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RESUMO

O desenvolvimento de bioplasticos a base de matérias primas renovaveis tem
despontado como uma opg¢do inovadora no cendrio da industria de alimentos. A
aplicacdo de proteinas de peixes na producdo de bioplasticos da origem a filmes com
boas propriedades de barreira, mas com caracteristicas mecanicas insatisfatérias, como a
alta rigidez e baixa maleabilidade. A incorporacdo de pectina em bioplasticos proteicos
pode melhorar as propriedades fisicas e mecéanicas do filme comparado aos bioplasticos
a base de proteinas ou pectina isoladamente. Neste contexto, objetivou-se maximizar as
condicOes para a producdo de bioplastico biodegradavel a partir de proteinas do
subproduto do postejamento do peixe serra (Scomberomorus brasiliensis) e da pectina
do maracuja-amarelo (Passiflora edulis Flavicarpa). Na primeira etapa do experimento,
avaliaram-se as proteinas miofibrilares extraidas do subproduto do peixe serra e
determinou-se o grau de esterificacdo e acetilacdo da pectina obtida da casca do
maracuja. Em seguida, a proteina miofibrilar e pectina extraida foram utilizadas para
determinar as condigcdes otimas de obtencdo do bioplastico biodegradavel, utilizando
metodologia de superficie de resposta. A proteina miofibrilar extraida do peixe serra
apresentou 72,42% de proteinas, principalmente miofibrilares, e 2,38% de lipideos,
enquanto a pectina extraida do maracuja teve alto teor de metoxilagéo (88,95%) e baixo
teor de acetilacdo (5,37%). O bioplastico elaborado com 5% de proteina miofibrilar e
3% de pectina do maracuja-amarelo apresentou os menores valores de permeabilidade
ao vapor de agua (PVA) e maior resisténcia a tracdo (RT). O bioplastico maximizado
apresentou caracteristicas satisfatorias como, boa resisténcia a tracdo (4,91 MPa), baixa
permeabilidade ao vapor d'agua (0,9x10? gH-O.mm/m?.h.mmHg), flexivel (264,87%),
cor amarelada, boa estabilidade térmica, baixa solubilidade (18,82%), biodegradavel,
semicristalino e amorfo, compatibilidade favoravel entre as cadeias proteicas
miofibrilares e da pectina, superficie lisa e homogénea, indicando que os biopolimeros

extraidos podem ser usados para produzir bioplasticos biodegradaveis.

Palavras chave: subproduto, proteinas miofibrilares de peixe, pectina, sustentabilidade,

bioplasticos.



ABSTRACT

The development of bioplastics based on renewable raw materials has emerged as an
innovative option in the food industry scenario. The application of fish proteins in the
production of bioplastics gives rise to films with good barrier properties, but with
unsatisfactory mechanical characteristics such as high rigidity and low malleability. The
incorporation of pectin into protein bioplastics can improve the physical and mechanical
properties of the film compared to protein-based bioplastics or pectin alone. In this
context, the objective was to maximize the conditions for the production of
biodegradable bioplastic from proteins from the by-product of the spearfish
(Scomberomorus brasiliensis) and pectin from the yellow passion fruit (Passiflora
edulis Flavicarpa). In the first stage of the experiment, the myofibrillar proteins
extracted from the by-product of the sawfish were evaluated and the degree of
esterification and acetylation of the pectin obtained from the passion fruit peel was
determined. Then, the myofibrillar protein and extracted pectin were used to determine
the optimal conditions for obtaining the biodegradable bioplastic, using response
surface methodology. The myofibrillar protein extracted from the sawfish presented
72.42% of proteins, mainly myofibrillar, and 2,38% of lipids, while the pectin extracted
from the passion fruit had a high content of methoxylation (88,95%) and low content of
acetylation (5,37%). The bioplastic made with 5% protein concentrate and 3% yellow
passion fruit pectin showed the lowest values of water vapor permeability (PVA) and
higher tensile strength (RT). The maximized bioplastic showed satisfactory
characteristics such as good tensile strength (4.91 MPa), low water vapor permeability
(0.9x102 gH20.mm/m?.h.mmHg), flexible (264,87%) , yellowish color, good thermal
stability, low solubility (18,82%), biodegradable, semi-crystalline and amorphous,
favorable compatibility between myofibrillar and pectin protein chains, smooth and
homogeneous surface, indicating that the extracted biopolymers can be used to produce

bioplastics biodegradable.

Key words: by-product, fish myofibrillar proteins, pectin, sustainability, bioplastics.
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1 INTRODUCAO

O pléstico € um polimero derivado da indUstria petroquimica, com aumento
continuo da demanda e producdo a cada ano, em virtude do grande potencial de
aplicacdos industrial, como por exemplo, nas embalagens para alimentos (MANNINA
et al., 2019). O setor de embalagens de alimentos responde por cerca de 40% do
consumo de todo o material plastico produzido no planeta (EUROPEAN
BIOPLASTICS, 2020). No entanto, a degradacdo completa da maioria dos plasticos na
natureza pode durar centenas ou milhares de anos em virtude das longas cadeias de
polimero. Como resultado, 11 bilhdes de toneladas métricas de plasticos sdo projetadas
para serem acumuladas em aterros e no meio ambiente em 2025, causando poluicao
ambiental severa (BRAHNEY et al., 2020).

Nas ultimas décadas, uma maior atencdo tem sido atribuida as alternativas para
as embalagens plasticas convencionais a base de petroleo, tais como os bioplasticos, que
sdo compostos poliméricos funcionalmente semelhantes aos plasticos sintéticos, mas
sustentaveis do ponto de vista ambiental (ATIWESH et al., 2021). Esses bioplasticos
sdo geralmente derivados de polimeros naturais como amido (ABE et al., 2022;
QUEIROZ et al., 2021), proteinas (YAMADA et al., 2020; JIMENEZ-ROSADO et
al.,2020), celulose (ALASHWAL et al., 2020), algas (SUDHAKAR et al., 2021), entre
outros.

As proteinas e o0s polissacarideos tém sido considerados matérias-primas
inovadoras para o desenvolvimento de bioplasticos, visto que estes possuem
biomoléculas com grande potencial para formacdo de filmes biodegradaveis (DIAS;
REIS, 2019). Além disso, sdo abundantes, econémicos, capazes de formar matrizes
poliméricas continuas que dao estrutura ao filme e principalmente, sdo facilmente
encontrados como subprodutos da industria de alimentos (LUCHESE et al., 2019).

As proteinas de origem animal provenientes dos subprodutos de peixes
apresentam excelentes propriedades tecnoldgicas, como a capacidade de formar gel,
plasticidade e boa barreira ao oxigénio, favorecendo as propriedades de barreira dos
bioplasticos (KAEWPRACHU et al., 2017). O subproduto do processamento do peixe
serra (Scomberomorus brasiliensis) destaca-se devido as caracteristicas nutricionais e
tecnoldgicas, possuindo alto teor proteico e baixa quantidade de gordura (LIMA et al.,
2020). Este pescado € comumente comercializado na forma de postas congeladas, as

quais sdo obtidas a partir do corte em maquina serra-fita. Segundo Lima et al. (2020), o
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postejamento do peixe congelado em méaquina serra-fita da origem a um subproduto
constituido principalmente por proteinas miofibrilares que se acumula no interior do
equipamento, sendo frequentemente descartado no ambiente. O tratamento adequado
deste subproduto pode transformé-lo em uma matéria-prima interessante para a
elaboracgdo de bioplasticos a base de proteinas.

Apesar do potencial das proteinas para a elaboracdo de bioplasticos, seu uso
como embalagem de alimentos é limitado, devido a rigidez dos filmes de proteinas
miofibrilares (ALIAS; ISHAK, 2020). A combinacdo de proteinas e polissacarideos
pode ser uma pratica vantajosa para melhorar as caracteristicas de qualidade dos
bioplaticos, como por exemplo, Jridi et al. (2020) desenvolveu bioplasticos a base de
proteinas extraidas do peixe-porco combinado com pectina da casca da laranja de
grande potencial para a substituicdo de plasticos convencionais.

A pectina é um polissacarideo encontrado predominantemente em cascas de
citricos como o0 maracuja. Apresenta grande relevancia para producdo de filmes devido
a baixa toxicidade, alta biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de néao
apresentar risco a saude e ser um hidrocoloide capaz de formar redes que capturam agua
e formam géis. Portanto, considerando estas caracteristicas, a incorporacdo da pectina
do maracuja-amarelo em filmes proteicos apresenta-se promissor, melhorando as
propriedades mecanicas e de barreira comparado aos bioplasticos formados por
proteinas ou pectina isoladamente (LA FUENTE ARIAS et al., 2021). No entanto,
torna-se necessario avaliar as melhores condicdes desta combinacéo.

Diante dos argumentos citados e da escassez de trabalhos realizados, objetivou-
se maximizar as condicGes para a producdo de bioplasticos biodegradaveis a base de
pectina do maracuja-amarelo e proteinas extraidas do subproduto do postejamento do

peixe Serra (Scomberomorus brasiliensis) em maquina serra-fita.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 POLIMEROS SINTETICOS

Plasticos sdo materiais constituidos de polimeros de alto peso molecular,
formados pela unido de grandes cadeias moleculares denominadas de macromoléculas
compostas por moléculas menores de mondmeros, possuindo entre 1000 a 10000
unidades de repetices monoméricas (BRYDSON, 1999).

A producdo de plastico é realizada por uma série de etapas, a primeira é a
destilagéo de petroleo bruto em refinaria de petroleo. Esse processo separa e fragmenta
0 petroleo bruto pesado em segmentos, cada segmento € uma mistura de cadeias de
hidrocarbonetos poliméricos. Uma dessas fracOes, nafta, € o componente imprescindivel
para gerar mondmeros como etileno, propeno e estireno para a producdo de plasticos.
Esses mond6meros formam plasticos atraves de poliadicdo e/ou policondensacéo
auxiliada por catalisadores especificos (SALEH; GUPTA, 2017). Entretanto, essa
conversao produz poluentes e gases de efeito estufa, como dioxido de carbono (CO3),
contribuindo assim para a poluicdo ambiental e aquecimento global (BUIS, 2019).

Os materiais plasticos se tornaram produtos de fabricacdo comuns, embora a sua
producdo em escala industrial tenha comecado apenas na década de 1950, rapidamente
se tornaram essenciais para a vida cotidiana, devido as suas excelentes caracteristicas
como, baixo custo, baixa densidade aparente, alta durabilidade, boas propriedades
mecanicas e de barreira. Entranto, devido a versatilidade desencadeou o rapido aumento
do volume de plastico produzido anualmente nas Ultimas décadas e essa quantidade
continua crescendo (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). De acordo com a fundacao
Heinrich Boll (2020), o planeta poderd atingir em 2025, mais de 600 milhdes de
toneladas de plastico produzidos anualmente, um aumento de 50% em relacdo a
producéo do ano de 2020 (HEINRICH BOLL, 2020).

Com isto, ocorreu a necessidade de reciclagem dos plasticos. Porém, a
reciclagem de plasticos enfrenta muitos desafios, por se tratar de produto com
multiplicidade de resinas, camadas sucessivas dentro da mesma embalagem,
incompatibilidades quimicas, presenca de poluentes, aditivos e outras impurezas
(BONALDI, 2019). Como resultado, menos de 10% dos plasticos sdo reciclados, cerca

de 10% sdo incinerados e cerca de 80% acabam em aterros (GROS, 2017).
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As embalagens plasticas correspondem a maior quantidade (>30%) do plastico
global consumido. Aproximadamente 99% das embalagens plasticas sdo feitas de
polimeros a base de petroleo, e persistem no meio ambiente por centenas de anos. Mais
de 50% destas embalagens de plastico sdo usadas apenas uma vez antes do descarte
(ARRIETA et al., 2017).

