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RESUMO - Filmes biopoliméricos tém contribuido com o setor de embalagens
ecologicas e biodegradaveis. Contudo, aqueles de origem proteica Sdo pouco
aplicados nessa &rea devido ao carater hidrofilico desse material. No presente
trabalho, foram produzidos filmes de gelatina suina tipo A, utilizando a enzima
transglutaminase (TGase) como agente reticulante. Através de um planejamento
experimental composto central, foram determinados os efeitos da concentracdo de
gelatina e quantidade de enzima na solubilidade de filmes em meio aquoso bem como
suas caracteristicas mecanicas: a tensdo maxima de ruptura (o), médulo de Young
(Eo) e alongamento (g¢). Verificou-se que a solubilidade foi reduzida de maneira
significativa apenas para no nivel maximo de TGase (0,231% m/V). As propriedades
mecanicas tiveram comportamento similar a solubilidade, pois houve reducdo da
tensdo de ruptura e alongamento com o aumento da concentracdo de ambos, sendo
isso indicativo do aumento de fragilidade do filme devido ao efeito de reticulacdo da
cadeia polimérica. No entanto, o0 mddulo de Young teve maiores valores em niveis
baixos de concentracdo de gelatina e 0,2% de transglutaminase.

1. INTRODUCAO

Os biopolimeros, assim como os polimeros, sdo macromoleculas constituidas por
moléculas menores, os mondmeros, isto €, a unidade de repeticdo que forma o polimero ou
biopolimero (Saldivar-Guerra e Vivaldo-Lima, 2013). Nesse contexto, as proteinas tem atraido
grande atencdo nas Ultimas décadas como possiveis fontes para o desenvolvimento de novos
materiais de constituicdo polimérica devido a sua estrutura macromolecular altamente polar e
reativa (Ebnesajjad, 2012).

Materiais proteicos, como é o caso da gelatina, tem ampla aplicacdo em recobrimento de
superficies bem como na producdo de filmes comestiveis, pois a pelicula formada tem capacidade
de preservar as caracteristicas organolépticas dos alimentos (Nussinovitch, 2009). Isso se deve ao
fato de que polimeros naturais como as proteinas fornecem boas barreiras para gases como 0 O; e
0 CO,, contudo sdo bastante sensiveis a presenca de adgua (Baldwin et al., 1995). Contudo, uma
das formas de reduzir a permeabilidade e a solubilidade em agua de filmes de gelatina ¢é atraves
do processo de reticulagdo ou também denominado “crosslinking”, 0 qual promove a unido de
duas ou mais cadeias poliméricas por meio de uma ponte de a&tomos entre elas, todos ligados por
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ligacdo covalente (Canevarolo, 2006).

Dentre os diferentes meios de reticulacdo existentes, ha diversos estudos sendo realizados
no processo de reticulacdo da gelatina por via enzimatica, no qual a enzima transglutaminase é
foco de alguns trabalhos descritos na literatura, pois esta € capaz de catalisar reacGes de
transferéncia de grupos acil formando ligacGes cruzadas intra e intermoleculares em proteinas,
peptideos e varias aminas primarias, principalmente através de ligacGes covalentes entre residuos
de glutamina e lisina (Macedo e Sato, 2005). Esse tipo de tratamento além de promover
diminuicdo do carater hidrofilico de filmes de gelatina, também altera as propriedades mecanicas
do material (Bhattacharya et al, 2008).

Portanto, o presente trabalho objetivou avaliar através de um planejamento experimental
composto central os efeitos da concentracdo de gelatina e quantidade de enzima na solubilidade
de filmes em meio aquoso bem como suas caracteristicas mecénicas: tensdo méxima de ruptura,
modulo de Young e alongamento.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Gelatina suina tipo A (bloom 280 e Mesh 30), gentilmente cedida pela Gelnex The Gelatin
Specialists (It4, SC, Brasil). Enzima Transglutaminase ACTIVA WM® (obtida do Streptomyces
mobaraense) doada pela Ajinomoto do Brasil Industria e Comércio de Alimentos Ltda. (S&o
Paulo, SP, Brasil).

