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PARA ELABORACAO DE FILMES COMESTIVEIS!
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RESUMO

A utilizacao de proteinas miofibrilares de carne na elaboracao de filmes comestiveis implica, inicialmente, na obtencao desta macromo-
lécula, uma vez que ela é indisponivel comercialmente. Assim, os objetivos deste trabalho foram a obtencao e caracterizacao de
proteinas miofibrilares de carne bovina, em escala de laboratério, e a elaboracao e caracterizagao da microestrutura de filmes a base
dessas proteinas. As proteinas miofibrilares foram extraidas do musculo Semitendinosus bovino, pés rigor mortis, empregando-se uma
técnica de extracao por centrifugacao diferencial em solucdo tampao, com diferentes concentracoes salinas, segundo metodologia de
EISELE & BREKKE [13] modificada neste trabalho. As proteinas, assim obtidas, foram liofilizadas (PML) e analisadas para determinacao
do teor de proteinas, de lipidios, de sais minerais, de cinzas e da umidade. A composi¢ao de aminoacidos foi determinada por cromato-
grafia de troca ionica e o perfil eletroforético foi determinado em gel de poliacrilamida. Alguns filmes foram elaborados com 1g de PML/
100g de solucao, 60g de glicerol/100g de proteinas e acido acético glacial para ajuste do pH=2,8. A microestrutura desses filmes foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura. A PML, que apresentou teor de proteinas de 84,3%, foi composta de diversas fragcoes
de proteinas miofibrilares, com destaque para fracoes da miosina e da actina, segundo os resultados da eletroforese. Trabalhando-se
a composicao de aminoacidos, verificou-se que a maior contribuicao energética das interacoes potenciais dos aminoacidos, foram as
provenientes de ligacoes covalentes (58,3%), seguidas das interagées ionicas (35,72%). A microestrutura do filme revelou uma estru-
tura pouco homogénea, porém coesa e densa e uma matriz protéica compacta e fina.
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SUMMARY

EXTRACTION OF BOVINE MEAT MYOFIBRILLAR PROTEINS FOR ELABORATION EDIBLE FILMS. The use of meat myofibrillar proteins
for edible film production involves initially the extraction of the macromolecule, since it is not commercially available. Thus, the
objectives of this work were the extraction and characterization of bovine meat myofibrillar proteins, in laboratory scale, and the
elaboration and characterization of the microstructure of these films. The myofibrillar proteins were extracted form the Semitendinosus
bovine muscle, post rigor mortis, using a differential centrifugal technique in buffer solution, with different saline concentrations,
modifying the Eisele and Brekke [13] method. The proteins were lyophilized (PML) and analyzed for protein, fat, mineral, ash and
moisture content. The amino acid composition was determined by ionic exchange chromatography and the eletrophoretic profile was
done using SDS-PAGE. Films having 1g of PML/100g of solution, 60g of glycerol/100g of proteins and pH maintained at 2.8 with acetic
acid were used for the microstructure study using a scanning electronic microscope. The PML which presented 84.3% of protein
content, was composed of several fractions of myofibrillar proteins, with emphasis for the myosin and actin fractions, according to the
SDS-PAGE results. From the amino acid composition values, was verified that the main energetic contribution came from covalent links
(58.3%), followed by the ionic interactions (35.7%). The films microstructure showed a poorly homogeneous structure, but with a
protein matrix compact and smooth.

Keywords: biopolymers; amino acids; electrophoresis; edible films; microstructure.

1 -INTRODUCAO

A elaboracao de filmes comestiveis requer uma ma-
cromolécula de origem biolégica, como as proteinas,
capaz de formar uma matriz coesa e continua. As pro-
teinas sao biopolimeros formados por 20 tipos de mo-
nomeros (aminoacidos) diferentes, cuja estrutura é
determinada pela composicdo e seqiiéncia desses ami-
noacidos, e consequientemente, pelas interacoes inter
e intramoleculares que podem ocorrer através dos re-
siduos das cadeias laterais polares e nio polares [7].
Dessas caracteristicas estruturais e a composicao qui-
mica do polimero dependem também, as propriedades
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funcionais das proteinas, incluindo as propriedades
filmogénicas [8, 20, 26]. Essas propriedades podem ser
modificadas em funcao do pH, tratamento térmico e
de aditivos [15].