Dentre as embalagens plasticas, destacam-se as de alimentos e desta forma vale
destacar que o mercado de embalagens de alimentos deve crescer US $ $ 85,67 bilhdes
de 2018 (US $ 292,91 hilhdes) a 2022 (US $ 378,58 bilhdes), impulsionado pelo
aumento da demanda por produtos alimentares de consumo rapido, aumento da
populacdo urbana e demanda crescente para minimizar o desperdicio de alimentos
(TECHNAVIO, 2018). Portanto, recentemente esforgos académicos e industriais estao
em direcdo a opcOes de embalagens de alimentos com desempenho igual, mas

sustentavel. Uma alternativa promissora é representada pelos bioplasticos.

2.2 BIOPLASTICOS BIODEGRADAVEIS

Os danos ambientais causados pelo descarte inadequado de polimeros sintéticos
incentivaram a busca por substitutos para estes materiais. Bioplastico € um termo
genérico que descreve os dois plasticos de base biologica, ou seja, aqueles que sao feitos
de materiais biologicos, e aqueles plasticos (incluindo os petroquimicos) que sdo
biodegradaveis. Portanto, um bioplastico é o plastico que é de base bioldgica,
biodegradavel ou ambos (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021).

O primeiro bioplastico biodegradavel foi descoberto em 1862. Esse material era
feito de nitrato de celulose. Devido a alta adaptabilidade, atraiu a atencdo do publico,
mas devido ao alto custo de producdo, ndo foi comercializado (SHARMA et al., 2020).

A producéo de bioplasticos foi de 2,11 milhdes de toneladas em 2020 (das quais
44,5% eram bioplasticos de base bioldgica/ndo biodegradaveis e 55,5% bioplasticos
biodegradaveis). Além disso, em 2025, a producdo de bioplasticos devera atingir cerca
2,87 milhGes de toneladas. A embalagem é considerada o principal segmento de
mercado para a producdo de bioplasticos com 47% (0,99 milhdes de toneladas) do
mercado total de bioplasticos em 2020 (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2020).

A producgdo anual de bioplésticos € relativamente baixa, representando de um

por cento dos quase 368 milhdes de toneladas de plasticos produzidos por ano. No
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entanto, uma vez que a demanda do mercado esta crescendo continuamente, incluindo
aplicagdes mais avancadas e produtos inovadores, 0 mercado de bioplasticos encontra-
se em constante expanséo e diferenciacdo (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021).

Os bioplésticos biodegradaveis tém sido recomendados como substitutos
preferenciais de plasticos convencionais oriundos de fontes petroliferas, pois podem
oferecer os beneficios de biodegradabilidade e propriedades funcionais combinadas a
um modelo sustentavel em que os subprodutos sao transformados em matéria-prima no
curto prazo (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2020).

A obtencdo de bioplasticos biodegradaveis necessita da elaboracdo de uma
solugdo filmogénica, elaborada basicamente por um agente formador de filme, um
solvente e um plastificante. Cada um desses componentes é utilizado em diferentes
combinagdes, buscando oferecer caracteristicas distintas para o filme
(ALBUQUERQUE; MALAFAIA, 2018).

Os filmes séo obtidos em escala industrial através do processamento térmico,
compreendendo, de forma geral, nas seguintes as etapas: fusdo, injecdo, compresséo,
extrusdo/sopro e extrusdo/calandragem. Em escala laboratorial, a técnica mais utilizada
corresponde ao espalhamento da solugdo filmogénica, denominado casting. Na técnica
de espalhamento, as solugdes filmogénicas obtidas s@o verticalizadas em placas,
posteriormente realiza-se a etapa de evaporacdo do solvente através da utilizacdo de
condicBes ambiente e/ou em estufa com circulacdo forcada de ar, em temperatura
constante por um determinado periodo de tempo (MALI et al., 2010).

Diversos estudos tém sido elaborados utilizando bioplasticos biodegradavies,
visando a conscientizacdo ambiental e melhoramento as propriedades fisicas, térmicas,
estruturais e mecanicas dos filmes. Na Tabela 1 estdo apresentados estudos de
bioplasticos biodegradaveis obtidos de biopolimeros.

Os bioplasticos podem ser utilizados como embalagens ou revestimentos
aplicados na superficie do alimento e devem apresentar algumas caracteristicas como:
propriedades de barreira ao oxigénio, dgua e gorduras; como também, propriedades
mecanicas comparaveis aos plasticos convencionais; estabilidade microbioldgica, fisico-
quimica e bioguimica; auséncia de componentes toxicos ou prejudiciais a saude, entre
outras (ALBUQUERQUE; MALAFAIA, 2018).
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Tabela 1 — Estudos de bioplasticos biodegradaveis.

Biopolimero Fonte Referéncia

Proteina Sardinha, filé e pd de Alias; Ishak (2020)
subproduto de cavala

Gelatina Peixe-porco (Canthidermis Arpi et al. (2018)
maculata) e tilapia
(Oreochromis niloticus)

Pectina Casca da pitaia Listyarini et al. (2020)
Colageno Pele de tilapia Costa et al. (2021)
(Oreochromis
niloticus)
Amido Amido de milho e amido Marichelvam et al. (2019)
de arroz
Celulose Casca de arroz Bilo et al. (2018)
Quitosana Casca do camarao Kasmuri; Zait (2018)
Queratina Pena de frango Ramakrishnan et al. (2018)

Os filmes biodegradaveis tém algumas desvantagens, como baixas propriedades
fisicas e mecanicas, falta de resisténcia térmica e alto custo em comparacédo com filmes
plasticos sintéticos. Portanto, melhorar e desenvolver excelentes filmes biodegradaveis
que podem competir contra os filmes plasticos tornou-se a atencdo da comunidade
cientifica (WANG et al., 2020).

No entanto, essas desvantagens podem ser minimizadas pela combinacdo de
diferentes biopolimeros entre si. Os biopolimeros de fontes naturais consistem em
macromoléculas, incluindo proteinas e polissacarideos, que desempenham um papel
importante na melhoria da qualidade dos bioplasticos, que complementam defeitos na
matriz (CAZON, et al., 2017; MURRIETA-MARTINEZ, et al., 2018;).

2.3 BIOCOMPOSTOS PROTEICOS PARA OBTENCAO DE BIOPLASTICOS
BIODEGRADAVEIS

As proteinas sdo um dos biocompostos mais utilizados na indudstria alimenticia
devido ao seu valor nutricional, ndo toxicidade, biodegradabilidade e capacidade de

formar géis (BOURBON et al., 2019). Dentre as proteinas, destacam-se as musculares,
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que sdo agrupadas em trés grupos principais de acordo com a solubilidade: proteinas
miofibrilares, sarcoplasmaticas e estromais. As proteinas miofibrilares sdo os principais
componentes do musculo esquelético, representando cerca de 65-75% do total proteinas
musculares (DELLA MALVA et al., 2018). As proteinas miofibrilares incluem algumas
proteinas contrateis, como miosina e actina, proteinas regulatorias, como tropomiosina e
troponina, e outras proteinas menores (MEDINA; PAZOS, 2010).

Recentemente, proteinas miofibrilares de peixes tém recebido atencdo
significativa por sua capacidade de formar filmes comestiveis biodegradaveis com boas
propriedades de barreira contra gases, volateis e lipidios organicos, que sdo insoluveis
em &gua, mas podem ser tornados sollveis ajustando o pH da solugdo (ROCHA et al.,
2013). Esses filmes desenvolvidos a partir de proteinas miofibrilares de peixe
apresentam vantagens: excelente barreira a luz ultravioleta quando comparada a filmes
comerciais de policloreto de vinila; boa barreira de oxigénio e dioxido de carbono; leve
transparéncia; potencial para a producdo de embalagem ativa (ROSTAMZAD et al.,
2017).

Araujo et al. (2018) produziram e caracterizaram bioplasticos preparados a partir
de proteinas miofibrilares encontradas em subprodutos de bagre dourado
(Brachyplatystoma rousseauxii), por meio da metodologia de superficie de resposta. De
acordo com os resultados, foi elaborado um bioplastico com 0,79% de proteina e 40%
de plastificante que era homogéneo, transparente, forte, flexivel e com baixa
permeabilidade ao vapor d'dgua, indicando que os biopolimeros extraidos de peixes
podem ser usados para produzir bioplasticos.

Kaewprachu et al. (2018) estudaram as propriedades dos filmes de proteina
miofibrilar de peixe tilapia fresca (Orcochromis niloticus) incorporados com extrato de
catequina-Kradon (Careya sphaerica Roxb.). De acordo com os resultados, os filmes
incorporadoscom 9 mg/ml de catequina e 1% de proteina possuem potencial para serem
usados como embalagem ativa de alimentos.

Alias e Ishak (2020) desenvolveram bioplasticos proteicos a partir de
subprodutos de peixes utilizando diferentes tipos de plastificantes; polietilenoglicol,
trietilenoglicol e glicerol. A proteina em pd de peixe (cabeca, pele, escamas, visceras)
foi preparada a partir de subproduto de sardinha, filé de cavala em p6 e p6 do
subproduto de cavala. Descobriu-se que o glicerol é o plastificante mais eficaz entre 0s
estudados. Os resultados obtidos indicaram que os tipos de plastificantes e a

concentracédo proteica melhoram significativamente as propriedades do filme.
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A principal desvantagem que limita uma ampla aplicacdo comercial desses
filmes € a rigidez e a baixa resisténcia mecanica devido a extensa cadeia proteina-
proteina na rede do filme que € ainda mais reforcada por ligacdes dissulfeto, hidrogénio
ligacGes e/ou interacOes eletrostaticas (KAEWPRACHU et al., 2018). Os filmes
produzidos a partir de um Unico biopolimero geralmente carecem de algumas
propriedades importantes. Uma alternativa para superar essa limitacdo é 0 uso

combinado de biocompostos.

2.3.1 Subproduto do peixe serra

De acordo com o relatério da FAO (2020), a producdo mundial de peixes
devera expandir de 179 milhdes de toneladas em 2018 para 204 milhGes de toneladas
em 2030. A producdo da aquicultura estd projetada para atingir 109 milhdes de
toneladas em 2030, aumento de 32% em relacdo a 2018. Em desenvolvimento, o Brasil
em 2018 foi o segundo maior produtor aquicola da América do Sul, ficando atras apenas
do Chile, produzindo 605 mil toneladas (FAO, 2020).

No Brasil, a regido Nordeste obteve a maior evolucdo na aquicultura entre os
anos de 2017 a 2018, com crescimento anual de 20,6%, em contraste com 7,8% do
Centro-Oeste, 7 % do Norte, 7,6 % do Sudeste e 11,3 % da regido Sul. O Estado da
Paraiba € responsavel por 2,2% dos pescados produzidos no Nordeste, correspondendo
a 2,93 mil toneladas de pescado ao ano (IBGE, 2017). Além de espécies oriundas da
Paraiba, esse estado beneficia em industrias varias espécies de peixes que nao sdo
regionais, dentre essas, destaca-se o peixe serra (LIMA, 2020).

O peixe serra (Figura 1), pertence a Ordem Perciformes, familia Scombridae e
espécie Scomberomorus brasiliensis. Trata-se de uma espécie marinha com a nadadeira
dorsal dupla, com o corpo bastante alongado, cabeca afilada, focinho cénico e pontudo
com boca grande (GURGEL et al., 2014). Essa espécie de pescado é encontrada no
oceano atlantico ocidental, ao longo das costas do Caribe e do Atlantico da América
Central e do Sul, de Belize ao Rio Grande do Sul, Brasil (FISH BASE, 2021). Além
disso, o peixe serra possui alto valor de mercado no Brasil, sendo um recurso pesqueiro
explorado com grande valor comercial para o pais. Serra é um peixe muito popular no
Nordeste do Brasil, sendo uma boa fonte de proteina para a populacédo (DO VALE et al.,
2020).
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Figura 1 — Peixe serra (Scomberomorus brasiliensis).

Fonte: Fish base, 2021.

Apbs a captura do peixe, ele é submetido a etapa de beneficiamento, que
consiste nos processos de limpeza, evisceracao, filetagem ou postejamento dos pescados
(ARGENTA, 2012). O postejamento trata-se da realizacdo de cortes verticais no corpo
de peixes eviscerados e congelados, usualmente utilizado em espécies mais nobres,
evitando as espécies de pequeno porte, necessitando de equipamentos especificos, como
a maquina serra-fita, gerando grande quantidade de subproduto (FRANZON, 2011).

