Tonset = 67.7 °C. So
much to DTG such as DSC were sensitive to identify the temperatures with the highest
denaturation kinetics. DSC explored thermal aggregation temperatures higher than 113 °C for
solutions in the post-denaturation phase, with the exception the SPIl+pectin mixture. After
analyzing the thermoanalytical results of the solutions prepared films were adjusted to pH 11 and
treated at the characteristic optimized temperatures from the DTG results. Film thermal
aggregation temperatures were identified in the exothermic profiles DSC's from films SPI,
SPl+pectin, SPIl+alginate and SPl+locust bean gum suggesting that with after-denaturation
heating covalent bonds tend to form. However, due to little enthalpy variation involved in these
phenomena, The micrographs obtained indicate morphological changes with the heat treatment
temperature. Results to mechanical properties demonstrate attenuation from magnitude
mechanical’s properties with heating.

Keywords: Denaturation. Thermal stability. Polysaccharides. Thermal treatments.
Microstructure.
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1 INTRODUCAO

Os descartes inadequados de embalagens de origem petroquimica vém
provocando mundialmente um grande problema ambiental. Existem dificuldades
de reciclagem da maioria das embalagens sintéticas utilizadas, tanto pelos
custos, quanto pela consciéncia da maioria da populacdo e politicas publicas
ineficazes. Sendo assim, a industria manifesta atualmente interesse em
substituir embalagens sintéticas por embalagens biodegradaveis, garantindo
simultaneamente a seguranca microbiolégica e a conservacdo da qualidade
nutricional dos produtos alimenticios processados. Estas questdes apresentadas
estimularam nas ultimas décadas o desenvolvimento de embalagens, filmes e
coberturas preparadas a partir de matérias-primas renovaveis como 0S
polissacarideos, proteina e amidos (MALI et al., 2010).

Filmes biodegradaveis desenvolvidos a base da proteina de soja tém se
mostrado como uma promissora alternativa de substituicdo dos filmes sintéticos
(de OLIVEIRA et al., 2021; AMADO, SILVA e MAURO, 2019). Proteinas de soja
sdo constituidas por uma estrutura formada por muitos aminoacidos de alto
potencial para interacdes moleculares polares e apolares. Quando a proteina €
aguecida a uma temperatura especifica havera alteracbes conformacionais nas
estruturas secundaria, terciaria e quaternaria. Tais mudancas sdo denominadas
desnaturacdo proteica. A desnaturacdo das proteinas est4d associada ao
aguecimento, pH dos biocompostos, e interacdes eletrostaticas. Durante a
desnaturacao as estruturas terciarias e quaternarias das proteinas 11S (glicina)
e 7S (B-conglicinina) sdo rompidas. Entretanto, a resposta das fragfes 11S e 7S
ao tratamento térmico depende da atenuacao das forcas ibnicas que estabilizam
as conformacdes nativas propiciando alteracdes nas ligacdes de pontes de
hidrogénio, enxofre e interacdes hidrofobicas. Estudos atuais sugerem que na
proteina de soja, a desnaturagcédo parcial na fracdo 7S ocorre usualmente em
temperaturas superiores a 60 °C e a desnaturacao parcial na fracdo 11S ocorre
entre 80°C a 90°C (GARCIA et al., 1997). Porém, estes resultados sé&o
diferenciados em conformidade com a concentracdo da matriz proteica.

O tratamento térmico & primordial para a preparagdo dos biofilmes. A
estabilidade térmica da proteina estd vinculada com sua capacidade em
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conservacgao da estrutura nativa (CHEN et al., 2017; IBANOGLUE, 2015, LI et
al., 2014). No presente trabalho foram aplicadas duas técnicas experimentais
para a caracterizacdo do comportamento térmico de cada amostra, a Analise
Térmica (TG) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), sendo que a primeira
identifica os resultados das curvas das perdas de massa, e a segunda técnica
revela o resultado do fluxo de calor, ambas em funcdo da temperatura.

A partir dos resultados obtidos foi abordado inicialmente o tratamento da
Andlise Termogravimétrica Derivada (DTG), referente ao estudo da derivada de
primeira ordem da curva experimental da perda de massa em fungcdo do
aguecimento encontrado via TG. Por meio desta avaliacdo, sdo caracterizadas
as temperaturas Tonset, Tdec € Toffset. A primeira temperatura caracteriza o inicio
do fendbmeno de desnaturacdo em que ocorre a perda de massa, limitando a
estabilidade térmica da amostra. E seguro afirmar que até atingir a temperatura
Tonset, @ estrutura nativa da amostra permanece conservada (Li et al.; 2014) e
apos até ponto é ativada a desnaturacao nos filmes. A Tdec €Sta vinculada a
temperatura em que ha a maior cinética da perda de massa, ou, decomposicao
termogravimétrica, e a Toftset demonstra o término do estagio da decomposicao
termogravimétrica. O pico endotérmico obtido no grafico da curva DSC é
caracteristico do fenébmeno de desnaturacéo dos filmes.

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar a otimizacao da
estabilidade térmica e analisar o comportamento térmico das matrizes
filmbégenas preparadas a base de proteina isolada de soja (SPI) e das misturas
proteico-polissacaridicas, pectina, alginato e goma alfarroba (LBG) ajustados
nos pHs 3 e 11.