O emprego de proteinas como matérias-primas de
filmes comestiveis implica na disponibilidade das mes-
mas. De modo geral, a producao em escala industrial
de proteinas de origem animal e vegetal ndo € comum
no Brasil, com excecéo, respectivamente, da gelatina e
proteina de soja, que sdo produzidas por processos com-
petitivos em relacdo aos paises desenvolvidos, o qual
se deve a grande escala de producao e ao baixo custo
dessas proteinas.

Observa-se na literatura, que as proteinas miofi-
brilares, particularmente as de peixe, vém ganhando
interesse na tecnologia de biofilmes. CUQ [7], traba-
lhando com sardinhas do Atlantico (Sardina pilchardus),
constatou o potencial dessas proteinas ao produzir fil-
mes com propriedades funcionais consideradas promis-
soras. Em seguida, varios estudos foram realizados com
a finalidade de se caracterizar as propriedades funcio-
nais de filmes de proteinas miofibrilares de peixes
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[9,10,11,22,23,28] e de carne bovina [25,30], em funcao
da concentracao e do tipo de plastificante, e também
em funcao da espessura do material. As propriedades
térmicas e visco-elasticas desses filmes também fo-
ram estudadas [5,12,29].

Em todos esses estudos, a utilizacdo das protei-
nas miofibrilares para a fabricacdo de biofilmes impli-
cou inicialmente na sua preparacdo, o que foi feito
empregando-se processos analogos ao preparo de surimi
[7], onde o musculo moido foi lavado com agua destila-
da, para a extracdo das proteinas sarcoplasmaticas. A
pasta obtida era, em seguida, passada numa peneira
fina, para eliminacdo das proteinas do estroma, obten-
do-se assim, uma pasta fina constituida de proteinas
miofibrilares [23].

Quando o interesse € a producao de proteinas mio-
fibrilares com elevada pureza, uma alternativa é a ex-
tracdo dessas proteinas por centrifugacdo diferencial
em solucdo tampao com diferentes concentracoes sali-
nas [16]. Evidentemente, que o emprego de proteinas
miofibrilares obtidas com essa metodologia é inviavel
na tecnologia de biofilmes em escala industrial, por
questoes econdomicas e tecnolégicas, mas, que pode ser
interessante em escala de laboratério, para se poder
estudar as caracteristicas dos filmes sem a influéncia
de outros componentes dos musculos. Por isso, o ob-
jetivo deste trabalho foi a extracdo, e caracterizacao,
de proteinas miofibrilares de carne bovina, em escala
de laboratoério, e a elaboracédo e caracterizacao de fil-
mes a base dessas proteinas. Para isso, modificou-se
uma metodologia classica de extracdao de proteinas por
solucodes salinas diluidas.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Extracao das proteinas miofibrilares

Utilizou-se o musculo Semitendinosus, pos rigor
mortis, adquirido no comeércio local (Campinas). Apos
remocao da gordura externa e do tecido conjuntivo visi-
vel, o musculo foi cortado no sentido transversal das
fibras, com pedacos de peso variando de 100 a 150g,
que foram embalados em filmes de PVC. As amostras
foram, em seguida, armazenadas a temperatura de -20°C
em um freezer doméstico horizontal (Marca Consul).
Todas as amostras foram utilizadas no prazo de 3 me-
ses. Antes do uso, essas amostras eram descongela-
das, mantidas em geladeira a 4°C, durante uma noite.

