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RESUMO

ALFARO, Alexandre da Trindade. Otimizacao das condicoes de extracao e
caracterizacao da gelatina de pele de tilapia (Oreochromis urolepis hornorum).
2008. 130f. Tese (Doutorado) - Programa de Po6s-Graduagcdo em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A industria da pesca € uma grande geradora de subprodutos ricos em colageno,
como pele e ossos. O aproveitamento integral destes recursos aumentaria o
faturamento das empresas e reduziria problemas ambientais. O colageno produz
gelatina quando sofre desnaturacao térmica. A gelatina tem muitas aplicacées em
produtos alimenticios, farmacéuticos, fotograficos entre outros, sendo uma
substancia caracterizada pela sua capacidade de formar géis termoreversiveis.
Doencas relacionadas a bovinos e restricdes religiosas a gelatina de mamiferos, tem
motivado um crescente interesse em gelatinas de pescado. Este trabalho teve como
objetivos determinar as condi¢cbes 6timas de extracdo de gelatina de pele de tilapia
(Oreochromis urolepis hornorum); caracterizar a amostra que apresentou maior forga
de gel e avaliar o efeito de alguns agentes nas suas propriedades funcionais. Para
isso, foram empregadas técnicas de planejamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta para otimizagdo do processo de extracdo. As concentracdes
de NaOH (%) e H.SOy4 (%), temperatura de extracao (°C) e tempo de extragéo (h) ,
foram escolhidas como variaveis independentes, enquanto as variaveis resposta
foram rendimento (%), viscosidade (cP) e forgca de gel (g). Observou-se que as
concentragcées de NaOH (%) e H2SO4 (%) possuem influencia significativa (p<0,05)
sobre a viscosidade e forga de gel, enquanto, a temperatura de extragdo (°C) e o
tempo de extracao (h) apresentaram influencia significativa (p< 0,05) sobre todas as
variaveis dependentes. Os resultados sugerem que a elevacao da temperatura e o
prolongamento do tempo de extracdo propiciam elevados rendimentos, porém
podem levar a reducado da viscosidade e forca de gel da gelatina. A gelatina de pele
de tilapia obtida nas condi¢des de processo que proporcionaram maior forca de gel
(propriedade comercial mais importante) foi caracterizada quanto a suas
propriedades fisico-quimicas, microbiolégicas, reolégicas e estruturais. A gelatina
obtida apresentou forga de gel de 221g e viscosidade de 5,98cP, quando submetida
a tempo de maturacdo de 18+1h. De maneira geral, o conteudo iénico foi baixo e o
rendimento do processo foi de 5,10%. A gelatina atendeu as exigéncias da
legislacao brasileira quanto aos padrées microbiolégicos, com valor de pH 4,66 e
pontos de fusdo e geleificacdo de 25°C e 21°C, respectivamente. Entédo, foram
avaliados os efeitos de varios agentes em duas diferentes concentragdes e valores
de pH (5,0 e 8,0) nas propriedades funcionais desta gelatina. Os dados obtidos
foram comparados com os valores gerados pela gelatina sem adicdo de agentes e
gelatina comercial de mamiferos. Os agentes testados nas concentragoes
especificadas (sacarose 4 e 8% (p/v), glicerol 5 e 10% (v/v), NaCl 0,3 e 0,8mol/L,
MgClz 0,3 e 0,8mol/L, MgSQO4 0,3 e 0,8mol/L, KCI 0,3 e 0,8mol/L e transglutaminase
10 e 15mg/mL) geraram ligeira modificacdo na turbidez e levaram a um incremento
da viscosidade. As propriedades reoldgicas variaram em proporcoes diferentes
dependendo do agente, concentracdo e pH do meio. Com as suas incorporagdes 0
tempo necessario para formacao do gel tende a ser prolongado.

Palavras-chave: Gelatina, pele, tilapia, otimizacao, caracterizacao, agentes.



ABSTRACT

ALFARO, Alexandre da Trindade. Otimizacao das condicoes de extracao e
caracterizacao da gelatina de pele de tilapia (Oreochromis urolepis hornorum).
2008. 130f. Tese (Doutorado) - Programa de Po6s-Graduagcdo em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The fishery industry is a great generator of collagen-rich by-products, such as skin
and bones. The integral utilization of these resources would increase the profits of
the companies and would reduce environmental problems. Collagen produces gelatin
when it suffers thermal denaturation. The gelatin has several applications in food,
pharmaceutical, photographic products among others, being a substance
characterized by its capacity to form thermal reversible gel. Diseases related to
bovine and religious restrictions to the mammalian gelatin have motivated a growing
interest in fish gelatins. This work had as objective to determine the excellent
conditions of gelatin extraction of tilapia skin (Oreochromis urolepis hornorum); to
characterize the sample that presented greater gel force and to evaluate the effect of
some agents in its functional properties. For this, were applied techniques of factorial
design and response surface methodology to the optimization of the process of
extraction. The concentrations of NaOH (%) and H.SO4 (%), extraction temperature
and extraction time (h) were chosen as independent variables, while the response
variables were yield (%), viscosity (cP), and gel strength (g). It was observed that the
concentration of NaOH (%) and H2SO4(%) have significative influence (p<0,05) upon
the viscosity and gel strength, while the extraction temperature (°C) and the
extraction time (h) showed significative influence (p<0,05) upon all the dependent
variables. The results suggest that the temperature rising and extraction time
prolongation provide high yield, however they can lead to the reduction of viscosity
and gel strength of the gelatin. The tilapia skin gelatin obtained in the conditions of
process which provided greater gel strength (the most important commercial
property) was characterized according to its physicochemical, microbiological,
rheological and structural properties. The gelatin obtained has presented gel strength
of 221g and viscosity of 5,98cP, when submitted to time of maturation of 18t1h. In
general, the ionic content was low and the process yield was of 5,10%. The gelatin
has regarded the Brazilian legislation demands related to the microbiological
standards, with value of pH 4,66 and melting and gelling points of 25°C and 21°C,
respectively. Then, the effects of several agents were analyzed in two different
concentrations and values of pH (5,0 and 8,0) in the functional properties of this
gelatin. The data obtained were compared to the values generated by gelatin with no
addition of agents and commercial mammalian gelatin. The agents tested, in the
specified concentrations (sucrose 4 and 8% (p/v), glycerol 5 and 10% (v/v), NaCl 0,3
and 0,8 mol/L, MgCl, 0,3 and 0,8 mol/L, MgSO, 0,3 and 0,8 mol/L, KCI 0,3 and 0,8
mol/L and transglutaminase 10 and 15mg/mL) have generated slight modification in
the turbidity and led to an increase of viscosity. The rheological properties have
varied in different proportions, depending on the agent, concentration and pH. With
its incorporations, the setting time tends to be prolonged.

Key-words: Gelatin, skin, tilapia, optimization, characterization, agents.
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INTRODUCAO GERAL

Diversos trabalhos estdo sendo desenvolvidos com intuito de apresentar
opcdes para corrigir a deficiéncia protéica enfrentada por varios povos no mundo.
Uma dessas linhas de trabalho € direcionada para a utilizacdo mais racional dos
recursos marinhos disponiveis.

Nesse sentido, sabe-se que o pescado € uma excelente fonte de proteina,
pois seus musculos sdo compostos de proteinas de elevado valor nutritivo por
conterem alta porcdo de aminoacidos essenciais, particularmente aqueles que séo
limitantes em proteinas de origem vegetal (SGARBIERI, 1999). As proteinas do
pescado estdo divididas em classes, baseadas em sua solubilidade ou nos
componentes nao-protéicos que podem ser parte integrante delas. Proteinas
soluveis em agua s&o chamadas albuminas e as proteinas soluveis em sais séo
conhecidas como globulinas (CONTRERAS, 1994).

O colageno é a principal proteina estrutural do reino animal (COLE, 2006), e
estima-se que no processamento de pescado, o residuo apds filetagem possa ser de
até 75% do peso total (SHAHIDI, 1994), dos quais, grande parte consiste em pele e
0ssos com elevada quantidade desta proteina. O colageno é caracterizado pelos
altos teores de glicina, prolina e hidroxiprolina, sendo desnaturado na presenca de
padrdes &cidos diluidos e convertido em proteina soluvel como a gelatina, quando
solubilizado em solugbes aquecidas (JOHNS, 1977).

Derivada do colageno, a gelatina tem muitas aplicagcbes em produtos
alimenticios, farmacéuticos, fotograficos entre outros, é uma substancia
caracterizada por sua capacidade de formar géis termoreversiveis (SIMON et al.,
2002); por ser uma substancia sem cor e aroma; soluvel em agua quente; e que
quando presente em 1%, geleifica apds o resfriamento, mas perde essa propriedade
em fervura continua. Todas as gelatinas possuem composi¢dao similar, contendo
agua, pequena quantidade de sais minerais e proteina pura do tecido conectivo. No
entanto, dependendo da matéria-prima e pré-tratamento empregados, varios tipos
de gelatina, com diferentes propriedades, podem ser obtidas (SCHOTT, 2001).

Tradicionalmente a extracdo de colageno para producdo de gelatina é
realizada utilizando como matéria-prima 0ssos e peles de mamiferos, principalmente
bovinos e suinos. No entanto, recentemente surgiram problemas sanitarios

relacionados com bovinos, como a Encefalopatia Espongiforme Bovina (GILSENAN;
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ROSS-MURPHY, 2000; MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a). Existem também
restricbes a gelatina de mamiferos em paises onde predominam religibes como
islamismo e judaismo, onde somente sdo aceitas se concebidas conforme os
requerimentos da religidio (GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON 1997; CHOI;
REGENSTEIN, 2000; JAMILAH; HARVINDER, 2002). Essas situagbes tém
despertado um crescente interesse em gelatinas de pescado.

Por esses motivos, alguns grupos de pesquisa tém se dedicado &
determinacao das caracteristicas da gelatina de pescado, no entanto, pouco ainda
se conhece sobre suas propriedades funcionais e possiveis aplicacées. Considera-
se ainda, que a grande maioria dos estudos sobre gelatina de pescado dirige-se a
analise de suas diferentes propriedades em relagdo a gelatina de mamiferos ou
entre as diferentes espécies de pescado. No entanto, poucos trabalhos sdo voltados
para a determinacédo da influéncia do processo de obtencdo e a acao de agentes
nas propriedades da gelatina. A producéo de gelatina a partir de pele de pescado,
subproduto da industria pesqueira mostra-se como alternativa para o aproveitamento
integral dos recursos aquaticos disponiveis, levando ao incremento dos lucros das
industrias processadoras e a reducao de problemas de poluicdo ambiental.

O presente trabalho teve como objetivos a otimizagcdo dos parametros de
processamento da gelatina obtida a partir de pele de tilapia (Oreochromis urolepis
hornorum), a caracterizagcdo da gelatina que apresentou maior forca de gel e a
avaliacdo da influéncia de alguns agentes (sais, transglutaminase, glicerol e

sacarose) nas suas propriedades funcionais.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Subprodutos da industrializacao de pescado

1.1.1 Conceito

Nao ha uma definicdo para os constituintes dos subprodutos da industria
pesqueira, usualmente, fala-se em visceras, cabecga, aparas, 0ssos e pele. As
regulamentacbes, geralmente, os divide entre subprodutos que podem ser
destinados para consumo humano e descarte (RUSTAD, 2003).

Segundo Oetterer (1994), o termo subproduto se refere a todos os residuos e
sobras do processamento de alimentos e que apresentam valor relativamente baixo.
No caso de pescado, o material residual pode-se constituir de aparas do toalete
antes do enlatamento, carne escura, camardes fora do tamanho para descasque
manual ou mecanico, cabecas e carcagas.

Porém, deve-se observar que os subprodutos pesqueiros possuem valiosas
proteinas e fragdes lipidicas, bem como vitaminas e sais minerais (RUSTAD, 2003).
Assim a continua pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias de utilizagcao
desses subprodutos sdo necessarios para agregar valor a esses materiais, hoje

desperdicados ou subutilizados.

1.1.2 Generalidades

Nos dUltimos anos, tem aumentado gradativamente o interesse por
subprodutos da industria pesqueira, sendo considerados hoje como uma potencial
fonte de recursos para exploracao, ao invés de residuos descartaveis.

As acdes “depreciativas” do homem, tais como, a pesca indiscriminada e a
excessiva poluicédo, entre outros, levou ao comprometimento das reservas naturais.
Devido a essa demanda e diante do déficit quantitativo e qualitativo alimentar, torna-
se necessario o emprego de técnicas que permitam o aproveitamento integral dos
recursos disponiveis (SUZUKI, 1987).

Ainda, além da elevada exploracdo dos recursos, somente parte da captura €
destinada ao consumo humano. O residuo de pescado proveniente do processo de
filetagem, por exemplo, pode contabilizar até 75% do pescado capturado, em peso
(SHAHIDI, 1994). Globalmente, mais de 91 milhdes de toneladas de pescado sao

capturados por ano, e segundo a Organizacao das Nacoes Unidas para Agricultura e



23

Alimentacao (FAO) o descarte anual de pescado € estimado em aproximadamente
20 milhdes de toneladas (RUSTAD, 2003).

Existe um grande potencial na industria pesqueira para utilizagdo mais
racional de seus subprodutos. Nos paises do Norte da Europa onde a pesca € uma
das principais atividades econdmicas, paises como a Islandia onde as industrias
pesqueiras sdo as mais importantes, o total de captura € de cerca de 2 milhdes de
toneladas, representando 62% do valor dos produtos exportados e
aproximadamente 49% dos ganhos com exportacdo a cada ano (RUSTAD, 2003).
Portanto, a utilizagdo de tecnologias para aproveitamento integral dos recursos
pesqueiros traria um grande incremento a economia do pais. Para exemplificar, em
2001, um total de 232.000 toneladas métricas de residuos foram acumulados
somente pelas industrias pesqueiras da Noruega, das quais 125.000 toneladas
foram rejeitadas, enquanto apenas 107.000 foram utilizadas. Somente 36.000
toneladas foram utilizadas para consumo humano, o que corresponde a 15,5% do
total (RUBIN, 2007). O restante foi usado para a producao de silagem e alimentagéo

animal.

1.1.3 Caracteristicas dos subprodutos

Ao processar o pescado, os residuos gerados pela industria sao diversos. Os
residuos obtidos sdo fundamentalmente sélidos, arrastados pela agua de
tratamento, durante a manipulagdo do pescado, e sélidos sollveis ou dispersos na
agua de processamento. Dentre os residuos solidos incluem-se cabecas, pele,
espinhas, caudas, pedacos de musculo, nadadeiras, escamas, visceras, entre
outros. Nos residuos arrastados com a agua durante a manipulagdo, além dos ja
citados, tém-se também os soluveis que se dispersam na agua de processamento
(TEJADA, 1992).

Deve-se observar ainda que, do ponto de vista da composi¢cao dos residuos,
esses estao constituidos por: proteinas de fungdes e origens diferentes, lipideos,
nitrogénio n&o-protéico, carboidratos, substancias minerais, entre outros; com uma
proporcao diferente de cada um deles, em fungdo dos residuos de onde provém
(CONTRERAS, 1994).
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1.1.4 Aproveitamento de subprodutos

Pode-se afirmar que o aproveitamento de subprodutos ndao é novidade. Nos
paises do Norte da Europa, varios subprodutos ja foram e ainda sao utilizados para
varios propdsitos; a pele de pescado, por exemplo, tém sido utilizada para a
confeccao de roupas, sapatos e bolsas, entre outros (RUSTAD, 2003).

Também nesse sentido, o recente declinio nos estoques de espécies
tradicionais de pescado, associado ao aumento da demanda mundial de proteinas
de origem animal, tem contribuido para o desenvolvimento de técnicas visando o
melhor aproveitamento dos recursos.

Segundo estudiosos, os subprodutos do processamento de pescado sao
excelente matéria-prima para preparacdo de alimentos de alto valor protéico
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2002); com o seu aproveitamento alternativo, é possivel
reduzir os custos e aumentar a produtividade das industrias com a minimizacao de
problemas de poluicdo ambiental. Assim, a necessidade de se montar sistemas para
aproveitamento de subprodutos industriais € de ordem econémica e de conservacao
de energia, o que possibilitard o uso mais racional da matéria-prima, ou ainda, o
desenvolvimento de novos produtos, que utilizem subprodutos liquidos ou sélidos no
preparo (OETTERER, 1994).

Portanto, é possivel ordenar os subprodutos de pescado em diferentes
categorias de utilizacdo, como matérias para obtencao de fertilizantes e racao até

para alimentos e produtos especiais (RUSTAD, 2003).

1.1.5 Qualidade dos subprodutos

A qualidade da matéria-prima processada determina as possibilidades de
utilizacdo dos seus rejeitos. A manufatura também € muito importante, pois os
subprodutos pesqueiros sdo extremamente susceptiveis a degradacao microbiana,
reacbes enzimaticas e oxidagdo caso a conservagdo € manipulagdo nao sejam
satisfatorias (RUSTAD, 2003). Alteracbes na matéria-prima durante o
processamento podem afetar seriamente a qualidade do produto e subproduto
gerados, muitas vezes acarretando enfermidades.

Porém, observando-se os cuidados necessarios desde a captura, aliados a
temperatura adequada, processamento rapido, e & manutencdo de um padrao geral
de limpeza nas instalacées, é possivel obter subprodutos com caracteristicas

adequadas para processamento.
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1.2 Colageno

1.2.1 Conceito

O termo colageno é derivado de palavras gregas que significam “produzir
cola” (COELHO et. al, 2001), sendo essa, sua primeira aplicagdo industrial.

O colageno é uma glicoproteina que contém pequena quantidade de
galactose e glicose (XIONG, 1997), sendo um importante constituinte estrutural de
vertebrados e invertebrados. Esta presente em abundancia nos mamiferos, sendo a
maior proteina constituinte de peles, tenddes, cartilagens, ossos e tecido conectivo
em geral (SCHOTT, 2001). Nos passaros e peixes possui papel similar e € um
importante constituinte estrutural do corpo dos invertebrados (BALIAN; BOWES,
1977).

