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RESUMO

A hidrolise alcalina de residuos de couro curtidos ao cromo (RCCC) é um processo que
permite a extracdo de sua por¢do mais valiosa: a proteina. Entretanto, ele leva tradicionalmente
de duas a dez horas para ser concluido. A explosdo a vapor, por sua vez, € um processo rapido
que pode ser empregado como auxiliar na abertura da estrutura fibrosa do RCCC. Neste
trabalho, a hidrdlise alcalina do RCCC foi realizada em reator de explosdo a vapor com CaO
como agente alcalinizante. No processo, trés temperaturas e tempos de residéncia foram
testados: 130, 140 e 150°C; 5, 10 e 15 min. A condigdo 6tima de 140°C por 10 min na exploséo
a vapor resultou em rendimento de extracdo de 30% e gelatina em solugdo aquosa de
concentracdo igual a 24,6 g/L e 39 kDa de massa molar. Quando comparado aos métodos
tradicionais, a explosao a vapor em meio alcalino reduziu o tempo de processo em 12 a 36 vezes
e o0 teor de cromo na gelatina em 16 a 96 vezes. A purificagcdo da gelatina por diafiltragéo
permitiu uma reducdo no teor de cinzas de 11,8% (b.s.) para 1,2% (b.s.) e 0 uso de sulfato de
ferro 1l permitiu a completa reducdo do cromo VI residual da extracdo a cromo Ill. A gelatina
purificada e concentrada foi entdo aplicada, em blenda com amido de milho, na producédo de
filmes poliméricos para uso agricola. A fim de reduzir a hidrofilicidade e aumentar a resisténcia
do filme quando aplicado, a gelatina foi reticulada com o uso de glutaraldeido na producéo dos
filmes. A reticulacdo aumentou a massa molar média da gelatina, mas dificultou a
reorganizacdo das cadeias de gelatina em uma estrutura de tripla hélice, reduzindo a
cristalinidade dos filmes. O balanco dos efeitos de reducéo de cristalinidade e aumento da massa
molar fez com que variagdes na resisténcia mecénica dos filmes ndo seguissem uma tendéncia
clara em funcéo dos niveis de reticulacdo, apresentando-se proximos dos valores obtidos para
os filmes ndo reticulados. Além disso, obteve-se uma reducéo de até 53% na solubilidade e 69%
no grau de inchamento de filmes reticulados. A aplicacdo dos filmes como fita de plantio foi
entdo testada. A fita produzida com uma camada de filme de amido e gelatina de RCCC sem
adicdo de glutaraldeido, com sementes coladas sobre a mesma, resultou na germinacdo de
plantas com eficiéncia superior a obtida pelo uso de papel (matéria-prima comumente
empregada na producdo de fitas de plantio). Sendo assim, neste trabalho desenvolveu-se um
processo inovador para extracao de gelatina a partir de RCCC, e provou-se a viabilidade técnica

de sua aplicacéo na producéo de filmes poliméricos empregados na agricultura.

Palavras-chave: residuo de couro; gelatina; filmes poliméricos; agricultura.



ABSTRACT

Alkaline hydrolysis of chromium tanned leather wastes (CTLW) is a process that allows the
extraction of its most valuable portion: protein. However, traditionally it is a long process,
which takes from two to ten hours. In turn, steam explosion is a quick process that can be used
to help open the fibrous structure of the CTLW. In this work, the alkaline hydrolysis of the
CTLW was carried out in a steam explosion reactor using CaO as the alkalinizing agent. In the
process, three temperatures and residence times were tested: 130, 140 and 150°C; 5, 10 and 15
min. The optimum condition, 140°C for 10 min, resulted in an extraction yield of 30% and
gelatin solution in a concentration of 24.6 g/L and 39 kDa of molar weight. When compared to
traditional methods, the steam explosion in alkaline medium reduced the process time by 12-
36 times and the chromium content in gelatin by 16-96 times. Purification of gelatin by
diafiltration allowed a reduction in the ash content from 11.8% (bs) to 1.2% (bs) and the use of
iron sulfate 11 allowed a complete reduction of residual chromium V1 to chromium Ill. The
purified and concentrated gelatin was then applied, in a blend with corn starch, in the production
of polymeric films for agricultural use. In order to reduce hydrophilicity and increase the
resistance of the film, the gelatin was cross-linked with the use of glutaraldehyde. The
crosslinking made it difficult for the gelatin chains to reorganize themselves in a triple helix
structure, reducing the crystallinity of the films; it also caused an increase in their average molar
mass. The mechanical strength of the films did not change as a function of the reticulation
degree, remaining close to the values obtained for non-crosslinked films. This may have been
caused by the balance of the effects of reduced crystallinity and increased molar mass. In
addition, a reduction of up to 53% in solubility and 69% in the degree of swelling of reticulated
films was obtained. The application of the films as a seed tape was then tested. The seed tape
produced with one layer of starch-CTLW gelatin film without the addition of glutaraldehyde,
with seeds glued on it, resulted in the germination of plants with greater efficiency than that
obtained by using paper (raw material commonly used in the production of seed tapes).
Therefore, in this work an innovative process was developed for the extraction of gelatin from
CTLW, and its application in the production of polymeric films used in agriculture proved to

be feasible.

Keywords: leather waste; gelatin; polimeryc films; agriculture.
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R — Gelatina de residuo de couro curtido ao cromo

RCCC - residuo de couro curtido ao cromo

SMEWW - Standard Methods for Examination of Water and Wastewater
Tg — Temperatura de transicéo vitrea

TG — Anadlise termogravimétrica

Tm — Temperatura de fuséo

Tva - Taxa de transmissdo de vapor de agua

UV-Vis — Ultravioleta-Visivel
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1. INTRODUCAO

Em torno de 30% das 44.400 toneladas de serragem e p06 de couro curtido ao cromo
geradas anualmente no Rio Grande do Sul ainda sdo destinadas a aterros industriais (MEeTz,
2016). Sdo mais de 13.000 toneladas de residuo que poderiam gerar mais de 5000 toneladas de

gelatina anualmente.

O reaproveitamento de residuos produzidos pela industria coureira, especialmente a
extracdo de proteina deste residuo (muitas vezes na forma de gelatina), vem sendo alvo de
pesquisas ha anos. O processo de extracdo, entretanto, ndo evoluiu consideravelmente desde o
final da década de 90.

A tecnologia atualmente utilizada emprega processos de hidrdlise alcalina em meio
aquecido (a ndo mais de 90°C) para a obtencédo de gelatina com baio teor de cromo a partir dos
residuos de couro curtido ao cromo (RCCC). Este processo de hidrdlise possui duracéo de pelo
menos 2h, o que diminui capacidade produtiva de instalacbes empregadas para tal funcéo e
aumenta custos do processo, tornando-o pouco atrativo. Devido a esses fatos, se faz interessante

o desenvolvimento de um novo método de extracdo de gelatina a partir de residuos de couro.

A utilizacdo de um processo auxiliar que acelera a hidrélise pode reduzir o tempo de
extracdo da gelatina. A explosdo de vapor é amplamente conhecida e usada como pré-
tratamento de biomassa lignoceluldsica para producédo de etanol. Contudo, o uso de explosdo
de vapor para melhorar a hidrolise de RCCC € pouco explorado. A literatura apenas indica seu
uso na extracdo de proteinas do RCCC previamente imerso em meio alcalino por periodos que
variam de um a trés dias (CHEN et al., 2015). Portanto, mesmo que a explosédo de vapor ja tenha
sido testada para extracdo de proteinas de RCCC, ela ndo reduziu o tempo do processo devido
ao longo periodos de imersdo necessario. O uso da explosdo a vapor em meio alcalino,
reduzindo o tempo de extracdo para periodos que variam de 5 a 15 min configura um importante

avanco na viabilizacdo deste processo na industria.

A aplicacdo desta gelatina na obtencdo de produtos de maior valor agregado, ainda que
citada, é pouco estudada. Devido a sua origem, um residuo, a gelatina do RCCC néo deve ser
aplicada na industria alimenticia. O carater biodegradavel da gelatina associado ao elevado teor
de nitrogénio (nutriente) tornam esta matéria-prima adequada para aplicacdo na agricultura,
inclusive sem a necessidade de remocao dos materiais a partir dela obtidos do solo, visto que

sua degradacdo liberaria nutrientes para as culturas.
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As misturas de amido e gelatina tém sido estudadas para a producdo de filmes
poliméricos ha mais de trés décadas. As vantagens deste material recaem especialmente no fato
de ser biodegradavel e produzido a partir de fontes renovaveis. No entanto, filmes de gelatina
e amido sdo altamente hidrofilicos, especialmente quando utilizada gelatina extraida de RCCC,
devido & sua menor massa molar, resultante dos processos de extracdo mais agressivos
necessarios ndo apenas para rompimento das ligagdes colageno-coldgeno, mas também
rompimento das ligacGes cromo-colageno. Um outro ponto falho é a falta de estudos com
aplicacdes praticas dos filmes de amido e gelatina de RCCC.

Dentro do contexto aqui apresentado, entende-se que a producdo de polimeros
biodegradaveis para aplicacdes agricolas a partir de amido de milho e gelatina extraida de
RCCC vem ao encontro das necessidades tanto da inddstria coureira como da industria de
polimeros. Ainda mais do que 0s interesses das industrias, ela traca uma rota de producdo mais

sustentdvel e se torna uma alternativa aos polimeros sintéticos oriundos do petréleo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo inovador de extracao de gelatina de residuos de couro curtido
ao cromo (RCCC) por hidrdlise alcalina empregando-se a técnica de explosdo a vapor como
auxiliar no processo e desenvolver, a partir da gelatina extraida, filmes poliméricos, visando

sua aplicagéo na agricultura.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Obter gelatina de elevada massa molecular, com baixo teor de cromo e sais em um
menor tempo de processo por meio de hidrélise alcalina de RCCC assistida por explosdo
a vapor (em meio neutro ou alcalino);

b. Concentrar e purificar a gelatina de RCCC, removendo-se sais, em especial os de cromo,
empregando-se membrana de ultrafiltragéo;

c. Estudar diferentes formulacoes de filmes poliméricos de gelatina de RCCC em blenda
com amido de milho, com e sem a adicdo de glutaraldeido como agente reticulante, a
fim de definir, em especial com base nas propriedades mecanicas e de interacdo com
agua, as composi¢des mais adequadas para uso na agricultura;

d. Testar a viabilidade da aplicacdo na agricultura dos filmes produzidos a partir das

formulag6es escolhidas conforme o item ¢
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3. REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo sdo apresentados 0s aspectos tedricos que ddo o embasamento necessario
para este trabalho e justificam sua inovacdo. A secdo 3.1 discute a matéria-prima aqui
empregada, o residuo de couro curtido ao cromo, enfatizando sua geracéo na producao coureira,
composicao e estrutura. Segue-se na se¢do 3.2 descrevendo o processo empregado na extragdo
de gelatina deste residuo: a hidrdlise. Por fim, na secéo 3.3, € abordada a producéo e aplicacédo

de filmes poliméricos a partir da gelatina em blendas formadas com amido.

3.1. COURO

O emprego do couro como vestimenta humana, na forma de peles, data do periodo pré-
historico (MOREIRA; TEIXEIRA, 2003; QUILLERIET, 2004). A indUstria coureira encontrava-se ja
estabelecida na época do Cddigo de Hamurabi (1795 - 1750 a.C.), quando o codigo 274
estabeleceu salarios a serem pagos para curtidores (COVINGTON, 2015). Hoje, ela se apoia no
consumo de carnes e atua como uma verdadeira industria de agregacéo de valor e de reciclagem:
transforma o residuo de pele da industria alimenticia em um dos produtos mais desejados e

empregados no mundo (COVINGTON, 2015; PATI; CHAUDHARY; SUBRAMANI, 2014).

Entretanto, apenas 20-25% (65% quando se trata da producéo de solados) da massa
total de pele animal salgada é transformada em couro, 0 que torna a indUstria do couro uma
consideravel geradora de residuos. Estima-se que, em um ano, 6 milhdes de toneladas de pele
crua salgada sejam processadas para a producéo de couro, o que implica na geracdo de milhdes

de toneladas de residuos mundialmente (IpTs, 2013).

3.1.1. Pele e colageno

Peles de origem bovina, de ovelhas, de porcos e de cabras representam, respectivamente,
65%, 15%, 11% e 9% do total de peles empregadas na producdo do couro mundialmente
(LEATHERCOUNCIL, 2008). No Brasil, 93% das peles empregadas na producgéo de couro sdo de
origem bovina (MeTz, 2016).

A pele dos mamiferos é formada por trés camadas. A epiderme é a camada mais externa,
representa 1% da pele animal e é removida durante o curtimento. A hipoderme é a camada

inferior da pele, igualmente removida no processo de producdo de couro. A derme é a camada
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intermediéria, representa em torno de 85% da espessura da pele bovina e é a camada de interesse
para o processo de curtimento. Ela é formada por um tecido tridimensional de fibras de proteina

de colageno (GUTTERRES, 2004).

Cadeias o formadas por aminoacidos e estruturadas na forma de uma tripla-hélice
configuram a estrutura do coldgeno. As ligacBes que se formam entre os aminoacidos
formadores das cadeias a sao chamadas de ligagdes peptidicas. Elas ocorrem entre um atomo
de carbono do grupo carboxila (—COOH) de um aminoacido e o atomo de nitrogénio do grupo
amina de outro (—NH>). A estabilizacdo da tripla-hélice de colageno se d& pela presenca de
ligacdes de hidrogénio e ligagcoes hidrofobicas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; WOLF, 2003).

Cada uma das cadeias a do colageno ¢ formada por pelo menos 1000 aminoacidos. Estas
cadeias formam moléculas de tropocolageno que, por sua vez, se agregam na forma de fibrilas
com didmetro de 10 a 300 nm. Por fim, as fibrilas unem-se para formar a fibra insolavel de
colageno, com diametro que varia de 0,5 a 3,0 um (PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD,

2010). Tal conformacao € apresentada na Figura 1.

Figura 1- Estrutura do colageno: sequéncia de aminoacidos, cadeia o, moléculas de tropocolageno, fibrila e fibra
de colageno

Fibrilas de Coligeno Moléculas de
‘ Tropocoligeno

Cadeia o

Fibras de Colageno \ = i e 777,

6Ly GLY GLY
?/ HYP HYP
PRO PRO

Aminoacidos

Fonte: (PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010)

A sequéncia de amino&cidos que define a estrutura do colageno é formada por (Gly-X-
Y)n, sendo Gly a glicina, e X e Y quaisquer aminoacidos. Sequéncias de glicina, prolina e
hidroxiprolina (Gly-Pro-Hyp) sdo os tripletos mais comuns nas cadeias de colageno (12%),

enquanto Gly-Pro-X e Gly-X-Hyp representam 44% dos tripletos. Os 44% restantes sdo
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formados por sequéncias Gly-X-Y (RAMSHAW; WERKMEISTER; GLATTAUER, 1995). A Figura

2 apresenta a estrutura quimica dos trés aminoécidos supracitados.

Figura 2 - Estrutura dos principais aminoacidos que compdem a cadeia do colageno — glicina (Gly), Prolina (Pro),
e Hidroxiprolina (Hyp).

O O O
H H
HZN\)k N N
OH OH OH
OH
Glicina Prolina Hidroxiprolina

Fonte: o autor

Grupos carboxila livres (aproximadamente 73 a cada 1000 residuos) estdo presentes na
cadeia de colageno principalmente devido a existéncia de acido glutdmico e &cido aspartico em
sua composicdo (GUTTERRES, 2004; MANCOPES et al., 2008; WoLF, 2003). Estes acidos,
apresentados na Figura 3, apresentam papel fundamental nas reagcdes quimicas que englobam o

curtimento da pele e sua transformagado em couro (COVINGTON, 2015).

Figura 3 - Estrutura dos principais aminoacidos responsaveis pela ligagdo entre cromo e coladgeno durante o

curtimento.
O O
HO
HO OH OH
NH, O NH,
Acido glutamico Acido aspartico

Fonte: o autor
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3.1.2. Processamento da pele animal em couro

O couro é formado pela derme da pele animal, fisicamente e quimicamente modificada
por um processo denominado curtimento. Diferentemente da pele, o couro é um material
imputrescivel, mais resistente a agentes como umidade, calor e micro-organismos. Ainda que
curtentes a base de taninos e de sais de aluminio, zirconio e titdnio possam ser empregados, 0s
sais de cromo (1) ainda sdo os mais eficientes e mais usados na industria, visto que conferem

melhores propriedades ao produto final (SREERAM; RAMASAMI, 2003; SUNDAR et al., 2011).

3.1.2.1.  Curtimento com sais de cromo (I11)

A pele animal apds o abate precisa ser preservada a fim de evitar putrefacdo, o que em
geral é feito com o uso e cloreto de sddio (CoVINGTON, 2015). O processamento da pele
preservada é dividido em trés etapas: a ribeira, o curtimento e o acabamento.

A ribeira consiste na limpeza quimica e mecanica da pele antes do curtimento, além do
preparo das fibras para a etapa de curtimento, o que € realizado por meio de diversas sub-etapas.
Inicia-se pelo pré-descarne, removendo-se mecanicamente da pele animal materiais aderidos a
mesma, como tecido adiposo. No remolho devolve-se a pele a umidade perdida pelo uso do
cloreto de sddio. Na sequéncia, elimina-se quimicamente (com o uso de hidroxido de célcio e
sais do ion sulfeto) estruturas que ndo deverdo estar presentes no produto final acabado: pelos
e aepiderme. No descarne elimina-se mecanicamente tecido subcutaneo e gordura. O hidroxido
de calcio € removido da pele na desencalagem e a purga elimina quimicamente restos de
epiderme, pelo e gordura. Por fim, com o uso de &cidos (como o sulfirico e o férmico), prepara-
se as fibras para a penetracdo do agente curtente (COVINGTON, 2015; MANCOPES et al., 2008).

O curtimento consiste na estabilizacdo quimica das cadeias de colageno da pele pela
acdo do curtente, formando o denominado couro wet-blue. Ele se baseia na formagéo de um
complexo binuclear de cromo ligado aos grupos carboxilicos dos acidos aspartico e glutamico
(MANCoOPES et al., 2008). A reacdo entre o colageno e o complexo de cromo 111 esté apresentada

na Figura 4.
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Figura 4 - Complexo cromo-colageno
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Fonte: (RIBEIRO; YUAN; MORELLI, 2011)

Por fim, o couro wet-blue passa pelo acabamento molhado. Previamente séo feitos
ajustes de espessura no processo denominado rebaixe e conferidas as propriedades finais do
couro como cor, impermeabilidade, textura e maciez por meio de alguns processos como 0
recurtimento, tingimento, engraxe e amaciamento (MgTz, 2016). E apds secagem e pré-

acabamento, o couro é submetido a tratamentos de superficie para acabamento final.

3.1.3. Residuos de couro curtido ao cromo

Os residuos de couro curtido ao cromo (RCCC), que contém cromo na forma trivalente,
sdo gerados principalmente nas etapas de recorte, rebaixe e lixamento, todas fazem parte da
etapa de acabamento do couro. Elas geram, respectivamente, aparas, serragem e pd de couro
curtido ao cromo (CABEzA et al., 1998c; METz, 2016; SUNDAR et al., 2011). No Brasil, devido
a presenca de cromo, 0 RCCC e é classificado como residuo perigoso segundo a NBR 10.004
de 2004 (ABNT, 2004) e, caso descartado e ndo reaproveitado, necessita ter por destino final um
aterro para residuos industriais perigosos.

No Estado do Rio Grande do Sul séo geradas, anualmente, mais de 44.400 toneladas de
serragem e po de couro curtido ao cromo. Aproximadamente 47% deste residuo é aproveitado
para fabricacdo de adubo por meio de hidrolise, 24% para a fabricacdo de reconstituido de couro

(solas e palmilhas, entre outros) e 30% ¢ destinado a aterros industriais (MeTz, 2016).

3.1.3.1. Ocromo

Ainda que o cromo (l11) (estado de oxidagdo do cromo empregado no curtimento do
couro) ndo seja considerado um elemento essencial para plantas, ele € um elemento trago

essencial para animais (RICE; BRIDGEWATER, 2012). Tratando-se de seres humanos, a
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deficiéncia em cromo Il pode estar associada a problemas cardiacos, metabdlicos e diabetes
(ERTANI et al., 2017).

O estado hexavalente do cromo é tdxico para humanos, animais e para a vida aquatica.
Ele pode produzir tumores nos pulmdes quando inalado e induz a sensibilizagdo da pele
instantaneamente (ASTM™, 2017).

No Brasil, de acordo com a NBR 10.004 (ABNT, 2004), um residuo é considerado toxico
se, em ensaio de lixiviagdo, apresentar contaminantes em concentragdes superiores aos valores
constantes no anexo F. Para o cromo (neste caso cromo total, ou seja, a soma do cromo
trivalente e hexavalente), o limite de concentracdo em lixiviado é de 5,0 mg/L. Os residuos de
couro curtido ao cromo sdo diretamente listados no Anexo B da referida norma como “residuo

perigoso de fonte especifica” e citados como toxicos.

Por outro lado, ndo existe limite de teor de cromo Ill em fertilizantes organicos, e o
limite para o cromo VI nestes materiais € de 2 mg por quilograma de fertilizante, segundo a
Instrucdo Normativa N° 7 de 12 de abril de 2016 (MAPA, 2016). Para fertilizantes
organominerais classe B (produzidos a partir de subprodutos industriais), o limite para cromo
total é de 200 mg por quilograma de fertilizante e, em substratos para plantas, este limite chega
a 500 mg por quilograma de produto segundo a Instru¢cdo Normativa da Secretaria de Defesa
Agropecuéria N° 27 de 05 de junho de 2006 (MAPA, 2006).

3.1.3.2.  Disposicao e aproveitamento de RCCC

De acordo com pesquisas bibliogréaficas realizadas por Pati; Chaudhary e Subramani
(2014) e Pringle; Barwood e Rahimifard (2016), sdo diversas as alternativas de
reaproveitamento do RCCC. O tratamento térmico do RCCC (incineracdo, gaseificacdo e
pirélise) leva principalmente a producdo de energia, assim como o processamento biolégico
(compostagem, fermentacdo microbiologica, digestdo anaerdbia). O processamento quimico
(hidrdlise acida, alcalina ou enzimatica) permite a aplicagcdo da proteina presente no residuo de
couro na producéo de polimeros, borracha, fertilizantes e colas/adesivos. O cromo obtido deste
ultimo processo pode ser utilizado na producéo de pigmentos ou no proprio curtimento.

Ainda ha a possibilidade de aplicacdo do RCCC como adsorvente no tratamento de
efluentes contendo corantes (GOMES; PICCIN; GUTTERRES, 2016; OLIVEIRA et al., 2007; PICCIN

et al., 2013; PiccIN et al., 2016). O tratamento térmico do RCCC pode gerar cinzas
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posteriorente empregadas na fabricacdo de ligas ferro cromo carbono (WENZEL et al., 2012) e

de sulfato basico de cromo (DETTMER et al., 2010a; b).

A disposicdo do RCCC em aterros e seu tratamento térmico séo préaticas frequentemente
consideradas inadequadas visto que, em atmosfera oxidante, podem converter 0 cromo
trivalente em hexavalente (CATALINA et al., 2006; CATALINA et al., 2010; luLTcs, 2008;
KoLOMAZNIK et al., 2008; MATYASOVsSKY et al., 2011). Empregos direto do residuo na
producao de materiais compdsitos ou como fertilizante podem igualmente nédo ser considerados
0s processos mais adequados devido a altos custos e preocupagdo com questdes ambientais, em
especial a disposicdo dos materiais pds uso e a adicdo de altas concentrag¢des de cromo 111 no
solo (CABEzA et al., 1998c). Conforme apontado por Ertani et al. (2017), em condicdes
favoraveis de pH e presenca de MnO», existe a possibilidade de o cromo 111 ser oxidado a VI.
Além disso, em altas concentracfes, 0 proprio cromo Il pode ser tdxico para 0s organismos
VIVOS.

No caso de fertilizantes, entretanto, caso o residuo tenha passado por processos de
remocdo do cromo, seu emprego pode ser uma alternativa adequada de suprimento de
nitrogénio ao solo (CoeLHO et al., 2015; LIMA et al., 2010).

3.1.3.3.  Composicédo do RCCC

A composic¢do dos produtos obtidos a partir do RCCC depende da composi¢do do
residuo, que varia com o tipo de pele empregada e com os parametros de curtimento. A
composicdo do RCCC empregado em alguns estudos € apresentada na Tabela 1.

O uso de RCCC de diferentes origens pode resultar na falta de reprodutibilidade de um
processo. Comparacgdes entre processos que empregam diferentes RCCC, portanto, devem ser

cuidadosas.
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Tabela 1 - Caracterizacdo de residuo de couro curtido ao cromo proveniente do processo de
rebaixe analisado por diferentes autores.

pH Cr203 Umidade Cinzas NTK (%)? Gordura Referéncia
(%) (%) (%) (%)
4,39 -- 6-10 13 18,4 2,1 (AFTAB et al., 2006)
3,5 4,7 54,1 9,9 15,0 - (GAIDAU et al., 2009)
3,8 4,21+0,03 53,51+0,28  14,32+0,10 14,54+0,48  0,09+0,01 (TAYLOR et al., 1992)
Ab
4,2 4,28+0,09 53,47+1,04  8,40+0,48 14,56+0,24  1,51+0,36 (TAYLOR et al., 1992)
BC
3,6 3,99+0,11  51,47+0,36  14,95+037 14,13+0,16  1,79+0,22 (TAYLOR et al., 1992)
C
3,45+0,01 3,27+0,38  53,12+0,62  10,33+0,40 16,45+0,72  0,65+0,06 (TAYLOR et al.,
1998a)A¢
3,87+0,05 3,01+0,24  50,52+0,54  10,52+0,29 16,59+2,74  0,86+0,17 (TAYLOR et al.,
1998a)B¢
3,34 2,74 53,58+0,20 7,38+0,50 14,47+3,30 -- (DETTMER et al.,
2014b)
4,5 31,0 11,0 20,0 (MoKREJs et al., 2007)
3,66+0,15  2,7+0,3 51,5+0,10 8,5+0,1 14,5+3,3 -- (ScoPEL et al., 2016)

@ Em base seca

® Amostras provenientes de um curtume tradicional

¢ Amostras provenientes de um curtume com alto esgotamento de cromo
d Amostras obtidas do mesmo curtume, mas de diferentes tambores
NTK = Nitrogénio Total Kjeldahl

3.2. HIDROLISE DE RCCC

A hidrolise do RCCC consiste na quebra das ligacdes que déo estabilidade a estrutura
do colageno. Nela, as ligacBes cruzadas entre moléculas de tropocolageno e as ligacbes do
complexo cromo-colageno precisam ser rompidas, 0 que ocorre em meio aquoso com 0
emprego de temperatura e agentes quimicos (FRIESS, 1998; MANCOPES et al., 2008). S&o trés
0s principais tipos de hidrolise: acida, alcalina e enzimatica, conforme apontado pelo esquema

da Figura 5.

A hidrolise acida produz um liquido rico em cromo e uma torta sélida com baixo teor
do metal. Ela pode ser realizada, por exemplo, em solucGes de acido sulfurico, cloridrico, citrico
ou acetico, por periodos que variam de 2 h a 6 dias e a temperaturas de 23 a 70°C (BELTRAN-
PRIETO et al., 2011; FERREIRA et al., 2010; MALEK; HACHEMI; DIDIER, 2009). RecuperacOes
de até 60% do cromo do RCCC foram obtidas por Ferreira et al. (2010). O hidrolisado rico em

cromo pode ser empregado no recurtimento ou engraxe de couros (TAHIRI et al., 2004).



Figura 5 - Esquema apresentando os principais tipos de hidrdlise de RCCC e seus respectivos produtos.
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A hidrdlise alcalina de RCCC geralmente resulta em dois produtos: gelatina ou coldgeno
hidrolisado em meio aquoso, e torta sélida rica em cromo (CABEZA et al., 1998b). Conforme
mencionado na Figura 5, além de configurar um processo por si so, ela também é empregada
como uma etapa inicial da hidrdlise enzimatica, podendo ou ndo seus produtos serem

recuperados antes do processo envolvendo enzima.

A hidrolise enzimatica, por sua vez, geralmente € realizada em duas etapas: 0 processo
quimico alcalino seguido da adi¢do de enzimas. Neste caso, obtém-se gelatina na primeira etapa
e coldgeno hidrolisado na segunda. A principal diferenca entre o colageno hidrolisado e a
gelatina é sua massa molar, que varia de 15-50 kg/mol para o primeiro, e de 50-200 kg/mol para
a segunda (CABEzA et al., 1998c; DETTMER et al., 2014a; KOLOMAZNIK et al., 2008). Alcalases
e proteases sdo as enzimas mais empregadas. O controle de temperatura e pH é fundamental a
fim de manter a atividade das enzimas. Além do tempo da hidrolise alcalina (de 2 a 6 h), tem-
se a adicdo do tempo do processo enzimatico (de 1,5 a 24 h) (DETTMER et al., 2014a;
KoLOMAZNIK et al., 2008; Mu et al., 2003; TAYLOR et al., 1998b). Aumentam-se, assim, 0S
custos com o processo em comparacdo com a hidrolise alcalina. Tem-se, porém, um maior

rendimento em termos de extracdo de proteina (TING-DA; CHUN-PING; FEl, 2000).

3.2.1. Hidrdlise alcalina e extracgéo de gelatina

Nesta secdo serdo apresentados trabalhos nos quais a hidrdlise alcalina do RCCC
resultou na obtencdo de gelatina em meio aquoso e torta sélida residual do processo. Ressalta-
se, entretanto, que a hidrdlise alcalina de RCCC pode ser empregada como forma de
solubilizacdo do colageno e do cromo, sem preocupa¢do com a qualidade da proteina extraida
e, inclusive, objetivando que a mesma seja hidrolisada (degradada) (FERREIRA et al., 2014;
WIONCzYK et al., 2011c).

A Tabela 2 apresenta 32 diferentes condi¢des reportadas na literatura para a hidrolise
alcalina de RCCC e, a Tabela 3, a caracterizacao da proteina obtida a partir de cada uma destas.

Conforme observado nas Tabelas 2 e 3, alguns dos fatores que afetam diretamente a
hidrolise alcalina sdo: tipo e massa de agente alcalinizante, pH, temperatura e tempo do

processo.



Tabela 2 - Condigdes apresentadas na literatura para a hidrolise alcalina de RCCC.
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Volume de .
Tratamento F':Agésé ?;) aguzz/nsq(IJ_I;Jgao alcggﬁgfnte pH Tem(p?)ecr;l tura Tempo (h) a\éﬁiggéia?r;r% Fonte
A 1000 5000 MgO — 6% 8a9 72 6 16 (tambor) (TC:AA\f‘LEg:;t;'l; ' 1155)885);
B - - o BNy - (nobaou
c i i i i 65/75/85/ i i (TING-DA; CHUN-
95 PING; FEI, 2000)
D i i i i i 21418/ i (TING-DA; CHUN-
12 PING; FEI, 2000)
E 100 1000 CaO-10g - 98 3/6/24 - (Mu et al., 2003)
F 100 1000 MgO-10g - 98 3/6/24 - (Mu et al., 2003)
G 100 1000 NaOH-10g - 98 3/6/24 - (Mu et al., 2003)
H 100 1000 CaO/NaOH 11 79-80 35 - (Mu et al., 2003)
Torta
I resultante do 100 Ca0D-2g -- 97-99 3a4 - (Mu et al., 2003)
tratamento H
J
(processo repetido 4
vezes, empregando 100 1000 Ca0-10g - 98 3 - (MU et al., 2003)
sempre torta obtida
do processo
anterior)
K 50 250 NaOH / MgO 9 70 15 60 (DET;(“)"lE;;)et al,
L 50 250 Ca0O-2g - 70 6 180 (ScoreL et al., 2016)
M 50 250 CaO-4g - 70 6 180 (ScoreL et al., 2016)
N 50 250 MgO-2g - 70 6 180 (SCOPEL et al., 2016)
o) 50 250 MgO-4g - 70 6 180 (SCOPEL et al., 2016)
O sinal “-“ indica que o parametro em questdo ndo foi fornecido pelos autores
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Tabela 3 — Caracterizacdo proteina obtida em meio aquoso a partir das condicdes de hidrélise alcalina de RCCC apresentadas na Tabela 2.

Tratamento  Cromo (mg/L) NTK (g/L) pH g;ggiiég S:(/:IZS(%Z) Massa molar (kg/mol) Rendlmsrr;ttc; S] Ze(i%a(;ao de Fonte
47% > 85
A 12,5 17,35 9,1 17,33 3,54 229% >50 € < 85 30 (TC:YE‘LECf:;t;'.'&l::SBS
31% < 50 '
0,25 (pH 7,8) 11,0(pH 7,8)
3,4 (pH 10,1 13,5 (pH 10,1 .
B 3,5 EEH 11,03 15,0 EEH 11,0; - - - - - (;ISS-{F)Q Cz:oH(l)JoN)-
16,5 (pH 11,3) 29,9 (pH 11,3) e
23,3(pH 11,8) 32,4 (pH 11,8)
~ 0,2 (65°C) ~ 5,7 (65°C)

c ~ 0,7 (75°C) ~ 6,5 (75°C) i i i i i (TING-DA; CHUN-
~2(85°C) ~9,0 (85°C) PING; FEI, 2000)
~7(95°C) ~ 15 (95°C)
<0,1(2h) ~13(2h) 16,6 (2 h)

D ~0,1 (4 h) ~ 17 (4 h) i i i 13,9 (4 h) (TING-DA; CHUN-
~ 0,6 (8 h) ~21(8h) 9,2(8h) PING; FEI, 2000)
~ 10 (12h) ~27 (12 h) 8,4 (12 h)

E - - - - - - 46,5 (3h) 68,0 (6h) 69,5 (24h) (Mu et al., 2003)

F - - - - - - 38,6 (3h) 59,8 (6h) 65,4 (24h) (Mu et al., 2003)

G - - - - - - 48,2 (3h) 69,8 (6h) 71,9 (24h) (Mu et al., 2003)

H - 17,4 6 6,3 - 40 -110 - (Mu et al., 2003)

I - 16,9 6 8,2 - 10-50 - (Mu et al., 2003)

J 75 (na segunda extragéo, ndo

- - - - - - aumentando nas extracées (Mu et al., 2003)
sequenciais)

K (()N?;%Gm n.d. (NaOH) i i i i i (DETTMER et al.,

0,133% (MgO) 0,35% (MgO) 2014a)

L 38,7 9,4 11,6 12,2 6,7 - 48,7 (ScoreL et al., 2016)

M 0,44 10,8 13,8 11,7 7,9 Molécula degradada 74,5 (ScoreL et al., 2016)

N <0,04 2,2 9,2 21,6 2,4 - 9,2 (ScoreL et al., 2016)

0 < 0,04 2,1 9,9 25,5 2,3 - 8,3 (ScoPEL et al., 2016)

O sinal “-“ indica que 0 pardmetro em questdo ndo foi analisado pelos autores;

n.d. = Néo detectado;

Valores indicados como aproximados (=) foram retirados de graficos



45

Conforme apresentado nas Tabelas 2 e 3, Mu et al. (2003) obtiveram maior rendimento
com o uso de CaO e NaOH quando comparado ao uso de MgO (todos empregados na mesma
proporcéo). Scopel et al. (2016) também obtiveram maior rendimento de extragdo com 0 uso
de CaO como agente alcalinizante em comparacdo com o MgO. Entre os agentes alcalinizantes
empregados na hidrolise de RCCC, o CaO parece ser o mais adequado. Ao comparar CaO com
MgO, por exemplo, o custo do primeiro € menor, além deste ser um alcalinizante mais forte
(menores massas de CaO sd@o necessarias para atingir determinado pH se comparado ao MgO).
A suspensdo formada pelo CaO em meio aquoso pode adsorver particulas de Cr(OH)s,
facilitando sua remocéo por filtracdo e reduzindo os teores de cromo na proteina em meio
aquoso (Mu et al., 2003; ScopeL et al., 2016; TING-DA; CHUN-PING; FEl, 2000). O NaOH, por
sua vez, pode levar a um rapido aumento de pH e consequente digestdo do colageno, reduzindo

sua massa molar (Mu et al., 2003).

Com relacdo ao pH do processo, a fim de reduzir teores de cromo na proteina em meio
aquoso, valores inferiores a 11 deveriam ser empregados (TING-DA; CHUN-PING; FEl, 2000).
Scopel et al. (2016), entretanto, encontraram valores inferiores de cromo para a proteina obtida
em pH 13,8 em comparacdo a obtidaem pH 11,6. Contudo, o elevado pH resultante do emprego
de 4 g de CaO para 25 g de RCCC (em base seca) levou a degradacéo da proteina. Niculescu et
al. (2009) indicam uma razao ideal entre massa de agente alcalinizante e de RCCC: duas partes
de CaO para uma parte de cromo no residuo, em massa. De acordo com 0s autores, nestas

condic@es, todo o0 cromo precipita junto a torta sélida.

O tempo do processo de hidrolise alcalina também altera as caracteristicas dos produtos.
De acordo com Ting-Da; Chun-Ping e Fei (2000), a hidrélise alcalina do RCCC ocorre em duas
etapas. Na primeira, OH" penetra nas fibras do residuo apds impregnacao e inchamento, e entdo
ocorre o rompimento das ligacfes cruzadas entre o coldgeno e o cromo Il1. Sendo assim, longos
periodos de hidrdlise - acima de 8 h de acordo com Ting-Da; Chun-Ping e Fei (2000), ou
periodos de 24 h de acordo com Mu et al. (2003), ndo aumentam o rendimento em termos de
extragdo de gelatina e resultam em maior dissolu¢do do cromo Il e aumento no grau de
degradacéo da proteina. A Tabela 3 mostra que um aumento em seis vezes no tempo do processo
apenas dobrou a concentracdo de proteina medida como NTK (TING-DA; CHUN-PING; FEl,
2000), enquanto que para outros autores, 0 aumento do tempo de processo de 6 para 24 h

praticamente ndo alterou o rendimento em termos de extracédo de proteina (Mu et al., 2003).

O emprego de maiores temperaturas aumenta o rendimento de extragdo de proteina.

Entretanto, a maior energia fornecida também resulta na sua degradacdo e em maior massa de
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cromo solubilizada (ScopeL et al., 2016; TING-DA; CHUN-PING; FEl, 2000; WIONCZYK et al.,
2011a). O aumento na extracdo de proteina e consequente aumento na concentragdo de cromo
no meio com um aumento de temperatura é mostrado na Tabela 3, conforme obtido por Ting-
Da; Chun-Ping e Fei (2000).

