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Introduciao

O aumento expressivo na produgdo e descarte de plasticos de origem petroquimica
representa um dos maiores desafios ambientais da atualidade, devido a sua baixa
biodegradabilidade e ao acumulo em ecossistemas naturais (GEYER et al., 2017). Além
disso, cerca de 98% dos plasticos produzidos sdo derivados de fontes ndo renovaveis,
enquanto somente 2% sao derivados matérias primas de origem renovavel, contribuindo
significativamente para emissdes de gases de efeito estufa e impactos ambientais associados a
exploragdo desses recursos (HOUSSINI; LI; TAN, 2025) .

Nesse contexto, os biopolimeros surgem como uma alternativa promissora,
especialmente aqueles obtidos a partir de proteinas e reforcados com polissacarideos, por
apresentarem potencial de biodegradabilidade e menor impacto ambiental (SHAH et al.,
2008). Entretanto, esses materiais frequentemente apresentam limitagdes, como baixa
resisténcia mecanica e alta sensibilidade a umidade, restringindo sua aplicacdo em larga
escala.

Entre esses materiais, a gelatina se destaca por ser derivada do colageno, cuja
estrutura ¢ composta por cadeias polipeptidicas com diferentes grupos funcionais, como
amidas, carboxilicos e grupos amina, que possibilitam interagdes intermoleculares que
resultam em uma boa capacidade filmogénica. Porém, essas interagdes sdo em geral fracas,
como ligagdes de hidrogénio, explicando sua baixa estabilidade estrutural em condigdes de
umidade e quando submetida a esfor¢o mecanico. Dessa forma, torna-se necessario o uso de
estratégias que promovam o fortalecimento dessas interagcdes por meio da formacdo de
ligacdes mais estaveis.

A utilizagdo de enzimas como a transglutaminase (TG) ¢ uma estratégia inovadora
para superar essas limitagcdes. Ela catalisa reagdes de reticulacdo entre cadeias proteicas,
promovendo a formacao de ligagdes e-(y-glutamil)-lisina, que resultam em redes poliméricas
mais estaveis (MOTOKI; SEGURO, 1998), resistentes e com menor solubilidade em agua
(WANG et al., 2023). A reticulagdo enzimatica apresenta vantagens em relacdo a métodos
quimicos convencionais, como maior especificidade, condigdes reacionais mais brandas e
menor geracdo de subprodutos toéxicos, alinhando-se aos principios da quimica verde
(GROSSO; FAVARO-TRINDADE, 2004).

Outra abordagem promissora consiste na incorpora¢ao de polissacarideos, como a
quitosana, a matriz proteica. Ela ¢ um polimero natural, ndo-tdxico, biodegradavel, catidonico
em pH menor que 6,5, obtido através da desacetilagdo da quitina, sendo constituida
majoritariamente por meros de N-acetil-D-glicosamina e residuos de D-glicosamina. E
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encontrada principalmente no exoesqueleto de crusticeos como o camardo, a lagosta e o
caranguejo, insetos (escorpides, formigas, besouros, aranhas e baratas) e na parede celular de
fungos e algas (Rinaudo, 2006). A presenca de grupos amina protondveis em sua estrutura
permite interagdes com outros materiais, como a gelatina, sendo capaz de formar complexos
poliméricos através de interacdes eletrostaticas com grupos carboxila (Zhou et al., 2017),
além de estabelecer ligagdes de hidrogénio com residuos de diferentes grupos funcionais
presentes em sua cadeia, contribuindo para melhorias nas propriedades mecanicas e
hidrofilicas do material.

Além da reticulagdo enzimatica e inclusdo da quitosana na cadeia polimérica,
estratégias complementares podem ser empregadas para potencializar as propriedades dos
materiais proteicos. A precipitagdo com etanol, por exemplo, reduz a interagdo das cadeias
com a agua, favorecendo a aproximacdo molecular e a formagdo de estruturas mais
compactas (PENG et al., 2021). De forma semelhante, o Efeito de Hofmeister descreve a
influéncia de ions na estabilidade e solubilidade das proteinas, podendo promover o
fendmeno de salting-out, que intensifica interagdes hidrofobicas e contribui para a
organizacao da rede polimérica (ZHANG et al., 2024).