2.2. Planejamento experimental

Realizou-se um planejamento experimental composto central onde os fatores estudados
correspondem as concentracfes de gelatina e enzima, como mostrado na Tabela 1.

Foram preparados também filmes de gelatina com as mesmas concentragdes descritas na
Tabela 1, porém sem a adicdo da enzima. As respostas avaliadas foram: percentual de
solubilidade, e as propriedades mecanicas (médulo de Young, alongamento, tensdo maxima de
ruptura). Os dados foram analisados estatisticamente no software Statsoft STATISTICA® 10,
através da analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia a 5%.

2.3. Preparo dos filmes

Os filmes de gelatina foram produzidos em diferentes concentracbes com diferentes
quantidades de enzima, conforme descrito no planejamento experimental. O procedimento de
preparo iniciava-se com a solubilizacdo da gelatina na agua destilada (40mL) utilizando agitador
magnético com aquecimento, no qual a solucdo era aquecida a aproximadamente 60°C durante
10min, facilitando a solubilizagcdo completa da proteina em questdo. Em seguida a solugdo era
mantida sobre agitacdo leve a 50°C por 30min, sendo que apds esse periodo adicionava-se a
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enzima mantendo a temperatura na faixa descrita e agitacdo por 1h. A solucdo filmogénica era
transferida para uma placa quadrada de politetrafluoretileno (PTFE) de 12 cm de largura e
comprimento, e 1,0 cm de altura, que era acondicionada em estufa com circulacdo de ar forcada a
30°C por 24h.

Tabela 1 — Planejamento experimental composto central

. Variaveis Codificadas Valores reais
Ensaio  Ordem -
X Y [Gelatina] mg/mL  TGase % (m/V)*
1 3 -1 -1 80,00 0,050
2 7 +1 -1 180,00 0,050
3 1 -1 +1 80,00 0,200
4 5 +1 +1 180,00 0,200
5 2 -0 0 59,29 0,125
6 10 +o 0 200,71 0,125
7 0 -0 130,00 0,020
8 0 +o 130,00 0,231
9 0 0 130,00 0,125
10 8 0 0 130,00 0,125
11 12 0 0 130,00 0,125
12 11 0 0 130,00 0,125

* (m/V) corresponde a massa de enzima por volume de solucéo filmogénica.

2.4. Teste de solubilidade

A medida do percentual de material solivel em &gua foi realizada conforme método
descrito por Cuq et al.(1997) com pequenas adaptacdes propostas por Carvalho e Grosso (2006).
Amostras foram recortadas no formato de quadrados com 2 c¢cm de largura e comprimento e
realizadas as medidas de massa inicial em funcdo da umidade da amostra. Posteriormente,
imergidas em 50 mL de agua destila e submetidas a banho termostatico com agitacdo suave
durante 24h a 25°C. Assim que transcorrido 24h de imersao, as amostras foram retiradas da agua
e submetidas a secagem em estufa de circulacdo forcada de ar, por 24h a 105°C.

2.5. Propriedades mecanicas

A determinacdo das propriedades mecanicas: tensdo maxima de ruptura, alongamento
méaximo e modulo de Young; consistem de media de trés repeti¢des. Os testes de tracdo foram
realizados em texturdmetro (TA. HD. Plus, Stable Micro Systems), com carga de célula de 50N,
a temperatura de 23°C e velocidade de deslocamento de célula de 1 mm/s. Os filmes foram
cortadas em formato padrdo, retangular (25 mm x 100 mm) de acordo com a ASTM D882-12
(2012), e a distancia inicial entre as garras do texturémetro foi de 50 mm. A espessura dos filmes
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados referentes ao planejamento experimental estdo dispostos na Tabela 2,
correspondendo aos ensaios de medida de solubilidade e das propriedades mecanicas dos filmes

produzidos.