Entre os biopolimeros naturais, a proteina de soja e os polissacarideos
sdo muito abundantes, renovaveis, e a soja é de facil cultivo nos férteis solos
paranaenses. Industrialmente é importante conhecer a temperatura de
estabilidade térmica e a Toftset porque a partir deste este ponto os filmes
desnaturam. No entanto, devido as variagcdes térmicas e mudancas das
propriedades quimicas entre os filmes, as moléculas que constituem as matrizes
podem apresentar distintos arranjos que influem em suas estruturas

morfoldgicas propriedades mecanicas (SILVA et al., 2018; SUI et al., 2016).
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As caracterizagdes encontradas por ensaios mecanicos neste estudo
foram (tenséo, o, deformacao, €, e médulo de Young, E). A maioria dos filmes
produzidos a base de SPI+polissacarideos combinam de modo geral os
comportamentos elastico e plastico. A tensdo mede a for¢a aplicada por unidade
de area. A deformacéao avalia o limite quantitativo necessario para que o material
nao sofra ruptura, enquanto que o modulo de Young examina o ponto limite para
que o comportamento elastico do filme seja preservado (DIEZ-PASCUAL, DIEZ-
VICENTE, 2014). Logo, o modulo de Young é obtido diretamente a partir da
inclinagcdo da curva de tenséo vs. deformacéo na regido elastica.

Apos a caracterizacdo do comportamento térmico, os filmes das misturas
SPI+polissacarideos ajustados no pH 11 foram confeccionados em temperaturas
otimizadas préximas as temperaturas do comportamento térmico durante a
desnaturacao. A microestrutura morfolégica e as propriedades encontradas por
ensaios mecanicos (modulo de Young, alongamento e tensao) foram analisadas
com a finalidade de se obter as propriedades otimizadas. Os resultados
encontrados por estas técnicas foram interpretados com base nas mudancas nas
interagbes intermoleculares entre as matrizes filmégenas considerando as
temperaturas limites do fenbmeno de desnaturacdo e as alteracdes das

estruturas das matrizes proteico-polissacarideos.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Preparacao das solucdes das misturas proteicas-polissacaridicas

A solucéo controle (SPI) foi preparada com 16,2 g de proteina de soja isolada
(SPI, MAXSQY Alimentos LTDA) diluida em 163,8 ml de 4gua destilada e 0,6 g
de glicerina (Gly 99,5%; Synth) por dez minutos a 1500 rpm no equipamento de
agitacdo eletromagnética com aquecimento (Marconi, SL 95). A solugéo foi
amornada a 65 °C durante a agitacdo para a solubilizacédo da proteina.

A solucdo da matriz proteica-pectina foi produzida a partir da
homogeneizacédo da solucao controle SPI com 3 g de pectina. Esta mistura foi

agitada por 10 minutos a 1500rpm e aquecida a 50°C. As formulac¢des proteica-
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alginato e proteica-goma alfarroba (LBG) foram fabricadas similarmente. Na
solucéo controle SPI foi incorporada mais 0,6g dos polissacarideos. A mistura
foi aquecida a 80°C por 10 minutos sem agitacdo. A goma alfarroba (LBG) foi
gentilmente concedida pela empresa (GRINDSTED ® LBG 246, S&o Paulo-BR),
e o alginato foi doado pela empresa DANISCO. Apés as medi¢bes, o pH das

solucdes foi ajustado em 3 com HCL e 11 com NaOH.

2.2 Técnicas termoanaliticas
2.2.1. Andlise Térmica Diferencial (DTG)

As amostras foram caracterizadas com auxilio da técnica de Analise
Térmica (TG) no equipamento de andlises simultanea de alta resolucédo (STA
6000 Simultaneous Thermal Analyzer PerkinElmer Frontier) a temperatura
controlada no intervalo entre 50°C a 250°C na taxa de aquecimento de 20 “C/min.
Dez microlitros de cada amostra foram introduzidos no cadinho aberto de platina
rédio previamente. O gas de arraste aplicado foi o nitrogénio, na taxa de vazao

de 30 ml/min.

Resultados dos testes foram conhecidos por meio de perfis graficos da
perda de massa (em %) durante o aquecimento em funcdo da temperatura
controlada (PICOLLOTO et al., 2022; BERNAL et al., 2002). Em seguida, ap6s
a obtencao dos gréficos foi aplicada a derivada de primeira ordem da Analise
Termogravimétrica Diferencial (DTG), possibilitando assim estudar as
temperaturas dos estagios de decomposi¢cdo termogravimétrica para o inicio da
reacdo, Tonset, temperatura de maior cinética da decomposicado
termogravimétrica associada a desnaturacao térmica, Tdec, € temperatura de
término do estagio de decomposicéo, Tofiset, para as misturas poliméricas. A

temperatura Tdec € exibida nos perfis como a temperatura de inflexdo.

2.2.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Além da variacdo termogravimétrica, o equipamento opera a leitura do
fluxo de calor entre a amostra e a referéncia, o que consiste no principio
fundamental do DSC (CANEVAROLO, 2017). Foram utilizadas as mesmas

condi¢gbes experimentais para TG. A diferenca do fluxo entre a amostra e a
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referéncia surge, revelando a natureza de absorcdo ou liberagdo de calor no
sistema devido aos efeitos térmicos intrinseco da amostra estudada nas
condicbes experimentais submetidas (IONASHIRO, 2004). Por meio do sinal
resultante, € encontrada a curva caracteristica do fluxo de calor (q), medido em
mW/mg, em funcdo da temperatura. Durante o aquecimento, as transi¢coes de
fase de primeira ordem podem ser observadas nos perfis das solu¢des por meio
das concavidades dos picos. A temperatura de desnaturacdo resultante nos
picos DTG é associada ao pico endotérmico do perfil DSC (representado pela
concavidade orientada para cima). Nas misturas proteicas, 0s eventos
exotérmicos demonstrados pela concavidade orientada para baixo nos picos
DSC séo associadas a temperatura de agregacao térmica, Taggre. A vVariacdo da
entalpia das transicdes fisicas de desnaturacao e agregacdo sao calculadas por
meio da integral da area dos picos caracteristicos.