1.2.2 Estrutura molecular

A molécula de colageno (tropocolageno) é uma estrutura com tamanho
aproximado de 2800 A e peso molecular de 300 KDa; composta de trés cadeias
polipeptidicas, designadas cadeias a de igual tamanho, as quais apresentam peso
molecular aproximado de 100KDa, enroladas em torno de um eixo comum (BALIAN;
BOWES, 1977), as quais formam uma estrutura de tripla-hélice estabilizada por
pontes de hidrogénio (NORLAND, 1990). A intensidade das ligagbes cruzadas é
altamente variavel, esta diretamente relacionada com o tipo de colageno, tecido,
espécie do animal, idade, entre outros (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

A molécula também contém extensdes de peptideos, denominadas de N-
terminal e C-terminal, com pesos aproximados de 20KDa e 35KDa, respectivamente
(XIONG, 1997); sao regides curtas, também chamadas telopeptideos € ndo formam
estrutura tripla hélice (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). Estas extensdes de peptideos
que sao uma estrutura globular, sdo requeridas para iniciacdo da sintese das
moléculas de tropocolageno, sendo quebradas por limitada protedlise, tornando-se
fibras helicoidais, formadas no espaco extracelular (XIONG, 1997). Nos C-terminais
ocorre a armagao das cadeias o para formar a tripla-hélice. As trés o cadeias,
espontaneamente, se enrolam formando uma hélice para a direita. Apds a formagéao
espontanea da hélice, ligacdes cruzadas entre as cadeias sao formadas na regiao
do N-terminal (COLE, 2006).
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Quando solucbes de colageno sdo aquecidas acima de 40°C, ocorre a
desnaturacao e a estrutura helicoidal é perdida. Entdo, podem ser observados dois
componentes o denominados a4 € op, dois B e outro componente y com peso
molecular similar ao da molécula de tropocolageno. Os dois componentes [ sdo
dimeros de duas cadeias o, sendo designados P11 se formados por duas cadeias o €
B12 se por uma cadeia a4 e outra ap. A molécula de tropocolageno do colageno tipo |
é formada por duas cadeias a4 € uma oy, sendo designada vi12 (BALIAN; BOWES,
1977). A propor¢ao de componentes o para B tende a variar de acordo com o tecido
e método de extracdo empregados (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-
GUILLEN, 2002).

No colageno soluvel em sal, a proporcdo de componentes  tende a ser
menor do que no colageno biologicamente mais velho, soluvel em acido. Em geral,
os monbémeros da cadeia a sdo soluveis no sal; e seus dimeros ligados
covalentemente (componente beta) e trimeros (componente gama) sao soluveis em
acidos ou élcalis (XIONG, 1997).

Como a gelatina é derivada da hidrélise do colageno, suas propriedades e
capacidade de geleificagdo envolvem a parcial renaturagcdo e desnaturagdo das
moléculas de colageno, suas caracteristicas dependem amplamente do colageno
utilizado (LEDWARD, 1986; JOHNSTON-BANKS, 1990).

1.2.3 Composicao de aminoacidos

As principais caracteristicas da composi¢do de aminoacidos do colageno sao
alta quantidade de glicina e dos iminoacidos, prolina e hidroxiprolina (NORLAND,
1990), e a pequena quantidade de aminoacidos aromaticos sulfurados (BALIAN;
BOWES, 1977). A glicina, aminoacido mais abundante no colageno representa um
terco do conteudo total, enquanto a hidroxiprolina e a prolina constituem a outra
terca parte (COELHO et al., 2001).

Cada molécula de colageno contém aproximadamente 33% de glicina, 12%
de prolina e 11% de hidroxiprolina (XIONG, 1997), sendo esta ultima empregada na
determinacdo de colageno presente num tecido; visto que o colageno é a Unica
proteina que contém quantidade relativamente elevada e constante de
hidroxiprolina, a qual ndo € encontrada em quantidades aprecidveis em outras
proteinas (PARDI, 1996).
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Cada cadeia a é composta por mais de 1.000 residuos de aminoacidos, 0s
componentes a, designados a4 e o, diferem em sua composicdo de aminoacidos.
Em a4 ha menor quantidade de histidina, hidroxilisina, tirosina e cadeias laterais
hidrofébicas do que a, porém maior quantidade de hidroxiprolina (BALIAN; BOWES,
1977). A regido central da tripla-hélice da molécula de colageno € composta por
segmentos de tripeptideos com uma repeticao de unidades -Gly-Pro-X- ou —Gly-X-
Hyp-. A distribuicdo de residuos polares e nédo-polares na posicdo X determina a
ordem de agregacao das moléculas dentro das fibras (XIONG, 1997).

O colageno de pescado possui uma grande variacdo na sua composi¢ao de
aminoacidos; seu conteudo de hidroxiprolina, e em menor grau de prolina, € menor
do que o do colageno de mamiferos, sendo isto compensado por maiores
concentragdes de outros hidroxi aminoacidos, como serina e treonina (EASTOE;
LEACH, 1977).

1.2.4 Tipos

Existem pelo menos 19 variedades de coladgeno denominadas de tipos | a XIX
(BAILEY; PAUL; KNOTT, 1998), sendo que, pelo menos onze variedades genéticas
de colageno ja foram identificadas e caracterizadas. Com base na sua estrutura
macromolecular, o colageno pode ser dividido em trés grandes grupos: a) colageno
fibroso estriado, o qual inclui os tipos I, Il e IlII; b) colageno nao fibroso, que contém o
tipo IV (ou colageno da membrana basal); ¢) colageno miofibrilar, o qual engloba os
tipos VI e VII (matriz miofibrilar), V, IX e X (colageno pericelular), e VIl e XI os quais
ainda nédo foram classificados (XIONG, 1997).

O colageno tipo | é encontrado em todos tecidos conectivos, incluindo ossos e
peles; é um heteropolimero com duas cadeias a4, uma cadeia o, contendo um terco
de glicina, pouca quantidade de tirosina e histidina e auséncia de triptofano
(MUYONGA; COLE; DUODU, 2004b). O tipo Il é o maior componente de cartilagens
e o tipo Ill tem predominancia em tecidos vasculares, pele e intestinos (XIONG,
1997).
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1.2.5 Colageno de pescado

Tem sido largamente relatada a existéncia dos colagenos tipos | e V em
tecidos de pescado, embora, o colageno tipo V esteja presente em quantidades
substancialmente menores (SATO et al., 1988, 1989, 1991; MIZUTA et al., 2004).

A maioria dos colagenos de pescado que tém sido estudados consistem em
duas variedades de cadeias o, que sdo normalmente designadas como a4 € o
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). No entanto, a existéncia de duas formas
moleculares de colageno Tipo |, [o4]2 o2 € 04 02 oz em pele de pescado, foi reportada
por Piez (1965) e Kimura et al. (1987).

Estas variedades de cadeias o, embora tendo aproximadamente 0 mesmo
peso molecular (~ 100 KDa) podem ser separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS PAGE), devido as suas diferentes afinidades por SDS
(MUYONGA; COLE; DUODU, 2004b).

1.2.6 Fontes

Consideravel quantidade de colageno, sob forma de subproduto de
matadouros ou frigorificos, como peles, tenddes, aponeuroses e 0Orgédos, nem
sempre sao racionalmente aproveitados (COELHO et al., 2001). Estes subprodutos
das industrias carneas podem entdo ser utilizados para a extracdo de gelatina e
colageno soluvel em acido. A pele de animais, por exemplo, contém 30 a 35% de
proteinas e destas 90 a 95% sé&o representadas pela fragdo de colageno (COELHO
et al., 1998).

Os ossos, outra grande fonte de colageno, no entanto, a sua composicao
varia consideravelmente de acordo com a espécie e o tipo. Esta variagdo deve-se,
principalmente ao fato de que os 0ssos contém varios tipos de tecidos, dentre eles:
cartilagens, tecidos O0sseos esponjosos, tecidos 6sseos compactos, entre outros
(JOHNS, 1977). Os ossos antes da extragdo do colageno, passam pelo processo de
desmineralizacao, sendo o produto obtido chamado de osseina (HINTERWALDNER,
1977).

As mais abundantes fontes de colageno sdo mamiferos, especialmente
bovinos e suinos (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). A pele é um dos subprodutos
mais disponiveis nas industrias de produtos derivados de suinos (COELHO et al.,
1998).
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A industria da pesca também é uma grande geradora de residuos ricos em
colageno, pois cerca de 30% do residuo produzido consiste em pele e ossos com
alto contetido de colageno (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

1.2.7 Aplicacoes

O colageno, em sua forma purificada, possui varias aplicacées na industria
farmacéutica e de cosméticos. A qualidade e aplicagdo especifica do colageno
extraido, esta diretamente relacionada com suas propriedades funcionais e pureza
(RUSTAD, 2003).

Embora com diversas aplicagcées na industria de alimentos, o coladgeno tem
sido pouco aproveitado tecnologicamente, visto, as suas propriedades funcionais
como extensor, umidificante e emulsionante, ligante e potencializador de textura. Na
industria de carnes as propriedades funcionais do colageno podem ser aproveitadas
em produtos reestruturados e emulsionados, conferindo-lhes melhores resultados
tecnolégicos e econémicos. Na Europa, € pratica corrente a utilizagdo de colageno
de pele suina em diferentes tipos de produtos fermentados, atuando
fundamentalmente como fixador das emulsdes carneas (COELHO et al., 1998).

Diversas fontes de colageno sao utilizadas na fabricagao de produtos carneos
emulsionados, dentre as quais se salientam a pele suina, colageno de 0ssos e 0
colageno de musculo esquelético (COELHO et al., 1998). A grande vantagem € que
o colageno trata-se de uma proteina pura e digestivel, considerada pela maioria das

legislagbes como um alimento e ndo como um aditivo (COELHO et al., 2001).

1.3 Colageno versus gelatina

A gelatina é obtida pelo aquecimento do colageno acima da temperatura de
transigéo do rolo helicoidal (estrutura tripla-hélice), causando um colapso estrutural.
Estas mudancas ocorrem em uma faixa relativamente estreita de temperatura, onde
primeiro ocorre o colapso da estrutura helicoidal da molécula de colageno, e entéo, o
desenrolamento das cadeias, levando ao lento decréscimo do peso molecular
(JOHNS; COURTS, 1977). Ap6s a desnaturacao térmica, as fibras de colageno
apresentam comportamento essencialmente elédstico, como uma rede aleatoria
(COLE, 2006). Esse tratamento € necessario para romper as ligacdes nao-
covalentes e desorganizar a estrutura da proteina, e assim, produzir adequado

inchamento e ruptura das ligacdes intra e intermoleculares, causando a solubilizagao
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do colageno (STAINSBY, 1987; GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2001), levando a
conversao em gelatina, com aumento da capacidade de hidratacdo (MONTERO et
al., 1995).

1.4 Gelatina

1.4.1 Conceito

O termo gelatina é aplicado a uma série de proteinas alimentares obtidas pela
hidrélise de colageno animal, contido em ossos e peles (GOMEZ-GUILLEN;
MONTERO, 2001). A sua manufatura envolve a conversdo de colageno presente
nos tecidos em gelatina e a remoc¢ao do material ndo-colagenoso presente (JOHNS;
COURTS, 1977). Todos os tipos de gelatina possuem composigao similar, ou seja,
agua, pequena quantidade de sais minerais e proteina de tecido conectivo pura. No
entanto, dependendo do material utilizado, do processo de pré-tratamento
empregado e da intensidade da hidrélise, varios tipos de gelatina, com propriedades
diferentes podem ser obtidas (SCHOTT, 2001).

1.4.2 Composicao de aminoacidos

A gelatina com sua estrutura geleificada pode reter até 50 vezes seu peso em
agua (OSBORNE; VOIGHT; HALL, 1990). Suas propriedades sao influenciadas pelo
tratamento utilizado no processo e pelo colageno inicial, que ¢é diferente,
dependendo da espécie de peixe, e assim variando o conteudo de aminoécidos e
iminoacidos (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002).

A gelatina € composta por aproximadamente 19 aminoacidos; e caracterizada
pelo alto conteudo de glicina, prolina e hidroxiprolina (EASTOE; LEACH, 1977;
OSBORNE; VOIGHT; HALL, 1990). A variacdo do conteudo desses aminoacidos,
principalmente os iminoacidos (prolina e hidroxiprolina) ocasionara uma menor
formacdo de pontes de hidrogénio da gelatina em solugdes aquosas, com a
consequente redugédo da temperatura de geleificacdo (NORLAND, 1990). Acredita-
se que a presenga de hidroxiprolina seja o fator mais determinante para estabilidade
das gelatinas, devido a sua habilidade para formar pontes de hidrogénio através do
grupamento —OH, embora a prolina também, seja importante nesse aspecto

(LEDWARD, 1986). E importante ressaltar que a gelatina ndo é um alimento
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nutricionalmente completo, devido a caréncia do aminoacido essencial triptofano em
sua composicao (OSBORNE; VOIGHT; HALL, 1990).

1.4.3 Estrutura

As propriedades fisicas da gelatina dependem ndo somente da sua
composicao de aminodcidos, mas também do conteudo relativo de cadeias com
componentes a,  ou v e agregados de alto peso molecular, bem como da presenca
de fragmentos de proteina de baixo peso molecular (JOHNSTON-BANKS, 1990;
GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). A severidade do tratamento de extracdo é
determinante para as propriedades funcionais da gelatina (MONTERO;
FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002). Gelatinas resultantes de extragdes
realizadas utilizando maior temperatura apresentam perfil de peso molecular menor
do que a fracdo de gelatina resultante de extracbes a menor temperatura
(ARNESEN; GILDBERG, 2002; MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a).

Segundo Johnston-Banks (1990), a forca de gel das gelatinas é proporcional
a soma das a-cadeias, seus dimeros (B-componentes) e peptideos; enquanto que a
viscosidade, a taxa de fixacdo e o ponto de fusdo aumentam com a maior
quantidade de compostos de alto peso molecular. Portanto, enquanto a composicao
de aminoacidos é depende principalmente da espécie, a distribuicdo de peso
molecular da gelatina € muito dependente do processo de extracdo (MUYONGA;
COLE; DUODU, 2004a).

1.4.4 Processos de Extracao
A extracdo de gelatina pode ser realizada por diferentes tipos de pré-

tratamentos, dentre eles: o alcalino e o acido (SCHOTT, 2001).

Processo acido - principalmente utilizado para extragcdo de gelatina de pele de
suinos, pele de pescado e também ossos (HINTERWALDNER, 1977). Uma vez que
a pele de animais mais jovens nao possui tantas ligacbes quimicas, ndao ha
necessidade de um pré-tratamento alcalino intensivo e longo, entao, um tratamento
acido em menor tempo € suficiente para que o coldgeno possa ser diluido em agua
quente, condicdo determinante para o processo de extragdo subsequente (COLE,
2006). Basicamente, neste processo o material é acidificado, para coagulagdo de
proteinas nao-colagenosas e mucoproteinas do tecido, e entdo o excesso de acido €
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parcialmente neutralizado e o sal eliminado através das diversas trocas de agua.
Posteriormente, é aquecido para desnaturar e solubilizar o colageno (JOHNS;
COURTS, 1977).

Processo alcalino — utilizado para extragdo de gelatina de pele bovina, ossos e
fontes de coladgeno de animais relativamente velhos (HINTERWALDNER, 1977).
Neste processo, as matérias-primas sdo tratadas durante um periodo de até trés
meses com hidroxido de calcio saturado (/iming process), que € trocado varias vezes
durante o periodo. Ao passar por este processo, as ligagdes do colageno vao sendo
parcialmente separadas e qualquer proteina nao-colagénica ou outras substancias
sé@o eliminadas (JOHNS; COURTS, 1977). ApGs este processo, a matéria-prima
tratada € lavada novamente e neutralizada através da adicdo de acido, e o sal
residual eliminado pela intensiva lavagem com agua. Varios métodos tém sido
sugeridos para acelerar o processo alcalino, mas poucos tém sido avaliados
industrialmente (HINTERWALDNER, 1977). Hidroxido de s6dio pode ser adicionado
para acelerar o liming process, reduzindo significativamente o tempo de processo,
ou também pode ser utilizado isoladamente, porém dessa forma o processo
acontecera rapidamente, mas podera ocorrer excessiva degradacdao (JOHNS;
COURTS, 1977).

1.4.5 Gelatina de pescado

A grande maioria das gelatinas comerciais € derivada de mamiferos, obtidas
principalmente, a partir de pele suina e couro bovino, mas por muitas razées socio-
culturais, cresce a exigéncia de fontes alternativas. Algumas destas razées séo, por
exemplo, restricdes religiosas como a do judaismo e islamismo, além de doencas
relacionadas a bovinos (GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON 1997; CHOI;
REGENSTEIN, 2000; JAMILAH; HARVINDER, 2002; KOLODZIEJSKA et al, 2003).
A gelatina de pescado nao teria essas restricoes e, além disso, sob o ponto de vista
econdmico, a utilizacdo de subprodutos pesqueiros para obtengdo de gelatina seria
bastante interessante para as indistrias processadoras de pescado (FERNANDEZ-
DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2003).

Alguns grupos de pesquisa tém se dedicado a determinagcdao das
caracteristicas da gelatina de pescado (NORLAND, 1990; OSBORNE; VOIGHT;
HALL, 1990; GROSSMAN; BERGMAN, 1992; HOLZER, 1996; GUDMUNDSSON;
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HAFFSTEINSSON, 1997; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002; ARNESEN; GILDBERG,
2002; MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a), no entanto, pouco ainda se conhece
sobre suas propriedades funcionais e possiveis aplicacées. Deve-se considerar
ainda, que a grande maioria dos estudos sobre gelatina de pescado sao dirigidos a
analise de suas diferentes propriedades em relagdo a gelatina de mamiferos ou
entre as espécies. No entanto, poucos trabalhos sao voltados para a determinacao
da influéncia do processo de obtencéo e a agao de agentes nas suas propriedades
funcionais.

A maioria desses estudos aponta como uma das principais restricbes a
utilizacdo da gelatina de pescado, suas propriedades reoldgicas inferiores quando
comparada a gelatina de mamiferos (CHOI; REGENSTEIN, 2000; CHO; GU; KIM,
2004), o que restringe a sua gama de aplica¢cdes (LEUENBERGER, 1991). Gelatinas
de pescado geralmente apresentam temperaturas de geleificacdo e fusao mais
baixas e também menor forca de gel do que gelatinas de mamiferos (NORLAND,
1990; FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2003).