Tabela 2 — Resultados dos ensaios de solubilidade e propriedades mecanicas do planejamento

Ensaio  Solubilidade % Eo (Mpa) e (%) o (Mpa)

1 20,51 + 0,63 2306,05 + 144,25 3,598 + 1,702 88,36 + 25,16
2 18,19+ 1,19 2065,72 +£ 101,34 2,031 + 1,400 51,78 £ 19,89
3 17,99 + 2,98 2393,05 + 137,13 4,218 + 0,867 102,58 + 4,16
4 16,47 + 0,31 2097,22 + 86,63 2,085 + 2,201 48,09 + 24,79
5 20,60 + 0,58 2663,90 + 170,12 4,518 + 1,386 118,16 + 15,58
6 17,02+ 0,28 1942,95 + 108,19 2,745 + 0,535 64,16 + 4,17

7 19,42 + 0,85 2294,24 + 120,09 3,018 £ 1,244 76,12 + 14,99
8 18,00 £ 0,93 2730,52 + 567,28 1,398 + 1,926 48,19 + 39,41
9 18,40+ 0,73 2461,59 + 99,26 2,018 £ 0,843 62,16 £ 22,27
10 18,79+ 0,80 2580,53 £ 55,49 2,451 + 0,628 78,69 £ 14,06
11 17,65+ 1,63 2165,65 + 246,55 2,551+1,011 67,07 + 16,21
12 17,05+ 0,98 2468,50 + 143,96 0,998 £ 0,734 38,22 + 18,50

Filmes padrdo sem reticulagdo com TGase foram preparados para comparacdo do
comportamento da reticulacdo. Estes resultados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Solubilidade e propriedades mecénicas dos filmes sem tratamento enzimatico.

[Gelatina] g pilidade % Eo (Mpa) £ (%) o (Mpa)
mg/mL
59,29 24,44 + 2,88 3011,18 + 46,89° 3,965 + 1,797° 101,70 + 25,40°
80 21,58 + 2,03 2669,35 + 134,22° 5,905 + 0,861"? 115,63 + 12,392
130 20,32 +0,72° 2502,45 + 45 59°° 4,605 + 0,764%%° 99,49 + 13,21%2P
180 19,57 + 2,49 2246,00 + 156,16%¢ 1,358 + 1,069%2 44,03 + 18,71°
200,71 19,25 + 1,07° 221349 + 136,58%¢¢ 2,431 + 0,886°¢ 61,21 + 14,2284

Valores com 0s mesmos sobrescritos: nao mostram diferenca significativa a p<0,05.

3.1. Teste de solubilidade

A solubilidade dos filmes tratados com TGase mostrou que baixas quantidades de enzima
néo tiveram efeito sobre a solubilidade, ou seja, houve pouca ou nenhuma reticulagédo dos filmes
produzidos. Observou-se que filmes com maiores quantidades de TGase mantiveram com mais
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efetividade a conformidade estrutural da amostra, mesmo apds 24h de hidratacdo e subsequente
exposicdo ao calor (secagem em estufa). Estudos de Kolodziejska e Piotrowska (2007) mostraram
que a reticulacdo de filmes de gelatina com TGase ndo tiveram muita efetividade na reducéo da
solubilidade quando expostos a hidratacdo a 100°C, podendo indicar que os filmes com os
menores percentuais de enzima ndo formaram ligagdes cruzadas o suficiente na estrutura
biopolimérica.