2.3 Ii’rc_eparagéo dos filmes para anélise de microestrutura e caracteristicas
mecanicas

Foram preparadas as seguintes matrizes filmdgenas: proteina isolada de
soja (SPI — 5%), glicerina (2%) em duas diferentes temperaturas de tratamento
térmico, de 58°C e 88°C, as misturas, SPI (5%), glicerina (2%) mais pectina (2%)
aquecidas a banho de 54°C e 78°C, SPI (5%) glicerina (2%) com alginato (2%)
nas temperaturas de tratamento térmico de 68°C, 88°C, e 115°C, e por fim, SPI
(5%), glicerina (2%) mais goma alfarroba (2%) submetidas a banhos de
aguecimento nas temperaturas de 63°C, 88°C, e 106°C. Todas as amostras
foram ajustadas em pH 11. Estas temperaturas pré-estabelecidas correspondem

principalmente aos resultados das temperaturas de desnaturagdo Tonset € Toffset.

2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi reproduzida em Microscopio
Eletronico de Varredura de bancada, (SEI modelo Quanta 250) operando com
uma diferenca de potencial 5kV. As microestruturas foram ampliadas 1000
vezes. Previamente as medidas, todas as amostras foram metalizadas com

particulas de ouro em equipamento a vacuo. As amostras estavam fixadas em
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um suporte metalico com auxilio de fita carbono condutiva sob vacuo por cinco

minutos.

2.5 Determinacéao das propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas dos filmes (tensdo, deformagdo e modulo de
elasticidade) foram coletadas de acordo com o método padrdao ASTM D882-09
(ASTM, 2009) utilizando um modelo de maquina de teste universal da Instron
3367 (Instron Corporation, Norwood, MA, EUA), equipado por uma célula de
carga de 1 kN. Os filmes foram recortados em amostras retangulares (15 x 2,5
cm?). A separacdo inicial foi igual a 100 mm e a velocidade foi estabelecida em

50 mm/min. Os testes foram repetidos em triplicatas.

2 RESULTADOS

3.1Analises Termogravimétricas

A figura 1 apresenta as curvas TG e DTG das solu¢fes ajustadas em pHs 3
ell.

100
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Figura 1.a. Perfis TG e DTG de solucéo SPI ajustada em pH 3.

Revista Mundi Engenharia, Tecnologia e Gestdo. Paranagud, PR, v.8, n.2, 2023



100 rgr T

—=—TG —o—DTG

80

Tonset
Tonset \Toffset

» Toffset

60
+ Tdec

)

91d

40 5

Am (%)
=T

First Stage

20

Second Stage

(b)
Tdec

50 100 150 200 250
T (°C)

Figura 1.b. Perfis TG e DTG de solugdo SPI ajustada em pH 11.

Os resultados dos perfis TG e DTG sugerem que ocorreu somente um
estagio de decomposicao termogravimétrica na solucao controle ajustada em pH
3 (Figura 1.a) entre o intervalo de Tonset = 55,1°C a Toffset = 84,2°C. O pico da
decomposicdo foi evidenciado na temperatura de 77,7°C. Entretanto, o
comportamento térmico foi diferenciado na solu¢cdo SPI regulada no pH mais
elevado, sendo identificado um estagio secundario de decomposicao.
Resultados sugerem que nos estagios primarios sao evidentes a completa
desnaturacdo da fragdo 7S (B-conglicinina) e parcial da fracdo 11S (glicina),
enquanto que em estagios secundarios sdo sugeridos que a desnaturacdo da
fracdo 11S pode ter sido completa. As curvas DTG sdo muito sensiveis a
resposta dos limites da estabilidade térmica, no entanto ndo foi possivel, por
meio da técnica, identificar o ponto especifico de inicio da desnaturacédo de 11S,
mas foi possivel obter objetivamente os comportamentos das temperaturas no
processo da desnaturacado, desde a formacédo do fenbmeno até a temperatura
final do processo. Na amostra controle ajustada em pH 11, as curvas DTG
indicaram por meio de interpolacédo as temperaturas Tonset € Toffset NO primeiro
estagio de decomposicdo séo, 57,3°C e 88,4°C, e no segundo estagio a
desnaturacao foi estabelecida entre o intervalo de 91,0 °C a 102,1 °C As
temperaturas de inflexdo nos dois estagios encontradas foram 83,5°C e 92,9°C

respectivamente.

Revista Mundi Engenharia, Tecnologia e Gestdo. Paranagud, PR, v.8, n.2, 2023



Os resultados instigam a ponderar que é necessaria a aplicacdo de
temperaturas mais elevadas na solucdo controle SPI no pH superior para
desnaturacdo da proteina de soja. O ajuste do pH influi na interacdo quimica
entre os dissulfetos e nas interacdes fisicas eletrostaticas e hidrofébicas entre
0s compostos. Portanto, as referidas interacdoes possivelmente se fortaleceram
no SPI ajustado por pH 11, gerando maior resisténcia ao calor aplicado para que
surgisse o processo de desnaturacdo nas estruturas terciarias e quaternarias da
proteina de soja. Os resultados encontrados por TG das amostras examinadas
revelaram que a perda de massa inicial entre temperatura ambiente e 250 °C foi
igual a 100 % para SPI ajustada em pH inferior, e a primeira decomposi¢cao
gravimétrica apresentou massa residual equivalente a 3,54 % no final do primeiro
estagio, e 1,34 % no final do segundo estagio na SPI ajustada em pH 11. A
temperatura de desnaturacao da proteina tende a aumentar na medida que o pH
€ intensificado devido a maior forca de repulséo eletrostatica entre as moléculas
(WIJAYA, 2017).