Segundo Johnston-Banks (1990), as propriedades da gelatina sao
influenciadas por dois principais fatores: as caracteristicas do colageno inicial e o
processo de extracdo. Diferentes espécies de pescado apresentam grande variacao
na composi¢cao de aminoacidos do colageno. Particularmente, o teor de iminoacidos
(prolina e hidroxiprolina) varia significativamente de acordo com a espécie do
pescado (BALIAN; BOWES, 1977; GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON, 1997;
POPPE, 1992). O teor de iminoacidos, principalmente hidroxiprolina, depende da
temperatura ambiente do habitat do peixe, e isso afeta a estabilidade térmica do
colageno (BALIAN; BOWES, 1977). Colageno de peixes de agua quente, como a
tilapia, possuem conteudo de iminoacidos superior a peixes de agua fria
(GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON, 1997), resultando em gelatinas com melhores
propriedades funcionais (LEUENBERGER, 1991; GROSSMAN; BERGMAN, 1992;
GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000). Ja o processo de extracao € de fundamental
importancia, porque determina a distribuicdo de peso molecular da gelatina
(MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a) e as diferencas no conteudo de componentes
do colageno (cadeias o, B € Y componentes); e a razao entre cadeias o4 € o
influencia o comportamento da gelatina (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-
GUILLEN, 2002).
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Para a producao de gelatina a partir de pele de pescado também deve-se
considerar alguns outros fatores, como a diferente estrutura de tripla hélice das
moléculas de colageno, além da alta susceptibilidade do material colagenoso a
degradacéao, devido ao menor conteudo de ligacdes cruzadas nao-reduziveis intra e
intermoleculares (NORLAND, 1990; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002), em contraste ao
colageno mais estavel de mamiferos (FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-
GUILLEN, 2003). Ja, o colageno de ossos de pescado possui maior estabilidade
microbiolégica, devido a maior incidéncia de ligacdes cruzadas, quando comparado
com o colageno de outros tecidos como pele (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a).
Entdo, medidas para controle da qualidade dos subprodutos s&o essenciais, visto
que as propriedades da gelatina de pescado, além da fonte e da espécie, dependem
fortemente da conservacdo da matéria-prima (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).
Cuidados como evitar que apés a filetagem do pescado a pele seja mantida com os
demais subprodutos, onde esta sujeita a rdpida agdo enzimdtica e deterioragdo
microbiana, levando a um sério comprometimento da gelatina obtida a partir desse
material (FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2003), amenizariam
esses efeitos.

Portanto, a utilizacao de subprodutos para a producéo de gelatina de pescado
como alternativa para a substituicdo da gelatina produzida a partir de mamiferos,
levanta algumas questdbes como a grande diversidade de espécies aquaticas e
também a alta susceptibilidade desse colageno, principalmente do obtido da pele, a
deterioragdo quando comparado ao oriundo dos mamiferos (FERNANDEZ-DIAZ;
MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2003).

1.4.6 Processamento de gelatina de pescado

Osborne, Voight e Hall (1990) produziram gelatina de 0ssos, cabeca e tripas
de lumpus, através do processo de solubilizagdo acida. Os resultados obtidos foram
comparados com uma gelatina comercial, onde a gelatina de pescado apresentou
teor de umidade e pH similar ao padrdo de comparagao. Constataram, porém, que a
gelatina de pescado possuia teores de cinza consideravelmente maiores, e que a
gelatina comercial possuia maior forga de gel e ponto de fusdo. A analise sensorial
comparativa entre as gelatinas mostrou que a gelatina de lumpus é mais escura do
que a gelatina comercial, sendo também mais adocicada e apresentando um

derretimento mais rapido na boca. Das trés matérias-primas utilizadas, a gelatina
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obtida a partir da cabeca foi a que apresentou os melhores resultados, sob o ponto
de vista do conteddo de aminodacidos, rendimento de gelatina, facilidade de
producdo e quantidade de matéria-prima por espécime.

Gudmundsson e Hafsteinsson (1997) estudaram os efeitos do tratamento
quimico utilizado para obtengdo de gelatina de pele de bacalhau. Efetuaram um
planejamento experimental com pontos centrais para otimizacdo do processo, com
trés variaveis dependentes com cinco niveis (0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,4 p/v) para
concentracdes de hidroxido de sodio e acido sulfurico e os niveis (0,4; 0,7; 1,0; 1,2;
1,4 p/v) para o acido citrico. Seus efeitos no rendimento, forca de gel e viscosidade
foram estimados utilizando a metodologia de superficie de resposta (RSM).
Concluiram que as concentragées de NaOH, acido sulfurico e acido citrico afetam o
rendimento e qualidade das gelatinas. Os maiores rendimentos foram obtidos
quando foram utilizadas, no tratamento da pele, baixas concentragées (0,1 e 0,2 p/v)
de acido sulfarico e hidroxido de sédio seguido de tratamento com acido citrico 0,7
p/v. Os efeitos na forca de gel, viscosidade, odor, claridade, cor e pH da gelatina
variaram consideravelmente. No entanto, os melhores resultados foram obtidos
quando se utilizou acido citrico 0,7 p/v com diferentes concentracées de acido
sulfdrico e hidréxido de sddio. Os autores relataram também que a gelatina seca por
liofilizagdo apresentou maior forca de gel que a seca por ar quente.

Gilsenan e Ross-Murphy (2000) estudaram as caracteristicas reoloégicas de
gelatina de mamiferos e de fontes marinhas. Concluiram que gelatinas de peixes de
agua fria possuem ponto de fusdo mais baixo do que as gelatinas de mamiferos,
devido ao menor contetdo de iminoacidos, o que reduz a tendéncia a formacao da
hélice intermolecular. No entanto, gelatinas de peixes de agua quente possuem
propriedades similares a gelatina de mamiferos.

Jamilah e Harvinder (2002) realizaram um estudo sobre a extracdo e as
propriedades fisico-quimicas das gelatinas de pele de tilapia negra (Oreochromis
mossambicus) e tilapia vermelha (Oreochromis nilotica). Foram determinadas as
aparéncias visuais, o odor, o pH, a for¢a de gel, a viscosidade, o ponto de fusdo e o
perfil de aminoacidos das gelatinas. Ambas apresentaram aparéncia esbranquicada,
clara e brilhante. A gelatina de tilapia negra apresentou odor mais intenso. A gelatina
de tilapia negra apresentou forca de gel de 180,8 g e a gelatina de tilapia vermelha,

128,1g. Ambas apresentaram pH em torno de 3, e a gelatina de tilapia negra
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mostrou-se significativamente mais viscosa, com ponto de fusao mais alto e maior
conteudo de aminoéacidos.

Gomez-Guillén e Montero (2001) extrairam gelatina de pele de linguado-
areeiro (Lepidorhombus boscii) utilizando varios acidos organicos, determinando pH,
propriedades viscoelasticas, for¢a de gel e turbidez. Concluiram que o tipo de &cido
usado influencia nas propriedades viscoelasticas da gelatina resultante. Os acidos
acético e propibnico produziram as gelatinas com os mais altos modulos de
elasticidade e viscosidade, temperatura de fusdao e forca de gel, especialmente
quando as peles foram tratadas previamente com NaOH diluida. Bons resultados
também foram obtidos utilizando acido latico e formico para solubilizagdo do
colageno. Relataram também que quando as concentracbes de acido foram
aumentadas acima de 0,05M, ndo houve melhora nas propriedades reoldégicas das
gelatinas.

Fernandez-Diaz, Montero e Gomez-Guillen (2003) avaliaram o efeito do
congelamento da pele de pescado antes da extracdo, nas propriedades reolégicas
da gelatina, concluindo que a estrutura molecular da gelatina, também ¢ afetada
pelo congelamento prévio da pele, pois diminui a quantidade de dimeros e trimeros
das a-cadeias e polimeros de alto peso molecular. A quase auséncia de polimeros
de alto peso molecular impede o correto fortalecimento das cadeias durante o
periodo de maturacao, levando a diminui¢cao da forga de gel.

Gomez-Guillen et al. (2002) produziram gelatina a partir de diferentes
espécies marinhas, caracterizando-as quanto as suas propriedades fisicas e
estruturais. Eles constataram que a gelatina obtida de espécies de peixes planos
como o linguado apresenta geis mais termoestaveis com melhor capacidade de
geleificagdo em comparacao com peixes de agua fria, como o bacalhau e a merluza,
o que foi atribuido as diferencas no conteido de aminoacidos, a relagao entre as
cadeias a4/az do colageno e a diferenca de distribuicdo de pesos moleculares. A
gelatina de lula apresentou propriedades viscoelasticas intermediarias entre os
peixes planos e os de agua fria, além de significante diferenca quanto ao conteudo
de aminoacidos e distribuicdo de peso molecular.
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1.4.7 Parametros de qualidade
As propriedades funcionais das gelatinas dependem das suas caracteristicas
fisico-quimicas e estruturais, que serdao determinantes para reger sua aplicabilidade.

Os principais atributos mensurados para determinar a qualidade das gelatinas séo:

1.4.7.1 Umidade

A gelatina comercial apresenta conteudo de umidade entre 9-14%, com
ocasionais amostras fora dessa faixa (EASTOE; LEACH, 1977). Com umidade de
13% a temperatura ambiente (25°C) a gelatina mantém equilibrio com a umidade do
ar ambiente (COLE, 2006). Gelatinas com 6% a 8% de umidade sdo muito
higroscopicas, tornando-se dificil mensurar seus atributos fisicos com precisao
(COLE, 2006).

1.4.7.2 Cinzas

O maximo teor de cinzas recomendado para gelatina é 2,6% (JONES, 1977;
MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a), embora, usualmente a gelatina com contetdo
de cinzas acima de 2% possa ser aceita para aplicagdes alimenticias (CHO, et al.,
2004). Segundo Jones (1977), o conteudo maximo de cinzas € freqlentemente
especificado, porém nao é imprescindivel, exceto pelo fato de indicar o contetdo de

célcio, informagédo de suma importancia em algumas aplicagées.

1.4.7.3 Metais pesados

A determinacdo de metais pesados na gelatina é complexa, devido a
dificuldade para a completa degradacdo da gelatina e também porque o principal
componente das cinzas da gelatina pode ser de baixa solubilidade, como sulfato de
célcio, com variavel capacidade para absorver tracos de metais pesados (COLE,
2006).

1.4.7.4 Forca de gel

E o mais importante atributo da gelatina, e quando determinado por método
padrao, é chamado de for¢ca de Bloom (WAINEWRIGHT, 1977). No entanto, varios
instrumentos, de tipo penetrométro, tém sido adaptados para sua determinacao
(COLE, 2006). Gelatinas comerciais geralmente possuem forca de Bloom de 90 —

300g (JONES, 1977), sendo esta a propriedade fisica que, principalmente,
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determina o seu valor comercial (WAINEWRIGHT, 1977). A forca de gel €
amplamente dependente da distribuicdo de peso molecular e da composicdo de
aminoacidos da gelatina (JOHNSTON-BANKS, 1990).

1.4.7.5 Viscosidade

Sob aspecto de funcionalidade, a viscosidade da solucao de gelatina é a sua
segunda mais importante propriedade fisica (COLE, 2006). Gelatinas com baixa
viscosidade resultam em géis frageis, enquanto que as de alta viscosidade
produzem geéis consistentes e extensiveis (WAINEWRIGHT, 1977). A viscosidade
das gelatinas também € um importante parametro para determinagdo de seu valor

comercial.

1.4.7.6 Cor e Claridade

Geralmente, gelatinas comerciais possuem coloragdo que varia de um
amarelo palido para um ambar escuro (COLE; ROBERTS, 1997). A turbidez das
solugcdes de gelatina é um atributo que pode ou nao ser importante, dependendo da
aplicacao (COLE, 2006). Apesar da cor das gelatinas ser um atributo de grande
importancia comercial, ainda ndo existe nenhum método universalmente aceito para
sua medida (COLE; ROBERTS, 1997).

1.4.7.7 Valor de pH

Varios valores de pH tém sido reportados dentro da faixa de 3,8 a 5,0 para
gelatinas processadas por pré-tratamento acido e 4,7 a 7,5 para processadas por
pré-tratamento alcalino (JONES, 1977). No entanto, o valor de pH natural da gelatina
somente é importante em sistemas ligeiramente tamponados (JONES, 1977).

1.4.7.8 Pontos de geleificacao e fusao

Géis de gelatina sdo formados, quando em solugdo, moléculas de gelatina
sdo parcialmente reestruturadas, assumindo a estrutura do colageno (JOHNS;
COURTS, 1977). Esse processo de geleificacdo envolve a transicdo de um
enrolamento sem forma definida para tripla hélice da gelatina (MONTERO;
FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002). A temperatura de transicdo é
denominada ponto de geleificacdo, do mesmo modo, o ponto de fusdo é relatado

como o ponto de desnaturacdo desta estrutura. As temperaturas de geleificacdo e
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fusdo das gelatinas sao dependentes da proporcdo de prolina e hidroxiprolina da
molécula de colageno original (LEDWARD, 1986; GILSENAN; ROSS-MURPHY,
2000), e do pré-tratamento empregado (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-
GUILLEN, 2002). Os pontos de fusdo e geleificacdo variam consideravelmente
(JONES, 1977) e sédo importantes parametros para a determinagdo das possiveis
aplicacdes da gelatina.

1.4.7.9 Ponto isoelétrico

O ponto isoelétrico da gelatina varia consideravelmente de acordo com o pré-
tratamento utilizado; as processadas com acido possuem ponto isoelétrico na faixa
de pH 6,0 a 9,5, enquanto que as processadas com alcalis estdo entre 4,8 e 5,2
(WAINEWRIGHT, 1977). O maior ponto isoelétrico da gelatina processada com
acido se deve a severidade e duracdo do processo acido, que causa limitada
hidrélise das cadeias laterais dos aminoacidos aspargina e glutamina. Enquanto no
processo alcalino o tratamento com soda caustica ou longo processo alcalino
(iming), leva a rapida hidrélise das cadeias laterais da aspargina e glutamina para
0s acidos aspartico e glutamico, resultando em gelatinas de menor ponto isoelétrico
(COLE, 2006). O ponto isoelétrico da gelatina pode ser de fundamental importancia
para sua aplicacdo, dependendo da faixa de pH do produto a que se destina
(JONES, 1977).

1.4.7.10 Microbiologia

A gelatina € um excelente nutriente para a maioria dos microrganismos,
portanto, cuidados devem ser tomados durante sua manufatura para evitar possiveis
contaminagdes (COLE, 2006). Entre os microrganismos presentes na gelatina
destacam-se os do género Clostridios, que podem causar sensiveis perdas
econdmicas (THIESSEN, 1994). Porém, a contagem total de mesofilas em placas é
geralmente aceita na maioria dos paises como limitante de presenca de Coliformes,
E. coli, Salmonella, Clostridios, Staphylococcus e Pseudomonas (COLE, 2006).

1.4.8 Aplicacoes

A gelatina é uma importante proteina fibrosa, com inimeras aplicagdes,
particularmente nas industrias farmacéutica, fotografica e de alimentos (OSBORNE;
VOIGHT; HALL, 1990; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002), sendo utilizada na produgéo
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de filmes fotograficos, colas, capsulas, geléias, doces, cremes, vinhos (clarificacao),
gelatina para sobremesa, entre outros (OSBORNE; VOIGHT; HALL, 1990). Sua
utilizacado deve-se a suas caracteristicas fisicas e quimicas Unicas, dentre as quais a
habilidade de formar géis termicamente reversiveis (SIMON et al., 2002).

Devido a suas propriedades tecnoldgicas, na industria de alimentos, pode ser
usada como ingrediente para melhorar a elasticidade, consisténcia e estabilidade de
alimentos (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). Além disso, a gelatina ndo é somente
utilizada devido a suas propriedades funcionais, mas também como uma importante
fonte de proteina. Em geral, as propriedades priméarias da gelatina incluem formacgéo
de gel, texturizagao, retencéo de agua e efeitos de superficie, como na formagéao de
espumas e emulsées (THIESSEN, 1994). A importancia da gelatina como uma
valiosa proteina de dietas saudaveis tem sido documentada em varios estudos
clinicos (SCHOTT, 2001). Além disso, gelatina pode ser considerada um alimento
altamente digestivo, ideal para complementar determinados tipos de dietas
(JOHNSTON-BANKS, 1990).

E conhecido que a qualidade da gelatina, para suas particulares aplicacdes,
esta diretamente relacionada a suas propriedades reoldgicas (STAINSBY, 1987).
Gelatinas provenientes de mamiferos possuem propriedades reolégicas superiores a
gelatinas de pescado (CHOI; REGENSTEIN, 2000; CHO; GU; KIM, 2004), o que lhe
possibilita uma maior gama de aplicacdes. No entanto, gelatinas com caracteristicas
de baixa temperatura de fusdo, como a maioria das gelatinas de pescado, podem
ser utilizadas para manufatura de produtos especificos, obtendo maior valor
comercial do que gelatina de mamiferos, comumente utilizada como aditivo
alimentar (ARNESEN; GILDBERG, 2002). Algumas dessas aplicacbes sédo a
utilizacdo como agente de cobertura e como base para fotoresistores solluveis em
agua, utilizados em tubos de televisdo (NORLAND, 1990; ARNESEN; GILDBERG,
2002).

Segundo Norland (1990), simplificando as caracteristicas da gelatina se
poderia dividir suas aplicagdes em:

e gelatina comestivel - livre de metais pesados e esteticamente satisfatoria;

e gelatina industrial - atende exclusivamente as caracteristicas fisicas e
quimicas necessarias para a sua aplicacao industrial;

e gelatina fotografica - os requerimentos sdo extremamente severos, devido ao

filme fotografico necessitar ter uma longa vida de prateleira;
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e cola - essencialmente adesiva.
2 METODOLOGIA GERAL

2.1 Material

Peles frescas de tildpia (Oreochromis urolepis hornorum) recém filetadas,
foram obtidas numa empresa localizada na cidade de Pato Branco (Parana, Brasil).
Para avaliar a influéncia de agentes nas propriedades funcionais da gelatina extraida
de pele de tilapia, utilizou-se a enzima transglutaminase (transglutaminase + lactose
+ maltodextrina, 100 U/g, ACTIVA MP®, Ajinomoto, Limeira, SP, Brasil), glicerol
(Merck, Sao Paulo, SP, Brasil), sacarose e os sais: NaCl, MgCl,, MgSQ,, e KCI
(Synth, Sao Paulo, SP, Brasil). Todos os reagentes que foram utilizados sdo de grau
analitico (P.A.).

2.2 Pré-tratamento da matéria-prima

As peles foram lavadas em agua corrente para retirada do material superficial
aderido e cortadas em pecas de aproximadamente de 4cm x 4cm. Entdo, o material
foi imerso em solugcdo salina de NaCl 0,2% (p/v) por 5 minutos sob agitagdo

continua.