As proteinas miofibrilares foram extraidas seguin-
do-se o método de EISELE & BREKKE [13] modificado
neste trabalho. Todas as etapas de preparacdo foram
realizadas na faixa de temperatura de 2 a 4°C. Inicial-
mente, o musculo foi cortado em forma de cubos de
aproximadamente 2cm de aresta, e triturado em um
moedor de carne (Filizola, Sao Paulo, Brasil) até a for-
macao de uma pasta. Em seguida, adicionavam-se a
pasta, 6 vezes seu peso, de solucao tampao (pH 7,0)
fosfato de sodio 0,05M (Na,HPO,/NaH,PO)) e cloreto
de sodio (NaCl) 0,1M. Esse material foi misturado em
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um liquidificador por 90 segundos e, posteriormente
em um homogeneizador (Agitador Modelo Fisatom 713A,
Sao Paulo, Brasil), durante 2 horas. Apds esse tempo,
o homogeneizado foi filtrado (dessorador de nylon), para
eliminar o residuo de tecido conjuntivo, e centrifugado
numa centrifuga sob refrigeracao (Modelo Sorval RC2 —
B) utilizando-se o rotor tipo GSA, e uma velocidade
rotacional de 6000rpm por 20min. O sobrenadante, cons-
tituido de proteinas sarcoplasmaticas, era descartado.

Seguindo-se o processo de re-extracdo, adicionou-se
ao decantado, 1/3 de seu peso, de solucao tampao (pH
7.0) fosfato de sédio 0,05M (Na,HPO,/NaH,PO,) e
cloreto de sodio (NaCl) 2,4M, sob agitacao, para disper-
sar o residuo. Adicionou-se, entdo, 1 a 2 vezes, o peso
do residuo inicial, de solucdo tampao (pH 7,0) fosfato
de sodio 0,05M (NaQHPO ,/NaH,PO)) e cloreto de so6dio
(NaCl) 0,6M, mantendo-se sob agitacdo mecanica (Agi-
tador Modelo Fisatom 713A, Sao Paulo, Brasil) durante
1 hora. Adicionou-se a esta mistura, 7 vezes seu peso,
de 4gua destilada refrigerada, sob agitacao, seguida de
centrifugacao a 10.000rpm por 20-30min, descartando-
se o sobrenadante. Os residuos, constituidos de pro-
teinas miofibrilares, foram liofilizados em um liofiliza-
dor (Modelo FD3, Heto-Holten, Virtis, New York), que
operou com a temperatura da camara variando de -25 a
-40°C. As proteinas liofilizadas usadas neste estudo,
foram de um mesmo lote, mantidas sob refrigeracao.

2.2 - Caracterizacdao das proteinas liofilizadas

2.2.1 - Andlises bromatolégicas

As proteinas miofibrilares foram analisadas, em tri-
plicatas, quanto ao teor de proteinas, pelo método semi-
micro KJeldhal (N x 6,25) [1]; teor de lipidios, segundo
o método de BLIGH & DYER [4]; sais minerais, segun-
do o método de NEVES [24]; cinzas, por incineracao em
mufla (Quimis, Brasil) a 450°C [1] e umidade, determi-
nada em estufa (Modelo 315-SE, FANEM, Brasil) a
100°C/24h.

