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RESUMO

Polimeros oriundos de fontes ndo renovaveis sdo amplamente utilizados na producdo de
embalagens e para uso na agricultura, em confeccdo de estufas, sacos para produgdo de
mudas e filmes para cobertura de solo. Estes plasticos sdo resistentes a degradacdo e ap0s
utilizacdo passam a ser um problema ambiental, portanto, o desenvolvimento de materiais
biodegradaveis é uma necessidade, visto que sdo produzidos de fontes renovaveis e
decompbem-se rapidamente, diminuindo o0 impacto sobre o0 meio ambiente. O
reaproveitamento total ou parcial de residuos perigosos, como os de couro curtido ao cromo
I1l, também tem sido alvo de pesquisas por gerar um ganho ambiental se comparado a
disposicdo em aterros indunstriais para residuos perigosos. Dentro deste contexto, no presente
trabalho foram produzidos filmes de gelatina comercial e filmes de gelatina extraida de
residuo de couro curtido ao cromo Ill, em associacdo a plastificante e enzima
transglutaminase (TGase) como agente reticulante. A enzima TGase foi estatisticamente
significativa nas propriedades de solubilidade, angulo de contato e elongacdo dos filmes
produzidos com gelatina comercial. Para os filmes produzidos com gelatina extraida de
residuo de couro curtido ao cromo Ill, a enzima TGase atuou de forma estatisticamente
significativa nas propriedades de solubilidade, umidade, angulo de contato, permeabilidade ao
vapor d agua e tensdo de ruptura dos filmes. As analises térmicas mostraram que a reticulacéo
enzimatica aumentou a estabilidade térmica dos filmes. A andlise de infravermelho
evidenciou a reticluagdo da enzima transglutaminase nos filmes pelo deslocamento das
bandas. No teste de biodegradabilidade em solo simulado, os filmes degradaram-se em 24
horas, comprovando que o polimero € biodegradavel. Este estudo demonstrou a viabilidade da
utilizacdo de gelatina recuperada de um residuo para produzir filmes biodegradaveis com
melhorias na suas propriedades com adicdo de um agente reticulante.

Palavras Chave: Biofilmes, Residuo de Couro, Gelatina, Tratamento enzimatico,
Biodegradabilidade.



ABSTRACT

Polymers from non-renewable sources are widely used in the production of packaging and for
use in agriculture, in the manufacture of greenhouses, bags for the production of seedlings and
films for soil cover. These plastics are resistant to degradation and after use become an
environmental problem, therefore, the development of biodegradable materials is a necessity,
since they are produced from renewable sources and decompose rapidly, reducing the impact
on the environment. The total or partial reuse of hazardous wastes, such as chrome-tanned
leather 111, has also been the subject of research for generating an environmental gain
compared to disposal in industrial landfills for hazardous waste. In this context, commercial
gelatin films and gelatin films extracted from leather residue to chromium IIl, in combination
with plasticizer and enzyme transglutaminase (TGase) as crosslinking agent were produced in
the present work. The enzyme TGase was statistically significant in the properties of
solubility, contact angle and elongation of the films produced with commercial gelatin. For
the films produced with gelatine extracted from chromium IIl tanned leather residue, the
enzyme TGase was statistically significant in the properties of solubility, humidity, contact
angle, water vapor permeability and rupture stress of the films. Thermal analysis showed that
enzymatic crosslinking increased the thermal stability of films. Infrared analysis evidenced
the reticulation of the transglutaminase enzyme in the films by the bands displacement. In the
biodegradability test in simulated soil, the films degraded in 24 hours, proving that the
polymer is biodegradable. This study demonstrated the feasibility of using gelatine recovered
from a residue to produce biodegradable films with improvements in its properties with the
addition of a crosslinking agent.

Keywords: Biofilms, Leather residue, Gelatin, Enzymatic treatment, Biodegradability.
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1 INTRODUCAO

O consumo de produtos plasticos provenientes de fontes ndo renovaveis, utilizados
desde embalagens plasticas (sacolas), embalagens de alimentos, bem como na agricultura para
confecgédo de estufas, sacos para producdo de mudas e filmes para cobertura de solo (RHIM et
al, 2013). Entretanto, a poluicio do meio ambiente devido ao descarte desses materais
sintéticos sem nenhum controle ¢ um grande problema mundial, tendo como desvantagem o
fato de ndo serem biodegradaveis, e estarem envolvidos em problemas de gerenciamento de
residuos. (SOUZA, 2011). Portanto, o desenvolvimento de materiais biodegradaveis € uma
alternativa, visto que podem ser produzidos de fontes renovaveis e decompdem-se
rapidamente, diminuindo o impacto sobre o meio ambiente.

Os filmes biodegradaveis configuram-se como uma alternativa a esses materiais, estdo
inseridos em um grupo de compostos com alto potencial de aplicagdo industrial devido a
biodegradabilidade e biocompatibilidade. Compostos biodegradaveis, como por exemplo, a
gelatina, provém de fontes naturais e renovaveis, sendo importante subproduto de origem
animal, a mesma também pode ser recuperada

de residuos de couro curtido ao cromo (l11) e utilizada na obtencdo de filmes.

Os filmes produzidos por proteinas apresentam boa resisténcia mecanica, contudo,
Seu uso muitas vezes se torna restrito devido ao seu carater hidrofilico (alta susceptibilidade a
umidade).Visando melhorar essas propriedades, a modificacdo da gelatina por meio de
agentes reticulantes, como a enzima transglutaminase, ¢ um metodo promissor, pois & enzima
catalisa reacOes de formacdo de ligaghes cruzadas entre grupos especificos das proteinas.
Filmes de gelatina modificados enzimaticamente, quando comparados aos filmes obtidos a
partir de outras fontes proteicas, mostraram melhores propriedades de barreira ao vapor
d’agua e propriedades mecanicas devido a diminuigdo do carater hidrofilico
(BHATTACHARYA et al, 2008). Devido ao seu carater hidrofilico, os filmes podem
apresentar atividade microbiana ou fingica durante a sua formacdo. Uma forma de evitar essa
formacdo é pela adicdo de compostos antifiingicos, como a quitosana, pois além de ser um
biopolimero é amplamente estudada como conservante de alimentos (BONILLA etal., 2013).

A fragilidade dos filmes de proteina pode pode ser melhorada pela adicdo de

plastificantes, o0s quais aumentam a flexibilidade da cadeia polimérica. Dentre 0s
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plastificantes empregados, pode ser destacado o glicerol, que é subproduto da producdo de
biodiesel (GROSSMAN, 2007).

A biodegradacdo de um polimero é o processo pelo qual microrganismos e suas
enzimas consomem este polimero como fonte de nutrientes, em condicdes normais de
umidade, temperatura e pressdo. Os polimeros melhor adaptados & biodegradacdo sdo aqueles
hidrolisaveis a CO, e H,O, ou a CH; e 0s polimeros sintéticos que possuam estruturas
préximas aos naturais (LIMA, 2004; LIMA et al., 2007).

Nesse contexto, a utilizacdo da matéria-prima recuperada de residuo de couro curtido
ao cromo Il (gelatina) com adicdo de agente reticulante (enzima transglutaminase), de
glicerol e quitosana  na producdo de filmes poliméricos configura-se uma promissora
alternativa aos polimeros derivados de petroleo, visto que sdo produzidos com materiais de

fontes renovaveis e degradados no meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Producdo de filmes poliméricos a partir de residuos de couro curtido ao cromo 1l

utilizando tecnologia de reticulacdo enziméatica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir as condicGes oOtimas de concentracdo da enzima transglutaminase e da gelatina
para producdo dos filmes;

Definir o tempo de reticulacdo da enzima transglutaminase na producdo dos filmes;

Propor um método de extracdo de gelatina a partir de residuo do couro curtido ao
cromo (I11);

Comparar as propriedades dos filmes de gelatina comercial e extraida produzidos com
e sem enzima transglutaminase nas condi¢fes Otimas de producdo dos filmes;

Avaliar a influéncia das propriedades de espessura, solubilidade, permeabilidade ao
vapor d’agua, umidade, angulo de contato ¢ propriedades mecénicas dos filmes;

Avaliar o a influéncia da enzima transglutaminase na biodegradacdo dos filmes

reticulados e ndo reticulados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo serdo abordados os aspectos tedricos para o desenvolvimento deste
trabalho, tendo por foco as matérias-primas (residuo de couro curtido ao cromo (I11), gelatina,
glicerol, quitosana e enzima transglutaminase) e 0s processos (extracdo de gelatina por meio

de hidrélise alcalina e producéo de filmes pela técnica de casting) nele empregados.
3.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

Polimeros biodegradaveis sdo polimeros nos quais a degradacdo resulta da acdo de
microorganismos de ocorréncia natural como bactérias, fungos e algas, podendo ser
consumidos em semanas ou meses sob condicdes favoraveis de biodegradacéo.
Diferentemente dos polimeros oriundos do petréleo (fonte ndo renovavel), eles podem ser
provenienetes de fontes renovaveis como milho, batata, cana-de-agucar, ou ainda podem
derivar de origem animal, como a quitosana, 0 colageno e a gelatina (BELGACEM,;
GANDINI, 2008). A Figura 1 apresenta as principais fontes de obtencdo de polimeros

biodegradaveis naturais.

Origem animal Residuos da industria de processamento de frutos do mar
- Colageno / gelatina - Quitina / quitosana

\ /

Biopolimeros de ocorréncia natural

/ N\

Origem agricola Fontes microbianas
- Pululano
il ] - Acido polilactico
Lipidios / gorduras Hidrocoloides - Polinidroxialcanoatos
1. Cerade abelha
2. Cera camauba l, ¢
3. Acidos graxos . . .
livres Proteinas Polissacarideos
Zeina, soja, soro de -Celulose
leite, gluten de trigo -Fibra (complexo
lignocelulésico)
-Amido

Figura 1. Fontes de obtencdo de materiais biopoliméricos. Fonte: Adaptado Nishihora (2015).
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3.2 BIODEGRADACAO DOS POLIMEROS

A degradacdo é uma reacdo quimica que altera a qualidade de interesse de um material
polimérico ou de um composto polimérico. Esta qualidade de interesse entende-se como a
caracteristica inerente ao uso de um determinado artefato polimérico, como por exemplo, a
resisténcia elétrica, a flexibilidade, a resisténcia mecénica, a dureza e até mesmo 0 aspecto
visual (DE PAOLLI, 2009).

Os polimeros formados por hidrocarbonetos sdo resistentes ao ataque quimico e bioldgico,
assegurando longevidade e outras propriedades mantidas por periodos longos (AIDER, 2010).
No entanto, 0 descarte destes materiais no meio ambiente, dificulta a degradacdo da matéria
organica. Desta forma, o uso de polimeros biodegradaveis (Figura 2) mostra-se como uma
alternativa interessante para minimizar 0s impactos ambientais gerados pelo descarte

inadequado dos polimeros convencionais.

A
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< '7 Biodegradacdo
2 .9 !
Sintese do ®
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— %
% . . m ?(()‘l"

Processamento

Figura 2. Ciclo de vida dos polimeros biodegradaveis provenientes de fontes renovaveis. Fonte: Mohanty et al.
(2005).

Existem diversos estudos cientificos dedicados a producdo de polimeros

biodegradaveis utilizando proteinas como matriz polimérica. Entre as proteinas utilizadas
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como agente formador de biofilmes destacam-se (gelatina, proteina do trigo, proteina do leite,
colageno) e polissacarideos (amido, goma xantana, quitosana) que provém de fontes naturais
e renovaveis (FERNANDES et al., 2015).

Os polimeros sdo considerados biodegradaveis quando sdo passiveis de degradagdo
por acdo bioldgica, onde 0s microrganismos conseguem assimilar o carbono contido na cadeia
polimérica como fonte de alimento. Estes microrganismos podem realizar a degradacdo na
presenca ou na auséncia de oxigénio, processos admitidos como aerdbio e anaerdbio,

respectivamente (MARINI, 2005). Os processos sd0 mostrados a segquir.

Processo aerébio

Cpolimero + O2—>  CO2 + H20 + Cresiduo + Chiomassa + Sais

Processo anaerébio

Cpolimero —» CO2+ CHy + H20 + Cresiduo + Chiomassa + Sais

Esses processos promovem a ruptura da cadeia polimérica e reducdo da massa molar a
valores muito baixos, até o ponto em que todo polimero é consumido ou degradado pelos
microrganismos em semanas ou meses de modo que 0s Unicos materiais resultantes desta
degradacdo sejam didéxido de carbono, 4agua, metano e hidrogénio (LIMA, 2004;
GROSSMANN, 2007).

A completa biodegradacdo ocorre quando ndo had mais nenhum residuo, e a completa
mineralizagdo € estabelecida quando o substrato original (Cpolimero) € Ccompletamente
convertido em gases e sais (BASTIOLI, 2005). O ambiente onde o processo sera realizado
deverd ser propicio para o crescimento de microrganismos, sendo fatores importantes
temperatura, umidade, pH e oxigénio (MARIANI, 2005).

Entre os materiais apresentados, a gelatina que € um subproduto de origem animal,
podendo ser obtida do residuo do ouro curtido ao cromo Ill, torna-se uma alternativa na
producdo de filmes biodegradéveis, visto que quando descartada no ambiente, a mesma se
degrada reduzindo os problemas causados pelo descarte e gerenciamento incorreto de residuos

de provenientes de fonte ndo renovavel.
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3.3 PRODUCAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS

Na producdo dos filmes pode-se utilizar 0 método denominado de casting (Figura 3),
no qual a dispersdo filmogénica é depositada sobre um molde ou superficie ndo adesiva
(acrilico, teflon, entre outros) e ap6s levado a secagem, geralmente em estufa e entdo se
obtéem um material similar ao polimero sintético (ANDRADE-MAHECHA et al, 2012). No
entanto, esta técnica € comumente usada em laboratdrios, porém ndo é pratico para a
producdo em escala industrial. Para a fabricagio em grande escala, pode ser utilizado o
processo de extrusdao (ZHANG et al., 2014).

Plastificante

O l , Gelatina
aditivos i

1 ¥ /\ Solugdo na superficie Filme removido
L:& P,

P M s (

Suspenséo ‘__: G e Y crrr——
: b
’,‘//\’\/* b Superficie nivelada
\ quecimento
) @ 0 @

Figura 3. Obtencdo de filmes pelo método de casting: (1) formulacdo do filme, (2) disperséao filmogénica
depositada sobre ummolde ou superficie, (3) secagem, (4) remocdo do filme formado. Fonte: adaptado de Pagno
(2016).

A finalidade do uso de filmes biodegradaveis depende de suas propriedades
funcionais, como barreira a umidade, gases e solutos, solubilidade em &gua, propriedades
Gticas, mecanicas, reologicas e térmicas. Estas propriedades dependem da composicdo da
matriz polimérica, do processo de obtencdo, modo de aplicacdo, do condicionamento e da
espessura dos filmes (ROBERTSON, 2012).
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3.4 APLICACAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS

Nos ultimos anos houve um grande aumento do consumo de produtos industrializados
em decorréncia do crescimento da urbanizacdo em nivel mundial. Disso resulta um aumento
da quantidade de residuos gerados, acumulando grandes quantidades de residuos todos os dias
em aterros sanitarios. Dentre os produtos mais utilizados como matrizes para embalagens
destacam-se papel, papeldo e os polimeros sintéticos ou plasticos (Figura 4). Estes Gltimos sdo
amplamente utilizados por apresentar boas propriedades mecanicas (resisténcia, deformacao,
tensdo) e boas propriedades de barreira (permeabilidade ao vapor de agua), baixo custo e facil
processabilidade. Tradicionalmente, sdo muito estdveis e ndo se degradam facilmente,

ocasionando sérios problemas ambientais (AVELLA etal., 2005).

Téxtels para Embalagens

P
Metalicas i

Cartolina / Papeicartio
Vidro

Papeldo Ondulado

Material Plastico

Figura 4. Participacio de cada segmento na indUstria de embalagem. Fonte: IBGE (2016).

O aspecto negativo deste material € o seu volume aparente e o tempo que este residuo
requer para se decompor no meio ambiente (YOSHIGA, 2004). Nos uktimos anos tem havido
um grande interesse na pesquisa e desenvolvimento de materiais de embalagem
biodegradaveis no sentido de diminuir o acimulo de residuos plasticos no meio ambiente.