Apesar dos avancos obtidos no uso da transglutaminase junto da incorporacgdo da
quitosana em cadeias poliméricas, a combinacdo dessas estratégias com diferentes
tratamentos quimicos foi pouco explorada. Assim, esse trabalho tem como objetivo investigar
o potencial da transglutaminase na reticulacdo de proteinas, associada a precipitacio com
etanol ou a adicdo de sais associados ao efeito de Hofmeister, para a formacdo de redes
poliméricas estaveis reforcadas com quitosana, visando obtencdo de uma alternativa
sustentavel aos polimeros sintéticos convencionais.

Material e Métodos

A gelatina (~220 bloom), a quitosana de alto grau de desacetilagdo, o acido cloridrico
(HCI), o hidroxido de sédio (NaOH), o etanol absoluto (>99,5%), o sulfato de amonio
((NH4)2SO4) e o acido acético (CHsCOOH), todos de grau analitico, foram cedidos pelo
Curso Técnico de Quimica da Fundacao Escola Técnica Liberato Salzano Vieira da Cunha; a
MTGase proveniente da Activa WM, com atividade enzimatica de 97 U/g, foi adquirida por
meio de comércio eletronico, com a empresa Fermentech.

Inicialmente, uma solucao 1,5% (m/v) de quitosana foi preparada em acido acético
2% (v/v), a qual foi mantida sob agitacdo por 18 horas, a temperatura ambiente, até a
completa dissolugdo. Apos a dissolucdo, o pH foi ajustado para faixa de 5-6, utilizando
NaOH 3 mol/L, para favorecer a atividade da enzima na etapa subsequente.

Em seguida, a gelatina em p6 foi adicionada a solug¢do de quitosana nas proporcoes de
90/10, 85/15, 80/20, 75/25 e 70/30 em relacdo a massa do polissacarideo (gelatina/quitosana,
m/m), com aquecimento (60°C) e agitagdo (180 rpm) constante por trinta (30) minutos, até a
completa dissolugdo da gelatina. Posteriormente, as solucdes foram resfriadas a 40-45°C, a
fim de permitir a atuacao da enzima, que foi adicionada de 3-5% (m/m), em relagdo a massa
seca de proteina, sendo homogeneizada por 5 minutos, seguido banho ultrassonico para
remocao de gases dissolvidos.

Para fins de comparacdo, filmes de gelatina solubilizada em agua foram preparados
seguindo o mesmo método. Para esses, foram testadas as concentracdes de 10, 15 ¢ 20%
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(m/v) de gelatina, seguindo a concentracdo de 3-5% (m/m) de TG em relagdo a massa seca de
proteina.

A solugdo foi vertida em placas de petri, utilizando o volume de 8,5 mL por molde,
entdo mantidas em temperatura ambiente por cinco horas e, em seguida, por duas horas na
geladeira a 4°C, visando a estabilizagdo dos filmes.

Apb6s a estabilizagdo dos filmes, as amostras foram submetidas a diferentes
tratamentos. Para o tratamento alcoolico, as amostras foram imersas em 40 mL de etanol
absoluto por um periodo de 5 horas a temperatura ambiente. Para avaliacdo do efeito salino,
os filmes foram imersos em solucgdo saturada de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) por 5 horas, a
temperatura ambiente, seguida da lavagem com agua deionizada para remogao do excesso do
sal que precipita parcialmente sobre o filme, junto de sua secagem com papel toalha. Apos os
tratamentos, as amostras foram levadas a estufa a 35°C por 24 horas.

Resultados e Discussio

Inicialmente, foram produzidos filmes de gelatina solubilizada em 4gua para
comparacdo. As amostras que nao foram submetidas a nenhum tratamento, independente da
sua concentragdo, apresentaram aspecto gelatinoso e pegajoso, dificultando seu manuseio e
indicando baixa estabilidade estrutural (Figura 1).

Figura 1 - Filmes de gelatina 10% (m/v).

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

A adig¢do da enzima promoveu melhorias principalmente quanto a diminuig¢do da
solubilidade dos filmes em testes superficiais, porém, o aspecto pegajoso € pouco
consolidado permaneceu, evidenciando que a utilizagao isolada da enzima nao ¢ o suficiente
para obtencao de um filme plastico convencional (Figura 2).