Ainda sobre rendimentos, conforme indicado nas Tabelas 2 e 3, valores de extragéo de
proteina maiores do que 75% ndo sdo obtidos mesmo em condi¢des agressivas como a
realizacdo de quatro hidrolises sequenciais a 98°C e por 3 h, com adi¢des de Oxido de calcio a
cada nova etapa. Mu et al. (2003) indicam que isto decorre da hidrdlise incompleta do RCCC.
A reacdo incompleta pode derivar da presenca de aminoacidos apolares, hidrofébicos em meio
alcalino, que ndo permitem penetracdo da dgua em sua estrutura e impedem a hidrélise. A
presenca de ligacGes covalentes entre aminoacidos alcalinos e aminoacidos com grupos
hidroxil, apenas rompidas em meio acido, também contribuem para menores rendimentos. Por
fim, Mu et al. (2003) apontam a oxolagdo dos complexos de cromo (l1I) — que ocorre em
condicdes alcalinas e leva a formacdo de ligacdes cruzadas com grupos carboxila — como a
terceira causa a hidrélise incompleta, visto que o processo resulta em complexos metalicos

macromoleculares insollveis.

A torta residual da hidrdlise alcalina de RCCC ¢é apontada na literatura como fonte de
sais de cromo. Estes sais sao majoritariamente obtidos pela dissolu¢do do cromo em meio acido
(pH<3) aquecido (>60°C) e geralmente objetivam a producédo de sais de curtimento (CABEZA
et al., 1998a; CABEZA et al., 1998b; KOLOMAZNIK et al., 1999; TING-DA; CHUN-PING; FEl,
2000). A fim de produzir sais de melhor qualidade, a matéria organica (proteina, em especial)
remanescente na torta residual da hidrolise pode ser precipitada (CABEzA et al., 1998a; CABEZA
et al., 1998b), oxidada (JANACOVA et al., 2006) ou removida por processos enzimaticos
sequenciais (KUPEK et al., 2002). Ainda ha a possibilidade de obtencdo de sais de cromo por
meio do tratamento térmico (em meio ndo oxidante a fim de evitar a conversdo do cromo

trivalente em hexavalente) da torta residual da hidrélise (KOCUREK et al., 2015).

3.2.2. Aplicagdes dos produtos da hidroélise de RCCC

Sé&o dois os principais produtos oriundos da hidrolise alcalina de RCCC: torta solida e
proteina (na forma de gelatina ou colageno hidrolisado). Condi¢des mais agressivas de hidrdlise

resultam na reducdo da massa molar do produto proteico, dando origem ao colageno
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hidrolisado. Condigdes mais brandas preservam a estrutura da proteina e formam a gelatina. O

Quadro 1 apresenta aplicagdes sugeridas e testadas para estas fragoes.

Quadro 1 - Aplicacdes testadas e/ou sugeridas para os produtos da hidrélise alcalina de RCCC.

Aplicacéo Sugerida/ Referéncia
Testada
Gelatina
Cosmeéticos, adesivos, fotografia, impresséo, Sugerida (CaBEZA et al., 1998c¢)
microencapsulacéo, filmes, acabamento do couro
Microencapsulacédo Testada (CaBEzA et al., 1999)
Alimentacdo animal Sugerida (TING-DA; CHUN-PING; FEI, 2000)
Cosméticos, adesivos, fotografia, impressdo Sugerida (AFTAB et al., 2006)
Cosmeéticos, adesivos, fotografia, impresséo, Sugerida (CATALINA et al., 2006)
encapsulagdo, filmes
Géis, adesivos, fotografia, impressdo Sugerida (MOKREJs et al., 2007)
Acabamento do couro Testada (CATALINA et al., 2010)
Filmes Testada! (CATALINA et al., 2011)
Alimentacdo de aves Testada (PAUL et al., 2013)
Filmes Testada (ScoPEL et al., 2016)

Colageno hidrolisado

Fertilizante organico, polimeros biodegradaveis para Testada (KoLoMAZNIK et al., 1999)
agricultura (fitas de plantio produzidas com PVA),
adesivos, aditivo no concreto

Agente de recurtimento Testada (CANTERA et al., 2002)
Filmes Sugerida (LANGMAIER et al., 2005)
Pré-curtente Testada (ASLAN; GULUMSER; OCAK, 2006)
Aditivo em alimentacdo animal, fertilizante, Sugerida (MoKREJs et al., 2007)
adesivos, inibidores de corrosdo
Hidrogéis Testada (LANGMAIER et al., 2008)
Filmes Testada (MOKREJS et al., 2008)
Recurtimento Testada (AFSAR et al., 2008)
Biofertilizante foliar Testada (GAIDAU et al., 2009)
Microencapsulagéo Testada (Ocak, 2012; OcAK; ASLAN; GULUMSER,
2011)
Base para floculantes de poliacrilamida Testada (L1; XUE; DING, 2015)
Adesivos Testada (GRzyBOWSKI, 2016)
Alimentacdo de aves Testada (CHAUDHARY; PATI, 2016)

Sais de cromo (extraidos da torta remanescente da hidrolise)

Pigmentos para vidro, fabricacdo de tijolos Sugerida? (KoLomMAZNIK et al., 1999)
resistentes ao calor, cromato alcalino
Agente de curtimento Testada (CaBEZA et al., 1998a)
Agente de curtimento Sugerida (TING-DA; CHUN-PING; FEI, 2000)

! Apenas reticulacdo dos filmes testada
2 Apenas fabricagdo de cromato alcalino testada
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3.2.3. Exploséo a Vapor de RCCC

A exploséo a vapor pode ser definida como um processo adiabatico capaz de converter
energia térmica em mecénica (JUNPENG et al., 2016). De maneira geral, em uma exploséo a
vapor a biomassa é tratada com vapor aquecido sob pressdo seguida de uma descompressdo
explosiva da biomassa (para pressdo atmosférica) que resulta na ruptura de sua rigida estrutura
fibrosa. A liberacdo de presséo repentina desfibrila, por exemplo, agrupamentos celulésicos
(STELTE, 2013).

Este € um processo amplamente conhecido e empregado como pre-tratamento de
biomassa lignocelul6sica. Ele costuma atuar como substituto a agentes quimicos e como pré-
tratamento para hidrolise enzimatica, aumentando seu rendimento, razéo pela qual € empregado

na producado de etanol (ScHoLL et al., 2015; SINGHA; SUHAGB; DHAKAC, 2015).

Também ha registros do emprego de exploséo a vapor como pré-tratamento na producéo
de celulose nanofibrilada a partir de residuos da inddstria do tabaco (TuzzIN et al., 2016) e para
aumentar o rendimento de producao de biometano a partir de Miscanthus lutarioriparius (LI et

al., 2016), entre outras diversas aplicacdes.

O emprego de explosdo a vapor como pre-tratamento de RCCC, entretanto, € pouco
explorado na literatura. Tem-se na literatura citacdes de seu uso para extracdo de proteina de
RCCC pre-tratado por imersdo em meio alcalino por periodos que variam de um a trés dias
(CHEN et al., 2015). Seu uso também € reportado como pré-tratamento do residuo de couro a
fim de melhorar o rendimento da producdo de biogas a partir deste. Neste caso, vapor saturado
a 130 e 150°C, com tempos de residéncia no reator igual a 10 e 20 min foram testados. Os
autores verificaram que o tratamento por explosdo a vapor do RCCC aumentou o volume de
biogas gerado, em especial quando realizado em condi¢des mais agressivas (150°C e 20 min)

(BAVARESCO; PERONDI; DETTMER, 2015).

3.3. PRODUCAO E PURIFICACAO DE GELATINA

A gelatina comercial deriva tipicamente de matéria-prima bovina e suina, em especial
0ss0s, pele e cartilagem. Sua producédo é dividida em seis etapas: pré-tratamento, extragéo,
purificacdo, esterilizagdo, secagem e moagem. Ela ocorre principalmente por dois processos:
acido (produz gelatina do tipo A) ou alcalino (produz gelatina do tipo B). No processo alcalino,

a matéria-prima e submetida por longos periodos de tempo (dias) a um meio alcalino (em geral
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de déxido de célcio ou hidroxido de s6dio). No processo &cido, este pré-tratamento € mais curto
(um ou dois dias), e ocorre em meio &cido (em geral acido sulfdrico). A posterior extracdo da
gelatina é conduzida em agua a temperaturas variaveis de 50 a 90°C. A purificacao do produto
é 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) .
Tradicionalmente, ap6s o processo de extracdo, a gelatina é filtrada e passa por colunas
de troca idnica para sua purificagdo/desmineralizacdo e, finalmente, é concentrada em
evaporadores a vacuo. O uso de processos de concentracdo/purificacdo por membranas,
entretanto, € uma vantajosa alternativa. Eles reduzem os custos com energia empregada na
evaporacdo da gelatina, diminuem sua degradacdo térmica, visto que o uso da membrana néo
requer altas temperaturas, além de aumentar o grau de pureza do produto final ao operar o
sistema no modo de diafiltracdo (adi¢do de 4gua deionizada para a solubilizacdo e consequente

remocao dos sais) (SAXENA et al., 2009; SIMON et al., 2002).

Com relacéo a gelatina extraida de RCCC, ha na literatura o registro do uso de resinas
de troca i6nica para sua purificacdo (CABEzA et al., 1998c; KANAGARAJ et al., 2006; WIONCZYK
et al., 2011b). Os autores Wionczyk et al. (2011c) chegaram a remocdes de até 99% do teor de
cromo na proteina extraida de RCCC com o uso da resina Aliquat 336 (sal quaternario de
amonio). Ja Cabeza et al. (1998c) conseguiram uma reducao no teor de cinzas de 17,33% para
0,55% (em massa, base seca), por meio do processo de troca idnica. A concentracao de cromo,
entretanto, ndo foi expressivamente reduzida pelos Gltimos autores: de 12,5 ppm para 11,8 ppm.
Ainda que eficaz na reducéo do teor de cinzas ou remogao de cromo, a troca idnica ndao permite

a concentracdo da gelatina.

3.4. FILMES POLIMERICOS

Filmes poliméricos sdo produzidos principalmente pela técnica de extrusao e aplicados
majoritariamente em embalagens, sacolas plasticas e na agricultura. Tradicionalmente, 0s
filmes poliméricos sdo produzidos a partir de poli(tereftalato de etileno), polietileno de baixa
densidade, polietileno de baixa densidade linear, polietileno de alta densidade, polipropileno e
poli(cloreto vinila) (ABIPLAST, 2015; ABIPLAST, 2017).
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Na pesquisa por novas composicdes de filmes poliméricos de fonte natural, entretanto,
a técnica mais comumente aplicada é a de casting (AcosTA etal., 2015; AL-HASSAN; NORZIAH,
2012; ALVES et al., 2015; ARVANITOYANNIS et al., 1997; FAKHOURY et al., 2012). Nesta
técnica, a matéria-prima sélida € solubilizada em meio liquido (mais comumente agua) com o
emprego de temperatura e agitacdo. A solugdo é entdo resfriada para ser espalhada. Este
espalhamento pode ser realizado com um instrumento que auxilie no controle da espessura do
material ou simplesmente vertendo-se a solugdo, por exemplo, em uma placa de Petri,
controlando-se entdo a espessura pela relacdo entre volume de solugdo, massa seca e area de
espalhamento. Durante a secagem, a formacdo do filme ocorre pela evaporagdo do solvente

(GENNADIOS, 2002; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

3.4.1. A gelatina como matéria prima para producéo de filmes poliméricos

A gelatina é o produto da desnaturagdo e da hidrolise parcial das cadeias de colageno
Ela é considerada um biopolimero atrativo que apresenta como potenciais beneficios seu baixo

custo de producdo (em larga escala) e facil degradacdo (SIFUENTES-NIEVES et al., 2015).

Na producdo de gelatina, a tripla hélice do colageno é quebrada pelo rompimento das
ligacBGes de hidrogénio e das forcas de Van der Waals, ao que se segue a dissociacdo das
moléculas de colageno em outras menores (GENNADIOS, 2002; GOMEZ-ESTACA et al., 2009;
WoLF, 2003). Na gelatina, a tripla hélice do colageno pode se dissociar na forma de trés cadeias
a separadas, de um par de cadeias ligadas de forma covalente (cadeia ) mais uma cadeia a, OuU

como uma Unica cadeia y, formada pela ligagdo covalente de trés cadeias poliméricas.

Quando aquecidas em meio aquoso, as moléculas de gelatina se distribuem de forma
randémica, sem organizacdo especifica. Quando resfriadas, elas podem voltar a adquirir a
estrutura de hélice presente no colageno, conforme indicado na Figura 6 (YANNAS, 1972). A
temperatura em que esta transi¢do (denominada hélice-novelo) ocorre depende da origem, da
composicao, do método de extracdo, da concentracao e do pH da gelatina (DiAz-CALDERON et
al., 2017). Ahsan e Rao (2017) apresentam temperatura de transi¢do hélice-novelo para gelatina
de porco de aproximadamente 25°C em diferentes pHs. J& Mhd Sarbon; Badii e Howell (2013)
encontraram 26°C para a temperatura de transicdo de gelatina bovina e 31°C para gelatina

extraida de frango.
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Figura 6 — Alteracdo na conformacéo das cadeias de gelatina quando submetidas ao aquecimento e resfriamento
em meio aquoso.
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Na producao de filmes poliméricos, as cadeias de gelatina, desnaturadas no aquecimento
para a formacao da solucéo filmogénica, também podem se associar novamente na forma de
tripla hélice. Isto acontece quando a secagem dos filmes de gelatina ocorre a temperaturas
abaixo da temperatura de transicao hélice-novelo. A formacao desta estrutura é semelhante ao
evento da cristalizacdo em polimeros sintéticos. Maiores tempos de secagem incorrem no
mesmo processo de renaturacédo da gelatina. Temperaturas de secagem baixas e tempos maiores,
portanto, levam a producdo de filmes com propriedades mecanicas mais semelhantes as de
materiais cristalinos (maior resisténcia a tracdo e menor alongamento na ruptura) (DAI; Liu,
2006).

Existem relatos do uso de gelatina e coladgeno hidrolisado extraidos de RCCC para a
producdo de filmes poliméricos. Catalina et al. (2011) estudaram as alteracdes das propriedades
térmicas, de inchamento em &gua e mudancas na massa molecular de filmes com a reticulacéo
da gelatina. Langmaier et al. (2006) trataram da reticulacdo de coladgeno hidrolisado com
epicloridina, estudando o grau de reticulacdo em diferentes formulagdes, que poderiam entdo
ser aplicadas na producdo de filmes poliméricos. Dang; Shan e Chen (2018), por sua vez,
estudaram a producdo de filmes poliméricos de gelatina de RCCC com B-ciclodextrina,
avaliando a viscosidade da mistura, interacdo quimica, morfologia, inchamento, propriedades

mecanicas e biodegradabilidade dos filmes.
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3.4.2. O amido como matéria prima para a producdo de filmes poliméricos

O amido € o segundo polissacarideo natural mais abundante em plantas superiores e
representa sua maior reserva de carboidratos. Ele pode ser extraido de diversas fontes, como o

cereais, raizes, tubérculos e frutas.

O amido se apresenta na forma de grdos formados por duas macromoléculas a base de
glicose: a amilose e a amilopectina (NAGULESWARAN et al., 2014). A amilose (Figura 7a) € um
polimero de cadeia linear formado por unidades de glicose unidas por aproximadamente 99%
de ligac6es glicosidicas a-1,4 e 1% de ligagdes glicosidicas a-1,6. A sua massa molar varia de
1x10° a 1x106 g.mol. A amilopectina (Figura 7b), por sua vez, é um polimero ramificado
formado por unidades de glicose ligadas através de aproximadamente 95% de ligacdes
glicosidicas a-1,4 e 5% de ramificacOes a-1,6. A sua massa molar varia de 1x10” a 1x10°g.mol-
1. O mero formador de ambas (residuo de glicose) possui massa molar igual a 162 g.mol™
(OATES, 1997; TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

O amido é um polimero natural semi-cristalino. Ha a indicacdo de que as cadeias
principais da amilopectina sdo responsaveis pela fase cristalina do granulo de amido, enquanto
as regides amorfas sdo formadas pelos pontos de ramificacdo da amilopectina e possivelmente
pelas cadeias de amilose. Entretanto, alguns autores trazem em seus trabalhos indicios da
formacao de duplas-hélices de amilose ou amilose-amilopectina, que também comporiam a fase

cristalina do granulo (TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

O teor de amilose do amido de milho nativo (sem modificagbes quimicas) varia de
acordo com a fonte botanica e variedade genética estudada, tendo sido encontrados valores de

24% a 27,8% (NAGULESWARAN et al., 2013; WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

A partir do amido pode-se obter um material termoplastico por meio de dois processos
diferentes: fusdo e gelatinizacdo. Na gelatinizacdo é adicionado teor de agua superior a 90%,
enquanto que na fuséo o amido é aquecido na presenca de menor teor de agua. Em ambos sao
aplicadas altas temperaturas a fim de romper os grénulos de amido e alterar sua estrutura,
originalmente semicristalina, para uma estrutura amorfa (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA,
2010).
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Figura 7 - (a) Férmula quimica estrutural da amilose e (b) férmula quimica estrutural da amilopectina, ambas
cadeias poliméricas formadoras do gréo de amido
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Fonte: (CORRADINI et al., 2005).

A gelatinizacdo do amido comeca pelas regides amorfas, onde as ligacGes de hidrogénio
sdo mais fracas. A amilose entdo é lixiviada do granulo e, por fim, ocorre a solubilizacdo das
moléculas de amido. Ainda que haja uma temperatura caracteristica do pico do processo de
gelatinizacdo, ele ocorre em uma faixa de temperatura que € caracteristica das diferentes fontes
e tipos de amido (SINGH et al., 2003). Para o amido de milho, Fakhouri et al. (2015)
empregaram como temperatura de gelatinizacdo 85°C e Qiu et al.(2016) encontraram
temperatura de 72°C.

Apos a gelatinizacdo, durante o resfriamento do amido gelatinizado, bem como durante
seu armazenamento, as cadeias de amilose e amilopectina tendem a se reorganizar em um
estado ordenado, cristalino. Esta alteracdo de estrutura € conhecida como retrogradagédo
(ELIASSON, 2006). O avango da retrogradacdo altera as propriedades dos materiais formados

através da gelatinizacdo do amido e é caracteristica do envelhecimento do material.

Na formacdo de filmes poliméricos, as duas fracbes do amido (a amilose e a
amilopectina) possuem diferentes cinéticas de retrogradacdo, que sdo dependentes da
temperatura e da umidade relativa durante o processo de secagem. A recristalizacdo da amilose

é de cinética mais rapida do que a da amilopectina (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).
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Na auséncia de plastificante, as cadeias de amilopectina tendem a permanecer no estado
amorfo, enquanto que as de amilose apresentam grau de cristalinidade proximo aos 35%. Na
presenca do plastificante, o grau de cristalizacdo da amilose se mantém proximo aos 35%
independentemente da umidade relativa ambiente. A amilopectina, por sua vez, tem sua
cristalizagdo favorecida, na presencga de plastificante, em maiores umidades relativas, indo de
polimero amorfo quando em 0% de umidade relativa, até valores proximos de 35% de
cristalinidade em 100% de umidade relativa (RINDLAV-WESTLING et al., 1998; ZHANG; HAN,
2010).

O aumento na temperatura de secagem também interfere nas propriedades dos filmes.
Maiores temperaturas aceleram o processo de secagem, diminuindo o tempo durante o qual as
cadeias possuem mobilidade para se reorganizarem em estrutura semicristalina. Isto torna a
secagem mais rapida do que a retrogradacdo. Assim, filmes obtidos em maiores temperaturas
de secagem (consequentemente em menor tempo) sao menos cristalinos do que aqueles obtidos
em menores temperaturas de secagem (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Destaca-se 0 emprego de amido para a producdo industrial de filmes biodegradaveis. A
Tabela 4 apresenta algumas marcas comerciais de polimeros a base de amido quem podem ser
usados na fabricacdo de filmes poliméricos utilizados na producdo de sacolas, embalagens de

alimentos, na agricultura, etc, e suas respectivas propriedades mecanicas.

Tabela 4 - Marcas comerciais de filmes fabricados com o uso de amido e empregados como
cobertura de solo e respectivas propriedades mecanicas

Produto Bioplast 500 Mater-Bi Biomind
Fabricante Biotec Novamont Cabopol
Composicao Contém amido de A base de amido de A base de amido de
batata milho milho
Resisténcia a tracao® (MPa) 29 20 - 40 20-30
Alongamento na ruptura® 250 100 — 300 300 — 500
(%)
Fonte: Biotec (2016); Novamont (2016); Cabopol (2016)

Notas:
& De acordo com a ISO 527

3.4.3. Filmes poliméricos de amido e gelatina

A producéo de filmes poliméricos a partir da blenda de amido e gelatina é realizada ha

pelo menos 30 anos (ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998b; ARVANITOYANNIS et al.,



55

1997). O seu estudo iniciou a fim de aliar em um Unico polimero as propriedades de materiais
produzidos de proteinas e de polissacarideos. Apds trés décadas, esta blenda ainda é alvo de
pesquisas (AL-HASSAN; NORzIAH, 2017; GARCIA et al., 2017; GARCIA et al., 2018; MORENO et
al., 2018; MoRENO et al., 2017; PoDsHIVALOV et al., 2017; ScorPeL et al., 2019; ScorPEL et al.,
2017; WANG et al., 2017a; WANG et al., 2017b). D&-se destaque aqui para os trabalhos de
Scopel et al. (2019); Scopel et al. (2016) que antecederam a pesquisa realizada neste doutorado
e empregam a gelatina extraida de RCCC (por um método diferente do aqui empregado, sem

explosdo a vapor e purificacdo da gelatina) em blenda com amido de milho.

O uso de amido na producgdo de materiais poliméricos é justificado por seu baixo custo
e ampla disponibilidade comercial. Proteinas, como a gelatina, por sua vez, costumam resultar
em materiais poliméricos de melhores propriedades mecanicas e, se aplicadas na agricultura

degradando-se no solo, maior teor de nutrientes (AUNG et al., 2018).

As propriedades dos filmes de amido e gelatina dependem da natureza da matéria-prima,
da proporcdo entre os dois componentes, da adicdo de outros polimeros, componentes ou

plastificantes a blenda, e das condi¢des de producao.

3.4.3.1. Composicao

Além de gelatina e amido, todas as composi¢des estudadas possuem um terceiro
componente em comum: um plastificante. As ligacdes de hidrogénio formadas entre &tomos de
N e O com atomos de H representam forcas intermoleculares fortes que conferem carater rigido
(baixa elasticidade) aos materiais poliméricos (CANEVAROLO JR., 2006). Elas levam a
necessidade de adicdo de agentes plastificantes aos materiais produzidos a partir de amido e
gelatina.

O Quadro 2 apresenta algumas das composicdes estudadas na producdo de filmes de
amido e gelatina. Algumas das propriedades alteradas pelas diferentes composi¢des aqui

apresentadas sao citadas nos proximos itens deste trabalho.
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Quadro 2 - Tipo de amido, gelatina, plastificante e demais componentes empregados na producéo de filmes de
amido e gelatina.

Gelatina Amido Plastificante ~ Demais componentes Fonte
Grau alimenticio Soldvel Glicerol, (ARVANITOYANNIS
sorbitol, etal., 1997)
sucrose
Tipo B De mandioca Acucar Oleo de soja, fosfato de  (VEIGA-SANTOS et
invertido, sodio, propileno glicol al., 2007)
sucrose
Tipo A Lipofilico Sorbitol Acidos graxos (FAKHOURI et al.,
(palmitico, laurico, 2009)
caprico, caprilico,
caproico, ou miristico)
Tipo B De mandioca Glicerol (TONGDEESOONTORN
etal., 2012)
Tipo A De mandioca nativo Glicerol e (FAKHOURY et al.,
ou amido acetilado e sorbitol 2012)
reticulado
De peixe De sagu Glicerol e (AL-HASSAN;
sorbitol NORZzIAH, 2012)
Comercial De batata Glicerol - (SOLIMAN; FURUTA,
modificado (70 — 2014)
75% de
amilopectina),
amido de milho
modificado (70% de
amilose)
Tipo A De milho nativo, Glicerol e - (FAKHOURI et al.,
ceroso (100% sorbitol 2015)
amilopectina) e
ceroso modificado
Bovina tipo A De mandioca Glicerol Mono e diglicerideos de (AcosTA et al.,
acidos graxos 2015)
Bovina De milho Glicerol Nanocristais de celulose  (ALVES et al., 2015)
Bovina tipo A De mandioca Glicerol Oleo de casca de (AcosTtaet al.,
canela, 6leo de cravo e 2016)
6leo de orégano
De peixe De sagu Glicerol Transglutaminase (AL-HASSAN;
NORZzIAH, 2017)
De residuo de De milho Glicerol - (ScoPEeL et al., 2017)
couro curtido ao
cromo (ndo
desmineralizada)
ou comercial grau
alimenticio
Bacteriolégica De milho Glicerol Nanoparticulas de (AFSHAR;
Oxido de Grafeno BANIASADI, 2018)
Tipo A De milho, Glicerol (SHI; TAQ; Cuit,
esterificado 2018)
De pele de peixe De batata Glicerol Oleo essencial de (JAMROZ; JUSZCZAK,;
lavanda e agar da KUCHAREK, 2018)
Dinamarca
Gelatina reciclada De mandioca Glicerol (CHAVES DA SILVA
de origem bovina et al., 2018)
Grau alimenticio De mandioca Sorbitol Quitosana (SiLvA et al., 2019)
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Plastificantes sdo compostos de baixa massa molar que podem formar ligacdes de
hidrogénio e estabelecer interacGes do tipo forca de van der Waals com as cadeias poliméricas,
reduzindo com isto as interacOes existentes entre estas. Isto torna maior a mobilidade das
cadeias, aumentando a flexibilidade e alongamento dos filmes, mas diminuindo sua resisténcia
a tracdo. Para alguns plastificantes, o carater hidrofilico pode aumentar a solubilidade e a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes. Em baixas concentracBes, os plastificantes
interagem com grupos OH do amido, reduzindo sua interagdo com a &gua. Em altas
concentragdes, porém, o efeito é o oposto, resultando em uma maior interacdo com a agua. A
agua é um plastificante natural para amido e gelatina, o carater hidrofilico dos plastificantes
aumenta ainda mais a sor¢do de agua dos filmes, intensificando ainda mais o efeito de

plastificante (GENNADIOS, 2002).

3.4.3.2. Condicdes de producéo

De um modo geral, para obtencao dos filmes de amido de milho e de gelatina, a solucéo
filmogénica é produzida com 2 a 10% de massa seca (que compreende 0 somatorio das massas
de amido, gelatina e plastificante) em agua. Empregam-se proporcdes variadas de amido e
gelatina, e aplica-se plastificante em teores que variam de 10 a 30% em massa em funcéo do
somatdrio das massas de amido e gelatina (AcosTA et al., 2015; AL-HASSAN; NORZzIAH, 2012;
ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998a; ARVANITOYANNIS et al., 1997; FAKHOURY et al.,
2012).

Com relacdo ao processamento, a gelatina é diluida em dgua com agitacdo constante em
temperaturas que variam de 40 a 100°C por periodos de 10 a 30 min. O amido é gelatinizado
em &gua com agitacdo constante a temperaturas que variam de 85 a 95°C por 15 a 30 min. As
duas solucdes sdo entdo misturadas e o plastificante é adicionado (AcosTA et al., 2015; AL-

HASSAN; NORzIAH, 2012; FAKHOURY et al., 2012).

O filme é entdo formado pela técnica de espalhamento. Diferentes temperaturas,
umidades relativas e tempos de secagem sdo empregados. Al-Hassan e Norziah (2012), assim
como Fakhoury et al. (2012) mantiveram a temperatura em 25°C por 24 h para secagem dos
filmes. Alves et al. (2015) empregaram temperatura de 25°C e 50% de umidade relativa. Acosta

et al. (2015) realizaram o processo a temperatura de 25°C e umidade relativa de 45% por 48 h.
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Arvanitoyannis et al. (1997) utilizaram duas temperaturas: 20°C e 60°C, levando,

respectivamente, uma semana e 6 h para completa secagem dos filmes.

Ap0s a secagem, os filmes sdo armazenados em condicBes constantes de temperatura e
umidade relativa antes de serem analisados. A primeira varia, de acordo com 0s autores
estudados, de 23 a 30°C e a segunda de 52 a 75% (AcosTA et al., 2015; AL-HASSAN; NORZIAH,
2012; FAKHOURY et al., 2012; VEIGA-SANTOS et al., 2007).

3.4.3.3.  Propriedades mecéanicas

O Quadro 3 apresenta algumas alteracdes estudadas na composicao de filmes de amido
e gelatina e os resultados obtidos em termos de propriedades mecanicas. A resisténcia a tracdo
de filmes formados pela blenda de polissacarideos e proteinas pode aumentar em comparagao
a filmes de polissacarideos e filmes de proteinas produzidos isoladamente. Isso ocorre devido
a formacéo de ligacOes de hidrogénio entre os grupamentos OH™ do amido e NH3" da gelatina

(ARVANITOYANNIS et al., 1997).

Os valores de resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura dependem diretamente da
composicdo empregada nos filmes. Em geral, ao aumentar-se uma das propriedades, diminui-
se a outra. Fakhouri et al. (2009) encontraram valores de resisténcia a tracdo que variaram de
aproximadamente 40 a 100 MPa e alongamento na ruptura de aproximadamente 3 a 14%.
Fakhoury et al. (2012) reportam valores de resisténcia a tracdo de 64,29 a 170,31 MPa e de
alongamento na ruptura de 3,87 a 11,52%. Arvanitoyannis et al. (1997), por sua vez,
produziram filmes com resisténcia a tracdo de 35,1 a 60,5 MPa e alongamento na ruptura de
1,2 a44,7%.
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Quadro 3 — Relacdo entre alteracdes nas propriedades mecanicas de filmes de amido e gelatina e mudancas
realizadas no seu processamento ou composicao.

Alteracdo estudada Resisténcia Alongamento na Fonte
atracdo ruptura
Aumento no teor de Reduz Aumenta (ARVANITOYANNIS et al.,
plastificantes (glicerol ou 1997; VEIGA-SANTOS et al.,
sorbitol, sucrose ou agucar 2007)
invertido)
Aumento na temperatura de Reduz Reduz (ARVANITOYANNIS et al.,
secagem 1997)
Adicéo de fosfato de sédio ou Reduz Aumenta (VEIGA-SANTOS et al.,
6leo de soja 2007)
Adicdo de acidos graxos Reduz Aumenta (FAKHOURI et al., 2009)
Aumento no teor de gelatina Aumenta Reduz (TONGDEESOONTORN et al.,
2012)
Aumento no teor de gelatina Aumenta Aumenta (quando (FAKHOURY et al., 2012)
glicerol é 0
plastificante)
Uso de sorbitol ao invés de Aumenta - (FAKHOURY et al., 2012)
glicerol como plastificante
Uso de amido de mandioca - Aumenta (FAKHOURY et al., 2012)
acetilado e reticulado ao invés de
amido nativo
Uso de sorbitol ao invés de Aumenta Reduz (AL-HASSAN; NORZIAH,
glicerol como plastificante 2012)
Aumento no teor de gelatina Aumenta (até - (AL-HASSAN; NORZIAH,
proporg¢éo 2012)
amido:gelatina =
4:1)
Adicéo de mono e diglicerideos Reduz Aumenta (AcosTA et al., 2015)
de &cidos graxos
Adic¢do da enzima Aumenta Reduz (AL-HASSAN; NORZIAH,
transglutaminase 2017)
Uso de gelatina de residuo de Reduz Aumenta (ScoreL et al., 2017)
couro curtido ao cromo, ndo
desmineralizada, ao invés de
gelatina comercial
Aumento na temperatura de Reduz Aumenta (ScoPEL et al., 2017)
secagem

3.4.3.4. Propriedades de interagdo com agua

Apesar de atuarem com propriedades de barreira a gases (O2 e CO»), filmes de gelatina,
e também os de amido, possuem alta permeabilidade ao vapor de agua, o que configura uma

das maiores restricGes a aplicacdo dos filmes de amido e gelatina (ARVANITOYANNIS et al.,
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1997). Esta hidrofilicidade dos filmes também resulta em valores elevados de solubilidade. O
Quadro 4 apresenta algumas alteracdes estudadas na composicao de filmes de amido e gelatina

e os resultados obtidos em termos de propriedades de interagdo com agua.

A ligagdo C-N (energia de ligacdo igual a 70 kcal/mol) presente nos aminoacidos que
formam a cadeia principal da gelatina é uma ligagdo mais fraca que a ligagdo C-C (energia de
ligacdo igual a 83 kcal/mol). Ela sofre facilmente hidrolise em contato com a &agua
(CANEVAROLO JR., 2006).

Quadro 4 - Relacéo entre alteragdes nas propriedades de interagdo com agua de filmes de amido e gelatina e
mudancas realizadas no seu processamento ou composicao.
Alteracdo estudada Permeabilidade ao Solubilidade Fonte
vapor de agua

Aumento no teor de plastificantes Aumenta - (ARVANITOYANNIS et al.,
(glicerol ou sorbitol ou sucrose) 1997)
Aumento na temperatura de Aumenta - (ARVANITOYANNIS et al.,
secagem 1997)
Adicdo de acidos graxos Pode reduzir (até Pode aumentar (FAKHOURI et al., 2009)
concentragfes de 15a  (&cido caprilico e
25% m/m) laurico)
Aumento no teor de gelatina - Reduz (TONGDEESOONTORN et
al., 2012)
Aumento no teor de gelatina Aumenta Aumenta (FAKHOURI et al., 2015;
FAKHOURY et al., 2012)
Uso de sorbitol ao invés de Aumenta - (AL-HASSAN; NORZIAH,
glicerol como plastificante 2012)
Uso de sorbitol ao invés de Aumenta Aumenta (FAKHOURI et al., 2015)
glicerol como plastificante
Uso de amido de milho nativo ao - Reduz (FAKHOURI et al., 2015)
invés do ceroso ou ceroso
modificado
Adicao de mono e diglicerideos Reduz - (AcosTA et al., 2015)
de acidos graxos
Adicéo de nanocristais de celulose Reduz - (ALVES et al., 2015)
Adicéo de 6leos essenciais Reduz - (AcosTA et al., 2016)
Adic¢do da enzima Aumenta Reduz (AL-HASSAN; NORZIAH,
transglutaminase 2017)
Uso de gelatina de residuo de Aumenta Aumenta (ScopEeL et al., 2017)

couro curtido ao cromo, nao
desmineralizada, ao invés de
gelatina comercial

Aumento na temperatura de - Aumenta (ScopeL et al., 2017)
secagem
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Valores de solubilidade (em agua por 24 h) encontrados por outros autores variam de
aproximadamente 19 a 46% (FAKHOURI et al., 2009), 20,81 a 39,51 (FAKHOURY et al., 2012).
Ja Scopel et al. (2017) indicam solubilidades que variam de 12 a 45%.

A permeabilidade ao vapor de agua variou de 2,12 a 4,95 g mm m 2 d* kPa! (em
ambiente com umidade controlada a 75% e empregando CaCl. como dessecante) (FAKHOURI
etal., 2009) e de 3,59 a 7,45 g mm m 2 d"* kPal, nas mesmas condicdes descritas anteriormente
(FAKHOURY et al., 2012). Scopel et al. (2017) apresentam valores de permeabilidade ao vapor
de 4gua de 12 a 23 g mm m 2 d** kPa (em sistema ajustado para umidade interna e externa ao
filme de 0 e 75%, respectivamente).

3.4.3.5. Propriedades térmicas

A cristalinidade parcial de filmes de gelatina, derivada da organizagcdo das cadeias
polipeptidicas na forma de tripla hélice, resulta na presenca de uma temperatura de fuséo (Tm)
dos filmes. O mesmo ocorre com o amido que, devido ao processo de retrogradacdo, adquire
caracteristicas de polimero semi-cristalino. Tem-se, portanto, duas temperaturas caracteristicas
em filmes de amido e gelatina: a de transigdo vitrea (Tg) e a de fusdo (Tm).

Com relacdo a Tm da blenda de amido e gelatina, Tongdeesoontorn et al. (2012)
notaram que a mesma foi menor se comparada aos polimeros usados individualmente. Os
mesmos reportaram aumento da Tg com em fungé@o do aumento no teor de gelatina empregado,

estando os dois fenbmenos relacionados com a interacdo entre os dois polimeros.

O emprego ou aumento no teor de plastificantes reduz a temperatura de transigdo vitrea
(Tg) da blenda amido e gelatina. Ele penetra entre as cadeias poliméricas, resultando em
ligacGes de hidrogénio entre amido e plastificante ou amido e &gua (cujo teor nos filmes
aumenta com a adicdo de plastificantes), diminuindo assim a densidade de ligacGes de
hidrogénio entre as cadeias de amido e gelatina (ARVANITOYANNIS et al., 1997), reduzindo a
Tg.

Os filmes de amido e gelatina secos em temperaturas mais elevadas resultam em uma
reducdo mais rapida do volume de dgua presente no sistema, o que leva as cadeias poliméricas
a se encontraram em um estado de maior empacotamento, impedindo que areas de ligacOes
intermoleculares crescam. J& a menor temperatura de secagem permite maior mobilidade as

cadeias, que formam maior nimero de ligagdes intermoleculares, tornando o polimero mais
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rigido e, assim, aumentando a Tg dos filmes secos a menores temperaturas quando comparada

a dos filmes secos em maiores temperaturas (ARVANITOYANNIS et al., 1997).

Al-Hassan e Norziah (2012) apresentam valores de Tg para filmes de amido e gelatina
que variam de 41 a 62°C. J& Arvanitoyannis et al. (1997) encontraram valores que variaram
entre 33 e 74 °C. Com relagdo a Tm, segundo estudos de Al-Hassan e Norziah (2012), esta varia
entre 129 e 158°C. Ja Tongdeesoontorn et al. (2012) encontraram valores que variaram de 111
a 149 °C.

3.4.3.6. Cristalinidade

A cristalinidade em polimeros vem de uma estrutura periodica em trés dimensdes obtida
pela organizagdo de estruturas helicoidais com eixos posicionados paralelamente uns aos
outros. Estruturas estas entdo empacotadas lateralmente de forma regular (STROBL, 2007).

A cristalizacdo do amido deve-se a reorganizacdo das suas cadeias moleculares de
amilose e amilopectina durante a secagem e envelhecimento do mesmo apds rompimento do
granulo e distribuicdo randomica destas cadeias no processo de gelatinizagcdo (RINDLAV-
WESTLING et al., 1998; ROMERO-BASTIDA et al., 2015). Por sua vez, a gelatina, quando
resfriada apds dissolucdo em meio aquoso aquecido, recobra parcialmente a estrutura de tripla
hélice do colageno, o que lhe confere seu grau de cristalinidade (DAMMAK; LOURENGO;
SOBRAL, 2019; WANG et al., 2017a).

A incorporacdo de gelatina na matriz do amido reduz as forcas intermoleculares entre
as cadeias de amido e reduz parcialmente a cristalinidade deste, assim como a incorporacao de
amido a filmes de gelatina reduz a reconstituicdo da estrutura de tripla hélice desta. Assim, a
interacdo entre os dois polimeros resulta em uma reducdo no grau de cristalinidade da blenda

(TONGDEESOONTORN et al., 2012; WANG et al., 2017a).

3.4.3.7. Aplicagéo

Filmes poliméricos de amido e gelatina sdo comumente estudados para aplicacGes na
industria alimenticia, na forma de embalagens (ACOSTA et al., 2015; AL-HASSAN; NORZIAH,
2017; ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1998b; FAKHOURI et al., 2009; ZHONG; XIA,

2008). A adicdo de substancias como 6leos essenciais e etil lauril arginato pode conferir
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propriedades antifingicas aos filmes de amido e gelatina empregados como embalagens para
alimentos (AcosTA et al., 2016; MORENO et al., 2017).