2.2.2 - Composicao de aminoacidos

A composicdo em aminoacidos da amostra de pro-
teinas miofibrilares foi determinada por cromatografia
de troca ibnica e reacdo pos-coluna com ninidrina. A
técnica é baseada na hidrélise da proteina em meio
acido (HCI 6,0 N), a 110°C/22h e, posterior recupera-
cao dos aminoacidos hidrolisados, na forma livre, em
tampao citrato de pH 2,2. Em seguida, aliquotas de 25uL
dos aminoacidos na forma protonada foram introduzi-
das na coluna de troca ionica Dionex DX 300. O grau
da forc¢a de fixacdo dos aminoacidos protonados a colu-
na de resina soédica foi funcao do tipo de cargas positi-
vas ou negativas e da intensidade delas. Os aminoaci-
dos com grupamentos ionicos mais basicos reagiram
mais fortemente com a resina retirando os ions sdédio,
realizando assim, a troca i6nica. Dessa forma, ao adi-
cionar os tampodes eluentes a coluna, na seguinte or-
dem: tampao citrato de sédio 2% e cloreto de hidroge-
nio 0,6%, A, pH 3,15; tampao cloreto 5% e acetato 1,4%
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de sodio, B, pH 7,4; regenerante, C, hidroxido 0,6% e
cloreto 0,4% de so6dio (Pickering Laboratories Inc, USA),
os primeiros aminoacidos eluidos foram os de nature-
za acida, seguido dos neutros e, por ultimo os basicos,
que ao sairem foram coletados em ninidrina. O produto
dessa reacao foi quantificado num colorimetro e regis-
trado sob a forma de pico. As areas dos picos obtidos a
partir das amostras desconhecidas foram comparadas
a de uma mistura padrao de aminoacidos e quantificadas.

2.2.3 - Eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas miofibrilares foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de
acordo com o procedimento de LAEMMLI [19], empre-
gando-se gel de poliacrilamida com gradiente de sepa-
racao de 5 a 20%. As bandas foram reveladas com o
corante Coomassie-G-250. As determinacodes das fai-
xas de pesos moleculares das proteinas miofibrilares
foram efetuadas por densitometria (densitometro Sharp
JX330), utilizando-se “software” Image Master 1 D
(Pharmacia). Os padroes utilizados foram da BIO-RAD:
1- Miosina (200.000 Da); 2- B-galactosidase (116.250
Da); 3- Fosforilase B (97.400 Da); 4- Soro albumina
(66.200 Da); 5- Ovo albumina (45.000 Da); 6- Anidrase
carboénica (831.000 Da); 7- Inibidor tripsina (21.500 Da);
8- Lisozima (14.400 Da).

2.2.4 - Caracterizacao da microestrutura das
proteinas

A microestrutura das proteinas miofibrilares liofi-
lizadas foi estudada por microscopia eletrénica de var-
redura. As proteinas, em po6, eram aderidas adequada-
mente nos “stubs” e submetidas a analise.

Ap6s condicionamento em alto vacuo, as amostras
foram fixadas com ouro, por evaporaciao num evaporador
Balzers Sputter Coater (Modelo SCD050) e submetidas
a analise no Microscoépio Eletronico de Varredura (Mo-
delo JEOL/JXA - 840A Electronprobe microanalyzer).
Os resultados observados no microscépio foram foto-
grafados com filme Trix 400 ASAS P & B.

2.3 - Elaboracao de filmes comestiveis

A elaboracao dos filmes, segundo o método “casting”,
consistiu no preparo de uma solucao coloidal de 1 gra-
ma de proteina/100 gramas de solucao, agregada de 60g
glicerol/100g proteina (Merck, Brasil), usado como plas-
ticizante, e de acido acético glacial (Merk, Brasil), para
ajuste do pH=2,8, medido com um pHmetro de sensor
integrado (SENTRON, Modelo 2001pH, Tecnal, Brasil).
Em seguida, essa solucdo formadora de filme (SFF) era
mantida a 50°C, em banho-maria (Ultratermostatico,
Modelo 111, FANEM, Brasil), por 45 minutos.

A SFF foi entdo, aplicada em placas retangulares
(9,2cm x 17,9cm) de acrilico e desidratada em estufa
com ventilacao forcada (Modelo 320-SE, FANEM, Bra-
sil), a 37°C/18h. O volume de solucao colocado na pla-
ca foi calculado de modo a se obter uma espessura cons-
tante, determinada com um micréometro (Modelo Tesa,

Suica), como a média de 15 medidas em posicoes dife-
rentes (0,040 = 0,005mm).