2.3 Extracao da gelatina

As variaveis e niveis do planejamento fatorial foram definidos com base em
testes preliminares e métodos descritos por Grossman e Bergman (1992) e
Gudmundsson e Hafsteinsson (1997). As peles cortadas e limpas foram submetidas
a tratamento alcalino 1:10 (p/v), em solu¢gées de NaOH 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 e
0,35% (p/v), por periodo de 80 minutos a temperatura de 10°C e entdo, foram
lavadas em agua corrente para retirada do alcali em excesso, até pH abaixo de 8.
Apoés esse procedimento, as peles foram submetidas a tratamento acido 1:10 (p/v),
em solucées de H.SO, 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 e 0,35% (p/v), por 80 minutos e
lavadas em &gua corrente até pH proximo a neutralidade. As peles foram entdo
submetidas a um segundo tratamento acido 1:10 (p/v), em solucdo de acido citrico
0,7% (p/v), por 80 minutos, e lavadas em &agua corrente até pH préximo a
neutralidade.
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As extragcdes de gelatina foram realizadas em &gua deionizada em
temperaturas de 40, 45, 50, 55 e 60 °C, mantendo a propor¢cao de 2mL de solucéo
para 1g de pele por periodos de 3, 6, 9, 12 e 15h. Apds a extracdo, o material foi
filtrado em funil de Blichner com papel de filtro Whatman n® 4, liofilizado e moido.

Para continuidade do trabalho foi realizada nova extragdo, utilizando os
parametros que levaram a obtencao da gelatina com maior forga de gel, que sdo os
seguintes: NaOH 0,3% (p/v), H2SO4 0,3% (p/v), temperatura de extragdo 45°C e
tempo de extracdo de 6h. Todos os demais procedimentos foram iguais aos citados

acima.

2.4 Planejamento experimental

Foi empregado um planejamento fatorial 2* com oito pontos axiais (o = 2) e
trés pontos centrais, totalizando 27 (vinte e sete) ensaios (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 1996). As variaveis independentes foram concentracdao de
NaOH (%), concentracado de H.SO,4 (%), temperatura de extragdo (°C) e tempo de
extracao (h) , enquanto as variaveis dependentes foram rendimento (%), forca de gel
(g) e viscosidade (cP). A tab. 1 apresenta as variaveis independentes e seus
respectivos niveis reais e codificados.
Tabela 1 - Valores reais das varidveis do planejamento experimental e seus
respectivos niveis codificados

Variaveis -2 -1 0 +1 +2
Concentracao
0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
do NaOH% (X1)
Concentracao
0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

de H2804°/o (Xg)

Temperatura de
3 40 45 50 55 60
extracao °C (X3)

Tempo de
6 9 12 15
extracao h (X4)

Os desvios e desvios relativos entre os valores experimentais e previstos
pelos modelos para as condigdes Otimas de cada variavel resposta, foram
calculados através das equacdes 1 e 2, respectivamente:
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~

Desvio =Y-Y (eq. 1)

Desvio relativo =[Y "Y1

Onde: Y = resposta experimental e Y = resposta prevista pelo modelo.

Os dados experimentais foram analisados com auxilio do programa Statistica
6.0 para Windows (Statsoft™, Inc.,Tulsa, USA).

2.5 Rendimento (RE)
Para o calculo do rendimento foi considerado o peso seco de gelatina e o
peso umido das peles de tilpia, segundo a equacéo 3:

peso seco de gelatina
peso umido peles

Rendimento = x100 (eq. 3)

2.6 Forca de gel

Foi determinada a forga de gel nas amostras de gelatina a 6,67% (p/v),
preparadas pela dissolucdo em agua destilada a 60°C, sob agitacdo mecéanica
constante por 30 minutos. As amostras foram submetidas a refrigeracdo a 7 + 1°C
(temperatura de maturagéo) por 18 £+ 1h, 42 + 1h e 66 + 1h. A forca de gel foi
determinada utilizando uma Maquina Universal de Testes, Instron modelo 1130
(Instron, Co. Canton, MA, USA), com célula de carga de 2KN e velocidade de
cruzamento de cabega de 1mm/s, utilizando-se haste cilindrica de ago de 12,7mm
de didmetro com base plana e analisador de textura (Stable Microsystems, Surrey,
Inglaterra), modelo TA-XTplus, com célula de carga de 5kg, e velocidades de pré-
teste, teste e pds-teste de 1,5mm/s, 1,0mm/s e 1,0mm/s, respectivamente. Utilizou-
se haste cilindrica de Teflon® de 1,27cm de diametro, com base plana.

Em ambos equipamentos as hastes foram forgadas a 4mm dentro da amostra

a temperaturas entre 8 e 10°C e a forca maxima(g) determinada.
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2.7 Viscosidade

A gelatina foi preparada e armazenada conforme descrito para analise de
forca de gel. Sua viscosidade foi determinada segundo método da British Standard
Institution (B.S.1., 1975). A amostra foi derretida em banho a 45°C e transferida para
o viscosimetro de Ostwald-Fensk (n® 100). O viscosimetro foi colocado em banho a
60°C e aguardou-se 10 minutos para a estabilizacdo da temperatura, sendo entao,

determinada.

2.8 Composicao centesimal da matéria-prima

Umidade e cinzas foram determinadas por método gravimétrico, segundo
A.O.A.C. (1995). Lipidios foram determinados segundo o método de extragdo de
Soxhlet, de acordo com a A.O.A.C. (1995). Proteina foi determinada pelo método de
Kjeldahl, segundo A.O.A.C. (1995), utilizando fator de converséao de 5,4
(MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a).

2.9 Composicao centesimal da gelatina

Umidade, cinzas e lipidios das gelatinas foram determinados, segundo British
Standard Institution (B.S.1., 1975). Proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl,
segundo A.O.A.C. (1995); utilizando fator de conversao de 5,5 (LEACH; EASTOE,
1977).

2.10 Avaliacao de minerais

Foram utilizadas lampadas catddicas para a quantificacao de cada elemento
analisado (Na*, K*, Ca®', Li+, Fe*, Cu®**, Zn** e Mn®*") em espectrofotémetro de
absorcao atdbmica GBC (mod. Avanta). Realizaram-se leituras de amostras liquidas
com dissociacdo molecular em chama, utilizando gas acetileno. Foram preparadas
curvas-padrdo para a absor¢cdo em duas diferentes concentragdes. Solugées 10%
(p/v) e 1% (p/v) de gelatina foram preparadas antes das andlises, pela dissolucao
em agua destilada a 60°C, sob constante agitagdo, por 30 minutos.

2.11 Avaliagao de cor e turbidez
A determinagdo de cor foi realizada utilizando espectro colorimetro esférico
Hunter Ultrascan (mod. Minolta Cr-300 series), no gel de gelatina a 6,67% (p/v),

preparado pela dissolucdo em agua destilada a 60°C, sob constante agitacao
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mecanica por 30 minutos, ap6s 18 + 1h de maturacdo a temperatura de 7 + 1°C.
Para determinacao da turbidez foi utilizado o método descrito por Cole e Roberts
(1996), em solucao de gelatina 6,67% (p/v) utilizando turbidimetro Quimis (mod. Q -
179P —TURB).
2.12 Determinacao do pH

Para determinacao do pH foi utilizado o método da British Standard Institution
(B.S.I., 1975). Foi preparada uma solucao 1% (p/v) de gelatina em agua destilada a
60°C, sob agitacao mecanica constante, por 30 minutos; sendo apés, resfriada até
temperatura ambiente, aproximadamente 25°C. A determinag¢édo do pH foi realizada
em aparelho medidor de pH Analion (mod. PM 608).

2.13 Avaliag6es microbioldgicas

Coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella
sp e Clostridios sulfito redutores foram determinados segundo Manual de Métodos
de Andlise Microbiolégica de Alimentos (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

2.14 Eletroforese

Foi seguido o procedimento descrito por Gomez-Guillén, et al. (2002),
dissolvendo gelatina em agua destilada 5mg/ml a 60°C, seguido de adicdo de
tampdo contendo p-mercaptoetanol. As amostras foram desnaturadas por
aquecimento a 90°C, por 5 minutos e analisadas por SDS, segundo Laemmli (1970),
utilizando gel de empilhamento de 4% e de resolu¢cado 8%, em cuba Mini Protean Il
(Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA) com 25 mA/gel. As bandas foram reveladas
com Croomassie Blue R250 durante 72h. Foi utilizado marcador padrdo de proteina

HiMark™ Unstained Protein Standard (Invitrogen).

2.15 Analise de aminoacidos

A determinacdao de aminoacidos foi realizada no Centro de Quimica de
Proteinas — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP), em analisador
Beckman 6300 (Beckman Instruments Inc. Palo Alto, CA). A gelatina foi hidrolisada
por 22h a 110 = 1°C em HCI 6N sob atmosfera de nitrogénio (Ny).
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2.16 Preparo das amostras

As amostras de gelatina 6,67% (p/v) foram preparadas sob agitacao
constante, por 30 minutos, a 45°C, em agua deionizada, pela dissolucdo em
solugdes com valores de pH 5,0 e 8,0, ajustados pela adicdo de HCI 0,1mol/L e
NaOH 0,1mol/L. Foram preparadas amostras de gelatina de mamiferos (GP),
gelatina de pele de tilapia (GC) e gelatina de pele de tilapia contendo os seguintes
agentes e respectivas concentracoes: sacarose 4% (p/v) (SA1) e 8% (p/v) (SA2);
glicerol 5% (v/v) (GL1) e 10% (v/v) (GL2); NaCl 0,3mol/L (Na1) e 0,8mol/L (Na2);
MgCl, 0,3mol/L (Mg1) e 0,8mol/L (Mg2); MgSO, 0,3mol/L (MgS1) e 0,8mol/L (MgS2);
KCI 0,3mol/L (Kc1) e 0,8mol/L (Kc2); e transglutaminase 10mg/mL (TG1) e 15mg/mL
(TG2).

2.17 Propriedades viscoelasticas

As propriedades viscoelasticas foram determinadas em re6metro marca
Haake modelo Rheostress RS-150 (Haake, Karlsruhe, Alemanha), utilizando
software Rheowin Job Manager. Utilizou-se para o estudo dindmico viscoelastico
cone-placa de 35mm de didmetro e 12 de angulo com gap = 0,14mm. As amostras
foram preparadas como descrito anteriormente, logo antes do inicio das analises.

As amostras foram submetidas a uma rampa de temperatura, sendo
resfriadas de 40°C para 7°C, e voltando a ser aquecidas até 40°C. Os experimentos
foram realizados em tensdo de 3,0Pa, freqléncia de 1Hz e taxa de variacao de
temperatura de 0,5°C/min, monitorando-se o processo de geleificagdo através dos
moédulos de elasticidade G e viscosidade G”. O ponto de geleificacdo (gelling point)
foi determinado no ponto de intersecgdo dos médulos G e G” durante o resfriamento
da amostra, segundo metodologia de Gudmundsson (2002). O ponto de fuséo
(melting point) foi determinado do mesmo modo, durante subsequente aquecimento.
O angulo de fase (9) foi representado em fung¢édo da temperatura para observagéo do
comportamento viscoelastico da amostra.

O tempo de formacgao do gel (setting time) foi determinado como o tempo em
minutos entre a Ultima temperatura do maximo angulo de fase e a primeira
temperatura do minimo angulo de fase. As amostras foram mantidas a 7°C durante
alguns minutos antes de serem aquecidas até 40°C, para a avaliacdo do
comportamento dos médulos de elasticidade G e viscosidade G” em temperatura
padrao.



Capitulo 1 — OTIMIZACAO DO PROCESSO DE
EXTRACAO DA GELATINA DE PELE DE TILAPIA
(Oreochromis urolepis hornorum)



RESUMO

Planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta foram utilizados
para otimizacdo do processo de extracdo de gelatina de pele de tilapia
(Oreochromis urolepis hornorum). As concentracdes de NaOH (%) e H>SOg4
(%), temperatura de extracao (°C) e tempo de extracao (h), foram escolhidas
como variaveis independentes, enquanto as variaveis resposta foram
rendimento (%), viscosidade (cP) e forca de gel (g). As concentracbes de
NaOH (%) e H>SO4 (%) possuem influéncia significativa (p< 0,05) sobre a
viscosidade e forgca de gel, enquanto, a temperatura de extracao (°C) e o tempo
de extracdo (h) apresentaram influéncia significativa (p< 0,05) sobre todas as
variaveis dependentes. Os resultados sugerem que a elevagédo da temperatura
e o0 prolongamento do tempo de extracdo propiciam elevados rendimentos,
porém podem levar a reducao da viscosidade e forga de gel da gelatina.

Palavras-chave: Otimizacao, extracao, gelatina, pele de tilapia.

ABSTRACTS

Factorial design and response surface methodology were used to the
optimization of the process of extraction of tilapia skin gelatin (Oreochromis
urolepis hornorum). The concentrations of NaOH (%) and H>SO4 (%) extraction
temperature(°C) and extraction time (h) were chosen as independent variables,
while the response variables were yield (%), viscosity (cP) and gel strength (g).
The concentrations of NaOH (%) and H>SO.4 (%) have significative influence
(p<0,05) in viscosity and gel strength, while the extraction temperature (°C) and
the extraction time (h) showed significative influence (p<0,05) upon all
dependent variables. The results suggest that the temperature rising and
extraction time prolongation provide high yield, however they can lead to the
reduction of viscosity and gel strength of the gelatin.

Key-words: Optimization, extraction, gelatin, tilapia skin

1 Introducao

O termo gelatina é aplicado a uma série de proteinas alimentares
obtidas pela hidrélise do colageno animal, contido em ossos e peles (GOMEZ-
GUILLEN; MONTERO, 2001). A sua manufatura envolve a conversdo do
colageno presente nos tecidos e a remocdo do material ndo-colagenoso
presente (JOHNS; COURTS, 1977). Atualmente, ha um crescente interesse na
utilizacdo de gelatina de pescado com propdésitos técnicos avancados, bem
como, para a substituicdo da gelatina de mamiferos na producao de alimentos
(GILDBERG, ARNESEN; CARLEHOG, 2002). Estima-se que no
processamento de pescado, o residuo oriundo da filetagem possa representar
até 75% do peso total (SHAHIDI, 1994), sendo, que aproximadamente 30%
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destes rejeitos consistem em pele e o0ssos com elevada quantidade de
colageno (GOMEZ-GUILLEN, et al., 2002). Essa grande quantidade de
subprodutos poderia ser utilizada para uma variada gama de aplicacoes.

Para propdsitos tecnoldgicos, a gelatina pode ser usada como
ingrediente para melhorar a elasticidade, consisténcia e estabilidade de
alimentos, além de apresentar propriedades de formacédo de filmes e
capacidade de encapsulacao de moléculas, as quais despertam interesse nas
industrias farmacéuticas e fotograficas (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). O
volume de gelatina utilizado anualmente pela industria alimenticia mundial é
consideravel e esta em crescimento (MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000). As
gelatinas comerciais sao derivadas de ossos e peles de mamiferos (suinos e
bovinos), obtidas através de pré-tratamento acido ou alcalino, resultando em
gelatinas tipo A e B, respectivamente.

A utilizacdo de subprodutos de pescado para a producdo de gelatina,
como alternativa para a substituicdo daquela produzida a partir de mamiferos,
levanta algumas questdes, como a alta diversidade de espécies aquaticas e a
alta susceptibilidade a deterioragdo desse colageno, quando comparado ao de
mamiferos (FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2003).

O presente trabalho teve como objetivo a otimizagao dos parametros de
processamento da gelatina obtida a partir de pele de tilapia (Oreochromis
urolepis hornorum). Para tanto, foram empregadas técnicas de planejamento
fatorial e metodologia de superficie de resposta (RSM), em funcdo do seu
rendimento (%), viscosidade (cP) e for¢a de gel (g).

2 Material e métodos

2.1 Material

Foram utilizadas peles frescas de tildpia (Oreochromis urolepis
hornorum) recém filetadas, obtidas junto a empresa localizada na cidade de
Pato Branco (Parana, Brasil). As peles foram estocadas a —18°C até sua
utilizacdo (aproximadamente 1 dia depois). Todos os reagentes que foram
utilizados séao de grau analitico (P.A.).
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2.2 Pré-tratamento da matéria-prima

As peles foram lavadas em agua corrente para retirada do material
superficial aderido e cortadas em pecas de aproximadamente de 4cm x 4cm.
Entdo, o material foi imerso em solugdo salina de NaCl 0,2% (p/v) por 5

minutos sob agitagédo continua.

2.3 Extracao da gelatina

As variaveis e niveis do planejamento fatorial foram definidos com base
em testes preliminares e métodos descritos por Grossman e Bergman (1992) e
Gudmundsson e Hafsteinsson (1997). As peles cortadas e limpas foram
submetidas a tratamento alcalino 1:10 (p/v), em solu¢cdes de NaOH 0,15; 0,20;
0,25; 0,30 e 0,35% (p/v), por periodo de 80 minutos a temperatura de 10°C e
entdo, foram lavadas em agua corrente para retirada do alcali em excesso, até
pH abaixo de 8,0. Apds esse procedimento, as peles foram submetidas a
tratamento acido 1:10 (p/v), em solugbes de H.SO4 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 e
0,35% (p/v), por 80 minutos e lavadas em agua corrente até pH préximo a
neutralidade. As peles foram entdo submetidas a um segundo tratamento acido
1:10 (p/v), em solucdo de acido citrico 0,7% (p/v), por 80 minutos, e lavadas
em agua corrente até pH proximo a neutralidade.

As extracdes de gelatina foram realizadas em agua deionizada em
temperaturas de 40, 45, 50, 55 e 60°C, mantendo a propor¢cdo de 2mL de
solucdo para 1g de pele por periodos de 3, 6, 9, 12 e 15h. Apds a extracao, o
material foi filtrado em funil de Blchner com papel de filtro Whatman n® 4,

liofilizado e moido.

2.4 Planejamento experimental

Para verificar a relacdo entre as variaveis (fatores independentes)
relevantes ao processo e as variaveis dependentes foram utilizadas técnicas de
planejamento fatorial (delineamento composto central rotacional) e metodologia
de superficie de resposta (RSM). Foi empregado um planejamento fatorial 2*
com oito pontos axiais (a0 = 2) e trés pontos centrais, totalizando 27 (vinte e
sete) ensaios (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996). As variaveis
independentes foram concentracdo de NaOH (%), concentracao de HxSO4 (%),

temperatura de extracédo (°C) e tempo de extracao (h) , enquanto as variaveis
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dependentes foram rendimento (%), forca de gel (g) e viscosidade (cP). A tab.
1 apresenta as varidaveis independentes e seus respectivos niveis reais e
codificados.

Tabela 1 - Valores reais das varidveis do planejamento experimental e seus
respectivos niveis codificados

Variaveis -2 -1 0 +1 +2
Concentracao
0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
do NaOH% (X1)
Concentracao
0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

de H2804°/o (Xz)

Temperatura de
3 40 45 50 55 60
extracao °C (X3)

Tempo de
_ 6 9 12 15
extracao h (X4)

Os desvios e desvios relativos entre os valores experimentais e previstos
pelos modelos para as condicbes 6timas de cada variavel resposta, foram
calculados através das equacdes 1 e 2, respectivamente:

~

Desvio =Y-Y (eq. 1)

Desvio relativo = (Y—YY] *100 (eq. 2)

Onde: Y = resposta experimental e Y = resposta prevista pelo modelo.