Os filmes biodegradaveisos tornam-se uma alternativa e estdo inseridos em um grupo
de compostos com alto potencial de aplicacdo industrial devido a biodegradabilidade e

biocompatibilidade. No Brasil as principais aplicacbes sdo em segmentos de embalagens
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flexiveis para alimentos, cerca de 23%, embalagens de alimentos rigidas (20%), sacolas de
méo (14%) e na agricultura (31%) (LANCELLOTI, 2010).

Na agicultura, a utilizagdo de filmes convencionais de polietileno produz milhares de
toneladas de residuos de plasticos. Nas culturas horticolas em que se executa a cobertura do
solo (mulching), os filmes sdo normalmente utilizados apenas durante uma campanha, sendo
removidos no fim do ciclo cultural (ANDRADE, 2014).

A utilizacdo de plasticos biodegraddveis na cobertura do solo encontra-se em fase
experimental e de investigagdo em varios paises, havendo algumas informacdes disponiveis
sobre o comportamento da aplicacdo destes filmes em culturas horticolas. Coberturas de solo
sdo aplicadas em cultivos agricolas a fim de manter a umidade do solo, regular sua
temperatura e controlar o crescimento de ervas daninhas (TOUCHALEAUME et al., 2015).
O aumento na produtividade e a diminuicdo no uso de herbicidas e pesticidas sdo alguns dos
resultados obtidos a partir desta pratica (BRIASSOULIS, 2007).

Em Portugal, tém sido desenvolvidos varios trabalhos, nos Ultimos anos, sobre o
desempenho dos plasticos biodegradaveis e a sua viabilidade técnica e econbmica nas culturas
de morango e meldo (COSTA et al., 2014). O desempenho tem variado mediante a cultura e
época de plantacdo, mas de uma forma generalizada revelaram ser uma alternativa vidvel a
substituicdo de filmes convencionais de polietileno. Os equipamentos e as praticas culturais
utilizadas ndo sofreram alteracdes pelo uso dos filmes biodegradaveis, que mantiveram as
suas funcbes de cobertura ao longo dos ciclos das diferentes culturas ensaiadas (SARAIVA et
al., 2012).

De acordo com a Agriculture, Plastics and Environment Europe (APE, 2015), o
polietileno representa 60% (aproximadamente 502.000 toneladas) do total dos plasticos
usados na agricultura. Apenas 43% dos plasticos usados na agricultura na Europa sdo
recuperados do solo, sendo que metade deste percentual é reciclado. Visto que o polietileno
ndo é um material biodegradavel, presume-se que haja um acUmulo de quantidade substancial
deste material no meio ambiente.

Em vista da problematica apresentada pelo uso de polietileno como cobertura de solo,
filmes poliméricos biodegradaveis vém sendo estudados como alternativa para uso na
agricultura. Poli (acido latico) (PLA), blendas de copoliéster e amido, além do carbonato de

polipropileno séo alguns dos materiais empregados na producdo destes filmes (LI et al., 2014;
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TOUCHALEAUME et al, 2015). A Tabela 1 apresenta algumas marcas comerciais de
polimeros a base de amido que podem ser usados na fabricagdo de filmes poliméricos

utilizados na agricultura e suas respectivas propriedades mecanicas.

Tabela 1. Marcas comerciais de filmes com materiais de fonte renovavel, empregados como cobertura de solo
(SCOPEL, 2016).

Produto Bioplast 500 Mater-Bi Biomind
Fabricante Biotec Novamont Cabopol
Composicédo Contém amido de A base de amido de A base de amido de
batata milho milho
Resisténcia a tragcdo 29 2040 20 -30
(MPa)
Alongamento na 250 100 - 300 300 - 500

ruptura (%)

Por se degradar no ambiente, os polimeros biodegraddveis apresentam vantagens em
relacdo aos polimeros comumente usados, ja que ndo € necessaria a sua remogdo do campo e,
desta forma podem (dependendo do material constituinte) ser incorporados no solo e fornecer
nutrientes as plantas. O material tem a vantagem de eliminar as etapas de remocdo e
tratamento de residuo e ainda mantém a fertilidade do solo (BERGLUND, 2006).

Em substituichio aos materiais apresentados, o presente estudo tem como foco a
gelatina obtida a partir do residuo do couro curtido ao cromo Ill. Nesse contexto, o tdpico a
seguir € dirigido especialmente ao estudo da gelatina e aspectos mais relevantes para este
estudo.

3.5 GELATINA RECUPERADA DO RESIDUO DE COURO CURTIDO AO CROMO (llI)

3.5.1 Residuo do couro curtido ao cromo 111

O Brasil é reconhecido mundialmente como uma referéncia em qualidade de couros,
fornecendo para grandes marcas de moda, segmento automotivo, decoracdo, dentre outros. O
pais exporta atualmente 77% da producdo de couro bovino. Os principais clientes sdo China,
Itdlia, Estados Unidos e Vietnd, com receita de US$ 155 milhdes (novembro de 2016). O Rio

Grande do Sul, que concentra o maior ndmero de curtumes (cerca de 200), exportou 2,5
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milhdes de metros quadrados de peles e couros em novembro de 2016, sendo os principais
destinos China/Hong Kong com 26,6%, EUA com 14,9% e Italia com 11,5% (CICB, 2016).

O processo de transformacdo das peles em couro gera uma grande quantidade de
efluentes e residuos com altas concentragdes de produtos quimicos e matéria organica. As
operagOes da unidade curtidora que causam o maior impacto ambiental s&o a depilagcdo e
curtimento ao cromo. O curtimento visa proteger a pele da putrefacdo que esta sofreria em seu
estado natural, tornando-a possivel de ser utilizada nos mais diversos artigos, como calgado e
vestuario (PEREIRA, 2006).

Estima-se que 90% dos processos de curtimento no mundo utilizem sais de cromo.
Apenas a forma trivalente do cromo é utilizada no processo de curtimento e ndo se tem
conseguido substituir o produto quimico por outro que confira ao produto final as mesmas
caracteristicas de maciez, enchimento, resisténcia, flexibilidade entre outras (MAHLER,
1999).

O residuo de couro curtido ao cromo Il gerado em curtumes € classificado pela norma
ABNT NBR10.004 (ABNT, 2004b) como Classe 1 (perigoso). Ele deve, portanto, ser
gerenciado de forma adequada. No Brasil, a maior parte do residuo ainda é disposta em
aterros de residuos industriais perigosos.

Alternativas para a reutilizacdo de residuo do couro curtido ao cromo Il vém sendo
estudadas, visto que a simples disposicdo deste em aterros de residuos industriais perigosos
torna-se inviavel, tanto ambiental como economicamente. Diversos trabalhos realizados no
Rio Grande do Sul abordam o reuso do residuo, por exemplo, na obtencdo de adsorventes para
tratamento de efluentes, fertilizantes, sais de cromo para curtimento e ligas ferro-cromo a
partir de cinzas provenientes do seu tratamento térmico, filmes poliméricos (DETTMER et
al., 2010; GIANELLO et al., 2011; PICCIN et al, 2013; WENZEL et al., 2012; SCOPEL,
2016). Configura-se também como alternativa a extracdo de gelatina a partir de residuo do

couro curtido ao cromo Il para producdo de filmes biodegradaveis.

3.5.2 Gelatina

A gelatina é um polimero natural que consiste em um p6 quebradico, translicido,

incolor e quase sem sabor. E o produto da desnaturacdo e da hidrdlise parcial das cadeias do
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colageno, sendo amplamente utilizada como um agente de gelificacdo em alimentos, produtos
farmacéuticos, e indUstria de cosméticos, pois constitui uma matéria-prima de facil aplicacdo
e alta disponibilidade, cuja estrutura geral esta caracterizada na Figura 5 (EBNESAJJAD,
2012).
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Figura 5. Estrutura quimica da gelatina. Fonte: Chaplin (2014).

A gelatina é obtida principalmente da pele e 0ssos de suinos e bovinos, sendo que 41%
da producdo mundial de gelatina ttm como origem peles suinas, 29,5% 0ssos bovinos, 28,5%
couros bovinos e 1% peles e 0ssos de pescados (SHAKILA, et al., 2012).

A gelatina é derivada da dissociagdo térmica ou quimica das cadeias polipeptidicas do
colageno, no qual a proteina insoldvel € convertida em gelatina solivel em temperaturas
acima de 50°C por hidrélise acida ou basica. A producdo comercial de gelatina é dividida em
seis etapas: pré-tratamento, extracdo, purificacdo, esterilizacdo, secagem e moagem. Ela
ocorre principalmente por dois processos: acido (produz gelatina do tipo A) ou alcalino

(produz gelatina do tipo B), conforme Figura 6.
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Figura 6. Processo de preparacdo da gelatina do tipo A e B. Fonte: Porto (2007).

No processo alcalino, a matéria-prima (principalmente o0ssos e pele de mamiferos) é
submetida por longos periodos de tempo (até 100 dias) a um meio alcalino (em geral de 6xido
de calcio ou hidroxido de sodio). No processo acido, este pré-tratamento € mais curto (um ou
dois dias), e ocorre em meio acido (em geral acido sulfurico). A posterior extracdo da gelatina
¢ conduzida em agua a temperaturas variaveis de 50 a 90°C. A purificacdo do produto €
realizada por filtracdo seguida de desmineralizacdo. O material é entdo concentrado em
evaporadores a vacuo, esterilizado (a aproximadamente 140°C por 20 s), resfriado, extrudado,
seco em tuneis de ar e moido. A gelatina produzida pelo processo alcalino apresenta massa
molar que geralmente varia de 20 a 200 kg.mol* (GENNADIOS, 2002; WOLF, 2003).

3.6 USO DA GELATINA NA PRODUCAO DE FILMES POLIMERICOS

O uso da gelatina como filme comestivel ou revestimento foi estudado
consideravelmente até 0s anos sessenta, resultando em muitas patentes, principalmente na
area farmacéutica. A gelatina forma peliculas transparentes, flexiveis, fortes e impermeaveis
ao oxigénio, quando preparadas a partir de solugdes aquosas contendo um plastificante, como
glicerina ou sorbitol (ZHAO et al.,, 2008). Park et al. (2008) produziram filmes de gelatina por

moldagm por compressdo, tornando sua utilizagdo comercialmente viavel quando comparado
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com o casting. Os autores relataram que os filmes de gelatina apresentavam propriedades
mecanicas e de barreira aceitaveis, que foram controladas pelo uso combinado de
plastificantes.

Fakhouri (2009) estudou a producdo de filmes de blendas de gelatina com a adi¢éo de
amido e observou que a adicdo de gelatina aumentou a resisténcia méxima e diminui a
permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes. Wang et al. (2007) constataram que os filmes de
proteina (gelatina) apresentaram maior resisténcia a solventes que 0Ss compostos por
polissacarideos. Os resultados também revelaram que o aumento da concentracdo das
solucdes de gelatina (entre 4 e 8 %) promoveram melhora das propriedades mecénicas e de
barreira dos filmes.

Scopel (2016) observou que para a gelatina de residuo de couro curtido ao cromo Ill
guando empregada em associacdo com amido de milho, aumentou o alongamento na ruptura e
diminuiu a resisténcia maxima a tracdo dos filmes. Os mesmos também se apresentaram mais
higroscopicos, mais soliveis e mais permedveis ao vapor de &gua quando comparados aos

produzidos com gelatina comercial.

3.6.1 Aditivos em filmes poliméricos

A incorporacdo de aditivos a matriz polimérica tem como objetivo suprir as
deficiéncias tecnoldgicas dos filmes e coberturas, melhorando determinadas caracteristicas,
uma vez que estes podem modificar propriedades fisicas e/ou mecanicas (REIS, 2011).

Varios materiais podem ser adicionados aos filmes e coberturas para melhorar as suas
propriedades mecéanicas, de protecdo, sensoriais ou nutricionais. A influéncia de um aditivo
nestas propriedades depende de sua concentragdo, grau de dispersdo e da interacdo com o
polimero (BOURTOOM, 2008). Agentes naturais como a transglutaminase podem ser
utilizados para obter a reticulacdo formadora da rede tridimensional dos filmes (RIVERO et
al., 2010).
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3.6.2 Agente reticulante transglutaminase

Um ndmero expressivo de enzimas é produzido comercialmente para uso industrial em
varios segmentos (LIMA et al., 2007). O mercado global para enzimas de uso industrial foi de
4 bilhdes de dolares em 2015. No Brasil o uso industrial de enzimas atingiu 240 milhdes de
ddlares, aproximadamente 6% do mercado global. Dentre as varias areas, as enzimas Sao
aplicadas em detergentes, nutricio animal, alimentos, bebidas, biocombustiveis, indUstrias
téxteis e farmacéuticas (ABIAM; IECG., 2015).

As transglutaminases (TGases) (EC 2.3.2.13) sdo uma familia de enzimas presentes
em animais, plantas e organismos unicelulares, que sdo responsaveis pela modificacdo de
proteinas, agindo como célcio-dependente. E uma transferase que catalisa a reacdo de acil
transferéncia entre o grupo y-carboxilamida da glutamina ligada a peptideos (doador de acil) e
aminas primérias (receptores de acil), incluindo o grupo e-amino de residuos de lisina em
proteina (IORIO et al., 2012). A Figura 7 representa 0 mecanismo de reacdo da enzima

transglutaminase.
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Figura 7. Mecanismo de formacdo de ligacdo cruzada da enzima transglutaminase. Fonte: MACEDO;SANTOS
(2005).

Quando o grupo e-amino de lisina ligada a proteina age como um acil receptor,

ligacOes cruzadas covalentes(crosslinking), intra e/ou intermoleculares sé&o formadas (ligacéo
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isopeptidica  (glutamil-lisina), resultando na polimerizacdo de proteinas. Ao contrario da
maioria das enzimas que hidrolisam o substrato em pequenos compostos, como amilases e
proteases, a transglutaminase catalisa a polimerizacdo de pequenos substratos proteicos em
moléculas maiores (JAROS et al., 2006).

A ftransglutaminase é altamente ativa na faixa de pH de 5 a 8. A atividade desta
enzima permanece estavel até aproximadamente 50°C, sendo reduzida gradualmente em
temperaturas mais elevadas, porém, o tempo e a temperatura necessarios para sua inativagao
sdo dependentes de cada tipo de produto (ALMEIDA, 2012). E utilizada na industria
alimenticia na elaboracdo de produtos reestruturados de carne, permitindo a juncdo de cortes
diversos e melhoramento da textura, na reducdo de sédio em alimentos, na indUstria lactea,
provomendo aumento da viscosidade devido as ligagdes cruzadas formadas entre 0s
aminoacidos, nos farindceos reduzindo a perda de liquidos e consequentemente reduz o tempo
de batimento de massas e gera um aumento em (PIETRASIK, 2003). Por promover a
reticulacdo entre  proteinas, estudos vem sendo realizados utilizando a enzima
transglutaminase na producdo de filmes a base de proteinas.

Os filmes a base de proteinas apresentam barreirae fetiva a gases (CO, e O;), porém
com alta permeabilidade ao vapor de agua em funcdo do seu carater hidrofilico, o que limita
sua aplicacdo. Uma das formas de reduzir a permeabilidade e a solubilidade em agua de
filmes de gelatina € por meio do processo de reticulacdo (BHATTACHARYA et al., 2008).
Este processo promove a unido de duas ou mais cadeias poliméricas por meio de uma ponte
de atomos entre elas, todos ligados por ligacdo covalente (CANEVAROLO, 2006). Dentre os
diferentes processos de reticulagdo existentes, hd estudos sendo realizados com a gelatina por
via enzimatica, no qual a enzima transglutaminase foi usada em alguns trabalhos descritos na
literatura (CARVALHO e GROSSO, 2006; ZHANG et al., 2013).

Modificacbes funcionais decorrentes do aumento de ligacbes cruzadas foram
estudadas por Sakamoto et al. (1998), onde foi observado que géis de proteina isolada de soja,
proteina do ovo e gelatina, tiveram um aumento da forca de ruptura com adicdo da enzima
transglutaminase. Em estudos realizados por Yildirim e Hettiarachchy (1997), foi verificado
que para filmes proteicos a base de proteina isolada de soja e globulina, o tratamento com a

enzima transglutaminase provocou diminuicdo da solubilidade dos filmes em diferentes



31

valores de pH e aumento na tensdo na ruptura, indicando a introducdo de ligacdes covalentes
na estrutura proteica.