Apesar do crescimento apresentado pela industria da pesca e da aquicultura, a
elevada producdo resulta na geracdo de grande quantidade de subprodutos. Os
subprodutos do processamento de peixes contém quantidades consideraveis de proteinas
que sdo conhecidas por possuirem alto teor nutricional, em relagdo a composicdo de
aminodacidos essenciais e ao conteudo de proteinas, variando de 15-60% (BECHTEL et
al., 2017).

Considerando que o processamento de peixes pode gerar cerca de 40% a 70% de
subprodutos solidos em relacéo ao total de matéria prima capturada e que a estimativa
da producéo global total de pescas de captura em 2018, foi de 96,4 milhdes de toneladas
(FAO, 2020), possivelmente 38,56 a 67,48 milhdes de toneladas de subprodutos sélidos
foram gerados naquele ano.

Na busca por alternativas que minimizem esses problemas, diversas pesquisas
(Surya et al. 2021, Kaewprachu et al. 2017, Neves et al. 2019, entre outros) sdo
realizadas para utilizacdo dos subprodutos pesqueiros. Entre essas alternativas estdo o
uso de subprodutos de peixe como um biopolimero para elaboracdo de bioplasticos
proteicos como uma alternativa sustentavel e ecologicamente correta. Além disso, usar
produtos residuais como matéria-prima para filmes, ndo so reduz a poluicdo ambiental,

mas também se beneficia de produtos mais baratos.
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A construcdo de novas estratégias com o intuito de fortalecer, conscientizar e
concretizar o desenvolvimento sustentavel em carater global foi desenvolvido pela
ONU. Especificamente, em 2015, chefes de Estado e de Governo e altos representantes,
reunidos na sede das NagOes Unidas em Nova York (EUA), criaram a Agenda 2030,
delineando 17 novos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e 169 metas,
com objetivo de guiar a economia mundial, bem-estar e diplomacia para as proximas
geracOes. Sdo eles: ODS1: Erradicacdo da pobreza; ODS2: Fome zero e agricultura
sustentavel; ODS 3: Saude e bem-estar; ODS 4: Educacdo de Qualidade; ODS 5:
Igualdade de Género; ODS 6: Agua potavel e saneamento; ODS 7: Energia acessivel;
ODS 8: Trabalho descente e Crescimento econémico; ODS 9: IndUstria; Inovagdo e
Infraestrutura; ODS 10: Reduzir a desigualdade dentro dos paises e entre eles; ODS 11.:
Cidades e comunidades Sustentaveis; ODS 12. Assegurar padrdes de producdo e de
consumo sustentaveis; ODS 13. Acdo contra mudanca global do Clima; ODS 14. Vida
na agua; ODS 15. Vida Terrestre; ODS 16. Paz, justica e Institui¢Oes eficazes; ODS 17.
Parcerias e meios de Implementacdo (ONU, 2015).

Com isso, a producéo de bioplasticos biodegradaveis e utilizacdo de subprodutos
como matéria-prima para a producdo desses filmes contribuem para a ODS 12,

assegurando padrdes de producéo industrial sustentavel.

2.4 INCORPORACAO DE PECTINA EM BIOPLASTICOS

Polissacarideos e proteinas sao os biopolimeros mais usados para elaboracéo de
filmes comestiveis. A mistura desses dois componentes em condicGes especificas pode
resultar em complexos de proteina-polissacarideo que formardo filmes com
propriedades fisicas vantajosas (MURILLO MARTINEZ et al., 2011). Misturas de
proteina e polissacarideo na solucdo resultam em fase de separacdo que pode ser
associativa (atracdo entre polimeros) ou segregativa (repulsdo entre polimeros). Durante
a separacdo associativa, 0s biopolimeros de cargas opostas podem se reticular por meio
da interacdo eletrostatica e formar uma fase rica em biopolimeros e a outra em solvente
(EGHBAL et al., 2016).

A pectina é um heteropolissacarideo formado por uma cadeia principal linear de
unidades repetidas de acido D-galacturdnico ligados covalentemente por ligagdes -

(1,4) apresentando variagdes dos grupos carboxilas metil esterificados (TONGKHAM
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et al., 2017). A utilizacdo na industria tem diversas aplicagdes e que apresentam-se
ainda em fase de desenvolvimento (TERESA et al., 2019).

A aplicacdo da pectina esta relacionada ao grau de esterificagdo (DE), que
corresponde a proporcao de grupos esterificados de acido galacturdnico para o grupo
total de acidos galacturénicos. Quando a propor¢do € superior a 50%, a pectina é
designada como alto DE e, quando inferior a 50%, é referida como baixo DE. A
principal diferenca é que as pectinas de alto DE s&o utilizadas em produtos com alta
concentracdo de acUcar; enquanto as pectinas de baixo DE precisam do ion calcio para
produzir o gel. Em relacdo ao tempo necessario para a gelificacdo, a medida que o DE
aumenta, o tempo diminui (GUZEL; AKPINAR, 2019; TUAN et al., 2019).

Comumente, a extracdo da pectina é realizada por metodos convencionais e
ocorre sob a influéncia de varios fatores, como temperatura e tempo. Em escala
industrial, a extracdo de &cido é realizada, e geralmente solucdes de acido forte, como
nitrico, fosforico, sulfurico e cloridrico &cido é usado. No entanto, por seram uma
potencial fonte de poluicdo ambiental, esses acidos fortes estdo sendo substituidos por
acidos organicos, tais como o acido citrico (NAJAFABADI et al., 2020).

A obtencdo de uma pectina de boa qualidade depende das caracteristicas da
matéria-prima, a principal fonte desse biopolimero € em casca de frutas citricas. Um
exemplo € na farinha de cascas de maracuja, que podem apresentar de 60 a 80% de
pectina em sua composicdo (FAVERI et al., 2020). O maracuja € uma fruta tropical com
mais de 500 espécies, em que 400 delas sdo espécies do género Passiflora, conhecido
como maracuja amarelo. A origem do nome maracuja vem do Tupi-Guarani e significa
alimento que se toma de sorvo ou alimento em forma de cuia. Os primeiros registros da
planta do género Passiflora foram feitas no século XVI (FALEIRO; JUNQUEIRA,
2016).

A utilizacdo do maracuja ndo é limitada apenas ao uso da polpa, devido as suas
diversas propriedades a casca vem recebendo atencdo em pesquisas cientifica (DE
FAVERI et al. 2020). A casca do maracuja é composta pelo flavedo e albedo, sendo
essa Ultima a parte que contém maior parcela de pectina (SILVA, et al., 2016). A casca
do maracuja é um subproduto gerado em grandes quantidades durante o processamento
da fruta para produzir polpa e suco. Em 2018, 602.651 toneladas de maracuja foram
colhidas no Brasil (IBGE, 2018), que gerou aproximadamente 319.405 toneladas de
subproduto, ja que a casca representa cerca de 53% da massa total do fruto (FREITAS
et al., 2019).
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Na maioria das vezes, 0s subprodutos sédo descartados sem qualquer uso. No
entanto, é importante notar que a casca do maracuja tem potencial de aproveitamento,
visto que possui quantidades significativas de fibras, principalmente pectina
(KULKARNI; VIJAYANAND, 2010). Desta forma o fruto pode ser utilizado
integralmente diminuindo os subprodutos resultantes do seu consumo.

A pectina tem se mostrado uma alternativa atraente para elaboracdo de
bioplasticos, em virtude da sua alta viscosidade, excelente formacdo de gel e €
facilmente solivel em &gua, mas insolivel em etanol. Devido as caracteristicas
mencionadas, a pectina representa um polimero potencial para o desenvolvimento de
membranas de base biologica no campo de embalagens de alimentos (SESLIJA et al.,
2018). Um grande obstaculo que limita o uso de pectina é o seu carater hidrofilico
(CHEN et al., 2010).

Para superar essa desvantagem, a incorporacao da pectina do maracuja-amarelo
em bioplasticos proteicos pode melhorar as propriedades fisicas e mecanicas do filme

comparado aos bioplasticos formados por proteinas ou pectina isoladamente.

2.5 CARACTERIZACAO DOS BIOPLASTICOS

A fim de avaliar as propriedades dos bioplasticos para aplica-los, algumas
analises laboratoriais fornecem informac6es detalhadas a respeito da caracterizacdo de
filmes. Dentre as propriedades fisicas de embalagens biodegradaveis, a transparéncia é
uma das caracteristicas desejaveis, considerando sua influéncia na aparéncia do produto
e aceitabilidade pelo consumidor. Entretanto, € indesejavel aos produtos sensiveis a luz.
(GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992).

Além disso, a cor do filme também pode afetar a aceitabilidade do consumidor
ao aplica-lo em alimentos. A cor é parametro de percepcao subjetiva e individual, com
isso, é necessario identificar as caracteristicas minimas para expressar uma cor, sendo
elas: a tonalidade, a luminosidade e o grau de saturacdo (MELCHIADES; BOSHI,
1999). Os espacos colorimétricos sdo métodos empregados para representacdo da cor, a
CIE (Comissdo Internacional de lluminacgéo) estabeleceu o espaco psicométrico L*a*b*
em coordenadas cartesianas para identificacdo de cores (KONICA MINOLTA, 2007).

A espessura é uma propriedade fisica que pode influenciar em algumas
propriedades dos filmes como: capacidade mecéanica, permeabilidade ao vapor de agua,

transmissdo de luz e transparéncia. Controlar a espessura de filmes é um dos aspectos



25

decisivos para a producdo de embalagens adequadas para aplicacbes em alimentos
(KAEWPRACHU et al., 2016).

As propriedades mecénicas dos filmes dependem de diversos fatores, dentre
eles, das interacGes entre os componentes da matriz, em funcdo da formagéo de ligacGes
moleculares fortes ou numerosas entre as cadeias. A resisténcia a tracdo e alongamento
dos filmes sdo parametros de grande importancia, considerando as caracteristicas
mecanicas de uma embalagem. Resisténcia a tensdo corresponde a tensdo de tracdo
maxima que o filme pode sustentar e alongamento a alteracdo maxima no comprimento
de uma amostra de teste antes de romper (PEREDA; AMICA; MARCOVICH, 2012).

Os parametros térmicos dos filmes podem ser avaliados através da analise de
calorimetria diferencial de varredura (DSC), na qual corresponde a diferenca de energia
fornecida a substéncia e a um material de referéncia termicamente estavel, em funcédo da
temperatura, enquanto a substancia e o material de referéncia sdo submetidos a uma
programacéo controlada de temperatura. As curvas da DSC obtidas representam picos
ascendentes que caracterizam eventos exotérmicos, enquanto os descendentes eventos
endotérmicos (WENDLANDT, 1986; MACHADO, MATQS, 2004).

Os parametros térmicos dos filmes também podem ser avaliados atraves da
analise de termogravimétrica (TGA), técnica termoanalitica que acompanha a variagdo
da massa (perda ou ganho) da amostra em funcdo do tempo ou em funcdo da
temperatura (DENARI; CAVALHEIRO, 2012). As curvas TGA fornecem informacdes
quanto a estabilidade térmica da amostra, a composicéo e a estabilidade dos compostos
intermediarios e do produto final. Durante os eventos térmicos, a amostra deve liberar
um produto volatil devido aos processos fisicos ou quimicos, tais como desidratacao,
vaporizacdo, dessorcdo, oxidacdo, reducdo, etc.; ou deve interagir com o0 gas da
atmosfera no interior do forno resultando em processos que envolvem ganho de massa,
tais como: absorc¢éo, oxidacdo de ligas ou metais e 6leos, etc. (CANEVAROLO, 2007).

A solubilidade em &gua é uma propriedade morfolégica de interesse para
caracterizacdo de bioplasticos. Filmes sollveis em agua sdo aplicaveis em
desenvolvimento de revestimentos comestiveis e encapsulamento de aditivos. Durante
elaboracdo dos filmes, a presenca de plastificantes pode colaborar para o aumento da
solubilidade em &gua, em contrapartida a adicdo de componentes hidrofébicos pode
minimizar este efeito (LUCHESE et al., 2019).