Os dados experimentais foram analisados com auxilio do programa
Statistica 6.0 para Windows (Statsoft™, Inc.,Tulsa, USA).

2.5 Rendimento (RE)
Para o célculo do rendimento foi considerado o peso seco de gelatina e

0 peso Umido das peles de tilapia, segundo a equacéao 3:
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peso seco de gelatina
peso umido peles

Rendimento = x100 (eq. 3)

2.6 Forca de gel (FG)

Foi determinada a forga de gel nas amostras de gelatina a 6,67% (p/v),
preparadas pela dissolugdo em agua destilada a 60°C, sob agitagdo mecénica
constante por 30 minutos. As amostras foram submetidas a refrigeracao a 7°C
(temperatura de maturagédo) por 18 + 1h. A forgca de gel foi determinada
utilizando uma Maquina Universal de Testes, Instron modelo 1130 (Instron, Co.
Canton, MA, USA), com célula de carga de 2KN e velocidade de cruzamento
de cabegca de 1mm/s, utilizando-se haste cilindrica de ago de 12,7mm de
didmetro com base plana. A haste foi forcada a 4mm dentro da amostra a
temperaturas entre 8 e 10°C e a forca maxima(g) determinada.

2.7 Viscosidade (V)

A gelatina foi preparada e armazenada conforme descrito para analise
de for¢ca de gel. Sua viscosidade foi determinada segundo método da British
Standard Institution (B.S.l., 1975). A amostra foi derretida em banho a 45°C e
transferida para o viscosimetro de Ostwald-Fensk (n® 100). O viscosimetro foi
colocado em banho a 60°C e aguardou-se 10 minutos para a estabilizacao da

temperatura, sendo entado, determinada.
3 Resultados e discussao

3.1 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

O processo de obtencdo da gelatina € determinante para suas
propriedades. Sabe-se que a qualidade da gelatina depende de suas
propriedades fisico-quimicas, as quais sdo fortemente influenciadas pela
severidade do processo de manufatura (JOHNSTON-BANKS, 1990; GOMEZ-
GUILLEN et al., 2002). A tab. 2 apresenta a matriz do planejamento
experimental, com os dados obtidos para rendimento (%), forca de gel (g) e

viscosidade (cP).
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Tabela 2 - Matriz de planejamento experimental com valores codificados e

resultados obtidos para rendimento (RE), forca de gel (FG) e viscosidade (V).

Ensaio X4 Xz X3 Xa RE (%) *FG(g) *V(cP)
1 -1 -1 -1 -1 4,56 196 6,12
2 +1 -1 -1 -1 5,22 208 5,78
3 -1 +1 -1 -1 3,88 209 5,24
4 +1 +1 -1 -1 5,1 226 5,98
5 -1 -1 +1 -1 6,64 189 4,61
6 +1 -1 +1 -1 6,97 186 4,23
v 1 +1 +1 1 7,02 190 4,67
8 +1 +1 +1 -1 6,03 194 3,98
9 -1 -1 -1 +1 6,45 187 3,78
10 +1 -1 -1 +1 6,78 189 3,90
11 -1 +1 -1 +1 7,67 193 4,06
12 +1 +1 -1 +1 5,64 207 3,56
13 -1 -1 +1 +1 8,07 187 3,33
14 +1 -1 +1 +1 8,05 180 3,67
15 -1 +1 +1 +1 7,55 178 3,78
16 +1 +1 +1 +1 7,57 177 2,98
17 -2 0 0 7,12 191 3,89
18 +2 0 0 6,89 197 4,09
19 0 -2 0 6,55 186 4,45
20 0 +2 0 7,05 187 4,10
21 0 0 -2 0 5,78 218 5,78
22 0 0 +2 0 8,24 200 2,78
23 0 0 0 -2 3,98 199 3,67
24 0 0 0 +2 8,12 187 2,56
25 0 0 0 7,25 203 3,05
26 0 0 0 6,98 206 3,45
27 0 0 0 7,42 210 3,15

* Valores médios referentes a trés determinacodes.
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A obtencao de maiores rendimentos no processo de extracdo da gelatina
de pele de tilapia é fundamental para viabilizar sua utilizagdo como potencial
fonte de producdo. Os principais efeitos dos fatores dependentes e suas
interacoes de segunda ordem sobre o rendimento para um nivel de confianca
de 95%, séo apresentados na tab. 3. A variagdo da temperatura de extragéao
(Xs) apresentou grande influéncia sobre o rendimento. O aumento da
temperatura de extragdo provocou uma elevagdo, em média, de 1,46% no
rendimento da gelatina, sendo esta variavel altamente significativa
(p<0,000043). Sabe-se que a temperatura de extragcdo desempenha importante
papel no que tange ao rendimento do processo. O emprego de temperaturas
elevadas provoca maior hidrolise no coldgeno propiciando maiores
rendimentos. Zhou e Regenstein (2004) observaram que a temperatura de pré-
tratamento também possui influéncia sobre o rendimento, sendo que pré-
tratamentos a temperatura ambiente geram grandes perdas. Pode-se observar
nas Fig. 1 e 2 que a elevacdo da temperatura contribuiu para o gradativo
aumento dos rendimentos; menores concentracbes de NaOH (%) e HxSO,4
propiciaram a obtencdo de maiores rendimentos, porém ambas variaveis nao
foram significativas a um nivel de confianga de 95%. Gudmundsson e
Hafsteinsson (1997) observaram que tratamentos em baixas concentra¢des de
fons H" e OH permitem a obtencdo de maiores rendimentos em gelatinas
extraidas de pele de bacalhau.

A variavel tempo de extracado (X4) apresentou grande influéncia sobre o
rendimento, mostrando-se altamente significativa (p<0,000009). O aumento do
tempo de extragcéo levou a um aumento médio de 1,72% no rendimento (tab.3).
No pré-tratamento, o numero de ligagdes cruzadas é reduzido, tendo este
processo continuagcdo durante a extragdo, onde as ligagdes cruzadas e
peptidicas continuam a ser quebradas. Deve-se considerar também que no
pré-tratamento 4cido, de certo modo, as mudangas ocorridas antes da extracao
sdo minimas, ocorrendo grande quebra de ligacbes cruzadas durante a
extracao (JOHNS; COURTS, 1977). Pode-se observar na Fig. 3, a obtencao de
rendimentos mais elevados na faixa onde foram empregadas maiores
temperaturas de extracdo em conjunto com tempos prolongados; isto
possivelmente propiciou a hidrélise mais pronunciada do colageno,

possibilitando a obtencao de maiores rendimentos.
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Fatores Efeitos Desvio Valor t (12) Valor p
padrao

X4 -0,078333 0,233774 -0,33508 0,743348
Xo -0,106667 0,233774 -0,45628 0,656335
X3 1,460000 0,233774 6,24536 0,000043*
X4 1,720000 0,233774 7,35754 0,000009*
X1 X4 -0,194583 0,247954 -0,78475 0,447813
Xy Xz -0,385000 0,286313 -1,34468 0,203594
Xy X3 -0,105000 0,286313 -0,36673 0,720204
Xy Xa -0,365000 0,286313 -1,27483 0,226501
X5 X -0,297083 0,247954 -1,19814 0,253992
X2 X3 -0,105000 0,286313 -0,36673 0,720204
Xo X4 0,055000 0,286313 0,19210 0,850878
X3 X3 -0,192083 0,247954 -0,77467 0,453528
X3 X4 -0,400000 0,286313 -1,39707 0,187690
Xa X4 -0,672083 0,247954 -2,71051 0,018937*

* significativas (p< 0,05)
% variagao explicada (R?) = 89,8

A tab. 4 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para o rendimento.

Nesta etapa os parametros estatisticamente nao significativos

foram

incorporados aos residuos. Nota-se que o teste-F assegurou a validade do

modelo, visto que o F calculado apresentou valor aproximadamente quatorze

vezes superior ao valor listado, para um intervalo de confianga de 95%, sendo

o F calculado para a regressao altamente significativo (valor p 0,000000001).

Portanto, pode-se afirmar que o modelo foi significativo e preditivo.
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Tabela 4 — Analise de variancia (ANOVA) do delineamento composto central

rotacional para o rendimento da gelatina de pele de tilapia.

Fonte de Soma Graus de Média
L L. ) L. Fcalculado Valor p
variacao quadratica liberdade quadratica
Regressao 32,93 3 10,97 42,19  0,000000001
Residuo 5,98 23 0,26
Total 38,91 26

F3.23:0,05 = 3,02 )
% variagao explicada (R®) = 89,8

Avaliando-se os resultados da analise estatistica pode-se verificar que
apenas foram significativas as varidveis temperatura de extragdo e o termo
linear e quadréatico do tempo de extracdo. As demais variaveis e os efeitos de
interacao n&o foram significativas a um nivel de confianga de 95%. Foi utilizado
o modelo, sem os parametros estatisticamente néo significativos, que possuiu
um percentual de variagdo explicado (R?) de aproximadamente 84%. O modelo
expresso pela equacdo 4 foi gerado na forma codificada, representando o

rendimento (RE) da gelatina em fungcéo das variaveis significantes (p< 0,05).

RE = - 5,43700 + 0,14600 (X3) + 0,82200 (X4) - 0,02974 (Xa) (Xa)

Rendimento RE (eq. 4)
Temperatura de extragéo °C (Xs)
Tempo de extracdo h (X4)

Dessa forma, o modelo foi utilizado na construgdo das superficies de
resposta, permitindo a visualizagdo do rendimento da gelatina em funcdo das
variaveis que apresentaram influéncia significativa (p< 0,05) sobre essa

variavel dependente.
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Figura 1 — Superficie de resposta e diagrama de contorno da concentragdo de NaOH (%) e
temperatura de extragédo (°C) (concentragdo de H,SO, fixada em 0,25% e tempo de extragédo
em 9 h) em fungéo do rendimento da gelatina de pele de tilapia.
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Figura 2 — Superficie de resposta e diagrama de contorno da concentragdo de H,SO,4 (%) e
temperatura de extragdo (°C) (concentragdo de NaOH fixada em 0,25% e tempo de extragao
em 9 h) em fungéo do rendimento da gelatina de pele de tilapia.
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Figura 3 — Superficie de resposta e diagrama de contorno do tempo de extragdao (h) e
temperatura de extragdo (°C) (concentragcdo de NaOH fixada em 0,25% e concentragao de
H.SO,em 0,25%) em fungéo do rendimento da gelatina de pele de tilapia.
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O resultado experimental e predito pelo modelo nas condi¢des étimas,

bem como o desvio e desvio relativo, sdo apresentados na tab. 5.

Tabela 5 — Resultados dos rendimentos experimental (p/p) e previsto (p/p) pelo
modelo, desvio e desvio relativo nas condi¢des 6timas do processo.

Rendimento . Desvio
) . Rendimento ) .
Ensaio 22 experimental . Desvio relativo
previsto (%)
(%) (%)
8,24 8,31 -0,13 -1,57

Pode-se verificar que o desvio e desvio relativo foram baixos,
demonstrando que o modelo, sob estas condi¢des, pode predizer com precisao
o rendimento do processo. A Fig. 4 apresenta os valores observados
experimentalmente versus os valores previstos pelo modelo para o rendimento,
observando-se uma boa concordancia entre eles, como era de se esperar,
devido ao resultado da ANOVA.

~1

valores previstos
(9] [o)]

3 4 5 6 7 8 9
valores experimentais

Figura 4 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para o rendimento (%
p/p) da gelatina de pele de tilapia.

Assim como no rendimento, as varidveis tempo de extracdo e
temperatura de extracdo (termos linear e quadratico) mostraram influéncia
significativa (p<0,05) sobre a viscosidade da gelatina (tab.6). Pode-se observar

(Fig. 5) que os aumentos da temperatura de extragdo e do tempo de extracao
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geraram reducgdes na viscosidade da gelatina em média de 1,09cP e 1,14cP,
respectivamente. Possivelmente, as elevagdes nestas variaveis levaram a um
incremento do rendimento, devido a ocorréncia de hidrélise mais pronunciada
do colageno, e em fungédo disso, provavelmente ocorreu a fragmentacao
excessiva das cadeias, gerando um aumento de peptideos com peso molecular
menor do que a. Sabe-se que a viscosidade das solugdes de gelatina sao
influenciadas por sua distribuicdo de pesos moleculares (GUDMUNDSSON;
HAFSTEINSSON, 1997), onde pesos moleculares maiores geram aumento da
viscosidade (SPERLING, 1985). Portanto, o emprego de maiores temperaturas
e tempos de extracdo foram desejaveis para incrementar o rendimento, no
entanto, levaram a um decréscimo da viscosidade da gelatina, devido a
formacdo de maior quantidade de compostos de baixo peso molecular.
Arnesen e Gildberg (2002) e Muyonga, Cole, e Duodu (2004a) relataram que
gelatinas obtidas por extragdes a altas temperaturas, apresentam perfil de peso
molecular menor, do que a fracao resultante de temperaturas mais baixas.

Os termos quadraticos da concentracdo de NaOH (%) e concentracao
de H>SO4 também apresentaram efeitos significativos sobre a viscosidade da
gelatina, para um intervalo de confianga de 95%. Concordando com Zhou e
Regenstein (2004) que observaram, na extragdo de gelatina de pele de polaca
do Alaska, que as concentragdes de H" e OH possuem significante efeito na
viscosidade.



Tabela 6 — Efeitos estimados na viscosidade das gelatinas de pele de tilapia.

60

Fatores Efeitos Desvio Valor t (12) Valor p
padrao

X4 -0,09250 0,223355 -0,41414 0,686079
Xo -0,15583 0,223355 -0,69769 0,498666
X3 -1,09750 0,223355 -4,91369 0,000358*
X4 -1,14750 0,223355 -5,13755 0,000246*
X1 X4 0,53313 0,236904 2,25038 0,043967*
X1 Xz -0,12375 0,273553 -0,45238 0,659065
X1 X3 -0,19375 0,273553 -0,70827 0,492306
X1 X4 -0,02125 0,273553 -0,07768 0,939362
X2 X2 0,67563 0,236904 2,85189 0,014572*
Xo X3 0,03875 0,273553 0,14165 0,889703
Xo X4 0,07125 0,273553 0,26046 0,798924
X3 X3 0,67813 0,236904 2,86244 0,014289*
X3 X4 0,51125 0,273553 1,86892 0,086228
Xs X4 0,09562 0,236904 0,40364 0,693574

* significativas (p< 0,05)
% variagdo explicada (R?) = 85,4

A tab. 7 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para os ensaios do

DCCR, tendo como variavel dependente a viscosidade da gelatina de pele de

tilapia. O teste-F assegurou a validade do modelo, jA que o F calculado

apresentou valor onze vezes maior que o F tabelado, para um intervalo de

confianga de 95%. O F calculado para a regressao foi altamente significativo

(valor p 0,000000005), sendo o modelo considerado preditivo.



61

Tabela 7 - Andlise de variancia (ANOVA) do delineamento composto central

rotacional para a viscosidade da gelatina de pele de tilapia.

Fonte de Soma Graus de Média Valor p

F calculad
variagdo  quadratica liberdade quadratica

Regressao 21,51 5 4,30 30,71 0,000000005
Residuo 3,12 21 0,14

Total 24,63 26

F 521005 = 2,68

% variacdo explicada (R = 85,4

Foi grande a variagdo entre coeficiente de regressdo com todos os
parametros (15 parametros) e o coeficiente de regressao sem os parametros
estatisticamente nao significativos (6 parametros). Desta forma, optou-se por
gerar o modelo com todos os parametros. A equacdo 5 expressa na forma
codificada o comportamento viscoso da gelatina em funcdo das varidveis

significantes para um intervalo de confian¢a de 95%.

Viscosidade = 63,1141 + 106,6250 (X;) (X1) + 135,1250 (Xa) (Xo) — 1,5419
(X3) + 0,0136 (X3) (Xa)
(eq. 5)

Concentragao de NaOH % (X;)
Concentracao de H,SO4 % (X
(

2)
Temperatura de extracéo °C (Xs)

O teste-F validou o modelo, sendo possivel construir a superficie de
resposta, permitindo a visualizagdo do comportamento viscoso da gelatina em
funcéo das variaveis que apresentaram influéncia significativa (p< 0,05) sobre

essa variavel dependente.
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Figura 5 — Superficie de resposta e diagrama de contorno do tempo de extragdo (h) e
temperatura de extragao (°C) (concentracdo de NaOH fixada em 0,25% e concentragao de
H.SO,em 0,25%) em fungao da viscosidade da gelatina de pele de tilapia.

A tab. 8 apresenta o valor experimental para a viscosidade da gelatina e
o valor previsto pelo modelo nas condigbes étimas, bem como, o desvio e
desvio relativo, que foram calculados através das equacbes 1 e 2,
respectivamente.

Tabela 8 — Resultados da viscosidade experimental e prevista pelo modelo,

desvio e desvio relativo nas condigdes 6timas do processo.

Viscosidade Viscosidade . .
Desvio relativo

Ensaio 1 experimental prevista Desvio (%)
(cP) (cP) °
6,12 5,59 0,53 8,66

A pequena diferenca entre o valor experimental e predito, habilita o
modelo a estimar a viscosidade da gelatina obtida sob estas condi¢cdes. Os
valores observados experimentalmente versus os valores previstos pelo
modelo, podem ser observados na Fig. 6.
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Figura 6 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a viscosidade (cP)
da gelatina de pele de tilapia.

As concentragdes de NaOH% e H>.SO4% (termos lineares e quadraticos)
apresentaram efeito significativo (p< 0,05) sobre a forca de gel da gelatina
(tab.9). O aumento nas concentragdes dos ions H* e OH™ propiciou a elevagéo
da forca de gel, enquanto, a interagdo quadratica dos termos levou a sua
reducao. Pode-se observar (Fig. 7 e 8) que a elevagao das concentracdes de
H* e OH" leva ao incremento da forca de gel, no entanto, com o gradativo
aumento das concentracoes, a forca de gel tende a decrescer. Os maiores
valores de forca de gel foram obtidos quando foram empregadas
concentragoes de NaOH e H,SO4 na faixa de 0,24 - 0,30%. Conhece-se que as
propriedades fisicas da gelatina sao influenciadas pelo conteddo relativo de
cadeias com «a, B ou y componentes, agregados de alto peso molecular e
fragmentos de proteina de baixo peso molecular (JOHNSTON-BANKS, 1990;
GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). Portanto, a severidade do tratamento de
extracdo € determinante para as propriedades funcionais da gelatina
(MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002). Possivelmente, o
decréscimo na forga de gel da gelatina quando foram empregadas maiores
concentracdes, se deve a formacdo de compostos de baixo peso molecular,
visto, que a forca de gel é dependente da fracdo de o cadeias e seus dimeros
(B componentes) (JOHNSTON-BANKS, 1990; CHO et al., 2004).