As curvas TG e DTG das misturas SPI+pectina estdo apresentadas na
Figura 2. O pico de inflexdo (62,8°C) foi contemplado na curva DTG da mistura
proteico-pectina ajustada em pH 3. O intervalo de decomposicéo
termogravimétrica exibido no gréfico ficou estabelecido entre 50,4°C e 66,6°C.
O intervalo de decomposic¢éao foi atribuido a interacdo de SPI com a pectina. A
massa residual apdés a decomposic¢ao foi equivalente a 1,94 % aproximadamente
da massa original. A desnaturacdo gerada pelo aguecimento € um processo
irreversivel (IBARRA-MOLERO, SANCHES-RUIZ; 2018).

——TG_—o—DTG]

~ 7 { Moffset

Am (%)
ol1d

56 160 15;0 260 250
T(0)
Figura 2.a. Perfis TG e DTG de solucéo mistura proteico-pectina ajustada em pH 3.
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Figura 2.b. Perfis TG e DTG de solugcio mistura proteico-pectina ajustada em pH 11.

Na Figura 2.b sdo mostradas as temperaturas associadas aos estagios
de decomposi¢cao termogravimétrica da mistura SPI com a pectina. No estagio
de decomposicédo, a desnaturacéo adveio no intervalo entre 53,8°C a 78,0 °C. A
temperatura no ponto de inflexdo, 76,4 °C ¢ atribuida a maior cinética da reacéo
de decomposicdo termogravimétrica. A estabilidade térmica da interacdo
proteico-pectina é inferior & da amostra SPI ajustada pH similar. Este resultado
sugestiona que a desnhaturacdo dos filmes desenvolvidos a base da matriz
controle tem resisténcia otimizada ao aguecimento, ou seja, ha necessidade de
maior demanda de energia para transformar o filme SPI em uma matriz ~"mais
plastica”™ em comparacao aos filmes de base produzidos pela interacao proteica-
pectina. De acordo com os perfis ilustrados, a degradacao térmica no intervalo
de temperatura encontrado na interacdo proteica-pectina ajustada em pH 3 é
inferior tanto ao da amostra controle SPI regulada no pH equivalente, como da
solugdo SPI + pectina ajustada no pH superior, sugestionando que a pectina
favoreceu a reducdo da temperatura de degradacédo, e que o pH inferiu no
fendbmeno. Este resultado mostra que a pectina reagiu imediatamente sobre as
moléculas e compostos da SPIl. Os Unicos estagios de decomposicdo nas
misturas corroboram que a desnaturacdo das fracbes 7S e 11S foram
completadas integralmente. A Tonset € UmMa Iimportante caracteristica na
determinacdo da estabilidade do material para produtos que passem por
processos de tratamento térmico. A massa residual na solu¢cdo SPI + pectina

encontrada foi de aproximadamente 9,27%.
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A pectina € um polissacarideo aniénico carboxilado de alto peso
molecular constituido majoritariamente por metil éster do grupo das metoxilas
(AMADO et al., 2019, OLIVEIRA et al., 2016). As reacdes quimicas entre glicina
e compostos de graus de metoxilagdo da pectina influiram na estabilidade nativa
das solugcdes. As interacbes entre a pectina surgem entre as ligagbes dos
aminoacidos glicina e os grupos de aminas da proteina (NHs*) e o grupo
carboxila livre de pectina (COO"). A interacdo eletrostatica depende do pHzeta. A
interacao eletrostatica da mistura proteico-pectina € negativa devido a repulsédo
entre os grupos —NHs*, aperfeicoando a estabilidade da fase nativa das
biomoléculas (JARAMILLO et al., 2017).

As figuras 3.a e 3b evidenciam as curvas termogravimétricas das misturas
SPI + alginato. A curva DTG da Figura 3.a realgcou o processo de degradacéo
térmica na solucdo proteico-alginato ajustado em pH 3. O intervalo da
decomposicdo observado foi determinado entre as temperaturas Tonset €Toffset,
58,1°C a 90,9°C respectivamente. A temperatura de pico da decomposicao foi
observada em 86,7°C. A decomposicdo gravimétrica residual foi inferior a 5%. O
estagio de decomposicédo foi Unico, sugerindo novamente que a decomposi¢cao
termogravimétrica estava associada a desnaturacdo das fracbes 7S e 11S. A
mistura SPI + alginato tendeu a ser levemente mais resistente termicamente em
relacdo a amostra controle SPI. O comportamento similar foi observado na
interacdo proteica-alginato ajustada em pH 11.

A decomposicdo termogravimétrica foi atribuida a evaporacdo dos
compostos das misturas devido o rompimento das ligagdes intermoleculares e
intramoleculares entre as pontes de hidrogénio e enxofre na matriz SPI e
decomposicdo das ligacbes quimicas instaveis do alginato. O aquecimento
afetou as ligacOes eletrostaticas e clivagem da ligacdo covalente entre as
ligacdes peptidicas e do polissacarideo. A perda de massa residual apos a
decomposicao termogravimeétrica correspondeu a 4,88% aproximadamente apos

0 estagio de decomposicao.
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Figura 3.a. Perfis TG e DTG de solu¢do mistura proteico-alginato ajustada em pH 3.
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Figura 3.b. Perfis TG e DTG de solug&o mistura proteico-alginato ajustada em pH 11.