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) é uma das propriedades morfoldgicas

mais importantes de uma embalagem biodegradavel para evitar a secagem dos
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alimentos ou ganho de umidade. Essa propriedade depende das caracteristicas
intrinsecas do material, como, teor do plastificante, umidade relativa e temperatura as
quais os filmes estdo expostos. O nivel de PVA desejavel depende das aplicacdes
especificas, pois, por exemplo, alimentos secos ou frutas e vegetais precisa de filme
com PV A muito baixo e moderado, respectivamente, para evitar a absor¢do de umidade
do meio ambiente (LIONETTO; CORCIONE et al., 2021).

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica que permite estudar a estrutura
cristalina e sua fracdo percentual através do espalhamento dos raios-X por estruturas
organizadas (CANEVAROLO, 2007). Os atomos e as moléculas podem se arranjar de
forma cristalina ou amorfa. A cristalinidade influencia na estrutura espacial, nas
caracteristicas fisico-quimicas e a solubilidade dos filmes (TANG; MITSUNAGA;
KAWAMURA, 2006).

Através do estudo das vibragfes moleculares pela técnica espectroscopica de
absorcdo no infravermelho (FTIR) é possivel prever a estrutura quimica das moléculas.
Estas, por sua vez, sdo influenciadas pela estrutura molecular, cujas distancias de
ligacdo quimica e angulos de ligacbes sdo bem definidos e especificos para cada
molécula (CANEVAROLO, 2007). Atraves da espectroscopia de infravermelho, os
compostos organicos sdo analisados de forma qualitativa, pois cada grupo apresenta
vibracOes caracteristicas que provocam o aparecimento de bandas no espectro
infravermelho em frequéncias especificas (ROHMAN et al., 2011).

A caracterizacao de filmes quanto a sua degradabilidade é de grande importancia
para atender aos apelos ambientais. Alguns polimeros naturais, como celulose, proteina,
pectina, amido e quitosana, e outros sintéticos como poli(acido Ilactico),
poli(hidroxibutirato) e poli(caprolactona) sdo biodegradaveis, podendo se decompor
pela acdo enzimatica de microorganismos em meio adequado de temperatura, pH,
umidade e oxigénio. A Dbiodegradacdo pode ocorrer em duas etapas: (i)
despolimerizacdo, em que as enzimas dos microorganismos rompem as ligacOes
hidrolisaveis, gerando cadeias menores e (ii) mineralizacdo, em que as cadeias
suficientemente pequenas sdo transportadas para o interior dos organismos,
transformados em biomassa e geram produtos como CO2, N2, CH4, agua e sais minerais.
Os filmes biodegradaveis tém encontrado um nicho promissor de aplicacdo (FECHINE,
2010).

O microscopio eletronico de varredura (MEV) é utilizado para obter

informacdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra
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solida, sendo possivel obter imagem tridimensional da amostra. O microscopio
eletronico de varredura utiliza um feixe de elétrons no lugar de fétons, utilizados em um
microscopio Optico convencional, o que permite solucionar o problema de resolucéo
relacionado com a fonte de luz branca (NAGATANI et al. 1987).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O desenvolvimento do experimento foi realizado em trés etapas (Figura 2).
Inicialmente, as proteinas miofibrilares e a pectina foram extraidas dos subprodutos do
postejamento do peixe serra e do mesocarpo do maracuja-amarelo, respectivamente. Na
segunda etapa, realizou-se a analise do efeito da concentracdo proteica e do teor de
pectina nas caracteristicas de qualidade do bioplastico, utilizando-se metodologia de
superficie de resposta em um planejamento fatorial 2x2. Ao final, o bioplastico que
apresentou a menor permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e a maior resisténcia a
tracdo (RT) foi analisado quanto as propriedades fisicas, mecénicas, térmicas e

morfologicas.

Figura 2 — Delineamento para obtencdo de embalagem biodegradavel oriundos de
subprodutos do peixe serra e pectina do maracuja-amarelo.

FASE 1: EXTRACAD E CARACTERIZACAD DAS F'ROTE'INAS' MIOFIBRILARES DO RESIDUO DE
PEIXE E DA PECTINA DO MARACUJA-AMARELD
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4.2 MATERIAL

Os subprodutos do postejamento de peixe serra (Scomberomorus brasiliensis)
foram coletados em uma industria de beneficiamento de pescado do municipio de Jodo
Pessoa/PB. O peixe serra (1000-1400 g e 55 a 65 cm) foi capturado no Estado do Para e
comercializado no Estado da Paraiba. As amostras foram coletadas em triplicata
imediatamente apds o corte das postas na maquina serra-fita dos peixes congelados. As
amostras foram mantidas congeladas e transportadas imediatamente para o laboratério
de analises quimicas de alimentos (LAQA), localizado no Campus I-UFPB em Jodo
Pessoa-Pb. Os maracujas-amarelos (Passiflora edulis Flavicarpa) foram adquiridos no
comércio local em Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. As amostras de maracuja foram
escolhidas no estagio de maturacdo maduro, possuindo coloracdo da casca amarela,
sendo transportadas em caixas térmicas para o LAQA. Glicerol e cloreto de sddio
(Dinamica, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) foram fornecidos por Dindmica Quimica
Contemporaneous LTDA. Acido citrico (Sheron, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil) foi
obtido na Sheron Industria LTDA e alcool etilico (Alphatec) na Alphatec S.A, Macaé,

Rio de Janeiro, Brasil.

4.3 PROTEINAS MIOFIBRILARES
4.3.1 Extracéo de proteinas miofibrilares

As proteinas miofibrilares do subproduto do postejamento do peixe serra em
maquina serra fita foram extraidas de acordo com o método adaptado proposto por
Araujo et al. (2018). Os subprodutos foram homogeneizados com 3 volumes de agua
destilada fria (5 °C) e a mistura foi centrifugada a 5000 G por 4 minutos a 4 °C e, em
seguida, filtrada em duas camadas de tecido de algoddo. A fracdo retida foi lavada e
filtrada em duplicata com 5 volumes de NaCl 50 mM a 5 °C. Apds estas etapas, a massa
resultante foi congelada e liofilizada (Liotp L101) a -46 °C por 48 h e as amostras foram
acondicionadas a vacuo em sacos de polietileno e armazenadas sob congelamento (-18

°C) até a realizacao das analises.
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Figura 4 — Fluxograma de elaboracdo da proteina miofibrilar oriundo do subproduto do

peixe serra.
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Fonte: proprio autor

4.3.2 Caracterizacao quimica das proteinas miofibrilares

A proteina miofibrilar extraida dos subprodutos da maquina serra-fita foram
submetidos a andlise de proteinas utilizando o método Kjeldahl de acordo com o
método proposto pela AOAC (2016) e lipideos seguindo as metodologias descritas
por Folch (1957).

Para a avaliacdo do perfil eletroforético da proteina miofibrilar, utilizou-se a
metodologia adaptada de Laemmli (1970). Inicialmente, as amostras foram diluidas em
solucdo tampdo (0,5 mol/L Tris-HCIL, pH 6,8, 10% SDS, 10% glicerol, 5% pB-
mercaptoetanol e 0,1% Comassie Blue G250), sendo posteriormente homogeneizadas
em vOrtex. Em seguida, a solucdo foi submetida ao banho ultrassénico por 10 minutos e
posteriormente aquecida, a 90 °C por 5 minutos (Loccus, Sdo Paulo, Brasil). O gel de
separacdo foi montado possuindo um gradiente de 12,5% de poliacrilamida em tampéo
Tris - HCI 3 mol/L, pH 8,8 e SDS a 1%. Em seguida foi preparado o gel de
empacotamento com 3,5% de poliacrilamida em tampdo Tris - HCI 0,5 mol/L, pH 6,8 e
SDS a 1%. A corrida foi realizada em amperagem 25 mA, tensdo 200 V e poténcia 15
W. Apds o término da corrida, o gel foi retirado da placa e fixado em TCA 12,5%

durante uma hora. Utilizou-se Coomassie brilliant blue R250 para corar o gel e solucéo
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descorante de metanol, &cido acético e dgua (1:3,5:8 v/v/v) para remocao do excesso de
corante. Os pesos moleculares, foram comparadas mediante a utilizagdo de marcador de
peso molecular de 12 a 225 kDA (Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers
(GE), RPN8OOEG, Life Sciences, Piscataway, NJ, USA).

4.4 PECTINA DO MARACUJA-AMARELO
4.4.1 Extracdo da pectina do maracuja-amarelo

A extragdo da pectina do mesocarpo do maracuja-amarelo foi realizada de
acordo com o método de Canteri-Schemin et al. (2005) utilizando-se 0,086% de &cido
citrico durante 60 minutos de extracéo, conforme condicdo 6tima determinada no estudo
de Pinheiro et al. (2008).

Inicialmente, os maracujas foram lavados e higienizados. O flavedo e a polpa
foram removidos e as cascas cortadas em pequenos pedacos, branqueadas para
inativacdo enzimatica e secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 55 °C até peso
constante. As cascas foram trituradas até obtencdo de uma farinha fina. Esta farinha foi
embalada em sacos de polietileno a vacuo e armazenada em freezer (-18 £ 2 °C) até a
extracdo da pectina.

A pectina foi extraida sob refluxo em sistema de condensacdo a 97 °C
(soluto/solvente 1:50) durante 60 minutos. O extrato acido foi filtrado em papel filtro e
resfriado a 4 °C. O filtrado (contendo a pectina) foi centrifugado por 30 minutos a 6000
rpm e o sobrenadante separado. O sobrenadante foi adicionado de etanol PA (1:2 v/v) e
esta mistura foi agitada por 10 minutos e deixada em repouso por uma hora para
permitir a precipitacdo da pectina, o precipitado foi separado por filtracdo em papel
filtro. A pectina pastosa obtida foi utilizada para elaboracdo do bioplastico e parte da
mesma foi seca em estufa de circulacdo de ar forcada a 45 °C por 12 horas para a
realizacdo das andlises de esterificacdo e acetilacdo. A pectina pastosa foi acondicionada
em placas de petri e a pectina seca em sacos de polietileno a vacuo, ambas armazenadas

sob refrigeracdo (5 °C).
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Figura 5 — Fluxograma de elaboracdo da pectina obtida do maracuja-amarelo.
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Fonte: proprio autor

4.4.2 Determinacéo do grau de esterificacéo

O grau de esterificacdo da pectina extraida do mesocarpo do maracuja-amarelo
foi determinado pelo método de Bochek, Zabilova e Petropavlovskii (2001) utilizando-
se titulacdo potenciométrica. A pectina seca (0,2 g) foi umedecida com etanol 95 %.
Agua destilada aquecida a 40 °C (20 mL) foi adicionada e o polimero foi dissolvido sob
agitacdo. A solucdo resultante foi titulada com NaOH 0,1 N, utilizando a fenolftaleina
como indicador e o resultado foi anotado como titulacdo inicial (Ti). Posteriormente, foi
adicionado 10 mL da solucdo de NaOH 0,1 N a amostra neutralizada de é&cido
galacturdnico e esta solucdo foi agitada por 2 horas para saponificacdo dos grupos
carboxilicos esterificados do polimero. 10 mL de HCI 0,1 N foi adicionado. O excesso
de HCI foi titulado com NaOH 0,1 N. O namero de grupos carboxilicos esterificados foi
calculado a partir do volume de NaOH 0,1 N gasto na titulacdo final (Tf). O grau de

esterificacdo foi calculado usando a Equacao 1:

% DE = Tf/ (Ti + Tf ) x 100 (Equacéo 1)

Em que, Ti: total de NaOH usado na titulacdo inicial, mL; Tf: total de NaOH usado na

titulacéo final, mL.
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4.4.3 Determinacao do grau acetilacéo

O grau de acetilacdo foi determinado de acordo com o a metodologia de
Ranganna (1977). Foi pesado 0,5 g de pectina em um erlenmeyer de 250 mL e
adicionado 25 mL de NaOH 0,1N em agitacdo até que a pectina se dissolvida. A
solucdo ficou reservada durante uma noite. Em seguida, foi diluida com agua destilada
em um baldo volumétrico de 50 mL, do qual foi pipetada uma aliquota de 20 mL e
adicionados 20 mL da solucdo de sulfato de magnésio com acido sulfarico. A solugédo
foi destilada em destilador de nitrogénio. Foram reservados 100 mL do destilado para
titulagdo com NaOH 0,05N com o indicador vermelho fenol. Para a deteccdo do ponto
de viragem foi preparado um branco com 20 mL de agua destilada e 20 mL de solucao
de sulfato de magneésio com acido sulfurico. A equacao para o calculo do valor acetil foi
realizado através da Equagdo 2.