Carvalho e Grosso (2006) produziram filmes de gelatina com glicerol, 10 g de gelatina
e 4,5 g de dlicerol por 100 g de solucdo filmogénica, os quais foram tratados enzimaticamente
(TGase, 10 U/g de gelatina) e termicamente. Os autores observaram os filmes reticulados com
TGase a 50°C apresentaram permeabilidade de vapor de agua significativamente inferior aos
filmes ndo tratados e aos termicamente tratados. Segundos 0s mesmos, esse resultado pode ser
atribuido a uma melhor estruturacdo da matriz polimérica promovida pelo tratamento
enzimatico. No entanto, em estudo similar, Piotrowska et al. (2008) constataram que a
reticulacdo enzimatica da gelatina de pele de peixe ndo ocasionou melhorias nas propriedades
de barreira a vapor de &gua dos filmes produzidos, porém houve reducdo expressiva na
solubilidade.

Segundo Weng e Zheng (2015) em quesugerem que filmes de gelatina de peixe
tratados com TGase e incorporados com proteina isolada de soja, tendem a ter maior
resisténcia a solubilizacdo em &gua. Contudo, as propriedades mecénicas dos filmes foram
substancialmente alteradas apenas devido ao efeito de reticulagdo da enzima, sendo que a
proteina isolada de soja ndo afetou tal propriedade. Wang et al. (2015) estudaram a
possibilidade de producdo de um filme com potencial aplicacdo para embalagens
biodegradaveis, composta por gelatina e carbonato de célcio, no qual a TGase foi 0 agente de
reticulagdo utilizado. Os autores observaram por meio de analises térmicas, microscopia e
infravermelho, que a enzima realizou a compatibilizacdo dos dois materiais e alteragdes

conformacionais na estrutura da proteina.

3.6.3 Agente antifungico quitosana

A quitosana é um polissacarideo linear catiénico derivado da quitina, um componente
presente em cascas de camardo, caranguejo e insetos. E insolivel em agua e o segundo
polimero natural mais abundante depois de celulose (AIDER, 2010). E obtida pela
desacetilacdo da quitina, com a substituicdo de grupos acetilas (COCH3) por grupos aminos
livres (NH2) que podem ser protonados em meio acido (NHs") fazendo com que a quitosana

seja solivel em solugdes acidas, tais como acido acético, cido citrico,acido ascorbico, acido



32

latico, acido malico, &cido oxdlico, acido succinico, &cido adipico e &cido propiénico
(ZHONG et al., 2011).

Os filmes a base de quitosana apresentam moderadas propriedades de barreira ao
oxigénio e boas propriedades de barreira ao dioxido de carbono, além de apresentarem alta
permeabilidade ao vapor de agua, devido a sua natureza hidrofilica (SANCHEZ-GONZALEZ
et al, 2010). Alem disso, a quitosana e seus derivados apresentam atividade antimicrobiana e
antifingica contra uma vasta gama de microrganismos e sdo amplamente estudados como
conservantes de alimentos (BONILLA et al, 2013). Sua atividade antimicrobiana aumenta
com a diminuicdo do pH, porém depende da forca ibnica e de alguns fatores intrinsecos, tais
como sua massa molar ou o grau de desacetilacdo. Comercialmente, a quitosana apresenta um
grau de desacetilagdo variando entre 70% e 90% e a massa molar na faixa de 10* — 10° g.mol
! A quitosana na menor faixa de massa molar é mais solivel, sendo mais reativa com a
membrana celular microbiana (CORRALES et al., 2014).

3.6.4 Plastificantes em filmes poliméricos

Filmes biopoliméricos obtidos exclusivamente a partir de proteinas apresentam
geralmente baixa elasticidade e sdo quebradicos e a introducdo de plastificantes é uma
alternativa para conferir uma maior elasticidade ao sistema. Os plastificantes sdo geralmente
substancias de alto ponto de fusdo e baixa volatilidade, que devem ser compativeis com o
biopolimero para garantir sua eficiéncia, interagem com a interface do polimero,
enfraquecendo as forgas intermoleculares, ocasionando maior mobilidade as cadeias
formadoras da matriz polimérica e consequentemente, aumentando a flexibilidade dos filmes
(SCHROOYEN et al., 2001).

Os plastificantes mais empregados na producdo de filmes a base de proteinas sdo 0s
poliéis, tais como o glicerol e o sorbitol, que possuem boa interacdo com o polimero devido a
sua estrutura e seu carater hidrofilico. O aumento do teor de plastificantes como o glicerol
pode levar ao aumento da permeabilidade aos gases de filmes hidrofilicos. Diminuindo a
densidade entre as suas moléculas, facilitando a difusdo dos gases por meio do material,

aumentando a flexibilidade, a processabilidade ou capacidade de alongamento do polimero,
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reduzindo a viscosidade do fundido, a temperatura de transicdo vitrea (Tg) do sistema e o
mddulo de elasticidade do mesmo (MARCILLA etal., 2009).

Conforme Arrieta et al. (2011) em estudos sobre biofilmes ativos a partir de proteinas
do leite, com diferentes concentracdes de glicerol, verificaram por microfotografias que,
somente a partir de 35% de glicerol a aparéncia dos biofilmes ficou mais homogénea, além de
produzir uma reducdo significativa no modulo de Young, indicando uma diminuicdo na
rigidez do material, comportamento esperado em um processo de plastificacéo.

Estudo conduzido por Bergo et al (2013), demonstraram o efeito do tipo e
concentracdo de alguns polidis (glicerol, etilenoglicol, dietilenoglicol e propilenoglicol) sobre
a umidade de filmes de gelatina. Observou-se que os filmes contendo glicerol absorveram
mais agua que os filmes com os demais plastificantes, 0 que pode ser atribuido a alta
higroscopicidade natural deste poliol. Fakhour et al. (2012), desenvolveram filmes
comestiveis e biodegradaveis a partir de blendas de amido e gelatina, aos quais inseriram dois
plastificantes, sorbitol e glicerol. Os autores constataram que 0 aumento na concentracdo de
gelatina ocasionou um aumento na transparéncia, resisténcia a tensdo e permeabilidade ao
vapor de agua. E ambos os polidis contribuiram para o aumento da elongacdo, permeabilidade
e solubilidade dos filmes estudados.

Para Scopel (2016) filmes produzidos com gelatina de residuo de couro curtido ao
cromo Il em associacdo ao amido de milho, com o emprego dos plastificantes glicerol e
sorbitol, promoveram o aumento no alongamento na ruptura, a reducdo na resisténcia maxima
a tracdo e tornou o filme mais higroscdpico, sendo que o glicerol se mostrou um agente
plastificante mais efetivo do que o sorbitol.

Plastificantes como o glicerol sdo capazes de garantir boa qualidade no filme
biodegradavel a ser produzido. Sua adicdo € necessaria, visto que atuam de forma a diminuir a
fragilidade, melhorar a flexibilidade, aumentar a resisténcia ao impacto e impedir as
rachaduras dos filmes (GROSSMAN, 2007).

Filmes de gelatina comercial e de gelatina extraida de residuo do couro curtido ao
cromo Il com adicdo de agentes reticulantes, plastificantes e agentes antiflingicos
configuram-se uma alternativa aos filmes obtidos de fonte ndo renovavel, visando reduzir os

impactos ambientais decorrentes do uso e descarte inadequado desses materiais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para producéo dos filmes foram: gelatina comercial incolor em
p6 sem sabor (Dr. Oetker, SP) como matriz polimérica, glicerol (Cinética, Brasil) como
plastificante, enzima transglutaminase, cedida pela (Ajinomoto do Brasil, Indlstria e
Comércio de Alimentos Ltda, SP) comercializada como ACTIVA® YG, quitosana (Sigma,
Brasil) e agua como solvente. O residuo de couro curtido ao cromo Il fornecido pelo curtume

Peles Pampa (Portdo-RS, Brasil). Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 METODOS

A Figura 8 apresenta o procedimento empregado neste trabalho desde a extracdo da

gelatina até a producdo e caracterizacdo dos filmes.
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Figura 8. Esquema do processo de extracdo de gelatina, producao e caracterizacdo dos filmes.
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4.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

Os materiais utilizados para produgdo dos filmes foram caracterizados quanto a
atividade da enzima transglutaminase, para avalaiar o efeito do pH e da temperatura sobre a
atividade enzimatica. O resisuo do couro foi caracterizado quanto ao pH, umidade, cinzas,
teor de cromo.

As andlises termogravimerticas foram realizadas para a gelatina comercial, gelatina
extraida do residuo do couro curtido ao cromo Ill,  quitosana, glicerol e enzima
transglutaminase.

O teor de cromo, sodio, célcio, magnésio e a determinacdo de NTK, cinzas, umidade e
pH foram determinados para a gelatina comercial e para a gelatina recuperada de residuo do

couro curtido ao cromo 1.

4.3.1 Termogravimetria

As analises termogravimétricas foram realizadas no Laboratorio de Polimeros da
Universidade de Caxias do Sul (LPOL- UCS). Os testes de TG foram conduzidos utilizando
uma termobalanca da marca TGA Shimadzu-50. Aliquotas de 10 mg das amostras foram
submetidas a uma taxa de aquecimento de 10°C.min* em atmosfera de nitrogénio (50
mL.min!) de 20 a 700°C.

4.3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

Os ensaios de FTIR foram realizados no Laboratério de polimeros de Caxias do Sul
(LPOL- UCS), em um espectrdmetro de infravermelho com Transformada de Fourrier
(Modelo Spectrum 400, Perkin Elmer). O equipamento foi operado no modo de reflexdo total
atenuada (ATR) utilizando cristal de diamante. Foram realizadas 32 varreduras com uma

resolucdo de 2 cm™ na faixa de comprimento de onda de 450 a 4000 cm™.
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4.3.3 Atividade da enzima transglutaminase

A metodologia foi adaptada de Grossowicz et al. (1950). Para determinagcdo da
atividade enzimética da enzima transglutaminase foi utilizada uma solugdo 3 g.L™ da enzima
transglutaminase. O reagente “A” foi preparado com tampdo Tris-acetato 200 mM e pH 6,0
contendo 100 mM de hidroxilamina, 10mM de glutationa reduzida e 30 mM de substrato
CBZ-GIn-Gly. O Reagente ‘“B” continha: solugdo 1:1:1(v/v/v) de HCI 3 molL, acido
tricloroacético 12% m/v e FeClz.6H,O 5% dissolvido em HCI 0,1 mol/L. Em 1,0 mL de
extrato enzimatico adicionou-se a mesma quantidade de reagente “A”. Apds a
homogeneizacdo incubou-se por 10 min a 37°C e interrompeu-se a reacdo adicionando 1,0 mL
do reagente ‘“B”. Procedeu-se a leitura da amostra em espectrofotometro (VIS
ESPECTROPHOTOMETER) a 525 nm. A curva-padrdo foi feita com &cido L-glutdmico-vy-
monohidroxdmico. Uma unidade de atividade enzimatica TGase foi definida como a

quantidade de enzima capaz de formar 1,0 pmol de hidroxamato por minuto.

4.3.3.1 Efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade enzimatica

Diferentes valores de pH (6 a 8) foram avaliados a fim de determinar o ponto de
maior atividade da enzima. Foi avaliado o efeito da temperatura e a estabilidade térmica da
atividade enzimatica. O efeito da temperatura foi avaliado em temperaturas de 37, 50 e 60°C.
Para a determinacdo da estabilidade térmica, utilizou-se pH 7 e as solugcBes enzimaticas foram

expostas a temperatura de 50°C durante 0, 15, 30, 45 min.

4.3.4 pH

O pH do residuo do couro curtido ao cromo Il foi determinado de acordo com norma
da American Society for Testing and Materials (ASTM) D2810-13. Uma aliquota de 5 g de
amostra foi misturada a 100 mL de &gua deionizada. A mistura foi mantida a temperatura
ambiente, com ocasional agitacdo por 4 h. ApoOs este tempo o sistema teve seu pH
determinado. O pH da gelatina extraida de residuo de couro curtido ao cromo Ill foi

determinado no dia da sua extracdo, antes da sua refrigeracdo; o da gelatina comercial foi
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determinado logo apds sua diluicdo. Todas as medi¢es de pH foram realizadas a temperatura

de 20 £ 5°C com o auxilio de um pHmetro de bancada (modelo 86502, AZ, Taiwan).

4.3.5 Umidade

O teor de umidade do residuo do couro curtido ao cromo Il foi determinado de acordo
com a norma ASTM D37902012. Aliquotas de 5 g foram secas a 100°C em estufa (modelo
A35ED, Deleo, Brasil) att massa constante. A medicdo da massa das amostras em balanca
analitica (odelo AUY220, Shimadzu, Japdo), antes e apOs a secagem, permitiu a determinagdo
do teor de umidade das mesmas. Metodologia semelhante foi empregada na medicdo do teor
de umidade da gelatina, ajustando-se apenas a temperatura de secagem para 105°C, conforme

metodologia indicada por Cabeza et al. (1998).

4.3.6 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a norma ASTM D2617-2012.
Aliquotas de aproximadamente 5 g de amostra previamente secas foram submetidas a 600°C
em forno do tipo mufla (modelo 1963, Fornitec, Brasil) por 4 h. A medicdo da massa das
amostras em balanca analitica (modelo AUY?220, Shimadzu, Japdo) antes e apds terem sido
calcinadas permitiu a determinagdo do teor de cinzas, em base seca. Metodologia semelhante
foi empregada na medicdo do teor de cinzas da gelatina, ajustando-se apenas o tempo do

ensaio para 2 h.

4.3.7 Cromo, sddio, célcio e magnésio

O teor de cromo, sddio, calcio e magnésio na gelatina extraida de residuo de couro
curtido ao cromo |1l foi determinado pelo Laboratorio de Analises e Pesquisas Ambientais da
Universidade de Caxias do Sul (LAPAM — UCS). As amostras foram digeridas com acido
nitrico e cloridrico de acordo com o Método 3030-E do Standard Methods for Examination of

Water and Wastewater (SMEWW). Apds a digestdo, o ensaio foi realizado em espectrometro
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de absorcdo atdmica (modelo Analyst 200, Perkin Helmer, EUA) com chama de ar-acetileno
segundo o Método 3111-B do SMEWW.

4.3.8 Teor de cromo

Para a determinacdo do teor de cromo nos filmes, amostras previamente secas foram
submetidas a digestdo com &cido nitrico em chapa de aquecimento por 2 h, de acordo com a
norma ASTM D5198-09. A concentracdo de cromo na solucdo resultante da digestdo foi
determinada no LAPAM-UCS seguindo a mesma metodologia empregada para a
determinacdo de cromo na gelatina (SMEWW Método 3111-B).

4.3.9 Proteina (Nitrogénio Total Kjeldahl — NTK)

O teor de NTK da gelatina comercial e extraida dos residuos do couro curtido ao
cromo foi determinado no Laboratério de Andlises e Pesquisas Ambientais (LAPAM-UCS).
Para tal, foi empregado o método para determinagdo do Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK) de
acordo com a metodologia de ensaio do SMEWW 4500. Este procedimento consiste na
digestdo das amostras com a utilizacdo de acido sulfirico concentrado, e posterior destilacdo e

titulacdo com &cido.

4.4 EXTRACAO DA GELATINA DO RESIDUO DE COURO CURTIDO AO CROMO Il

A gelatina foi extraida por hidrélise alcalina (Figura 9), conforme metodologia de
Scopel (2015). A hidrolise foi conduzida em um shaker (camara incubadora com agitagdo
orbital) (MA 832, Marconi, Brasil) durante 6 horas, usando uma proporcdo de 2 g de MgO
para cada 50 g de residuo de couro curtido ao cromo, em 250 mL de agua destilada, em um
frasco Erlenmeyer a uma temperatura de 70°C e 180 rpm de agitacao.

Apoés realizada a extracdo, a suspensdo de gelatina foi concentrada em uma membrana de
dialise, que também promoveu a retirada dos sais, provenientes do processo de curtimento,
mantendo a concentracdo de NKT proxima a da gelatina comercial, utilizada neste trabalho. A

membrana tinha configuracdo capilar e é fabricada pela Polyflux ®.
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2 g de oxido de magnésio
250 mL doua
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curtido ao cromo III
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—
) PUR—

Filtracao

Figura 9. Esquema de extracdo da gelatina do residuo do couro curtido ao cromo Il por hidrélise alcalina.