Ha também registro de estudos onde filmes de amido e gelatina sdo aplicados na
biomedicina, especialmente em sistemas de liberacdo de drogas (GARCIA et al., 2017; GARCIA
etal., 2018; WANG et al., 2013). Por fim, cita-se a possibilidade de emprego de filmes de amido

e gelatina na agricultura (ScopeL et al., 2017).

3.4.3.8. Reticulacdo de amido e gelatina

De acordo com de Paoli (2008), polimeros formados, por exemplo, por amido e gelatina,
sdo caracterizados por serem polimeros hidrobiodegradaveis. Nestes, a hidrélise da molécula
polimérica leva a formacdo de moléculas menores usadas como nutrientes por
microorganismos. Segundo os autores, este aspecto implica na utilizagdo destes polimeros

apenas em aplicacfes em que ndo haja contato com agua, o que limita seu uso.

Uma das maneiras de diminuir a interacéo de filmes de amido e gelatina com agua é por
meio de sua reticulagdo. Dentre os estudos aqui previamente apresentados sobre a producéo de
filmes de amido e gelatina, apenas trés destacam os efeitos da reticulacdo dos filmes. Martucci
e Ruseckaite (2009a) e Martucci e Ruseckaite (2009b) indicam a reducao na biodegradacdo dos
filmes reticulados e Al-Hassan e Norziah (2017) apresentam maior resisténcia mecéanica e

menor solubilidade dos filmes reticulados com transglutaminase.

Além do processo citado com transglutaminase, a reticulacdo da gelatina pode ser
realizada por meio da adi¢do de agentes quimicos como o tereftaladeido (BISCARAT et al., 2015)
e glutaraldeido — mais amplamente estudado na reticulacdo de colageno para aplicacBes
biomédicas (RAMSHAW, 2016; SILVIPRIYA et al., 2015). Lactose, um subproduto da extracdo de
proteina a partir do soro de leite (BALDASSO et al., 2016), também pode ser empregada nesta
reticulacdo (ETXABIDE et al., 2016; ETXABIDE et al., 2017; ETXABIDE et al., 2015). Em todos
os estudos citados, a formacéo de ligagdes cruzadas resultou em uma menor solubilidade/maior
hidrofobicidade do material em questao.

A reticulagdo promovida pelo glutaraldeido ocorre devido as ligagdes entre
grupamentos amina da gelatina e hidroxila do glutaraldeido, conforme apresentado na Figura 8
(ENGLERT et al., 2007). H& também o registro de reticulacdo de cadeias de amido pelo

glutaraldeido (PHROMSOPHA; BAIMARK, 2014).
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Figura 8 - Representacédo da reacédo de reticulacéo da gelatina com glutaraldeido.
. + + _
Gelatlna—NH2 + NHz_ Gelatina

Gelatina—N/\/\/\N—Gelatina

+

Fonte: o autor

3.4.4. Filmes poliméricos aplicados na agricultura

De acordo com a Agriculture, Plastics and Environment Europe (APg, 2015a), 0
polietileno representa 60% (aproximadamente 502.000 toneladas) do total dos polimeros
usados na agricultura. Apenas 43% dos materiais poliméricos de agricultura usados na Europa
sdo recolhidos do solo, sendo que metade deste percentual € reciclado. Visto que o polietileno
ndo é um material biodegradavel, presume-se que haja um acimulo 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 sdo alguns dos materiais

empregados na producao destes filmes (LI et al., 2014; TOUCHALEAUME et al., 2015).

A origem da gelatina empregada na producdo dos filmes poliméricos deste trabalho
(residuo contendo cromo) limita as aplicacbes na industria de alimentos e na industria de
polimeros com aplicacdo médica. A aplicacdo deste polimero na agricultura, por outro lado,
surge como uma alternativa vidvel. Pati e Chaudhary (2015) testaram o uso de proteina
hidrolisada extraida de RCCC em plantagdo de soja. Nogueira et al. (2010) indicaram que 0
colageno extraido de RCCC com adigdo de fosforo e potassio é uma promissora alternativa aos
fertilizante NPK tradicionais. Oliveira et al. (2008) concluiram em seu estudo que RCCC, ap6s
extracdo do cromo, atuou como uma fonte de nitrogénio para capim-elefante semelhante ao

nitrogénio obtido por fertilizantes minerais.
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Duas aplicagdes foram entdo levantadas como possiveis para os filmes aqui produzidos:
cobertura de solo e fita de plantio. A preferéncia por uma ou outra aplicacdo depende das

propriedades dos filmes obtidos.

Coberturas de solo séo filmes aplicados sobre o solo de cultivo com perfuragdes que
permitem o plantio e crescimento dos cultivos. Elas 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). As coberturas polimeéricas tém sido usadas desde o
século XX. O aumento na produtividade e a diminui¢do no uso de herbicidas e pesticidas sdo
alguns dos resultados obtidos a partir desta pratica (BRIAssouLIS, 2007).

Em estudo de Dang; Shan e Chen (2016) foi avaliado o emprego de cobertura de solo
liquida (em spray) produzidos a partir de gelatina degradada (obtida de residuos de couro
curtido ao cromo) e de amido de milho oxidado. Os autores reportaram boa propriedade de
retencdo de agua no solo e melhora no crescimento de mudas de canola, se comparado ao solo

sem aplicacdo da cobertura de solo em spray.

Fitas de plantio consistem em fitas as quais sementes sdo afixadas na distancia e
guantidade adequada ao crescimento de uma determinada cultura. Apos a producdo, elas séo
enroladas para armazenamento. Fitas de plantio facilitam e agilizam o plantio, além de garantir
tratamento individual das sementes e distribuicdo homogénea de micronutrientes. O plantio
consiste na abertura de um sulco na terra e aplicacdo da fita, que é desenrolada no sulco e entdo
coberta por terra. As fitas sdo geralmente produzidas a partir de fibras de celulose (MILLINGTON,
2018; NicoLosl, 2016). Ndo encontrou-se na literatura citacdo do uso de gelatina na producao
de fitas de plantio. Entretanto, devido ao teor de nitrogénio presente na mesma, a fita de plantio
contendo gelatina, ao ser degradada no solo, poderia inclusive fornecer nutriente para as
culturas plantadas. Ela configura, assim, uma possivel aplicacdo para os filmes produzidos a

partir de amido e gelatina do RCCC.

Com relacdo aos efeitos de uma possivel concentracdo de cromo residual da gelatina
extraida de RCCC no solo, enquanto que o Cr VI possui elevada mobilidade no solo, o Cr Il
possui baixa mobilidade, sendo fortemente adsorvido por particulas do solo; ele ganha apenas
uma mobilidade parcial em solos acidos. Assim, nem todo o cromo presente em fertilizantes
(ou nos filmes poliméricos) torna-se disponivel para as plantas ou é transferido para a solucéo
do solo (onde a maior parte das reagdes quimicas do solo ocorrem) (ERTANI et al., 2017). De
acordo com Ciavatta e Sequi (1989), quando avaliado o uso de RCCC como fertilizante em um

experimento de 300 dias, apenas um percentual de 0,5 a 2,0% do cromo presente no residuo
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tornou-se disponivel ao solo ou plantas (cromo extraido do solo pelo uso de &gua ou de um
agente quelante, o EDTA). De acordo com os autores, isto ocorre mesmo havendo degradacao
constante da matéria organica do residuo e, portanto, constante liberacdo de Cr, que acaba sendo

insolubilizado no solo.

Assim como no solo, em agua o Cr Il tende a precipitar-se em elevados valores de pH
e ganha maior solubilidade em pH &cido, enquanto que o Cr VI é soltivel em todas as faixas de
pH. Ainda que ndo seja comum, a conversdo do Cr Il em Cr VI pode ocorrer no solo quando

em condi¢Bes ambientais favoraveis — pH acido e presenca de MnO2 (ERTANI et al., 2017).

Ainda que o Cr Il seja um nutriente essencial para o ser humano e outros animais,
atuando no controle de niveis de acUcares e lipideos no sangue (BHATTACHARYA; MISRA,;
HussAIN, 2016), em elevadas concentracOes ele apresenta um grau de toxicidade moderada. O
Cr VI, por sua vez, é classificado como elemento de toxicidade extrema por inalagdo ou
ingestdo, além de ser um composto cancerigeno (EPA, 2000). Em nenhum de seus estados de
oxidacdo o Cr € um elemento essencial as plantas. O Cr VI e, quando em elevadas
concentracdes, também o Cr I, é tdxico, prejudicando a germinacéo, crescimento de raizes e
desenvolvimento de folhas em plantas (ERTANI et al., 2017). Sendo assim, salienta-se a
importancia de manter-se a concentracdo de Cr Il na gelatina extraida do RCCC o mais baixa

0 possivel para sua aplicacdo na agricultura.

3.5. CONSIDERACOES FINAIS SOBRE REVISAO BIBLIOGRAFICA E INOVACOES

Esta revisdo da literatura, além de prover o embasamento tedrico para entendimento
desta pesquisa, fornece as evidéncias necessarias para caracterizagdo da inovagdo presente neste
trabalho.

Conforme aqui apresentado, tem-se registro de apenas um processo de extracdo de
gelatina de RCCC empregando-se exploséo a vapor (CHEN et al., 2015). N&o ha, entretanto,
preocupacao alguma com o tempo de processo neste registro, visto que o residuo passa por pre-
tratamento que pode durar de um a trés dias antes da realizacdo da exploséo a vapor. Além
disso, ndo sdo fornecidos dados mais detalhados das condigdes empregadas nem da
caracterizacédo do produto obtido.

Em trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa resultou em processo de extracéo de
gelatina (por hidrdlise alcalina) longo (6 h) que, quando de alto rendimento (48,7%) associa-se

com alta solubilizacdo de cromo para a gelatina (38,7 mg/L) e que quando apresenta baixa
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solubilizacdo de cromo para a gelatina (<0,04 mg/L), torna-se um processo de baixo rendimento
(9,2%) (ScoPEL et al., 2016).

O uso da explosédo a vapor na extracao de gelatina de RCCC, sem longo periodo de
imersdo do residuo em meio aquoso alcalino, consiste no primeiro aspecto inovador aqui
abordado. Ela podera atuar como pré-tratamento para posterior hidrélise alcalina (a fim de
aumentar o rendimento do processo) ou como processo principal de hidrélise do RCCC para
posterior extracdo da gelatina (a fim de reduzir o tempo de processo e manter elevados
rendimentos).

O estudo prévio da blenda de amido e gelatina extraida de RCCC, iniciado em trabalhos
(da mesma autora) que precedem esta pesquisa, foi realizado com a gelatina sem qualquer tipo
de purificacdo (ScoreL et al., 2017). A gelatina obtida na pesquisa atual, apos remocdao de sais,
devera formar blendas poliméricas com o amido de milho com propriedades diferentes das
anteriormente obtidas. Isto caracteriza, portanto, o segundo aspecto inovador deste trabalho.

Devido a origem da gelatina (residuo), aplicacbes mais técnicas (e ndo ligadas a
producdo de embalagens para alimentos) sdo as mais adequadas para este material. A aplicacdo
como cobertura de solo apresenta vantagens como o emprego de matéria-prima biodegradéavel
(ndo havendo necessidade de remocdo da cobertura ap6s o0 uso, mas apenas sua mistura com o
solo) e a possibilidade de o nitrogénio proveniente da proteina atuar como nutriente no solo.
Entretanto, a viabilidade técnica desta aplicacdo depende diretamente da obtencdo de filmes
menos hidrofilicos e, portanto, que sofram menos os efeitos provocados pela umidade presente
no solo. Uma das maneiras apresentadas para reducdo da hidrofilicidade de blendas de amido e
gelatina é a reticulacdo das cadeias poliméricas. Ainda que estudos especificos sobre reticulacdo
de gelatina com glutaraldeido existam na literatura, estudos das alteracdes das propriedades de
filmes poliméricos produzidos com a blenda amido e gelatina e este agente reticulante ndo
foram encontrados. Tem-se entdo o terceiro aspecto inovador deste trabalho. A obtencédo de
filmes ainda sollveis, mesmo ap06s reticulagdo, configura uma oportunidade para o teste dos
mesmos como fitas de plantio. Neste caso, ha também possibilidade de o nitrogénio proveniente
da proteina atuar como nutriente no solo perante a degradacdo da fita.

Por fim, ainda que filmes poliméricos de amido, ou contendo amido, j& tenham sido
produzidos e aplicados como cobertura de solo, ndo ha o registro de uso de filmes de amido e
gelatina de RCCC para tal fim. O mesmo ocorre com as fitas de plantio, que sao
tradicionalmente produzidas a partir de fibras de celulose solGveis. A aplica¢do aqui proposta,

portanto, confere o quarto aspecto inovador do presente trabalho.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os materiais e métodos empregados nos trés processos abordados
neste trabalho: extracdo, concentracéo e purificacdo de gelatina a partir de RCCC; producdo de
filmes poliméricos a partir da gelatina de RCCC e comercial; e aplicacdo dos filmes na

agricultura.

Os ensaios aqui apresentados foram realizados no Laboratério de Energia e
Bioprocessos (LEBIO), Laboratorio de Polimeros (LPOL), Laboratorio de Operac¢Ges Unitarias
(LAOP), Laboratério de Membranas e Materiais (LAMEM), Laboratorio Central de
Microscopia Prof. Israel Baumvol (LCMIC), Laboratério de Caracterizacdo de Materiais
(LCMat) e Laboratério de Quimica e Fertilidade do Solo (LQFS), pertencentes a Universidade
de Caxias do Sul (UCS). Os ensaios de massa molar foram realizados pelo Laborat6rio de
Cromatografia por Exclusao de Tamanho (LASEC) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

41. MATERIAIS

4.1.1. Extracdo e purificacdo de gelatina

O RCCC empregado na extracdo de gelatina foi obtido junto a empresa Peles Pampa
(Portdo — RS — Brasil). Ele é proveniente do processo de rebaixe do couro tipo wet blue. Foi
coletado, homogeneizado e armazenado (ao abrigo da luz e em embalagens fechadas) volume
de residuo de um Unico lote suficiente para a execuc¢do de todas as etapas deste trabalho. O

agente alcalinizante usado na hidroélise foi o 6xido de calcio grau PA (Cinética, Brasil).

As ultrafiltragBes/diafiltragdes foram realizadas com membrana Polyflux 17 L. Ela é
uma membrana tubular de ultrafiltracdo produzida a partir de Polyamix (poliamida,
poliétersulfona e polivinilpirrolidina), com area superficial de 1,7 m2 e ponto de corte de
aproximadamente 20 kDa. O pH da gelatina foi ajustado com acido citrico grau PA (Cinética,
Brasil). Foi empregada 4gua deionizada nas diafiltrag6es. Por fim, a conversédo de Cr VI em Cr
I11 foi realizada com sulfato de ferro 11 grau PA (NEON, Brasil).
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4.1.2. Producdo de filmes poliméricos

Gelatina extraida do RCCC, gelatina comercial incolor sem sabor de grau alimenticio
(Refeisucos, Brasil) e amido de milho nativo ndo modificado (Refeisucos, Brasil) foram
empregados na producdo de filmes poliméricos. Os filmes foram plastificados com glicerol

grau P.A. (Cinética, Brasil) e reticulados com glutaraldeido 50% (Neon, Brasil).

4.2. EXTRACAO DE GELATINA DE RCCC

As Figuras 09 e 10 apresentam um fluxograma simplificado do processo de extracéo de
gelatina do RCCC.

Dois métodos foram testados neste trabalho empregando explosao a vapor como auxiliar
no rompimento das ligacdes cruzadas cromo-colageno e colageno-colageno para a producdo de
gelatina. A diferenca entre ambos consistiu no papel da explosao a vapor. No primeiro método,
a explosdo a vapor configurou um pré-tratamento do RCCC, que foi posteriormente hidrolisado
em meio alcalino em shaker. No segundo método, a hidrdlise alcalina do RCCC ocorreu dentro

do préprio reator de exploséo a vapor.

As diferentes condicOes testadas dentro de cada um dos dois processos de extracdo de
gelatina possuiam como principal objetivo determinar uma condicdo Otima. Tal condicéo
consiste naquela que melhor atende aos requisitos abaixo citados, avaliados no software

Statistica, na funcdo desejabilidade, indicando:

a. Rendimento do processo: maior € melhor

b. Teor de proteina medido pelo método de Lowry: maior é melhor

c. Qualidade da gelatina — medida em termos do grau de degradacdo: menor grau de
degradacdo é melhor, portanto é desejavel:

I. Maior razdo Lowry/NTK
ii. Maior razdo Viscosidade/NTK
iii. Maior viscosidade
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Figura 9 — Fluxograma do processo de extracdo de gelatina a partir de residuos de couro curtido ao cromo (RCCC): da moagem a extracao de gelatina. Segue para as préximas
etapas apenas a gelatina proveniente do melhor processo de extracdo (corrente 17)

1
Explosdo a vapor de

o Pré-tratamento por RCCC em meio

explosdo a vapor .
P P alcalino

¢ ¢

*¢

Hidrolise alcalina Extracdo de gelatina 4—@—
Filtragdo a Vacuo Filtragdo a Vacuo
Correntes:
1 -RCCC 10 —RCCC moido
2 —RCCC moido 11 — Vapor de dgua
3 —Vapor de agua 12 — Oxido de célcio
4 —RCCC pré-tratado por explosdo a vapor 13 — RCCC hidrolisado (mistura gelatina + torta solida + dgua)
5 —Oxido de calcio 14 — Agua deionizada aquecida
6 — Agua deionizada 15 — RCCC hidrolisado (mistura gelatina + torta solida + agua)
7—RCCC hidrolisado (mistura gelatina + torta solida + agua) (teor de agua superior a corrente 13)
8 — Torta solida 16 — Torta solida
9 — Gelatina bruta em meio aquoso 17 — Gelatina bruta em meio aquoso

Fonte: o autor
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Figura 10 — Fluxograma do processo de extracdo de gelatina a partir de residuos de couro curtido ao cromo (RCCC): das multipas extracdes a reducdo do Cromo (V1) para

¢

Multiplas extragoes

¢

Ultrafiltracdo

Diafiltragdes

¢

¢

¢ ¢ ¢ 9

Redugio do Cr (V1)
para Cr (IIT)

Cromo (I11).

Correntes:

18 — Agua aquecida

19 — Gelatina bruta em meio aquoso

20 — Agua + sais + colageno hidrolisado

21 — Gelatina concentrada

22 — Agua deionizada

23 — Agua + sais + coldgeno hidrolisado

24 — Gelatina concentrada e purificada

25 — Sulfato de ferro (11)

26 — Gelatina concentrada e purificada, livre de Cr (VI)

Fonte: o autor
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Em seguida, as duas melhores condicdes de extracdo de gelatina (uma de cada um dos
diferentes processos testados) foram comparadas a fim de determinar qual seria a mais
adequada tendo em vista 0s seguintes aspectos:

a. Tempo de processo: menor é melhor;

b. Eficiéncia de extracdo de gelatina: maior é melhor;

c. Qualidade da gelatina — medida em termos do grau de degradacao: menor grau de

degradacéo é melhor;

d. Teor de cromo dissolvido na gelatina: menor é melhor.

Apenas a gelatina produzida através do processo 6timo (explosdo a vapor em meio
alcalino com vapor saturado a 140°C e tempo de residéncia de 10 min) seguiu para as etapas
indicadas na Figura 10. A seguir, as etapas empregadas na extragdo e purificacdo de gelatina

sdo detalhadas.

4.2.1. Moagem do RCCC

O RCCC foi previamente moido em sistema de facas a fim de torna-lo mais homogéneo
e de aumentar sua area superficial. Aproximadamente 100 g do residuo foram inseridas no
sistema e moidas por 1 min. Aparas com mais de aproximadamente 7 mm de largura, por serem
de dificil moagem, foram removidas do processo, que representou menos de 5% da massa total
do RCCC.

4.2.2. Explosdo a vapor — descri¢do do funcionamento do sistema

A Figura 11 apresenta uma foto e um desenho representativo do reator de explosao a
vapor utilizado neste trabalho. Tuzzin et al. (2016) foi o responsavel pelo projeto do
equipamento que se encontra nas dependéncias do LEBIO - UCS. A operacdo do sistema inicia-
se com aquecimento da agua do boiler até a temperatura de vapor desejada.
Concomitantemente, aquece-se a camisa do digestor até 105°C + 5°C a fim de evitar-se que, ao
entrar em contato com as paredes do digestor, o vapor gerado no boiler condense. Atingidas as
temperaturas desejadas, a valvula de descarga é fechada, a amostra alimentada no digestor e
sua tampa superior fechada. Abre-se a valvula que permite a passagem do vapor saturado do

boiler para o digestor, que permanece aberta pelo tempo de permanéncia da amostra dentro do
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boiler. Apos este tempo, a valvula de vapor saturado é fechada e, em seguida, a valvula de
descarga aberta, liberando o contetido do digestor para o tanque de descarga, que se encontra a
pressdo atmosférica. A amostra do RCCC, apds explosao, era recolhida do tanque de descarga

e armazenada em frascos fechados, a aproximadamente 4°C, para posterior processamento.

Figura 11 - Foto do reator de explosdo a vapor utilizado no presente trabalho (A) e esquematizacdo do reator (B):
(1) boiler, (2) digestor, (3) valvula de descarga, (4) tanque de descarga, (5) painel de controle de temperaturas

Vilvulada |t
descarga QG

Atmagfera

Tangus d= descarga

Fonte: adaptado de Tuzzin et al. (2016).
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4.2.3. Extracdo de gelatina por hidrdlise alcalina de RCCC pré-tratado por explosdo a

vapor

Nesta metodologia, a exploséo a vapor foi empregada como pre-tratamento do RCCC
com o objetivo de abrir sua estrutura fibrosa, facilitando a extracdo de gelatina e, portanto,

aumentando o rendimento do processo posterior de hidrolise.

Todos os testes de explosdo a vapor foram realizados com 100 g de RCCC,
aproximadamente, 50 g em base seca. A temperatura de vapor saturado, a pressao de vapor e o
tempo de residéncia no digestor sdo apresentados na Tabela 5. A faixa de temperatura (130 a
150°C) e de tempo (5 a 15 min) do processo foi determinada por meio de testes prévios, que
indicaram que temperaturas/tempos mais baixos ndo resultavam em melhorias no processo de
extracdo de gelatina e temperaturas/tempos mais altos resultavam na degradacéo da gelatina

posteriormente extraida.

Os ensaios de exploséo a vapor foram realizados em triplicata. Para fins de comparagéo,
uma amostra em branco ndo sofreu o processo de explosdo a vapor, indo diretamente para o

processo de hidrolise alcalina. Esta amostra esta identificada como Branco (EV+HA).

As condigdes de ensaio descritas na Tabela 5, com exce¢do da amostra em branco,
seguiram um planejamento experimental do tipo 2 sem ponto central. Neste planejamento, k =
2 fatores: temperatura de vapor saturado e tempo de residéncia no digestor. A pressao de vapor
de agua saturado ndo caracterizou uma variavel independente do processo visto que ela esta

intrinsecamente ligada a temperatura de vapor saturado.

Tabela 5 - Codificacdo e condicGes as quais as amostras de RCCC foram submetidas durante
seu pré-tratamento por explosdo a vapor para posterior hidrélise alcalina.

Caodigo da Temperatura de vapor de  Pressdo de vapor de  Tempo de residéncia

amostral agua saturado (°C) agua saturado (bar)? no digestor (min)
Branco(EV+HA) -- -- --
130/5(EV+HA) 130 2,5 5
130/15(EV+HA) 130 2,5 15
150/5(EV+HA) 150 4,5 5
150/15(EV+HA) 150 455 15

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracao de gelatina. Sendo que: EV+HA= Explosdo a vapor seguida de hidrdlise alcalina.
Z valor aproximado medido pelo manémetro
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Posteriormente, na hidrélise alcalina, foi empregada uma massa total de RCCC preé-
tratado por explosao a vapor equivalente a 25 g de massa seca deste material, 2 g de CaO e &gua
suficiente para que a massa final a ser hidrolisada fosse igual a 302 g. A mistura foi hidrolisada
em shaker de agitacdo orbital (MA 832, Marconi, Brasil) a 70°C, por 6 h e 180 rpm de agitacéo.
Tais condic@es de hidrdlise alcalina seguem a metodologia descrita por Scopel et al. (2016).

A mistura resultante da hidrolise foi separada em duas fracdes, torta sélida e gelatina

em meio aquoso, por filtracdo a vacuo.

4.2.4. Extracdo de gelatina por explosdo a vapor em meio alcalino de RCCC seguida de

extracdo com agua

Nesta metodologia de extracdo de gelatina, o processo de hidrdlise do RCCC ocorreu
dentro do reator de explosao a vapor, eliminando-se a hidrélise alcalina realizada em shaker.

A exploséo a vapor foi realizada com 100 g de RCCC (aproximadamente 50 g em base
seca) e 4 g de CaO. A razdo entre massa seca de RCCC e massa de CaO foi igual a empregada
na hidrdlise alcalina do RCCC pré-tratado por explosao a vapor.

A temperatura de vapor saturado, a pressdo de vapor e o tempo de residéncia no digestor
empregados nos testes sdo apresentados na Tabela 6. Os ensaios de exploséo a vapor foram
realizados em triplicata. As condigdes de ensaio descritas na Tabela 6 seguiram um
planejamento experimental do tipo 3%. Neste planejamento, k = 2 fatores: temperatura de vapor
saturado e tempo de residéncia no digestor. A pressdao de vapor de agua saturado ndo
caracterizou uma variavel independente do processo visto que ela esté intrinsicamente ligada a

temperatura de vapor saturado.

A sigla EVA indica que as amostras sdo provenientes do processo de explosdo a vapor
em meio alcalino. Ap6s exploséo a vapor, as amostras foram armazenadas sob refrigeracédo (a
aproximadamente 4°C) para posterior extracao de gelatina com agua quente.

A faixa de temperatura (130 a 150°C) e de tempo (5 a 15 min) do processo foi
determinada por meio de testes prévios, que indicaram que temperaturas/tempos mais baixos
ndo resultavam em melhorias no processo de extracdo de gelatina e temperaturas/tempos mais

altos resultavam em degradacdo da gelatina posteriormente extraida.
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Tabela 6 - Codificacdo e condicGes as quais as amostras de RCCC foram submetidas durante
0 processo de explosdo a vapor em meio alcalino
Cddigo da Temperatura de vapor de  Pressdo de vapor de  Tempo de residéncia

amostra® 4gua saturado (°C) agua saturado (bar)? no digestor (min)
130/5(EVA) 130 2,5 5
130/10(EVA) 130 2,5 10
130/15(EVA) 130 2,5 15
140/5(EVA) 140 3,5 5
140/10(EVA) 140 3,5 10
140/15(EVA) 140 3,5 15
150/5(EVA) 150 4,5 5
150/10(EVA) 150 4,5 10
150/15(EVA) 150 4,5 15

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracdo de gelatina. Sendo que: EVA= Explosdo a vapor em meio alcalino.
2 Aproximada — marcada pelo mandmetro

O RCCC tratado por explosdo a vapor em meio alcalino foi ambientado a 45°C,
adicionada agua deionizada a 100°C até que a massa total do sistema fosse de 302 g. A mistura
foi agitada por 3 min e a separacgdo das duas fracdes resultantes (torta sélida e gelatina em meio
aquoso) foi realizada por filtracdo a vacuo. A Figura 12 apresenta imagens do processo descrito.

Figura 12 - Extracdo de gelatina: A) RCCC ap6s explosdo a vapor em meio alcalino + agua a 100°C; B)
sistema de filtracdo a vdcuo em operacdo com gelatina separada no Kitassato; C) aparéncia do RCCC apds
explosdo a vapor durante processo de filtracdo; D) aparéncia do RCCC apés exploséo a vapor no final do
processo de filtragdo, dando origem & denominada torta sélida residual do processo

Fonte: o autor
A condicdo de extracdo de gelatina com &gua quente (empregando agua a 100°C e

agitacdo por 3 min) foi determinada a partir de testes prévios, conforme descrito no Apéndice
A deste trabalho. Tais testes avaliaram o rendimento do processo de extracdo e a qualidade
(grau de degradacdo) da gelatina extraida perante as condi¢cGes de tempo e temperatura

utilizadas.
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4.2.5. Determinacdo do numero de extragdes sequenciais a serem empegadas na extragao

de gelatina de RCCC submetido a exploséo a vapor em meio alcalino

O teste de extragdes sequenciais (assim como a concentracéo e purificacdo da gelatina)
foi realizado apenas para 0 processo considerado como 0 processo 6timo de extracdo de
gelatina. Conforme serd posteriormente detalhado na secdo de Resultados e Discussdo, esta
condicdo foi a de explosdo a vapor de RCCC em meio alcalino a 140°C por 10 min.

A realizagdo de uma Unica extracdo de gelatina com &gua a partir do RCCC submetido
a explosdo a vapor em meio alcalino ndo remove por completo a proteina solGvel presente no
mesmo. Testou-se entdo a extracdo de gelatina com uma, duas e trés extracGes sequenciais.

As extracdes sequenciais foram realizadas repetindo-se o processo de extracdo com agua
guente. O RCCC submetido a explosdo a vapor em meio alcalino foi ambientado a 45°C,
adicionados 180 mL de agua a 100°C e filtrado a vacuo, separando gelatina da torta residual.
Este processo foi repetido por mais duas vezes.

A avaliacdo do namero de extracGes sequenciais foi feita baseando-se no aumento do
rendimento de extracdo de gelatina (desejavel), o aumento no teor de cromo extraido
(indesejavel) e a diminuicdo da qualidade da gelatina extraida (indesejavel).

4.2.6. Concentracdo e purificacdo da gelatina

A ultrafiltracdo foi empregada na concentracéo da gelatina, seguida de um processo de
diafiltracdo, com a mesma membrana, para purificacdo. A Figura 13 apresenta 0 modulo usado
NO Processo.

A passagem pelo modulo de membrana inicia pela insercdo de um recipiente com a
amostra inicial em meio aquoso no local indicado como “tanque de alimentagdo/concentrado”.
A amostra é entdo succionada pela bomba, passando pela membrana. Particulas maiores do que
0s poros da membrana (gelatina ndo degradada) voltam ao concentrado. Substancias menores
do que os poros da membrana (agua, sais e colageno hidrolisado) permeiam e séo coletadas no
permeado. O sistema recircula o concentrado até que seja atingida a condicao desejada (medida

como reducéo de volume de concentrado ou como volume coletado no permeado).
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Figura 13 — Médulo de membrana empregada na ultrafiltracéo e diafiltracdo de gelatina: (1) tanque de
alimentacdo/concentrado; (2) bomba; (3) mandmetro de entrada; (4) membrana; (5) permeado; (6) manémetro de
saida.

Fonte: o autor

Para a concentracdo, 1500 mL de gelatina foram recirculados até reducéo a %2 do volume
original, eliminando-se os % restantes no permeado. Para a realizacdo das diafiltracdes,
adicionou-se ao concentrado agua deionizada o equivalente a trés vezes o volume de
concentrado resultante do processo anterior. A agua adicionada solubilizou os sais presentes no
concentrado e permitiu a eliminacdo dos mesmos no permeado, purificando a gelatina. Foram
realizadas trés diafiltracdes em sequéncia a fim de verificar até qual diafiltracdo ocorria
diminuicdo significativa no teor de sais da gelatina. Os volumes de permeado, concentrado e

agua deionizada envolvidos no processo estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Volumes de permeado/concentrado/agua deionizada envolvidos nos processos de
dialise e diafiltracdes.

Processo Volume  Volume de Volume Volume  Volume de Volume de
de 4gua  concentrado total de concentrado  concentrado
adicionada alimentado alimentado permeado (mL) removido para
(mL) (mL) (mL) (mL) caracterizacao
(mL)
Ultrafiltracdo 0 0 1500 1125 375 50
(concentragéo)
Diafiltracdo 1 975 325 1300 975 325 50
Diafiltragdo 2 825 275 1100 825 275 50
Diafiltragdo 3 675 225 900 225 225 225

A concentracdo e purificacdo da gelatina foi realizada em duas diferentes condicdes de
pH (ajustados na gelatina em meio aquoso antes do inicio do processo): pH 10,5 (ndo houve
necessidade de ajustes, visto que é o pH em que a gelatina é extraida), e pH 7,5 (ajustado com
acido citrico). Estas variacdes visaram verificar a possibilidade de obter maior aumento da

concentracdo de gelatina e maior reducéo no teor de cromo e sais em um dos valores de pH.

4.2.7. Conversédo do cromo hexavalente residual da gelatina em cromo trivalente

A conversdo do cromo hexavalente residual na gelatina foi obtida com sulfato de ferro
I1. O cromo hexavalente reage com sulfato de ferro Il formando cromo trivalente, de acordo
com a reagédo da Equacéo 1:

6 Fe2* + Cr207% + 14 H* — 6 Fe®* + 2 Cr** + 7 H,0 (1)

As massas de FeSO4 indicadas na Tabela 8 foram testadas para a reducdo do cromo VI
em Il de 10 mL de gelatina. A faixa de massas aqui testada foi determinada em testes
preliminares de redugdo do cromo, empregando-se massas maiores e menores de FeSO4 do que
as aqui apresentadas. O FeSOg foi diluido a 100 mg/L em agua. Em cada ensaio, o0 volume de
solucéo de FeSO4 indicado na Tabela 8 foi adicionado a gelatina em temperatura ambiente e 0
sistema foi agitado por 5 min.

A presenca de cromo VI residual na amostra foi indicada pela formagdo do complexo
de coloragdo rosa do metal com a difenilcarbazida. Para a ocorréncia de tal reacdo foram
adicionados as amostras 1,0 mL de acido fosférico 50% (v/v) e 0,4 mL de difenilcarbazida

0,25% (m/v, em acetona).
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Tabela 8 — Diferentes teores de sulfato de ferro (11) testados na reducéo do cromo (V1) para
cromo (I11) na gelatina extraida do RCCC

Volume de solugéo de 100 Massa de FeSO4 Massa equivalente de
Amostra  mg/L de FeSOsadicionado  adicionada em 10 mL  FeSOsa ser adicionada a
em 10 mL de gelatina (mL) de gelatina (mg) 1L de gelatina (mg)
1FeSO4 0,1 0,01 1
2FeSO, 0,2 0,02 2
3FeS0O4 0,3 0,03 3
4FeSO4 0,4 0,04 4
6FeSO4 0,6 0,06 6
8FeSO, 0,8 0,08 8
10FeSO4 1,0 0,10 10

4.2.8. Caracterizacdo do Residuo de Couro Curtido ao Cromo

O RCCC foi caracterizado de acordo com seu teor de umidade, cinzas, cromo, pH e
nitrogénio, além de ter sido submetido a andlise térmica e a caracterizacdo quanto a
granulometria.

O teor de umidade foi determinado por meio de secagem da amostra a 100°C por 16 h
de acordo com a American Society for Testing and Materials (ASTM), método D3790 — 79
(Standard test method for volatile matter —moisture- of leather by oven drying). Foram

realizadas seis medicGes de umidade do RCCC.

O teor de cinzas, por sua vez, foi determinado por meio de calcinacdo da amostra,
previamente seca a 600°C por 4 h, de acordo com metodologia ASTM D2617 — 12: Standard

test method for total ash in leather. Foram realizadas seis medicGes de teor de cinzas do RCCC.

O teor de cromo no RCCC foi determinado, em triplicata, segundo o método ASTM
D2807-17a: Standard test method for chromic oxide in leather — perchloric acid oxidation.
Aliguotas de 3 g de RCCC foram calcinadas a 600°C por 6 h para as cinzas resultantes serem
digeridas com &cido nitrico, cloridrico e perclérico em chapa de aquecimento, ocorrendo entdo
aoxidacio do Cr®a Cr*®. A solucio resultante do processo teve seu teor de cromo, representado
como Oxido de cromo Ill, determinado por iodometria por meio da titulacdo da amostra com

tiossulfato de sédio 0,1 N empregando-se amido como indicador.

O pH do RCCC foi determinado pela imersdo do RCCC em agua (5 g do residuo para

100 mL de &gua destilada), seguida de 4 h de agitacdo e determinacdo do pH resultante da
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mistura. O ensaio foi realizado em triplicata de acordo com a ASTM D6657 — 16: Standard test

method for pH of wet blue.

O teor de nitrogénio no RCCC foi determinado na forma de nitrogénio total Kjeldahl
(NTK) por meio do método semi-micro Kjeldahl. A digestdo da amostra e conversdao do
nitrogénio organico em amoniacal foi realizada com o auxilio de catalisadores (CuSO4.5H20,
Na>SeOs e Na2SO4) em meio &cido (com acido sulfurico) a 350°C. A posterior destilagdo do
extrato foi realizada em meio bésico pela adicdo de NaOH, convertendo o nitrogénio amoniacal
em amonia, fixada com &cido borico e titulada com H2SOa.

A temperatura de degradacdo do RCCC foi determinada por termogravimetria. Uma
aliquota de 10 mg de amostra foi submetida a um aquecimento de 20 a 600°C a uma taxa de
10°C.min"t em atmosfera de nitrogénio. A andlise foi realizada em um analisador térmico
simultaneo (STA) (Jupiter 449, Netzsch, Alemanha).

A distribuicdo granulométrica do RCCC antes e apds a moagem foi determinada em
agitador eletromagnético (Tamis, Brasil) com peneiras da série Tyler (6, 10, 14, 20, 28 e 35
mesh). O ensaio foi realizado em triplicata com 45 g de RCCC previamente seco a 105°C até

massa constante, mantendo-se a amostra no agitador por 30 min, em agitacdo maxima.

4.2.9. Caracterizacdo do RCCC pre-tratado por meio de explosdo a vapor e da torta

residual do processo

O RCCC pré-tratado por explosao a vapor foi caracterizado de acordo com seu teor de
umidade e cinzas, analises realizadas em triplicata, e teve seu comportamento sob aquecimento
(temperatura de degradacao) caracterizado seguindo-se a mesma metodologia empregada para
o RCCC.

A torta sélida residual do processo de extracdo de gelatina foi caracterizada de acordo
com seu teor de umidade e cinzas, em triplicata, seguindo-se as mesmas metodologias

empregadas para a caracterizacdo do RCCC

4.2.10. Caracterizagéo da gelatina

A gelatina foi caracterizada de acordo com seu pH, massa seca, cinzas, viscosidade, teor
de cromo (total e hexavalente) e proteina (pelos métodos de NTK e Lowry). Todas analises

foram realizadas em triplicata.
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O pH da gelatina foi medido com pHmetro (86502, AZ, Taiwan) logo apds o processo
de extracdo. As medicdes foram realizadas em volumes de 50 mL de amostra.

O teor de massa seca foi determinada por meio da secagem de aproximadamente 5 g de
amostra a 105°C em estufa (DelLeo, Brasil) até massa constante. A massa seca de gelatina foi
entdo submetida a aquecimento a 600°C em mufla por 2 h para determinacdo do teor de cinzas.

As medidas de massa foram realizadas em balanca analitica (AYUZ220, Shimadzu, Japao).