% Acetil = Nnaon X MLnaoH X 4.3/Pa (Equacéo 2)

Em que: Nnaon: Normalidade do NaOH, mLnaon: Volume gasto na titulagédo, mL, Pa:
Peso da aliquota, g.

4.5 PREPARACAO DO BIOPLASTICO

Os bioplasticos foram preparados pela técnica de espalhamento (casting)
conforme descrito por Silva et al. (2018), com adaptacGes. As condicBes para obtencao
do bioplastico foram otimizadas mediante planejamento fatorial 2x2 com 3 pontos
centrais, totalizando 7 experimentos e trés repeticdes por unidade experimental. As
variaveis independentes foram (x1) concentragdo da proteina miofibrilar do subproduto
de peixe e (x2) concentracdo de pectina (Tabela 2). A permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) e a resisténcia a tracdo (RT) foram as variaveis resposta. A faixa das duas

variaveis independentes foi determinada com base em experimentos preliminares.

Tabela 2— Variaveis independentes e niveis do planejamento para obtencdo do

bioplastico.
Variaveis Niveis
-1 0 +1
Concentracdo de pectina (%) — x1 1,0 3,0 5,0

Concentragdo proteica (%) — x2 3,0 5,0 7,0
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A superficie de resposta foi elaborada mediante modelo matematico

representado pela Equacgéo 3, onde B representa os coeficientes do modelo:

Y =0 + B1X1 £ P2Xo + Ps X1 X2 (Equagéo 3)

Os efeitos das variaveis independentes foram ranqueados e o teste de
desejabilidade foi utilizado para determinar as condi¢fes Otimas para a obtencdo do
bioplastico. Para a validacdo do modelo, foi realizada a medicdo da RT e PVA nas
condigdes maximizadas. Os resultados obtidos foram comparados com os valores
preditos por meio de teste t para amostras independentes (p < 0,05). Apds a validacdo o
bioplastico maximizado foi submetido a analise de caracterizacdo fisica, morfoldgica,
mecénica e térmica.

Para a elaboracdo do bioplastico (Figura 3), de acordo com o planejamento
experimental (Tabela 3), as proteinas miofibrilares do subproduto de peixe serra foram
trituradas e peneiradas. As proteinas foram misturadas com agua destilada e o pH da
mistura foi ajustado para 11 com NaOH 2M. A solucdo foi homogeneizada em turrax
sob agitacdo constante a 10000 rpm por 15 min a 85 °C. Ap0s a homogeneizacgéo, a
mistura foi filtrada em tecido de algoddo com camada dupla. A pectina e o glicerol (4%)
foram adicionados a solugé@o e em seguida a mistura foi homogeneizada com bastao por
30 min a 80 °C em banho. As solugdes filmogénicas (45 g) foram dispostas em placas
de acrilico (150x15mm) e secas em estufa a 50 °C por 24 h. Ao final da secagem, 0s
filmes foram transferidos para dessecadores (30% umidade relativa) até temperatura

constante.

Tabela 3— Matriz do planejamento experimental.

Ensaios Teor de proteina (%) Teor de pectina (%)
1 +1 (7,0) +1 (5,0)
2 +1 (7,0) -1 (1,0
3 -1 (3,0) +1 (5,0)
4 -1 (3,0) -1(1,0)
5 0 (5,0) 0(3,0)
6 0 (5,0) 0 (3,0)
7 0 (5,0) 0(3,0)
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Figura 3 — Fluxograma de elaboracéo do bioplastico.

P At ina miofibril ~ Ajuste depH da Homogeneizacdo em Filtrag3o de solig3o
“do peine serra proteina para 11 com turrax 2 10000 rpm o)
triturada e pencirada NaOH 2M o camada de algodzo
8 !,a |
» \ DA/ = ' ' 'Y »
a7 s N 3 Adicio de 45 g da
Ad?gao ;1 £ pe;:utm‘a Banho por°30 mun:2 solugdo em placas, Bioplastico
e glicerol a solug3o 80°C secas (50°C/24h)

Fonte: proprio autor

4.6 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES DO BIOPLASTICO

4.6.1 Determinacao das propriedades fisicas do bioplastico

A espessura do bioplastico foi determinada pela média aritmética medida em 10
pontos aleatorios utilizando-se um paquimetro portatil com precisdo de 0,001mm.

A cor foi determinada com auxilio de um colorimetro digital (CR-300, Konica
Minolta, USA). Para a leitura dos parametros L* (luminosidade), a* (intensidade de
vermelho/verde) e b* (intensidade de amarelo/azul), conforme especificacbes da
Comission Internationale de L’éclairage - CIE (2004).

Os filmes foram analisados quanto a transmissdao de luz na faixa de
comprimento de onda de 600 nm em espectrofotometro (UV-Vis, Modelo Q798U,
Diadema, S&o Paulo/SP, Brasil). Os filmes foram devidamente cortados nas dimensdes
da cubeta e posicionados perpendicularmente na direcdo do feixe de luz.

Para determinar a transparéncia, aderiu-se como base a relacdo existente entre a
medida de transmitdncia e a espessura dos filmes, de acordo com a Equacdo 4
(SOTHORNVIT et al., 2010). A espessura foi medida em trés pontos da amostra de

cada filme utilizando um paquimetro digital.

T =@ (Equagio 4)

Em que, %T, é o percentual de transmiténcia e b, é a espessura do filme em milimetros.
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4.6.2 Determinacao das propriedades mecénicas do bioplastico

O ensaio de tracdo foi realizado para a determinacdo da resisténcia a tracdo
(RT) e do alongamento percentual. Tais propriedades foram medidas usando um
instrumento de ensaios estaticos da SHIMADZU - Linha AGS - X 10 Kn, operando
conforme as especificagdes da ASTM D882-12 (ASTM, 2012).

Os corpos de provas foram ensaiados em formato de tiras com uma dimens&o
de 120 x 15 mm, e foram medidas as espessuras dos filmes com auxilio de paquimetro
digital de inox (LEE TOOLS), em cinco posicGes aleatorias em todas as amostras,
previamente acondicionadas a 30 % UR e 25°C.

Na execucdo do ensaio, os corpos de prova foram fixados entre as garras do
equipamento, na posi¢éo inicial de 50 mm e a velocidade de separacéo das garras de 10
mm/min estabelecidos pela norma. A RT (em MPa) foi determinada pela relagéo entre a
forca maxima de tracdo medida (o) e a area da secdo transversal inicial do corpo de

prova (Ao), conforme Equagéo 5.

RT (MPa) = % (Equacdo 5)

O alongamento (em %) foi determinado pela relagcdo entre a distancia percorrida
no deslocamento das garras até a ruptura (AL = comprimento final (Lf) — comprimento

inicial (Lo)) e comprimento inicial do corpo de prova (Lo), conforme Equacéo 6.

AL (%) = % x100 (Equacéo 6)

4.6.3 Caracterizacao das propriedades térmicas do bioplastico

Os parametros térmicos dos filmes foram avaliados por meio de calorimero
diferencial de varredura da SHIMADZU modelo DSC-60, operado com gas nitrogénio a
20 mL/min. A massa das amostras variou de 5 a 9 mg e foi acondicionada em recipiente
de aluminio fechado. Posteriormente, as amostras foram aquecidas até 550 °C a uma
taxa de 10 °C/min.

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada em analisador
termogravimétrico da SHIMADZU modelo DTG-60H. O teste nao-isotérmico foi

realizado utilizando 10 mg de amostra, em cadinho de aluminio com atmosfera de ar
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sintético, fluxo de 50 mL/min, com razdo de aquecimento de 10 °C/min, variando de
25-800 °C.

4.6.4 Caracterizacdo morfoldgica do bioplastico

As amostras foram caracterizadas quanto a permeabilidade ao vapor de &gua
(PVA) pelo metodo gravimétrico ATSM E96/E96M-16 (ASTM, 2016), com
adaptacoes. Os filmes com 5 cm de diametro foram inseridos e vedados com liga nos
recipientes de plastico, contendo silica em gel. Os recipientes foram acondicionados em
dessecador (25°C) a 75% (com solucdo saturada de NaCl). As amostras foram pesadas
em balanca analitica a cada 24 h por 7 dias. Calculadas de acordo com a Equacéo 7,

com resultados expressos em gH20.mm/m?2.h.mmHg.

Wvp = (%# (Equacéo 7)
Ps.(UR;—UR3)

A solubilidade em agua foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por Ojagh et al. (2010), com adaptacBes. Os filmes foram cortados em quadrados de
(2x2cm). A determinacdo da matéria seca inicial foi determinada por meio de secagem
em estufa, a 105 °C, por 24 h. Apds a primeira pesagem, as amostras foram imersas em
um Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de agua destilada e mantidas sob agitacdo a 100
rpm (MultiShaker) por 24 h, a 25 °C. Ap0s este periodo, a agua foi removida por meio
de secagem em estufa com circulacdo de ar a 105 °C por 24 h e feita a medicdo da
massa da matéria seca que ndo se dissolveu em agua. A solubilidade, expressa em

porcentagem, foi calculada conforme a equacéo 8.

S(%) = (Pi;—i”) x 100 (Equacéo 8)

Em que, Pi - massa inicial do material seco e Pf - massa final do material seco que ndo
se dissolveu.

A avaliacdo da degradacdo dos filmes foi através da verificacdo da perda de
massa quando exposto a microbiota natural encontrada no solo por um periodo de 15
dias. As amostras foram cortadas em forma retangular (2x2cm), pesadas e enterradas em
recipientes de plasticos com 15 cm de profundidade. A cada 5, 7, 9 e 15 dias, os filmes

foram desenterrados e lavados com agua destilada para eliminar os resquicios de terra,
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em seguida foram secos em estufa a 40 °C por 24 h e pesadas (CHANDRA; RUSTGI,
1997).

Os filmes foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier de infravermelho médio (FTIR) (Shimadzu, modelo IR
Prestige-2). Os espectros foram obtidos no modo ATR na faixa de 4000 a 600 cm™?,
resolugdo de 4 cm™ e 40 de varreduras (ASTM, 2011).

A anédlise de difracdo de raios X (DRX) foi obtida através dos pardmetros
propostos por Spagnol et al. (2018). Foi utilizado um difratograma de raios X com uma
tensdo aplicada de 40 kV e uma corrente de 30 mA (radiagio CuKa= 1,5418 A), na

faixa de 20 = 10-50° e uma velocidade de 2°.min.

Para o tamanho do cristalito (t) foi utilizado a equacdo 9 descrita por Costa
(2012).

094
- B-cos 6

(Equacéo 9)

Onde X é o comprimento de onda da radiagdo (1,5418 A), B ¢ a largura do pico a

meia altura em radianos e 6 ¢ o angulo de intensidade maxima do pico (26 = 20°).