4.5 PRODUCAO DOS FILMES

A producdo foi realizada em trés etapas, cada qual compreendendo um diferente
planejamento experimental.  Diferentes aspectos da producdo de filmes foram avaliados em

cada etapa, conforme descrito na Figura 10.
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Figura 10. Fluxograma de producéo de filmes biopoliméricos a partir de gelatina comercial e gelatina extraida
de residuo de couro curtido ao cromo lll.

A producdo dos filmes transcorreu em trés etapas: a primeira consiste em um
planejamento experimental visando analisar a melhor concentracdo de gelatina e de enzima
transglutaminase bem como, o0 tempo de reticulagio da enzima nas propriedades de
solubilidade e propriedade mecanica de tensdo e elongacdo dos filmes poliméricos.
Planejamento experimental 1. Os filmes foram produzidos solubilizando-se a gelatina
comercial na concentracdo de 2, 4 e 6% (m/v) em 100 mL de agua destilada, com adi¢do do
plastificante glicerol com concentracdo de 20% m/v sobre a massa de gelatina, com
aquecimento a uma temperatura de 60°C sob agitacdo por 30 min. Paralelamente a enzima
transglutaminase foi solubilizada em agua, na concentracdo de 1 e 2% (m/v) sobre a massa de
gelatina e adicionada a dispersdo filmogénica. Transcorrido o tempo de 30 min a temperatura
foi baixada para 37°C onde a enzima é adicionada emantida em aquecimento e agitacdo pelos
tempos de 15, 22,5 e 30 minutos. A quitosana foi adicionada no final a uma concentracdo de

1% viv. A espessura dos filmes foi controlada utilizando-se 90 mL da dispersdo, vertida em
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placas Petri (19,5 x 2,5) e secas em ambiente com condi¢Bes controladas (23 + 2°C e umidade
de 50%) por 48 h, para evaporacdo do solvente e remogdo dos mesmos. Para amostra
controle, foram produzidos filmes poliméricos sem adicdo de enzima. A Tabela 2 apresenta o
planejamento experimental 1 de producéo dos filmes, consiste em um planejamento do tipo 2%

com 3 fatores e duas repeticGes no ponto central.

Tabela 2. Planejamento experimental 1 para producéao dos filmes.

Filme Gelatina Enzima Te mpo
(%) (%) (min)

1 2,00 0,00 15
2 6,00 0,00 15
3 2,00 2,00 15
4 6,00 2,00 15
5 2,00 0,00 30
6 6,00 0,00 30
7 2,00 2,00 30
8 6,00 2,00 30

9(C) 4,00 1,00 22,5
10 2,00 0,00 15
11 6,00 0,00 15
12 2,00 2,00 15
13 6,00 2,00 15
14 2,00 0,00 30
15 6,00 0,00 30
16 2,00 2,00 30
17 6,00 2,00 30

18 (C) 4,00 1,00 22,5

*(C) ponto central.
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As varidveis respostas avaliadas no planejamento experimental 1 foram: solubilidade e
propriedades mecanicas (alongamento maximo na ruptura, tensdo maxima na ruptura). Todos
os filmes foram produzidos em duplicatas.

A segunda etapa consiste na producdo dos filmes de acordo com os resultados obtidos
na primeira etapa, onde foram utilizadas concentracbes de 4% de gelatina, e variadas as
concentragcdes de enzima transglutaminase de 1 e 5%, sendo o tempo de reticulagdo da enzima
mantido em 15 min.

A terceira etapa consiste na producdo dos filmes utilizando a gelatina extraida do
residuo de couro curtido ao cromo Ill, onde foram variadas as concentragbes de enzima de 1 e
3%.

Os resultados dos filmes obtidos nas etapas 1, 2 e 3 foram analizados por meio de
Andlise de Variancia (ANOVA). A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do Software
Statistica 12.0 (StatSoft Inc.). Foi empregado um nivel de confianga de 95% em todas as
analises estatisticas. O resultado destas foi avaliado em funcdo do Valor-p obtido. Valores-p
inferiores a 0,05 indicam a significancia estatistica do fator, quanto menor o Valor-p, maior a

alteracdo provocada pelo fator na correspondente variavel estudada.

4.6 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Os filmes foram caracterizados quanto a espessura, propriedades mecanicas, umidade,
solubilidade, angulo de contato e permeabilidade ao vapor d’ agua, teor de cromo e

biodegradabilidade.

4.6.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada por meio de um micrémetro digital com
resolucdo de 0,001 mm (Mitutoyo, Japdo). Foram realizadas dez medidas em pontos
localizados nas extremidades e no centro dos filmes, a partir disto, calculou-se a média

aritmética expressa em mm.
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4.6.2 Propriedades mecanicas

A determinacdo das propriedades mecanicas dos filmes, tensdo e alongamento
maximo na ruptura foram realizadas em maquina universal (Emic, Modelo DL2000, Brasil)
sendo submetidos a uma taxa de separacdo de 25 mmmin® com célula de carga com
capacidade de 20 kN. Para cada filme foram cortados quatro corpos de prova retangulares de
2 x 10 cm de acordo com a ASTM D882-12. Os ensaios foram realizados pelo Laboratério de
Polimeros da Universidade de Caxias do Sul (LPOL — UCS).

4.6.3 Solubilidade

A determinacdo do percentual de material solivel em &gua foi realizada conforme
método descrito por Cuq et al. (1997), com algumas adaptacGes. Amostras quadradas de 2 X 2
cm foram secas em estufa (Modelo A35ED, Deleo, Brasil), a 70°C por 24 horas.
Posteriormente, foram pesadas em balanca analitica (Modelo AUY220, Shimadzu, Japao)
para determinacdo da massa inicial. Apds foram imersas 50 mL de &gua destilada e mantidas
sob agitacdo por 24 h a 80 rpma 25°C em um banho termostatico (Modelo 501/1D, Nova Era,
Brasil). Transcorrido este periodo, as amostras foram retiradas da agua e secas em estufa
durante 24 h a 70°C e pesadas para obtencdo da massa final. Os testes foram realizados em
quintuplicata. A solubilidade foi determinada através da equacéo 1.

1)

mi—mf)

%S = ( %100

mi

Onde, S é a solubilidade do filme (%), m; a massa inicial do filme (g) e my a massa final do

filme (g), apos a imersdo na agua.
4.6.4 Permeabilidade ao vapor d’ agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada de acordo com o método

descrito na norma ASTM E96-00. Em recipientes plasticos com 3,5 c¢cm de diametro de
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abertura foram colocados 10 g de silica gel. A abertura do recipiente foi coberta com amostras
dos filmes. O sistema foi colocado em atmosfera controlada com 75% de umidade, por meio
de solucdo saturada de cloreto de sodio.

O conjunto foi pesado a cada 1 h durante 10 h. Todas as medicGes de massa foram
realizadas utilizando uma balanca analitica (Modelo AUY?220, Shimadzu, Japdo). Os testes
foram realizados em quintuplicata. A PVA seré calculada de acordo com a equacao 2.

)
E
A(AP)

PVA=

x M

Onde, PVA é a permeabilidade ao vapor de &gua (g.mm/m?® hora kPa), E é a espessura média
do filme (mm), A é a area de permeacdo (m?), 4P é a diferenca de pressao parcial do vapor de

agua através do filme (kPa) e M é a taxa de umidade absorvida (g/tempo).
4.6.5 Umidade dos filmes

Para a umidade dos filmes com e sem incorporacdo da enzima transglutaminase, foram
pesadas em uma balanca analitica (Modelo AUY220, Shimadzu, Japdo) amostras com
tamanho 4x4 cm e secas em estufa (Modelo A35ED, DelLeo, Brasil) a 70°C por 24 horas.
Posteriormente as amostras foram pesadas para determinacdo da massa final. A umidade foi
realizada em triplicata e calculada de acordo com a equacdo 3.

@)

mi—mf)

%U = ( %100

mi

Onde, U é a umidade do filme (%), mi é a massa inicial da amostra (g) e mf a massa seca final

da amostra (g).
4.6.6 Angulo de contato

As amostras foram segmentadas em retangulos (2 x 5 cm) e mantidas em ambinete

controlado (23 * 2°C e umidade de 50%) por 24 h antes da analise. As condicdes
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experimentais foram: temperatura ambiente (25 + 2°C), 4gua destilada como fluido de
referéncia. As analises foram feitas sobre a superficie superior do filme. Como resultado da
medida, considerou-se a média entre os angulos direito e esquerdo da gota, o ensaio foi

realizado em triplicata, o gotejamento foi feito em trés regides distintas da amostra.
4.6.7 Termogravimetria

A termogravimetria dos filmes foi realizada em instrumento de analise térmica
simultinea (Modelo Jupiter 449, Netzsch, Alemanha). Aliquotas de 10 mg das amostras,
mantidas por 2 dias em dessecador antes da andlise, foram submetidas a uma taxa de

aquecimento de 10°C.min™! em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min) de 20 a 700°C.
4.6.8 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

Os ensaios de FTIR foram realizados no Laboratorio Polimeros da Universidade de
Caxias do Sul (LPOL — UCS), em um espectrémetro de infravermelho com Transformada de
Fourrier (Modelo Spectrum 400, Perkin Elmer). O equipamento foi operado no modo de
reflexdo total atenuada (ATR) utilizando cristal de diamante. Foram realizadas 32 varreduras
com uma resolucdo de 2 cm* na faixa de comprimento de onda de 450 a 4000 cm*. As

amostras foram mantidas 2 dias em dessecador antes de serem analisadas.
4.6.9 Microscopia 6ptica

Os filmes foram avaliados por microscopia Optica empregando-se microscopio

trinocular com oOptica infinita plana (TNB-40T-PL, Opton) com aumento de 100 vezes.
4.6.10 Teor de cromo
Para a determinacdo do teor de cromo nos filmes, amostras previamente secas foram

submetidas a digestdo com &cido nitrico em chapa de aquecimento por 2 h, de acordo com a

norma ASTM D5198-09. A concentracdo de cromo na solucdo resultante da digestdo foi
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determinada no LAPAM-UCS seguindo a mesma metodologia empregada para a
determinacdo de cromo na gelatina (SMEWW Método 3111-B).

4.7 DEGRADACAO DOS FILMES

A avaliagdo da suscetibilidade microbiologica dos filmes foi realizada de acordo com
a norma ASTM G 160-03. O solo simulado utilizado para a avaliacdo da degradacdo dos
filmes foi preparado a partir da mistura de 4 kg de solo fértil, 4 kg de areia grossa e 4 kg de
esterco de cavalo, totalizando 12 kg de substrato.

O esterco de cavalo foi coletado junto ao Posto Policial de Cavalaria Montada, na
Universidade de Caxias do Sul, apresentava o aspecto Umido e aglomerado. A mistura dos
trés substratos, areia grossa, solo fertil e esterco de cavalo, foi realizada com auxilio de uma
betoneira da marca Horbach. O esterco de cavalo foi triturado, a terra e a areia grossa foram
peneiradas, utilizando uma peneira de 3,5 mesh e novamente pesadas para que a massa final
ficasse em 4 kg.

ApoOs o processo de mistura e homogeneizacdo, 0 solo simulado foi armazenado por
um periodo de 3 meses, em condicBes de temperatura ambiente (25°C) para a maturagdo. O
controle de umidade foi realizado periodicamente, durante todo o experimento, segundo a
norma ASTM G 160-03 a umidade deve ser mantida entre 20 e 30%.

De acordo com a norma ASTM G 160-03, o solo simulado encontra-se em condigdes
ideais para avaliar a suscetibilidade microbioldgica quando amostras de tecido 100% algod&o
(dimenses de 100 x 20 mm) com gramatura entre 400 e 475 g.m (Figura 11) enterradas no

solo perderem ao menos 50% da resisténcia a tracdo na ruptura apds cinco dias de exposicao.

Figura 11. Corpos-de-prova do algodéo para testar a eficacia do solo simulado.
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Os ensaios de resisténcia a tracdo dos tecidos 100% algod&o, antes e apds a exposicao
ao solo simulado, foram realizados em uma maquina universal de ensaios EMIC DL 3000, 50
conforme norma ASTM D882, com célula de carga de 200 kgf, com extensémetro interno e
velocidade de 50 mm.mint. Nesse experimento foram utilizados 5 corpos-de-prova para cada
ensaio.

As amostras dos filmes submetidas a avaliacdo foram cortadas nas dimensdes de 2 x 2
cm, em ftriplicata. O solo utilizado nesse experimento foi dividido em partes iguais (40 g) e
distribuido em copos transparentes de polipropileno (PP) de 200 mL cada, onde as amostras
foram incubadas por um periodo de até 2 dias, dentro de uma estufa construida na parte
externa da na Universidade de Caxias do Sul (Figura 12).

Figura 12. Amostras dos filmes (a) dispostas dentro dos copos (b) dispostas na estufa.

As amostras foram retiradas com o auxilio de espatulas e pingas. Cada amostra foi
lavada com &gua destilada. As amostras dos filmes foram retiradas nos tempos de 1, 3, 8 e 12
horas de exposicdo do solo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados e discutidos o0s resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente, tem-se a caracterizacdo dos materiais (glicerol,
enzima transglutaminase, quitosana e gelatina), planejamento experimental para producdo dos

filmes e caracterizacdo dos filmes e biodegradabilidade dos filmes.

5.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

5.1.1 Termogravimetria

A TG é baseada no estudo da variacdo de massa de certa amostra, resultante de uma
transformacdo fisica como a sublimacdo, evaporacdo ou condensagdo, ou quimica, como a
degradacdo, decomposicdo ou oxidacdo, em funcdo do tempo ou da temperatura da analise.
Desta forma, a TG é definida como um processo continuo que mede a variacdo de massa
(perda ou ganho) de uma substancia ou material em funcdo da temperatura e/ou tempo
(MOTHE, 2002). A Figura 13 apresenta as curvas TG para as matérias primas utilizadas na

producdo dos biofilmes.
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Figura 13. Curva TG para matérias primas utilizadas na produc¢do dos filmes.
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E possivel observar que que para todas as curvas hd um primeiro evento, que
caracteriza perda de massa, relativa a perda de umidade e, em seguida, o inicio da degradacéo.

A gelatina extraida de residuo de couro curtido ao cromo Il apresentou massa
residual de 50% em comparacdo a gelatina comercial de 56%. A menor massa residual da
gelatina extraida pode estar associada ao fato da mesma ter passado pelo processo de
concentragdo por dialise, que promoveu a remocdo de uma maior quantidade de compostos
inorganicos e impurezas presentes na gelatina, provenientes tanto do processo de curtimento
(sais de sodio e calcio, entre outros), como da extracdo da gelatina (MgO).

A Figura 14 apresenta as curvas DTG para a matéria prima utilizada na producdo dos

filmes.
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Figura 14. Curvas DTG das matérias primas utilizadas na producéo dos filmes.
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As curvas DTGs permitem a identificacdo dos eventos térmicos que ocorrem com 0S
materiais na termogravimetria. Com relagcdo as matérias-primas, o glicerol se degrada a 234°C
em um Unico evento de perda de massa, 0 que estd de acordo com valores reportados por
outros autores (LUO et al, 2013). Na quitosana verificou-se a degradacdo em 297°C. A
enzima transglutaminase apresentou trés eventos de perda de massa, a primeira em 153°C, a
segunda em 224°C e a terceira em 305°C.

A curva de DTG permite a determinacdo rapida da temperatura em que a velocidade
de perda de massa apresenta um maximo e isto promove uma informacdo adicional para a
extrapolacdo de temperatura inicial e da temperatura final (HATAKEYAMA, 1994).

As DTGs da gelatina extraida de residuo de couro curtido ao cromo Il e da gelatina
comercial mostram um evento de perda de massa proximo aos 100°C, provavelmente
relacionado a perda de moléculas de &gua presentes na amostra. A gelatina de residuo de
couro curtido ao cromo Il degradou a 317°C, valor proximo aos 330°C nos quais a gelatina
comercial degradou. Ambos os valores estdo de acordo com a temperatura de degradacdo da
gelatina comercial reportada por outros autores (LIU et al., 2013).

Em estudos realizados por Scopel (2016) a gelatina de residuo de couro curtido ao
cromo Il degradou a 319°C, valor proximo aos 317°C nos quais a gelatina comercial
degradou.

Os valores de temperatura evidenciados na andlise de termogravimetria indicaram que,
a matéria prima, ndo sofreu degradacdo nas temperaturas utilizadas para a producdo dos

filmes biodegradaveis.