2.3.1 - Caracterizacdo da microestrutura dos
filmes

A microestrutura dos filmes também foi estudada
por microscopia eletronica de varredura. Os filmes eram
analisados ap6s crio-fratura, usando-se o nitrogénio
liquido. As amostras fraturadas de filmes foram mon-
tadas nos “stubs” de maneira que a superficie externa
e a superficie fraturada fossem observadas.

Ap6s a crio-fratura dos filmes, o procedimento ado-
tado foi idéntico ao apresentado para a analise da mi-
croestrutura das proteinas.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Composicao quimica das proteinas miofibri-
lares

A composicdo quimica das proteinas miofibrilares
liofilizadas (PML), extraidas do musculo Semitendinosus
bovino, esta apresentada na Tabela 1.

TABELA 1. Composi¢cao quimica das proteinas miofibrilares

liofilizadas.
Componente Teor (%)
Proteinas 84,3+0,06
Lipidios 4,9+0,02
Sais minerais 0,15+0,01
Cinzas 7,4+0,03
Umidade 3,0+0,05

O teor de proteinas das PML (84,3%) foi superior
aos resultados determinados por STANLEY, STONE &
HULTIN [31], trabalhando com proteinas miofibrilares
extraidas de peito de frango (70,2%), e do musculo bovi-
no Semimembranosus (67,9%), utilizando um método de
centrifugacao diferencial, com solucao ionica (30mM), e
carnes com seis dias pés rigor mortis. Por outro lado, o
teor de proteinas determinado neste trabalho foi ligeira-
mente inferior ao determinado (92,5%) por SOBRAL,
OCUNO & SAVASTANO JR. [30], trabalhando com pro-
teinas miofibrilares de carne bovina, pés rigor mortis, ex-
traidas de paleta de forma analoga ao preparo de surimi.

O elevado teor de proteinas miofibrilares observa-
do nesse trabalho reflete a eficiéncia da metodologia
empregada, que pode reter algumas fracdes de protei-
nas que seriam eventualmente lixiviadas pelas suces-
sivas lavagens do processo surimi, bem como por im-
plicar na producao de material com baixo teor de gordura.

O teor de gordura das PML (4,9%) foi duas vezes
inferior ao valor determinado por SOBRAL, OCUNO &
SAVASTANO JR. [30]. Os resultados elevados desses
autores podem ser explicados pela insolubilidade da
gordura em agua, utilizada como solvente no processo
surimi.
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A presenca de 0,15% de sal, e sobretudo de 7,4% de
cinzas, verificadas nas proteinas miofibrilares liofiliza-
das, deve-se muito provavelmente, a presenca de resi-
duos das solucdes tampdes e de cloreto de sédio utili-
zadas no processo de extracdo, uma vez que nao se
utilizou da técnica da dialise do extrato protéico neste
estudo.

3.2 - Aminograma

A composicdo de aminoacidos das proteinas miofi-
brilares liofilizadas esta apresentada na Tabela 2. Ob-
serva-se que os aminoacidos encontrados em maiores
concentracdes foram acido glutamico (16,16%), cistina
(13,26%) e lisina (8,89%). A amostra também apresen-
tou amoénia (0,82%), provavelmente resultante do pro-
cesso de degradacdo dos aminoacidos asparagina, glu-
tamina e triptofano, na etapa de hidrélise acida do
método adotado.

Segundo CUQ [7], a composicao de aminoacidos das
proteinas, determina os tipos e quantidades de intera-
coes entre as cadeias laterais e, entre essas e a agua.
Algumas dessas interacdes sdo produzidas pelos ami-
noacidos com grupos polares ionizaveis (Lys, His, Arg,
Trp, Pro) e polares nao ionizaveis (Ser, Thr, Tyr, Asp,
Glu, Asn, Gln, Cys), que se ligam a agua, via pontes de
hidrogénio. Outras interacoes, as hidrofébicas, podem
ser formadas pela aproximacao de cadeias laterais cons-
tituidas de aminoacidos com grupos hidrofébicos (Ala,
Val, Leu, Ile, Met, Pro).