Da mesma maneira que na avaliagdo estatistica das outras variaveis

dependentes (rendimento e viscosidade), as varidaveis tempo de extragédo
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(termos linear e quadratico) e temperatura de extragdo mostraram possuir
influéncia significativa (p<0,01) sobre a forga de gel (tab.9). Reiterando, que as
reducdes na forca de gel e na viscosidade e a elevagao no rendimento, com 0s
aumentos da temperatura e tempo de extracdo, resultam da hidrolise
pronunciada da molécula de colageno, com a consequente formacdo de
peptideos de baixo peso molecular. Sabe-se que a forca de gel e as demais
propriedades funcionais das gelatinas (viscosidade, ponto de fusdo, ponto de
geleificacdo) sado dependentes de sua distribuicdo de peso molecular e
composicao de aminoacidos (JOHNSTON-BANKS, 1990). Portanto, o emprego
de altas temperaturas e tempos de extragdo prolongados, sdo desejaveis para
obtencao de maiores rendimentos (Fig. 3), mas induzem a fragmentacao das o-
cadeias de colageno, levando a reducdo da viscosidade e for¢a de gel (Fig. 5 e
9).

Tabela 9 — Efeitos estimados na forga de gel das gelatinas de pele de tilapia.

Fatores Efeitos Desvio Valor t (12) Valor p
padrao

X4 4,1667 1,892052 2,20219 0,047948*
Xo 4,5000 1,892052 2,37837 0,034866*
X3 -14,1667 1,892052 -7,48746 0,000007*
X4 -10,3333 1,892052 -5,46144 0,000145*
Xt X4 -6,8750 2,006824 -3,42581 0,005024*
X1 Xz 3,7500 2,317281 1,61828 0,131570
X1 X3 -6,5000 2,317281 -2,80501 0,015896*
Xy Xy -2,7500 2,317281 -1,18674 0,258295
Xo X -10,6250 2,006824 -5,29443 0,000190*
Xo X3 -7,2500 2,317281 -3,12867 0,008713*
Xo X4 -3,5000 2,317281 -1,51039 0,156819
X3 X3 0,6250 2,006824 0,31144 0,760812
X3 X4 3,2500 2,317281 1,40251 0,186102
Xa X4 -7,3750 2,006824 -3,67496 0,003178*

* significativas (p< 0,05)

% variacdo explicada (R%) = 93,2
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A tab. 10 apresenta a analise de variancia (ANOVA) para a forga de gel.
Deve ser ressaltado que a resposta apresentou um alto percentual de variagao
explicada (R? = 0,9325) e a validade do modelo foi assegurada pelo teste-F. O
Feaculado para a regressao foi altamente significativo (valor p 0,00000001) e
apresentou valor aproximadamente doze vezes maior que o valor listado
(p<0,05).

Tabela 10 - Andlise de variancia (ANOVA) do delineamento composto central

rotacional para a forga de gel da gelatina de pele de tilapia.

Fonte de Soma Graus de Média Valor p

Fealculad
variagdo  quadratica liberdade quadratica

Regressao 3593,97 9 399,33 29,95  0,00000001
Residuo 226,69 17 13,33

Total 3820,66 26

F 9:17:005 = 2,49

% variagdo explicada (R?) = 93,2

O modelo codificado (equacédo 6) representa o comportamento da for¢a
de gel da gelatina em fungdo das variaveis significantes (p< 0,05). Devido a
pequena variagao entre o coeficiente de regressdo com todos os parametros
(15 paréametros) e o coeficiente de regressdo sem o0s parametros
estatisticamente nao significativos (10 parametros), optou-se por gerar o
modelo sem os parametros estatisticamente nao significativos, o qual possuiu
um percentual de variagdo explicado (R? de aproximadamente 89%. O valor
do R? sugere que o modelo pode predizer com boa aproximagdo o

comportamento da variavel dependente.

Forca de gel = - 330,28 + 1400,00 (X4) - 1416,67 (X4) (X1) + 1853,33 (Xo) -
2166,67 (X2) (X2) + 5,46 (Xa) + 5,86 (Xa) - 0,42 (X4) (Xa) - 13,00 (X1) (Xa) -
14,50 (X2) (X3)

(eq. 6)

Concentracao de NaOH % (Xj)
Concentragao de H,SO4 % (X2)
Temperatura de extragéo °C (Xs)
Tempo de extracdo h (X,)
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Figura 7 — Superficie de resposta e diagrama de contorno da concentragao de NaOH (%) e
concentragao de H,SO, (%) (tempo de extragao fixado em 9 h e temperatura de extragdo em
50°C) em fungao da forga de gel da gelatina de pele de tilapia.

(=]
g
o
o
=
1]
@
-l
o
o

[

=1 +F

1150

= 170

B 150

015 0,18 021 024 027 030 033 0,36
[]H2504

Figura 8 — Superficie de resposta e diagrama de contorno da concentragdo de H.SO, (%) e
tempo de extragdo (h) (temperatura de extragéo fixado em 50°C e concentragdo de NaOH em
0,25%) em fungao da forga de gel da gelatina de pele de tilapia.
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Figura 9 — Superficie de resposta e diagrama de contorno do tempo de extragdo (h) e
temperatura de extragdo (°C) (concentragcdo de NaOH fixada em 0,25% e concentragao de
H.SO4,em 0,25%) em fungao da forga de gel da gelatina de pele de tilapia.
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O valor experimental e calculado pelo modelo para expressar a forca de
gel da gelatina nas condi¢cbes 6timas e o desvio e desvio relativo sao
apresentados na tab. 11.

Tabela 11 — Resultados da forgca de gel experimental e prevista pelo modelo,
desvio e desvio relativo nas condigdes 6timas do processo.

Rendimento Rendimento Desvi Desvio relativo
esvio
Ensaio 4 experimental (g) previsto (g) (%)
226 218 8 3,53

Como esperado, a diferenga entre o valor experimental e predito foi
pequena, resultando num baixo desvio relativo (3,53%), demonstrando que o
modelo pode ser utilizado para predizer a forca de gel da gelatina, quando
obtida sob estas condicbes. A Fig. 10 apresenta os valores observados

experimentalmente versus os valores previstos pelo modelo para a forca de

gel.

6.5
6,0t

1,5
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
valores experimentais

Figura 10 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a forga de gel (g)
da gelatina de pele de tilapia.

4 Conclusoes

Os maiores valores de forca de gel foram obtidos quando utilizadas
concentragcées de NaOH e H,SO4 na faixa de 0,24 - 0,30 %. O emprego de
altas temperaturas e tempos de extracdo prolongados sdo desejaveis para
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obtencdo de maiores rendimentos, mas levam a reducao da viscosidade e da
forca de gel da gelatina. Das variaveis avaliadas no planejamento fatorial, a
gelatina com maior forca de gel, foi obtida quando os niveis: NaOH 0,3% (p/v),
HoSO4 0,3% (p/v), temperatura de extracdo 45°C e tempo de extragdo de 6h,

foram utilizados.
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Capitulo 2 - OBTENCAO DE GELATINA DE PELE

DE TILAPIA (Oreochromis urolepis hornorum) E

SUA CARACTERIZACAO
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RESUMO

Foi produzida gelatina de pele de tilapia (Oreochromis urolepis hornorum) e
caracterizada quanto a suas propriedades fisico-quimicas, microbiolégicas,
reolégicas e estruturais. A gelatina apresentou valor de pH 4,66, ligeiramente
superior aos descritos para gelatinas processadas por solubilizacdo acida. Com
tempo de maturacdo de 18x1h, a forca de gel e a viscosidade apresentaram
valores de 221g e 5,98cP, respectivamente, sendo observado comportamento
similar entre as mesmas com o prolongamento deste tempo. De maneira geral,
o conteudo i6nico foi baixo e o rendimento do processo foi de 5,10%. A gelatina
apresentou padrdes microbiolégicos que atendem as exigéncias da legislacao
brasileira e pontos de fusao e geleificagdo de 25°C e 21°C, respectivamente.

Palavras-chave: pescado, gelatina, pele de tilapia, caracterizacao.

ABSTRACT

Tilapia skin gelatin (Oreochromis urolepis hornorum) was produced and
characterized according to its physicochemical, microbiological, rheological and
structural properties. The gelatin has shown value of pH 4,66, slightly superior
to the ones described for gelatins processed by acid solubilization. With time of
maturation of 18+1h, the gel strength and viscosity showed values of 221g and
5,98cP, respectively, and it was observed a similar behavior between them with
the prolongation of this time. In general, the ionic content was low and the
efficiency of the process was of 5,10%. The gelatin showed microbiological
standards that regard the demands of Brazilian legislation and melting and
gelling points of 25°C and 21 °C, respectively.

Key-words: fish, gelatin, tilapia skin, characterization.

1 Introducao

Tradicionalmente, a extracdo de colageno para produgcdo de gelatina é
realizada utilizando como matéria-prima o0ssos e peles de mamiferos,
principalmente provenientes de bovinos e suinos. No entanto, recentes
problemas sanitarios relacionados com bovinos, como a Encefalopatia
Espongiforme Bovina (GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000; MUYONGA; COLE;
DUODU, 2004a) e restricoes a gelatina de mamiferos em paises em que
predominam religides como islamismo e judaismo, onde somente sdo aceitas
se concebidas conforme os requerimentos da religido (GUDMUNDSSON;
HAFSTEINSSON 1997; CHOI; REGENSTEIN, 2000; JAMILAH; HARVINDER,
2002), tem despertado um crescente interesse em gelatinas de pescado.

Grande quantidade de subprodutos, contendo elevada quantidade de colageno,
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sdo gerados no processamento de pescado, 0os quais podem ser utilizados
para a manufatura de gelatina.

Segundo Johnston-Banks (1990), as propriedades da gelatina sao
grandemente influenciadas por dois principais fatores: caracteristicas do
colageno inicial e processo de extragdo. As propriedades de geleificacdo das
gelatinas séao fortemente influenciadas pela origem da matéria-prima utilizada
no processo, devido, aos diferentes conteudos de prolina e hidroxiprolina no
colageno de diferentes espécies, que estao relacionados com a temperatura e
o habitat do animal (KOLODZIEJSKA et. al, 2003). Ja o processo de extracédo
é de fundamental importancia porque é determinante para distribuicao de peso
molecular da gelatina (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a), diferencas no
conteudo de componentes do colageno (cadeias o, B e Y componentes) e a
razdo entre cadeias o4 e o influenciam o comportamento da gelatina
(MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002).

Uma das principais restricoes a utilizacdo da gelatina de pescado, deve-
se a suas inferiores propriedades reoldgicas quando comparada a gelatina de
mamiferos (CHOI; REGENSTEIN, 2000; CHO; GU; KIM, 2004), o que restringe
a sua gama de aplicacbes (LEUENBERGER, 1991). Gelatinas de pescado
geralmente apresentam temperaturas de geleificacdo e fusdo mais baixas e
também menor forga de gel do que gelatinas de mamiferos (NORLAND, 1990;
FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2003). Colagenos de
peixes de agua quente, como a tilapia, possuem conteddo de iminoacidos
(prolina e hidroxiprolina) superior a peixes de agua fria (GUDMUNDSSON;
HAFSTEINSSON, 1997) resultando em gelatinas com melhores propriedades
funcionais (LEUENBERGER, 1991; GROSSMAN; BERGMAN, 1992;
GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000).

Este trabalho teve como propdsito determinar as propriedades fisico-
quimicas (composicdo centesimal, analise de minerais, cor, turbidez,
rendimento do processo e pH natural), microbiolégicas (Coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella sp e
Clostridios sulfito redutores), reolégicas (ponto de fuséo, ponto de geleificacao,
viscosidade e forgca de gel) e estruturais (distribuicdo de peso molecular e
composicao de aminoacidos) da gelatina de pele de tilapia (Oreochromis

urolepis hornorum). A utilizacao dessa espécie no estudo, deve-se aos relatos
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a respeito de seu potencial para fabricagcdo de gelatina, bem como, as suas
superiores propriedades reoldgicas, em relacdo as demais espécies ja
estudadas.

2 Material e métodos

2.1 Material

Foram utilizadas peles frescas de tilapia (Oreochromis urolepis
hornorum) recém processadas, obtidas junto a empresa localizada na cidade
de Pato Branco (Parand, Brasil). As peles foram estocadas a —18°C até sua
utilizacdo (aproximadamente 1 dia depois). Todos os reagentes que foram

utilizados séao de grau analitico (P.A.).

2.2 Pré-tratamento e extracao da gelatina

A extracao foi realizada conforme parametros definidos em planejamento
fatorial anterior, onde a amostra obtida por esta metodologia apresentou maior
forca de gel (g). As peles foram lavadas em agua corrente, sob agitagéo
continua para retirada do material superficial aderido; e, cortadas em pecas de
aproximadamente 4cm x 4cm. A seguir, o material foi submetido a imersdo em
solugdo salina de NaCl 0,2% (p/v) por 5 minutos sob agitacdo continua. As
peles cortadas foram, entdo, submetidas a tratamento alcalino 1:10 (p/v), em
solucdo de NaOH 0,3% (p/v), por periodo de 80 minutos, a temperatura de
10°C. Apds esse procedimento, foram lavadas em agua corrente para retirada
do alcali em excesso, até pH abaixo de 8. A seguir, as peles foram submetidas
a tratamento acido 1:10 (p/v), em solucao de H.SO4 0,3% (p/v), por 80 minutos;
e, posteriormente, lavadas em agua corrente até pH préximo a neutralidade. As
peles foram entdo submetidas a um segundo tratamento acido 1:10 (p/v), em
solugao de acido citrico 0,7% (p/v), por 80 minutos; e lavadas em agua corrente
até pH préximo a neutralidade.

A extracdo da gelatina foi realizada em biorreator BIOSTAT B (B. Braun
Biotech International, Alemanha) em agua deionizada por 6h a temperatura de
45°C, mantendo a proporcdo de 2mL de solugdo para 1g de pele. Apods a
extracdo, o material foi filtrado em funil de Buchner com papel de filtro
Whatman n® 4, sendo ent&o liofilizado e moido.
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2.3 Composicao centesimal da matéria-prima

Umidade e cinzas foram determinadas por método gravimétrico,
segundo A.O.A.C. (1995). Lipidios foram determinados segundo o método de
extracdo de Soxhlet, de acordo com a A.O.A.C. (1995). Proteina foi
determinada pelo método de Kjeldahl, segundo A.O.A.C. (1995), utilizando fator
de converséo de 5,4 (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a).

2.4 Composicao centesimal da gelatina

Umidade, cinzas e lipidios das gelatinas foram determinados, segundo
British Standard Institution (B.S.l., 1975). Proteina foi determinada pelo método
de Kjeldahl, segundo A.O.A.C. (1995); utilizando fator de conversdo de 5,5
(LEACH; EASTOE, 1977).

2.5 Avaliacao de minerais

Foram utilizadas lampadas catédicas para a quantificacdo de cada
elemento analisado (Na*, K*, Ca®*, Li+, Fe*, Cu?*, Zn** e Mn?*) em
espectrofotdmetro de absorcdo atébmica GBC (mod. Avanta). Realizaram-se
leituras de amostras liquidas com dissociacdo molecular em chama, utilizando
gas acetileno. Foram preparadas curvas-padrdo para a absor¢do em duas
diferentes concentragbes. Solugbes 10% (p/v) e 1% (p/v) de gelatina foram
preparadas antes das analises, pela dissolugdo em agua destilada a 60°C, sob
constante agitacéo, por 30 minutos.

2.6 Rendimento
Para o célculo do rendimento foi considerado o peso seco de gelatina e

0 peso Umido das peles de tilapia, segundo a equacéo 1:

peso seco de gelatina
peso umido peles

Rendimento = x100 (eq. 1)

2.7 Avaliacao de cor e turbidez

A determinagdo de cor foi realizada utilizando espectro colorimetro
esférico Hunter Ultrascan (mod. Minolta Cr-300 series), no gel de gelatina a
6,67% (p/v), preparado pela dissolucdo em &gua destilada a 60°C, sob
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constante agitacdo mecénica por 30 minutos, apés 18 + 1h de maturacédo a
temperatura de 7 + 1°C. Para determinacao da turbidez foi utilizado o método
descrito por Cole e Roberts (1996), em solucdo de gelatina 6,67% (p/v)
utilizando turbidimetro Quimis (mod. Q -179P —TURB).

2.8 Determinacao do pH

Para determinagdo do pH foi utilizado o método da British Standard
Institution (B.S.1., 1975). Foi preparada uma solucdo 1% (p/v) de gelatina em
agua destilada a 60°C, sob agitagdo mecéanica constante, por 30 minutos;
sendo apos, resfriada até temperatura ambiente, aproximadamente 25°C. A
determinacao do pH foi realizada em aparelho medidor de pH Analion (mod.
PM 608).

2.9 Avaliacoes microbiolégicas

Coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva,
Salmonella sp e Clostridios sulfito redutores foram determinados segundo
Manual de Métodos de Analise Microbiologica de Alimentos (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

2.10 Forca de gel

A forca de gel foi determinada na amostra de gelatina a 6,67% (p/v),
preparada pela dissolucdo em agua destilada a 60°C, sob agitacdo mecéanica
constante, por 30 minutos. A amostra foi submetida a refrigeragcdo a 7 + 1°C
(temperatura de maturagéo) por 18 £ 1h, 42 + 1h e 66 + 1h. A forga de gel foi
determinada utilizando analisador de textura (Stable Microsystems, Surrey,
Inglaterra), modelo TA-XTplus, com célula de carga de 5kg, e velocidades de
pré-teste, teste e pés-teste de 1,5mm/s, 1,0mm/s e 1,0mm/s, respectivamente.
Utilizou-se haste cilindrica de Teflon® de 1,27cm de diametro, com base plana.
A haste foi forgada a 4mm dentro da amostra, a temperaturas entre 8 e 10°C, e

a forca maxima(g) determinada.

2.11 Propriedades viscoelasticas
As propriedades viscoelasticas foram determinadas em redmetro

Rheostress Haake RS-150 (Haake, Karlsruhe, Alemanha), utilizando software
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Rheowin Job Manager. Utilizou-se para o estudo dindmico viscoelastico cone-
placa de 35mm de didmetro e 1° de angulo com gap = 0,14mm. A amostra de
gelatina a 6,67% (p/v) foi preparada pela dissolucdo em agua destilada, a 60°C,
sob constante agitagdo mecénica, por 30 minutos, antes do inicio das analises.