5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Na Figura 15 estdo contidos os espectros de infravermelho dos componentes puros

utilizados na producédo dos filmes.
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Figura 15. Espectros de FTIR para matéria prima de producdo dos filmes.

A enzima transglutaminase apresenta bandas na regido de 3500 a 3200 cm’
correspondente ao grupo (CO-NH,) amina. Na regido de 1040 a 1200 cm™ correspondente ao
grupo amida (VEIGA, 2014).

Para a quitosana as bandas de absorcdo caracteristicas da amida, nas regides de 1655
cm! correspondem ao estiramento C=O, conhecida como banda de amida I; 1561 cm™
correspondem a deformacdo N-H, banda de amida Il e 1315 cm, atribuida & deformago
CONH e ao grupo CH, que acontecem & mesma frequéncia. Essa Ultima banda tem sido
denominada banda de amida Ill, devido & deformacdo do grupo CO-NH. A banda aguda a
1377 cm! é atribuida & deformagdo simétrica do CHs. A banda em 3272 cm é atribuida a
vibragdo de estiramento N-H, e a observada a 3463 cm™ ao estiramento O-H ( SANNAN et
al., 1978).

O espectro de infravermelno do glicerol apresentou uma banda na regido de alto
nimero de onda de 3280 cm’ caracterfstica da deformacéo axial simétrica e assimétrica do
grupo hidroxila OH.

Através do espectro de FTIR das amostras de gelatina pura e extraida de residuo de
couro curtido ao cromo 111, foram observadas bandas larga em 3282 cm corresponde ao
estiramento da ligacdo O-H, enquanto a banda em 2940 cm* corresponde ao estiramento da
ligacdo C-H em cadeias alifaticas, ambas presentes na constituicio dos aminoécidos. Essa

banda presente na gelatina comercial foi deslocada para 2936 cm™ para a geltina extraida.
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Também pode ser observadas as bandas de absorcdo especifica para a amina NH em 3285 cnv
! amida | em 1631 cm* e amida 11 1480 cm™ . Pela técnica foi possivel observar um pequeno
aumento na intensidade das bandas em algumas regibes para a gelatina extraida quando
comparada com a gelatina comercial. As bandas presentes em 1630 cm™, 1532 cm* e 1450

cm® correspondem, & deformagdo simétrica da ligacio N-H e ao estiramento da ligagdo C=0O
no carboxilato (SKOOG, 2000).

5.2 ATIVIDADE ENZIMATICA
5.2.1 Efeitos do pH e da temperatura na atividade enzimatica

Diversos fatores afetam as reacOes catalisadas pelas enzimas, dentre os quais se
destacam: a concentracdo da enzima, a concentragdo de substratos, temperatura e pH. A
analise de todos esses fatores é importante no conhecimento da natureza da reacdo
enzimatica.

O efeito dos diferentes valores de temperatura sobre a atividade enzimatica da enzima
transglutaminase esta apresentado na Figura 16 (a). Observa-se que os maiores valores para a
atividade enzimatica foram obtidos para valores de pH 7 e 8.

(a) | (b)
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Figura 16. Atividade enzimatica daenzima transglutaminase para: (a) diferentes valores (37, 50 e 60 °C) de
temperatura, (b) diferentes valores (6, 7 e 8) de pH.
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As maiores atividades ocorreram nas temperaturas de 37 e 50°C. De acordo com
Piccolo (2006) e Gauche (2008), a enzima transglutaminase, normalmente, apresentam pH
Otimo entre 5-8 e temperatura Otima de 50°C. Diversos trabalhos apresentados na literatura
indicam que a utilizacdo da enzima transglutaminase deve acontecer em temperaturas de 50°C
(CHAMBI; GROSSO, 2006; PIOTROWSKA et al, 2008). A partir dos resultados obtidos

neste trabalho observa-se que a 37°C podem ser utilizadas sem prejudicar a acdo da enzima.

5.3 CARACTERIZACAO DOS RESIDUOS DE COURO CURTIDO AO CROMO (l11)

A Tabela 3 apresenta a andlise de composicdo quimica do residuo de couro curtido ao
cromo Ill, utilizado para extragdo de gelatina e empregado na producdo dos filmes neste

trabalho.

Tabela 3. Caracterizacdo do residuo do couro usado na extracdo de gelatina.

Parametro Resultado
pH 3,38 £ 0,08
Umidade (% m.m™) 53 + 0,02
Cinzas (% mm™, b.s.) 3,89+0,1
NTK (% mm*, b.s.) 16,93 + 0,51
Cr Total (% mm*, b.s.) 1,28 +0,3

b.s. = baseseca

A reprodutibilidade do processo de extracdo de gelatina depende da composicdo do
residuo de couro curtido ao cromo Ill. Diferencas entre amostras sdo encontradas devido a
diferentes origens da pele e a diferentes processos de curtimento (SCOPEL, 2016).

Os resultados da Tabela 3 estdo de acordo com os valores encontrados por outros
autores (CABEZA et al.,, 1998; MU et al., 2003; WIONCZYK et al., 2011). Eles também sdo
similares aqueles obtidos por (DETTMER et al, 2014; SCOPEL, 2016) que empregaram
residuo de couro curtido ao cromo Ill proveniente da mesma empresa que forneceu o material

para este trabalho, porém de diferente lote do produto.
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5.4 CARACTERIZACAO DA GELATINA COMERCIAL E DA GELATINA
RECUPERADA DE RESIDUOS DE COURO CURTIDO AO CROMO (lll)

As gelatinas comercial e a extraida do residuo de couro curtido ao cromo Il foram
caracterizadas quanto ao teor de Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK). Foram obtidos 5681 mg/L
de NTK para a amostra comercial 4% (m/v) e para a amostra extraida de residuo de couro
curtido ao cromo a quantidade de NTK foi de 1509 mg/L. O fator de conversdo de NTK para
proteina em gelatina é igual a 5,5 (JONES, 1941). Dessa maneira, 50 g de residuo de couro
curtido ao cromo |1l rendem aproximadamente 1,1 g de proteina.

De posse deste valor, a gelatina extraida do residuo de couro curtido ao cromo Il foi
concentrada pelo processo de dialise, a fim de remover os sais e aumentar a concentracdo de
NTK desta gelatina para que ficassem comparaveis ao da gelatina comercial. A Tabela 4
apresenta um comparativo entre a gelatina extraida de residuo de couro curtido ao cromo Il e

a gelatina comercial.

Tabela 4. Comparativo das analises fisico-quimicas da gelatina recuperada de residuo do couro curtido ao cromo
(1) da gelatina comercial.

Gelatina pH Umidade Cinzas NTK

(%0) (%) (mg.L™)
Comercial (4% mv) 6,3+0,11 95,49 + 0,26 -- 5681
Extraida 8,7+0,11 98,15+ 0,17 26,1 +0,48 1509
Concentrada 8,6 £0,12 98,25+ 0,11 6,36 + 0,55 4400

A gelatina obtida de residuos do couro curtido ao cromo Il pelo processo de hidrélise
alcalina, resultou em uma gelatina diluida com teor de cinzas de 26% para a gelatina extraida
e de 6,36% (mm?, base seca), para a gelatina concentrada e filtrada. O elevado pH da
gelatina de residuo do couro se deve ao Oxido alcalino empregado durante sua extracéo.
Estudos realizados por outros autores encontraram valores na faixa de 8,6 a 18,5% (m.m™,
base seca) (CABEZA etal., 1998; MU et al., 2003; SCOPEL, 2016).

Foi realizada a determinacdo de metais na gelatina extraida de residuo do couro
curtido ao cromo Il provenientes do processo de curtimento e extracdo da gelatina. O

magnésio foi determinado devido ao emprego do MgO como agente alcalinizante na extragdo
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de gelatina, a concetracdo foi de 303,40 mg.L™*. Calcio e sédio foram determinados devido ao

amplo uso de seus sais no processo de transformacdo da pele em couro, com valores de 98,10

mg.Lt e 975,45 mg.L!, respectivamente. Estudos realizados por Scopel, (2016), utilizando

residuos de couro curtido ao cromo 111 provenientes do mesmo curtume obteve 256 mg.L™ de

calcio, 504 mg.L! de magnésio e 2145 mg.L* de sddio.

5.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA PRODUCAO DOS FILMES COM
GELATINA COMERCIAL

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores para as variaveis respostas analisadas do

planejamento experimental 1 descrito no item 4.5.

Tabela 5. Solubilidade, elongacéo e tensdo na ruptura para os filmes produzidos no planejamento 1.

Filme  Gelatina Enzima Tempo Solubilidade Elongacéo Tenséo

(%) (%) (min) (%) (%) Ruptura

(MPa)
1 2,00 0,00 15 32,11+0,16 4,480 £ 1,7 27,14+99
2 6,00 0,00 15 25,73+ 0,05 8,96 + 3,3 3587+24
3 2,00 2,00 15 32,47 £ 0,06 451+16 75,40 £ 6,4
4 6,00 2,00 15 21,69 £ 0,06 6,29 +£0,9 30,58 +3,5
5 2,00 0,00 30 58,04 + 0,14 8,25+4;3 63,53+4,8
6 6,00 0,00 30 32,20+ 0,17 2,09+1,0 27,34+ 89
7 2,00 2,00 30 27,93+ 0,02 353+0,1 47,57+29
8 6,00 2,00 30 20,60 £ 0,12 1,41 £ 0,02 26,11+5,0
9(C 4,00 1,00 22,5 33,43 £ 0,07 9,44+25 63,73+ 4,3
10 2,00 0,00 15 37,07+£0,11 426+12 90,82+ 17,9
11 6,00 0,00 15 38,98 +0,14 13,11+ 3 42,04 +£54

(*C) ponto central (continua)
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(Concluséo)

Filme  Gelatina Enzima Tempo Solubilidade Elongacéo Tenséo
(%) (%) (min) (%) (%) Ruptura
(MPa)
12 2,00 2,00 15 23,54 £ 0,15 4,71 £ 0,02 120+ 4,5
13 6,00 2,00 15 32,07 £ 0,07 7,90 +8,9 33,07+£9,4
14 2,00 0,00 30 54,68 + 0,2 3,43+0,8 35,76 £1,0
15 6,00 0,00 30 40,51 +£0,16 1437+0,8 42,6835
16 2,00 2,00 30 30,28 £ 0,04 447 + 2.3 59,25+5,0
17 6,00 2,00 30 26,05 + 0,01 18,17+38  40,23+1,3
18(C) 4,00 1,00 22,5 36,13 + 0,05 10,74 + 7 63,12 + 12

(*C) ponto central

Na Figura 17 sdo apresentados os efeitos dos fatores sobre a variavel de resposta

solubilidade, obtida a partir da andlise dos resultados apresentados na Tabela 3. Os efeitos

apresentados no eixo das ordenadas cujos valores estiverem a direita da linha p = 0,05

apresentaram efeitos significativos sobre as varidveis respostas em estudo (com 95% de

confianca).
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Figura 17. Gréafico de Pareto para solubilidade dos filmes.
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Conforme a Figura 17 observou-se que o efeito da concentracdo de enzima (valor p =
0,000117), gelatina (valor p = 0,019454) e tempo (valor p = 0,018321) foram significativos
para a variavel resposta solubilidade.

Com a adicdo da enzima transglutaminase foi observada a diminuicdo da solubilidade
dos filmes em todas as concentragOes de gelatina 2, 4 e 6% em comparacdo aos filmes sem
tratamento enzimatico. A gelatina é suscetivel a acdo da agua, assim a enzima
transglutaminase diminui a interacdo entre o filme e a &gua, consequentemente, diminuido a
solubilidade dos mesmos. A solubilidade é uma caracteristica importante dos filmes
biodegradaveis no que se refere a seu emprego, algumas aplicacbes requerem insolubilidade
em agua para manter a integridade do produto (PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2001).

A alta solubilidade de filmes pode ser uma alternativa para a aplicacdo em produtos
que necessitem de hidratacdo prévia para 0 consumo ou na cobertura de sementes agricolas
que necessitam de rapida germinagdo ou como carreadores de aditivos necessarios ao
crescimento das plantas (BATISTA et al., 2005). O decréscimo da solubilidade em &gua pode
ser um indicativo bastante interessante da maior estabilidade desses materiais as diferentes
condicbes ambientais (DEBIAGI et al., 2010).

Diante dos resultados obtidos, a enzima transglutaminase atuou de forma a reduzir a
solubilidade dos filmes, em contrapartida, estudos realizados por Weng e Zheng (2015)
constataram que 0 aumento da concentracdo de TGase promovia reducfes pouco expressivas
da solubilidade a 30 °C por 24 h. Segundo Nishihora (2015) filmes de gelatina com 4 mg.mL"
! de enzima transglutaminase, apresentaram solubilidade de 39,18% em 25°C por 24 h.

A Figura 18 apresenta os efeitos dos fatores sobre a varidvel de resposta elongacédo e
tensdo na ruptura, respectivamente, obtidas a partir da ANOVA dos resultados apresentados

na Tabela 3.
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(1)GELATINA (%) .-3.00257 (1)GELATINA (%) I 1,792
(3)TEMPO (min) -1,39798 (2)ENZIMA (%) -536938
1by2 -1,27914 1by2 -,237278
1by3 1,268702 (3)TEMPO (min) 12336167
(ENZIMA (%) 8331219 2by3 ,1570118
2by3 j-,737652 1by3 0745865
p=05 p=.05
(a) (b)

Figura 18. Grafico de Pareto para: (a) tensdo de ruptura: (b) elongagéo.

Conforme a Figura 18 (a) observa-se que o efeito da gelatina foi significativo para a
variavel resposta tensdo na ruptura (valor p =0,012) e muito préximo da significancia Figura
18 (b) para a elongacdo (valor p = 0,10). A partir destes resultados, um novo planejamento
experimental foi executado, conforme descrito no item 4.5. Neste planejamento, a
concentracdo de gelatina foi fixada em 4% m/v e o tempo de acdo da enzima em 15 min. Em
virtude da acdo da enzima sobre a solubilidade, testou-se concentragdes superiores de enzima,

de 1 e 5% para analisar se as propriedades dos filmes seriam melhoradas.

5.6 CARACTERIZACAO DOS FILMES COMERCIAIS OBTIDOS NA SEGUNDA
ETAPA DE PRODUCAO

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados da andlise de propriedades para a
espessura, solubilidade, umidade, angulo de contato, permeabilidade ao vapor d” agua para oS

filmes desenvolvidos na etapa 2 com gelatina comercial, conforme descrito no item 4.5.
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Tabela 6. Andlise das propriedades dos filmes produzidos na etapa 2 com gelatina comercial.

Propriedades Gel/T1 Gel/T5 Gel
Espessura (mm) 0,129 + 0,01 0,130+ 0,01 0,118 + 0,08
Solubilidade (%) 34,71 + 0,01 26,66 + 0,82 35,37 + 7,26

Umidade (%) 11,65 + 0,09 11,82 + 0,09 12,04 + 0,05

Angulo de contato (°) 66,96 + 5,74 74,51 + 0,76 78,21 5,5

PVA (g_mm/m‘_hora_kpa) 0,80 + 0,04 0,82 + 0,03 0,83 + 0,04
Elongacao (%) 10,09 + 0,91 32,18+ 0,81 20,41 + 0,84
Tensdo de Ruptura (MPa) 63,42 + 0,43 50,65+ 1,8 65,50 + 12,09

Gel/T1: Filmes de gelatina com 1% de TGase; Gel/T5: Filmes de gelatina com 5% de TGase; Gel: Filmes de
gelatina semenzima.

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados da andlise de variancia para as
propriedades de espessura, solubilidade, umidade, angulo de contato, permeabilidade ao vapor

d’ dgua para os filmes desenvolvidos na etapa 2, conforme descrito no item 4.5.

Tabela 7. Anélise de variancia para as propriedades dos filmes produzidos na etapa 2 com gelatina comercial.

Propriedades Valor-P
Espessura 1
Solubilidade 8,59 x 10°°*
Umidade 0,09108
Angulo de contato 0,017867*
Permeabilidade ao vapor d’agua 0,237726
Tensdo de ruptura 0,267913
Elongacgéo 0,001527*

*significativo no intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05) para avaliacdo da influencia das concentracdes de
enzima TGase nos filmes.