A cisteina, apesar de classificada como polar nao
ionizavel, pode interagir com outras moléculas de cis-
teinas, via pontes de dissulfeto (-SS-), formadas a par-
tir do grupo tiol (-SH), se transformando em cistina.
Nessa situacdo, a interacdo que ocorreu foi a ligacao
covalente [6].

TABELA 2. Composicdo de aminoacidos das proteinas mio-
fibrilares de carne bovina.

Musculo
Semitendinosus Comestivel fresco’
mol Aa"/100 mol de Aa

Aminoacidos

Cisteina - -
Serina 2,56 6,10
Treonina 4 66 6,13
Ac. Aspartico 6,67 10,73
Arginina 5,05 5,77
Ac. Glutamico 16,16 16,51
Histidina 2,30 3,56
Lisina 8,89 9,67
Glicina 341 10,29
Alanina 6,14 10,42
Isoleucina 5,30 5,83
Leucina 8,35 9,83
Metionina 2,68 2,88
Fenil-alanina 3,01 423
Prolina 3,48 521
Tirosina 2,44 316
Valina 5,65 6,80
Cistina 13,26 1,68

“Fonte: FAO - Nutritional Studies [14]; "Aa: Aminoacidos.

A partir da composicao de aminoacidos e conside-
rando-se os diferentes tipos de interacdes entre as ca-
deias laterais e a agua, podde-se calcular a energia de
interacao maxima, obtendo-se assim, as contribuicoes
teodricas de cada grupo de aminoacidos. Para o calculo da
contribuicdo de cada interacdo, foram utilizados os va-
lores sugeridos por CUQ et al. [8]: 25kJ/mol para as
interacdes polares nao-ionizaveis, 62kJ/mol para as
ionicas, 8kJ/mol para as hidrofébicas e 350kJ/mol para
as covalentes. Dessa forma, considerando-se os resul-
tados apresentados na Tabela 2, os valores calculados
das energias de interacao foram: 180,4kJ/100mol Aa para
as interacdes polares nao-ionizaveis; 2844,6kJ/100mol
Aa para as ibnicas, 296,4kJ/100mol Aa para as
hidrofébicas e 4642,1kJ/100mol Aa para as covalentes.

A alta densidade de ligacdes idnicas potenciais,
perfazendo 35,7% da energia total, esta de acordo com
os resultados encontrados por CUQ et al. [8] e
MONTERREY-QUINTERO [21]. Por outro lado, os ami-
noacidos nao ionizaveis polares, que contribuem para
a formacéao de pontes de hidrogénio, corresponderam a
apenas 2,3% da energia total, valor esse abaixo do en-
contrado nas proteinas miofibrilares de Tilapia-do-nilo,
pré rigor mortis, que foi de cerca de 10% [23]. A diminui-
cao das interacdes desses aminoacidos pode implicar
no aumento das forcas de coesdo, rigidez e da baixa
flexibilidade da rede protéica BANKER [2]. As ligacoes
hidrofébicas potenciais, corresponderam a apenas 3,7%
da energia total, resultado esse de acordo com os re-
sultados obtidos por MONTERREY-QUINTERO &
SOBRAL [23].

3.3 - Eletroforese

Os resultados das analises por eletroforese SDS-PAGE
das proteinas miofibrilares liofilizadas estdo apresen-
tados na Figura 1, onde também se pode observar o
perfil eletroforético dos padrdoes de pesos moleculares
conhecidos. De modo geral, o perfil eletroforético das
PML é comparavel ao observado por outros autores tra-
balhando com carne bovina [18,33] e de frango [27,31].
Os géis de eletroforese SDS-PAGE foram analisados
por densitometria e, os resultados sao apresentados
na Figura 2. As letras minusculas que aparecem no re-
sultado da densitometria correspondem as mesmas das
bandas eletroforéticas da Figura 1.