A curva DTG (Figura 3.b) indicou que as interacdes entre SPI com alginato
ajustado no pH 11 foram termoestaveis até 67,7 °C, o pico da decomposicao foi
observado na temperatura de 98,5 °C, e Toiiset =115 °C. Este comportamento
térmico sugere melhor estabilidade da mistura SPI+alginato, em comparacéo ao
filme controle. A matriz SPI manifestou boa interagdo com os ions de calcio do
alginato.

O alginato € constituido por acido carboxilico e agrupa as sequéncias de
acidos gulurénico e manurdnicopropiciandoa interacdo mutua entre os ions de
alginato com os de sodio (ZHAO et al., 2009). Assim como a pectina, o alginato
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€ um polissacarideo portador de cargas negativas. Estudos recentes mostraram
gue o potencial zeta entre as misturas em pH superiores a 7 é repulsiva, desse
modo, os resultados nos levam a concluir que as ligacdes quimicas entre a matriz
proteica e o0s polissacarideos estdo influindo significativamente no
comportamento térmico da desnaturacdo das solugdes. A mistura SPI+alginato
demanda mais energia para desnaturar em comparacao ao filme controle, o que
significa melhor termoresisténcia desta mistura a aplicacdo de calor. A mistura
ajustada em pH superior foi mais resistente a aplicacdo de calor do que a
interacdo SPl+alginato ajustado em pH 3.

O comportamento térmico degradacao termogravimétrica da solucao SPI

+ LBG obtida por extrapolacao, esta apresentada na Figura 4.

—0—TG —O0—DTG

7~ Toffset

91d

N

50 100 150 200 250
T (°C)

Figura 4. Perfis TG e DTG de solucéo ajustada SPI + LBG ajustada em pH 11.

O intervalo da desnaturacdo abrangeu os limites de temperaturas Tonset €
Toffset, 62,6 °C, a 105,5 °C, e a maior cinética da decomposic¢éao foi identificada no
pico a 93,0 °C. A interacédo eletrostatica entre SPI+LBG é neutra. A estabilidade
térmica tendeu a ser levemente superior a do filme controle. A goma alfarroba
tem uma estrutura quimica de compacta ramificacdo. A massa residual obtida
por meio da curva TG apos a decomposicao correspondeu a 3,7%. Nao houve
preparo da mistura SPI-LBG ajustada em pH 3 porque néo foi formado filme

desta mistura neste pH, possivelmente porque as interagcdes intermoleculares
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nao atingiram as magnitudes de forcas intermoleculares suficientes para formar
ligacoes.

Portanto, comparando o comportamento térmico entre as amostras,
observa-se que a solugéo proteica-alginato tem resisténcia térmica otimizada
com a aplicacdo de calor. As misturas ajustadas em pH superior também
apresentaram decomposicdo em temperaturas superiores em comparagdo as
mesmas interacdes reguladas em pH 3. Altas temperaturas propiciam a ruptura
nas estruturas tridimensionais das proteinas, favorecendo o processo de
desnaturacdo desta e das misturas SPI com polissacarideos (ZHANG et al.,
2016).

A Figura 5 apresenta os perfis DSC das solu¢des SPI dos controles.
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Figura 5. Perfis DSC das SPIs controle.

Por meio das curvas experimentais DSC, € possivel captar as
temperaturas vinculadas a desnaturacdo e agregacao térmica para as solucdes
controles. Os picos endotérmicos dos perfis de fluxo de calor sdo representados
graficamente por meio da concavidade orientada para cima, e observadas para
as duas solugdes, nas temperaturas de 78°C para SPI ajustada em pH 3, e 92°C
para SPI ajustada em pH 11. As temperaturas de desnaturacdo, sao
aproximadamente coincidentes com os pontos de inflexdo obtidos nas curvas
DTG (Figuras l.a e 1.b). No entanto, o perfil DSC se mostrou sensivel para
deteccdo da temperatura de agregacao térmica para solugdo SPI regulada em
pH 11, observada por meio do pico exotérmico (cuja concavidade €
acentuadamente orientada para baixo, na representacéao grafica). O fenémeno

de agregacéao térmica pode ser explicado, devido a desnaturacéo da fracdo 11S
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da B-conglicina da proteina ndo ser completamente solubilizada durante o
aguecimento, e a perda de massa residual de agua existente no glicerol e no
plastificante. A cinética de agregacao térmica, e a estrutura dos compostos
agregados é regida pela repulséo entre as moléculas parcialmente desnaturadas
da SPI e de modo geral, dependem do pH, que controla a carga liquida resultante
da proteina e da forga ibnica, que limita e atenua as interacdes eletrostaticas,
pois a repulsdo eletrostatica tende a aumentar com o pH e a temperatura
(NELSON e COX, 2002; DURAND, GIMEL e NICOLAI, 2002).

A Figura 6 exibe os perfis DSC das solugdes proteico-pectina ajustadas
empH3ell.
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Figura 6. Perfis DSC das misturas SPI-pectina.