A viscosidade da gelatina foi determinada a 25°C empregando-se um viscosimetro
Ubbelohd N° 1 para liquidos transparentes, seguindo-se metodologia ASTM D446-12

(Standard specifications and operating instructions for glass capillary kinematic viscometers).

O teor de proteina da gelatina foi determinado por duas diferentes metodologias: como
nitrogénio total pelo método Kjeldahl (NTK) (seguindo-se a mesma metodologia apresentada
para o RCCC); e como proteina total pelo método de Lowry (LOWRY; ROSEBROUGH; A.L. FARR,
1951).

Para o método de Lowry, preparou-se solucdo de sulfato de cobre pentahidratado e
citrato de sddio (5 g/L e 10 g/L, respectivamente), originando o Reagente A. Seguiu-se pelo
preparo de uma solucdo de carbonato de sodio e hidroxido de sédio (20 g/L e 4 g/L,
respectivamente), originando o Reagente B. A mistura de 1 mL de Reagente A com 50 mL de
Reagente B resultou no Reagente C. A uma aliquota de 1 mL de amostra foram adicionados 5
mL de Reagente C. A mistura ficou em repouso por 10 min e, entdo, foi adicionado a ela 0,5
mL de folin ciocalteu 2N 1:1 (v/v). A mistura foi agitada, mantida em repouso por 30 min e,
posteriormente, teve sua absorbancia medida em espectrofotometro (lonlab IL-226) em 750
nm. A quantificacdo de proteina foi realizada por equacéo obtida a partir de curva de calibracéo
(R2 > 0,999) produzida com albumina do soro bovino (BSA) na faixa de concentracoes de 0,1
a0,5g/L.

O teor de cromo hexavalente na gelatina foi determinado pelo método colorimétrico da
1,5-difenilcarbazida de acordo coma ASTM D 1687 — 17 (Standard test methods for chromium
in water — method A). Foram adicionados 0,2 mL de 1,5-difenilcarbazida 0,25 % (m/v, em
acetona) e 0,5 mL de acido fosforico 50% (v/v) a 5 mL de amostra. A coloracdo rosa formada
pela complexacdo do cromo VI pela 1,5-difenilcarbazida tem sua intensidade lida, ap6s 15-30
min de descanso da amostra, em espectrofotdbmetro empregando-se comprimento de onda de
540 nm. A quantificacdo de cromo foi realizada por equacdo obtida a partir de curva de
calibracdo (R? > 0,999) produzida com dicromato de sodio diluido de forma a obter solucdes

de cromo VI na faixa de concentrag¢fes de 0,1 a 5,0 mg/L.
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Para a determinacéo do cromo total, as amostras de gelatina foram diluidas em 4gua em
proporcdo de 1:10. O cromo |1l presente na amostra foi oxidado a cromo VI sob aquecimento
em chapa (20 min) com o uso de 0,8 mL de NaOH (0,1 mol/L) e 0,1 mL de perdxido de
hidrogénio P.A. 35% para cada 20 mL de amostra. A amostra oxidada foi entdo resfriada e
analisada seguindo-se a metodologia de quantificacdo de cromo VI (ASTM D 1687 — 92).

Também foi realizado ensaio para determinacdo do teor de cromo ligado a cadeia
polipeptidica da gelatina e o teor de cromo soluvel na gelatina. Este ensaio se baseou no fato de
a proteina em meio aquoso precipitar quando misturada com acetona gelada, o que ndo ocorre
com o cromo solubilizado no meio. A precipitagdo da proteina a partir da gelatina em meio
aquoso deve, portanto, separar o cromo soltvel (presente no sobrenadante) do cromo ligado a
proteina (presente no precipitado). Para tal ensaio, 50 mL de gelatina foram misturados a 60
mL de acetona gelada (-4°C) a fim de precipitar a proteina. A mistura foi centrifugada a fim de
separar a gelatina precipitada (precipitado) do sobrenadante. O precipitado foi redissolvido em
50 mL de agua deionizada (a fim de dissolver cromo soltvel nele presente) e, novamente, a
proteina foi precipitada com 60 mL de acetona gelada e a mistura separada por centrifugacao.
O segundo precipitado foi redissolvido em 50 mL de &gua e todas as fragfes resultantes do
processo (sobrenadantes da primeira e segunda precipitacdo e precipitado final) foram
analisados de acordo com metodologia de determinacao de cromo total.

As concentracdes de aluminio, calcio, ferro, magnésio e sddio na gelatina foram
determinadas seguindo-se metodologia do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (SMEWW) — Métodos 3111B — em espectrofotbmetro de absorcdo atdmica
(Modelo Analyst 200, Perkin Helmer, EUA) por absor¢cdo atdmica de chama direta de ar-
acetileno. As amostras foram previamente digeridas com &cido nitrico e cloridrico de acordo
com o Método 3030-E do SMEWW.

4.3. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE FILMES POLIMERICOS

4.3.1. Caracterizacdo da matéria-prima

Os ensaios de caracterizacdo da matéria-prima foram todos realizados em triplicata.O
teor de umidade do amido de milho e das gelatinas foi determinado pela secagem de 5 g das

amostras a 105°C em estufa (modelo A35ED, DelL eo, Brasil) até massa constante. A medicao
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das massas das amostras em balanca analitica (Modelo AUY 220, Shimadzu, Japdo) antes e ap0s

a secagem permitiu o calculo da umidade das mesmas.

O teor de cinzas do amido foi determinado de acordo com a norma ASTM D2617-2017.
Aliquotas de 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 das massas das amostras em balanga
analitica antes e apds terem sido calcinadas permitiu o céalculo do teor de cinzas, em base seca.
Metodologia semelhante foi empregada na medicao do teor de cinzas da gelatina, ajustando-se

apenas o tempo do ensaio para 2 h, conforme indicado por Cabeza et al. (1998).

A massa molar da gelatina foi determinada por cromatografia por permeacéo em gel em
equipamento Viscotek GPC Max VE-2001, com o uso de colunas 2SB-807 HQ e 2SB-806M
HQ. NaNOz em solucdo aquosa foi empregado como fase mével a 0,5 mL/min e 35°C.

A temperatura de gelatinizacdo do amido foi determinada por meio de calorimetria
diferencial de varredura (DSC), realizada em um instrumento de andlise simultanea TG/DSC
(STA, Jupiter 449, Netzsch, Alemanha). 2,5 g de amido foram dispersados em 100 mL de 4gua
deionizada e uma amostra desta dispersdo foi disposta em cadinho de alumina com tampa. A
dispersdo foi entdo aquecida de 20 a 120°C a uma taxa de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio,

de acordo com metodologia apresentada por Karlsson & Eliasson (2003).

O teor de amilose do amido foi determinado pelo método espectrofotométrico
recomendado por Martinéz & Cuevas (1989). Neste método, o amido é gelatinizado em meio
alcalino na presenca de alcool etilico. O meio ¢é posteriormente acidificado e nele é adicionada
solugéo de iodo, com o qual a amilose forma complexos de coloracdo azul. A leitura das
absorbancias das amostras foi realizada em espectrofotdmetro (Modelo SP 22, Biospetro,
Brasil) em comprimento de onda de 600 nm. Para o calculo da concentracdo de amilose, uma
curva de calibracdo (R2 > 0,999) foi construida a partir de amilose pura. O teor de amilopectina
foi calculado por diferenca, considerando-se o somatorio de amilose e amilopectina igual a
100%.

4.3.2. Producéo dos filmes poliméricos

O Apéndice B trata dos ensaios realizados e aspectos levados em consideracdo na
determinacdo do agente reticulante a ser empregado na produgdo dos filmes poliméricos:
glutaraldeido ou lactose. No corpo deste trabalho, apenas os ensaios realizados com o

glutaraldeido (agente reticulante escolhido para tal fim) s&o apresentados.
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A avaliagdo da reticulagdo dos filmes de amido de milho e gelatina (comercial e de
RCCC) pela acéo do glutaraldeido foi realizada, primeiramente, verificando-se o efeito do
agente reticulante individualmente sobre cada polimero citado, conforme planejamento

apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 — Planejamento experimental usado para estudar o efeito da reticulagdo promovida
pelo glutaraldeido em filmes poliméricos produzidos a partir de amido, gelatina de RCCC e
gelatina comercial.

. . Concentracdo de glutaraldeido
Amostra  Principal Polimero ¢ g

(% m/m)
A(0,0) Amido 0,0
R(0,0) Gelatina de RCCC 0,0
C(0,0) Gelatina Comercial 0,0
A(3,0) Amido 3,0
R(3,0) Gelatina de RCCC 3,0
C(3,0) Gelatina Comercial 3,0

Para tal, 6 g (em base seca) do polimero (amido, ou gelatina comercial, ou gelatina do
RCCC) foram misturados em um total de 213 mL de solucéo filmogénica (volume completado
com agua deionizada) e aquecidos por 15 min a 85-90°C (temperatura necessaria para
gelatinizacdo do amido) sob agitacdo de 150 rpm pelos primeiros 5 min, 100 rpm pelos 5 min
seguintes e 50 rpm nos Gltimos 5 min (a reducdo da velocidade de agitacdo evitou a formacéo
de bolhas na solucdo). O glicerol foi adicionado apds o tempo final de agitacdo. A solucao
filmogénica foi resfriada até 25°C para posterior adicdo do glutaraldeido. O processo €

apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Producdo da solugdo filmogénica a partir da gelatina de RCCC.: A) 4gua deionizada, gelatina de
RCCC e amido de milho antes de serem misturados; B) aspecto da mistura dos trés componentes, em banho
maria, antes de atingir a temperatura de gelatinizacdo do amido de milho; C) aspecto da mistura dos trés
componentes, em banho maria, ap0s atingir a temperatura de gelatinizagdo do amido de milho.

"Fonte: o autor

Deu-se sequéncia ao trabalho pela avaliacdo do efeito de diferentes concentracGes do
agente reticulante sobre as blendas de gelatina comercial e amido de milho, e de gelatina de
RCCC e amido de milho, conforme Tabela 10. Todas as formulagdes foram produzidas em
triplicata. Para tal, 4 g (em base seca) de gelatina (comercial ou de RCCC) e 2 g de amido de
milho (em base seca) foram misturados em um total de 213 mL de solugéo filmogénica (volume
completado com agua deionizada). A solucdo foi produzida seguindo a metodologia

apresentada acima.

Tabela 10 - Planejamento experimental usado para estudar o efeito da reticulagdo promovida
por diferentes concentragdes de glutaraldeido em filmes poliméricos produzidos a partir da
blenda de amido e gelatina de RCCC ou gelatina comercial.

Concentracdo de glutaraldeido

Amostra Tipo de Gelatina

(% m/m)
AR(0,0) Gelatinade RCCC 0,0
AC(0,0)  Gelatina Comercial 0,0
AR(1,5)  Gelatinade RCCC 1,5
AC(1,5) Gelatina Comercial 1,5
AR(3,0)  Gelatinade RCCC 3,0

AC(3,0) Gelatina Comercial 3,0
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A solucdo filmogénica foi espalhada em placa de vidro (577 cm? de area) revestida com
Teflon. Para que a solucéo filmogénica ndo escorresse, bordas removiveis, também revestidas
com Teflon, foram fixadas na placa. Os filmes foram secos a 21°C (x 3°C) em umidade relativa
de 60% (£ 7%). O material foi armazenado em umidade relativa constante de 60% (mantida

com solucdo saturada de nitrato de magnésio em ambiente fechado) até sua caracterizacéo.

Figura 15 - Placas empregadas na secagem dos filmes.

||

Fonte: o autor

A fim de ter-se um branco, para as analises de FTIR e TG, foram também produzidas
amostras contendo apenas os polimeros - amido, gelatina comercial e gelatina do RCCC —
chamadas de BA, BC e BR, respectivamente. Elas passaram pelo mesmo processo de dispersdo

em agua, aquecimento, resfriamento e espalhamento que as demais amostras.

4.3.3. Caracterizacao dos filmes poliméricos

4.3.3.1. Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com o uso de um medidor de espessura de
camadas (Modelo 345, Elcometer), capaz de medir espessuras variaveis de 0 a 12.500 pm com

precisdo de 2,5 um. Foram realizadas 20 medigdes para cada amostra de filme.

4.3.3.2. Solubilidade

O ensaio de solubilidade foi realizado por meio de adaptacdo do método de (FAKHOURY
et al., 2012). Quatro amostras de cada filme, de dimensdes iguais a 2 x 2 cm, foram secas em

dessecador por 48 h para determinacdo de sua massa seca inicial. Elas foram entdo colocadas
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em recipiente com 70 mL de agua deionizada e agitadas em shaker de agitacdo orbital (MA
832, Marconi, Brasil) a 90 rpm por 24 h a 27°C. Apds, as amostras foram novamente secas em
dessecador (por 72 h) para determinacdo de sua massa final. O percentual de massa perdida
durante as 24 h de agitacdo em meio aquoso corresponde a solubilidade do filme. As medidas

de massa foram realizadas em balanca analitica (Modelo AUY 220, Shimadzu, Jap&o).

4.3.3.3. Isotermas de sorcao de agua e umidade na monocamada

Para a determinacdo das isotermas de sorcdo de adgua dos filmes, seis solucdes salinas
saturadas foram empregadas na manutencdo de umidade constante em seis diferentes
recipientes a 20°C seguindo metodologia da norma ASTM E 104-02: acetato de potassio (23%),
carbonato de potéssio (43%), brometo de sédio (60%), cloreto de sddio (75%), cloreto de
potassio (85%) e sulfato de potéssio (98%)

Amostras de 2 x 3 cm foram colocadas em recipientes de vidro previamente pesados, e
entdo depositadas em cada um dos 6 recipientes com umidade controlada. A massa das amostras
foi medida de 5 em 5 dias até o equilibrio (variacdo de massa menor do que 0,0010 g). Ap6s
atingir o equilibrio, as amostras foram secas a 105°C até massa constante para determinacéo de
sua umidade de equilibrio. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os valores de umidade de equilibrio em base seca foram entdo graficados em funcédo da
umidade relativa em valores decimais para obtenc¢do das isotermas de sor¢do de agua. O ajuste
dos dados foi realizado no software Origin Pro 6.5 por meio de regressao ndo linear utilizando

0 modelo de Guggenheim-Anderson-deBoer (GAB), indicado na Equacéo (1):

_ MO.C. k.aw
T (1-k.aw)(1 = k.aw + C.k.aw)

Ue (D

Sendo Ue a umidade de equilibrio (g agua.g filme seco?), MO a umidade na
monocamada molecular (g agua.g filme seco™?), C a constante de Guggenheim, relacionada a
sor¢do na monocamada, k o fator de correcéo, relacionado a sor¢do na monocamada e aw a

atividade de agua (umidade relativa decimal).



89

4.3.3.4. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (Pva) foi determinada em triplicata de acordo com
0 método descrito na norma ASTM E96-16. Em recipientes plasticos com 2,5 cm de didmetro
de abertura foram colocados 7 g de silica gel 4-8 mm. As aberturas dos recipientes foram entdo
cobertas com amostras dos filmes poliméricos, de forma que qualquer processo de transferéncia
de massa de dentro para fora ou de fora para dentro do sistema ocorresse apenas através do
filme. Esta célula de medida foi colocada em camara de teste com umidade relativa controlada
a 75% por meio de solugdo saturada de cloreto de s6dio a 20°C e pressao atmosférica.

O fluxo de vapor no sistema ocorre de fora para dentro dos recipientes. A massa de agua
absorvida pela silica (e, portanto, transferida através do filme) foi determinada pesando-se a
célula de medida a cada 1,0 h por 8 h. (maiores tempos de medicao foram previamente testados
e resultaram nos mesmos valores de Pva). Utilizando-se dos dados de tempo e de pesagens das
células de medida calculou-se, por regresséo linear, a taxa de transmissdo de vapor de agua
(Tva), conforme a Equacéo (2):

T —G 2
va—tA (2)

onde Tva ¢ a taxa de transmiss&o de vapor de agua (g/dm’), G ¢ a variacio de massa da célula
de medida (g), t € o tempo transcorrido durante G (dias - d) e A é a area superficial de
transferéncia de massa do filme (m?).

A Pva foi entdo calculada de acordo com a Equacéo (3).

p Tva.x 3)
Vg = ——mm8M—
S(R1 — Ry)

onde Pva é a permeabilidade ao vapor de agua do filme (gmm/dm2kPa), x é a espessura do filme
(mm), S é a pressdo de vapor (kPa) de dgua na temperatura do ensaio, 20°C, e R1 € R2 sdo as
umidades relativas da camara de teste (75%) e do interior da célula de medicdo (0%),

respectivamente.

4.3.35. Graude inchamento

Amostras de filmes secas com dimensdes de 2x2 cm foram pesadas e, em seguida,
submersas em agua deionizada a 23°C. Apos 5 h, os filmes foram retirados da agua, cujo

excesso foi removido ao posicionar-se as amostras sobre material absorvente. Os filmes foram
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novamente pesados. O grau de inchamento, determinado em triplicata, foi calculado em funcéo
do percentual de massa de 4gua absorvida em funcdo da massa inicial do corpo de prova.

4.3.3.6. Propriedades Mecanicas

O método ASTM D882-2018 foi empregado na determinacdo da resisténcia a tracao e
alongamento na ruptura. Para cada filme, cinco corpos de prova de 2 x 10 cm foram
armazenados a temperatura de 23°C = 2 °C e umidade relativa de 50 £ 10% (em ambiente com
solucdo saturada de nitrato de magnésio) por pelo menos 40 h. Os corpos de prova foram entéo
ensaiados em um maquina de testes universais (Emic, Modelo DL2000, Brasil) sendo
submetidos a uma velocidade de ensaio de 25 mm'min* com célula de carga com capacidade
de 20 kN.

4.3.3.7.  Analise termogravimétrica

A anélise termogravimétrica dos filmes foi realizada em instrumento de analise térmica
simultdnea (Modelo Jupiter 449, Netzsch, Alemanha). Aliquotas de 10 mg das amostras,

mantidas por 5 dias em dessecador antes da andlise, foram submetidas a uma taxa de

aquecimento de 10°C'min’t em atmosfera de nitrogénio (50 mL'min?) de 20 a 600°C.

4.3.3.8. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

As andlises de FTIR foram realizados em triplicata em um espectrdmetro de
infravermelho com Transformada de Fourrier (Nicolet 1IS10 Termo Scientific). 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 nimero de onda de 450 a
4000 cm. A fim de evitar aparecimento de bandas de OH" de agua, as amostras foram secas a

60°C em estufa a vacuo por pelo menos 12h antes da realizacdo das analises.
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4.3.3.9. Microscopia Optica

Os filmes foram avaliados por microscopia Optica empregando-se microscépio
trinocular com Optica infinita plana (TNB-40T-PL, Opton) com aumento de 40, 100, 400 e 1000

VEZES.

4.3.3.10. UV-Vis

Os espectros de absorbancia no UV-Vis dos filmes foram obtidos em um
espectrofotdbmetro modelo EVOLUTION 60 da Thermo Scientific na faixa de 200 a 550 nm,

Utilizou-se um suporte para filme e realizou-se a analise em triplicata.

4.3.3.11. Cor

A determinacdo de cor foi realizada em triplicata em espectrofotdmetro Hunter Lab,

com a sobreposicao de seis corpos de prova de dimensdes 3 x 3 cm.

4.3.3.12. Difracéo de Raios X

A andlise de difracdo de raios X foi realizado em difratdmetro de raios X (Shimadzu
XRD-6000), a temperatura ambiente, nos angulos de 2° a 40° e com passo de 0,03°.

4.3.3.13. Analise DinAmico-Mecanica

Para os ensaios de DMA, amostras retangulares de aproximadamente 5,3 mm de largura
e 2 cm de comprimento previamente acondicionadas a uma umidade relativa de 60% foram
utilizadas. O ensaio foi conduzido com clamp de tracao, a 1 Hz, com amplitude de 0,1% a uma
taxa de 3°C/min de -20°C até inicio da fusdo do polimero (aprox. 100 — 110°C). A Tg foi

determinada como a temperatura maxima do pico do tan delta.
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4.4. TESTE DE APLICACAO DOS FILMES POLIMERICOS COMO FITAS DE
PLANTIO — TESTE DE GERMINACAO

O objetivo do teste de aplicagdo dos filmes foi verificar se fitas de plantio produzidas
com gelatina (comercial e extraida de residuos de couro curtido ao cromo) e amido de milho,
reticuladas com glutaraldeido e ndo reticuladas, prejudicam/melhoram a germinagdo de
sementes de alface, rabanete e repolho. Ressalta-se aqui que este é um teste preliminar. Uma
avaliacdo completa realizada sob a perspectiva da agronomia, levando em consideragdo as
necessidades especificas das culturas testadas permitird uma conclusdo definitiva sobre a

melhor forma de aplicacao dos filmes.

Empregou-se uma adaptacéo da norma que avalia a toxicidade de compostos dispostos
no solo e seus efeitos sobre a germinacdo de determinadas culturas. A norma em questdo é a
OECD-208 (2006) Terrestrial Plant Test: Seedling Emergence and Seedling Growth Test. Na
norma original, o material cuja toxicidade deseja-se testar € misturado ao solo onde sementes
sdo plantadas. Na adaptacdo aqui empregada, as sementes ficaram em contato direto com as
fitas de plantio de gelatina e amido. As fitas de plantio produzidas a partir das formulagoes
abaixo foram empregadas:

a. AR(0,0) — amido + gelatina de residuo de couro curtido ao cromo

b. AR(3,0) —amido + gelatina de residuo de couro curtido ao cromo + glutaraldeido

c. AC(0,0) — amido + gelatina comercial

o

AC(3,0) — amido + gelatina comercial + glutaraldeido

e. Papel (tipo toalha com espessura de 0,05 mm)

Foram utilizadas sementes de alface, rabanete e repolho. As sementes adquiridas
possuiam pelo menos 95% de percentual de germinacdo. A selecdo das culturas foi realizada
baseando-se nas indicagdes feitas pela norma adotada e no periodo do ano em que foi realizado
0 teste: marco/abril.

Terra de jardim ndo adubada (conforme solicitacdo de norma) foi homogeneizada e
peneirada em peneira 9 mesh Tyler. A terra empregada possui 45% m/v de argila, 11% m/v de
areia e 44% m/v de silte, sendo classificado como Solo Tipo 3 — franco argiloso. Ainda, o pH
do solo utilizado € igual a 5,0, e ele possui, em mg/dm3, teores de célcio igual a 1040, potassio
igual a 858, magnésio igual a 194, cobre igual a 7,1, zinco igual a 7,6, boro igual a 0,4,

manganés igual a 24,1, sédio igual a 22,2. O teor de matéria organica € de 3,2%.
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Em um primeiro teste, as sementes foram posicionadas entre duas camadas de filmes,
que foram entdo seladas com uso de uma seladora (marca Araujo) para que as sementes
pudessem ficar de fato contidas entre as duas camadas. As fitas produzidas com papel tiveram
suas bordas coladas. A Figura 16 apresenta as fitas produzidas com a seladora.

Figura 16 - Fitas de plantio contendo sementes de a) alface, b) rabanete, c) repolho; produzidas por selagem com
filmes AC(0,0) - amido + gelatina comercial (esquerda superior); AC(3,0) - amido + gelatina comercial +
glutaraldeido (direita superior); AR(0,0) - amido + gelatina de residuo de couro curtido ao cromo (esquerda
centro); AR(3,0) - amido + gelatina de residuo de couro curtido ao cromo + glutaraldeido (direita centro); papel
inferior).

Fonte: o autor

Em um segundo teste, as sementes foram posicionadas sobre uma camada de filme ou
papel e fixadas com auxilio de cola branca lavavel. A Figura 17 apresenta as fitas produzidas

com cola.

Figura 17 - Fitas de plantio contendo sementes de a) alface, b) rabanete, ¢) repolho; produzidas com cola branca
usando, respectivamente, de cima para baixo: filme AR(3,0) - amido + gelatina de residuo de couro curtido ao
cromo + glutaraldeido; AR(0,0) - amido + gelatina de residuo de couro curtido ao cromo; AC(3,0) - amido +
elatina comercial + glutaraldeido; AC(0,0) - amido + gelatina comercial; papel.

Fonte: o autor
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Cinco sementes de cada cultura foram plantadas para cada uma das 4 diferentes
formulacdes de filmes de amido e gelatina testadas. Adicionalmente, cinco sementes de cada
cultura foram plantas usando uma fita de plantio feita de papel (a fim de comparar com fitas de

papel disponiveis comercialmente) e sem fita de plantio alguma (grupo de controle).

As sementes foram posicionadas na profundidade indicada para plantio (0,5 cm para
alface, 2,0 cm para rabanete e 1,0 cm para repolho) em floreiras com aproximadamente 2 kg de
terra cada, conforme Figura 18. As floreiras tiveram seu fundo furado para evitar acimulo de
agua e foram posicionadas em uma estufa que recebeu aproximadamente 5 h diérias de sol
direto. As sementes foram regadas conforme necessidade, mantendo-se a terra sempre Umida,

mas nao encharcada.

Figura 18 — a) Fitas posicionadas na profundidade adequada antes do plantio; b) Estufa utilizada no teste de
erminacao
) 3 bl

st

Fonte: o autor

O teste com as fitas produzidas com seladora durou 22 dias, enquanto que o realizado
com as fitas produzidas com cola durou 19 dias. Ambos obedeceram ao requisito da norma que
pede de 14 a 21 dias de teste ap6s a germinacdo de 50% das sementes do grupo de controle.
Durante o teste, foi realizado o controle de temperatura interna e externa a estufa e umidade
interna.

Apo6s o periodo do teste, as plantas que germinaram foram colhidas. Os seguintes
aspectos foram avaliados para determinar se o uso da fita de plantio teve algum efeito sobre a
germinacao das culturas:
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Tempo necessario até a germinacao;

o o

Percentual de sementes germinadas;

o

Percentual de brotos sobreviventes ao periodo de teste;

o

Massa Umida da planta;
e. Massa seca da planta (determinada por secagem das plantas em estufa a 55°C até
massa constante);

f. Alturada planta;

4.4.1. Tempo necessario para deterioracao dos filmes no solo

Quando utilizadas as fitas de plantio, a germinacdo e o desenvolvimento das plantas,
inclusive de suas raizes, podem ter relacdo direta com o tempo necessario para que o filme se
deteriore no solo, liberando a semente e permitindo brotacdo e enraizamento. E necessério,

portanto, que uma estimativa deste tempo seja determinada.
Em potes plasticos separados, Figura 19, foram enterradas as fitas de plantio, com e sem
sementes, na mesma terra utilizada no teste de germinacdo. Diariamente os filmes foram

removidos da terra e a deterioragcdo dos mesmos foi avaliada visualmente.

Figura 19 - Interior da estufa de plantio com as floreiras para teste de germinacéo e os potes com terra e fitas
empregado para visualiza¢do da deterioracéo dos filmes.
i 3 - r‘ 7 - g ~. \v'.‘L 3 % ‘/

Fonte: o autor
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o Software Statistica 10 (Statsoft). A significancia
estatistica dos fatores estudados foi determinada por meio de andlise de variancia (ANOVA),
empregando-se nivel de confianga de 95%. A diferenca estatistica entre médias foi determinada
pelo teste de Tukey e, por fim, o ponto 6timo de alguns processos foi determinado por meio da

funcdo desejabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DO RCCC

A caracterizacdo do RCCC é apresentada na Tabela 11. A reprodutibilidade dos
processos de extracdo de gelatina depende diretamente das caracteristicas do RCCC empregado
no processo. Diferentes residuos produzirdo diferentes resultados experimentais, o que deve ser

levado em consideragdo em possiveis tentativas de reproducdo dos ensaios aqui descritos.

Os resultados apresentados na Tabela 11 estdo de acordo com aqueles reportados por
outros autores, que encontraram valores de pH entre 2,4 e 4,7, massa seca entre 45,9 e 49,5%,
NTK entre 13,0 e 16,6% (em base seca) e Cr20z entre 2,4 e 4,7% (em base seca) (DETTMER et
al., 2014a; GAIDAU et al., 2009; ScoreL et al., 2016; TAYLOR et al., 1998b; TAYLOR et al.,
1992). Apenas o teor de cinzas encontrado para 0 RCCC aqui empregado (6,54% em base seca)
esta abaixo da faixa de 7,4 a 14,9% (em base seca) reportada por outros autores (DETTMER et
al., 2014a; GAIDAU et al., 2009; ScoreL et al., 2016; TAYLOR et al., 1998b; TAYLOR et al.,
1992).

Tabela 11 - Caracterizacdo do RCCC empregado na extracédo de gelatina.

Pardmetro Resultado

pH 3,40+0,1

Massa seca (%) 48,1+0,3
Cinzas (% base seca) 6,54 £ 0,05

Cromo (Cr203, % base seca) 4,56 £ 0,29
Nitrogénio (NTK % base seca) 14,6 £0,6

A moagem do RCCC resultou em reducéo de sua granulometria, conforme apresentado
na Tabela 12. O diametro superficial médio das particulas reduziu de 0,36 para 0,27 mm. Ja o
percentual de residuo retido na peneira da série Tyler, mesh 6, reduziu de 48,7 para 3,8%,
enguanto que o percentual de residuo que passou pela Gltima peneira, mesh 35, aumentou de
8,2 para 53,1%.
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Tabela 12 — Distribuigdo granulométrica do RCCC antes e ap0s processo de moagem.

Peneira Tyler Mesh (abertura em mm) % Retido
RCCC RCCC moido

6 (3,36) 48,8 3,8

10 (2,38) 19,4 57

14 (1,41) 7,6 6,7

20 (0,841) 6,5 9,3

28 (0, 592) 53 10,8

35 (0,500) 4,1 10,4

Panela 8,2 53,1

A Figura 20 apresenta amostras do RCCC antes e apds a moagem. Conseguiu-se, com
isso, obter uma matéria-prima mais homogénea para posterior processamento. A
homogeneidade da amostra é de primordial importancia. Amostras ndo homogéneas
distribuem-se de maneiras diferentes no reator de exploséo a vapor, sendo portanto submetidas
a diferentes condi¢Bes de processamento. Isto pode gerar alteracfes das caracteristicas da
gelatina extraida do RCCC que ndo séo provocadas por diferentes condi¢fes de processamento,
mas sim pela falta de homogeneidade das amostras. Além disto, a reducdo do tamanho médio
da serragem de RCCC aplicada neste trabalho permite melhor acdo do agente alcalinizante e da

agua durante a hidrolise alcalina do residuo, visto que a area superficial do mesmo aumenta.

Figura 20 - Amostras de residuo de couro curtido ao cromo, proveniente de processo de rebaixamento de couro
Wet Blue, empregado na extracdo de gelatina: antes do processo de moagem (esquerda) e apos o processo de
moagem (direita).

Fonte: o autor
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5.2. EXTRACAO, CONCENTRACAO E PURIFICACAO DA GELATINA DE RCCC

A caracterizacao dos produtos obtidos a partir dos dois métodos de extracdo de gelatina
testados serd apresentada e discutida nos proximos itens deste trabalho, seguindo-se pela
determinacéo do processo mais adequado de extragéo de gelatina. Por fim, os resultados obtidos

na concentracao e purificacdo da gelatina obtida pelo melhor processo serdo apresentados.

5.2.1. Extracdo de gelatina por hidrdlise alcalina de RCCC preé-tratado por explosao a

vapor

A avaliacdo deste processo de extracao de gelatina passa por duas etapas. Primeiramente
precisa-se compreender os efeitos da exploséo a vapor no RCCC, o que € realizado no item
5.2.1.1. Segue-se, entdo, para a avaliacdo da gelatina extraida a partir do residuo pré-tratado,

conforme apresentado no item 5.2.1.2.

5.2.1.1. Pré-tratamento por explosdo a vapor

A Tabela 13 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica do RCCC pré-tratado por
explosdo a vapor. A andlise estatistica completa dos resultados apresentados encontra-se no

Apéndice C deste trabalho.

O teor de cinzas do RCCC, em base seca, variou ap0s a explosdo em 0,6% para mais e
0,4% para menos, se comparado ao RCCC antes do processo. As amostras submetidas a
explosdo a vapor apenas absorveram agua proveniente do vapor. Elas ndo passam por qualquer
processo de separacao ou lixiviacdo, ndo ocorrendo alteracdo da composicdo do residuo em
termos de matéria inorganica, quando representada em base seca. Mesmo a possivel
solubiliza¢do de compostos inorganicos na 4gua ndo deveria, portanto, alterar o teor de cinzas
do residuo. As diferencas reportadas no teor de cinzas, tanto entre as amostras ap0s processo
de exploséo a vapor, como ao se comparar estas com o RCCC antes do pré-tratamento, podem

ocorrer devido a falta de homogeneidade do residuo empregado ou até mesmo a erros analiticos.
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Tabela 13 - Caracterizacdo do RCCC apds pré-tratamento por exploséo a vapor.

Codigo da amostral pH Massa seca Cinzas
(% m/m) (% m/m, base seca)
RCCC 3,40 £ 0,10 48,1+0,3 6,5+ 0,05
130/5(EV+HA) 3,30 + 0,044 23,4 + 0,4 7,0+0,3A
130/15(EV+HA) 3,20 + 0,018 17,7 + 0,68 6,1 + 0,58
150/5(EV+HA) 3,12 +0,028°¢ 17,8+1,38 7,1+0,2A
150/15(EV+HA) 3,08 +0,02¢ 13,3+1,2¢ 7,1+0,3%

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/tempo de residéncia no digestor (processo de
extracdo de gelatina). Sendo que: EV+HA= Exploséo a vapor seguida de hidrélise alcalina.

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes entre
si (p-Valor < 0,05)

O uso de maior temperatura e tempo de residéncia no pré-tratamento do RCCC por
explosdo a vapor levou a uma diminuicdo significativa na massa seca do residuo. O pré-
tratamento mais agressivo provavelmente permitiu uma maior abertura das fibras do RCCC,
permitindo que este absorvesse maior teor de agua e, consequentemente, diminuisse sua massa

Seca.

Reducdes de pH estatisticamente significativas (p-Valor < 0,05) foram verificadas com
0 aumento da temperatura e tempo de residéncia do residuo no reator de explosdo a vapor.
Hedberg; Lidén e Wallinder (2015) atribuiram a reducédo de pH de couro curtido ao cromo em
meio aquoso aquecido a liberacdo de constituintes do proprio couro, como acidos. Zhang et al.
(2017) reportaram reducGes de pH de couro em meio aquoso devido ao efeito de
“descurtimento” (quando as ligagOes cruzadas entre o cromo Il e as cadeias proteicas séo
quebradas, revertendo o processo de curtimento) causado por um processo de biodeterioracdo
empregando-se Penicillium sp. Isto liberaria cromo Ill para a solugdo e exporia 0s grupos
carboxilicos dos &cidos glutdmico e aspartico, que sdo 0s principais grupos ligantes envolvidos
no processo de curtimento de pele, causando reducéo no pH. Ainda de acordo com 0s mesmos
autores, o descurtimento também reduziria a estabilidade térmica do RCCC. Isto pode ser
observado nas curvas termogravimétricas da Figura 21 e na Tabela 14. Eles mostram uma
reducdo na temperatura referente a perda de 25% da massa com o aumento do tempo e da
temperatura de residéncia do RCCC no processo de explosdo a vapor, variando a mesma de
325°C para 0 RCCC sem tratamento até 306°C para o residuo tratado a 150°C e 15 min.

O primeiro evento de degradacéo verificado nas curvas TG do RCCC antes e apds pré-
tratamento por explosdo a vapor tem seu pico deslocado para maiores temperaturas quando
empregados 150°C no pré-tratamento do RCCC (de ~80 para 108 e 120°C em 5 e 15 min de
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tratamento, respectivamente). Isto pode indicar a liberagéo de compostos de menor massa molar
a partir do RCCC quando o residuo é tratado em maiores temperaturas, compostos cujo evento

térmico de degradacao ocorre logo apds o da evaporacao de agua.

Ainda, as curvas seguem o padrdo apresentado por Banon et al. (2016). Elas apresentam
um segundo evento de perda de massa (de cinética de decomposic¢do mais rapida) entre 300 e
350°C, seguido por um terceiro evento de decomposicdo (de cinética de decomposicdo mais
lenta) com taxa maxima a aproximadamente 410°C, detectado na DTG como um ombro. O
segundo evento de perda de massa € relatado na literatura como o rompimento das ligagdes do
colageno, envolvendo sua decomposi¢do em CO2 bem como compostos NOx. J& o terceiro
evento de perda de massa € atribuido a degradacdo das cadeias de maior massa molar e dos
agentes curtentes (BANON et al., 2016). Quando empregada maior temperatura de pré-
tratamento na exploséo a vapor (150°C), este ombro aparece mais definido e separado do pico
referente ao evento principal de degradacdo. O mesmo comportamento foi verificado por Banon

et al. (2016) quando os autores trataram RCCC com NaOH sob condi¢fes mais agressivas.

Tabela 14 — Dados obtidos a partir da analise de termogravimetria das amostras avaliadas.

TGA DTG

Amostral TCC) %ml %m2  %m3 Massa Tpl Tp2
(25% Residual (°C) (°C)

m/m) (%)
RCCC 325 4 44 19 33 72 321
130/5(EV+HA) 325 4 44 19 33 82 322
130/15(EV+HA) 320 9 43 16 32 81 321
150/5(EV+HA) 311 10 43 13 34 108 314
150/15(EV+HA) 306 13 43 10 34 120 312

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracdo de gelatina. Sendo que: EV+HA= Explosao a vapor seguida de hidrdlise alcalina.

T (25%) = temperatura de perda de 25% da massa da amostra

%m1, %m2 e %m?2 = perda de massa no primeiro, segundo e terceiro eventos, respectivamente

Tp1, Tp2 = temperatura do pico do primeiro e segundo eventos de perda de massa (ndo determinada para o terceiro
evento, identificado como um ombro na DTG.
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Figura 21 — Termogravimetria das amostras de RCCC antes e apds pré-tratamento por explosao a vapor a 130°C com 5 min de residéncia, 130°C com 15 min de residéncia,
150°C com 5 min de residéncia e 150°C com 15 min de residéncia..
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As maiores mudancgas em termos de estabilidade térmica do RCCC tratado por exploséo
a vapor séo observadas quando empregada a temperatura de 150°C no tratamento. A amostra
sem pré-tratamento e a tratada a 130°C por 5 min por explosdo a vapor, especificamente,
apresentam a mesma temperatura de perda de 25% de massa. Neste caso, a reducdo de pH
previamente discutida (de 3,40 no RCCC para 3,30 no residuo pré-tratado a 130°C e 5 min) se
deve provavelmente apenas a liberacdo de acidos, conforme apontado por Hedberg; Lidén e
Wallinder (2015).

J& a reducédo na temperatura de perda de 25% de massa foi mais pronunciada quando do
emprego da temperatura de 150°C na exploséo a vapor. As amostras tratadas a 150°C também
apresentaram maior variacao na temperatura de pico do terceiro evento de perda de massa, que
foi igualmente reduzida devido a liberacdo de compostos de menor massa molar que séo
degradados a menores temperaturas, levando entdo a um aumento na perda de massa no

primeiro evento térmico.

A Tabela 15 apresenta o balan¢o de massa para a exploséo a vapor do RCCC. Fica ainda
mais evidente 0 aumento na absor¢do de &gua do residuo ao longo do processo quando

empregada a maior temperatura e 0 maior tempo de residéncia.