A caracterizacdao das proteinas miofibrilares ficou
evidente, com o aparecimento da cadeia pesada de
miosina (banda a), de fragmentos das cadeias pesadas
da miosina (banda b) e da actina (banda e). Outras fra-
coes das proteinas miofibrilares também foram identi-
ficadas, destacando-se as fracdes de a-actinina (banda
c), de fragmentos de cadeia pesada de miosina (banda
d), e a troponina (banda f). A presenca das bandas (h) e
(i) pode corresponder tanto a fragmentos das cadeias
leves de miosina, quanto a troponina T ou sub-unida-
des de B-actina, uma vez que os pesos moleculares
destes peptidios se confundem.

De acordo com os resultados da densitometria, a
banda (a), foi a mais intensa, com peso molecular de
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169.000Da. O outro componente mais abundante (ban-
da e), teve peso molecular proximo a 66.200Da. Estes
resultados sdo semelhantes aos apresentados por CUQ
[7], trabalhando com proteinas miofibrilares de sardi-
nha do Atlantico no estado pds rigor mortis, porém dife-
rindo dos resultados encontrados por MONTERREY-
QUINTERO & SOBRAL [23], que usaram musculo de
Tilapias do nilo pré rigor mortis.
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FIGURA 1. Perfil eletroforético SDS-PAGE dos padrbdes BIO-
RAD (1): Miosina (200.000Da); B-galactosidase (116.250Da);
Fosforilase B (97.400Da); Soro albumina (66.200Da); Ovo
albumina (45.000Da); Anidrase carbonica (31.000Da);
Inibidor tripsina (21.500Da); Lisozima (14.400Da); e das
proteinas miofibrilares de carne bovina (2).
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FIGURA 2. Resultado da densitometria da eletroforese em
SDS-PAGE de proteinas miofibrilares extraidas de carne
bovina, pés rigor mortis.

3.4 - Microscopia eletronica de varredura (MEV)
das proteinas

Segundo os resultados da microscopia eletrénica
de varredura (MEV), as proteinas miofibrilares liofiliza-
das aparecem como um conjunto desordenado de parti-
culas cristalizadas de diferentes tamanhos (Figura 3),
onde se podem observar pequenos cristais sobre a su-
perficie, que podem ser fracées de proteinas de baixo
peso molecular como tropomiosina, troponina e o-acti-
nina. Nota-se também, na Figura 4 de maior aumento,
a presenca de particulas sistematicamente distribui-
das entre as moléculas de proteinas, onde se verifica
que as mesmas possuem forma hexagonal, dando a
impressao de serem moléculas de proteinas de menor
tamanho, mas também semelhantes a cristais.

FIGURA 3. Microfotografia das proteinas miofibrilares liofi-
lizadas. 200X.

3.5 - Microscopia eletronica de varredura dos filmes

As microfotografias realizadas da fratura ou da sec-
cao transversal do filme inclinado 40° (Figuras 5 e 6)
revelaram uma estrutura da matriz de proteina fina e
compacta, que podera explicar as propriedades meca-
nicas e a permeabilidade ao vapor de agua, bem como,
a solubilidade (dados nao mostrados). Contudo, a mi-
crofotografia da superficie do filme revelou uma estru-
tura externa pouco homogénea, apesar de coesa e den-
sa. Essa heterogeneidade se deve provavelmente, aos
canais formados no interior da estrutura do filme, quan-
do da saida da agua durante a secagem, com conse-
quente formacao de poros superficiais (Figura 5).

Além desses canais (C na Figura 5), a matriz de
proteina mostrou varios pontos brancos (MI), que po-
dem ser algum tipo de materiais insoluveis em solucao
salina de baixa concentracao (0,1M). Observou-se tam-
bém, embora em pequeno numero, algumas desconti-
nuidades na rede protéica, identificadas como fendas
(F) visiveis no detalhe da Figura 5. Essas fendas devem
ter sido ocasionadas pelo tratamento de vacuo aplica-
do a amostra, no preparo para microscopia, que pode
ter eliminado a glicerina livre, isto €, ndo totalmente
miscivel com as proteinas miofibrilares [29]. Essa mes-
ma observacao foi realizada com filmes de proteinas
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miofibrilares de Tilapia do Nilo, por MONTERREY-
QUINTERO & SOBRAL [23].