Os perfis evidenciaram as temperaturas de desnaturacdo equivalentes a
65°C e 78°C para as solucdes interagentes SPI + pectina ajustada nos pHs 3 e
11 respectivamente. Na curva da mistura ajustada em pH 3 ainda pode ser
compreendida a temperatura de agregacao térmica (115°C). O fendmeno de
agregacdao é cinético e pode ser explicado porque ndo houve completa ruptura
de ligacdes das fragbes da B-conglicinina e glicinina, e elevada atracdo
eletrostatica. A técnica DSC ¢é amplamente sensivel a observacdo da
temperatura de agregacao. As ligacdes quimicas e fisicas entre as proteinas e
polissacarideos sofrem desnaturacdo pelo aguecimento porque com o aumento
da agitacdo molecular as ligagOes atrativas entre as pontes de hidrogénio e
enxofre se rompem, alteando a conformacédo espiral das macromoléculas. A

reducdo da Tdesn Nas interacdes SPI+pectina em relagcdo as amostras controles
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SPI apontam que a pectina pode ter atuado como um lubrificante das cadeias
poliméricas, estimulando as ramificacdes e consequentemente a flexibilidade e
mobilidade molecular da mistura. A viscosidade da amostra é reduzida com o
aguecimento propiciando a transicdo de fase na desnaturagcédo das estruturas
tercidrias e quaternarias.

A Figura 7 mostra os perfis DSC das solu¢des SPI + alginato ajustadas
em pHs 3 e 11, e da interagcdo SPI+LBG. As temperaturas obtidas para a

desnaturacao e agregacéao térmica estdo apresentadas no gréfico.
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Figura 7. Perfis DSC das misturas SPI-alginato e SPI+LBG.

Os resultados sugerem que as interagcbes dos polissacarideos
modificaram 0 comportamento térmico das solucdes. As variacdes da
estabilidade térmica e temperatura de pico da decomposicéo termogravimétrica
estdo relacionadas aparentemente as mudancas nas estruturas da proteina
produzidas pela incorporacédo dos polissacarideos. Estas altera¢des na estrutura
da proteina podem reproduzir as mudancas conformacionais com o aquecimento
das matrizes, gerando a ruptura das ligacfes intermoleculares de menor energia
gue mantém a conformacéao da proteina e interrompem a continuidade da matriz
proteica induzindo, a variacdo nas estruturas termicamente estaveis (LI et al.,
2014).

As variagdes das entalpias (AH) endotérmicas e exotérmicas foram
estudadas quantitativamente diretamente por meio da integracdo dos picos
DSCs, cujos resultados estado descritos na Tabela 1. O sinal negativo de AH

convencionalmente representa o evento endotérmico para absor¢cdo de energia
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térmica durante a desnaturagdo, e o sinal positivo esti associado a transicao
exotérmica da agregacéao. Fisicamente AH significa a medida da energia térmica
necessaria para que aconteca os fenémenos de transicdo de fase de primeira
ordem, e esta intrinsecamente vinculado com a estabilidade. Quando a proteina
de soja € aquecida, as pontes de enxofre (dissulfetos) sdo rompidas por meio
das reacfes endotérmicas, 0 que significa que a desnaturacéo foi provocada
pelo rompimento da estrutura terciaria, e o rompimento das ligacdes hidrofobicas
pode gerar as reagfes exotérmicas. Os resultados apontaram que em maodulo,
que as variacoes da entalpias de transicdo de desnaturac&o sao superiores as
AH de agregacéao, isto €, maior energia térmica € absorvida para desnaturar, do

gue liberada na fase pos-desnaturacao.

Tabela 1. Variacdo da entalpia de desnaturacdo e de agregacao térmica.

Amostras AHgesn (kJI/Kg) AH.gqre (KI/Kg)
endo exo
SPIpH 11 -15,43 £ 0,17 3,48 +£0,01
SPIpH 3 -1769+0,13 e
SPI + pectina pH 11 -850+0,14 -
SPI + pectina pH 3 -12,75+£ 0,12 1,03+ 0,01
SPI + alginato pH 11 -5,88 £ 0,05 4,29 + 0,05
SPI + alginato pH 3 -14,61 £ 0,11 7,65+0,04
SPI + LBG pH 11 -7,22 £ 0,04 6,83 £ 0,05

ApOs a caracterizacdo termoanalitica das solucdes foram produzidos filmes
das matrizes filmogenas proteica-polissacaridicas ajustadas em pH 11 porque
as solugcbes do menor pH ndo formaram filmes, enquanto que estudos
antecessores revelam que filmes desenvolvidos no pH 11 apresentam as
melhores propriedades em comparagdo aos filmes formados por outros pHs
(SILVA et al., 2020, SILVA et al., 2015).

Segundo a proposta de estudo, os filmes preparados foram condicionados a
tratamento térmico em banho maria nas temperaturas Tonset € Toffset, COM

excecdes dos filmes SPI+ Alginato e SPI+ LBG, também produzidos na
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temperatura de desnaturacdo. Nos demais filmes (SPI e SPI + pectina) néo
foram produzidos filmes na temperatura de decomposi¢cdo porque as mesmas
sdo muito proximas das Tofiset, € NA0 foi possivel formar filme padréo de proteina
de soja isolada com o tratamento superior a 90° C, possivelmente devido a

volatilizacéo dos principais compostos ap0s o primeiro estagio de decomposicao.

3.2Microscopia Eletrénica de Varredura

ApOs a caracterizacdo do comportamento térmico das interacdes
proteico-polissacarideos, os filmes ajustados em pH 11 foram desenvolvidos a
tratamentos térmicos de temperaturas aproximadas as Tonset € Toffset. EM
consequéncia da termoresisténcia superior apresentada, os filmes com interacao
de SPI e alginato, SPI e LBG foram produzidos também na temperatura T offset.
Na Figura 8, as micrografias dos filmes proteicos (controle) e proteico-
polissacarideos tratados em diferentes temperaturas foram apresentadas. As
micrografias foram realizadas com aumento de mil vezes de amplitude para que
as diferencas morfoldgicas pudessem ser visualizadas entre os filmes.