O espacamento interplanar foi calculado pela substituicdo do angulo de

espalhamento, 20, do pico mais intenso na equagdo de Bragg.

d=—2 (Equacéo 10)

2.sen.6

A micrografia dos bioplasticos foi determinada em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) (Tescan Séo Paulo, SP, Brasil). As amostras foram fixadas em suporte
metélico com fita dupla-face de carbono e revestidas com uma fina camada de ouro. As
imagens foram capturadas através software operacional MiraTC, com uma voltagem de

aceleracdo de 10kV, detectores SE, com fluxo de 1750mA e ampliacdo de 100 e 50 pm.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos do planejamento fatorial foram submetidos a Analise de
Variancia (p < 0,05) e os coeficientes de regressao foram utilizados para gerar as
superficies de resposta com auxilio do software Statistica versdo 7.0. Os efeitos das
varidveis independentes foram ranqueados e o teste de desejabilidade foi utilizado para

determinar as condigdes Otimas para a obtencdo do bioplastico. Para validar o modelo
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matematico, o experimento foi repetido nas condicbes 6timas indicadas pela funcéo
desejabilidade e os resultados obtidos foram comparados com os valores preditos
através do teste-t para amostras independentes, considerando um intervalo de confianca
de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a realizacdo desta dissertagdo permitiram a
elaboracdo de um (01) artigo cientifico, submetido a revisa Food Packaging and Shelf
Life, com Fator de Impacto 6,429.
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Characterization of a new food packaging material based on fish by-product

proteins and passion fruit pectin

Abstract: The development of biodegradable bioplastics based on renewable raw
materials has emerged as an innovative option to minimize the adverse effects of
improper disposal of petrochemical packaging in the environment. This study aimed to
maximize the conditions for bioplastic production from proteins of the cutting
byproduct of Serra Spanish Mackerel (Scomberomorus brasiliensis) and pectin of the
yellow passion fruit (Passiflora edulis Flavicarpa), evaluating the physical, mechanical,
thermal, and morphological characteristics of the maximized bioplastic. According to
the results, the optimal conditions for obtaining the bioplastic were 5.0% protein
concentrate and 3.0% pectin. The maximized film was homogeneous, strong, flexible,
and biodegradable, with low solubility and water vapor permeability, indicating that the
protein and pectin biopolymers had good interaction and could produce bioplastics.
Therefore, there was a satisfactory interaction between the incorporated biopolymers,
indicating their application in the food industry and thus causing a reduction in the
production of industrial by-products.

Keywords: by-products, fish myofibrillar proteins, pectin, sustainability, bioplastics.

1 Introduction

The excessive use of fossil plastics is a global concern due to their high
resistance to degradation, which leads to the accumulation of by-products in the
environment (Raza et al., 2018). Currently, the containment measures of the new
coronavirus through social isolation have strongly influenced the lifestyle and

consumption pattern of the world’s population, promoting an increase in the use and
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inadequate disposal of plastic packaging (Adyel, 2020). As a result, the size of the
global plastic packaging market had an 11.4% growth in revenue between 2019 and
2021, rising from $909.2 billion to $1012.6 billion (Business Insider, 2020).

Biodegradable films have been widely studied in the last decades and have been
pointed out as an option to replace petrochemical packaging (Asrofi et al., 2021). These
bioplastics are usually derived from natural polymers such as starch (Marichelvam et
al., 2019; Yang et al., 2021), proteins (Chalermthai et al., 2021; Jiménez-Rosado et al.,
2021), cellulose (Azmin et al., 2020), and algae (Yusmaniar et al., 2019; Lim et al.,
2021), among others.

Proteins from fish by-products have been considered as innovative raw materials
for bioplastic development because they are biodegradable, have high nutritional value
and low cost, and exhibit excellent technological properties, such as the ability to form
networks, plasticity, elasticity, and satisfactory oxygen barrier, thus being considered
promising in the preparation of films (Kaewprachu et al., 2017).

Fish byproducts are largely produced during processing, most prominently
during spawning. This process generates a byproduct known as "fish powder.” Its
composition configures it as a raw material rich in myofibrillar proteins. However, it is
noteworthy that despite being underutilized or discarded, it is considered ideal for use in
the development of biodegradable films (Lima et al., 2020). However, films from a
single biopolymer such as fish proteins show good barrier properties but unsatisfactory
mechanical features such as high stiffness and low malleability. An alternative to
overcome this limitation is the combined use of bio compounds, such as protein and
pectin, for example (La Fuente Arias et al., 2021).

Pectin is a complex natural heteropolysaccharide abundant in citrus fruit

byproducts such as passion fruit and can be applied in the production of various
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products such as biodegradable and renewable films (Mellinas et al., 2020).
Incorporating passion-fruit pectin into protein bioplastics can improve the physical and
mechanical properties of the film compared to bioplastics formed by protein or pectin
alone. Therefore, the aim was to maximize the conditions for bioplastic production from
Serra fish (Scomberomorus brasiliensis) and yellow passion fruit (Passiflora edulis
Flavicarpa) byproduct proteins, evaluating the physical, mechanical, thermal, and

morphological characteristics of the optimized bioplastic.

2 Material and Methods

2.1 Material

The cutting byproduct of the Serra Spanish Mackerel (Scomberomorus
brasiliensis) spawning were collected in a fish processing industry in the municipality
of Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil. The sawfish (1000-1400 g and 55 to 65 cm) was caught
in Para State and commercialized in the State of Paraiba. The samples were collected in
triplicate immediately after cutting the frozen fish fillets in the band saw machine and
kept frozen, and immediately transported to the Laboratory of Food Chemical Analysis
(LAQA/UFPB). The yellow passion fruit (Passiflora edulis Flavicarpa) was purchased
from the local market in Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil. The samples were selected at the
ripe, yellow skin coloring stage and transported in cool boxes to LAQA. Glycerol and
sodium chloride (Dinamica, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brazil) were supplied by Dindmica
Quimica Contemporaneous LTDA. Citric acid (Sheron, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil)
was obtained from Sheron Industria LTDA and ethyl alcohol (Alphatec) from Alphatec

S.A, Macaé, Rio de Janeiro, Brazil.
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2.2 Extraction of myofibrillar proteins

Myofibrillar proteins from the by-product of Serra fish spawning in a band saw
machine were extracted according to the adapted method proposed by Araujo et al.
(2018). The byproducts were homogenized with three volumes of cold distilled water (5
°C), and the mixture was centrifuged at 5000 G for four minutes at 4 °C and then filtered
through two layers of cotton cloth. The retained fraction was washed and filtered in
duplicate with five volumes of 50 mM NaCl at 5 °C. After these steps, the resulting
mass was frozen and lyophilized (Liotp L101) at -46 °C for 48 h, and the samples were
vacuum packed in polyethylene bags and stored under freezing until the analyses were

performed.

2.3 Chemical characterization of myofibrillar proteins

The myofibrillar protein extracted from the by-products of the bandsaw machine
were subjected to protein analysis using the Kjeldahl method according to the method
proposed by AOAC (2016), and lipids following the methodologies described by Folch
(1957). To assess the electrophoretic profile of myofibrillar protein, we used the
methodology adapted from Laemmli (1970). Initially, samples were diluted in buffer
solution (0.5 mol/L Tris-HCI, pH 6.8, 10% SDS, 10% glycerol, 5% B-mercaptoethanol,
and 0.1% Coomassie Blue G250) and then homogenized in a vortex. The solution was
then submitted to an ultrasonic bath for 10 minutes and subsequently heated at 90 °C for
five minutes (Loccus, Sdo Paulo, Brazil). The separation gel was set up with a gradient
of 12.5% polyacrylamide in Tris — HCI 3 mol/L buffer, pH 8.8, and 1% SDS. Then the
packing gel was prepared with 3.5% polyacrylamide in 0.5 mol/L Tris - HCI buffer, pH
6.8, and 1% SDS. The run was performed at 25 mA amperage, 200 V voltages, and 15

W of power. After the run, the gel was removed from the plate and fixed in 12.5% TCA
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for one hour. Coomassie brilliant blue R250 was used to stain the gel and a destaining
solution of methanol, acetic acid, and water (1:3.5:8 v/v/v) to remove excess dye. The
molecular weights were compared using a molecular weight marker from 12 to 225 kDa
(Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers (GE), RPN80OOEG, Life Sciences,

Piscataway, NJ, USA).

2.4 Extraction of pectin from yellow passion fruit

The extraction of pectin from the yellow passion fruit mesocarp was performed
according to the method of Canteri-Schemin et al. (2005) using 0.086% citric acid and
60 minutes of extraction, according to the optimal condition determined in the study by
Pinheiro et al. (2008). Initially, the passion fruits were washed and sanitized. The
flavedo and pulp were removed, and the peels were cut into small pieces, bleached for
enzyme inactivations, and dried in a forced-air oven at 55 °C until constant weight. The
peels were ground to obtain fine flour, called passion fruit peel flour. This flour was
packed in polyethylene vacuum bags and stored in a freezer (-18 = 2 °C) until pectin
extraction. The pectin was extracted under reflux in a condensation system at 97 °C
(solute/solvent 1:50), and the acid extract was filtered through filter paper and cooled at
4 °C. The filtrate containing the pectin was centrifuged for 30 minutes at 6000 rpm, and
the supernatant was separated. Ethanol PA (1:2 v/v) was added to the supernatant, and
this mixture was stirred for 10 minutes and allowed to stand for one hour to allow the
pectin to precipitate; the precipitate was separated by filtration on filter paper. The pasty
pectin was used to prepare the bioplastic, and part of it was dried in a forced-air
circulation oven at 45 °C for 12 hours to perform esterification and acetylation analyses.
The pasty pectin was packed in Petri dishes and the dry pectin in vacuum polyethylene

bags, both stored under refrigeration.
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2.5 Determination of the degree of esterification (%GE) and acetylation (%GA) of
yellow passion fruit pectin

The degree of esterification of pectin extracted from the yellow passion fruit
mesocarp was determined by Bochek, Zabilova & Petropavlovskii (2001) using
potentiometric titration. The degree of acetylation was determined according to the

methodology of Ranganna (1977).

2.6 Experimental design and preparation of the bioplastics

The bioplastics were prepared by the casting technique described by Silva et al.
(2018), with adaptations. The conditions for obtaining the bioplastic were optimized
using a 2x2 factorial planning with three central points, totaling seven experiments and
three replications per experimental unit. The independent variables were (X1)
myofibrillar protein concentration of the fish byproduct and (x2) pectin concentration.
The response variables were water vapor permeability (WVP) and tensile strength (TS).
The range of the two independent variables was determined based on preliminary
experiments. The response surface was elaborated using a mathematical model
represented by Equation 1, where B represents the coefficients of the model:
Y =00 = f1X1 + 2Xo + fsX1X2 1)

TS and WVP were measured at the maximized conditions to validate the model.
After validation, the maximized bioplastic was subjected to physical, morphological,
mechanical, and thermal characterization. The myofibrillar proteins from the Serra fish
byproduct were ground and sieved to make the bioplastic. The proteins were mixed with
distilled water, and the pH of the mixture was adjusted to 11 with 2M NaOH. The
solution was homogenized in a turrax under constant stirring at 10,000 rpm for 15 min

at 85 °C. After homogenization, the mixture was filtered through a double-layered
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cotton cloth. Pectin and glycerol (4%) were added to the solution. Then the mixture was
homogenized with a rod for 30 min in an 80 °C bath. The filmogenic solutions (45 g)
were placed on acrylic plates (150x15 mm) and dried in an oven at 50 °C for 24 h. Then,
the films were transferred to desiccators (30% relative humidity) until constant

temperature.

2.7 Determination of the physical properties of the bioplastic

The thickness of the bioplastic was determined by the arithmetic average
measured in 10 random points using a portable micrometer with a precision of
0.001mm. The color of the bioplastic was determined using a digital colorimeter (CR-
300, Konica Minolta, USA). For reading, the parameters L* (luminosity), a* (red/green
intensity), and b* (yellow/blue intensity) were used, according to specifications of the
Comission Internationale de L'éclairage - CIE (2004). The films were analyzed for light
transmission in the 600 nm wavelength range in a spectrophotometer (UV-Vis, Model
Q798U, Diadema, Sao Paulo/SP, Brazil). The films were properly cut to the dimensions
of the cuvette and positioned perpendicular to the light beam direction. To determine the
transparency, the relationship between the transmittance measurement and the films'
thickness was adopted as the basis (Sothornvit et al., 2010). Thickness was measured at

three points on the sample of each film using a digital micrometer.