A amostra foi submetida a uma rampa de temperatura, sendo resfriada
de 40°C para 7°C, voltando a ser aquecida até 40°C. Os experimentos foram
realizados em tensdo de 3,0Pa, freqiéncia de 1Hz e taxa de variagdo de
temperatura de 0,5°C/min, monitorando-se o processo de geleificacdo através
dos médulos de elasticidade G e viscosidade G”. O ponto de geleificacdo
(gelling point) foi determinado no ponto de interseccdo dos médulos G e G”
durante o resfriamento da amostra, segundo metodologia de Gudmundsson
(2002). O ponto de fusao (melting point) foi determinado do mesmo modo,
durante subseqlente aquecimento. As amostras foram mantidas a 7°C durante
alguns minutos, antes de serem aquecidas até 40°C, para a avaliagdo do
comportamento dos moédulos de elasticidade G e viscosidade G” em
temperatura padrao.

O angulo de fase (9) foi representado em fungdo da temperatura para
observacao do comportamento viscoelastico da amostra.

2.12 Eletroforese

Foi seguido o procedimento descrito por Gémez-Guillén, et al. (2002),
dissolvendo gelatina em agua destilada 5mg/ml a 60°C, seguido de adi¢do de
tampao contendo P-mercaptoetanol. As amostras foram desnaturadas por
aquecimento a 90°C, por 5 minutos e analisadas por SDS, segundo Laemmli
(1970), utilizando gel de empilhamento de 4% e de resolu¢ao 8%, em cuba Mini
Protean Il (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA) com 25 mA/gel. As bandas
foram reveladas com Croomassie Blue R250 durante 72h. Foi utilizado
marcador padrdo de proteina HiMark™ Unstained Protein Standard

(Invitrogen).

2.13 Analise de aminoacidos
A determinacdao de aminodcidos foi realizada no Centro de Quimica de

Proteinas — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP), em analisador
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Beckman 6300 (Beckman Instruments Inc. Palo Alto, CA). A gelatina foi

hidrolisada pro 22 h a 110 em HCI 6M sob atmosfera de nitrogénio (Ny)

2.14 Viscosidade

A gelatina 6,67% (p/v) foi preparada pela dissolu¢ao em agua destilada a
60°C, sob agitagdo mecanica constante, por 30 minutos e submetida a
refrigeracdo a 7 = 1°C (temperatura de maturagao) por 18 + 1h. A viscosidade
foi determinada segundo método da British Standard Institution (B.S.l., 1975). A
amostra foi derretida em banho a 45°C e transferida para viscosimetro de
Ostwald-Fensk (n® 100). O viscosimetro foi colocado em banho a 60°C e
aguardou-se 10 minutos até a estabilizagdo da temperatura, entdo a
viscosidade foi determinada.

3 Resultados e discussao

3.1 Composicao centesimal da pele de tilapia

A pele de tilapia apresentou teor de cinzas em base umida de 4,24%
(tab.1), sendo este valor intermedidrio aos observados por Muyonga, Cole e
Duodu (2004a) para espécimes jovens (3,7%) e adultos (6,0%) de perca do
Nilo. Segundo os autores, essa diferenca deve-se a maior calcificacdo das
escamas em funcdo da idade. No presente trabalho n&o foi considerada a
idade do animal, ndo sendo possivel, desta forma, tracar um comparativo. O
percentual médio de gordura da amostra foi de 3,85%; portanto, é necessario
que os tratamentos prévios a extracao sejam eficientes na retirada do material
lipidico; sabe-se, que o odor peculiar das peles de pescados deve-se aos
compostos nitrogenados e as gorduras que contém grandes porcentagens de
acidos nao saturados (GROSSMAN; BERGMAN, 1992).



79

Tabela 1 — Composi¢ao centesimal da pele de tilapia.

Componentes % B.U. B.S.
Umidade 72,6 -
Gordura 3,85 13,09
Proteina 21,30 72,47

Cinzas 4,24 14,42

Valores médios referentes a duas determinacoes.
B.U. = base Uumida; B.S. = base seca.

O conteudo médio de proteina em base Uumida, encontrado na pele de
tilapia foi de 21,30%, sendo semelhante aos valores descritos para perca do
Nilo jovens (20,3%) e adultas (21,6%), por Muyonga, Cole e Duodu (2004a). E
valido ressaltar, que o teor de proteinas presente na pele do pescado,
representara a quantidade maxima de colageno presente no tecido e, portanto,

o0 maximo rendimento possivel de gelatina.

3.2 Composicao centesimal da gelatina

O teor médio de umidade da gelatina foi de 15% (tab.2), estando acima
da faixa descrita para gelatinas comerciais, que geralmente apresentam
conteudo de umidade entre 9-14%, com ocasionais amostras fora dessa faixa
(EASTOE; LEACH, 1977).

Tabela 2 — Composi¢ao centesimal da gelatina de pele de tilapia.

Componentes % B.U. B.S.
Umidade 15 -
Gordura 0,25 0,29
Proteina 81,16 97,18

Cinzas 2,10 2,51

Valores médios referentes a duas determinacoes.
B.U. = base Umida; B.S. = base seca.

O conteudo de lipidios, conforme esperado, foi baixo (0,25%), sendo
ligeiramente superior aos descritos para gelatinas de outras espécies de
pescado por Cho, Gu e Kim (2004) e Muyonga, Cole e Duodu (2004a), de
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0,21% e 0,20%, respectivamente; indicando que 0s sucessivos banhos, nas
etapas prévias a extracdo, foram eficientes na remogao do conteudo lipidico
das peles de tilapia.

Observou-se na gelatina um conteddo de cinzas em base umida de
2,1%, valor superior aos relatados por Haug, Draget e Smidsrod (2004) para
gelatina de peixes de aguas frias (0,82%), entretanto, inferior ao méaximo teor
de cinzas recomendado, que é de 2,6% (JONES, 1977; MUYONGA; COLE;
DUODU, 2004a). Segundo Jones (1977), o conteudo de cinzas ¢é
freqientemente especificado, porém ndo deve ser considerado como um fator
indispensavel, exceto pelo fato de indicar o conteiddo maximo de célcio da
amostra, informacdo de grande importdncia em algumas aplicagbes da

gelatina.

3.3 Avaliacao de minerais

Segundo Norland (1990), de modo bastante geral, uma gelatina
comestivel deve apresentar-se livre de metais pesados e esteticamente
satisfatéria. Na tab. 3 sdo mostrados os conteldos ibnicos das solucdes de
gelatina de pele de tilapia 10 e 1% (p/v). Foram observados baixos valores para
os fons Zn** e Mn?* e valores pouco superiores para os fons Cu®* (0,8 ppm) e
Fe® (0,9 ppm). Segundo Jones (1977), gelatinas contendo mais que 20-50 ppm
de cobre e 2 ppm de ferro, podem causar manchas escuras em produtos
carneos.

Os contetdos dos ions Li* e K+ foram ligeiramente maiores, mas de
maneira geral, a quantidade desses ions na solucdo de gelatina, como
esperado, foi baixa. Haug, Draget e Smidsrod (2004) nao conseguiram
mensurar ions K* em solugdes de gelatinas de hadoque e de polaca do Alasca,
concordando com este trabalho; no entanto, encontraram valores ibnicos para
Na*, consideravelmente maiores que Ca®*; discordando de Giménez, Gémez-
Guillén e Montero (2005), que relataram indices de Na* menores que Ca?,
para gelatinas de linguado, o que estd de acordo com os dados obtidos para
gelatinas de tilapia, que apresentaram valores de Na* e Ca®* de 40 e 60,0 ppm,
respectivamente. Sabe-se que um alto conteldo de célcio deve ser evitado

para muitos propdésitos, nos quais o brilho do gel € requerido, visto que na



81

presenca de acidos pode ser precipitado, nublando ou formando depdsitos na
superficie do produto (JONES, 1977).

Tabela 3 — fons de solugdes da gelatina de pele de tilapia.

Concentracao
¢ Nat K* Cca* Li* Fe* cCcu* zn* Mn*
(ppm)
10 % (p/v) 420 NM 480 NM NM NM NM NM
1 % (p/v) 40,0 1,0 60,0 1,0 0,9 0,8 0,6 0,6

Valores médios referentes a trés determinagdes.
NM = ndo mensuravel.

3.4 Cor e turbidez

A turbidez, em termos préticos, é a redugédo da transparéncia, devido a
presenca de matéria em suspensao. A turbidez das solugcdes de gelatina é um
atributo que pode ser importante, dependendo da sua aplicagdo (COLE, 2006).
A solugdo de gelatina 6,67% (p/v) apresentou turbidez de 67 NTU (tab.4).
Sabe-se que valores de turbidez sdo largamente dependentes da eficiéncia do
processo de clarificagéo (filtragdo) (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004a). Neste
trabalho foi realizada dupla filtracdo, encontrando valor ligeiramente superior
aos descritos por Cole e Roberts (1997), para gelatinas de pele de mamiferos.
Considere-se ainda que valores elevados de turbidez interferem nas
determinacdes de cor (COLE; ROBERTS, 1996; MUYONGA; COLE; DUODU,
2004a).

Tabela 4 — Cor e turbidez da gelatina de pele de tilapia.

Gelatina de pele de tilapia

. Cor
Turbidez (NTU)
L a b
67 89,25 -0,44 2,48

Valores médios referentes a trés determinagdes.
Cor: L — brilho; a — vermelho — verde; b — amarelo — azul.

A gelatina apresentou coloragdo amarela esbranquicada e brilhosa,

semelhante a cor das gelatinas comerciais, que geralmente variam de amarelo
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palido a ambar escuro (COLE; ROBERTS, 1997). Valores de cor, similares ao
da gelatina obtida neste trabalho, foram observados em gelatinas de pele de
tilapia negra e vermelha, quando a mesma metodologia de determinacao foi
empregada (JAMILAH; HARVINDER, 2002). Apesar da cor das gelatinas ser
um atributo de grande importancia comercial, ainda ndo existe nenhum método
universalmente aceito para sua medida (COLE; ROBERTS, 1997).

3.5 Rendimento e pH natural

O rendimento da gelatina de pele de tilapia foi de 5,10% (tab.5),
calculado conforme a equacao 1. Esse valor € inferior aos valores relatados por
Jamilah e Harvinder (2002) para gelatinas de pele de tilapia negra e vermelha,
que foram de 5,39% e 7,81%, respectivamente; e consideravelmente menor ao
rendimento descrito por Grossman e Bergman (1992) para tilapia sp. (15%) e
por Holzer (1996) que relatou método de extracdo de gelatina de pele com
possibilidade de atingir rendimentos superiores a 20%.

Sabe-se que baixas temperaturas resultam em rendimentos inferiores e
incompleta extragdo, enquanto, temperaturas mais elevadas tendem a
degradar a gelatina produzida, afetando sua qualidade (HOLZER, 1996). No
entanto, a temperatura empregada neste trabalho na etapa de extracao, foi
semelhante a dos trabalhos citados anteriormente, indicando que o menor
rendimento, provavelmente, deve-se a excessiva perda de colageno durante as

etapas de lavagem anteriores.

Tabela 5 — Rendimento do processo e pH natural da gelatina de pele de tilapia.

Gelatina de pele de tilapia

Rendimento (%) pH natural®
5,10 4,66

* Valor médio referente a trés determinagoes.

O valor de pH médio, determinado na gelatina de pele de tilapia foi de
4,66, situando-se acima dos valores descritos por Jamilah e Harvinder (2002),
que relataram valores de pH para gelatinas de pele de tilapia negra (3,81) e

vermelha (3,05). O pH encontrado € consideravelmente mais alto que outros
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relatados, porém, encontra-se dentro da faixa de valores descritos para
gelatinas solubilizadas com &cido, que estdo entre 3,8 a 5,0 (JONES, 1977).
Sabe-se que o pH da solucdo de gelatina é afetado pelo tratamento quimico
empregado durante a etapa de extragdo (GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON,
1997). Portanto, o pH natural mais elevado da gelatina deve-se possivelmente
a eficiéncia das etapas de lavagem subsequientes aos tratamentos quimicos
durante a preparacéo das peles, antes da etapa de extragéo.

3.6 Avaliacoes microbioldgicas

A gelatina é um excelente nutriente para a maioria dos microrganismos,
portanto cuidados devem ser tomados durante sua manufatura para evitar
possiveis contaminacées (COLE, 2006). Embora, a legislacdo brasileira
especifique como limite maximo para gelatina e similares: Coliformes 45°C
(10,0NMP/g), Staphylococcus coagulase positiva (5,0 x 10°UFC/g), Salmonella
sp (auséncia em 25q); a contagem total de mesofilas em placas é geralmente
aceita na maioria dos paises como determinante da qualidade microbiolégica
de gelatinas (COLE, 2006). A tab. 6 apresenta os resultados das analises
microbiol6égicas da gelatina de pele de tilapia e os limites maximos permitidos.
Podemos observar que a gelatina apresentou-se de acordo com os padrbes
requeridos pela legislagéo brasileira vigente.

Tabela 6 — Avaliagdes microbiolégicas da gelatina de pele de tilapia.

Microrganismo Resultado Padrao (ANVISA)
Coliformes 45°C 2,3 NMP/g 10,0 NMP/g
Staphylococcus coagulase < 10,0 UFC/g 5,0 x 102 UFC/g
positiva
Salmonella sp Auséncia em 25¢g Auséncia em 25¢g
Clostridios sulfito redutores < 10,0 UFC/g -

Valores médios referentes a trés determinagdes.

Mesmo nédo sendo exigida pela legislacao brasileira, foi determinada a
presenca de Clostridios, devido a susceptibilidade da amostra a deterioragéo
por este grupo de microrganismos. Na gelatina de pele tilapia, nao foi
observada a presencga de Clostridios sulfito redutores.
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Os resultados sugerem que a gelatina de pele de tilapia processada sob

estas condi¢des, apresenta condicdes microbiolbgicas satisfatérias.

3.7 Composicao de aminoacidos e distribuicao de peso molecular da
gelatina

O colageno tipo | € a espécie molecular mais abundante nos vertebrados
e geralmente compreende duas subunidades o4 € uma oy, que formam um
heterotrimero (o4)2 oz (KIMURA et al., 1981). A maioria dos colagenos de
pescado que tém sido estudados consistem nessas duas variedades de
cadeias o (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). No entanto, muitos peixes
teledsteos tém apresentado uma terceira subunidade (o) que ndo tem sido
encontrada nos outros vertebrados (KIMURA et al., 1987). Kimura (1992)
relatou a presenca da terceira subunidade oz, também em espécies de peixes
nao-teledsteas.

A gelatina de pele de tilapia apresentou distribuicdo de peso molecular
tipica de colageno tipo |, apresentando bandas correspondentes as cadeias o4
e oe (~ 100KD) (Fig. 1). Sob as condi¢cbes experimentais deste trabalho, ndo
foram observadas cadeias o3 no entanto, nota-se a presenca de peptideos de
baixo peso molecular e pequena fragdo de B componentes (~ 200KDa). A
gelatina utilizada para a andlise de peso molecular e todas as demais
caracterizagdes, foi obtida sob as mesmas condi¢gbes de extracdo da amostra
que apresentou maior forca de gel na etapa anterior do trabalho. Conhece-se
que a forga de gel € dependente do conteudo relativo de cadeias com o, § ou ¢y
componentes, agregados de alto peso molecular e fragmentos de proteina de
baixo peso molecular (JOHNSTON-BANKS, 1990; GOMEZ-GUILLEN et al.,
2002). No gel da analise eletroforética, constatou-se a presenca de dimeros (B
componentes), porém, aparentemente em menor quantidade que os demais
constituintes. Essa redugcdo pode ter ocorrido em fungdo da hidrélise
pronunciada da molécula, formando peptideos de menor peso molecular, como
pode ser observado (Fig. 1). Outra possivel explicacdo seria 0 congelamento
prévio das peles; segundo, Fernandez-Diaz, Montero e Gomez-Guillen (2003) a

estrutura molecular da gelatina é afetada pelo congelamento prévio da pele,
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pois reduz a quantidade de dimeros e trimeros das a-cadeias e polimeros de

alto peso molecular.

a b
200KDa
p componentes /'
110 KDz
l!.1 ’/’
«z
compostos 45 KDa
de baixo v

peso -~
molecular

Figura 1 - Analise eletroforética da gelatina por SDS em gel de poliacrilamida: a) gelatina de
pele de tilapia; b) marcador padrdo de proteina HiMark™ Unstained Protein Standard
(Invitrogen)

As propriedades funcionais da gelatina sdo dependentes da distribuicao
de seus pesos moleculares e da sua composicdo de aminoacidos
(JOHNSTON-BANKS, 1990). Sabe-se que além da distribuicdo dos diferentes
componentes do colageno (cadeias o, e Yy componentes) e da razdo entre
cadeias a4 € ap, diferencas no conteudo de iminoacidos sdo determinantes
para o comportamento da gelatina (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-
GUILLEN, 2002).

A tab. 7 apresenta a composicao de aminodacidos da gelatina de pele de
tildpia. Verifica-se que o conteudo de imino&cidos (prolina + hidroxiprolina) foi
de 21,67%. Segundo Gilsenan e Ross-Murphy (2000), o contetdo total de
iminoacidos é tipicamente em torno de 24% para mamiferos e de 16-18% para
a maioria das espécies de pescado. A gelatina de pele de tilapia apresentou
teor de iminoacidos superior aos valores relatados para outras espécies de
pescado, no entanto, substancialmente inferior aos relatados por Grossman e
Bergman (1992), para tilapia sp, que se situam em torno de 25%.

Jamilah e Harvinder (2002) reportaram conteudo total de aminoacidos
superior para gelatinas de pele de tilapia negra, quando comparado a tilapia
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vermelha. No entanto, ambas apresentaram altos teores de glicina e treonina e
baixo teor de prolina. Os valores superiores para forga de gel (tab. 8) relatados
neste estudo, em relacdo aos citados pelos autores mencionados,
possivelmente deve-se ao maior conteudo de prolina encontrado na gelatina
desta espécie. Sabe-se que a estabilidade das gelatinas, tem sido reportada
ser proporcional ao conteudo total de imino&cidos (prolina e hidroxiprolina)
(MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000).

Sabe-se, que o teor dos iminoacidos pode variar significativamente de
acordo com a espécie do pescado (BALIAN; BOWES, 1977; GUDMUNDSSON;
HAFSTEINSSON, 1997; MUYONGA; COLE; DUODU, 2004b). Outros grupos
de pesquisa (GIMENEZ; GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2005;
JONGJAREONRAK et al., 2006; CHIOU et al., 2006; CHEOW et al., 2007;
KASANKALA et al., 2007; ARNESEN; GILDBERG, 2007) ja relataram em seus
trabalhos, diferentes teores de iminoacidos em gelatinas extraidas de outras
espécies [linguado de Dover (18%), perca olhuda e perca vermelha (~22,5%),
polaca do Alasca e salmao rosa do Alasca (~16%), corvina do Norte do
Atlantico (~12%), castanha-riscada de asa curta (~10%), carpa capim (~19%), e
salmdo do Atlantico (~17%)], encontrando conteldos de iminoacidos que

variam entre 10 e 22,5%.
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Tabela 7 - Composicao de aminoacidos da gelatina de pele de tilapia.