Tabela 15 - Balanco de massa para o pré-tratamento do RCCC por explosdo a vapor.

Condicéo de ENTRADA SAIDA
explosdo a vapor? Agua RCCC apo6s

) 2RCCC absorvicja na Total’ faxplc2>séo a vapor Total’

Agua Massa  explosédo a Agua Massa

(9) seca’ vapor® @ (9) seca’ ©
(9) (9) (9

130/5(EV+HA) 51,9 48,1 105,9 2059 157,7 48,1  205,9
130/15(EV+HA) 51,9 48,1 172,1 272,1 2239 48,1 2721
150/5(EV+HA) 51,9 48,1 170,8 270,8 222,6 48,1  270,8
150/15(EV+HA) 51,9 48,1 261,3 361,3 313,2 48,1  361,3

ICodificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/tempo de residéncia no digestor (processo de
extracao de gelatina). Sendo que: EV+HA= Exploséo a vapor seguida de hidrolise alcalina.

2Valores determinados por métodos analiticos e posterior calculo

3Valores determinados apenas por calculos

4 Visto que nédo ha perda de matéria no processo, apenas adicdo de agua, considerou-se a massa seca inicial e
final do processo iguais.

Os resultados apresentados para a caracterizagdo do RCCC indicam, portanto, que a
estrutura fibrosa do residuo sofreu alterac@es. A degradacéo do residuo quando submetido a

temperatura de 150°C pode ser um indicio de posterior degradacao da gelatina dele extraida.
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5.2.1.2. Hidrdlise alcalina

A caracterizacdo da gelatina resultante da hidrolise alcalina do RCCC (com ou sem pré-
tratamento por explosdo a vapor) é apresentada nas Figuras 22 e 23. Os resultados e desvios
tabelados e a anélise estatistica completa se encontram no Apéndice D deste trabalho.

O pH da gelatina ndo mudou significativamente com a mudanca nas condicGes de
explosdo a vapor. Isto indica que a alcalinidade foi igual para todas as anélises, conforme

esperado por ter-se adicionado a mesma massa de alcalinizante em todas as amostras.

O teor de massa seca aumentou para gelatinas extraidas a partir de RCCC pré-tratado
na maior temperatura e maior tempo de residéncia no reator de explosao a vapor. Este aumento
estd principalmente relacionado a maior extracdo de proteina, comprovada pelo aumento no

teor de NTK e de proteina medida pelo método de Lowry.

O aumento na temperatura resultou em aumento do teor de massa seca e de proteina se
comparado ao aumento no tempo de residéncia do RCCC no reator de explosdo a vapor. Estes
resultados comprovam que condi¢des mais agressivas de pré-tratamento do RCCC por exploséao
a vapor resultam em maior abertura das fibras do residuo e até mesmo em um inicio de
rompimento das ligagOes cruzadas que estabilizam a estrutura do couro. Tais alteragdes na
estrutura do RCCC acabam por permitir a extracdo de maior teor de proteina no processo. Este
€ 0 mesmo principio apontado por Ting-Da; Chun-Ping e Fei (2000), que reporta maiores
rendimentos de extracdo de proteina (e degradacdo) em processos realizados a maiores
temperaturas.

As diferencas encontradas no teor de cinzas das gelatinas extraidas de RCCC pré-
tratados sob diferentes condicGes resultam do fato destes valores serem apresentados em massa
seca e devido ao aumento no teor de proteina extraida em condi¢des mais agressivas. Condicdes
mais agressivas do pré-tratamento acarretam em maior rompimento das ligacGes que
estabilizam o RCCC e maior extracdo de proteina (consequentemente, maior teor de massa
seca). Mas elas ndo aumentam a solubilizacdo dos sais no meio. O percentual de cinzas, em
base Umida, ndo é afetado significativamente pela condi¢cdo de explosdo a vapor, sendo seu
valor igual a 0,77%, 0,78%, 0,77%, e 0,80% para, respectivamente, amostras extraidas de
RCCC tratado a 130°C/5min, 130°C/15min, 150°C/5min e 150°C/15min. O teor de cinzas em
base imida aumenta, entretanto, significativamente pelo emprego da explosao a vapor no pré-
tratamento das amostras, sendo seu valor para gelatina extraida de RCCC sem pré-tratamento
igual a 0,71%.
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Figura 22 - Caracterizacdo da gelatina em meio aquoso obtida a partir da hidrdlise alcalina de RCCCC ap06s pré-tratamento por explosdo a vapor: teor de proteina, viscosidade,
e razBes entre os resultados.
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Figura 23 - Caracterizacdo da gelatina em meio aquoso obtida a partir da hidrolise alcalina de RCCCC apds pré-tratamento por explosdo a vapor: teor de cromo, pH, massa
seca e cinzas.
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O teor de proteina na gelatina foi determinado por dois diferentes métodos a fim de
identificar a possivel degradacao da gelatina. Enquanto que o método do NTK detecta o teor
total de nitrogénio organico na gelatina, o método de Lowry mede a combinacédo de ligacdes
polipeptidicas e de dois aminoacidos triptofano e tirosina, sendo que o triptofano ndo esta
presente na gelatina e a tirosina representa em torno de 0,2% de sua composi¢éo (SMITH, 2010).
Isto indica que o método de Lowry devera detectar quase que apenas aminoacidos ligados por
ligacGes peptidicas, enquanto que o NTK detecta qualquer atomo de nitrogénio presente na

amostra, seja ele parte de uma cadeia longa proteica ou estando livre no meio.

Sabe-se que, para converter o teor de nitrogénio em teor de proteina total na gelatina
deve-se multiplicar o mesmo por 5,55 (JONES, 1941). Ao dividir o teor de proteina por Lowry
pelo teor de NTK se espera, portanto, encontrar valores proximos a 5,55. A Figura 22 indica,
entretanto, valores menores do que 5,55 para a razdo Lowry/NTK. Tais valores sdao um
indicativo da degradacdo da gelatina (quebra das ligacdes polipeptidicas, e, assim, reducédo da
razdo Lowry/NTK), em especial da gelatina extraida de RCCC pré-tratado a 150°C por 5 e 15

min, para o qual a razdo Lowry/NTK é reduzida para 4,7 e 4,1, respectivamente.

A viscosidade da gelatina pode ser afetada por diversos fatores. Solugdes com maior
concentracdo de gelatina ou gelatinas de Bloom mais elevado apresentam maior viscosidade
(CIPER; BODMEIER, 2005; KRISHNAMURTHY et al., 2004). Maiores valores de Bloom indicam
que a estrutura das moléculas esta mais preservada, ou seja, que sua massa molar € maior e,
consequentemente, seu grau de hidrdlise e degradacdo é menor. Quebras de cadeias, maiores
temperaturas de extracdo e maiores tempos de extracdo levam a producéo de gelatinas de menor

viscosidade (ABRUSCIA et al., 2004).

Para gelatinas de mesma qualidade, espera-se que 0 aumento na concentragao resulte
em um aumento proporcional na viscosidade. Ao se avaliar os resultados apresentados na Figura
22, a viscosidade da gelatina aumenta junto ao aumento de sua concentracdo apenas quando
comparada a gelatina extraida de RCCC pré-tratado a 130°C/15min com aquela extraida de
RCCC sem pré-tratamento e ou de RCCC pre-tratado a 130°C/5min. A gelatina extraida a partir
do RCCC pré-tratado a 150°C, independentemente do tempo, apresentou menor viscosidade,
mesmo tendo sua concentracdo de proteina maior do que a gelatina extraida a partir do RCCC
pré-tratado a 130°C, o que indica sua degradacéo.

Por fim, pode-se relacionar a degradacdo da gelatina das amostras produzidas a partir
do RCCC pré-tratado por explosdo a vapor a 150°C com a andlise termogravimétrica deste

residuo apresentada anteriormente, na Figura 21. A diminuicdo da temperatura de degradacéo



108

térmica do residuo pré-tratado a 150°C ja indicava o processo de degradagdo da proteina nele
presente, confirmada pela analise de caracterizacdo da gelatina dele extraida.

Com relacdo ao teor de cromo hexavalente na gelatina, alguns autores indicam que este
estado de oxidagdo do cromo ndo seria criado no processo de hidrdlise alcalina (JIANG; ZHANG;
QIN, 2000; KoLoMAZNIK et al., 2008). Entretanto, todas as amostras produzidas neste trabalho
apresentaram teores de cromo hexavalente. N&o foi possivel identificar uma tendéncia clara de
aumento ou diminuicdo no teor deste cromo perante as variacGes de tempo e temperatura do
pré-tratamento do RCCC por explosdo a vapor. O teor de cromo total, por sua vez, apresenta
uma tendéncia de aumento com o uso de condi¢Ges mais agressivas de explosdo a vapor no
RCCC. Tal tendéncia ndo pode ser confirmada pela analise estatistica que, devido ao elevado
desvio padrdo, indica que o cromo total ndo varia significativamente em funcédo das variacdes

de tempo e temperatura da explosao a vapor.

As Tabelas 16 e 17 apresentam o balango de massa do processo de extracdo de gelatina.
As diferentes massas de RCCC pré-tratado por explosdo a vapor empregadas no processo de
hidrélise (e diferentes volumes de dgua empregados) se devem aos diferentes teores de umidade
do RCCC pré-tratado. A massa seca de RCCC pré-tratado, entretanto, foi mantida constante. A
perda de massa do processo ocorre principalmente devido a evaporacdo de agua durante a
hidrolise (realizada a 70°C em erlenmeyers abertos), ainda que também ocorra pequena perda

de massa sélida (torta retida no filtro) durante a filtracao.

Tabela 16 - Balan¢o de massa global para o processo de hidrélise alcalina de RCCC pré-
tratado por explosao a vapor

Entrada Saida Perda
Condicdo de Pré- RCCC Agua CaO Total Gelatina Torta Total de
Tratamento por pré- (@ (@ (9 em meio  soélida () massa
Explosdo a Vapor® tratado aquoso (9) @
(9) (9)
Branco(EV+HA) 51 249 2 302 135 113 247 55
130/5(EV+HA) 107 193 2 302 144 105 248 54
130/15(EV+HA) 141 159 2 302 161 99 261 41
150/5(EV+HA) 141 158 2 301 162 95 257 44
150/15(EV+HA) 197 102 2 301 154 90 244 58

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracdo de gelatina. Sendo que: EV+HA= Exploséo a vapor seguida de hidrélise alcalina.
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Conforme apresentado na Tabela 17, o rendimento do processo (% de extracdo de
gelatina) aumentou consideravelmente com o uso de explosdo a vapor como pré-tratamento do
RCCC. O aumento foi igual a 1,5, 1,8, 2,5 e 3,0 vezes quando comparadas, respectivamente, as
amostras pré-tratadas a 130°C/5min, 130°C/15min, 150°C/5min, 150°C/15min com a amostra

extraida de RCCC sem pré-tratamento.

Tabela 17 - Balango de massa para cromo e proteina (medida por NTK) para o processo de
hidrolise alcalina de RCCC pré-tratado por explosdo a vapor

Balanco de massa para o cromo Balanco de massa para a proteina

(NTK)
(% de solubilizacéo) (% de rendimento do proceso)
Condicéo de Massa de Cromo Massa de Proteina (por
Pré-Tratamento ~ cromo no solubilizado na proteina (por NTK) na gelatina
por Exploséo a RCCC? gelatina NTK) no RCCC (9) (%)
Vapor (mg) (mg) (%) (9)
Branco(EV+HA) 775 1,0 0,1 3,7 0,6 15,5
130/5(EV+HA) 775 3,1 0,4 3,7 0,8 23,2
130/15(EV+HA) 775 6,2 0,8 3,7 1,0 27,8
150/5(EV+HA) 775 55 0,7 3,7 1,4 39,1
150/15(EV+HA) 775 6,7 0,9 3,7 1,7 46,8

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracdo de gelatina. Sendo que: EV+HA= Explosao a vapor seguida de hidrdlise alcalina.

2 A fim de determinar a quantidade de cromo alimentada no processo (no RCCC), considerou-se o teor de cromo
como Cr,03 igual a 4,56% em massa e base seca, massa molar do Cr,03 igual a 152g/mol e massa molar do
cromo igual a 52 g/mol. Calculou-se o percentual de cromo no Cr,O3 como 68%. Sendo assim, tem-se que o teor
de cromo no RCCC é igual a 3,1% em massa e base seca. Considerou-se também o emprego de 25 g de massa
seca de RCCC em cada ensaio de hidrolise alcalina.

Ainda que o aumento no rendimento do processo tenha sido maior quando o pré-
tratamento foi realizado a 150°C, a reducdo da qualidade da gelatina (provocada por sua
degradacdo, conforme previamente discutido) torna-se um fator decisivo na escolha do melhor
pré-tratamento a ser empregado.

Visto que a gelatina passara por processo de purificacdo, o teor de cinzas e de cromo
hexavalente (sollvel e, portanto, mais facilmente removido por processo de
ultrafiltracao/diafiltracdo por ndo permanecer ligado a proteina) ndo foi levado em consideracéo
para a determinacdo da condicdo 6tima de extracdo. O teor de cromo total, por ndo ter variado

de maneira estatisticamente significativa, também néo foi considerado.
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Figura 24 - Analise de desejabilidade para determinacdo da melhor condicdo de pré-tratamento por explosdo a vapor para posterior extracdo de gelatina de RCCC por hidrélise
alcalina
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A condicdo 6tima de explosdo a vapor para posterior extracdo de gelatina por hidrolise
alcalina foi determinada por meio do software Statistica, na fungdo desejabilidade, conforme
indicado no item 4.2 deste trabalho. A Figura 24 apresenta, na direita, as variaveis levadas em
consideracdo na analise de desejabilidade. O indice zero (0) indica que os valores
correspondentes para as varidveis no eixo das ordenadas s&o os menos desejados. Ja o indice
um (1) indica que os valores correspondentes para as variaveis no eixo das ordenadas sao 0s
mais desejados. A coluna da esquerda e do meio indicam quais condi¢cdes de processo em
termos de temperatura e tempo de residéncia, respectivamente, resultam na gelatina que melhor
atende as caracteristicas indicadas como mais desejadas. As linhas em vermelho tracam a
temperatura e tempo 6timos de trabalho, que sdo entdo destacados nos dois ultimos gréficos da
imagem. Assim, a condicdo de pré-tratamento de 130°C a 15 min é a que melhor atende aos
requisitos de maior rendimento aliado a melhor qualidade da gelatina extraida por posterior

hidrélise alcalina.

5.2.2. Extracéo de gelatina por explosédo a vapor de RCCC em meio alcalino seguida de

extracdo com agua

A Tabela 18 apresenta a caracterizacgéo fisico-quimica do RCCC ap0s exploséo a vapor
em meio alcalino. A analise estatistica completa dos resultados apresentados se encontra no

Apéndice E deste trabalho.

Tabela 18 - Caracterizacdo do RCCC apds explosao a vapor em meio alcalino

Codigo da amostral pH Massa seca Cinzas
(% m/m) (% m/m, base seca)
130/5(EVA) 11,4 + 0,4 28,1+ 1,0° 18,1+0,3*
130/10(EVA) 11,3+ 05" 23,6+ 2,38P 18,1+ 0,4A
130/15(EVA) 10,9 + 0,9* 18,2 + 3,0ABC 18,0 + 0,6
140/5(EVA) 11,5 +0,4* 23,5+ 2,58P 17,8 +0,8*
140/10(EVA) 10,9 + 0,9* 20,8 + 0,38 18,3+0,74
140/15(EVA) 11,2 +0,5° 17,6 + 0,5~C 18,6 + 1,07
150/5(EVA) 11,1+0,3* 20,2+ 1,78 18,7+ 0,74
150/10(EVA) 10,4 +0,0* 17,9 +1,2A¢ 18,7 +0,8*
150/15(EVA) 10,2 + 0,9* 14,3+ 1,2¢ 18,0 + 1,5*

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/tempo de residéncia no digestor (processo de

extracdo de gelatina). Sendo que: EVA= Explosdo a vapor em meio alcalino.

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes entre

si (p-Valor < 0,05)
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O teor de cinzas do RCCC apds o processo de explosdo a vapor em meio alcalino ndo
variou de forma estatisticamente significativa em funcédo das condic¢des de tempo e temperatura
as quais as amostras foram submetidas. O aumento do teor de cinzas em base seca em
comparacdo com 0 RCCC antes da exploséo (de 6,5, conforme Tabela 11 deste trabalho, para
aproximadamente 18% m/m, base seca) se deve a presenca do oxido de calcio empregado na
explosdo. O aumento do pH do RCCC apés a explosdo a vapor em meio alcalino (de 3,4 para
10,2-11,4) também se deve a adicdo de CaO.

A aparéncia do residuo ap6s o processo € mostrada na Figura 25, condi¢cbes mais
agressivas resultam em um sistema mais liquido, com menor estrutura fibrosa do RCCC e maior

absorcéo de agua.

Figura 25 - RCCC ap6s explosédo a vapor em meio alcalino.

Fonte: o autor



113

Tabela 19 - Balango de massa para a explosdo a vapor em meio alcalino de RCCC.

Condicéo de ENTRADA SAIDA
explosdo a Agua Massa RCCC + CaO apés
vapor?! ) 2RCCC absorvidi:l de Total? ’explgséo a vapor Total?

Agua Massa naexplosio CaO Agua Massa

(9 seca? a vapor® Q) ©@ Q) seca? @
(9) (9) (9)

130/5(EVA) 51,9 48,1 119 4 223 171 52,1 223
130/10(EVA) 51,9 48,1 152 4 256 204 52,1 256
130/15(EVA) 51,9 48,1 213 4 317 264 52,1 317
140/5(EVA) 51,9 48,1 152 4 256 204 52,1 256
140/10(EVA) 51,9 48,1 180 4 284 232 52,1 284
140/15(EVA) 51,9 48,1 221 4 325 273 52,1 325
150/5(EVA) 51,9 48,1 187 4 291 238 52,1 291
150/10(EVA) 51,9 48,1 216 4 320 268 52,1 320
150/15(EVA) 51,9 48,1 285 4 389 337 52,1 389

!Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/tempo de residéncia no digestor (processo de
extracdo de gelatina). Sendo que: EVA= Exploséo a vapor em meio alcalino.

2Valores determinados por métodos analiticos e posterior calculo  3Valores determinados apenas por céalculos
4 Visto que ndo ha perda de matéria no processo, apenas adicdo de agua, considerou-se a massa seca inicial e
final do processo iguais.

Maiores tempos e maiores temperaturas na exploséo a vapor em meio alcalino, dentro
dos limites aqui testados, resultaram em menor teor de massa seca do RCCC, conforme
apresentado na Tabela 18. A reducdo da massa seca esta ligada ao aumento da absorcéo de agua
do RCCC durante a explosdo a vapor em meio alcalino, conforme comprovado no balanco de

massa do processo, apresentado na Tabela 19.

O teor de massa seca do RCCC apds explosao a vapor em meio alcalino foi empregado
no calculo do volume de agua a ser adicionado na extracdo com agua a 100°C. O calculo foi
realizado a fim de que a extragdo ocorresse com 25 g de massa seca do RCCC para 275 mL
totais de agua. A aparéncia da gelatina é mostrada na Figura 26. A coloracdo mais amarelada

da gelatina é um indicativo da degradacdo da mesma.
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Figura 26 - Gelatina extraida de RCCC apds hidrolise alcalina em reator de exploséo a vapor.
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Fonte: o autor

Com relacdo a gelatina extraida por explosdo a vapor em meio alcalino, as Figuras 27 e
28 apresentam sua caracterizacdo. Os resultados tabelados e sua analise estatistica completa se
encontram no Apéndice F deste trabalho.

Visto que CaO foi adicionado em igual propor¢do em todos os ensaios, o pH da gelatina
ndo sofreu mudancas significativas (em funcdo do tempo e da temperatura da exploséo a vapor).
Tem-se apenas uma reducdo no valor do pH para a gelatina extraida na condi¢do mais agressiva
(150°C, 15 min). Conforme discutido no item 5.2.1.1. deste trabalho, tal acidificagio pode ser
consequéncia do rompimento das ligacdes cromo-colageno (descurtimento), que deixam
expostos os grupos carboxilicos dos acidos glutdmico e aspartico. No caso da amostra tratada a
150°C por 15 min, tal reacdo pode ter ocorrido em proporc¢éo suficiente para que tal exposicéo
de grupos acidos cause a reducao do pH do sistema.

A massa seca, por sua vez, aumenta significativamente com o aumento do tempo e da
temperatura testada. Isto esta relacionado a uma maior extragdo de gelatina, indicada pelo

aumento significativo no teor de proteina por Lowry e por NTK.
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Figura 27 - Caracterizacdo da gelatina em meio aquoso obtida a partir da explosdo a vapor em meio alcalino de RCCCC e extragdo de gelatina com &gua aquecida: teor de
cromo, pH, massa seca e cinzas
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Figura 28 - Caracterizacdo da gelatina em meio aquoso obtida a partir da exploséo a vapor em meio alcalino de RCCCC e extracdo de gelatina com agua aquecida: teor de
proteina, viscosidade, e razdes entre os resultados.
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Assim como discutido no item 5.2.1.2 deste trabalho, a reducéo do teor de cinzas (em
base seca) da gelatina com o aumento da temperatura e tempo do processo se deve ao aumento

da massa seca. Em base Umida, o teor de cinzas se mantém proximo aos 0,5%.

O teor de cromo hexavalente na gelatina ndo sofre alteragéo significativa em funcéo das
condigOes da explosdo a vapor em meio alcalino. A avaliagdo da Figura 27, entretanto, indica
uma tendéncia de aumento no cromo hexavalente com o aumento de temperatura, 0 que pode
ndo ter sido diagnosticado na analise estatistica devido ao elevado desvio padréo. De acordo
com Kolomaznik et al. (2008), a oxidagdo do cromo Il para VI pode ser considerada
espontanea, ainda que possivelmente de cinética lenta. O fornecimento de maior energia com o

aumento de temperatura ao qual o RCCC foi submetido pode ter favorecido a oxidacao.

Com relagdo ao teor de cromo total, a andlise estatistica indica que este diminui
significativamente com o aumento de temperatura da exploséo a vapor. Tal resultado pode advir
dos baixos teores de cromo apresentados pelas amostras obtidas apos explosao a vapor a 150°C
por 10 e 15 minutos (1,26 e 0,40 mg/L, respectivamente). De acordo com Wionczyk et al.
(2011a), em condicBes mais agressivas (no caso dos autores, maiores tempos e temperaturas),
pode ocorrer a desestabilizacdo de complexos alcalinos de cromo e a entdo formagédo de
hidroxido de cromo Ill, que é insoltvel. A precipitacdo deste hidroxido faz com que o cromo

seja separado da gelatina junto a torta solida, reduzindo entdo sua concentracdo no meio liquido.

Com relagdo a qualidade da gelatina extraida, segundo os principios ja discutidos no
item 5.2.1.2. deste trabalho, a reducdo na razdo entre teor de proteina por NTK e Lowry e a
também reducdo na razdo viscosidade/NTK indicam a degradacdo da gelatina. A reducdo nas
razBes citadas é acentuada com o aumento na temperatura e tempo de tratamento do residuo,

resultando em uma gelatina mais degradada.

As Tabelas 20 e 21 apresentam o balango de massa para a extragdo de gelatina por
explosdo a vapor de RCCC em meio alcalino seguida de extragcdo com agua. As perdas de massa
aqui apresentadas sdo menores do gue as perdas apresentadas no processo de hidrolise alcalina
do RCCC pré-tratado por explosdo a vapor. O menor tempo de processo (6 h de extracdo na
hidrolise alcalina do residuo pré-tratado contra 3 min na extracdo com agua quente do residuo
explodido em meio alcalino) reduz as perdas por evaporacdo. Tem-se, entretanto, ainda as

perdas provocadas por material retido no filtro ou nas vidrarias utilizadas.
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Tabela 20 - Balanco de massa global para o processo extracdo de gelatina por explosao a
vapor de RCCC em meio alcalino seguida de extragdo com agua

Entrada Saida Perda
Condicéo da RCCC Agua Total Gelatinaem  Torta Total de

Explosdo a (9) ) ) meio aquoso  sélida  (Q) massa
Vapor! (@) @) @)
130/5(EVA) 89 211 300 209 78 287 13
130/10(EVA) 107 194 300 204 79 282 18
130/15(EVA) 141 159 300 201 79 280 20
140/5(EVA) 107 193 300 201 78 280 20
140/10(EVA) 120 180 300 198 77 275 25
140/15(EVA) 142 158 300 208 70 278 22
150/5(EVA) 123 177 300 200 73 274 26
150/10(EVA) 140 160 300 202 70 273 27
150/15(EVA) 176 124 300 214 58 273 27

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracdo de gelatina. Sendo que: EVA= Explosao a vapor em meio alcalino.

Destaca-se aqui 0 maior volume de gelatina extraido neste processo quando comparado
aos valores da Tabela 17, para extracdo de gelatina por hidrdlise alcalina a partir do RCCC pré-
tratado por explosao a vapor. A filtracdo do meio produzido neste processo foi mais eficiente
do que a filtracdo apos hidrolise alcalina em shaker, o que pode ter ocorrido devido a maior
temperatura do meio durante a extracdo (dgua adicionada a 100°C na amostra produzida ap6s
exploséo a vapor em meio alcalino, e 70°C na hidrdlise alcalina em shaker) e consequente

reducdo da viscosidade da gelatina em meio aquoso.

Os percentuais de extracdo de proteina deste processo, apresentados na Tabela 21,
condizem com os apresentados na Tabela 17 para extracdo de gelatina por hidrdlise alcalina a
partir do RCCC pré-tratado por explosdo a vapor. Em termos de percentual extracdo de gelatina,
portanto, o fato de conduzir a explosdo a vapor em meio alcalino foi equivalente a adi¢éo do

agente alcalinizante e posterior hidrélise conduzidaa 70°C e 6 h.
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Tabela 21 - Balan¢o de massa para cromo e proteina (medida por NTK) para extracao de
gelatina por explosdo a vapor de RCCC em meio alcalino seguida de extracdo com agua

Balanco de massa para o Balan¢o de massa para proteina
cromo (NTK)

(% de solubilizagéo) (% de rendimento do proceso)
Condicdo de Pré- Massa de Cromo na Massa de proteina  Proteina (por

Tratamento por cromo no gelatina (por NTK) no NTK) na

Exploséo a VVapor RCCCZ(mg) (mg) (%) RCCC (g) gelatina

(mg) (%)
130/5(EVA) 775 04 0,05 3,65 0,6 15,6
130/10(EVA) 775 05 0,07 3,67 0,9 23,3
130/15(EVA) 775 0,4 0,06 3,74 1,0 25,9
140/5(EVA) 775 0,4 0,06 3,69 0,8 23,0
140/10(EVA) 775 05 0,06 3,65 1,1 30,0
140/15(EVA) 775 05 0,06 3,65 1,4 37,0
150/5(EVA) 775 05 0,07 3,62 1,3 35,1
150/10(EVA) 775 0,3 0,03 3,66 1,4 38,8
150/15(EVA) 775 0,1 0,01 3,67 1,7 45,3

! Codificacdo da amostra: Temperatura de vapor de agua saturado/Tempo de residéncia no digestor processo de
extracdo de gelatina. Sendo que: EVA= Explosao a vapor em meio alcalino.

2 A fim de determinar a quantidade de cromo alimentada no processo (no RCCC), considerou-se o teor de cromo
como Cr,03 igual a 4,56% em massa e base seca, massa molar do Cr,03 igual a 152g/mol e massa molar do cromo
igual a 52 g/mol. Calculou-se o percentual de cromo no Cr,03 como 68%. Sendo assim, tem-se que o teor de cromo
no RCCC é igual a 3,1% em massa e base seca. Considerou-se também o emprego de 25 g de massa seca de RCCC
em cada ensaio de hidrdlise alcalina.

Nota-se, entretanto, maior diferenca nos percentuais de solubilizacdo do cromo.
Enquanto estes variavam de 0,1 a 0,9% na extracdo de gelatina por hidrélise alcalina de RCCC
pré-tratado por explosdo a vapor, na extracdo por explosdo a vapor em meio alcalino este valor
variou de 0,01 a 0,07%. A diminui¢cdo no tempo de extracdo, conforme apontado por Ting-Da;
Chun-Ping e Fei (2000), pode ter impedido a maior solubilizacdo do cromo. Também, a
condicdo mais agressiva do mesmo (provocada pelo aquecimento do RCCC a temperaturas
superiores a 130°C em meio alcalino), de acordo com o descrito por Wionczyk et al. (2011a),
pode ter desestabilizado os complexos de cromo em meio alcalino e permitido a formacéo e

precipitacdo de hidroxido de cromo Ill.

A condicdo Otima de explosdo a vapor em meio alcalino para extracdo de gelatina foi
determinada por meio do software Statistica, na funcdo desejabilidade, conforme indicado no
item 4.2 deste trabalho. O resultado é mostrado na Figura 29, indicando que a condi¢do de
140°C a 10 min é a que melhor atende aos requisitos de maior rendimento aliado a melhor

qualidade da gelatina.



Figura 29 - Analise de desejabilidade para determinacdo da melhor condicéo de explosdo a vapor em meio alcalino para extracdo de gelatina de RCCC
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5.2.3. Escolha entre os processos de extracdo de gelatina

A Tabela 22 apresenta um comparativo entre a gelatina extraida por hidrolise alcalina

de RCCC pré-tratado por explosdo a vapor (método de extracdo 1) e por explosdo a vapor de
RCCC em meio alcalino (método de extracao 2).

Tabela 22 — Comparacao entre as duas gelatinas produzidas na condic¢éo 6tima dos dois
processos de extracdo estudados neste trabalho

Método de extracdo
1 2
Hidrolise alcalina em Explosdo a vapor de RCCC em

Parametro de

caracterizagdo da gelatina shaker de RCCC pré- meio alcalino seguida por
tratado por explosdo a extracdo com agua quente
vapor
pH 9,76 + 0,20 11,1+£0,6
Massa seca (%) 4,6 +0,6 40+0,3
Teor de cinzas (% b.s.) 170+2,1 11,8+0,8
Proteina por NTK (g/L) 6,3+0,8 55%0,6
Proteina por Lowry (g/L) 321+11 24,6+ 1,5
Razdo Lowry/NTK 52+0,6 45+0,3
Viscosidade (cP) 6,0+0,2 2,4+0,3
Raz&o viscosidade/NTK 0,95 + 0,04 0,44 + 0,03
Volume de gelatina
extraido em cada batelada 161 + 14 198 + 8
(mL)
Rendimento ,de extracao de 278424 300+ 1.2
proteina (%)
Cromo total (mg/L) 38,3+6,6 2,37 £0,25
Cromo hexavalente (mg/L) 2,1+0,2 0,5+0,13
Tempo de processo 6 h 20 min 20 min

A massa de CaO empregada nos dois processos, em funcdo da massa seca de RCCC, foi
igual. O maior tempo do método de extracdo 1, portanto, pode ter resultado na maior exposi¢éo
dos grupos carboxilicos resultante do rompimento da ligacdo cromo-colageno presente no

RCCC, o que reduziu o pH da gelatina. O mesmo argumento, ja discutido no item 5.2.2. deste
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trabalho, justifica 0 menor teor de cromo na gelatina extraida pelo método 2. Também o maior
tempo de processo pode ter resultado na maior solubilizagdo de matéria inorganica no metodo

de extracdo 1, resultando em maior teor de cinzas deste.

A maior massa seca obtida no método de extracdo 1 esta relacionada com o maior teor
de proteina extraida (medida tanto pelo método do NTK como de Lowry). Com relagdo a
qualidade da gelatina, a maior agressividade do processo conferida pelo uso do meio alcalino a
altas temperaturas (140°C) degradou mais a cadeia proteica no método de extracdo 2. Esta
degradacdo fica evidente pela reducdo da razdo Lowry/NTK e também reducdo da razdo
viscosidade/NTK.

Devido ao semelhante rendimento, menor solubilizacdo de cromo e, principalmente, ao
tempo 19 vezes menor e por ser um processo inovador, a explosdo a vapor de RCCC em meio
alcalino seguido por extracéo de gelatina com agua quente foi escolhida como o processo mais

adequado para a producdo de gelatina empregada neste trabalho.

Sabe-se que o teor de proteina, medido em termos de NTK, representa 14,6%, em base
seca, do total de massa do RCCC, que possui 48% de massa seca. Assim, em base Umida, 7%
do RCCC ¢ constituido por NTK. Um rendimento de 30% de extracdo de proteina na forma de
gelatina indica, portanto, que para cada 100 g de RCCC, sdo extraidas 2,1 g de proteina medida
em termos de NTK (30% dos 7 g de TKN presentes em 100 g de RCCC). Isto representa,
considerando-se a razdo NTK/Lowry igual a 4,5 obtida especificamente para esta amostra, uma
extracdo de 9,5 g de gelatina (massa seca) para cada 100 g de RCCC (em base Umida, contendo
48% de umidade).

5.2.4. Determinacdo do numero de extragdes sequenciais a serem empegadas na extragao
de gelatina de RCCC submetido a explosdo a vapor em meio alcalino

Nas Tabelas 23 a 25 estdo apresentados os resultados de caracterizacdo da gelatina
obtida a partir da primeira, segunda e terceira extracdo com agua a 100°C a partir do RCCC
hidrolisado.

O pH da gelatina reduz conforme avancam as extracfes sequenciais, indicando a

diluicdo do agente alcalinizante pela segunda e terceira adi¢do de 4gua ao sistema.
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Tabela 23 - Caracterizacdo da gelatina obtida na primeira, segunda e terceira extracao
sequencial a partir de RCCC explodido em meio alcalino de acordo com o teor massa seca,

cinzas e pH.
Extracdo n® Massa Seca  Cinzas Cinzas pH
(%) (%) (% base seca)
1 46+013 048+001 10,2+0,2 11,07+0,05
2 1,0+£0,07 0,22+005 216+35 10,74+0,21
3 03+0,02 012+0,00 41,4+28 10,26+0,09

A concentracao de cinzas na gelatina aumenta de 10,2 para 21,6, até 41,4% (base seca),
na primeira, segunda e terceira extragdo. Os dois primeiros valores estdo condizentes com 0s
encontrados na literatura, que variam de 6 a 27% (base seca) (CABEzA et al., 1998c;
KoLOMAZNIK et al., 1999; Mu et al., 2003). A cada extracdo sequencial nota-se que o teor de
cinzas dobra em base seca. Na terceira extracdo sequencial, extrai-se mais cinzas (41,4% em
base seca) do que proteina (23,3% em base seca, valor apresentado na Tabela 25). Ainda que o
processo de purificagdo da gelatina possa remover esta matéria inorganica, eles acabam se
tornando mais onerosos e dificeis de serem executados quando a gelatina estd mais

contaminada.

Tabela 24 - Caracterizacdo da gelatina obtida na primeira, segunda e terceira extracao
sequencial a partir de RCCC explodido em meio alcalino de acordo com o teor de cromo.

Extragédo Cromo Total Volume de Extracdo de  Extragdo de Cromo
n° (mg/L) (mg/kg, base seca) Gelatina Cromo (%) Acumulada (%)
(mL)
1 0,53+0,17 115+ 37 212 0,014 0,014
2 0,29 + 0,04 290 + 40 176 0,007 0,021
3 0,11 +0,03 367 £ 100 175 0,002 0,024

A analise da Tabela 24 mostra que a quantidade de cromo extraida (em base seca),
aumenta em torno de 2,5 vezes da primeira para a segunda extracdo e aproximadamente 1,3
vezes da segunda para a terceira. Mesmo com este aumento na quantidade de cromo extraida,
percebe-se que ela representa uma pequena fragéo do cromo alimentado no processo, chegando
a um méaximo de solubilizagdo do cromo de 0,024%. O cromo restante fica, naturalmente,
depositado na torta solida. Nota-se, ainda, que o aumento percentual na extragdo de cromo néo

foi seguido por um igual aumento de rendimento de proteina (que reduziu sua concentragao em
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base seca nas segundas e terceiras extracfes). Sendo assim, o cromo extraido ndo deve estar

ligado & proteina, mas sim solubilizado.

Tabela 25 - Caracterizacgdo da gelatina obtida na primeira, segunda e terceira extracao
sequencial a partir de RCCC explodido em meio alcalino de acordo com o teor de proteina

Extracéo Proteina Proteina  Proteina Razdo Volume Rendimento Rendimento
n° por Lowry por por NTK  Lowry/NTK de da Extracdo ~ Acumulado da
(g/L) Lowry (g/L) gelatina de Proteina Extracéo de
(% b.s.) (mL) (%) Proteina (%)
1 28,7+18 62,4 6,6+0,4 43 212 38,5 38,5
2 51+0,3 51,0 1,2+0,1 4,2 176 5,8 44,3
3 0,7+0,2 23,3 0,2+0,0 3,8 175 0,9 45,2

Ao contrério do teor de cinzas e de cromo, que aumenta em base seca na segunda e
terceira extracdo sequencial, o teor de proteina reduz. Ainda assim, o aumento de 38,5 para
44,3% no rendimento do processo quando realizada a segunda extracao sequencial, justifica sua
realizacdo. A terceira extracdo sequencial, entretanto, aumenta o rendimento para apenas
45,2%.

Com relacéo a qualidade da gelatina extraida, medida por meio da razdo Lowry/NTK,
pode-se dizer que a gelatina extraida na terceira extracdo sequencial é de menor qualidade (mais
degradada). Isto porque esta possui menor valor de razdo Lowry/NTK se comparada as
gelatinas extraidas na primeira e segunda extrac@es sequenciais (valores de razdo Lowry/NTK
de 3,8, 4,3 e 4,2, respectivamente).

Tendo em vista a discussao aqui apresentada, pode-se apontar que a melhor préatica de
extracdo de gelatina de RCCC consiste em realizar duas extracfes sequenciais. Desta forma,
consegue-se um aumento de 5,8% no rendimento do processo sem reduzir a qualidade da
gelatina e sem levar a uma solubilizacdo de matéria inorganica maior do que a propria extracao

de proteina, como ocorre na terceira extragéo.

5.2.5. Concentracao e purificacdo da gelatina

As Tabelas 26 e 27 apresentam a caracterizacdo para a fragdo de concentrado resultante
dos processos de concentragdo por ultrafiltracdo e purificagéo por diafiltragdo da gelatina em

pH 10,5 e 7,5. A andlise estatistica dos dados ¢é apresentada no Apéndice G.
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Tabela 26 - Caracterizagdo da gelatina e concentrado antes e ap6s concentracéo por
ultrafiltracdo e diafiltracbes em pH 7,5 e 10,5.