2.8 Determination of the mechanical properties of bioplastic

The SHIMADZU static testing instrument was used to assess the mechanical
properties of percent elongation and tensile strength (TS), operating according to the
specifications of ASTM D882-12 (Astm, 2012). Random slices were taken from the

edges and center of the plate containing the biofilm. The film was cut into a rectangular
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shape measuring 7 cm long and 3 cm wide and was attached to the texturometer for

mechanical testing.

2.9 Characterization of the thermal properties of bioplastic

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed in a thermogravimetric
analyzer (SHIMADZU, model DTG-60H). The non-isothermal test was performed
using 10 mg of sample, in an alumina crucible with synthetic air atmosphere, the flow
of 50 mL/min, with a heating rate of 10 °C/min, ranging from 25-800 °C.

The thermal parameters of the films were evaluated in a SHIMADZU
differential scanning calorimer model DSC-60 operated with nitrogen gas at 20
mL/min. Subsequently, the samples were heated up to 550 °C at a rate of 10 °C/min.
The mass of the samples varied from 5 to 9 mg and was packed in a closed aluminum

container.

2.10 Morphological characterization of the bioplastic

The samples were characterized for water vapor permeability (WVP) with
adaptations by the gravimetric method ATSM E96/E96M-16 (ASTM, 2016). The 5 cm
diameter films were inserted and alloy-sealed into the plastic containers containing
silica gel. The containers were conditioned in a desiccator (25°C) at 75% with saturated
NaCl solution. The samples were weighed on an analytical balance every 24 h for seven
days. Calculated according to Equation 2 with results expressed as

gH20.mm/m2.h.mmHg:

Gi
WVP = G)x

Ps.(UR{—URy)

)
Water solubility was determined with adaptations according to the methodology

described by Ojagh et al. (2010). The films were cut into 2x2cm squares. The initial dry
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matter was defined by drying in an oven at 105 °C for 24 h. After the first weighing, the
samples were immersed in a 250 mL Erlenmeyer flask with 50 mL of distilled water
and kept under stirring at 100 rpm (MultiShaker) for 24 h at 25 °C. After this period, the
water was removed by drying in an oven with air circulation at 105 °C for 24 h, and the
dry matter mass that did not dissolve in water was measured. The solubility expressed in
percent was calculated according to Equation 3:

s@) = (*=7) x 100 3)
In this equation, Pi is the initial mass of the dry material, and Pf is the final mass of the
dry material that did not dissolve.

The evaluation of the degradation of the films occurred by verifying the mass
loss when exposed to the natural microbiota found in the soil for 15 days. The samples
were cut in a rectangular shape (2x2cm), weighed, and buried in plastic containers 15
cm deep. Every 5, 7, 9, and 15 days, the films were dug up and washed with distilled
water to remove soil residues, then dried in an oven at 40 °C for 24 h and weighed
(Chandra & Rustgi, 1997).

The films were characterized by Fourier transform mid-infrared spectroscopy
(FTIR) (Shimadzu, IR Prestige-2 model). Spectra were obtained in ATR mode in the
range of 4000 to 600 cm™, 4 cm™ resolution, and 40 scans (Astm, 2011).

X-ray diffraction (XRD) analysis was obtained using the parameters proposed
by Spagnol et al. (2018). We used an X-ray diffractogram with a 40 kV applied voltage
and a 30 mA current (CuKa radiation= 1.5418 A), in the range 20 = 10-50° and a
velocity of 2°.min.

The micrography of the bioplastics was determined in a scanning electron
microscope (SEM) (Tescan Sdo Paulo, SP, Brazil). The samples were fixed on a metal

support with double-sided carbon tape and coated with a thin gold layer. Images were
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captured using MiraTC operational software, with a 10kV acceleration voltage and SE

detectors with a flux of 1750mA and magnification of 100 and 50 pm.

2.11 Statistical analysis

The data obtained from the factorial design were submitted to Analysis of
Variance (p < 0.05), and regression coefficients were used to generate the response
surfaces with the help of Statistica software version 7.0. The effects of the independent
variables were ranked, and the desirability test was used to set the optimal conditions
for obtaining the bioplastic. The validation of the mathematical model occurred through
the experiment that was repeated under the optimal conditions indicated by the
desirability function, and the results obtained were compared with the predicted values

through the t-test for independent samples, considering a confidence interval of 95%.

3 Results and discussion

3.1 Characterization of myofibrillar protein

The myofibrillar protein extracted from the sawfish spawning byproduct showed
high protein content (72.42%), which was interesting for forming a biopolymer matrix.
The lipid content was considered low (2.38%), and such behavior may be related to the
efficiency of the protein extraction and the removal of fats caused by successive
washing and centrifugation. The results obtained corroborate that found by Aradjo et al.
(2018), who obtained myofibrillar proteins with high protein content (96.58%) and low
lipid content (0.74%) from fish byproducts (golden catfish) with the extraction process.

The electrophoretic profile (Figure 1) of the myofibrillar protein obtained from

the sawfish spawning byproduct showed variations of approximately 225 to 12 kDa in
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the molecular weight of the proteins existing in the treatment. A typical electrophoretic
profile of muscle tissue was identified, in which the characterization of myofibrillar
proteins was evident with the appearance of the myosin heavy chain (above 225 kDa),
protein compounds formed by the fragmentation of the myosin heavy chain (150 kDa),
and the a-actinin (102 kDa). A fraction with a molecular weight of 52 kDa was
observed with greater intensity, corresponding to the troponin. Other fractions of
myofibrillar proteins, such as myosin light chain fragments, troponin T, or R-actin
subunits, were also observed since the molecular weights of these proteins were close in
the electrophoretic profiles (30-12 kDa). A 17 kDa fragment of myoglobin was
observed among the bands (Souza et al., 2004). The molecular weight marker confirms
that the myofibrillar proteins were extracted satisfactorily from the sawfish spawning

byproducts.

3.2 Degree of esterification (GE%) and acetylation (GA%) of yellow passion fruit
pectin

The pectin from yellow passion fruit showed 88.95% esterification, resulting in a
polysaccharide with high methoxylation content since it had GE > 50% (Sandarani,
2017). The data obtained were higher than those reported by Talma et al. (2019) in
pectin from yellow passion fruit (76.3%), a difference that can be justified by the use of
optimal pectin extraction conditions. Pectins with a high degree of esterification are
considered more promising because they can form gel quickly, becoming advantageous
for obtaining films (Khotimchenko et al., 2017).

As for the acetylation degree, the pectin obtained presented an average value of
5.37%. Morales-Martinez et al. (2018) obtained similar values (4.94%) in pectin from

the fruit of the forage palm (O. matudae). The acetyl groups are known to impede
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gelation, causing steric hindrance between the chains, making interactions difficult
(Silva & Rao, 2006). According to the results observed, the pectin of the present study
has a high content of methoxylation and low acetylation content, suggesting viable

characteristics for production and application in bioplastics.

3.3 Maximization of the conditions for obtaining bioplastic

The experimental values of tensile strength and water vapor permeability shown
in Table 1 vary according to the protein and pectin content used in each treatment.
Treatment 1 (7.0% protein / 5.0% pectin) and 2 (7.0% protein / 1.0% pectin) showed
higher tensile strength of 8.91 and 12.22 MPa, respectively, probably due to the increase
in protein concentration. However, the films with a high tensile strength index presented
unsatisfactory malleability characteristics, hindering its removal from the sheets, thus
rendering it unviable for industrial application. The lowest vapor permeability values
were observed in treatments 2 (1.0% pectin / 7.0% protein) and core treatments 5, 6, and
7 (3.0% pectin / 5.0% protein).

The analysis of the Pareto graph (Figure 2A) generated from the experimental
data of maximization of the process showed that among the parameters tested, the
protein:pectin ratio and the pectin concentration did not influence the response function
(TS), the protein concentration was the only factor that had a linear influence on the TS
response function. Possibly, this behavior is due to the fact that myofibrillar proteins
present a large amount of sulfhydryl groups on their surface, promoting a greater
number of covalent bonds in the matrix of the films, making them more resistant (Gu et

al., 2019).
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Besides that, according to the Pareto plot, pectin and protein concentrations did
not influence the WVP results (Figure 2B). The interaction between the independent
variables was not significant, considering a confidence interval of 95%.

From the response surface of the tensile strength (Figure 2C) generated by
Equation 5, it could be confirmed that the variations in protein concentration strongly
interfere with the TS. It was also noted from Equation 6 and the response surface of
vapor permeability (Figure 2D) that pectin and protein do not influence the parameters
studied in the WVP of bioplastics. It was also noted that the region where the central
treatment is located, with 5% protein and 3% pectin, had the highest TS values.
TS=4,36+1,68*X»+0,23*X1+0,085*X1*X (5)
WVP=2,02-0,13*X>-0,08*X1+0,01*X1*X2 (6)
Where: X1 = pectin (%) and X = protein (%)

The application of the desirability function (Figure 2E) allowed confirmation
that the region where treatments 5, 6, and 7 are contained, comprised in the range of 5%
protein and 3% pectin, corresponds to the maximized variables, indicated by the
response surface. Thus, the central point that presented the best quality characteristics
compared to the other treatments was considered the one that presented the best
conditions for obtaining bioplastic.

The center point selection combines high tensile strength and low water vapor
permeability, giving good characteristics to the bioplastic. Aradjo et al. (2018) obtained
tensile strength of 4.91 MPa when developing bioplastics with myofibrillar proteins
from the golden catfish (Brachyplatystoma rousseauxii), and it was lower than that
observed in the core treatment of the present study. In addition, Arpi et al. (2018)

presented permeability data for gelatin films from tilapia fish (Oreochromis niloticus)
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with values of 0.9x10 gH,0.mm/m?.h.mmHg, which were higher than those obtained
in the core assay.

Based on the conditions obtained through desirability, obtaining the bioplastic
was validated. Considering the tensile strength parameter as response surface for the
variables X1= 3% pectin and X> = 5% protein, an experiment whose average TS value
obtained was submitted to a statistical test (t-test) with the predicted TS value was
performed in triplicate. No significant difference was found between the mean of the
replicates (6.31 MPa+0.17) and the predicted TS value (6.04 MPa+0.17) for p < 0.05,
according to the t-test.

Under the same conditions, no difference was found for WVP between the mean
of the replicates (1.22x10%#+0.04 gH,O.mm/m?h.mmHg) and the predicted value
(1.25x10* gH20.mm/m?.h.mmHg+0.04) for p < 0.05, and the model was valid within
the 95% confidence interval. The bioplastic with 3% pectin and 5% protein was selected

for the characterization analyses.

3.4 Physical Properties

The data of the physical properties of the bioplastic are arranged in Table 2.
Kaewprachu et al. (2017) achieved a thickness of 0.019 mm in bioplastic acquired from
myofibrillar proteins from tilapia fish incorporated with the catechin-kradon extract.
The thickness results were close to those reported in the literature for films obtained
from myofibrillar proteins.

Thus, the miscibility and interaction between pectin and myofibrillar proteins in
the film network of the present study were positive. According to the color attributes,
the protein bioplastic incorporated with pectin is characterized by the predominance of

the yellow pigment (b *), agreeing with the visual coloration of the produced film.
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Probably, this behavior is due to the presence of carotenoids, a natural pigment of
yellow-orange color, normally present in the passion-fruit peel and fish byproduct
(Rodriguez-Amaya, Kimura & Amaya-Farfan, 2008).

The light transmission of the maximized bioplastic was below 80%. This
behavior may be directly related to the composition and origin of the incorporated
components since the film presented a yellowish color and reduced transparency to
human eyes. The transparency value of the bioplastic obtained (3.49%) was close to
those observed by Surya et al. (2021) (2.16%) in films based on fish scale powder. Less
transparent films have higher light barrier properties and are indicated for the

preservation of foods against oxidation reactions (Silva et al., 2018).