De acordo com a microfotografia exposta na Figura 8.a e 8.b foi observado
que no filme de proteina de soja (controle) apresentou superficie homogénea,
regular e continua, indicando que a mistura SPI e plastificante interagiram e
dispersaram homogeneamente na continuidade da matriz. Nao foram
observadas alteracdes na micrografia com o aumento da temperatura do

tratamento térmico.
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Figura 8. Micrografias superficiais dos filmes a) SPI tratado a 58°C b) SPI aquecido a 88°C.c)
SPI + pectina — tratamento a 54°C. d) SPl+pectina com aplicacdo de calor em 78°C. e)
SPl+alginato submetido a tratamento de 68°C. f) SPI + alginato aquecido a 88°C. g) SPI +
alginato tratado a 115°C. h) SPI + LBG tratado a 63°C i) SPI+LBG com tratamento de 88°C. j)
SPI + LBG tratado & 106°C.

Filmes confeccionados por matriz SPI + pectina apresentaram superficie
mais heterogénea em comparacéo aos filmes controle. Nas Figuras 8.c e 8.d, foi
plausivel considerar que o tratamento térmico mais brando (54°C) favoreceu a
formacao de microfissuras na superficie do filme que ndo foram identificadas em
filmes tratados a 78°C.

As microfotografias de filmes SPI + alginato tratado termicamente a 68 e

88°C (Figuras 8.e, 8.f) demonstraram superficie com poucas rugosidades e sem
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rachaduras. O aumento da temperatura para 115°C resultou em aumento da
rugosidade da superficie do filme (Figura 89g).

Os filmes produzidos com matriz SPI+LBG (Figuras 8.h, 8.i e 8.))
apresentaram superficies rugosas com presenca de rachaduras em filmes feitos

com tratamento térmico da temperatura inferior (63°C).

3.3Determinacéo das propriedades mecéanicas

As propriedades medidas com o ensaio mecanico (tensdo, deformagéo e
modulo de Young) estdo apresentadas na Tabela 2. A tensdo, o, representa a
resisténcia interna a ruptura do filme quando uma forca externa é aplicada sobre
um corpo por unidade de area. A deformacao, €, é definida como a variagao de
uma dimensdao qualquer desse corpo, por unidade da mesma dimensao, quando
exposta a aplicacdo de uma forga externa. Trata-se da habilidade de um material
de se deformar até a ruptura. O médulo de Young, E, é também reconhecido
como médulo de elasticidade indica a rigidez do filme (ASTM INTERNATIONAL,
2012).

Os resultados sugeriram que a tensédo foi atenuada com o aumento da
temperatura de tratamento na maioria dos filmes produzidos. A perda de
resisténcia se explicou pela reducdo da elasticidade das cadeias das matrizes
poliméricas com o desenrolamento das ligacGes relacionadas as rupturas das
pontes de hidrogénio e enxofre. A aplicacdo de calor pode ter gerado um
desarranjo na rede polimérica, intensificando a flexibilidade do filme, provocando
consequentemente uma reducédo a tracdo. Os filmes SPI (controle) foram mais
resistentes do que todos os filmes compostos com excecao do filme SPI + LBG
tratado termicamente a 106°C que apresentou aproximadamente o dobro da
tracdo em comparacao ao controle. O aumento da tensdo de ruptura no filme
elaborado com a mistura proteico — goma alfarroba na temperatura Toffset, pode
ser resultado das transicbes durante o fendbmeno de agregacdo térmica,

reforcando a formacé&o dos pontos de ligagédo entre as cadeias.
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Tabela 2. Determinacéo das propriedades mecénicas dos filmes.

Amostras o (MPa) € (%) E (%)
SPI -58°C (Ton se) 416 +0,77 177,17 + 35,40 33,25 + 7,27
SPI -88°C (Toftse) 3.71+0,81 210,92 + 49,87 2214 + 6,23
SP'+p(‘3TCt'”a)'54 c 1,69 + 0,36 28,76 + 5,31 22,33+ 561
on set
SPi+pectina -78°C 0,93 + 0,39 9.44 + 4,06 19,40 + 3,09
(Toffset)
SP'J’a'(gT'nato)'BS c 0,57 + 0,16 10,72 + 2,18 914+271
on set
SPl+alginato -88°C 3,65 + 0,47 61,61+ 1311 33,38 + 4,22
(Tdec)
SPl+alginato-115°C 3,01 + 0,80 48,05 + 11,63 31,29 + 10,07
(Toff set)
SPI+LBG-63°C 3,18 +0,71 90,13 + 22,63 20,04 + 4.67
(Ton set)
SPI+LBG-88°C 3.15 + 0,60 58,56 + 11,69 28,73 + 8,22
(Tdec)
SPI+LBG-106°C 7,13+ 1,13 54,40 + 12,20 84,33 + 16,84