Proteina Proteina Cromo . Cinzas
Amostra por Lowry por total Mas(%/a)seca CE(r)}z; S (% base
(g/L) NTK (g/L)  (mg/L) 0 ° seca)

Gelatina ndo
concentrada/ 199+15 5,03+0,17 18+01 3,47+004 0,406+0,058 124+1,0
purificada

pH 10,5 x 404+54 1089+180 48+18 686+121 0,379+0,025 5006
Concentragao
pH 10,5 39254 1099+175 48+18 681+144 0,193+0,016 3,1+0,7
Diafiltracdo 1 e = I =4 I ol ;193 £ 0, 1£0,
pH 10,5
T 43,7+39 1201+0,74 53+13 755+097 0,121+0,015 1,7+04
Diafiltracéo 2
pH 10,5
T 412+43 11,18+139 51+12 718+093 0,091+0,016 12+0,2
Diafiltracdo 3
pH 7,5
Concentragio 43453 1393224 5617 8324161 0382+0043 49404
PH 7’5~ 440+59 1244+052 53+18 814+148 0,170+0,040 2303
Diafiltracdo 1
pH 7,5
Diafiltracdo 2 440+59 11,27+051 55%17 820+1,73 0,093+0,048 1,2+0,3
pH 7,5

A 428+41 1089+044 52+15 7,66+116 0,077+0,039 09+05
Diafiltracéo 3

Na Tabela 26, percebe-se, em termos de concentragdo, um aumento nas concentragdes
em base Umida de proteina, massa seca e cromo, e reducdo no teor de cinzas na gelatina apds
0s processos com membrana. Quando analisada a Tabela 27, entretanto, nota-se uma reducéo
na massa total final dos constituintes supracitados no concentrado quando comparada a massa

inicial presente na gelatina ndo concentrada ou purificada.

O aumento na concentracdo de proteina ja era esperado para 0 processo Visto que a
proteina com massa molar acima do ponto de corte da membrana (portanto, acima de 20
kg/mol), passa pelos poros desta, e fica retida no concentrado. Entretanto, caso toda a proteina
ficasse retida no concentrado, 0 aumento em sua concentragédo deveria ser de aproximadamente
quatro vezes (numero de vezes em que foi reduzido o volume da solugéo), o que ndo ocorreu
no processo, que apresentou um aumento de concentragdo de proteina de aproximadamente
duas vezes. Isto indica que parte da proteina passou pelos poros da membrana. A proteina que
passa pelos poros da membrana é a proteina de menor massa molar, que sofreu maior grau de

hidrolise/quebra de cadeia ao longo do processo de extracéo.
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Tabela 27 - Reducdo percentual das massas de proteina, cromo, massa seca e cinzas na
gelatina e concentrado antes e apds o processo de concentracdo e diafiltracdes em pH 7,5 e

10,5.
Proteina Proteina Cromo Massa ]
Cinzas
Amostra por Lowry por NTK Total Seca
) ) 3 ) (reducéo %)
(reducdo %) (redugdo %) (reducdo %) (reducgéo %)
pH 10,5/Concentracdo 49 45 33 51 77
pH 10,5/Diafiltracdo 1 51 45 33 51 88
pH 10,5/Diafiltracéo 2 45 40 26 46 93
pH 10,5/Diafiltracéo 3 48 44 29 48 94
pH 7,5/Concentracao 45 31 22 40 77
pH 7,5/Diafiltragdo 1 45 37 26 41 89
pH 7,5/Diafiltragdo 2 45 44 24 41 94
pH 7,5/Diafiltragdo 3 46 45 28 45 95

* Aumentos de massa de cromo ou proteina ao longo das diafiltracdes pode ser justificado por alteragdes no volume
final de concentrado/permeado e erro analitico.

Com relacédo ao teor de cromo, esperava-se que 0 mesmo fosse reduzido por meio das
diafiltracbes. Em termos de concentracdo, o teor de cromo aumentou em torno de trés vezes,
aumento maior do que o do teor de proteina. Este aumento na concentracao de cromo pode ser
um indicativo de que este se encontra ainda ligado a proteina, conforme sera a seguir discutido,
em especial as cadeias de maior massa molar, visto que estas sdo retidas pela membrana. A
reducdo no volume de agua foi, portanto, maior do que a reducdo na massa de cromo presente

na gelatina, resultando em seu aumento de concentragao.

Quanto a possibilidade de o cromo estar ligado a proteina, e ndo solubilizado, os ensaios
de precipitacdo de gelatina com o uso de acetona indicaram que aproximadamente 90% do
cromo precipita junto a gelatina. Além disso nota-se que a matéria inorganica ndo ligada a
proteina é removida de forma eficaz com as diafiltracGes, provado pela reducdo na massa de
cinzas, enquanto que a massa de cromo permanece praticamente inalterada ao longo das
diafiltracbes, ndo sendo este solubilizado. Citam-se estes como mais dois indicios de que o
cromo esté ligado a molécula de colageno, o que impede sua remog&o, independentemente do

método de purificacdo empregado.
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As condigdes de processo mais adequadas (pH e numero de diafiltragbes) podem ser
definidas levando-se em consideracdo o teor de proteina, cromo e cinzas apés a ultrafiltracéo e

as diafiltracdes.

De acordo com a andlise estatistica, a variacdo de pH alterou de forma significativa
apenas o teor de proteina medido em termos de NTK. Maiores teores de NTK foram
encontrados em amostras cuja ultrafiltracdo/diafiltracdo se deu em pH 7,5. Tem-se, portanto,

que o pH 7,5 é mais adequado ao processo.

J& o numero de diafiltracbes afetou significativamente apenas o teor de cinzas da
gelatina. O teste de Tukey indica que, em pH 7,5, houve variacao significativa no teor de cinzas
da ultrafiltracdo para a diafiltracdo e da primeira diafiltracdo para a segunda. Da segunda
diafiltracdo para a terceira, entretanto, ndo houve reducgéo significativa no teor de cinzas da
gelatina.

Com base nos resultados aqui apresentados, entende-se que é vantajoso realizar o
processo de concentracdo e purificacdo da gelatina em pH 7,5 empregando-se duas
diafiltraces.

Para a condicdo supracitada, determinou-se o teor de Al, Ca, Fe, Mg e Na antes e ap0s
processo de concentracdo e diafiltragdo, cujos resultados séo apresentados na Tabela 28. O
critério de selecdo dos metais a serem analisados levou em consideracdo o metal presente no
agente alcalinizante empregado na hidrolise (Ca), e 0s metais que apresentaram maior
concentracdo em amostra de RCCC coletada da mesma empresa cujas amostras deste trabalho
foram coletadas (Al, Fe, Mg, Na e também Ca) (MANERA et al., 2016).

Tabela 28 - Teor de metais presentes na gelatina de RCCC antes e ap6s processo final de
concentracdo e purificacao.

Parametro o PH7.5  Redugao % apés processo
(mg/1000 g de gelatina Gelatina ndo Diafiltracio de concentragéo e
diluida na mesma concentrada/purificada ) purificacio
concentracao)
Al 16,7 3,1 81
Ca 1096 113 90
Fe 1,15 0,30 74
Mg 15,49 3,17 80
Na 289 23 92

Total 1418 142 90
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A concentragédo de todos os metais reduziu apds processo de concentragdo e purificacéo.
A reducdo total no teor dos metais testados, igual a 90%, é semelhante a reducdo no teor de
cinzas para a gelatina cuja concentracédo e duas diafiltracdes foram realizadas em pH 7,5, igual
a 94%.

5.2.6. Conversdo do cromo hexavalente residual na gelatina em cromo trivalente

A Figura 30 mostra a coloracdo obtida apds a reacdo da difenilcarbazida em meio acido
com as amostras de gelatina tratadas com FeSO4 para conversdo de cromo hexavalente em
trivalente. As amostras em questdo sdo as provenientes da condicdo 6tima de extracdo de

gelatina seguida de ultrafiltracdo e diafiltracao.

Figura 30 — Coloracéo obtida ap6s a reagdo da difelincarbazida com o cromo presente na gelatina tratada com
sulfato de ferro (111) em imagem a (ndo tratada) e imagem b (com ajuste de contraste de cor) para amostras

tratadas, respectlvamente da esquerda para a dlrelta com 1 2 3 4,6,8¢e10 mg/L de FeSO4 .

il S N AV LN W O e I a1 T LU T SRR

. 1FeSOq4 2FeS0Oa4 3FeS0Os 4FeSOq 6FeSOs4 8FeSOs4 10FeSO4

Fonte: o autor
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As amostras tratadas com uma proporc¢do de 1, 2 e 3 mg de FeSO4 para cada litro de
gelatina ainda reagem com a difenilcarbazida, originando um complexo de cor rosa (destacado
na imagem b, com ajuste de contraste de cor), o que indica a presenca de cromo VI. Adi¢des de
4 mg de FeSO4 para cada litro de gelatina ja sdo suficientes para a completa converséo do cromo
Viem Il

Baseando-se nos resultados aqui apresentados, convencionou-se que cada litro de
gelatina extraida de RCCC sera tratada com 4 mg de FeSO4 e, posteriormente, 0 teste da
difenilcarbazida serd novamente executado na amostra a fim de verificar a completa converséo

do cromo hexavalente em trivalente.

5.2.7. Processo final de extracdo de gelatina de RCCC

O processo final de extracdo de gelatina a partir do RCCC consistiu, portanto, nas

seguintes etapas:

1. Em reator de exploséo a vapor, sdo adicionados 100 g de RCCC e 4 g de CaO. A
camisa do reator € mantida aquecida a 100°C e as amostras sao mantidas no reator
com vapor saturado a 140°C por 10 min, quando é realizada a descarga do material
para pressao atmosférica;

2. O RCCC hidrolisado no reator de explosdo a vapor é ambientado a 45°C e 180 mL
de &gua a 100°C sdo adicionados ao residuo. A mistura é agitada por 3 min e a
gelatina separada da torta sélida por filtracdo a vacuo. O processo de extracdo com
agua quente é repetido com a torta residual da primeira extracao;

3. A gelatina é entdo concentrada a 25% do seu volume inicial pelo uso de membrana
de ultrafiltracdo, em pH 7,5. Sdo realizadas duas diafiltracdes (empregando-se dgua
deionizada em volume 3 vezes o volume de gelatina concentrada) para reducéo do
teor de cinzas do material. O cromo hexavalente presente na gelatina é entéo

reduzido pela adi¢do de 4 mg de FeSO4 para cada 1 L de gelatina.

O processo resulta em gelatina com 44 g/L de proteina (medida pelo método de Lowry),
5,5 mg/L de cromo (l11), 8,2% de massa seca e 1,2% de cinzas em base seca.
O tempo total de processo dependera da quantidade de gelatina a ser extraida e

purificada. Para volume final de um litro de gelatina, e levando-se em consideracéo
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equipamentos de dimensdes apropriadas para producdo deste volume em batelada Unica por
processo, estima-se: 15 min de explosdo a vapor (considerando-se tempo de alimentagéo e
retirada da batelada, além do processo em si), 10 min de extracdo de gelatina com agua a 100°C
e posterior filtracdo, 30 min de purificacdo e concentracdo em sistema de ultrafiltracdo, 5 min
para reducdo do cromo hexavalente para trivalente, totalizando um tempo estimado de 1 h de

processo.

5.3. FILMES POLIMERICOS DE AMIDO E GELATINA

5.3.1. Caracterizacdo da matéria-prima

A Tabela 29 apresenta o teor de massa seca e cinzas para as matérias-primas utilizadas
na producdo dos filmes poliméricos. O teor de massa seca foi empregado na determinacéo da
massa total dos componentes a ser adicionada na producao dos filmes visto que a formulacéao
dos mesmos foi calculada em base seca. O pH da solucdo filmogénica produzida a partir de
gelatina comercial e também de gelatina do RCCC foi igual a 7 + 0,5. De acordo com Farris;
Song e Huang (2010), valores de pH neutros ou levemente alcalinos favorecem a reticulagéo

da gelatina com glutaraldeido, o que indica que o pH empregado durante a reacao é adequado.

Verifica-se um maior teor de cinzas base seca na gelatina extraida do RCCC, resultado
esperado quando comparado a gelatina comercial. Conforme trabalhos anteriores, a maior
concentracdo de sais acaba alterando as propriedades dos filmes produzidos com a gelatina do
RCCC, tornando-o0s mais higroscépicos (KoLOMAZNIK et al., 1999; ScoreL et al., 2017). Tais

alteracdes serdo aprofundadas quando discutidas as propriedades dos filmes.

Tabela 29 - Teor de massa seca e cinzas para as matérias-primas empregadas na producao dos
filmes polimericos.

Amostra Massa seca (%) Cinzas (%) Cinzas b.s. (%)
Gelatina Comercial 91,0+£0,2 0,22 £ 0,04 0,24 £0,04
Gelatina de RCCC 8,2+17 0,09 + 0,05 1,2+0,3

Amido de Milho 90,3+0,1 n.d. n.d.

Glicerol 921+1.2 ! 1

b.s. = base seca n.d. = teor de cinzas ndo detectado pelo método
1 Teor de cinzas ndo determinado para o material em questio

Os valores de massa molar numérica média (Mn), massa molar ponderal média (Mw) e

massa molar z média (Mz), a polidispersdo (Mw/Mn) bem como a curva de distribuicdo de
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massa molar para as gelatinas comercial e extraida de RCCC séo apresentadas nas Figuras 31

e 32 respectivamente. O formato alargado das curvas de distribuicdo de massa molar

especialmente para a gelatina de RCCC

indica que ndo ha uma homogeneidade no tamanho das

cadeias moleculares que constituem as amostras de gelatina empregadas na producéo dos filmes

poliméricos.
Figura 31 — Distribuicdo da massa molar da gelatina do RCCC
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Fonte: o autor
Figura 32 — Distribui¢do da massa molar da gelatina comercial
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A polidispersdo da gelatina extraida do RCCC ¢ igual a 13,45, enquanto que a da
gelatina comercial é igual a 12,82 confirmando a maior largura da curva da distribuicdo de
massa molar da gelatina RCCC apresentada na Figura 31. De acordo com Akcelrud (2007),
maiores valores de polidispersdo (Mw/Mn) indicam a existéncia uma cauda de baixa massa
molar na curva de distribuicéo. Isto é observado em ambas as amostras, mas principalmente na
gelatinado RCCC, que possui uma cauda de baixa massa molar mais acentuada (correspondente
as moléculas que sofreram maior hidrdlise durante a extracdo) e maior valor de polidisperséo.
Sendo assim, a amostra de gelatina de RCCC apresenta maior proporcao de macromoléculas de

menor massa molar do que a gelatina comercial.

Os valores de massa molar ponderal média para as amostras das duas gelatinas (39 e
119 kDa, para gelatina do RCCC e comercial, respectivamente) estdo dentro da faixa tipica de
massa molar para gelatinas extraidas por processo alcalino, que varia de 20 a 120 kDa
(GENNADIOS, 2002). Diferentes massas molares numérica média (Mn) podem ser
correlacionados a variagdes nas propriedades mecanicas visto que indicam diferentes nimeros
de pontas soltas nas cadeias poliméricas. Cadeias menores interrompem interacdes moleculares,
reduzem coesao e resisténcia mecanica. Elas atuam como plastificantes no sistema (AKCELRUD,
2007)

O menor valor, encontrado para a gelatina do RCCC, era esperado devido a necessidade
de rompimento das ligacGes cromo-colageno para a extracdo da gelatina a partir do RCCC. O
processo de hidrdlise se torna mais agressivo do que aquele usado para extracdo de gelatina
comercial, que € feita a partir de 0ssos, pele e cartilagem animal. Ressalta-se que a gelatina
comercial apresenta boa proporcdo massica de macromoléculas de maior tamanho (600.000-
800.000 Da), ou seja, maior Mz do que a gelatina do RCCC. Visto que macromoléculas de
maior tamanho apresentam melhor desempenho mecanico, espera-se obter melhores
propriedades mecanicas para os filmes de gelatina comercial.

Ainda assim, percebe-se nas duas amostras moléculas com massa molar superior a 120
kDa (Figura 31). As longas cadeias poliméricas permitem que a gelatina sofra, em meio aquoso
a temperaturas baixas (x4°C) o processo de gelificacao, que fica evidenciado pela aparéncia de

um gel firme da amostra de gelatina do RCCC apresentada na Figura 33.
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Figura 33 - Gelatina extraida de RCCC
apos 24 h a 4°C.

Fonte: o autor

Determinou-se teor de amilose do amido igual a 27% (%0,6), e o de amilopectina, por
subtracéo, igual a 73%, valores de acordo com os tipicamente encontrados para amido de milho
nativo. J& a temperatura de gelatinizacdo do amido é de 84,5°C, conforme mostrado na Figura
34. Assim, é necessario que a solucdo filmogénica seja aquecida acima desta temperatura para

que o amido possa sofrer o processo de gelatinizacdo de forma adequada.

Figura 34 — Termograma de DSC do amido de milho em agua para determinacdo da temperatura de gelatinizacéao.
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Fonte: o autor
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5.3.2. Aspectos visuais dos filmes

A Figura 35 apresenta o registro visual das amostras de filmes produzidas. Percebe-se
visualmente alteracdo de cor (para o amarelo) nas amostras com presenca de gelatina e adigéo
de glutaraldeido. Nos filmes produzidos a partir da mistura de amido de milho e gelatina do
RCCC houve uma clara separacdo de fases, mais visivel com a adi¢do de glutaraldeido que
reticula (e torna de coloracdo amarela) regides ricas em gelatina, e mantem o filme com

coloragéo mais esbranquicada em regides ricas em amido de milho.

Figura 35 — Da esquerda para a direita, filmes produzido com: gelatina comercial e amido, AC(0,0); gelatina
comercial, amido e glutaraldeido, AC(3,0); gelatina extraida do RCCC e amido, AR(0,0); gelatina extraida do
RCCC, amido e glutaraldeido, AR(3,0).

Fonte: o autor

5.3.3. Microscopia Optica nos filmes

As Figuras 36 e 37 apresentam o registro fotografico da microscopia 6tica realizada nas
amostras produzidas com amido de milho, sem e com a adicdo de glutaraldeido,
respectivamente. Em algumas regibes do filme obtido por casting percebe-se a presenca de
estruturas semelhantes a granulos. A producdo de solucéo filmogénica foi realizada acima da
temperatura de gelatinizacdo do amido, o que deveria resultar no processo completo de
gelatinizacéo.

Figura 36 - MO das amostras produzidas a partir de amido de milho e glicerol sem glutaraldeido (A(0,0)) com
um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 100X e 400X.

Fonte: o autor



135

Figura 37 - MO das amostras produzidas a partir de amido de milho e glicerol com glutaraldeido (A(3,0)) com
para a direita: 40X, 100X e 400X.

um aumento de, da esquerda

Fonte: o autor

As estruturas semelhantes a granulos presentes nas Figuras 36 e 37 podem corresponder
a aglomeracdo de granulos de amido que passaram pelo inchamento, mas ndo chegaram a ser
rompidos e gelatinizar. Uma distribuicdo ndo homogénea da temperatura da solucédo
filmogénica durante sua producéo pode ter acarretado na gelatinizacdo incompleta do amido.

As Figuras 38 e 39 apresentam o registro fotografico das microscopias 6ticas realizadas
nas amostras produzidas com gelatina comercial, sem e com a adicdo de glutaraldeido,

respectivamente.

Figura 38 - MO das amostras produzidas a partir de gelatina comercial e glicerol sem glutaraldeido
- ‘(CS0,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X e 1000X.

Figura 39 - MO das amostras produzidas a partir de gelatina comercial e glicerol com glutaraldeido
C(3,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X e 1000X.

Fonte: o autor

Fonte: o autor
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As imagens de microscopia Gtica das amostras produzidas a partir de gelatina indicam
a produgéo de um filme uniforme. As marcas visualizadas no aumento de 1000x s&o as marcas
do Teflon sobre o qual a solugéo filmogénica é espalhada e seca.

As Figuras 40 a 42 apresentam o registro fotografico das imagens de microscopia 6tica
das amostras produzidas com a blenda amido de milho e gelatina comercial, sem e com a adigéo

de 1,5 e 3.0% glutaraldeido, respectivamente.

Figura 40 - MO das amostras produzidas a partir de amido de milho, gelatina comercial e glicerol sem
glutaraldeido (AC(0,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 400X e 1000X.

Fonte: o autor

Figura 41 - MO das amostras produzidas a partir de amido de milho. gelatina comercial e glicerol com 1,5% de
lutaraldeido (AC(1,5)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 400X e 1000.

Fonte: o autor

Figura 42 - MO das amostras produzidas a partir de amido de milho. gelatina comercial e glicerol com 3,0% de
glutaraldeido (AC(3,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 400X e 1000.
Gy »

Fonte: o autor

Com relagdo as imagens de MO das amostras produzidas pela blenda amido de milho e
gelatina comercial com a adigdo de glutaraldeido, destaca-se a presenca de estruturas esféricas
visiveis especialmente em aumentos de 1000X. Néo foi possivel visualizar tais estruturas nas
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amostras produzidas sem glutaraldeido. Tais esferas podem ser resultantes da migracdo da fase
da blenda rica em gelatina para a superficie do filme durante a secagem devido & menor
densidade da fase proteica em comparacdo com a fase rica em amido (ACOSTA et al., 2016;
AcosTA et al., 2015).

As Figuras 43 e 44 apresentam as imagens de MO das amostras produzidas com gelatina
de RCCC sem e com adicéo de glutaraldeido, respectivamente.

Figura 43 - MO das amostras produzidas a partir de gelatina de RCCC e glicerol sem glutaraldeido (R(0,0)) com
um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 100X e 1000X

Fonte: o autor

Figura 44 - MO das amostras produzidas a partir de gelatina de RCCC e glicerol com glutaraldeido
(R(3,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 100X e 1000X.

Fonte: o autor

Percebe-se a presenca de cristais com um aumento de 1000X. Estes provavelmente se
formam a partir dos sais ndo removidos durante o processo de purificagéo da gelatinado RCCC.
A Figura 45 apresenta o registro fotogréfico das imagens de MO realizadas em filme de gelatina
de RCCC ndo purificada (sem passar pelo processo de remocdo de sais por ultrafiltracéo)
plastificado com o uso do glicerol. A ultrafiltracdo reduziu o teor de sais presentes na gelatina,
conforme apresentado na Tabela 28. Sendo assim, a maior densidade de estruturas semelhantes
a cristais na Figura 45 em comparagdo com as imagens de MO para as blendas de amido e
gelatina de RCCC purificada por ultrafiltracdo deve-se a maior concentracao de sais nos filmes
de gelatina ndo purificada.
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Figura 45 - MO das amostras produzidas a partir de gelatina de RCCC néo purificada e glicerol com um aumento
de 1000X

As Figuras 46 a 48 apresentam o registro fotografico das imagens de MO realizadas nas
amostras produzidas com a blenda amido de milho e gelatina de RCCC, sem e com a adi¢éo de
glutaraldeido, respectivamente.

Figura 46 - MO das amostras produzidas a partir de amido, gelatina de RCCC e glicerol sem glutaraldeido
(AR(0,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 100X e 400X.

Fonte: o autor

Figura 47 - MO das amostras produzidas a partir de amido, gelatina de RCCC e glicerol com 1,5% de
glutaraldeido (AR(1,5)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 100X e 400X.

Fonte: o autor

Figura 48 - MO das amostras produzidas a partir de amido, gelatina de RCCC e glicerol com 3,0% de
Iutarldeido AR(3,0)) com um aumento de, da esquerda para a direita: 40X, 100X e 400X.

Fonte: o autor
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A separacado de fases da blenda amido de milho e gelatina de RCCC fica clara ao avaliar-
se as imagens de MO apresentadas. Assim como visualizado nas amostras produzidas a partir
de amido e gelatina comercial, destaca-se a presenca de estruturas esféricas visiveis
especialmente em aumentos de 400X. No caso das amostras produzidas com gelatina do RCCC,

tais estruturas poderiam justificar a separacdo entre as fases visualizadas a olho nu.

As imagens de MO indicam que gelatina e amido sdo imisciveis ou que a
homogeneizacdo destes ndo foi efetiva, originando uma estrutura heterogénea. Acosta et al.
(2016) apresentaram imagens de MO para filmes produzidos pela blenda de amido e gelatina,
chegando a mesma conclusdo. Segundo os autores, a imiscibilidade dos dois polimeros leva a

formagé&o de fases ricas em gelatina dispersas em uma matriz rica em amido.

5.3.4. Cor e UV-VIS nos filmes

A principal caracteristica visual provocada pela reticulacdo das cadeias de gelatina pela
acdo do glutaraldeido é a presenca da coloracdo amarelada resultante da reacdo dos grupos NH>
de alguns aminoacidos da proteina da gelatina com o grupamento C=0O do aldeido, formando
uma base de Shiff, caracterizada pela presenca de um grupamento C=N com carbono ligado a

dois ligantes diferentes de hidrogénio.

A ocorréncia da reticulacao foi verificada por duas técnicas de caracterizacdo: cor e UV-
Vis. A medicdo de cor mostra como a adi¢do de glutaraldeido altera a cor das amostras,
tendendo para o amarelo. As Figuras 49 e 50 mostram tal fendmeno. Também na Figura 50
verifica-se que a adicdo da maior concentracdo de glutaraldeido (3,0%) quando comparada a
menor (1,5%) resulta em um amostra de tonalidade mais amarelada, indicando maior grau de

reticulacdo da amostra.
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Figura 49 - Cor dos filmes produzidos a partir de gelatina comercial (C) ou gelatina do RCCC (R) com o
percentual de glutaraldeido empregado na composi¢do entre parénteses.
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Fonte: o autor

Figura 50 - Cor dos filmes produzidos a partir da blenda de amido (A) e gelatina comercial (C) ou gelatina do
RCCC (R) com o percentual de glutaraldeido empregado na composi¢do entre parénteses.
a*

120,0

o AC(3,0)
o AC(15)

AR(3,0)
AR(L5) ®

4 AC(0,0)
AR(0,0) ®

b*

-120,0 120,0

-120,0 -
Fonte: o autor
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Jé& as Figura 51 e 52 apresentam o espectro de UV-Vis para os filmes aqui produzidos.

Figura 51 — Espectro de UV-Vis de filmes produzidos a partir de amido (A), gelatina comercial (C) ou gelatina
do RCCC (R) com o percentual de glutaraldeido empregado na composicéo entre parénteses.
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Fonte: o autor

Figura 52 - Espectro UV-Vis dos filmes produzidos a partir da blenda de amido (A) e gelatina comercial (C) ou
gelatina do RCCC (R) com o percentual de glutaraldeido empregado na composi¢do entre parénteses.
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As amostras produzidas com gelatina do RCCC possuem coloragdo mais esverdeada se
comparadas as amostras produzidas com a gelatina comercial (Figuras 49 e 50). Possivelmente
esta coloracéo seja derivada da presenca do Cr (I11) na gelatina do RCCC, que possui coloracao
verde. Nas Figuras 51 e 52 percebe-se a formacao de um pico em 440 nm para todas as amostras
produzidas com gelatina, comercial ou de RCCC, reticuladas com glutaraldeido. Este pico fica
mais bem definido para as amostras produzidas com maior teor de glutaraldeido. Este
comprimento de onda € aquele no qual tipicamente ocorrem as absorcGes de bases de Shiff. As
amostras produzidas sem a adicdo de glutaraldeido ou entdo apenas com amido nédo apresentam

a formacao de tal pico.

Ambas as andlises, de cor e UV-Vis, indicam a ocorréncia de reticulagdo entre gelatina
e glutaraldeido, com maior grau de reticulagcdo para as composi¢ées com mais glutaraldeido.
Os efeitos da reticulacdo, bem como os efeitos das diferentes propriedades apresentadas pelas
matérias primas empregadas na composicdo do filme serdo discutidos a seguir.

5.3.5. DRX nos filmes

A Figura 53 apresenta os resultados de DRX para os filmes aqui produzidos. Observa-
se, para filmes produzidos com gelatina comercial e de residuo, um pico em aproximadamente
20 = 7,5° e um halo em 26 = 20°. O primeiro pico corresponde conformacgédo das cadeias
proteicas da gelatina que se reconstituiram na estrutura de tripla-hélice (estrutura na qual se
encontram as moléculas do colageno antes de ser parcialmente hidrolisado e extraido na forma
de gelatina). O halo, por sua vez, esta relacionado as cadeias de gelatina distribuidas de forma
randomica, sem organizacgdo espacial (DAMMAK; LOURENGO; SOBRAL, 2019; QiAo et al., 2017,
SOLIMAN; FURUTA, 2014). A intensidade do pico em 26 = 7,5° indica a quantidade de cadeias
conformadas em estrutura de tripla-hélice. A reducdo na intensidade deste pico indica que a
reconstrugéo da tripla-hélice foi impedida (WANG et al., 2017a)

Percebe-se que a adi¢do de glutaraldeido, por criar ligagdes entre as cadeias de gelatina,
impede que haja a conformacao das mesmas em estruturas helicoidais. H4, assim, uma redugéo
na intensidade do pico quando da adi¢do do agente reticulante. Também se observa que a adi¢éo
de mais glutaraldeido reduz em ainda mais a intensidade do pico para a gelatina comercial. O
mesmo comportamento ocorre com a adicdo de amido aos filmes, que igualmente reduz a

formacdo da estrutura de tripla-hélice.
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Figura 53 — Espectros DRX dos filmes produzidos a partir de amido (A), gelatina comercial (C) ou gelatina do
RCCC (R) e de suas blendas, com o percentual de glutaraldeido empregado na composigao entre parénteses.
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Além dos picos ja relatados, os filmes produzidos com gelatina do residuo de couro
apresentam dois picos finos: um em 26 =14,5° e outro em 26 =29,5°. Estes picos ocorrem devido
a presenca de sais, em especial aos de célcio e sodio.

DRX das amostras de filmes de amido sem adi¢do de gelatina apresentam um halo
amorfo e, sobre este, picos cristalinos em 20 = 17°, 19,5° e 21,5°. Tanto a amilose como a
amilopectina podem formar estruturas organizadas, cristalinas, apos a secagem dos filmes. A
amilose se reorganiza rapidamente em uma estrutura cristalina quando na presenca de elevado
teor de umidade (primeiros estagios da secagem). Enquanto que a amilopectina demora dias
para sofrer o processo de retrogradacdo (RINDLAV-WESTLING et al., 1998). As cadeias de
amilose se reorganizam no formato de dupla hélice durante a secagem do filme (ROMERO-

BASTIDA et al., 2015). De acordo com Souza De Miranda et al. (2015), o pico encontrado em
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20 = 17° representa a cristalizacdo das cadeias de amilose, enquanto que o encontrado em 20 =
19,5° representa a cristalizagdo das cadeias de amilopectina (TONGDEESOONTORN et al., 2012).
O aumento na intensidade do halo amorfo com a adicao de glutaraldeido nos filmes de amido

pode ser resultante de uma modificagdo do amido resultante de reacdo com glutaraldeido.

Nos resultados de DRX para a blenda amido e gelatina, ndo sdo visiveis 0s picos
cristalinos provenientes da retrogradacdo do amido. A presenca da gelatina (tanto comercial
como de RCCC) pode ter inibido a formacdo de estruturas cristalinas do amido devido ao
rompimento das interagfes amido-amido provocado pela formagdo da blenda, ou os picos
cristalinos do amido ndo sdo visualizados por terem sido suavizado devido a intensidade do

halo amorfo da gelatina.

5.3.6. Propriedades mecanicas de tracao dos filmes

As Tabelas 30 e 31 apresentam os resultados de espessura média dos corpos de prova e
as propriedades mecanicas para os filmes aqui estudados. As tabelas ANOVA com os resultados
da anédlise estatistica de significancia dos fatores estudados sobre as variaveis analisadas
encontram-se no Apéndice H. O resultado do teste de Tukey, para variagdes significativas entre

médias, encontra-se nas proprias Tabelas 30 e 31.

Tabela 30 - Propriedades mecanicas dos filmes produzidos a partir de amido (A), gelatina
comercial (C) ou gelatina do RCCC (R), com o percentual de glutaraldeido empregado na
composicao entre parénteses.

Espessura Tensdo no Alongamento no Tensdo na Alongamento na
Amostra® F() m) escoamento escoamento ruptura ruptura
H (MPa) (%) (MPa) (%)

A(0,0) 93 +1° 83+1,7° 14 + 13c 7,5+0,8% 74 + 18°

A(3,0) 92 +1° 51+ 0,62 19 + 2% 54 +0,4° 94 + 64

R(0,0) 111 £ 4° 3,7+0,1? 18 + 22 8,56+ 0,5? 144 £ 13°

R(3,0) 99 + 29 3,9+0,72 19 + 28 9,9+0,8° 157 £12°¢

C(0,0) 107 £ 42 25,6 +1,7¢ 13 + 4 27,7+ 15° 36 + 42

C(3,0) 110+ 32 20,5+1,2° 11+£3° 27,8+2,8° 55 + 10%

1 No Cddigo das amostras, A representa amido, R gelatina de RCCC, C gelatina comercial. O nimero entre
parénteses é o percentual de glutaraldeido empregado na formulacao

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes entre
si (p-Valor < 0,05)
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Tabela 31 - Propriedades mecénicas dos filmes produzidos a partir das blendas de amido (A),
gelatina comercial (C) ou gelatina do RCCC (R), com o percentual de glutaraldeido
empregado na composicao entre parénteses.

Amostra’ Espessura Tenséo no Alongamento no Tensdona  Alongamento na

F(] m) escoamento escoamento ruptura ruptura

H (MPa) (%) (MPa) (%)

AR(0,0) 99%2° 500,12 15 + 22 6,4 £ 0,6% 85 £ 10%
AR(15) 102+3° 54+0,3 17 £ 28 7,4 +£0,6% 108 + 74
AR(3,00 99%2° 4,6 £0,5° 16 £ 5° 7,2+0,8 132 + 45¢
AC(0,0) 10717 19,2 £1,5° 12 £ 1% 20,4 + 1,2 33+3°
AC(1,5) 10512 15,2 +0,9° 10+ 2°¢ 21,4+13° 54 + 10
AC(3,0) 107 x2° 153 +1,4° 16 + 1 192 +1,6° 95 + 142

1 No Cddigo das amostras, A representa amido, R gelatina de RCCC, C gelatina comercial. O nimero entre
parénteses é o percentual de glutaraldeido empregado na formulacéo

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes entre
si (p-Valor < 0,05)

A mesma massa seca total foi empregada na producdo de todos os filmes e a medicéo
da espessura foi realizada na mesma umidade relativa, que resultard em percentuais de absorcao
de &gua semelhantes para todos os filmes, conforme sera apresentado no item 5.3.7. Sendo
assim, a menor espessura dos filmes de amido, conforme verificado na Tabela 30, em
comparacdo com os filmes de gelatina (ou da blenda, amido e gelatina) ndo esta relacionada a
variacdes no teor de umidade dos filmes e pode ser explicada por um maior grau de
empacotamento das cadeias de amido de milho. Com relacdo a menor espessura dos filmes
produzidos em blenda de amido de milho e gelatina do RCCC, se comparada a blenda com
gelatina comercial, a polaridade das cadeias da gelatina do RCCC pode ter sido um fator
fundamental na diferenca encontrada. A gelatina do RCCC ainda possui cromo ligado as suas
cadeias, conferindo maior polaridade as mesmas, o que facilita a aproximacao das cadeias e
aumenta seu grau de empacotamento (CANEVAROLO JR., 2006). A adicdo de glutaraldeido nédo

afetou a espessura do material.

Os resultados das propriedades mecénicas indicam que todos os filmes apresentaram
comportamento tenaz ja que a tensdo na ruptura das amostras foi superior a tensao no
escoamento. Essa diferenca foi minima nos filmes de amido, provavelmente pela incompleta
desnaturacdo do amido e ma distribuicdo do amido com o glicerol, como visto nas imagens de
MO da Figura 36 .

bOs filmes produzidos com amido puro tiveram sua resisténcia mecanica reduzida com
a adicdo de glutaraldeido. De acordo com Gonenc e Us (2019), adi¢des de baixas concentra¢des
de glutaraldeido (inferiores a 5 ou 10%) podem ndo ser suficientes para que o efeito da
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reticulacdo seja percebido na resisténcia mecanica do material. Assim, aliando-se 0 aumento do
carater amorfo do filme de amido conforme verificado pela andlise de DRX, com uma
reticulacdo em grau insuficiente para gerar aumento da resisténcia mecéanica, tem-se uma

reducao deste parametro.

Devido a sua menor massa molar, a presenga de maiores quantidades de sais e a presenca
de moléculas de baixa massa molar (gelatina que é hidrolisada em menores cadeias de colageno
hidrolisado), o uso de gelatina de RCCC, quando comparado a gelatina comercial, resultou na
producdo de filmes com menores valores de resisténcia a tracdo e maiores valores de
alongamento, especialmente alongamento na ruptura. O mesmo comportamento foi observado
para os filmes de polimeros puros e para as blendas. Estes valores sao influenciados pela massa
molar média do RCCC e da gelatina; a incompleta desnaturagdo do amido, e a
incompatibilidade da blenda amido-gelatina como foi visto nas anélises de MO. Os valores de
Mn estdo associados a variagdes nas propriedades mecénicas, pois indicam diferentes nimeros
de pontas soltas nas cadeias poliméricas, como visto na distribuicdo de massas molares nas
Figuras 32 e 33, onde foi verificado que a gelatina de RCCC possui maior fracdo de menor
massa molar. Cadeias menores interrompem as interacbes moleculares, reduzem a coesdo e a
resisténcia mecanica e atuam como plastificantes no sistema (AKCELRUD, 2007). Os sais
higroscopicos, como os de célcio e sédio encontrados na gelatina de RCCC, também atuam
como plastificantes nos filmes de amido-gelatina devido a sua capacidade de absorver agua, um

plastificante natural desse material (JIANG et al., 2016).

O alongamento na ruptura aumentou com a adicdo de glutaraldeido nos filmes
produzidos com a mistura de amido e gelatina de RCCC ou comercial. Também foi observado
este aumento no alongamento na ruptura para os filmes produzidos apenas com os polimeros
separadamente quando reticulados com glutaraldeido, o que néo €, no entanto, estatisticamente
significativo devido ao alto desvio padréo encontrado para os resultados. Diferentemente do
aumento no alongamento dos filmes associado a reducdo da resisténcia dos mesmos causada
pela presenga de moléculas de baixa massa molar (efeito plastificante), o aumento no
alongamento associado a manutencgéo das propriedades de resisténcia pode advir do aumento
da massa molar das cadeias poliméricas apds o processo de reticulacao.

Também era esperado um aumento na resisténcia a tragdo dos filmes produzidos com
gelatina causada pela reticulacdo com glutaraldeido, o que ndo ocorreu. Isso é justificado pela
reducdo da cristalinidade dos filmes produzidos com gelatina. Enquanto a reticulagao tornava

0 material mais resistente (pelo aumento na massa molar), a perda de cristalinidade (conforme
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discutido nos resultados de DRX) tornava o material menos resistente (especialmente na regiéo
elastica). O balango dos dois efeitos resultou na manutencédo da resisténcia a tracdo do material

praticamente inalterada pela adicéo de glutaraldeido.

Quanto a reducdo da resisténcia a tracdo ao comparar os valores encontrados para 0s
filmes de polimero puro e para os filmes da blenda amido-gelatina, Garcia et al. (2018)
indicaram gue um aumento na resisténcia a tracdo dos filmes de gelatina devido a adicdo de
amido ocorreu devido a formacdo de uma estrutura interna mais coesa do material.
Analogamente, valores mais baixos de resisténcia a tracdo obtidos para filmes produzidos pela
mistura de amido e gelatina podem resultar da formacdo de uma estrutura de filme interno

Menos coesa.