As amostras ndo tratadas, com uso da enzima ou ndo, apresentaram intenso
crescimento de fungos apos, aproximadamente, uma semana (sete dias) de armazenamento,
sugerindo baixa resisténcia a degradacao bioldgica e facil colonizagdo de bactérias e fungos

(Figura 3).
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Figura 3 - Filme de gelatina 10% (m/v), 5% (m/m) de TG em relag@o a massa seca de proteina ¢ com presenga
de microrganismos.

e ————

- —

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Observou-se que os filmes de gelatina submetidos a imersdao em etanol perderam
flexibilidade e tiveram um aumento em sua rigidez, o que fez com que as amostras
quebrassem durante seu manuseio (Figura 4). Em todas as composic¢des estudadas, os filmes
submetidos a esse tratamento ficaram compactos, o que resultou em um material fino e pouco
flexivel, embora mecanicamente resistente. Entdo, em comparacdo a amostras preparadas
para o tratamento com solu¢do de sal de Hofmeister, deve-se utilizar um volume maior de
solugdo filmogénica, para formacdo de um filme mais espesso, visando resultados mais
satisfatorios apos o tratamento alcodlico (Figura 5).
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Figura 4 - Filme de gelatina 10% (m/v), com 5% (m/m) de TG em relagdo a massa seca de proteina, tratado
com etanol absoluto.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Figura 5 - Filme de gelatina 10% (m/v), tratado com etanol absoluto.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Ja quando tratados com a solu¢do saturada de sulfato de amonio, os filmes
apresentaram melhoras significativas, como maior flexibilidade e resisténcia a estimulos
mecanicos. Entretanto, devido a precipitacdo parcial do sal, houve um aumento da opacidade
das amostras quando comparadas as tratadas com etanol (Figura 6).

Figura 6 - Filme de gelatina 10% (m/v), com 5% (m/m) de TG em relagdo a massa seca de proteina, tratado
com solug¢do saturada de sulfato de amonio.



Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Os filmes de gelatina/quitosana foram obtidos com sucesso em todas as formulagdes
propostas, apresentando maior integridade estrutural, resisténcia a propagagdo de
microrganismos ¢ menor solubilidade, quando comparados visualmente e manualmente a
outras amostras contendo apenas gelatina.

A menor propagagdo de microrganismos nos filmes com quitosana pode ser atribuida
a sua capacidade antimicrobiana, pois, em pH 4acido, sua forma policatidnica promove
interagdes eletrostatica com componentes anionicos da parede celular microbiana e da
membrana plasmatica de bactérias e fungos, aumentando sua permeabilidade e
extravasamento do conteudo intracelular. Além disso, a quitosana atua como uma barreira
fisica quando incorporada a filmes proteicos, dificultando a colonizacdo da superficie (Hu;
Génzle, 2018).

Entre as formulacdes estudadas, as versdoes 85/15 e 80/20, contendo TG,
destacaram-se pela formagao uniforme de filmes com maior flexibilidade e resisténcia ao
manuseio. Esse comportamento pode estar relacionado ao equilibrio entre a elevada
disponibilidade de grupos reativos provenientes da gelatina para a acdo da transglutaminase e
a quantidade de quitosana suficiente para atuar como agente de reforco estrutural, sem
comprometer a formagao da rede proteica.

Os filmes formados pela composi¢ao 85/15 (Figura 7) apresentaram uma espessura
elevada visualmente, especialmente as amostras sem enzima quando submetidas ao
tratamento com a solucdo de sulfato de amoénio (Figura 8). Por outro lado, os filmes com TG
tiveram maior resisténcia ao manuseio e ficaram visualmente mais compactos € menos turvos
(Figura 9).

Mesmo com a espessura elevada das amostras de razdo 85/15 contendo TG, o
tratamento com etanol ainda compactou muito os filmes, resultando em um material pouco
flexivel com certa resisténcia mecanica (Figura 10).



Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Figura 8 - Filme de razdo 85/15 (gelatina/quitosana) tratado com solucéo saturada de sulfato de amonio.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

A espessura, baixa ou alta, pode estar relacionada a propor¢do de quitosana que, em
maior ou menor quantidade, promove o empacotamento da cadeia proteica de acordo com a
quantidade de grupos amino protonados disponiveis para interagdes eletrostaticas com a
proteina. Além disso, a maior proporc¢ao de gelatina disponibiliza mais residuos de glutamina
e lisina disponiveis para acdo da TG, produzindo uma matriz polimérica mais rigida e menos
suscetivel a retracdo nas etapas de tratamento ou secagem.
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Figura 9 - Filme de razdo 85/15 (gelatina/quitosana) com 5% (m/m) de TG em relagdo a massa seca de proteina
tratado com solug¢do saturada e sulfato de amonio.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Figura 10 - Filme de razéo 85/15 (gelatina/quitosana) com 5% (m/m) de TG em relagdo a massa seca de proteina
tratado com etanol absoluto.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

A espessura, visualmente maior ou menor, pode estar relacionada a propor¢ao de
quitosana presente, que promove um empacotamento variavel da cadeia proteica, dependendo
da quantidade de grupos amino protonados disponiveis para intera¢des eletrostaticas com a
proteina. Além disso, uma maior concentracdo de gelatina t€ém mais residuos de glutamina e
lisina disponiveis para agdo da TG, produzindo uma matriz polimérica mais rigida e menos
suscetivel a retracdo nas etapas de tratamento ou secagem.

Ja os filmes de razdo 80/20 ficaram mais quebradicos e compactos apds ambos
tratamentos, indicando que a quantidade de quitosana presente foi capaz de compactar de
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maneira eficiente a rede proteica através de interacdes eletrostaticas. Para essa versdo, o
tratamento com sulfato de amonio se mostrou mais promissor (Figura 11).

Figura 11 - Filme de razdo 80/20 (gelatina/quitosana) com 5% (m/m) de TG em relagdo a massa seca de proteina
tratado com solug¢@o saturada e sulfato de amonio.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2026.

Nas amostras de razdo maior que 80/20 para a parte de quitosana, como 75/25, foi
notavel a falta de homogeneidade do material, assim como sua baixa resisténcia ao manuseio
em comparac¢do a filmes de maior concentragdo de gelatina. Para as amostras com razao
maior que 85/15 para a parte de gelatina, como 90/10, foram obtidos materiais semelhantes
aos constituidos somente por gelatina com enzima, o que sugere que a razao ideal para
formacao do filme esta entre 85/15 ¢ 80/20.

Conclusoes

O uso da enzima transglutaminase para reticulacdo da cadeia proteica promoveu
principalmente a redugdo da solubilidade e o aumento da estabilidade estrutural da matriz
polimérica. Entretanto, seu uso de maneira isolada ndo foi suficiente para obtencdo de um
biopolimero com caracteristicas semelhantes as de um plastico convencional.

A incorporagdo da quitosana aumentou a estabilidade estrutural, reduziu a propagacao
de microrganismos ¢ a solubilidade dos filmes, mostrando-se uma estratégia promissora para
o reforco de filmes proteicos reticulados.

O tratamento com sulfato de amodnio garantiu melhorias mais evidentes quando
comparado ao uso de etanol absoluto, pois produziu filmes mais flexiveis e menos
quebradicos. A turbidez dos filmes pode ser contornada com lavagens consecutivas, visando
a remogao do sal parcialmente precipitado na camada externa do filme.

Entre as formulacdes avaliadas, as composi¢goes 85/15 e 80/20 (gelatina/quitosana),
junto do uso da enzima a 5% (m/m, em relagdo a massa de proteina seca) de transglutaminase
e do tratamento com sulfato de amoénio, apresentaram os resultados mais promissores,
indicando grande potencial para o desenvolvimento de biopolimeros sustentdveis para a
substitui¢ao de plasticos convencionais provenientes de fontes ndo renovaveis.
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Estudos complementares serdo realizados para caracterizar os filmes quanto a
propriedades mecanicas, por ensaio de tracdo, a solubilidade em agua e a estabilidade
térmica por andlise termogravimétrica. Adicionalmente, serdo realizadas analises estruturais
por espectroscopia no infravermelho (FTIR), visando avaliar alteracdes na organizagdo da
matriz polimérica decorrentes da reticulagdo enzimatica e dos tratamentos com etanol ou com
o sal associado ao Efeito de Hofmeister. Além disso, a taxa de biodegradabilidade dos filmes
sera determinada através de uma adaptacdo dos métodos estabelecidos pela norma ASTM
D6400.
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