3.5 Mechanical Properties

Bioplastic showed 264.87% elongation (Table 2). Neves et al. (2019) achieved
elongation values (315.65%) in films of myofibrillar proteins and gelatin from the go
hake fish (Macrodon ancylodon) close to the present study, which suggests that films of
combined biopolymers are malleable and flexible. Thus, favorable characteristics are
observed by correlating TS and elongation of the bioplastic obtained under the

maximized conditions, as it shows good strength and elasticity.

3.6 Thermal Properties

The study of thermal stability of polymeric materials is of great importance for
evaluating the conditions of the molding, transport, conservation, and application
processes. Thus, the mass loss variation of the bioplastic obtained under maximized
conditions was investigated as a function of temperature. The film's thermogravimetric

analysis (TGA) is shown in Figure 3A, which shows three stages of thermal
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degradation. Between 50-120 °C, the first stage refers to the evaporation of residual
solvents, mainly water, remaining from the film production process, with a mass loss of
10% and a maximum temperature of 70 °C. The second stage (170-270 °C) is attributed
to the dehydration reactions of the polymer structure, with approximately 70% mass
loss and a maximum temperature of 198 °C. The third stage (285-345 °C) refers to the
decomposition of the organic components. The residual mass was 2.22 %. Similar
results were reported by Neves et al. (2019) on films composed of myofibrillar protein
and fish gelatin (g6 hake), where thermal degradation of the polymers occurred between
232.44 and 301, 17 °C.

In the DSC thermogram (Figure 3B), it was possible to observe that the melting
of the developed bioplastic occurs over a wide temperature range. Possibly, the film has
crystalline substances, with crystal components being destroyed at various temperatures.
A melting peak with the same characteristic and close melting range was observed in
low-density polyethylene (Rabello, 2021).

According to Barreto, Pires & Soldi (2003), thermal stability is enhanced by
protein interactions, such as hydrogen bonds, and ionic and hydrophobic interactions,
suggesting a strong interaction between the bio compounds incorporated in the
bioplastic. Kaewprachu et al. (2017) observed that bioplastics with good mechanical
properties have greater thermal stability, results comparable to this research, which
obtained a film with good thermal stability, positive elongation properties, and tensile

strength.

3.7 Morphological Characterization
The bioplastic obtained under the maximized conditions showed low water

solubility (18.72%) (Table 2), similar to that reported by Kaewprachu et al. (2017)
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(18.82%) in films with tilapia myofibrillar proteins. The high solubility of bioplastics
results from the loss of morphological integrity of the film, hydrophobicity of the
plasticizer, and the degree of protein denaturation (Cugq et al., 1995).

The degradability of the produced bioplastic was assessed by determining the
samples' mass loss according to the soil's burial time (Table 2). The results showed a
rapid increase in weight loss of the bioplastics in the first five days, possibly due to high
microbial growth and activity. The degradation increased slowly after the five days,
probably due to a reduction in nutrients essential for the proliferation of
microorganisms. After seven days of treatment, Surya et al. (2021) obtained 50%
degradation with organic byproducts in films incorporated with fish scale powder and
corn starch. Polyethylene film is a non-biodegradable polymer. Albertsson (1980)
reported that the weight loss of this polymer amounted to 0.2% in 10 years. Thus,
conventional plastics for food packaging can be replaced by this easily degradable
bioplastic.

FTIR analysis of the maximized bioplastic was performed in the 4,000-600 cm-
1 range to detect the presence of various functional groups (Figure 3C). The appearance
of the peak at 3293 cm™ was attributed to the presence of amine A stretches. A narrower
wavelength in this region suggests that there was a broadening of the OH and NH
groups and interaction, forming hydrogen bonds between the polymer molecules in the
film network, indicating a positive interaction between the film-forming polymers
(Hoque et al., 2011). Similar peaks were obtained by Neves et al. (2019) in a bioplastic
with gelatin and myofibrillar protein extracted from the fish Macrodon ancylodon.

The absorption frequencies of amide B, amide I, amide Il, and amide Ill were
2927, 1644, 1540, and 1042 cm?, respectively. Amide band B is produced by

asymmetric CH: stretching vibration, amide band I is produced due to C=0 stretching
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vibration, amide band Il is produced by CH> bending vibration and CN stretching
vibration, and amide band Il is produced by CH: oscillatory vibration (Choa-Yepes et
al., 2019).

The vibrational spectrum observed in the range from 1047 to 1036 cm™ can be
attributed to possible interactions between the plasticizer and the polymer structure of
the film matrix, favored by hydrogen bonds derived from the glycerol OH groups,
which confirms the homogeneous mixing between the polymers and glycerol (Bergo &
Sobral, 2007). This result reiterates the good compatibility between the myofibrillar
protein chains and pectin.

The XRD method is used to evaluate the crystallinity and atomic arrangement.
According to the results (Figure 3D), due to the presence of a sharp and well-defined
first peak and a broad second peak, the analyzed material is semicrystalline and
amorphous, respectively (Nogueira & Martins, 2019). Sood & Saini (2022) reported
that incorporating pectin from red pomelo peel led to a decline in crystallinity in protein
films. A more crystalline film has higher molecular packing, resulting in higher density,
elasticity, tensile strength, and chemical and heat resistance. Conversely, amorphous
regions contribute to product deformation, softness, and adhesion (Rabello, 2021).

The electron microscopy results of the surface and the cross-section of the
bioplastic obtained under the maximized conditions (5% myofibrillar proteins and 3%
pectin) are presented in Figures 4 A and B, respectively. The images of the film surface
show a relatively homogeneous structure, without pores or cracks, demonstrating that
the myofibrillar proteins and pectin have aggregated to form a dense and continuous
network. The images also show some white spots, probably due to incomplete

solubilization; however, the structure or morphology of the material was not affected.
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Additionally, the cross-sections of the film revealed the presence of a smooth
and homogeneous structure with no visible crystalline points, possibly due to the low
crystallinity index observed in the XRD analysis and corroborating with the DSC result.
These results show that protein and pectin can aggregate and form a homogeneous film
network. Similar results were observed by Neves et al. (2019) on gelatin films and
myofibrillar proteins from g6 hake (Macrodon ancylodon), obtaining bioplastic with a

homogeneous structure and no particle accumulation.

4 Conclusion

The myofibrillar proteins of the sawfish by-product and the pectin of the yellow
passion fruit peel present adequate chemical characteristics, making them satisfactory
raw materials for bioplastic production. The maximized conditions for obtaining the
biodegradable film were 5% myofibrillar protein and 3% pectin. Under these
conditions, the bioplastic was smooth, homogeneous, yellowish, resistant, and flexible,
and has good thermal stability, besides presenting low solubility and water vapor
permeability and being biodegradable, allowing its use as biodegradable food
packaging, minimizing the impact of the disposal of food industry byproducts in the

environment.
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TABLES

Table 1 - Design matrix.

Assay Independent variables Response variables
(Xl and Xz)
Pectin content Protein TS WVP
(%) content (MPa) (gH20.mm/m?h.mmHg)
(%)

1 5.0 7.0 8.91 1.20x10™
2 1.0 7.0 12.2 1.10x10™
3 5.0 3.0 1.83 1.69x10*
4 1.0 3.0 3.79 1.46x10™
5 3.0 5.0 4.92 1.10x10™
6 3.0 5.0 5.23 1.10x10™
7 3.0 5.0 5.37 1.08x10™

Note: Independent variables X1 (Pectin content) and X (Protein content). Response
variables: TS (Tensile Strength) and WVP (Water Vapor Permeability).



Table 2 - Results properties of bioplastics.

79

Parameters Results
Stretching (%) 264.87+15.14
Thickness (mm) 0.022+0.001
Transmittance (%) 70.9£0.75
Transparency (%) 3.49+0.003
L* 84.56+0.46
a* -1.73+0.32
b* 30.63+0.82
Solubility (%) 18.72+0.68

Degradability (%):

day 5 52.68+5.42
day 7 67.11+3.19
day 9 69.9346.23
day 15 100+0.001

Note: Film containing 3% pectin and 5% protein.



Figure 1 - Electrophoretic profile of myofibrillar proteins extracted from the cutting

byproduct of Serra Spanish Mackerel.

MK Myofibrillar protein

%gg kkg: —L’ Myosin heavy chain
102 kDa —— Protein compounds
— g-actini
76 kDa
Tropomyosin
52 kDa
_L"Troponjn
g _\_’Tropomyosin complex
31 kDa
Myosin light
chatd, 24 kDa
troponin T or =
subunits of
B-actin 17 kDa
_ 12 kDa

s Myoglobin

MK: Standard molecular weight (12-225 kDa) marker.



81

Figure 2 — Pareto chart of the responses variables: tensile strength (A); water vapor
permeability (B). Response surfaces generated for the response variables: tensile
strength (C); water vapor permeability (D). Profile for predicted value and desirability
(E).
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Figure 2E
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Figure 3 — TG curves (A), DSC curve (B), FTIR spectra (C) and XDR curve (D) of

protein/pectin composite film.

Figure 3A

m'\

80 o

60

Miass (%)
DTy (mg/ °C)

40 5

20 o

T N T T T T T T T T T N
100 200 300 400 500 600 700
Temperature (°C)

Figure 3B

Heat flow (mV)

5_:\/\

l Endatérmice

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Temperature (°C)



Figure 3C
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Figure 4 — SEM images of the surface (A) and the cross-section (B) of protein/pectin

composite film.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A composicdo da proteina miofibrilar obtida do subproduto do peixe serra possui
baixa quantidade de lipideos e alto teor de proteinas, majoritariamente proteinas
miofibrilares, e a pectina extraida do maracuja-amarelo possui alto teor de metoxilcédo e
baixo teor de acetilagdo, tornando-as matérias-primas satisfatorias para a obtencdo de
bioplasticos. As condi¢cfes maximizadas para a obtencdo de bioplasticos dentro da
regido desejavel foi 5% de proteina miofibrilar e 3% de pectina. O bioplastico
maximizado apresentou superficie lisa, homogénea, cor amarelada viavel para embalar
alimentos que se oxidam facilmente, biodegradabilidade, resisténcia, flexibilidade, boa
estabilidade térmica, e baixa solubilidade e permeabilidade ao vapor dagua. Portanto,
houve boa interacdo entre os biopolimeros incorporados, podendo ser indicados para
obtencdo de embalagem biodegradavel de alimentos, o que pode minimizar a liberagdo
de subprodutos da indudstria de alimentos no ambiente.

Sugerem-se pesquisas futuras a aplicacdo do bioplastico obtido nesse estudo em
alimentos. E também avaliar a adi¢cdo de produto antioxidante a matriz do bioplastico,
para desenvolvimento de filme ativo e posteriores avaliacdes da vida de prateleira do

produto embalado.
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APENDICE 1 — Resultados da matriz do planejamento experimental.

7

Proteina

2
Pectina

3
RT

4 5 [3 T ] ] 10
PVA Var5 Varb Var? Warb Var9 Var1d

8.,908827 1,

201534

12,2213] 1,

097426

1,831657 1,

690154

3.790899 1,

457757

4,91605  1,10036

5,225919 1,

095582

W = =
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APENDICE 2 — Tabela da Anova resposta RT

AMNOWVA; Var:RT; R-sqr=,94334; Adj:,88668 (Otimizacdo Doutorado Esp Fina)
27*(2-0) design; MS Residual=1,352011

DV: RT
Factor 55 |df Ms F 1]
(1)Proteina [60.12122 60,12122| 44 46798 | 0,006876
(2)Pectina 6.94776 6,94776 5,13883 0,108234

1by2 0.45781

045781

033862 0.601473

Error

1.35201

;
]
]

4.05603 3

Total S5 | 71.56282 6

APENDICE 3 — Tabela da Anova resposta PVA

AMOWVA; Var:PVA; R-sgr=,62821; Adj:.25641 (Otimizacdo Doutorado Esp Fina)
2*%(2-0) design; MS Residual=,0419379
DV: PVA

Factor S5 df MS F
{1)Proteina [0.180154] 1 0180154 4 295734
(2)Pectina [ 0,026319] 1 0,028319 0,675254
1by2 0.004141 1 0.004111 0.098017
Erraor 0.125814 3 0.041938

Total 55 0,338397 6