5.3.7. Solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua, inchamento e isotermas de sor¢ao

de agua dos filmes

As Tabelas 32 e 33 apresentam os resultados das propriedades de interacdo com a agua
para os filmes aqui estudados. As tabelas ANOVA com os resultados da analise estatistica de
significancia dos fatores estudados sobre as varidveis analisadas encontram-se no Apéndice H.
O resultado do teste de Tukey, para variagfes significativas entre médias, encontra-se nas

préprias Tabelas 32 e 33.

Tabela 32 — Propriedades de interacdo com a agua para filmes produzidos a partir de amido
(A), gelatina comercial (C) ou gelatina do RCCC (R), com o percentual de glutaraldeido
empregado na composicao entre parénteses.

Solubilidade Permeabilidade ao Inchamento Umidade na
Amostral (%) Vapor de Agua (% em massa) Monocamada (g
(g mm dia* m? kPa?) H.0/100 g filme)
A(0,0) 20,1 +1,5° 132+ 1,4 238 +19° 5,55 + 0,04¢
A(3,0) 21,3+0,3° 13,3+0,9° 253 + 82 5,93 + 0,08¢
R(0,0) 65,9 + 3,9° 10,2 £ 0,6* --2 8,56 + 0,22°
R(3,0) 56,3 + 0,9¢ 10,8 + 1,0 685 * 62° 8,69 +0,13"
C(0,0) 49,0+ 15° 16,5+0,7¢ 482 + 36° 6,90 + 0,062
C(3,0) 25,8 +0,6° 17,1+0,5¢ 163 £ 262 6,80 £ 0,152

1 No Cddigo das amostras, A representa amido, R gelatina de RCCC, C gelatina comercial. O nimero entre
parénteses é o percentual de glutaraldeido empregado na formulacao
2 Resultados de inchamento n&o sdo apresentados porque as amostras se desintegraram ao longo do teste.
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A solubilidade de filmes de amido, sem adi¢édo de gelatina, ndo foi alterada pela adi¢éo
de glutaraldeido. Gonenc e Us (2019) indicaram que, em pH alcalino, a reticulacdo do amido

com glutaraldeido néo reduz a solubilidade do material.

A solubilidade dos filmes com gelatina na composicdo reduziu tanto para a adi¢éo de
1,5% como para a adicdo de 3,0% de glutaraldeido, na presenca ou auséncia de amido, com
gelatina proveniente do RCCC ou com gelatina comercial. A reducdo na solubilidade deve-se
a reticulacdo promovida nas cadeias de gelatina pela acdo do glutaraldeido. O inchamento das
amostras segue 0 mesmo comportamento da solubilidade. Menor inchamento para amostras
produzidas a partir da gelatina comercial, e para aquelas reticuladas com glutaraldeido. A
reducdo do grau de inchamento com a adicdo de glutaraldeido (e com o aumento de sua
concentracdo) também traz um indicio do aumento no numero de ligacGes cruzadas formadas
pela reticulacdo promovida pelo glutaraldeido. Uma maior densidade de ligacdes cruzadas
resulta em um menor espaco para penetracdo de um solvente, ou seja, um menor grau de

inchamento (AKCELRUD, 2007)

Tabela 33 - Propriedades de interacdo com a agua para filmes produzidos a partir das blendas
de amido (A), gelatina comercial (C) ou gelatina do RCCC (R), com o percentual de
glutaraldeido empregado na composicdo entre parénteses.

Solubilidade Permeabilidade ao Inchamento  Umidade na Monocamada
Amostra’ (%) Vapor de Agua (% em (g H20/100 g filme)
(g mm dia* m? kPa?) massa)
AR(0,0) 52,9 +1,8° 11,0+1,28 -2 8,55 + 0,142
AR(1,5) 44,7 + 0,4 10,4 + 0,5° 503 + 14¢ 8,79 + 1,03
AR(3,0) 30,6 +0,7¢ 11,0+0,78 350 + 24¢ 7,99 +0,15°
AC(0,0) 44,1 +1,1° 16,2 +1,7 411 + 301 6,83 + 0,09
AC(1,5) 25,4 +0,8° 15,8 +2,3° 187 +11° 5,62 +0,15°
AC(3,0) 205+1,3° 16,0 £ 0,5° 126 + 192 7,12 +0,07°

1 No Cddigo das amostras, A representa amido, R gelatina de RCCC, C gelatina comercial. O nimero entre
parénteses é o percentual de glutaraldeido empregado na formulacéo
2 Resultados de inchamento n&o sdo apresentados porque as amostras se desintegraram ao longo do teste.

A reducdo percentual da solubilidade com adicdo de 3% de glutaraldeido foi igual a
14,5% para as amostras produzidas apenas com gelatina de RCCC sem amido, e 42% com
amido; 47% para as amostras produzidas com gelatina comercial sem amido, e 53% com amido.
A reticulacdo, entretanto, foi mais eficaz na reducdo do grau de inchamento dos filmes, que
diminuiu em 66% para filmes de gelatina comercial sem amido e em 69% para filmes de

gelatina comercial com amido (com adi¢cdo de 3% de glutaraldeido). Dados para os filmes
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produzidos com gelatina de RCCC nédo foram calculados devido a impossibilidade de

determinacéo do grau de inchamento para as amostras néo reticuladas.

A solubilizacdo de um polimero passa por dois estagios: formacdo de um gel inchado
(pela difusdo de moléculas na estrutura polimérica) e formacéao da solugdo real. O processo de
inchamento ndo ocorre, ou é prejudicado, na presenca de ligagdes cruzadas. Quanto ao segundo
estagio, de solubilizagdo, ele é prejudicado pela cristalinidade, ligacde de hidrogénio e ligacdes
cruzadas (CANEVAROLO JR., 2006).

Assim, no estagio de inchamento, a reticulacdo tem acdo direta sobre a redugdo da
difusdo de moléculas na estrutura do polimero. Entretanto, para a solubilizacdo do material,
tem-se que levar em consideracdo também a cristalinidade deste. Conforme verificado por
DRX, enquanto que a adicdo de glutaraldeido promoveu a reticulacdo das cadeias de gelatina,
ela reduziu a habilidade destas em se conformarem em estrutura helicoidal, reduzindo sua
cristalinidade. Tem-se entdo a justificativa para a reducao do grau de inchamento ser maior do

que a reducdo da solubilidade para os filmes reticulados.

A permeabilidade ao vapor de agua ndo foi alterada pela adicdo de glutaraldeido.
Menores valores desta propriedade sdo encontrados em amostras produzidas com amido de
milho sem adicéo de gelatina e nas amostras produzidas a partir da gelatina de RCCC. Devido
a maior interacdo com a agua dos filmes produzidos com gelatina de RCCC, esperava-se uma
maior sorcdo de agua nos filmes e mobilidade das moléculas de agua nos mesmos, elevando a
permeabilidade ao vapor de agua. Entretanto, observou-se o oposto, o que pode ser justificado

pelo efeito das cargas.

O efeito de cargas em compdsitos poliméricos pode reduzir ou aumentar a
permeabilidade. Por exemplo, o coeficiente de permeabilidade ao gas diminui
consideravelmente quando cargas em pé sao introduzidas nos polimeros em quantidades de até
5-10%. O valor continua a diminuir, mas menos rapidamente, quando o contetdo de carga é
aumentado ainda mais até 20-30% em volume. A permeabilidade cresce acentuadamente
guando o conteudo de carga é alto (40-50%). Tal caracteristica da permeabilidade esta
relacionada com a complexidade do mecanismo de transferéncia de gas num sistema
heterogéneo como o sistema polimero-carga. Em sistemas heterogéneos, a fase que determina
a transferéncia de gés através de um material é a fase continua, nesse caso a fase polimérica.
Usualmente, as moléculas de polimero sdo adsorvidas na superficie da carga, e entdo estruturas

mais densamente empacotadas sdo formadas, com menos permeabilidade a gas. Quando o
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conteido de carga na fase polimérica é alto, aparentemente rupturas aparecem, isto é, sua
continuidade é interrompida aumentando a permeabilidade (TAGER, 1978).

Leva-se entdo em consideracdo maior teor de sais nos filmes produzidos com gelatina
de RCCC (que possui teor de cinzas igual a 1,2% em bases seca, conforme visto na Tabela 26)
em comparacgdo com 0s produzidos com gelatina comercial (que possui teor de cinzas igual a
0,24 % em base seca). Estes sais podem ter atuado com cargas que bloqueiam a permeacéo do
vapor de agua pelos filmes produzidos com gelatina de RCCC, o que culminou nos maiores

resultados de permeabilidade para os filmes produzidos com gelatina comercial.

Maior umidade de equilibrio do filme resulta em maiores valores de umidade na
monocamada. A umidade na monocamada € um indicativo do grau de higroscopia do material
estudado. Ela indica a quantidade maxima de dgua por grama de filme seco que pode ser sorvida
em uma Unica camada, o que € uma medida do nimero de sitios de sor¢do de dgua do material
(CELESTINO, 2010).

As Figuras 54 e 55 apresentam as isotermas de sor¢do de dgua em funcdo da variacdo
dos fatores estudados. De acordo com a classificacdo da International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), elas sdo do tipo Il. Este tipo de isoterma é esperada para produtos
alimenticios (DiAz et al., 2011).

A adicdo de glutaraldeido ndo alterou de forma clara o comportamento das amostras em
termos de sor¢do de agua. Entretanto, nota-se nas curvas uma tendéncia diferente de
comportamento para as amostras produzidas com gelatina do RCCC e gelatina comercial.
Enquanto que as amostras produzidas com a gelatina do RCCC sorvem maior quantidade de
agua em umidades abaixo dos 85-90%, acima desta umidade ocorre uma inversao de

comportamento; as amostras de gelatina comercial passam a sorver maior quantidade de agua.
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Figura 54 — Isotermas de sorcdo de agua para filmes produzidos a partir de amido (A),

gelatina comercial (C) ou gelatina do RCCC (R), com o percentual de glutaraldeido empregado

na composicao entre parénteses.
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Figura 55 — Isoterma de sorcdo de &gua para filmes produzidos a partir das blendas de amido (A), gelatina
comercial (C) ou gelatina do RCCC (R), com o percentual de glutaraldeido empregado na composicao entre
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Em umidades menores que 25%, as amostras sorvem baixas quantidades de agua (<5g/g
de filme), o que torna os filmes quebradicos devido a auséncia do plastificante natural de filmes
de amido e gelatina (a 4gua). Em elevados valores de umidades relativas ambiente nota-se o
oposto: sorcdo de massa de dgua maior do que a propria massa seca de filmes. Isto torna o
material extremamente suscetivel a acdo de microrganismos em elevadas umidades, e reduz as
propriedades mecanicas do mesmo. Propriedade interessante quando se tratar de aplicacdes de

menor tempo de vida util, como seria o caso da aplicacdo como fita de plantio.

5.3.8. Analise termogravimétrica — TGs dos filmes

A Figura 56 apresenta os termogramas para os filmes produzidos a partir de amido sem
a adicdo de gelatina. A Tabela 34, situada ao final desta secdo, apresenta as temperaturas

caracteristica extraidas dos ensaios de termogravimetria para todas as amostras testadas.

Figura 56 - Termograma para as amostras produzidas a partir de amido sem adic&o de glicerol ou glutaraldeido
(BA), com adicdo de glicerol (A(0,0)) e com adicdo de glicerol e 3% de glutaraldeido (A(3,0) : (a) TG e (b)
DTG).
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Fonte: o autor

Na figura 56-a é possivel verificar que o amido plastificado apresenta menor
estabilidade térmica, mostrado pelo deslocamento das curvas para menores temperaturas, além
de apresentar dois eventos térmicos de perda de massa, sendo o primeiro relacionado a
decomposicédo do glicerol e o segundo do amido. Para as amostras produzidas apenas com

amido de milho, observa-se nas curvas de DTG as temperaturas de maxima taxa de degradacgéo
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séo iguais a 294°C, 300°C e 298°C para amostras de amido puro, com glicerol, e com glicerol
e glutaraldeido, respectivamente. Elas estdo de acordo com o encontrado na literatura (LUCHESE
et al., 2018). A degradacdo térmica no amido ocorre pela eliminacdo de grupos poli-
hidroxilados, acompanhada pela despolimerizacdo da cadeia e, finalmente, decomposicédo
térmica (AFSAR et al., 2008).

O glutaraldeido néo alterou o comportamento térmico dos filmes de amido sem adicao
de gelatina. Conforme previamente discutido, ndo ocorreu reacao de reticulacéo entre amido e
glutaraldeido que, por ser volétil, ndo mais se encontrava na amostra no momento da analise
termogravimétrica.

A adicdo de glicerol fez com que a degradacdo térmica dos filmes de amido fosse
acelerada, iniciando a mais baixas temperaturas. Neste primeiro evento o glicerol se decompde
a 222°C, conforme Figura 57, o que esta de acordo com valores reportados por outros autores
(Luo et al., 2013).

Figura 57 - Termograma para glicerol.
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Fonte: o autor

A Figura 58 apresenta os termogramas para os filmes produzidos a partir de gelatina
comercial e de RCCC, sem a adi¢cdo de amido de milho.

Assim como para os filmes de amido de milho, os filmes de gelatina comercial e de
RCCC iniciam sua degradacgdo térmica a temperaturas inferiores quando da adic¢ao do glicerol,
que se degrada a 222°C.

A gelatina de RCCC sem adic¢do de glicerol ou glutaraldeido apresenta um primeiro
evento de perda de massa a 136°C néo verificado para a gelatina comercial. Este evento pode

estar associado a degradacdo do colageno hidrolisado: moléculas de proteina que foram
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hidrolisadas até baixas massas molares. O evento principal de perda de massa para os filmes de
gelatina ocorre a temperaturas préximas dos 300°C. O fendmeno da degradacdo das cadeias de
proteina ocorre em estagios. O estagio preliminar da degradacdo ocorre pela quebra da cadeia
proteica e ruptura de ligacGes polipeptidicas. A perda de massa ocorre com a degradacdo dos

fragmentos de aminoacidos (CHAVES DA SILVA et al., 2018).

Figura 58 - Termograma para as amostras produzidas a parti de gelatina comercial e de RCCC sem adicdo de
glicerol ou glutaraldeido (BC e BR, respectivamente), com adi¢do de glicerol (C(0,0) e R(0,0)) e com adicdo de
glicerol e 3% de glutaraldeido (C(3,0) e R(3,0)).

100 0
21
-4
80 -6
-84
S 60 -10
o O -12
1] 0 144
S 40
= 16
-18
204 -20
-224
244
O T T T T T 1 T T T T
0 100 200 300 400 500 600 100 200 300 400
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
2 A
100
0
804
S -24
=~ 604 O]
I
2 )
s
40 1
204 -6 -
T T T T T 1 T T T T
0 100 200 300 400 500 600 100 200 300 400
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fonte: o autor

A analise da Tabela 34 bem como dos termogramas apresentados indica que, tanto para
os filmes de gelatina de RCCC como para os de gelatina comercial, a adi¢do glutaraldeido aos
filmes faz com que a degradacdo das amostras ocorra a temperaturas mais elevadas, indicando
maior estabilidade térmica, o que é esperado pelo efeito da reticulacdo. O mesmo fenémeno,
de aumento na temperatura de degradag@o com a adic¢ao de agente reticulante foi observada por
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Dang; Shan e Chen (2016), que verificaram aumento de 317 para até 332°C na temperatura de
maxima taxa de degradacdo pela reticulagdo de filmes de gelatina de RCCC com B -
ciclodextrina.

A Figura 59 apresenta os termogramas para os filmes produzidos a partir de gelatina
comercial e de RCCC, ambas em blendas com amido de milho.

Figura 59 - Termograma para as amostras produzidas a partir de gelatina comercial (C) e de RCCC (R) em
blendas com amido (A). O percentual de glutaraldeido presente na formulagéo (0, 1,5 e 3,0%) é indicado entre

parénteses.
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Os efeitos da reticulagdo sdo menos claros nas blendas de amido e gelatina. Conforme
mostrado nas microscopias opticas, os filmes produzidos a partir das blendas nédo sdo uniformes,
em especial os produzidos a partir da gelatina de RCCC. Esta falta de uniformidade aliada as
pequenas massas usadas nos testes de TG (10 mg), podem ter impedido que os efeitos

esperados da reticulagdo fossem aqui observados.



Tabela 34 — Temperaturas caracteristica extraidas das analises de termogravimetria

TGA — Temperatura (°C) para % de perda de massa E?lrzg: DTG (temperatura dos picos)

Filme 5% 7,5% 10% 15% 20% 30% 40% (%) TP1 TP2
BA 276 281 284 287 289 292 295 15,6 294 ND
A(0,0) 196 217 234 258 273 288 295 9,0 300 ND
A(3,0) 193 214 232 257 270 287 293 10,1 298 ND
BR 222 253 267 282 294 312 329 33,1 136 309
R(0,0) 193 207 218 234 251 279 302 22,2 230 306
R(3,0) 213 223 231 244 258 287 309 25,5 244 318
BC 276 280 283 286 288 292 295 15,6 295
C(0,0) 189 212 226 239 248 272 297 18,0 244 307
C(3,0) 208 224 231 241 251 276 298 17,1 242 305
AR(0,0) 214 226 234 245 255 278 294 22,6 246 290
AR(1,5) 201 216 227 241 253 280 296 24,5 243 294
AR(3,0) 195 211 223 242 255 282 297 22,2 251 295
AC(0,0) 190 211 226 246 258 285 302 21,4 255 302
AC(1,5) 209 226 236 248 259 283 299 22,2 249 299
AC(3,0) 199 218 230 243 253 278 294 20,2 246 296

ND = Nao Detectado
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5.3.9. FTIR dos filmes

As Figuras 60 a 62 apresentam os espectros de FTIR-ATR para os filmes. Esperava-se
verificar a aparicdo de uma banda em torno de 1450 cm™ relativa a formagéo da ligagdo C=N
resultante da reticulacéo das cadeias de gelatina com o glutaraldeido (SiIMONA et al., 2014). Esta
banda ndo aparece nos espectros de gelatina comercial, e nem mesmo dos espectros de gelatina
de RCCC, tendo ficado provavelmente encoberta por outras bandas de maior intensidade
presentes na mesma regiéo.

Com relacdo ao amido, percebe-se as bandas tipicas de polissacarideos: 3300 cm™
referente a deformacéo axial da ligagdo O-H (ZHANG et al., 2013), 2924 cm™ associada a
deformacao axial do grupo CHz, 1340 cm™ associada a vibragdo angular da ligagdo C-OH (ARIK
KIBAR; Us, 2014), 1150 cm™ associada & deformacédo axial das ligacdes C—-O e C—C e C-OH
(ZHANG et al., 2013), 1000 cm™ associada a deformacio axial das ligagdes C-O (banda
tipicamente identificada em polissacarideos) (ZARski et al., 2016), 930 cm™ associada a
deformacéo angular das ligagdes C—OH e —CH2 (ZHANG et al., 2013), as bandas presentes em
1085 e 862 cm™ representam as bandas associadas a deformacédo axial da ligagdo C-O em
grupos C-O-H e C-O-C (ARIK KIBAR; Us, 2014).

Figura 60 - FTIR para as amostras produzidas a partir de amido sem adicdo de glicerol ou glutaraldeido (BA),
com adigdo de glicerol (A(0,0)) e com adic&o de glicerol e 3% de glutaraldeido (A(3,0)).
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Os filmes produzidos com gelatina comercial e a de RCCC apresentaram espectros
semelhantes entre si, com as principais bandas caracteristicas: Amida A (em 3280 cm™ e 3320
cm para filmes de RCCC e de gelatina comercial, respectivamente), Amida B (em 2936 cm™*
e 2942 cm para filmes de RCCC e de gelatina comercial, respectivamente), Amida | (em 1632
cm? e 1632 cm™ para filmes de RCCC e de gelatina comercial, respectivamente), Amida 1l (em
1528 cm™ e 1536 cm™ para filmes de RCCC e de gelatina comercial, respectivamente), e Amida
11 (em 1254 cm™ e 1234 cm! para filmes de RCCC e de gelatina comercial, respectivamente).
Estas sdo as bandas tipicamente encontradas para gelatina comercial (AL-SAIDI et al., 2012;
KUMAR et al., 2018), e para gelatina extraida de RCCC (DANG; SHAN; CHEN, 2018).

A banda de Amida | representa principalmente o estiramento da ligacdo C=0 e da
ligacdo C-N, ja a Amida Il esta relacionada a deformacéo angular no plano da ligacdo N-H e
estiramento da ligacdo C-N. A Amida Il é resultado de uma sobreposicdo de diversas
deformac0es: estiramento da ligagdo C-N, vibragdo angular no plano da ligagdo N-H,
estiramento da ligagcdo C-C, e vibracdo angular no plano da ligacdo C-O. As bandas da Amida

A e Amida B representam o estiramento da ligacdo N-H (ARRONDO et al., 1993)

Com a adicdo de glicerol nas amostras produzidas com gelatina comercial ou de residuo,
sem a adigdo de amido, percebe-se a formagdo de uma banda em 1040 cm™. Esta banda foi
atribuida por outros autores ao proprio glicerol (ABEDINIA et al., 2018). Esta alteracdo no
espectro ndo é visivel quando amido esta presente na amostra, visto que a banda em questdo ja
aparece na amostra de amido pura, sem adicao de glicerol. Isso possivelmente ocorre por esta
banda estar associada a vibracdes axiais da ligacdo CO em alcoois, funcéo presente no glicerol

e no amido, mas ausente na gelatina.
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Figura 61 — Espectros de FTIR para as amostras produzidas a parti de gelatina comercial e de RCCC sem adicdo
de glicerol ou glutaraldeido (BC e BR, respectivamente), com adicao de glicerol (C(0,0) e R(0,0)) e com adicédo
de glicerol e 3% de glutaraldeido (C(3,0) e R(3,0)).
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Os espectros dos filmes produzidos com a blenda amido e gelatina apresentaram bandas

posicionadas nas mesmas regides. A adicdo de glutaraldeido, assim como verificado para 0s

filmes de gelatina pura, nao alterou os espectros de FTIR.

Figura 62 — Espectros de FTIR para as amostras produzidas a partir de gelatina comercial (C) e de RCCC (R) em
blendas com amido (A). O percentual de glutaraldeido presente na formulacéo (0, 1,5 e 3,0%) é indicado entre

parénteses.
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5.3.10. DMA dos filmes

Os filmes de amido e glicerol apresentam duas temperaturas de relaxamento que podem
ser determinadas por DMA. A primeira, negativa, é a temperatura referente a fase rica em
glicerol. A segunda, geralmente acima da temperatura ambiente, é relativa a fase rica em amido
(LoPez et al., 2011; SoukouLls et al., 2016). Apenas o evento relativo ao amido puro foi aqui
estudado. A Figura 63 apresenta as curvas de Tan Delta para as amostras produzidas a partir de

amido sem adicéo de gelatina.

Figura 63 - Tan Delta das amostras produzidas a partir de amido e glicerol (A(0,0)) e amido, glicerol e 3% de
glutaraldeido (A(3,0)).
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A Tg encontrada para filmes de amido sem e com adi¢do de glutaraldeido foi de 51 e
52°C, respectivamente. Ndo houve uma alteracdo expressiva na Tg com a adicdo de
glutaraldeido. Os valores encontrados estdo dentro dos valores encontrados na literatura, que
variam de acordo com a composi¢éo dos filmes de amido, tipo e teor de plastificante, e umidade
relativa na qual os ensaios sdo realizados.

Liu et al. (2009) encontraram valores de Tg para filmes de amido de milho, sem
plastificante, que variaram de 67,3°C (com 8,7% de umidade nos filmes) a 59,22°C (com 13,3%
de umidade nos filmes). Lourdin; Bizot e Colonna (1997), por sua vez, mediram a Tg de filme
de amido de milho com 25% de plastificante e 15% de agua, por meio de DMA, e encontraram

valores de aproximadamente 40°C. Este mesmo grupo de pesquisa, em estudo conduzido por
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meio de DSC, encontrou Tg igual a 22°C para filmes de amido de milho plastificados com 27%
de glicerol e com 15% de &gua. Por sua vez, Lopez et al. (2011) determinaram a Tg de filmes
de amido de milho contendo 30% de glicerol e 15% de umidade por meio de DMA, e
encontraram valores proximos a 49°C.

A Figura 64 apresenta as curvas de Tan Delta para as amostras produzidas a partir de

gelatina comercial e extraida de RCCC, sem adicéo de amido.

Figura 64 - Tan Delta das amostras produzidas a parti de gelatina comercial e de RCCC com adi¢&o de glicerol
(C(0,0) e R(0,0)) e com adigdo de glicerol e 3% de glutaraldeido (C(3,0) e R(3,0)).
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A maior temperatura de transi¢do vitrea dos filmes produzidos com gelatina comercial
em comparacdo com a gelatina do RCCC deve-se a maior massa molar da primeira em
comparacdo com a segunda. Polimeros de maior massa molar sdo mais coesos, apresentam
maior quantidade de entrelacamentos entre as cadeias, ou seja, suas cadeias possuem menor
mobilidade, 0 que aumenta a temperatura de transicéo vitrea do material (AKCELRUD, 2007).
Para as amostras de gelatina comercial, observou-se um aumento da Tg com a reticulagdo pela
adicdo de glutaraldeido, proveniente da reducdo de flexibilidade da cadeia polimérica
(AKCELRUD, 2007).

A 4gua é um plastificante natural de filmes de amido e gelatina (GENNADIOS, 2002).
Assim, deve-se levar em conta, ao comparar os resultados de Tg aqui apresentados com 0s
obtidos por outros autores, o percentual de agua presente na estrutura do filme quando da
realizacdo dos ensaios. Tendo em vista que as amostras foram acondicionadas a uma umidade
relativa de 60% antes de serem submetidas ao ensaio de DMA, e avaliando os resultados das
isotermas de sorcao de agua apresentadas no item 5.3.7, encontra-se que os filmes apresentavam

de 15 a 20% de a4gua em sua estrutura quando analisados.

Arvanitoyannis et al. (1997) reportaram, para filmes de gelatina com 15% de agua, Tg
igual a 61,9°C. Por sua vez, Bertan et al. (2005) reportaram para filmes de gelatina sem adi¢édo
de plastificantes acondicionados a umidade relativa de 50% Tg de 32°C, medida por DMA. Os
valores aqui encontrados, mais préximos aos 70°C tanto para gelatina comercial como para a

gelatina do RCCC, estdo mais proximos daqueles reportados por Arvanitoyannis et al. (1997).

A Figura 65 apresenta as curvas de Tan Delta para as amostras produzidas a partir de
gelatina comercial e extraida de RCCC, com adicdo de amido. Os valores encontrados para Tg
ficaram entre 50 e 69°C, sendo os maiores valores de Tg novamente observados para as
amostras produzidas com gelatina comercial. Nao foi possivel tracar uma relacdo direta entre

os valores de Tg e a reticulacdo dos filmes pelo uso do glutaraldeido.

Arvanitoyannis et al. (1997) reportaram Tg, medida pela Tan Delta do ensaio de DMA,
para filmes de amido e gelatina com 26% de glicerol e 5% de agua a uma temperatura de 45°C.

Os filmes, neste caso, foram produzidos com iguais proporcdes de amido e gelatina.

Ja Al-Hassan e Norziah (2012) apresentam valores de Tg para filmes de amido e gelatina
que variam de 41 a 62°C, todas as amostras estavam acondicionadas a 56% de umidade relativa
e foram produzidas com proporgdes entre amido e gelatina que variaram de 2:1 a 5:1, com
glicerol ou sorbitol (25%) usados como plastificantes. Nos filmes produzidos com proporgéo
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de duas partes de amido para uma de gelatina, plastificados com glicerol (em massa igual a

25%), reportou-se Tg igual a 62°C.

Figura 65 - Tan Delta das as amostras produzidas a partir de gelatina comercial (C) e de RCCC (R) em blendas
com amido (A). O percentual de glutaraldeido presente na formulacéo (0, 1,5 e 3,0%) é indicado entre parénteses.
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Fonte: o autor

Os valores de Tg acima da temperatura ambiente observado para todas as amostras aqui
produzidas indicam que, em temperatura ambiente, 0 material tem comportamento vitreo
(AKCELRUD, 2007). Entretanto, ndo é possivel inferir que, em determinadas aplicacGes, sem
controle de umidade ambiente, um aumento de temperatura por si SO ird tornar o material
borrachoso. Os ensaios de DMA foram realizados com as amostras acondicionadas a umidade

relativa de 60%. Isto representa, de acordo com as isotermas de sor¢ao de 4gua, uma absor¢éo
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de 15 a 20 g de agua por 100 g de material. A exposicdo do filme a elevadas temperaturas (sob
o sol, por exemplo) provocaré perda de umidade do mesmo, e consequente reducgdo do efeito
plastificante provocado pelas moléculas de agua, deslocando a Tg para valores mais elevados,

e mantendo o material no estado vitreo.

Valores de Tg aumentam com a reticulagdo das cadeias poliméricas. A ndo existéncia
de uma relacdo clara entre os valores de Tg encontrados e a reticulacdo do polimero pela acao
do glutaraldeido pode ser oriunda da falta de uniformidade dos filmes, em especial dos

produzidos a partir de RCCC, que pode ter resultado em valores inconsistentes.

O mddulo de armazenamento é outra maneira de relacionar o grau de reticulacdo de uma
amostra. A Figura 66 apresenta as curvas do médulo de armazenamento para as amostras
produzidas a partir de gelatina comercial e extraida de RCCC, sem adicdo de amido. Ja a Figura
66 apresenta 0 modulo de armazenamento para as blendas de amido-gelatina comercial e de
amido-gelatina de RCCC.

As amostras produzidas a partir da gelatina comercial seguiram o padréo de aumento no
maodulo de armazenamento com o aumento do grau de reticulacdo (obtido com a maior adi¢éo
de glutaraldeido). Entretanto, o0 mesmo nédo foi observado para as amostras produzidas com
gelatina do RCCC. Entende-se, portanto, que as inconsisténcias, em especial as encontradas
para as amostras produzidas com gelatina de RCCC, estejam relacionadas a falta de
uniformidade e homogeneidade dos filmes, conforme verificado nas MOs; assim como a menor

massa molar da gelatina do RCCC quando comparada a gelatina comercial.
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Figura 66 - M6dulo de armazenamento das amostras produzidas a parti de gelatina comercial e de RCCC com
adicao de glicerol (C(0,0) e R(0,0)) e com adigdo de glicerol e 3% de glutaraldeido (C(3,0) e R(3,0)).
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Fonte: o autor

O mesmo comportamento observado para 0 modulo de armazenamento das amostras
produzidas a partir de gelatina comercial e de RCCC puras foi verificado para as blendas com
amido de milho (Figura 67). Enquanto que nas amostras produzidas a partir da gelatina
comercial foi observado um maior mddulo de armazenamento em funcéo de um maior grau de
reticulacdo (obtido com maior percentual de glutaraldeido), nas amostras produzidas a partir de
gelatina de RCCC ndo foi observada uma relacdo entre reticulacdo e modulo de

armazenamento.
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Figura 67 — Mdédulo de armazenamento das amostras produzidas a partir de gelatina comercial (C) e de RCCC
(R) em blendas com amido (A). O percentual de glutaraldeido presente na formulacéo (0, 1,5 e 3,0%) é indicado
entre parénteses.
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5.4. TESTE DE APLICACAO DOS FILMES POLIMERICOS COMO FITAS DE
PLANTIO

Duas possiveis aplicagdes foram cogitadas para os filmes aqui desenvolvidos: cobertura
de solo e fita de plantio. Tendo em vista as propriedades obtidas nestes materiais, em especial
0 elevado grau de hidrofilicidade, considerou-se a aplicacdo como fita de plantio mais
promissora. Coberturas de solo precisariam resistir, sem sofrer demasiadas alteraces fisicas,
por mais longos periodos de tempo (pelo menos o tempo necessario para o desenvolvimento de
uma determinada cultura). As fitas de plantio, por outro lado, podem se beneficiar da elevada
interacdo dos filmes com a agua, sofrendo hidrdlise e liberando para 0 meio a semente que

estara, entdo, livre para germinar.

Levando-se em consideracdo que 4 g de gelatina e 2 g de amido (ambos em base seca)
sdo empregadas na producao de um filme de 577 cm? de area, e que o teor de cromo na gelatina
(em meio aquoso) € de 5,5 mg/L e a massa seca da mesma gelatina é igual a 8,2%, calcula-se o
teor de cromo nos filmes produzidos. Ele corresponde a 4,7 mg de cromo por m? de filme, ou
45,2 mg de cromo por kg de filme.

Visto que a aplicacéo proposta para os filmes da-se diretamente no solo, a maneira mais
adequada de interpretar os valores de cromo nos filmes é com base nas normas existentes para
fertilizantes. Até 0 ano de 2016, a legislacdo brasileira indicava um limite para cromo total
(soma de cromo I1l e VI) em fertilizantes de até 200 mg de Cr por kg de fertilizante (MAPA,
2006). A legislacao foi alterada e o limite delimitado para cromo total foi eliminado, mantendo-

se apenas um limite para cromo VI (de até 2 mg/kg de fertilizante) (MAPA, 2016).

Os filmes produzidos a partir da gelatina do RCCC possuem teor de cromo total 4,4
vezes inferior ao limite estabelecido até o ano de 2016 para fertilizantes no Brasil, e sdo isentos
de cromo VI, atendendo portanto a nova legislacdo brasileira.

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos com os testes de aplicagdo dos filmes
na forma de fita de plantio. Para o teste, escolheram-se as formulagdes produzidas com gelatina
comercial e de RCCC, sem o uso de glutaraldeido e com seu uso no maior percentual testado,
3%. Assim pdde-se avaliar as fitas com as mais diferentes propriedades mecanicas e de

interacdo com &gua.
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5.4.1. Tempo de desintegracdo do filme no solo

As Figuras 68 a 72 apresentam o comportamento de desintegracdo dos filmes
produzidos com a blenda amido e gelatina no solo em funcéo do tempo de teste. Nas imagens,
os filmes ndo sdo mais posicionados para foto quando nao é mais possivel retirar partes inteiras

do filme da terra, ou seja, quando eles ja tiveram sua estrutura fisica deteriorada.

Os filmes sem glutaraldeido foram os primeiros a serem deteriorados no solo, seguindo-
se pelos filmes produzidos com gelatina do residuo com glutaraldeido e, por fim, deteriorando-
se os filmes com gelatina comercial e glutaraldeido. As fitas de plantio produzidas com papel
toalha foram as que mais integras permaneceram pelo maior periodo de tempo, ndo tendo mais

sido possivel visualizar as fitas de papel apenas ap6s o0 22° dia de teste.

Deve-se avaliar o tempo necessario para a deterioracdo do filme juntamente ao periodo
esperado para germinacdo das sementes, que varia de 4 a 10 dias. Uma deterioracdo mais lenta
do filme pode impedir a germinacéao pelo acimulo de agua, que pode levar a falta de oxigenacao
da semente (ARTECA, 1996). Tal falta de oxigénio pode ser provocada tanto pela fita integra ao
redor da semente como pela fita com consisténcia gelatinosa ja parcialmente deteriorada. Tal
consisténcia gelatinosa vem do inchamento da fita produzida com filmes de amido e gelatina e

interacdo da mesma com a agua.

Figura 68 — Deterioracdo dos filmes 1 dia ap6s inicio  Figura 69 - Deterioracdo dos filmes 2 dias apds inicio
dos testes dos testes
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Fonte: o autor Fonte: o autor



Figura 70 - Deterioracao dos filmes 6 dias apds inicio
dos testes

AR(0,0)

Fonte: o autor

Figura 72 - Deterioracdo dos filmes 16 dias apos inicio
dos testes

Fonte: o autor
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Figura 71 - Deterioragdo dos filmes 10 dias ap6s

AR(0,0)

inicio dos testes.

Fonte: o autor
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A colocagdo ou ndo da semente dentro da fita de plantio ndo influenciou no tempo de
deterioracdo das amostras. Pode-se associar o0 tempo de desintegracdo dos filmes diretamente
as propriedades de interacdo com agua. O filme mais soltvel dentre os testados é o AR(0,0),
com solubilidade de 52,9%; seguido pelo AC(0,0), 44,1%; pelo AR(3,0), 30,6%; e pelo
AC(3,0), 20,5%. Da mesma forma, o grau de inchamento para os filmes citados foi igual a: ndo
determinado (filme solubilizado nas condi¢bes do teste), 411%, 350% e 126%,
respectivamente, como visto na Tabela 33. O grau de interacdo com a agua
(AR(0,0)>AC(0,0)>AR(3,0)>AC(3,0)) € inversamente proporcional ao tempo necessario para

deterioracdo da amostra no solo.

5.4.2. Teste com fita de plantio dupla produzida com seladora

As Figuras 73 a 75 mostram as variacdes de temperatura interna e externa a estufa
durante os testes, bem como as variagdes de umidade interna a estufa de cultivo. J& a Tabela 35
apresenta os resultados do teste de germinacdo utilizando a fita de plantio dupla (fita no lado

superior e inferior da semente), produzida com seladora.

Figura 73 - Temperatura média dentro da estufa de cultivo durante os ensaios com fita de plantio dupla produzida
com seladora
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Figura 74 - Umidade média dentro da estufa de cultivo durante os ensaios com fita de plantio dupla produzida
com seladora
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Fonte: o autor

Figura 75 - Temperatura média fora da estufa de cultivo durante os ensaios com fita de plantio dupla produzida
com seladora
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A temperatura média no interior da estufa foi de 28°C e a umidade relativa de 75%, ja
a temperatura externa média foi de 23°C. As culturas escolhidas para o teste podem ser
plantadas ao longo de todo o0 ano. Reporta-se, portanto, temperaturas e umidade média para fins
de reprodutibilidade do teste e comparagdo com o teste realizado com a fita de plantio de uma

unica camada.

Todas as sementes plantadas sem fita germinaram, indicando que o teste foi realizado
em condicdes (terra, umidade, temperatura) adequadas. O tempo médio de germinacdo das
sementes sem fita, nas condi¢Oes de plantio, foi de 4 a 6 dias. Assim, entende-se que a

deterioracdo das fitas de plantio em tempos superiores a esse pode prejudicar a germinacao.
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Tabela 35 - Resultado dos testes de germinacgéo para a fita de plantio dupla produzida com

seladora*
AR(0,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinagéo 20,0 40,0 20,0 26,7
Tempo para germinagéo (dias) 6 6 8
Massa Umida (g) 0,03 0,80 0,08
Massa seca (g) 0,003 0,07 0,01
Altura da planta (cm) 2,5 11,3 4,5
AR(3,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinagéo 0,0 100,0 0,0 33,3
Tempo para germinagdo (dias) 7
Massa Umida (g) 0,51
Massa seca (g) 0,04
Altura da planta (cm) 8
AC(0,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinagao 0,0 60,0 0,0 20,0
Tempo para germinagéo (dias) 6
Massa imida (g) 0,78
Massa seca (g) 0,070
Altura da planta (cm) 10,5
AC(3,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinagéo 0,0 0,0 20,0 6,7
Tempo para germinagdo (dias) 11
Massa Umida (g) 0,05
Massa seca (g) 0,001
Altura da planta (cm) 3,5
Papel
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacgao 40,0 100,0 100,0 80,0
Tempo para germinagéo (dias) 7 6 7
Massa imida (g) 0,06 0,59 0,13
Massa seca (g) 0,005 0,040 0,012
Altura da planta (cm) 3,3 9,9 5,8
Branco (sem fita de plantio)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinagéo 100,0 100,0 100,0 100,0
Tempo para germinacdo (dias) 4 5 6
Massa Umida (g) 0,06 1,01 0,16
Massa seca (g) 0,005 0,0700 0,014
Altura da planta (cm) 4,3 11,7 6,8

* Todos os brotos sobreviveram ao teste.
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A fita de plantio produzida com papel prejudicou a germinagéo de alface e retardou a
germinacdo de todas as culturas, resultando em mudas com menor altura e massa seca quando
comparadas as provenientes do desenvolvimento de sementes sem o uso de fita de plantio. Isto
indica que a forma como as sementes foram acondicionadas na fita de plantio, por si s, ja
representou algum efeito negativo na germinacédo, independentemente do material empregado

na produgao das fitas.