5.6.1 Espessura

A andlise estatistica da variacdo de espessura dos filmes em funcdo da concentragcdo de

enzima transglutaminase indicou que a adicdo da enzima ndo tem efeito significativo sobre a
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propriedade de espessura (valor p = 1). O filme sem tratamento enzimatico Gel apresentou
espessura de 0,118 mm e os filmes com tratamento, Gel/T1 e Gel/T5 apresentaram espessura
de 0,129 e 0,130 mm respectivamente. Observou-se um aumento da espessura dos filmes com
tratamento enzimatico quando comparados aos filmes sem tratamento. Esse aumento esta
associado a formacdo de ligacdo cruzada dos residuos de glutamina e lisina de ligacbes
peptidicas, modificando a estrutura molecular e possibilitando novas formagdes estruturais
(HINZ etal., 2007).

5.6.2 Solubilidade

A anélise estatistica da variacdo de solubilidade dos filmes em funcdo da concentracdo
de enzima transglutaminase indicou que a adicdo da enzima tem efeito significativo sobre a
propriedade de solubilidade (valor p = 8,59x10°®). Os filmes obtidos a partir da gelatina sem
tratamento enzimatico Gel, apresentaram solubilidade de 35,87% e os filmes com tratamento
GellT1 e Gel/TS apresentaram solubilidade de 34,71% e 26,66%, respectivamente.

Carvalho e Grosso (2006) obtiveram solubilidade de 26% para filmes de gelatina com
glicerol e transglutaminase, e 30% para filmes ndo tratados, faixa de valores semelhantes a
este trabalho. Enquanto Nishihora (2015) para filmes de gelatina com transglutaminase obteve
solubilidade de 39,18%, valor superior aquela obtida para os filmes deste trabalho.

A gelatina € suscetivel a acdo da &gua. Assim, a enzima transglutaminase em maiores
concentracdes, diminui a interacdo entre o filme e a agua, diminuindo também a solubilidade,
este fato pode ser justificado pelo aumento de grupos amina livres disponiveis para a
realizacdo de ligacdes cruzadas devido a acdo da enzima na estrutura biopolimérica
(CARVALHO; GROSSO, 2006).

5.6.3 Umidade

A anélise estatistica da variacdo de umidade dos filmes em funcdo da concentracdo de
enzima transglutaminase, ndo apresentou Vvalor significativo (valor p = 0,09108). De acordo
com a literatura filmes comerciais devem apresentar umidade inferior a 10%, no entanto, 0s
filmes produzidos neste trabalho, apresentaram umidade: Gel/T1 11,65% e GelT5 11,82%,
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este comportamento era esperado, visto que a gelatina e glicerol sdo hidrofilicos, ou seja,
apresentam alta afinidade com a agua. Os estudos encontrados na literatura apresentam a
umidade de filmes de gelatina, onde o valor varia entre 9 e 14 % (ALMEIDA, 2012).

5.6.4 Angulo de contato

A andlise estatistica da variacdo de angulo de contato dos filmes em funcdo da
concentragdo de enzima transglutaminase apresentou valor significativo para a propriedade de
angulo de contato (valor p = 0,017867) quando comparados os filmes com tratamento
enzimatico. O angulo do filme sem tratamento foi de 78,21°, sendo que os filmes com
tratamento enzimdtico Gel/T1 e Gel/T5 apresentaram 66,96° e 74,5°, respectivamente,
caracterizando um filme com comportamento hidrofilico, em concordancia com a natureza
higroscopica da gelatina.

A adicdo da enzima transglutaminase aos filmes prococou a reducdo do angulo de
contato dos filmes, indicando uma maior molhabilidade devido a presenca de grupos
hidrofilicos na superficie do material, que por sua vez promovem o0 aumento da energia
superficial livre, tornando material mais interativo com a dgua (TAUBERT et al., 2013).

Quando comparados os filmes tratados enzimaticamente, observou-se que 0 aumento
da concentracdo de enzima 5% (m/m) provocou um aumento no angulo de contato, devido a
melhor estruturacdo da matriz polimérica promovida pelo tratamento enzimatico realizando a
compatibilizacdo dos materiais e alteracdes na estrutura da proteina.

Estudo s realizados por Tang e Jiang (2007) também observaram que o tratamento
enzimatico em filme de gelatina incorre num pequeno aumento do angulo de contato, porém
no estudo os autores ndo obtiveram nenhuma diferenca estatisticamente significativa em tal

propriedade.
5.6.5 Permeabilidade ao vapor d’ agua
A andlise estatistica da variacdo de permeabilidade ao vapor d’ agua dos filmes em

funcdo da concentracdo de enzima transglutaminase ndo apresentou (valor p = 0,237726). A

permeabilidade do filme sem tratamento Gel foi de 0,83 g.mmm?.h*.kPa?l, sendo que os



63

filmes com tratamento enzimatico Gel/T1 e Gel/T5 apresentaram 0,80 e 0,82 g.mm.m?2.h
! kPa', respectivamente.

Estudos realizados por Carvalho e Grosso (2006) demonstraram que 0 tratamento
enzimatico de filmes de gelatina e glicerol conduzem a reducdo significativa da
permeabilidade ao vapor de agua, sendo que o filme ndo tratado apresentou 0,198 e o tratado
com TGase 0,120 gmmm?2hlkPa®.  Segundo os autores, a adicio da enzima
transglutaminase nos filmes, provoca a reticulagdo da cadeia polimérica, conferindo mudanca
estrutural na matriz, a qual pode ter influéncia no coeficiente de difusdo de umidade na rede
de gelatina.

Chambi e Grosso (2006) observaram que 0 tratamento enzimatico elevou a
permeabilidade de 0,208 para filmes sem tratamento enimético para 0,25 g.mmm™2.h'.kPa™

com tratamento enzimatico, valores estes inferiores aos apresentados neste trabalho.

5.6.6 Propriedades mecanicas

A analise estatistica da variacdo de propriedades mecanicas dos filmes em funcdo da
concentragdo de enzima transglutaminase, apresentou tensdo na ruptura de 65,50 MPa,
enquanto os filmes com tratamento enzimatico Gel/T1 e Gel/T5 apresentaram tensdo de 63,65
MPa e 50,65 MPa respectivamente, embora tenha ocorrido uma diminuicdo na tensdo de
ruptura dos filmes, esses valores ndo foram estatisticamente significativos (valor de p =
0,267913) em um nivel de confianca de 95%. Para a propriedades de alongamento a analise
estatistica apresentou valor significativo (valor p = 0,001527). O filme Gel apresentou
elongacdo de 20,41%, enquanto que para Gel/T1 a elongagéo foi de 10,09% e para Gel/T5 foi
de 32,18%.

Observou-se que para a tensdo de ruptura, a enzima TGase ndo apresentou diferenca
significativa entre as concentragdes de enzima utilizadas, enquanto que o alongamento teve
seu valor aumentado em concentracbes maiores de enzima TGase (5%). No entanto, o filme
com 1% (m/m) de enzima apresentou menor elongacdo em comparacdo ao filme sem
tratamento. O fato pode estar associado a baixa concentragdo de enzima ndo ter sido suficiente

para aformacdo de ligagBes cruzadas na rede proteica.
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Diferentes condicbes de producdo (temperatura de processamento da solucdo
filmogénica, temperatura e umidade de secagem e de armazenamento dos filmes), diferentes
concentragdes de enzima, de glicerol, de gelatina podem levar a alteracdo das propriedades.
Filmes com maior umidade podem provocar o inchamento da matriz, ocasionando assim um
aumento da mobilidade das cadeias poliméricas e tornando mais fracas as forcas de ligacdo
entre as mesmas O que, consequentemente, provoca um aumento na capacidade de
deformacdo e uma diminuicdo da forca na ruptura dos filmes poliméricas (DONHOWE;
FENEMMA, 1992).

Chambi e Grosso (2006) observaram que o tratamento enzimatico conferiu um ganho
no alongamento de aproximadamente 5% (m/m) em relacdo ao filme ndo tratado. Alem disso,
0s autores ainda relatam um aumento pouco expressivo na tensdo maxima de ruptura, de 35
MPa para 37 MPa, indicando que um ganho de tensdo é seguido por diminuicdo do
alongamento. Contudo, pesquisa realizada por Wang et al. (2015) mostrou também que o

aumento da concentragdo enzimatica promovia aumento da tensdo e alongamento.

5.6.7 Propriedades térmicas

A andlise termogravimétrica (Figura 19) revela o0s estagios de degradacao

caracteristicos dos filmes estudados.
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Figura 19. Curvas DTG para filmes de gelatina (Gel), gelatina com 1% de TGase (Gel/T1) e gelatina com 5% de
TGase (Gel/T5).

Todos os filmes apresentaram perda de cerca de 11% de massa no intervalo de
temperatura entre 50 °C e 170°C. Esse estagio esta relacionado com a perda de agua livre
adsorvida nos filmes ou umidade residual (NAGARAJAN et al, 2013). De acordo com
Barreto et al. (2003), o segundo estagio de perda de massa esta associado com a degradagédo
da proteina, a qual corresponde a uma reducdo aproximada de 60%.

Um evento de perda de massa foi identificado proximo aos 100°C, provavelmente esta
relacionado & perda de moléculas de &gua presentes na amostra. O filme de gelatina comercial
sem enzima (Gel) degradou-se a 323°C. Para os filmes com adicdo de enzima (Gel'T1 e

GelT5) estes eventos ocorreram em 320°C e 321°C respectivamente. Fakhoury et al. (2013)
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observou a degradacdo de filmes de gelatina comercial e amido a 317°C. Para Scopel (2016)
filmes de gelatina comercial e amido de milho degradaram-se a 306°C.

De acordo com os resultados apresentados, o filme sem o tratamento enzimatico
degradou em menor temperatura, em contrapartida os filmes com tatamento enzimatico
degradam em maior temperatura, ou seja a enzima transglutaminase atua de forma a aumentar
a temperatura de degradacdo dos filmes, embora os valores sejam muito semelhantes. Visando
a aplicacdo dos filmes em solo, esse resultado pode ser considerado benéfico, visto que o
mesmo estd exposto as condigdes climaticas (altas e baixas temperaturas).

5.6.8 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A Figura 20 apresenta os espectros de FTIR para os filmes preparados a partir de

gelatina comercial com adicdo de 1 e 5% de enzima transglutaminase e sem adicdo da enzima.
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Figura 20. Espectros de FTIR para filmes de gelatina (Gel), gelatina com 1% de TGase (CGel/T1) e gelatina com
5% de TGase (Gel/T5).

Pelo espectro observou-se em 3296 cmi* bandas correspondentes ao estiramento -OH
de moléculas de agua, para todos os filmes. Deformacdo axial assimétrica das ligagdes C-H
e -NH3" (banda tipicamente identificada em amidas) estdo presentes em 3074 cm™ (ZHANG
et al, 2013; KAEWRUANG et al., 2013). Observou-se um deslocamento das bandas em
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relagdo aos filmes sem tratamento enzimatico de 3065 cm™ para 3079 cm* para os filmes
com tratamento enzimatico.

A presenca de gelatina, como de toda proteina, é caracterizada pelas bandas de
vibragdo das ligagbes amida, as vibragbes amida |1 e amida Il. A amida I, localizada em 1633
cm® corresponde ao estiramento da ligagdo C=0O (carbonila) enquanto a Amida II, com picos
em 1545 cm corresponde & deformacdo ou flexdo da ligacio N-H (NAGARAJAN et al,
2012). Como tanto o grupo carbonila como o grupo amino estdo envolvidos em ligagbes de
hidrogénio responsaveis pela manutencdo de estruturas secundarias, as posicdes de ambas as
regibes da Amida | e Amida Il sdo sensiveis as alteracGes estruturais das moléculas proteicas.
Assim, 0 que se observa é que as banda correspondente de amida Il situada em 1530 cm™® para
a gelatina comercial foi deslocada para 1549 cm™ para os filmes com tratamento enzimético.
Este deslocamento pode ser considerado como indicativo de reticulacdo entre a enzima
transglutaminase e a matriz polimérica do filme.

57 PRODUCAO DOS FILMES COM GELATINA EXTRAIDA DO RESIDUO DO
COURO CURTIDO AO CROMO IlI

A Tabela 8 apresenta os resultados para analises das propriedades de espessura,
solubilidade, umidade, angulo de contato, permeabilidade ao vapor d’ agua e propriedades
mecanicas para os filmes produzidos com gelatina extraida de residuo do couro curtido ao

cromo 1l1, produzidos na etapa 3.
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Tabela 8. Andlise das propriedades dos filmes produzidos na etapa 3 com gelatina extraida.

Propriedades Gel/Ex1 Gel/Ex3 Gel/Ex
Espessura (mm) 0,085 + 0,002 0,086 = 0,005 0,099 £ 0,004
Solubilidade (%) 40,38 + 0,036 33,12 + 3,57 44,37 + 0,018
Umidade (%) 11 +£0,018 7,45+ 0,07 6,73 £ 0,015
Angulo de contato (°) 59,31 + 3,79 90,53 + 1,41 67,22 + 8,87
PVA 0,59+ 0,04 1,18 + 0,167 1,550,125

(g.mm/n?.hora.kPa)

Elongacdo (%) 11,16 + 0,62 20,90 + 4,95 16,26 + 1,796
Tensdo de Ruptura 28,40+ 1,34 45,18 + 3,96 34,15+ 3,51

(MPa)

CGel/EXt: Filmes de gelatina extraida com 1% de TGase; Gel/Ex3: Filmes de gelatina extraida com 3%
de TGase; Gel/Ex Filmes de gelatina extraida sem enzima.

A Tabela 9 apreenta os resultados para as analises de variancia das propriedades dos

filmes produzidos na etapa 3 com glatina extraida.

Tabela 9. Anélise de variancia para as propriedades dos filmes de gelatina extraida.

Propriedades Valor-P
Espessura 0,724510
Solubilidade 0,022757*
Umidade 0,005218*
Angulo de contato 0,000217*
Permeabilidade ao vapor d’agua 5,05x107°*
Tensdo de ruptura 0,027667*
Elongacédo 0,109386

*significativo no intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05) para avaliagdo da influencia das
concentragdes de enzima TGase nos filmes.

5.7.1 Espessura

A analise estatistica da variagdo de espessura dos filmes em funcdo da concentragdo de

enzima transglutaminase indicou que a adicdo da enzima ndo teve efeito significativo sobre a
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propriedade de espessura (valor p = 0,724). O filme sem tratamento enzimatico Gel/Ex
apresentou espessura de 0,099 mm e os filmes com tratamento, GelExl e GelEx3
apresentaram espessura de 0,085 e 0,086 mm respectivamente. A Figura 24 apresenta oS
resultados de espessura dos filmes.

Estudos realizados por Nishihora utilizando filmes de gelatina suina tipo A com adigdo
de enzima transglutaminase apresentaram espessura de 0,086 mm. Scopel produziu filmes
com gelatina de residuo de couro curtido ao cromo Il com adicdo de amido e glicerol e
obteve espessura de 0,159 mm e filmes de gelatina com amido sem presenga de glicerol com
espessura de 0,130, esses valores foram justificados devido ao fato de que, filmes de gelatina
recuperada de residuos de couro curtido ao cromo Il apresentam maior teor de material

solido presente, visto que a gelatina ndo passou por nenhuma etapa de remogao de sais.

5.7.2 Solubilidade

A anlise estatistica da variacdo de solubilidade dos filmes em fungdo da concentracdo
de enzima transglutaminase apresentou efeito significativo sobre a propriedade de
solubilidade (valor p = 0,022) quando comparadas as concentracdoes de enzima. Os filmes
obtidos a partir da gelatina sem tratamento enzimatico Gel/Ex, apresentaram solubilidade de
44,37% e os filmes com tratamento Gel/Ex1 e Gel/Ex3 apresentaram solubilidade de 40,38%
e 33,12%, respectivamente.

Filmes com com maior concentracdo de enzima (3%) tiveram estatisticamente sua
solubilidade reduzida (valor p = 0,00546), quando comparados aos filmes sem tratamento
enzimitico. Este fato indica boa interacdo da enzima transglutaminase com a matriz
polimérica do filme, e maior carater hidrofobico da gelatina, devido ao aumento de grupos
aminas livres disponiveis para a realizacdo de ligaches cruzadas pela acdo da enzima na
estrutura biopolimérica (MACEDO e SATO, 2005).