Solubilidade (%) Pareto para modelo de 22 ordem
0,24 - T \ () (b)
’ (1)[Gelatina] mg/mL(L) .—4,?3691
(2)TGase % (MV){L) -3,44815
2 X [Gelatina] mg/mL(Q) 1,005354

1Lby2L ,9928507

— 19.25 TGase % (MV)(Q) j,agsm

0O 60 80 100 120 140 160 180 200 220 1@ 25

p=05
[Gelatina] mg.’mL — 1l 5,25 Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 1 — Superficie de resposta (a) e grafico de Pareto (b) para a solubilidade

Conforme Figura 1 (b), os Unicos efeitos significativos no nivel de significancia de 5%
foram os coeficientes lineares, a concentracdo de gelatina e a quantidade de TGase, sendo que a
interacdo de ambos e os coeficientes quadraticos ndo foram significativos. O modelo estimado foi
linear (Equacdo 1), com baixo coeficiente de determinacdo (R?) - 50%. A superficie de resposta
obtida na Figura 1(a), mostra que a diminuicdo da solubilidade esta condicionada ao aumento dos
fatores estudados, o qual pode ser justificado pelo aumento de grupos amina livre em
concentracOes elevadas de gelatina, estes disponiveis para realizacdo de ligagdes cruzadas pela
acdo da enzima (Macedo e Sato, 2005).

Solubilidade % = 22,38 —0,0218.[Gelatina] —10,59.TGase 1)

Para os filmes sem o tratamento enzimético observou-se que ndo houveram diferengas
significativas da variacdo das concentracGes sobre a solubilidade das amostras (teste de Tukey a
p<0,05). Observou-se também, por este mesmo teste (dados ndo mostrados aqui), que a TGase
teve efeito significativo somente sobre a solubilidade, em relagdo aos filmes nédo reticulados,
apenas quando usada na maior concentracdo estudada (0,231%). Portanto, a enzima atuou
positivamente na formacdo das ligagdes cruzadas embora ndo tenha sido possivel detectar
diferencas estatisticamente significativas.

3.2. Propriedades mecéanicas

Os modelos encontrados para o planejamento experimental sdo mostrados na Tabela 4, e
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pela analise dos mesmos foi observado que a concentracdo de gelatina apresentou maior
influéncia nas propriedades mecanicas dos filmes produzidos.

Tabela 4 — Modelos das propriedades mecanicas dos filmes tratados com TGase

Resposta Modelo p R F. A

Eo (Mpa)  2699,187° - (3,889.X)* + (1230,550.Y)"  0,0006° 0,610 0,0853°

9,669° — (0,0969.X)? + (0,0003.X?)? —

o a b
e (2,946.v)° + (20,625.Y° — (00378 Xy 0130 0607 05272
193,931% — (1,706.X)* + (0,006.X?)* +
o (Mpa) (139,981.Y)" — (131,507.Y?)° - 0,0003* 0,722 0,5071°

(1,194.X.Y)°

F. A.: Falta de ajuste; * Significativo; ° N&o significativo.

O alongamento (g) assim como o moédulo de Young (Eo) mostraram uma fraca relagdo
linear entre as variareis estudadas, sendo R de 0,607 e 0,610, respectivamente. Ja a tensao
méaxima de ruptura (o) mostra clara tendéncia linear entre os fatores estudados, com R de 0,722.

A Figura 2(a) mostra que 0 modulo de Young atinge um méximo quando ha um aumento
da quantidade de enzima para valores proximos a 0,2% e para baixas concentrac6es de gelatina;
assim, pode-se afirmar que a reticulagdo da proteina infere rigidez ao filme. O fato de valores
altos de concentracdo de gelatina tenderem a valores inferiores de Eg, pode ser decorrente do
aumento da espessura do filme devido a altas concentracbes de gelatina, interferindo na
determinacdo do mesmo (Huang et al., 2004). Entretanto, observou-se por teste de Tukey (dados
ndo exibidos aqui) que as propriedades mecanicas foram pouco afetadas pela adicdo de enzima,
sendo que houve apenas uma reducado significativa do Eq para concentracdo de 80mg/mL com
0,5% de TGase comparado ao filme de referéncia B (80mg/mL de gelatina sem enzima); para o
alongamento houve reducédo significativa quando utilizado nivel méximo de enzima (0,231%);
quanto a tensdo maxima de ruptura, foi observada uma reducdo estatisticamente néo significativa
em comparacéo aos filmes néo tratados enzimaticamente.