As fitas de plantio produzidas com filmes de gelatina e amido prejudicaram a
germinacdo das sementes, inclusive impedindo a germinacdo de 47 das 60 sementes plantadas
com fita de plantio polimérica. As que germinaram, o fizeram em tempo ligeiramente superior
ao comparado com o branco, e apresentaram altura e massa das plantas semelhantes ao branco.
Excetua-se aqui a Unica semente que brotou a partir da fita de plantio produzida com filme de
gelatina comercial reticulado com glutaraldeido. O broto germinou ap6s todos os demais, e
apresentou menor altura e massa que os demais. Coincide este fato com o tempo de deterioragédo
dos filmes de gelatina comercial reticulado com glutaraldeido, que foi o filme que mais resistiu

no solo.

Ainda que os filmes produzidos com gelatina de residuo e glutaraldeido tenham
demorado mais para serem deteriorados, apds 6 dias do plantio eles ja estavam em estado de
deterioracdo avangado, o que permitiu que algumas sementes germinassem no tempo adequado,
colocando as formulagées AR(0,0), AR(3,0) e AC(0,0) em posi¢des muito semelhantes com

relacdo ao efeito que exerceriam na germinacao das sementes.

A germinacdo das sementes nas fitas de papel foi melhor do que nas fitas de filmes de
amido e gelatina, mas as fitas de papel foram as Ultimas a serem deterioradas, 0 que pode parecer
contraditério. Entretanto, a espessura da fita de papel é aproximadamente a metade da espessura
das fitas produzidas com amido e gelatina, sendo mais facil para a semente romper o papel do
que os outros filmes. As fitas de papel também sdo menos elasticas, ou seja, o broto consegue
romper o material com maior facilidade do que conseguiria romper o filme de amido e gelatina,
que ¢ plastificado pela agua do ambiente e torna-se extremamente elastico. Por fim, as fitas de
amido e gelatina possuem elevado grau de inchamento. Elas sorvem agua e acabam por criar
uma camada gelatinosa ao redor da semente, o que pode prejudicar a germinagao.

Nove das 30 sementes plantadas com filmes produzidos a partir da gelatina do RCCC
germinaram, enquanto que cinco das 30 sementes plantadas com filmes produzidos a partir da

gelatina comercial germinaram. Isto indica que o cromo presente nas fitas ndo exerceu efeito
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toxico sobre as sementes durante a germinacdo. A Figura 76 apresenta imagem do teste de

germinacgdo em andamento.

Figura 76 — Teste de germinacéo em andamento com fita de plantio dupla produzida com seladora.
5 ” A A s " 2 |
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Fonte: o autor

5.4.3. Teste com fita de plantio simples produzida com cola branca

As Figuras 77 a 79 mostram as variacfes de temperatura interna e externa a estufa
durante os testes, bem como as varia¢des de umidade interna a estufa de cultivo. Ja a Tabela 36
apresenta os resultados do teste de germinacdo utilizando a fita de plantio simples, posicionada

apenas no lado inferior da semente, produzida com cola branca.
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Figura 77 - Temperatura média dentro da estufa de cultivo durante os ensaios com fita de plantio simples
produzida com cola branca
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Figura 78 - Umidade média dentro da estufa de cultivo durante os ensaios com fita de plantio simples produzida
com cola branca

100
;\380 . [ | . ‘A | a @
= A
g ¢ A L .
2 60 . .
o) ¢ Umin
% 40 *
% Umax
g 20 AUmédia
5 o0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Dia
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Figura 79 - Temperatura média fora da estufa de cultivo durante os ensaios com fita de plantio simples produzida
com cola branca
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A temperatura média no interior da estufa foi de 21°C e a umidade relativa de 85%, ja
a temperatura externa média foi de 18°C. Devido as mudancas climaticas, as temperaturas neste
teste foram inferiores as reportadas no teste com a fita de plantio dupla. As diferencas no tempo
de germinacdo e desenvolvimento dos brotos do branco do primeiro teste para este podem,

portanto, ter se dado devido as variagGes climaticas.
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Tabela 36 - Resultado dos testes de germinacéo para a fita de plantio simples produzida com

cola branca
AR(0,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacéo 100,0 100,0 80,0 93,3
Tempo para germinacao (dias) 5 3 6
Massa Umida (g) 0,07 0,31 0,02
Massa seca (g) 0,005 0,021 0,002
Altura da planta (cm) 7,3 8,5 3,5
Percentual de brotos sobreviventes! 100,0 100,0 80,0 93,3
AR(3,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacéo 80,0 80,0 100,0 86,7
Tempo para germinacao (dias) 7 5 7
Massa Umida (g) 0,07 0,09 0,03
Massa seca (g) 0,007 0,008 0,003
Altura da planta (cm) 6,8 5,0 3,4
Percentual de brotos sobreviventes! 60 40 80 60
AC(0,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacéo 100,0 100,0 100,0 100,0
Tempo para germinacao (dias) 6 7 6
Massa Umida (g) 0,08 0,29
Massa seca (g) 0,005 0,021
Altura da planta (cm) 7,3 8,1
Percentual de brotos sobreviventes! 80 80 0 60
AC(3,0)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacéo 80,0 100,0 80,0 86,7
Tempo para germinacao (dias) 7 5 7
Massa Umida (g) 0,06 0,21
Massa seca (g) 0,004 0,014
Altura da planta (cm) 59 7,8
Percentual de brotos sobreviventes! 80 40 0 40
Papel
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacéo 100,0 100,0 80,0 93,3
Tempo para germinacéo (dias) 6 4 6
Massa Umida (g) 0,05 0,24 0,03
Massa seca () 0,004 0,016 0,002
Altura da planta (cm) 5,8 7,8 3,8
Percentual de brotos sobreviventes! 100 80 60 80
Branco (sem fita de plantio)
Alface Rabanete Repolho Média
Percentual de germinacédo 100 100 100 100
Tempo para germinacao (dias) 4 3 4
Massa Umida (g) 0,08 0,76 0,29
Massa seca (g) 0,005 0,061 0,021
Altura da planta (cm) 7,167 11,700 10,400
Percentual de brotos sobreviventes! 100 100 100 100

! Calculado em funcédo do nimero de sementes plantadas
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Todas as sementes plantadas sem fita germinaram, indicando que o teste foi realizado
em condicdes (terra, umidade, temperatura) adequadas. A fita de plantio simples permitiu um
percentual de germinacao superior ao percentual obtido para a fita de plantio dupla, indicando

que, de fato, a camada superior da fita havia prejudicado o processo de germinacao das plantas.

Muitos dos brotos germinados, entretanto, ndo sobreviveram ao teste. O menor
percentual de sobrevivéncia das plantas ocorreu para as sementes plantadas com a fita de
gelatina comercial reticulada com glutaraldeido, ou seja, a fita de plantio mais resistente.
Novamente, a deterioracdo mais lenta desta formulacgdo pode ter levado a uma maior dificuldade

de desenvolvimento das raizes, o que inviabilizou o desenvolvimento das plantas.

Destaca-se neste teste a performance da fita produzida com o filme polimérico de
gelatina de residuo sem a adicéo de glutaraldeido. Ao comparar com o filme produzido de papel
(o que mais se assemelha as versdes comerciais existentes de fitas de plantio), o filme de
formulacdo AR(0,0) permitiu um igual percentual de germinacdo e maior percentual de
sobrevivéncia dos brotos, além de ter viabilizado melhor desenvolvimento (maior altura e
massa) para duas das trés culturas testadas: alface e rabanete. Isto possivelmente se deve a maior
facilidade de deterioracéo dos filmes produzidos a partir da gelatina de RCCC sem a adi¢éo de
glutaraldeido.

Figura 80 - Brotos em desenvolvimento durante o teste
‘; = \

Fonte: o autor

O teste de aplicacao das fitas de plantio, em especial o teste de deteriora¢do no solo,
também demonstrou a resisténcia dos filmes produzidos com glutaraldeido e sua possivel
aplicacdo como cobertura de solo ou até mesmo como involucros para liberacdo gradual de

fertilizantes, pesticidas ou herbicidas.
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6. CONCLUSOES

Este estudo tratou a extracao de gelatina de residuo de couro curtido ao cromo por meio
de hidrdlise alcalina assistida por explosdo a vapor e sua aplicacdo em filmes poliméricos
aplicados na agroindustria e a partir dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que:

O uso da explosdo a vapor, seja como pré-tratamento ou executada em meio alcalino
como processo principal de hidrolise, é viavel tecnicamente para extracao de gelatina de RCCC.
Em todos os casos testados ela também cumpriu sua funcdo de aumentar o rendimento de
extracdo. Para as duas metodologias de extracdo de gelatina testadas, conclui-se que maiores
tempos e temperaturas de explosao a vapor aumentam o rendimento, mas reduzem a qualidade
da proteina, degradando-a. Em ambos, condic¢Bes intermediérias produziram os melhores
resultados, aliando rendimento & qualidade: 130°C e 15 min de residéncia para pré-tratamento
do RCCC com exploséo a vapor e 140°C e 10 min de residéncia para explosao a vapor em meio

alcalino.

Quando comparados os dois processos, devido a eliminacdo da etapa de hidrolise
alcalina (que é realizada dentro do reator de explosdo a vapor) e consequente reducéo de tempo,
de solubilizacdo de cromo e de cinzas, tem-se que a explosdo a vapor em meio alcalino é o mais
adequado para extracao de gelatina de RCCC.

Ainda sendo avaliados rendimento, qualidade da gelatina e solubilizacdo de cromo,
conclui-se que duas extragdes sequenciais de gelatina do RCCC apds explosdo a vapor em meio
alcalino € o nimero ideal. Mais extracdes sequenciais resultam em maior solubilizacdo de sais
do que extracao de gelatina, além de reduzir sua qualidade.

O pH menos alcalino (7,5) permitiu melhor concentracdo de gelatina (mantendo-se
maiores valores de NTK) durante a etapa de ultrafiltracdo. Na purificacdo da gelatina por
diafiltracdo, observou-se que até a segunda repeticdo do processo houve reducéo significativa
no teor de cinzas, 0 que ndo mais ocorreu a partir da terceira repeticdo. Quanto a reducdo do
cromo (V1) para cromo (111), o FeSO4 provou-se eficiente quando aplicado em concentragdes
acima de 4 mg para cada litro de gelatina de RCCC.

Com relagdo aos filmes poliméricos, verificou-se a olho nu falta de homogeneidade nos
filmes produzidos a partir da blenda: gelatina de RCCC e amido, indicando serem imisciveis
pela separacdo de fases dos dois polimeros, o que foi também visualizado nas imagens de MOs.

A alteracdo da coloracdo dos filmes reticulados com glutaraldeido, tendendo para o

amarelo, e o surgimento de um pico de absor¢édo de luz na faixa tipica de absorcao de bases de
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Shiff (composto amarelo resultante da reticulacdo da proteina com glutaraldeido) comprovaram
a ocorréncia da reticulagdo das cadeias de gelatina. Ainda foi possivel concluir que maiores

teores de glutaraldeido resultaram em maior grau de reticulacéo.

A reticulacéo das cadeias de gelatina resultou em um aumento de sua massa molar, mas
também em uma reducdo da cristalinidade dos filmes. O efeito positivo e negativo,
respectivamente, na resisténcia a tracdo do material fez com que esta ndo fosse alterada pela
reticulacdo. A maior massa molar, por outro lado, permitiu um aumento no alongamento dos

filmes reticulados com glutaraldeido.

A reticulacdo reduziu a interacdo dos filmes com a &gua, tornando-os menos
higroscépicos. Ainda assim, solubilidades em agua a temperatura ambiente inferiores a 25%
ndo foram possiveis de serem obtidas. A ainda elevada interacdo dos filmes com &gua resultou
na opcao de testar a aplicacdo dos mesmos como fita de plantio. A fita produzida a partir da
gelatina de RCCC sem a adicdo de glutaraldeido, quando produzida em camada unica (fita
simples) com as sementes coladas sobre a mesma, permite a germinacao de sementes de forma
semelhante ou até mesmo superior aquela verificada para a fita de papel (mais semelhante as

fitas comerciais).

Finalmente, neste trabalho foi possivel a partir de um residuo sélido, o RCCC,
desenvolver um processo inovador para extracdo de gelatina a partir deste, aplicar a gelatina na
producdo de filmes poliméricos e, ainda, demonstrar uma aplicacdo viavel para o produto final

obtido, a fita de plantio livre de toxicidade.
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APENDICE A - DETERMINACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO COM O USO
DE AGUA AQUECIDA DE GELATINA DE RCCC SUBMETIDO A EXPLOSAO A
VAPOR EM MEIO ALCALINO.

Trés condi¢des de extracdo com &gua quente foram testadas para a extracdo da gelatina
de RCCC explodido em meio alcalino. Para todas elas, 0 RCCC foi explodido em meio alcalino
a 140°C por 10 min empregando-se uma razdo de 100g de RCCC para 4 g de CaO. O RCCC
explodido foi retirado do ambiente refrigerado e ambientado a 45°C para, entéo, ser misturado
a agua nas temperaturas de 70 ou 100°C. Ap0s realizada a mistura, o sistema foi agitado pelo
referido tempo para, entdo, passar pelo processo de filtracdo a vacuo. A Tabela 37 descreve as
mesmas. Quando empregados maiores tempos de extracdo (10 e 60 min), utilizou-se a
temperatura de 70°C a fim de reduzir a degradacdo da gelatina extraida. Para 0 menor tempo

de extracdo (3 min) foi empregada agua a 100°C.

Tabela 37 - Codificacdo das amostras e condigfes empregadas no processo de extracao de
gelatina com agua aquecida a partir de RCCC explodido em meio alcalino

Codigo da Temperatura da Tempo de agitacdo do Condic¢6es ambientes durante o

amostra agua (°C) sistema antes da filtracao tempo de extragéo
(min)

70/10 70 10 70°C em shaker com agitagdo
orbital de 180 rpm

70/60 70 60 70°C em shaker com agitagdo
orbital de 180 rpm

100/3 100 3 Temperatura ambiente (20°C),

agitacdo manual constante

A Tabela 38 apresenta os resultados de caracterizacdo da gelatina extraida nas trés

diferentes condicdes.

Tabela 38 - Teor de proteina e cromo para amostras de gelatina extraidas em trés condi¢fes
diferentes a partir de RCCC explodido em meio alcalino

Amostra  Proteina Proteina Razéo Cromo Cromo Total
por Lowry  por NTK  Lowry/NTK Hexavalente (mg/L)
(g/L) (g/L) (mg/L)
100/3  25,9+1,2* 4,1+0,04? 6,32 0,34 + 0,0042 5,10 £ 0,492
70/10 26,417 4,2+0,122 6,22 0,34 + 0,020? 4,23 +0,58?
70/60 26,4+2,3% 4,2+0,08% 6,32 0,45 + 0,039° 4,52 + 0,252

* Médias seguidas de letras iguais indicam diferencas estatisticamente néo significativas e médias seguidas por
letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas de acordo com teste de Tukey.
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A Unica variavel afetada de maneira estatisticamente significativa pela mudanca na
temperatura/tempo de extragéo foi o teor de cromo hexavalente. Conforme o resultado do teste
de Tukey, o teor de cromo hexavalente variou de forma significativa apenas quando o tempo
de 60 min (a 70°C) foi empregado para agitacdo da amostra antes da extracdo, nao havendo
diferenca estatisticamente significativa entre as amostras extraidas a 100°C por 3 min e a 70°C
por 10 min. O maior teor de cromo hexalanete na gelatina extraida a 70°C apds tempo de
extragdo de 60 min indica que periodos de contato mais longos entre RCCC explodido e agua
permitem uma maior solubilizacdo deste, o que é indesejado devido ao carater carcinogénico
deste ion. Determina-se, portanto, que o método de extracdo com agua a 70°C por 60 min nédo
é 0 mais adequado, devendo-se escolher entre a extracdo a 70°C por 10 min e a extracdo a
100°C por 3 min.

As gelatinas extraidas com agua a 100°C por 3 min e com agua a 70°C por 10 min ndo
apresentam teores de proteina ou cromo estatisticamente diferentes. O grau de degradacédo das
gelatinas também parece néo ter sido afetado pelo emprego de agua a diferentes temperaturas,
visto que a razdo Lowry/NTK é igual nas duas condicdes de extracao.

Devido ao menor tempo requerido e a facilidade de controle operacional, escolheu-se a

condicdo que emprega agua a 100°C por 3 min para extracdo de gelatina do RCCC explodido

em meio alcalino.



200

APENDICE B — TESTES PRELIMINARES PARA DETERMINACAO DO AGENTE
RETICULANTE (GLUTARALDEIDO OU LACTOSE) A SER EMPREGADO NA
PRODUCAO DOS FILMES POLIMERICOS DE GELATINA E AMIDO

A fim de determinar o agente reticulante a ser empregado neste trabalho, glutaraldeido
ou lactose, filmes foram produzidos com amido de milho e gelatina comercial ou de RCCC
com ambos agentes. A escolha do agente a ser empregado se deu baseada na viabilidade de

producdo dos filmes, bem como nas propriedades mecénicas e de interagdo com agua.

Materiais e Métodos

Os filmes foram produzidos em placas de vidro retangulares de 27,0 cm x 16,5 cm. As
placas e suas bordas (removiveis) foram revestidas com manta de politetrafluoretileno de modo

a facilitar a remocdo das amostras

A fim de garantir que a mesma massa de proteina fosse empregada nos filmes de gelatina
comercial e de gelatina extraida de RCCC, determinou-se que as concentragdes de ambas na
solucdo filmogénica deveriam ser iguais em termos de proteina medida pelo método de Lowry.
Analises preliminares indicaram um teor de proteina por Lowry igual a 85% da massa de
gelatina comercial e uma concentracdo de 42 g/L de proteina por Lowry na gelatina diluida.
Tem-se entdo que 1 g de gelatina comercial equivale a 20,23 g da solucdo de gelatina extraida
de RCCC, em termos de massa de proteina.

A Tabela 39 indica a composic¢éo dos filmes testados. O volume de solucédo filmogénica
foi mantido constante a 150 mL. A massa de amido em todas formulacGes representou 50% da
massa de proteina; e a de glicerol, 26% da soma da massa seca de amido, gelatina e, quando
empregados, lactose ou glutaraldeido. A massa seca total empregada na producdo de cada
amostra foi de aproximadamente 6,4 g.

A producéo dos filmes iniciou pela mistura da gelatina e amido em &gua deionizada, ja
no volume final de solucdo filmogénica de 150 mL. A mistura foi agitada por 20 min em
temperatura de 85-90°C. Foi adicionado entéo o glicerol. As solucdes foram resfriadas a 35°C
e, quando cabivel, foi adicionada a lactose ou o glutaraldeido, passo seguido por nova agitagdo
a 35°C por 30 min.

A solucéo filmogénica foi entdo vertida na placa e o filme foi seco a 40°C em ambiente

saturado de umidade (obtido pela adigdo de duas placas de Petri de 20 cm de didmetro, com
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agua, na base da estufa de secagem) por 24 h. Nestas condi¢des, mudancas nas propriedades
dos filmes derivam de sua composi¢édo, e ndo de possiveis variagdes na temperatura e umidade

relativa durante a secagem.

Tabela 39 - Codificacdo e composi¢do da solucdo filmogénica empregada para a producéo de
filmes poliméricos..

Cédigoda  Massa de Massa de Massa de solugdo ~ Massa de Massa de Massa de
amostra amido (9) gelatina de gelatina Lactose  glutaraldeido (g) glicerol (g)
comercial extraida de RCCC (@)
(9) (9)

Com 1,68 3,36 - - - 1,30
Com/Lac 1,50 3,00 - 0,6 - 1,30
Com/Glu 1,68 3,36 - - 0,14 1,30

RCCC 1,68 - 68,0 - - 1,30
RCCC/Lac 1,50 - 60,7 0,6 - 1,30
RCCC/Glu 1,68 - 68,0 - 0,14 1,30

* As massas apresentadas equivalem as necessarias para a producdo de 150 mL de solugdo filmogénica.

Apds secos, os filmes foram armazenados em umidade relativa controlada (59% com
solucdo saturada de brometo de sodio) por 5-6 dias para, entdo, serem caracterizados.
Excetuam-se aqui os filmes produzidos com a adicdo de lactose. Estes, 24h ap6s secos, foram
reticulados em estufa a 105°C por 1 h para, entdo, serem armazenados em umidade relativa

controlada até ensaio.

Os filmes foram caracterizados de acordo com sua espessura, solubilidade, resisténcia a
tracdo, alongamento na ruptura e permeabilidade ao vapor de agua, conforme metodologias

apresentadas na se¢do 4.3.3 deste documento.

Resultados e discussao

A Figura 81 apresenta amostras destacadas dos filmes produzidos a partir de gelatina
extraida de RCCC e amido de milho, com e sem a adicdo de agentes reticulantes (lactose e
glutaraldeido). A coloragdo marrom do filme produzido com lactose deriva dos produtos
resultantes da reacdo de Maillard e, no filme produzido com glutaraldeido, observa-se uma

coloragdo amarelo clara.
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Figura 81 - Filme de gelatina de RCCC e amido de milho (esquerda), com adi¢8o de lactose (centro), e com
adicao de glutaraldeido (direita).

Alguns filmes de lactose apresentaram bolhas aparecem durante a reticulacao a 105°C.
E possivel que porcdes do filme tenham grudado na placa (mesmo ela estando protegida por
Teflon) e, devido ao calor, 0 material expande, formando a bolha, conforme mostrado na Figura
82.

Figura 82 — Bolhas em filme produzidos com amido de milho, gelatina
comercial, glicerol e lactose, apés reticulagdo a 105°C.

Os resultados de caracterizacdo dos filmes séo apresentadas na Tabela 40. A maior
espessura dos filmes produzidos com RCCC € resultante da maneira como o teor de proteina a
ser empregado na solucdo filmogénica foi calculado. Levou-se em consideracdo a proteina
medida por Lowry, que ndo leva em consideracdo a possivel presenca de aminoacidos e ndo
contabiliza aminoacidos presentes nas pontas das cadeias por apenas identificar ligacGes
polipeptidicas. Sendo assim, 0 método de Lowry pode gerar um resultado inferior ao real para
proteinas de menor cadeia (mais degradadas) como seria 0 caso da gelatina de RCCC se
comparada a comercial. Assim, superestimou-se o volume de gelatina de RCCC a ser

empregado nos filmes, 0 que aumentou a espessura dos mesmos.
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As propriedades mecénicas dos filmes produzidos com gelatina comercial e com
gelatina de RCCC sdo semelhantes em termos de resisténcia a tragdo. Nota-se um aumento no
alongamento na ruptura quando empregados agentes reticulantes na formulacdo. Apenas uma
amostra apresentou um desvio nas propriedades mecanicas, a produzida com gelatina comercial
e com adicdo de lactose. Esta amostra apresentou menor resisténcia a tracdo. Observa-se
também que, para a mesma amostra, houve um aumento na solubilidade quando comparada a

solubilidade da amostra sem adicao de lactose produzida com gelatina comercial.

Tabela 40 - Propriedades dos filmes de gelatina de RCCC ou comercial, amido de milho e
glicerol, com ou sem a adicao de agentes reticulantes (lactose e glutaraldeido)

Codigoda  Espessura Solubilidade Permeabilidade do Resisténcia Alongamento
amostra (um) (%) vapor de agua a Tracgdo na ruptura
(MPa) (%)
Com 88 £ 16 355+4,2 115+£10 76+24 94 +34
Com/Lac 7716 45,3 +£13,6 94+ 43 43+0,9 193+ 70
Com/Glu 93+14 30,5+4,9 13,3+5,1 80+24 194 £ 42
RCCC 116 £ 16 72,1+23 153+2,1 6,6 +0,8 89 £ 50
RCCC/Lac 110+ 16 32,7+6,2 13,1+2.2 62+14 224 + 65
RCCC/Glu 114 +11 39,6 £3,3 12,1+0,7 71+12 219 £ 62

Este comportamento ndo foi verificado quando da adicdo de lactose em filmes de amido
e gelatina de RCCC. Nestes, a lactose atuou conforme esperado de um agente reticulante:
reduzindo a solubilidade do material. Em laboratério, verificou-se que a coloragéo dos filmes
de gelatina de RCCC reticulados com lactose era mais escura do que a coloracdo dos filmes de
gelatina comercial reticulados com lactose. Visto que a cor marrom mais intensa dos filmes
indica maior grau de reticulagdo, pode ter ocorrido uma diferenca na cinética de reticulacdo das
amostras produzidas com as duas diferentes gelatinas. A lactose livre, que nédo reagiu com a
gelatina comercial, aumentou a solubilidade dos filmes e tornou 0s mesmaos menos resistentes.

Os altos desvios padrdes verificados para o ensaio de permeabilidade ao vapor de agua
ndo permitem conclusdes. Entretanto, os resultados de solubilidade, em especial dos filmes de
gelatina de RCCC, indicam que a reticulagdo, tanto com glutaraldeido, como com lactose, foi

efetiva, reduzindo a solubilidade dos mesmaos.
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A partir dos resultados apresentados, e tendo por base as justificativas abaixo, escolheu-
se 0 glutaraldeido como agente reticulante a ser empregado na producdo dos filmes deste
trabalho:

a. Os dois agentes reticulantes foram efetivos no processo de reticulacao;

b. A formacéo de bolhas nos filmes produzidos com lactose durante a secagem podem
acarretar na perda de consideravel quantidade de amostras (e igual dificuldade em
adaptar o processo em maior escala, perdendo-se produto final);

c. Ainda que a lactose seja uma matéria-prima com maior apelo ambiental, por ser um
residuo, a producéo de filmes com esta implica no uso de mais altas temperaturas,
necessarias para sua reticulacao;

d. A coloracdo final dos filmes produzidos com lactose (marrom escuro) pode
restringir sua aplicacao.
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APENDICE C —~ANALISE ESTATISTICA DO PRE-TRATAMENTO DO RCCC POR
EXPLOSAO A VAPOR

Tabela 41 - Analise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos
fatores temperatura e tempo de residéncia do RCCC no reator de explosao a vapor para as
variaveis resposta (massa seca, cinzas e pH) do RCCC pré-tratado

p-Valor
Fator Massa Seca Cinzas pH
Temperatura 0,002 0,030 0,001

Tempo 0,003 0,022 0,009
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APENDICE D - RESULTADOS TABELADOS E ANALISE ESTATISTICA DA
EXTRACAO DE GELATINA POR HIDROLISE ALCALINA DE RCCC PRE-
TRATADO POR EXPLOSAO A VAPOR

Tabela 42 — Caracterizacdo da gelatina extraida por hidrdlise alcalina de RCCC pre-tratado
por exploséo a vapor

Condicéo de Pré- pH Massaseca  Cinzas (% base  Viscosidade Razéo
Tratamento por (%) seca) (cP) Viscosidade/NTK

Explosdo a Vapor

Branco(EV+HA) 9,83 £ 0,07 31+£0,7 228+24 2,9+£0,03 0,69 £ 0,02

130/5(EV+HA) 9,88 +0,104 41+0,54 18,8+194 4,2+0,04 A 0,71 +0,01B¢
130/15(EV+HA) 9,76 + 0,204 4,6 +£0,6 18 17,0 £ 2,178 6,0+0,16 € 0,95 +0,04 €
150/5(EV+HA) 9,80+0,114 6,2+1,08¢ 12,4+16°8 43+0,014 0,48 +0,10 "8
150/15(EV+HA) 9,75+0,06 A 72+0,7¢ 11,1+1,08 3,9+0,038 0,35 +0,014

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes
entre si (p-Valor < 0,05)

Tabela 43 - Teor de proteina extraida e de cromo solubilizado na gelatina extraida por
hidrélise alcalina de RCCC pré-tratado por explosao a vapor

Condicao de Pre- Proteina por Proteina por Razéo Cromo Total Cromo
Tratamento por Lowry NTK (g/L) proteina (mg/L) Hexavalente
Explosdo a Vapor (g/L) Lowry/ NTK (mg/L)
Branco(EV+HA) 210+18 42+05 50+0,7 7,7+24 1,4+0,.2
130/5(EV+HA) 29,4+£0,44 59+0,34 50+£0,24 21,3+394 1,8+0,278
130/15(EV+HA) 321+£114 6,3+0,848 52+0,648 38,3+£6,64 21+£0.24
150/5(EV+HA) 411+2858 88+08°8 47+0,448 33,7644 20+0,24
150/15(EV+HA) 448+09° 11,1+05°¢ 41+0,28B 434 +224 1,4+028B

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes
entre si (p-Valor < 0,05)

Tabela 44 - Andlise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos

fatores temperatura e tempo de residéncia do RCCC no reator de explosdo a vapor para as
variaveis resposta (teor de proteina, cromo total e hexavalente, massa seca, teor de cinzas,
viscosidade de pH) da gelatina extraida por hidrdlise alcalina a partir do RCCC pré tratado.

p-Valor Efeito
Fator Temperatura Tempo Temperatura Tempo
pH 0,095 0,803 -0,017 -0,142
Massa seca 0,002 0,034 2,125 0,925
Cinzas 0,006 0,076 -5,325 -2,375
Viscosidade <0,001 <0,001 -1,007 0,652
Proteina por Lowry <0,001 0,005 11,337 4,062
Proteina por NTK <0,001 0,009 3,547 1,607
Razdo Lowry/NTK 0,018 0,078 -0,573 -0,350
Razdo viscosidade/NTK <0,001 0,701 -0,380 0,016
Cromo total 0,112 0,122 16,257 15,642

Cromo hexavalente 0,021 0,171 -0,275 -0,125
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APENDICE E —~ANALISE ESTATISTICA DA CARACTERIZACAO DO RCCC APOS
EXPLOSAO A VAPOR EM MEIO ALCALINO

Tabela 45 - Andlise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos
fatores temperatura e tempo de residéncia do RCCC no reator de explosao a vapor para as
variaveis resposta (massa seca, cinzas e pH) na explosao a vapor de RCCC em meio alcalino.

p-Valor
Fator Massa Seca Cinzas pH
Temperatura <0,001 0,838 0,03

Tempo <0,001 0,748 0,12
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APENDICE F - RESULTADOS TABELADOS E ANALISE ESTATISTICA DA
EXTRACAO DE GELATINA POR EXPLOSAO A VAPOR DE RCCC EM MEIO

ALCALINO SEGUIDA DE EXTRACAO COM AGUA

Tabela 46 — Caracterizacao da gelatina extraida por explosdo a vapor de RCCC em meio

alcalino
Condicéo de Pré- pH Massa seca Cinzas Viscosidade Razéo
Tratamento por (%) (% base seca) (cP) Viscosidade/NTK
Explosdo a Vapor
130/5(EVA) 11,1+ 0,478 23+04F 21,1+35°¢ 1,570,128 0,58 +0,04 ¢
130/10(EVA) 11,1+0478  30x0,7F 16,9+ 3,2 BC 1,85+ 0,10 AB 0,45+ 0,10 B¢
130/15(EVA) 11,2+0,278  33+0,3ABCE 147427 ABC 1,99 +£0,094 0,43 + 0,08 ABC
140/5(EVA) 11,3+0,14 3,1+£0,7 ABE 16,7 + 3,7 ABC 1,97 £ 0,10 A8 0,48 + 0,06 ABC
140/10(EVA) 11,1+0,178  4,0+0,3 ABCD 11,8+0,878 240+0,1078 0,44 +0,03 ABC
140/15(EVA) 11,1+0,178  46+0,4B°P 10,1+1,4 78 2,32+0,084 0,36 +£ 0,04 A8
150/5(EVA) 11,2+0,28 4,4 +0,2ABCD 115+1,148 2,45 +0,094 0,39 +£0,04 A8
150/10(EVA) 110+0,0”8  47+04°P 9,4+1848 2,370,084 0,34+ 0,058
150/15(EVA) 105+0,4 78 53+0,2° 84+054 2,30 £ 0,084 0,30 £ 0,017

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes
entre si (p-Valor < 0,05)

Tabela 47 - Teor de proteina extraida e de cromo solubilizado na gelatina extraida por
exploséo a vapor de RCCC em meio alcalino

Condicao de Pré- Proteina por Proteina por Razéo Cromo Total Cromo
Tratamento por Lowry NTK (g/L) proteina (mg/L) Hexavalente

Exploséo a Vapor (g/L) Lowry/ NTK (mg/L)
130/5(EVA) 13,3+22P 27+06° 48+054 1,73 +£0,59 A€ 0,31+£0,034
130/10(EVA) 17,7+ 3,7°8P 42+1,44P 42+1,04 2,62+0,208 0,38 £0,07 4
130/15(EVA) 209+ 1,2ABD  48+1,2A8D 44+114 2,21 +£0,1548 0,52+0,104
140/5(EVA) 19,7+4,948D 42 +11AP 47+0,24 2,09+0,354%¢  0,41+0,134
140/10(EVA) 246+15478¢  55+0,6ABC 45+0,34 2,37 £0,25 A8 0,50+0,134
140/15(EVA) 27,8+ 2,8AC 6,5+ 0,7 ABC 43+0,14 2,32+0,14 78 0,48 £0,27 A
150/5(EVA) 26,9+1648¢  63+0,548C 43+0,2A 2,58+ 0,38 as 0,55+0,184
150/10(EVA) 28,2+33 A 7,0+0,9BC 40+0,1A 1,26 +0,31°¢ 0,64+0,204
150/15(EVA) 30,1+19°¢ 78+04°¢ 39+0,14 0,40+0,06 ° 0,51+0,104

* Ao avaliar os resultados de uma mesma coluna, letras diferentes indicam médias estatisticamente diferentes

entre si (p-Valor < 0,05)
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Tabela 48 - Analise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos fatores temperatura e tempo de residéncia do RCCC no
reator de explosdo a vapor para as variaveis resposta (teor de proteina, cromo total e hexavalente, massa seca, teor de cinzas, viscosidade de pH)
da gelatina extraida por exploséo a vapor de RCCC em meio alcalino.

p-Valor Efeito

Linear Quadratico Linear Quadratico
Fator Temperatura Tempo Temperatura Tempo Temperatura Tempo Temperatura Tempo
pH 0,074 0,078 0,158 0,916 -0,248 -0,244 0,167 0,012
Massa seca <0,001 <0,001 0,806 0,623 1,967 1,111 0,050 0,100
Cinzas <0,001 <0,001 0,254 0,359 -7,489 -5,155 -1,167 -0,933
Viscosidade <0,001 <0,001 0,627 0,615 -14,439 -12,173 1,089 -1,128
Proteina por Lowry <0,001 <0,001 0,356 0,656 10,955 6,241 1,172 0,560
Proteina por NTK <0,001 <0,001 0,841 0,564 3,128 1,927 -0,068 0,199
Raz&o Lowry/NTK 0,026 0,138 0,462 0,672 -0,554 -0,356 0,150 -0,086
Raz&o viscosidade/NTK <0,001 <0,001 0,627 0,615 -14,439 -12,1731 1,089 -1,128
Cromo total 0,015 0,126 0,100 0,364 -0,790 0,443 -0,474 0,239

Cromo hexavalente 0,019 0,215 0,798 0,493 0,162 0,082 -0,014 0,039
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APENDICE G —ANALISE ESTATISTICA DA CONCENTRACAO E PURIFICACAO
DA GELATINA PELO USO DE ULTRAFILTRACAO/DIAFILTRACAO

Tabela 49 - Analise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos
fatores temperatura e tempo de residéncia do RCCC no reator de explosdo a vapor para as
variaveis resposta (massa seca, cinzas e pH) na explosao a vapor de RCCC em meio alcalino.

p-Valor
Fator Proteina por Proteina Massa Cinzas Cromo
Lowry por NTK seca Total
pH 0,406 0,031 0,310 0,377 0,619
Numero de 0,929 0,571 0974 <0001 0,999

diafiltracbes

Tabela 50 - Teste de Tukey para avaliacdo da significancia estatistica do pH da ultrafiltracdo e
diafiltragGes de no teor de NTK da gelatina concentrada.

pH NTK(@L) 1 2

Média
10,5 10,82707 ****
75 12,56997 falelak

Tabela 51 - Teste de Tukey para avaliacdo da significancia estatistica do nimero de
diafiltragBes no teor de cinzas da gelatina concentrada.

N° Diafiltracdes Cinzas (%) 1 2 3
Média

0,084500  ****

0,104750  ****

0,181250 falaleied

0,380250 Fkkk

o P N W
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APENDICE H -ANALISE ESTATISTICA DA PRODUCAO DE FILMES POLIMERICOS

Tabela 52 - Analise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos fatores tipo de polimero e presenca/auséncia do
glutaraldeido para as variaveis resposta (espessura, resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura, permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade,
umidade na monocamada e inchamento) avaliadas nos filmes poliméricos produzidos com amido, gelatina comercial ou gelatina de RCCC (um

dos trés polimeros apenas), com e sem o uso de glutaraldeido como agente reticulante

Fator p-Valor
Espessura  Tensdo no Alongamento  Tensdo  Alongamento  Permeabilidade  Solubilidade = Umidade na  Inchamento
Escoamento  no escoamento na na Ruptura ao Vapor de Monocamada
Ruptura Agua

Polimero < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,003

Uso de < 0,001 < 0,001 0,617 0,783 < 0,001 0,124 < 0,001 0,048 -

Glutaraldeido

Interacéo < 0,001 < 0,001 0,237 0,017 0,712 0,581 < 0,001 < 0,001 -

Tabela 53 - Andlise de variancia indicando a significancia estatistica (p-Valor <0,05) dos fatores tipo de gelatina e percentual de glutaraldeido

para as variaveis resposta (espessura, resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura, permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, umidade na

monocamada e inchamento) avaliadas nos filmes poliméricos produzidos com a blenda amido e gelatina comercial ou gelatina de RCCC, com
diferentes concentracdes de glutaraldeido (0,0; 1,5; 3,0%) como agente reticulante

Fator p-Valor
Espessura  Tensdo no Alongamento  Tensdo  Alongamento  Permeabilidade  Solubilidade = Umidade na  Inchamento
Escoamento  no escoamento na na Ruptura ao Vapor de Monocamada
Ruptura Agua

Tipo de < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Gelatina

% 0,961 < 0,001 0,015 0,018 < 0,001 0,835 < 0,001 0,734 < 0,001

Glutaraldeido

Interagdo 0,707 < 0,001 0,003 0,039 0,544 0,731 0,583 0,298 0,770