Os valores obtidos sdo condizentes com estudos dirigidos por Carvalho e Grosso
(2006), no qual a solubilidade obtida de filmes de gelatina com glicerol e transglutaminase foi
de 26% para filmes tratados enzimaticamente e 30% para filmes ndo tratados, valores

inferiores aos apresentados nesse trabalho, enquanto Nishihora (2015) para filmes de gelatina
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com enzima transglutaminase obteve solubilidade de 39,18%, valor superior ao filme com 3%

de enzima TGase apresentados nesse trabalho.

5.7.3.Umidade

A analise estatistica da variagdo de umidade dos filmes em funcdo da concentracdo de
enzima transglutaminase apresentou valor significativo para a propriedade de umidade (valor
p = 0,005) quando analisada a influencia da concentragdo de enzima nos filmes. Os filmes
produzidos neste trabalho, apresentaram umidade: GelExl 11% e Gel/lEx3 7,45% este
comportamento era esperado, visto que a gelatina e glicerol sdo hidrofilicos, ou seja,
apresentam afinidade com a &gua. Para os filmes Gel/Ex3 quando comparado ao filme sem
tratamento enzimatico ndo apresentou diferenca significativa (valor p = 0,594).

Os filmes com maior concentracdo de enzima (GelEx3), apresentaram reducdo na
umidade quando comparado ao filme com menor concentracdo de enzima (GelEx1),
indicando que a enzima tornou os filmes menos higroscopicos. Estudos descritos na literatura
apresentam a umidade de filmes de gelatina, onde o valor varia entre 9 e 14 % (ALMEIDA,
2012).

5.7.4 Angulo de contato

A andlise estatistica da variacdo de angulo de contato dos filmes em funcdo da
concentracdo de enzima transglutaminase apresentou significAncia para a propriedade de
angulo de contato (valor p = 0,0002). O angulo do filme sem tratamento foi de 67,22°, sendo
que os filmes com tratamento enzimatico Gel/Ex1 e Gel/lEx3 apresentaram 59,31° e 90,53°,
respectivamente. O angulo de contato se relaciona com a hidrofobicidade ou com a
hidrofilicidade, e quanto menor o angulo de contato de uma gota de agua com a superficie da
amostra, maior é a hidrofilicidade (NUNES, 2014).

Para os filmes com 1% de enzima transglutaminase observa-se que o éangulo de
contato diminui, em comparacdo ao filme de maior concentracdo de enzima e ao filme sem
tratamento. Esse fato pode estar associado a baixa concentracdo de enzima ndo ser suficiente

para que ocorra a reticulacdo da matriz polimérica, permanecendo espacos livres na cadeia e
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consequentemente, 0s grupos polares disponiveis nas cadeias proteicas (-OH, -COOH e —
NH,) presentes nos aminoacidos da proteina estarem livres para poderem fazer ligacdes com a
agua e consequentemente aumentar o carater hidrofilico do filme (DI PIERRO et al., 2006).

Ja para os filmes com 3% de enzima TGase, 0 angulo de contato teve seu valor
aumentado, indicando que a enzima atuou de forma a promover a reticulagio da cadeia
polimérica, e consequentemente aumentando o carater hidrofobico dos filmes.

Estudo realizado por Cristiano (2009) mostrou que o angulo de contato de filmes de
gelatina reticulados com EDC ficaram em torno de 94,7 + 4,5° valor que estd em
conformidade com os encontrados no presente estudo. Tang e Jiang (2007) observaram que o
tratamento enzimatico em filme de gelatina incorre num pequeno aumento do angulo de
contato, porém no estudo os autores ndo obtiveram nenhuma diferenca estatisticamente

significativa em tal propriedade.
5.7.5 Permeabilidade ao vapor d’ agua

A analise estatistica da variacio de permeabilidade ao vapor d’ agua dos filmes em
funcdo da concentragdo de enzima transglutaminase apresentou efeito significativo para a
propriedade de permeabilidade ao vapor d’ agua (valor p = 5,05 x 10®°). A permeabilidade do
filme sem tratamento GelEx foi de 1,55 gmmm?2h'lkPa?l, sendo que os filmes com
tratamento enzimitico GelExl e GelEx3 apresentaram 0,59 e 1,18 gmmm?2.htkPa?,
respectivamente, ou seja, a enzima na concentragdo de 1 e 3% m/m provocou reducdo na
permeabilidade em comparacdo ao filme sem tratamento enzimatico. Essa diferenca pode ser
explicada por dois fatores. O primeiro deles diz respeito a espessura dos filmes: maiores
espessuras tendem a aumentar a permeabilidade ao vapor de &gua, devido a mudancas
estruturais causadas pelo inchamento da matriz hidrofilica, 0 que afeta a estrutura dos filmes e
provoca tensdes internas que podem influenciar a permeagdo (PARK; CHINNAN, 1995). O
segundo aspecto diz respeito a reticulacdo da cadeia polimérica devido a adicdo da enzima
transglutaminase

Estudos realizados por Carvalho e Grosso (2004) demonstraram que o tratamento
enzimatico de filmes de gelatina e glicerol conduzem a reducdo significativa da

permeabilidade ao vapor de agua, sendo que o filme ndo tratado apresentou 0,198 e o tratado
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com TGase 0,120 gmmm?2ht.kPa?. Segundo os autores, isso indica mudanca estrutural na
matriz polimérica em funcdo da reticulacdo, a qual pode ter influéncia no coeficiente de

difusdo de umidade na rede de gelatina.

5.7.6 Propriedadesmecanicas

A anlise estatistica da variacdo das propriedades mecénicas dos filmes em funcdo da
concentragdo de enzima transglutaminase apresentou valor significativo para a propriedade de
tensdo de ruptura dos filmes (valor p = 0,027667) em um nivel de confianca de 95%. O filme
Gel/Ex, apresentou tensdo na ruptura de 34,15 MPa, enquanto os filmes com tratamento
enzimatico GellEx1 e GellEx3 apresentaram tensdo de 28,40 MPa e 45,18 MPa
respectivamente.

Para a propriedade de alongamento a analise estatistica ndo apresentou valor
significativo (valor p = 0,109386). O filme Gel/Ex apresentou elongacdo de 16,26%, enquanto
que para Gel/Ex1 aelongacédo foi de 11,16% e para Gel/Ex3 foi de 20,90%.

As propriedades mecanicas de tensdo na ruptura e elongacdo dos filmes s&o
melhoradas (aumentadas) quando concentragdes maiores de enzima TGase (3%) foram
utilizadas. Ao mesmo tempo observou-se que as propriedades de angulo de contato e
solubilidade também apresentaram mesmo feito (melhoradas). Os filmes se apresentaram
mais hidrofobicos, ou seja, diminuido a interacdo da agua com a cadeia polimérica, devido a
reticulacdo causada pela enzima TGase e a formagdo de redes proteicas mais coesas (BABIN
e DICKINSON, 2001).

Chambi e Grosso (2006) observaram que o tratamento enzimatico conferiu um ganho
no alongamento de aproximadamente 5% em relagdo ao filme ndo tratado. Os autores ainda
relatam um ganho pouco expressivo na tensdo maxima de ruptura, de 35 MPa para 37 MPa,
indicando que um ganho de tensdo é seguido por diminuicdo do alongamento, fato também
constatado neste trabalho para concentracbes maiores de enzima transglutaminase.

Pesquisa realizada por Wang et al. (2015) mostrou também que o aumento da
concentragdo enzimatica promovia aumento da tensdo de ruptura e alongamento. Os autores

mencionam duas razbes provaveis para esse comportamento:
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e a presenca de diferentes composicOes da cadeia de proteina, bem como as
distribuicbes de pesos moleculares, formas e concentragdes de aminoacidos;

e 0s diferentes tipos e meios de interagdes entre as cadeias proteicas e plastificante,
porque os plastificantes sdo meramente incorporados em algumas regibes especificas
na matriz polimérica, resultando assim na ampliacdo da sua distancia, que por sua vez
afeta a mobilidade das cadeias.

A partir dos resultados apresentados entende-se que a gelatina recuperada de residuo de
couro curtidlo ao cromo Il com adicdo da enzima transglutaminase apresenta efeito
estatisticamente significativo nas propriedades mecénicas de tensdo de ruptura, angulo de
contato e permeabilidade ao vapor d’ &gua, solubilidade e umidade tornando seu uso

promissor em filmes poliméricos, visando melhores propriedades dos mesmos.

5.7.7 Propriedades térmicas

A andlise termogravimétrica (Figura 21) revela o0s estagios de degradacao

caracteristicos dos filmes estudados.
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Figura 21. Curvas DTG para filmes de gelatina extraida (GelgEX), gelatina extraida com 1% de TGase
(Gel/lEx1) e gelatina extraida com 3% de TGase (Gel/EX3).

Para todos os filmes, observou-se uma perda de massa proximo aos 100°C,
provavelmente relacionado a perda de moléculas de agua presentes na amostra e, em seguida,
0 inicio da degradacdo. E possivel observar que a degradacdo acontece em mais de uma
etapa, tornando-se a distingdo entre as etapas mais nitida na concentragdo maior de enzima
transglutaminase.

A primeira perda de massa, relativa & perda de umidade no intervalo de temperatura
entre 30°C e 160°C. Essa perda de massa € condizente com os valores de umidade dos filmes,
e foi em torno de 11% para os fimes GellEx e Gel/Ex3 e em torno de 10% para o filme

Gel/Ex1. Também é possivel observar que a temperatura inicial € muito proxima entre 0s
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filmes. Os valores observados foram de 173°C e mudando em 360°C para o filme GelEx, de
150°C e mudando em 378°C para o filme Gel/Ex1 e de 185°C e mudando em 352°C para o
filme Gel/Ex3, indicando que o filme com maior concentracdo de enzima apresenta uma
melhor estabilidade térmica inicial. De acordo com Barreto et al. (2003), o segundo estagio e
o terceiro de perda de massa esta associado com a degradacdo da proteina, a qual corresponde
auma reducdo aproximada de 60%.

Os filmes apresentaram Varios eventos de perda de massa, sendo que a degradacao
méxima ocorreu em 308°C para o filme GellEx, 317°C para o filme GellExl e em 321°C
para o filme GelEx3. Observou-se pela analise que a enzima transglutaminsae atuou de forma
a aumentar a temperatura de degradacdo dos filmes, fato associado a reticulacdo da cadeia
polimérica provocada pela enzima transglutaminase. O residuo para o filme GelEx, de
19,26% foi inferior aos residuo dos filmes GellEx1, de 25,5% e do Gel/Ex3, de 21,9%.

5.7.8 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Na Figura 22 estdo apresentados os espectros de infravermelho dos componentes

puros utilizados na producédo dos filmes.
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Figura 22. Espectros de FTIR para filmes de gelatina extraida (Gel/Ex), gelatina extraida com 1% de TGase
(Gel/Ex1) e gelatina extraida com 3% de TGase (Gel/EX3).
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Os espectros dos filmes se mostraram muito semelhantes. A banda de absorcéo
presente em 3292 cm™, 3298 cm' para fimes tratados e 3290 cm' para o filme sem
tratamento enzimatico, corresponde & presenca de grupos funcionais OH nas amostras como a
absorcédo de agua pelos filmes, que sdo higroscopicos.

Os trés filmes apresentaram a banda de absorcdo em aproximadamente 3070 cm™,
tipicamente atribuida a aminas. Também é possivel identificar as ligacdes C-N das aminas na
banda de absorgdo em 2940 cm™ para todos os filmes.

A banda de absorcdo em 1631 cmi* é tipicamente encontrada em gelatinas, indicando a
presenca de amidas primérias. Na faixa de 1242 até 1545 cm™ estdo presentes as bandas
tipicas de gelatina, representando grupos amina e amida (secundarias e terciarias). Destaca-se
a banda de absorcdo em 1545 cm, frequentemente empregada na identificacdo de proteinas
(KAEWRUANG et al., 2013).

Quando comparado o FTIR dos filmes com o FTIR da gelatina pura, observou-se que
a banda em 1031 cm? foi deslocada para 1040 cm™ nos filmes com tratamento enzimatico.
Segundo Silverstein e Webster (1998) esse sinal esta compreendido na faixa das ligacdes C-N
de aminas alifaticas (1300 a 800 cm ), podendo ser decorrente da formacdo de ligacBes
cruzadas advindas do efeito da TGase sobre os residuos de glutamina, lisina e aminas
primarias.

Uma vez que a gelatina apresenta tanto residuos de grupamento glutamina quanto de
lisina, o produto da reacdo de reticulagdo ocorre através da formacdo de um grupamento
amida monosubstituida bem como amdnia (FUCHSBAUER et al, 1996; CORTESI et al.,
1999; CARVALHO e GROSSO, 2006;). Neste caso, pode-se dizer que houve formagdo de
filmes reticulados covalentemente, pois houve um deslocamento da bande de 1633 cm™ para
1623 cm?® quando comparados com a gelatina pura. Isso se d4 devido & acdo da

transglutaminase que promoveu as ligacbes de reticulagdo nos grupos.
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5.5 BIODEGRADABILIDADE DOS FILMES APOS EXPOSICAO EM SOLO SIMULADO

5.5.1 Caracterizagdo do solo simulado

A Tabela 10 apresenta os resultados das andlises quimicas realizadas no solo simulado
durante o periodo de maturacdo do meio. As analises foram realizadas pelo Laboratdrio de
Anélises e Pesquisas Ambientais LAPAM-UCS. Em relacdo as condi¢fes ideais do solo
(meio), a norma ASTM G160-03 indica um pH entre 6,5 a 7,5, estando o pH monitorado
neste estudo dentro deste limite. Carbono, nitrogénio e fésforo sdo  nutrientes para 0s
microrganismos e, portanto, devem ser consumidos no decorrer do experimento, para que as
colonias se desenvolvam (OLIVEIRA et al., 2008). Estes parametros foram avaliados antes

do filme ser disposto em solo.

Tabela 10. Resultados das andlises guimicas do solo simulado durante o periodo de maturacéo.

Propriedades Resultado
pHa 25°C 7,1
Solidos volateis (%) 18,76%
Carbono organico total (% em base seca) 4,53%
Nitrogénio total (% em base seca) 0,63%
Faésforo total (% em base seca) 0,28%

5.5.2 Andlise do algod&o exposto ao solo simulado

Foi realizado ensaio de resisténcia a tracdo, segundo norma ASTM D882-10, em cinco
corpos de prova de 100 % algoddo, com gramatura de 411 g.m™, antes e ap6s exposicdo no
solo. A forca méaxima de resisténcia do algoddo antes do solo foi de 25,74 Kgf e apos cinco
dias de exposicdo foi de 13,32 Kgf. Desta forma foi possivel observar que o tecido de algodao
perdeu 51,75 % de suas propriedades. Segundo a norma ASTM G160-03 50 % de perda da
resisténcia a tracdo do algoddo apds 3 meses de maturacdo do solo significa que 0 mesmo

esta em condicOes ideais para inicio dos testes de degradacao.
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5.5.3 Avaliacéo dos filmes

5.5.3.1 Perda de massa

No presente trabalho ndo foi possivel determinar a perda de massa dos filmes,
produzidos com gelatina comercial e extraida do residuo de couro curtido ao cromo Ill, pois o
solo aderiu ao material j& nas primeiras horas de exposicdo e consequentemente a etapa de
lavagem para posterior pesagem ndo foi realizada, mas conforme a Figura 23 observou-se que
houve perda de massa e que os mesmos foram degradados. Os filmes foram degradados apds

24 horas de exposi¢do ao solo, nas condicGes especificadas na norma ASTM-G160-03.

Filme Gel'T1 Filme Gel'T5

Filme GelExI

Figura 23. Filmes produzidos comgelatina comercial (Gel, Gel/T1 e Gel/T5) e gelatina extraida de residuo do
couro curtido ao cromo 111 (Gel/Ex e Gel/EX3) ap6s 12 h de exposicdo em solo simulado.
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Conforme observado na imagem os filmes de gelatina comercial (Gel, GelT1 e
Gel/T5) se apresentaram visualmente, com um menor grau de degradacdo, e que a adicdo da
enzima transglutaminase conferiu ao material uma maior integridade da estrutura polimérica
do filme. J& para os filmes produzidos com gelatina extraida do residuo de couro curtido ao
cromo Il (GellEx1 e GellEx3) a degradacdo ocorreu mais rapidamente, sendo que em 12
horas o filme sem a adicdo da enzima transglutaminase Gel/Ex ja estava em estagio avancado
de degradacdo (ndo foi possivel registrar a partir de fotografias, pois a degradacdo ocorreu
antes da primeira retirada das amostras do solo). Observa-se que para ambos os filmes
(comercial e extraida) a enzima atuou de forma a manter a estrutura mais intacta e,
consequentemente, aumentar o tempo de degradacdo dos filmes em solo simulado quando
comparado ao filme sem o tratamento enzimatico.