A reducdo do alongamento para os filmes tratados enzimaticamente quando em
comparacédo aos filmes ndo tratados (Tabela 3), pode ser decorrente da diminui¢cdo da mobilidade
devido a reticulacdo das cadeias poliméricas do filme (Carvalho e Grosso, 2006). Observa-se pelo
gréafico de superficie de resposta (Figura 2 (b)), que o aumento da concentracdo de gelatina e da
quantidade de enzima resultam na diminuicdo do alongamento, sendo este efeito mais
predominante em regides de concentragcdes mais altas de gelatina, pois para valores abaixo de 120
mg/mL de gelatina tem-se pouca influéncia da transglutaminase. Este comportamento também é
visivel sobre a tensdo de ruptura (Figura 2 (c)). Entretanto, conforme Piotrowska et al. (2008), o
tratamento com a TGase confere fragilidade ao filme, ocasionando assim a reducdo do
alongamento bem como a diminuicdo da tensdo maxima de ruptura, apesar de que pode se
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observar que a concentracao de gelatina foi o fator significativo (estatisticamente) na variacédo das
respostas estudadas.

Babin e Dickinson (2001) observaram que o tratamento com TGase em solugdes de
gelatina do tipo A e B podem apresentar diferentes efeitos na flexibilidade da cadeia de gelatina,
dependendo se a reticulacéo covalente ocorre predominantemente antes ou depois da formacéo de
zonas induzidas por arrefecimento. Portanto, observaram que o tratamento enzimatico faz com
que o desenvolvimento de uma rede de percolacdo polimérica com propriedades elasticas fique
inibida, devido a formacédo de ligagOes cruzadas covalentes intra e intermolecular na solucdo de
gelatina.

Médulo de Young (MPa) Alongamento (%) Tensé&o de Ruptura (MPa)
0.24 [~ (a) 024 — ‘ | (b) 024[1 i - (c)
022 022/ f | 022 ‘ —
0,20 ° ° 0.20 ° ° 0204
0.18 o8| o.18 /1]
0,16 016}/ 016} (
v 014 o 014} | o ovmt““‘\»
8o S o012 & oaz(fflfp
F 010 F 010 = o0/l
0,08 008 0.8 /1]
0,06 0,06 0,06 !/
0,04 : ¥ — 2700  o04f| h = P 575 004f|| o o -
002 o 2500 g2t} 475 002} . 104
0,00 2300 000 Ll | NN . L L LY 3:75 O‘UO---‘---'- TR I 1 I L V4 et L L 84
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 2100 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 75 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 g4
[Gelatina] — 1900 [Gelatina) —1,75 [Gelatina] — 44

Figura 2 — Superficies de resposta para 0 médulo de Young (a), alongamento (b) e tensdo de
ruptura (c)

4. CONCLUSOES

A solubilidade dos filmes tratados enzimaticamente foi reduzida devido ao efeito
reticulante da TGase, sendo que a enzima teve acao significativa em seu nivel maximo (0,231%)
comparativamente aos filmes néo tratados. No entanto, a varia¢do do teor de TGase ndo interferiu
significativamente na solubilizacdo destes filmes, porém contribuiram para a manutencdo da
integridade da amostra. As propriedades mecanicas foram modificadas devido a criacdo de
ligacGes cruzadas na rede proteica, sendo que tanto o alongamento quanto a tensdo de ruptura
foram reduzidos, ou seja, o tratamento enzimatico conferiu fragilidade & estrutura
concomitantemente a um aumento da rigidez (médulo de Young) dentro dos niveis do
planejamento, apesar da diferenga entre os ensaios néo ter sido significativa. No entanto, quando
0s dados dos filmes com e sem acdo da enzima foram comparados, observou-se reducdo nos
valores das propriedades mecénicas, com pouca diferenca estatisticamente significativa. Portanto,
a enzima TGase apresentou efeito reticulante significativo apenas quando utilizada em
quantidade acima de 0,2%.
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