De acordo com os resultados expostos na Tabela 2, a deformacéao, ¢, foi
ampliada nos filmes tratados na temperatura de desnaturacéo. No filme SPI +
pectina o resultado encontrado foi oposto. Com o0 aquecimento, a interacao entre
as cadeias poliméricas tendeu a reduzir e enfraquecer as interacdes
biomoleculares, modificando a estrutura conformacional da proteina, e
consequentemente amplificando a mobilidade entre os filmes tornando-os mais
extensiveis (ROCHA et al., 2014). A reducéo das interacdes poliméricas resultou
em aumento da mobilidade molecular e a elevacao da deformacgéo. A adicdo de
alginato e LBG néo favoreceu as propriedades de deformacédo dos filmes em
comparacao a amostra controle SPI, visto que reduziu entre 3 e 4 vezes a
intensidade da deformagao. A atenuacéo na deformacgéo dos filmes apresentou
magnitude proxima a 22,3 vezes menor comparando o filme controle SPI tratado
a 88°C com o filme desenvolvido a partir da mistura proteica-pectina tratado a
78°C. As propriedades de o e € no filme SPIl+pectina foram atenuadas com o

aumento da temperatura do tratamento térmico.
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Em relagdo ao Mddulo de Young, os resultados indicaram uma ligeira
tendéncia de reducao da magnitude nos filmes que apresentaram menor tenséo
nos filmes SPI, SPI+pectina, e comportamento oposto, caracterizando E superior
nos filmes tratados a temperaturas superiores nos filmes SPl+alginato e
SPI+LBG. O médulo de Young é um indicador de rigidez do filme, quanto maior
a magnitude mais rigido € o material, cujos resultados se mostraram adequadas
as analises do MEV. O modulo de Young € influenciado pela tensdo e a
deformacédo dos materiais. Filmes mais rigidos apresentam menor intensidade
deste mddulo. No intervalo de confianca, o modulo de Young no filme de matriz
SPI+pectina ndo representou significativa modificacdes entre o desenvolvido na
temperatura de 54°C e 78°C, porém, E foi reduzido aproximadamente 62,8 % no
filme SPI tratado a 88°C em contraste ao filme controle banhado a 58°C, e em
contraposicao, E se elevou superior a 364,1% no filme proteico-alginato tratados
a 88°C e 115°C em comparacdo ao filme da mesma mistura aquecido na
temperatura Tonset. O modulo de Young foi ampliado cerca de 43,4 % no filme
SPI+LBG banhado a 88°C em relacdo ao mesmo filme desenvolvido a 63°C. O
modulo de Young da amostra SPI+LBG tratada a 106°C, apresentou magnitude
trés vezes superior em relacdo ao filme aquecido na temperatura mais proxima
da desnaturacao.

Examinando os resultados de tenséo e deformacao foi indicado que filmes
com as melhores propriedades mecanicas foram encontradas com tratamento
térmico a temperaturas inferiores a 78°C. No entanto, o filme controle SPI
produziu melhores propriedades mecéanicas em comparagdo as misturas da
proteina de soja com polissacarideo. Mecanicamente ndo ocorreu diferenca
relevantemente significativa nos filmes SPI+alginato e SPI+LBG. A temperatura
e as interacbes podem influenciar nas caracteristicas dos filmes formados por
biopolimeros. A matriz de filmes de SPI é constituida por interacdes que sao
catalisadas pelo aguecimento, o que o influi na ruptura das ligacdes envolvidas
(de dissulfeto, de hidrogénio e hidrofébicas). Entretanto, cada fragdo proteica
tem uma diferente temperatura, e quando a temperatura aplicada é muito
superior a de desnaturacéo os filmes podem apresentar propriedades inferiores

produzidas pela agregacéo da fracdo que foi desnaturada. O aquecimento para
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desenvolver os filmes foi uma condicéo relevante para a atenuacao da tensao e
aumento da deformacdo dos filmes de SPI e misturas SPIl+polissacarideos

tratados termicamente.

4 CONCLUSAO

Os métodos termoanaliticos TG/DTG e DSC apresentaram desempenho
eficaz para caracterizar o comportamento térmico de degradacao e agregacao
térmica das amostras. O tratamento térmico das solugbes filmogénicas foi
essencial para otimizar a preparacao dos filmes e coberturas ativas. As solucdes
proteico-alginato e proteico-LBG revelaram melhorada termoresisténcia,
sugerindo que embalagens produzidas por estes biocompostos podem suportar
temperaturas de tratamento superiores a 80°C, otimizando a qualidade térmica
do produto final. Resultados das propriedades termoanaliticas com as solucdes
ajustadas em pH 11 apresentaram melhor performace em comparacdo aos
filmes de pH 3. No entanto, os resultados demonstraram que misturas proteica-
pectina desnaturam em temperaturas inferiores ao SPI. As microestruturas mais
homogéneas e coesas puderam ser detectadas nos filmes tratados nas
temperaturas iniciais da desnaturacdo, e uma adequada explicacdo deste
resultado € que com o aquecimento as interacdes da SPI com o glicerol podem
ter se atenuado reduzindo a viscosidade e enfraquecendo as propriedades
mecanicas consequentemente. A adicdo dos polissacarideos na matriz SPI
desfavoreceu a performance de tensdo e deformacdo mecanica dos filmes,
assim como tratamento dos mesmos em temperaturas superiores a Tonset. COM
a aplicacdo do calor a elasticidade das cadeias das matrizes poliméricas foi
ampliada, deformando os filmes e provocando o desenrolamento e ruptura das
ligagOes entre as pontes dissulfetos e de hidrogénio.

As embalagens produzidas por SPI e por misturas proteico-alginato e
proteico-alfarroba  demonstraram  adequadas  propriedades térmicas,
microestruturas e mecéanicas para aplicacdes industriais. Nas embalagens ativas
confeccionadas pelas misturas SPI + pectina a resisténcia térmica e o
comportamento térmico da desnaturacdo demonstrou desempenho inferior ao

do filme controle, assim como as propriedades mecanica, sugerindo que a
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incorporacdo da pectina reduz o bom desempenho das caracteristicas fisico-

quimica dos filmes.
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