A analise de biodegradabilidade em solo simulado, constatou que os filmes produzidos
com gelatina comercial e extraida de residuo de couro curtido ao cromo Ill sdo
biodegradaveis. A alta biodegradabilidade dos filmes esta associada as caracteristicas do
material e pelo aumento da hidrofilicidade do polimero, o qual é realizado pela introducdo de
segmentos hidrofilicos na sua estrutura. Isso pode ser feito por meio da adicdo de uma
hidroxila, e a formacdo de grupos carbonil ou carboxil. Essa incorporagdo aumenta a
polaridade das moléculas, o que incorre em aumento do carater hidrofilico dos componentes,
favorecendo assim o ataque bioldgico das moléculas. Em conclusdo, a presenca de uma
proporcdo adequada e equilibrada de hidrofobicidade-hidrofilicidade na estrutura do polimero
facilita a degradacdo dos mesmos (GIGLI et al., 2013).

Estudo realizado por Lucena et al. (2015) revelou que os filmes produzidos a base de
xilana e gelatina apresentam alta degradabilidade (inferior a 15 dias), podendo ser
considerados como uma nova matéria-prima ndo poluente de interesse na industria de
embalagens. Para Scopel (2016) a producdo de filmes de amido de milho e de gelatina de
residuo de couro curtido ao cromo Ill quando aplicados como cobertura de solo, resistiram
por periodo de aproximadamente 30 dias.

Filmes biodegradaveis de gelatina apresentam-se como uma alternativa promissora
aos materiais produzidos de fontes ndo renovaveis (petréleo), uma vez que seu descarte reduz
0s impactos causados ao ambiente e quando utilizados como cobertura de solos acabam por

fornecer nutrirntes devido a presenca de nitrogénio presente na estrutura polimérica.
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5.5.3.2 Microscopia Optica dos filmes expostos no solo

A Figura 24 contém as micrografias obtidas por microscopia Optica, com aumento de
100 vezes, para os filmes. A partir das imagens, é possivel observar que todas as composicdes
de filmes a gelatina forma uma matriz. No entanto, observou-se particulas que ndo se
dispersaram na solucdo e ficaram visiveis na microscopia dos filmes, o que indica uma menor

adesdo interfacial, e pode-se observar a ocorréncia de formatos variados.

Filme Gel'T1

Filme Gel'T53 Filme Gel’'Ex
Filme Gel’Ex1 Filme Gel’Ex3

Figura 24. Microscopia 6ptica de filmes produzidos com gelatina comercial (Gel, Gel/T1 e Gel/T5) e gelatina
extraida de residuo de couro curtido ao cromo 1l (Gel/Ex, Gel/Ex1 e Gel/EX3). Todas as microscopias
apresentamaumento de 100x
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Os filmes produzidos com a gelatina extraida de residuo do couro curtido ao cromo
I, apresentam uma maior interacdo com a enzima transglutaminase, pois as particulas
apresentam tamanhos menores e formatos regulares, indicando melhor disperséo, enquanto
que com a gelatina comercial, as particulas apresentam um formato esférico e irregular.
Observa-se também a presenca de pequenos aglomerados nos filmes. Esses aglomerados séo
provavelmente, sais inorganicos precipitados. Quanto a superfifie das amostras é possivel
observar uma uniformidade, que indica uma eficiente plastificacao.

Os filmes produzidos com gelatina extraida de residuo de couro curtido ao cromo il
apresentaram superficie aparentemente mais homogénea. Esta maior homogeneidade da
gelatina extraida pode estar associada ao fato de a mesma ter passado pelo processo de
concetracdo por dialise, a qual consiste na concentracdo da gelatina e remocgdo de sais, estes
presentes no processo de curtimento do couro.

A superficie rugosa pode representar uma superficie com maior &rea de contato
levando a maior sorcdo de agua. O maior teor de agua sorvido nos filmes pode, entdo, ter
levado aos consequentes efeitos nas propriedades mecénicas, de solubilidade e de barreira dos

filmes produzidos com gelatina de residuo de couro curtido ao cromo 11l (SCOPPEL, 2016).

5.5.3.3 Termogravimetria dos filmes em solo

Uma pequena amostra de filme foi removida do solo para determinacdo da andlise
termogravimétrica (Figura 25), que revelou os estagios de degradagdo caracteristicos dos
filmes produzidos com maior concentragdo de enzima transglutaminase quando submetidos
ao teste de biodegradabilidade em solo simulado. Visto que para os demais filmes, ndo foi

possivel determinar a analise de Tg devido o solo ter aderido ao filme.
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Figura 25. Curva TG para filmes de gelatina extraida (Gel/Ex3), gelatina extraida com 3% de TGase (Gel/T5) e
gelatina comercial com 5% de TGase.

Os filmes GelEx3 expostos em solo simulado pelo periodo de 1 hora exibiram uma
primeira perda de massa de cerca de 19%, a segunda perda de 40% e 19% para terceira
perda. Para os filmes expostos por 2 horas a perda de massa foi de 18% , de 31% e de 22%.
Os filmes expostos por 8 horas em solo simulado apresentaram a primeira perda de massa de
10%, a segunda perda de 30% e aterceira perda de 18%. Ao final do aquecimento a 800°C o0s
filmes apresentaram massa residual de 28% (1h), 33% (2h) e 43% (8h).

Para os filmes produzidos com gelatina comercial, Gel/T5 dispostos por 1 hora em
solo simulado apresentaram no primeiro evento 10% de perda de massa, 46% no segundo,e
23% no terceiro. Filmes expostos por 2 horas em solo simulado apresentaram a primeira perda
de massa de 11%, a segunda perda de 47% e a terceira perda de 18%. Para 8 horas de
exposicdo a primeira perda de massa foi de 9%, a seunda perda de 29% e a terceira perda de
15%. Ao final do aquecimento a 800°C os filmes apresentaram massa residual de 25% (1h),
27% (2h) e 46% (8h).

Os valores de massa residual estdo relacionados com o teor de cinzas das substancias
que compdem o material, desta forma os filmes produzidos com gelatina extraida de residuo
de couro curtido ao cromo Ill apresentaram massa residual maior para o tempo de 8h. Este
fato também esta associado ao processo de degradacdo, na qual ocorre a formacdo de novos
produtos ligados a cadeia polimérica (NUNES, 2014).

Nas primeiras horas de exposicdo ao solo simulado os filmes produzidos com gelatina

extraida apresentaram um pequeno aumento na massa residual para os tempos de 1 e 2 horas
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de exposicdo. Em 8 horas de exposicdo os filmes produzidos com gelatina comercial
apresentaram um pequeno aumento na massa residual. As perdas de massa foram semelhantes
para os filmes produzidos com gelatina comercial e com gelatina extraida de residuo de couro
curtido ao cromo lll, esse fato pode ser atribuido a composicdo da estrutura protéica da matriz
do filmes. A primeira perda de massa, esta relacionada com a umidade dos filmes, enguanto
que a segunda e a terceira sdo atribuidas a degradacdo da matéria organica.

Se comparados com os filmes apresentados nas microscopias, sem adicdo de enzima e
com 1% de enzima, 0os quais ndo foi possivel realizar essa analise, devido ao solo ter aderido
ao material, podemos salientar que a adicdo da enzima transglutaminase atuou de forma a
manter a integridade do material e retardar a degradacdo dos mesmos. Sendo assim, a enzima

transglutaminase atuou de forma a promover a reticulacdo das cadeias poliméricas dos filmes.

5.5.3.4 FTIR dos filmes em solo

A Figura 26 apresenta os espectros de FTIR para os filmes produzidos com gelatina
comercial, dispostos em solo simulado no perido de 1 e 3 horas.

Gel

Gel ‘Ihnru‘ 3 horas

Gel/Tl
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Figura 26. Curvas de FTIR para filmes de gelatina comercial (Gel, Gel/T1 e Gel/T5) ap6s 1e 3 h de exposicéo
ao solo simulado.

A Figura 27 apresenta os espectros de FTIR para os filmes produzidos com gelatina
extraida de residuo de couro curtido ao cromo Ill, dispostos em solo simulado no perido de 1

e 3 horas.
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Figura 27. Curvas de FTIR para filmes de gelatina extraida (Gel/Ex, Gel/ExL e Gel/EX3) ap6s 1e 3 hde
exposicdo ao solo simulado.

De acordo com os gréficos de FTIR, pode-se observar a degradacdo dos filmes pelo
deslocamento e diminuicdo de intensidade das bandas apOs trés horas de exposicdo em solo
simulado. A presenca de gelatina, como de toda proteina, é caracterizada pelas bandas de
vibracdo das ligacbes amida, as vibracbes Amida | e Amida Il. A amida | corresponde ao
estiramento da ligagdo C=0 (carbonila) enquanto a Amida Il corresponde a deformacdo ou
flexdo da ligacdo N-H. Como tanto o grupo carbonila como o grupo amino estdo envolvidos
em ligacdes de hidrogénio responsaveis pela manutencdo de estruturas secundérias, as
posicGes de ambas as regides da Amida | e Amida Il sdo sensiveis as alteracOes estruturais das
moléculas proteicas. Algumas ligacGes observadas nos espectros sdo comuns as gelatinas,
como ligagbes O-H e a C-H (D’AVILA, 2010). Observou-se que a banda de absorcéo
presente em 3294 cm* se deve tanto & presenca de grupos funcionais OH da glicerina que se
expressam nessa faixa do espectro, como a absorcdo de A&gua pelos filmes, que sdo
higroscopicos.

A banda do filme Gel/Ex (1h) correspondente ao estiramento -OH de moléculas de
4gua e estiramento -NH em faixas de nimero de onda entre 3294 cm deslocou para 3276
cm®  apés trés horas de exposicdo ao solo simulado. Para os filmes com tratamento
enzimatico GelEx1, a banda deslocou de 3282 cm™ para 3276 cm® ap6s trés horas de

exposicio ao solo simulado e o filme GelEx3, deslocou de 3282 cm™* para 3285 cm™* estas



85

observacles indicam que a adicdo de enzima transglutaminse promoveu a formacdo de
ligacOes de hidrogénio entre os grupos -OH e —NH, demonstrando que houve mudangas a
nivel molecular quando da interacdo da enzima e a matriz polimérica.

As bandas identificadas em 3056 cmi* para o filme Gel/Ex deslocou para 2927 cm*
ap6s 1h de exposicdo e para 2919 cm™ ap6s 3h de exposicdo ao solo simulado. Para o filme
GelEx1 a banda inicial de 3046 cm* deslocou para 2946 cm™ em 1h e para 2928 cm™ ap6s
3h de exposicdo. A banda icinical do filme Gel/Ex3 deslocou de 3056 cm® para 2932 cm!
em 1h e para 2919 cm™® em 3h de exposicdo ao solo. Essas bandas sdo caracetisticas do
estiramento O-H dos acidos carboxilicos presente nos aminoécidos prolina, hidroxiprolina e
lisina presentes na estrutura da gelatina (SILVESTRIN; ALENCASTRO, 2007).

Como pode ser observado nos gréficos, a degradacdo dos filmes ocorreu pelo
deslocamento das bandas caracteristicas ao grupo O-H de moléculas de agua e estiramento -
NH e pelo grupo O-H dos acidos carboxilicos. A Tabela 11 apresenta as possiveis atribuicGes

das bandas de FTIR encontradas para as amostras deste trabalho.

Tabela 11. Principais bandas observadas nos espectros de FTIR dos filmes dispostos emsolo simulado no
periodo de 1 e 3 horas.

NUmero de onda Tipo de deformacéo
cm?
3292 Estiramento O-H
3069 Deformacio axial assimétrico das ligagdes C—He— NH>* (banda

tipicamente identificada em amidas)

2500 — 3100 Estiramento O-H de acidos carboxilicos

1636 Vibragdo C=0 da amida |

1624 Deformacdo axial da ligacdo C=O (banda tipicamente identificada
em amidas primarias) Deformacdo angular simétrica no plano da
ligacdo N— H

1541 Deformacao angular no plano das ligagdes C—N e N—H (banda

tipicamente identificada em amidas secundarias)

1451 Deformacdo angular no plano das ligagbes C=C e C=N (banda
tipicamente identificada em compostos com aneis pirrolidinicos
dos aminoacidos prolina e hidroxiprolina)

(Continua)
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(Conclusao)

Numero de onda Tipo de deformacao
cmt
1333 e 1398 Deformacao axial das ligagdes C—N (bandas tipicamente
identificada em aminas)
1235 Deformacao axial da ligagdo C—N (banda tipicamente identificada
em amidas terciarias)
1150 Deformacao axial das ligagdes C—-O e C—C e C-OH
1083 Deformacdo axial da ligagdo
1024 a 1038 Estiramento da ligagdo C-O de éteres
930 Deformagao angular das ligagdes C—OH e —CH;
920 Deformacdo angular da C=0 de &cidos carboxilicos
790 - 730 Deformacdo angular (-(CH2)n - para n > 3) Grupos etila e propila

Fonte: Adaptado de Scoppel, (2016).

O teste de biodegradabilidade em solo simulado confirma que os filmes s&o

biodegradaveis, e que a adicdo da enzima transglutaminase mantém a estrutura polimérica
mais intacta e menos sujeita a acdo do vapor de &gua. No entanto a formulagcdo e as
propriedades dos mesmos ainda precisam ser aprimoradas, mas fornecem indicios de que a
degradabilidade do material permitiria sua disposicdo na terra apds seu uso, pois, ao ser
degradado/deteriorado, o filme poderia atuar como fertilizante, devido a libracdo de
nitrogénio para o solo.

Como exemplo de aplicacdo de material proteico proveniente de gelatina de residuo de
couro como fonte de nitrogénio pode-se citar o estudo onde o colageno obtido de gelatina de
residuo de couro curtido ao cromo Il foi empregado em cultivos de arroz substituindo

fertilizantes nitrogenados sem prejuizos na produtividade (COELHO et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

Este estudo tinha como objetivo obter e caracterizar filmes de gelatina comercial e
extraida de residuo de couro curtido ao cromo Il e as principais conclusdes encontram-se a
seguir apresentadas:

Os filmes produzidos com 4% de gelatina e 2% de enzima em tempos de 15 min de
reticulagdo da enzima, apresentaram maior tensdo de ruptura e elongacéo.

A solubilidade e o éangulo de contato dos filmes com adicdo da enzima
transglutaminase foi reduzida em ambas as concentraces (1 e 5%).

Se comparados aos filmes sem tratamento enzimatico, a enzima atuou diminuindo a
solubilidade, a umidade, o angulo de contato e a tenséo de ruptura.

Para os filmes produzidos com gelatina extraida de residuo de couro curtido ao cromo
Il, a enzima atuou de forma a diminuir a solubilidade, a umidade, o angulo de contato, a
permeabilidade ao vapor de 4gua e a tensdo de ruptura.

As andlises térmicas mostraram que a adicdo da enzima TGase aumentou a
estabilidade térmica dos filmes.

Quando comparadas as gelatinas utilizadas nos filmes, observou-se que a gelatina
extraida de residuo do couro curtido ao cromo Il apresentou melhores propriedades quando
comparada com a gelatina comercial.

A enzima transglutaminase atuou de forma a promover a reticulacdo da cadeia
polimérica, onde apresentou efeito significativo na maioria das propriedades dos  filmes
avaliadas.

O teste de biodegradabilidade comprovou que os filmes sdo biodegradaveis, tornando-
se, portanto, uma alternativa ao uso de materiais provenientes de fontes ndo renovaveis,
podendo ser utilizados como cobertura de solos reduzindo assim, 0s impactos ambientais

causados pelo descarte incorreto desses materiais.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Novos testes sdo necessarios antes da utilizacdo dos filmes como cobertura de solo na
agricultura, para isso, sugere-se ao final deste trabalho:
e Avaliar diferentes plastificantes.
e Avaliar o efeito da espessura na propriedade dos filmes.
e Determinar as isotermas de sor¢édo dos filmes.

e Estudar gelatinas de diferentes fontes e blooms.
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