FIGURA 4. Microfotografia das proteinas miofibrilares liofi-
lizadas. 7.500X.

Filme i

FIGURA 5. Microfotografia do filme, corte transversal in-
clinado 40° de composicao: proteinas miofibrilares,
Cp=1% p/p, glicerol Cg=60% p/p proteina seca e
pH=2,8. 750 X. C (canais); MI (materiais insoluveis) e
SE (superficie externa do filme). Detalhe 2000 X.

Filme
T1iI

FIGURA 6. Microfotografia do filme, corte transversal in-
clinado 40° de composicao: proteinas miofibrilares,
Cp=1% p/p, glicerol Cg=60% p/p proteina seca e
pH=2,8. 5.000X. MI, materiais insoluveis.
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A presenca de fendas e poros na estrutura dos fil-
mes podem comprometer a integridade estrutural do
filme e, consequentemente provocar modificacdes nas
suas propriedades funcionais.

Um outro fendomeno que pode ser explicado pela
migracao da umidade durante a secagem € o surgimen-
to de cristais distribuidos regularmente na superficie
do filme (Figura 7), visiveis em algumas regides da su-
perficie do filme, isto é, esses cristais nao estiao pre-
sentes em toda a superficie. Essa migracao de sais ocor-
rendo em paralelo com a migracdo da umidade é um
fenébmeno conhecido como incrustacido (“case
hardening”) [3].

: : 18w WDIS
FIGURA 7 - Microfotografia do filme de composicao: protei-

nas miofibrilares, Cp=1% p/p, glicerol Cg=60% p/p
proteina seca e pH=2,8. 5.000X. Materiais insoluveis.

Os cristais de sais também sao visiveis na micro-
fotografia do corte transversal do filme (Figura 6), onde
se pode observar que esses estdo em toda parte, isto
€, no interior do filme, sobre a superficie de materiais
insoluveis e no interior da rede protéica com um gran-
de numero de cavidades, que podem ser os espacos
vazios anteriormente ocupados pela fracao de glicerol.
Resultados similares podem ser observados no traba-
lho de YANG & FRONING [32].

4 - CONCLUSOES

O método de EISELE & BREKKE [13] modificado
neste trabalho foi relativamente pratico e muito efi-
ciente na extracdo de proteinas miofibrilares de carne
bovina no estado pos rigor mortis. O material assim pre-
parado e liofilizado, apresentou elevado teor de protei-
nas (84,3%) e foi constituido efetivamente de protei-
nas miofibrilares, destacando-se a miosina, e seus
fragmentos, e a actina, além das proteinas regulado-
ras.

As proteinas miofibrilares preparadas neste traba-
lho, apresentaram um perfil de aminoacidos tipico do
material, e que permitiu o calculo da energia envolvida
nas interacdes possiveis, observando-se o grande po-
tencial das interacdes idnicas, que s6 depende do pH
da solucao filmogénica. As interagdes via pontes de hi-
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drogénio e entre aminoacidos apolares foram desprezi-
veis. Por outro lado, as interacdes via ligacdo covalente
representaram um elevadissimo nivel energético, po-
rém pouco potencial, pois para ocorrer, seria necessa-
rio um tratamento térmico forte, o que néo foi o caso
deste trabalho.

As proteinas miofibrilares extraidas e liofilizadas
mostraram-se excelentes matérias-primas para a ela-
boracao de filmes comestiveis. A microestrutura des-
ses filmes, observada tanto na superficie quanto na
fratura do filme, foi tipica de uma rede de proteina nao
homogénea, com raras falhas, porém coesa.
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