Aminoacidos 0/100g de proteina
Lisina 3,52
Histidina 1,03
Arginina 8,25
Ac. Aspartico 5,15
Treonina 2,85
Serina 3,04
Ac. Glutamico 9,35
Prolina 12,64
Glicina 23,74
Alanina 10,85
Cistina -
Valina 2,17
Metionina 1,45
Isoleucina 0,93
Leucina 2,36
Tirosina 0,62
Fenilalanina 2,15
Hidroxiprolina 9,03
Hidroxilisina 1,52
Imino&cidos (pro+Hip) 21,67

Altos conteudos dos acidos glutamico (9,35) e aspartico (5,15) foram
determinados. E conhecido que, durante a hidrélise &cida, parte dos
aminoacidos glutamina e aspargina sao convertidos a suas formas &cidas. O
conteudo de alanina (10,85) foi ligeiramente superior ao relatado por Grossman
e Bergman (1992) para gelatina de tilapia sp. (9,27). A alanina, juntamente com
a prolina e hidroxiprolina, & encontrada na regido n&o-polar da cadeia, onde a
seqliéncia de aminoéacidos Gly-Pro-X predomina (LEDWARD, 1986). O alto
conteudo desses aminoacidos vem sendo descrito como principal responsavel
pelas melhores propriedades viscoelasticas da gelatina de tilapia, quando
comparada com gelatinas de peixes de &agua fria (SARABIA; GOMEZ-
GUILLEN; MONTERO, 2000).
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3.8 Forca de gel da gelatina

Gelatinas comerciais geralmente possuem for¢ca de gel de 90 — 300g
(JONES, 1977), sendo, principalmente esta, a propriedade fisica que determina
o seu valor comercial (WAINEWRIGHT, 1977). Na Fig. 2, podemos observar
que a forga de gel da gelatina de pele de tilapia (221 g) é intermediaria aos
valores reportados por Jamilah e Harvinder (2002) para gelatinas de pele de
tildpia negra (180,769) e vermelha (128,11g) e Grossman e Bergman (1992)
para tilapia sp. (263g). Zhou e Regenstein (2005) e Cho, Gu e Kim (2004)
relataram valores de for¢a de gel para gelatinas de polaca do Alasca e atum de
cauda amarela de 400g e 4269, respectivamente, consideravelmente maiores
aos encontrados neste trabalho. Gomez-Guillén et. al. (2002), reportaram
diferencas na forga de gel para gelatinas obtidas de pele de linguado (~ 3509),
linguado areeiro (340g), bacalhau (70g) e merluza (100g). As variagdes acima
observadas poderiam ser explicadas por diferengas entre os processos de
obtencao da gelatina e o contetdo de iminoacidos das respectivas espécies de
pescado. Sabe-se que as propriedades da gelatina sao largamente
influenciadas pelo processo de extracao e pelo colageno original (JOHNSTON-
BANKS, 1990), que pode variar significativamente de acordo com a espécie
(GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON, 1997; MUYONGA; COLE; DUODU,
2004a), sendo largamente dependente da temperatura do habitat do peixe
(BALIAN; BOWES, 1977).

Force (kg) 1 3 4
0,24 F

12
Tempo (s)
0,02

Figura 2 — Determinagao da forga de gel na amostra de gelatina de pele de tilapia, submetida a
refrigeracéo a 7 £ 1°C (temperatura de maturagao) por 18 £ 1 h.
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A gelatina de pele de tilapia apresentou conteudo de iminoacidos de
21,67% (tab.7) com teores de prolina e hidroxiprolina de 12,64 e 9,03,
respectivamente. Segundo Arnesen e Gildberg (2002), a baixa forga de gel em
gelatinas est4 diretamente relacionada a baixos conteudos de hidroxiprolina.
Conhece-se que variagbes na quantidade desse iminoacido ocasionam menor
formacdo de pontes de hidrogénio da gelatina em solugdes aquosas
(NORLAND, 1990). Acredita-se que a hidroxiprolina seja o fator mais
determinante para a estabilidade das gelatinas, devido a sua habilidade para
formar pontes de hidrogénio através do grupamento ~ OH, embora a prolina
também seja importante (LEDWARD, 1986).

O prolongamento do tempo de maturacao para 42 e 66h propiciou uma
elevacdao média de 12% e 14%, respectivamente, na forca de gel da gelatina
(tab. 8). Sabe-se que o tempo de maturacdo e temperatura influenciam nas
propriedades dos géis de gelatina (KOLODZIEJSKA et al., 2003). Arnesen e
Gildberg et al. (2007) relataram aumento de 250% na for¢a de gel da gelatina
de pele de bacalhau, quando o tempo de estocagem foi prolongado para 144h
(6 dias). O fortalecimento do gel durante a maturacdo € principalmente
atribuido a regeneracgéo da estrutura helicoidal pelas cadeias polipeptidicas do
coldgeno e a formacdo de ligagbes de hidrogénio entre os aminoacidos
hidroxilados e as moléculas de agua (HAUG; DRAGET; SMIDSROD, 2004;
ARNESEN; GILDBERG, 2007).

Tabela 8 — Forca de gel da gelatina de pele de tildpia em diferentes tempos de

maturacgao.

Forca de gel (Q) Forcade gel (g) Forca de gel (g)

Gelatina de pele de
18+1h 42+1h 66+1h

tilapia

221 249 253

Valores médios referentes a trés determinagdes.

3.9 Propriedades viscoelasticas

As temperaturas de geleificacdo e fusdo das gelatinas vém sendo
relacionadas com a proporcdo de prolina e hidroxiprolina da molécula de
colageno original (LEDWARD, 1986; GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000;
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HAUG; DRAGET; SMIDSROD, 2004), e com o tratamento utilizado no
processo (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002).
Portanto, os pontos de geleificacdo e fusdo das gelatinas sao fortemente
dependentes da sua distribuicido de peso molecular e composicdo de
aminoacidos (JOHNSTON-BANKS 1990). Como relatado anteriormente, a
gelatina de pele de tildpia apresentou distribuicdo de peso molecular tipica de
colageno tipo | e conteudo de iminoacidos (21,67%) inferior aos valores
relatados para maioria das gelatinas derivadas de mamiferos, que sdo, em
geral, de aproximadamente 24% (GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000).

O comportamento dos médulos de elasticidade G’, viscosidade G” (a) e
angulo de fase & (b), monitorados durante o resfriamento de 40°C para 7°C,
podem ser observados na Fig. 3. Em temperatura proxima a 25°C observa-se o
incremento do modulo elasticidade G’ em relagcdo ao modulo viscosidade G”
(Fig. 3 a), denotando o inicio do processo de geleificacdo; efeito confirmado
pelo decréscimo do éangulo de fase & (Fig. 3 b), demonstrando o
comportamento viscoelastico da gelatina e a tendéncia ao predominio do
componente elastico, abaixo dessa temperatura. Entdo, o processo ocorre
rapidamente até o ponto de geleificacao (gelling point), em torno de 21°C, onde

acontece a interseccao dos médulos de elasticidade G e viscosidade G”.

gelatina pele de tilapia 1 02 angulo de fase

3 =f(T)

, : ; . ; | . O e —
10 15 2T0[(§]5 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
TI[°C]

Figura 3 — Mo6dulos de elasticidade G’ e viscosidade G” (a) angulo de fase 9, (b) durante
resfriamento de 40°C para 7°C da amostra de gelatina de pele de tilapia.

O comportamento viscoelastico da gelatina, sob subseqlente
aquecimento, pode ser observado na Fig. 4. O processo de fusao da gelatina
tem inicio, quando a temperatura esta em torno de 12°C, como pode ser
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observado pelo aumento do angulo de fase (Fig. 4 b), resultante do decréscimo
do modulo elasticidade G’ em relagcdo ao modulo viscosidade G”. Com a
tendéncia continua ao decréscimo do componente elastico G’ o ponto de fusao

(melting point) € observado em temperatura proxima a 25°C (Fig. 4 a).

104 gelatina pele tilapia 1 02 angulo de fase
108

R
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100.
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Figura 4 — Mddulos de elasticidade G’ e viscosidade G” (a) angulo de fase 9, (b) durante
aquecimento de 7°C para 40°C da amostra de gelatina de pele de tilapia.

Para avaliacao da influéncia do frio sobre as propriedades viscoelasticas
da gelatina, a amostra foi mantida a temperatura de 7°C, por alguns minutos,
antes de iniciar-se o aquecimento. Choi e Regenstein (2000) e Fernadéz-Diaz,
Montero e Gomez-Guillén (2003), relataram em seus trabalhos grande
influéncia do tempo de maturagdo, sobre as propriedades viscoelasticas da
gelatina de pescado, aumentando seus pontos de fusdo. Como pode ser
observado na Fig. 3 a, ocorre consideravel aumento do modulo elasticidade G’
durante o intervalo demonstrado. Segundo, Gémez-Guillén et al. (2002), esta
elevagao da elasticidade é resultante da rapida maturacao causada pelo frio.

3.10 Viscosidade

Sob aspecto de funcionalidade, a viscosidade da solucao de gelatina é a
segunda mais importante propriedade fisica da gelatina (COLE, 2006).
Gelatinas com baixa viscosidade resultam em géis frageis, enquanto gelatinas
de alta viscosidade produzem géis consistentes e extensiveis
(WAINEWRIGHT, 1977). A viscosidade das gelatinas também é um importante

parametro para determinacgao de seu valor comercial.
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Na tab. 9 observa-se que a gelatina apresentou maior viscosidade
(5,98cP) que o valor descrito por Grossman e Bergman (1992) para gelatina de
pele de tilapia sp. (5,1cP). Segundo Gudmundsson (2002) o comportamento
viscoso da gelatina é resultante da espécie e das condigdes de processo,
utilizados na sua manufatura. Sabe-se que a viscosidade das gelatinas &
parcialmente influenciada pela distribuicdo de pesos moleculares e
polidispersia (SPERLING, 1985; GUDMUNDSSON; HAFSTEINSSON, 1997;
JAMILAH; HARVINDER, 2002). Segundo Johnston-Banks (1990), a
viscosidade das gelatinas aumenta com a maior quantidade de compostos de
alto peso molecular. No caso da gelatina de pele de tilapia, a analise
eletroforética (Fig. 1) demonstra a presenga de pequena fragdo de f
componentes (~ 200KDa) que, possivelmente, contribuiram para o aumento da
viscosidade; no entanto, ndo se observa a presenca de compostos com maior
peso molecular. Valores de viscosidade para a maioria das gelatinas
comerciais tém sido reportados entre 2,0 - 7,0cP, e acima de 13,0 cP para
gelatinas  especiais  (JOHNSTON-BANKS, 1990; GUDMUNDSSON;
HAFSTEINSSON, 1997; JAMILAH; HARVINDER, 2002).

Tabela 9 — Viscosidade da gelatina de pele de tilapia em diferentes tempos de

maturacgao.
Viscosidade (cP) Viscosidade (cP) Viscosidade (cP)
Gelatina de
. 18 1 h 42+1 h 66 +1 h
pele de tilapia
5,98 6,32 6,35

Valores médios referentes a trés determinagdes.

Pode-se observar o comportamento viscoso da gelatina submetida a
diferentes tempos de maturagdo (tab. 9), onde se nota um incremento de
5,70% na viscosidade com o aumento do tempo de maturagdo para 42+1h; no
entanto, o prolongamento do tempo para 66 £1h somente aumentou em 6,20%
a sua viscosidade. Comportamento similar foi observado na forga de gel da
gelatina de pele de tilapia.
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4 Conclusoes

O processo teve baixo rendimento, e a gelatina obtida possui distribui¢cao
de peso molecular tipica de colageno tipo | com conteddo de iminoacidos
(prolina + hidroxiprolina) de 21,67%. A for¢a de gel e viscosidade aumentaram
com o prolongamento do tempo de maturagcdo e os pontos de fuséo e
geleificagdo foram de 25°C e 21°C, respectivamente. A gelatina apresentou
coloragdo amarela esbranquicada, baixo conteddo ibnico e padrdes
microbiolégicos que atendem as exigéncias da legislacdo brasileira. A
composicdo centesimal foi semelhante ao das gelatinas comerciais, com teor

de umidade ligeiramente elevado.
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Capitulo 3 - EFEITO DE AGENTES NAS

PROPRIEDADES FUNCIONAIS DA GELATINA DE
PELE DE TILAPIA (Oreochromis urolepis
hornorum) EM DIFERENTES VALORES DE pPH
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RESUMO

Foram avaliados os efeitos de varios agentes em duas diferentes
concentracbes e valores de pH (5,0 e 8,0) nas propriedades funcionais da
gelatina de pele de tilapia (Oreochromis urolepis hornorum) e comparados com
a gelatina sem adicdo de agentes e gelatina comercial de mamiferos. Os
agentes testados, nas concentracdes especificadas (sacarose 4 e 8% (p/v),
glicerol 5 e 10% (v/v), NaCl 0,3 e 0,8mol/L, MgCl, 0,3 e 0,8mol/L, MgSO,4 0,3 e
0,8mol/L, KCI 0,3 e 0,8mol/L e transglutaminase 10 e 15mg/mL) geraram ligeira
modificagdo na turbidez e levaram a um incremento da viscosidade. As
propriedades reoldgicas variaram em proporgcdes diferentes, dependendo do
agente, concentracdo e pH do meio. Com as suas incorporagdes, o tempo
necessario para formagao do gel tende a ser prolongado.

Palavras-chave: Tilapia, pele, gelatina, agentes, propriedades funcionais.

ABSTRACT

The effects of several agents have been evaluated in two different
concentrations and values of pH (5,0 and 8,0) in the functional properties of the
tilapia skin gelatin (Oreochromis urolepis hornorum) and compared to the
gelatin with no agents addition and commercial mammalian gelatin. The agents
tested, in the specified concentrations (sucrose 4 and 8% (p/v), glycerol 5 and
10% (v/v), NaCl 0,3 and 0,8 mol/L, MgCl, 0,3 and 0,8 mol/L, MgSO4 0,3 and 0,8
mol/L, KCI 0,3 and 0,8 mol/L and transglutaminase 10 and 15 mg/mL) have
generated slight modification in the turbidity and led to an increase of viscosity.
The rheological properties have varied in different proportions, depending on
the agent, concentration and pH. With its incorporations, the setting time tends
to be prolonged.

Key-words: Tilapia, skin, gelatin, agents, functional properties.

1 Introducao

Nos ultimos anos tem aumentado gradativamente o interesse por
subprodutos da industria pesqueira, os quais sao considerados hoje como
potencial fonte de recursos para exploragdo. Os subprodutos do
processamento de pescado sdo excelente matéria-prima para preparagdo de
alimentos de alto valor protéico (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). Com o seu
aproveitamento alternativo, é possivel reduzir os custos, maximizando os lucros

das industrias e minimizando problemas de poluicado ambiental.
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Existe um crescente interesse em utilizar gelatina de pescado com
propositos técnicos avangados, bem como para a substituicdo da gelatina de
mamiferos na producdo de alimentos (GILDBERG; ARNESEN; CARLEHOG,
2002). Embora as gelatinas de mamiferos e aves tenham sido extensivamente
estudadas, pouco € conhecido sobre as gelatinas de pescado (NORLAND,
1990; OSBORNE; VOIGHT; HALL, 1990; GROSSMAN; BERGMAN, 1992;
HOLZER, 1996; GUDMUNDSSON; HAFFSTEINSSON, 1997; SARABIA;
GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2000). Uma das principais restricdes a
utilizacdo da gelatina de pescado, deve-se a suas inferiores propriedades
reolégicas quando comparada a gelatina de mamiferos (CHOI; REGENSTEIN,
2000; CHO; GU; KIM, 2004), o que restringe a sua gama de aplicacoes.

Géis sao formados quando, em solugcdo, moléculas de gelatina sao
parcialmente reestruturadas, assumindo a estrutura do colageno (JOHNS;
COURTS, 1977). Esse processo de geleificacdo envolve a transicdo de um
enrolamento sem forma definida para tripla hélice da gelatina (MONTERO;
FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN, 2002). Essa temperatura de transigao
€ denominada ponto de geleificacdo; do mesmo modo, o ponto de fusdo é
relatado como o ponto de desnaturacdo dessa estrutura. As temperaturas de
geleificagédo e fusdo das gelatinas sdo dependentes da proporgédo de prolina e
hidroxiprolina da molécula de colageno original (LEDWARD, 1986; GILSENAN;
ROSS-MURPHY, 2000; HAUG; DRAGET; SMIDSROD, 2004), e do pré-
tratamento empregado (MONTERO; FERNANDEZ-DIAZ; GOMEZ-GUILLEN,
2002).

Substancias modificadoras de gelatina podem ser usadas para obter
propriedades reoldgicas desejaveis, podendo ser utilizados solutos, como sais,
glicerol e enzimas (FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2001).
Eletrélitos, em geral, influenciam as propriedades biofisicas (inchamento,
solubilidade, gelatinizacdo, viscosidade e capacidade de retengcédo de agua) de
proteinas, dependendo da forca i6nica e pH do sistema (ASGHAR,;
HENRICKSON, 1982). Nao-eletrélitos, como acucar e glicerol, usualmente,
conduzem a um aumento na forca de gel das gelatinas (FERNADEZ-DIAZ;
MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2001).

Conhece-se que a adigao de diferentes sais influencia na temperatura de
fusdo e rigidez de gelatinas de animais de sangue quente (HARRINGTON;
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VON HIPPEL, 1961); portanto, sais podem ser utilizados para desencadear
interacdes nas gelatinas, alterando suas caracteristicas (ELYSEE-COLLEN;
LENCKI, 1996). Agentes promotores de ligacdes cruzadas também podem ser
utilizados para melhorar as propriedades reolédgicas das gelatinas. Entre eles o
glutaraldeido € uma boa alternativa, devido a sua reatividade com o grupo
amino e seu baixo custo, no entanto, existem alguns relatos sobre sua toxidade
(CHIOU, et al.,, 2006). Outra possibilidade seria a utilizagdo da enzima
transglutaminase, que forma ligagées covalentes cruzadas entre residuos de
glutamina e lisina, tornando a estrutura da molécula mais estavel.

Este trabalho teve como objetivo, estudar a influéncia de alguns agentes
(sais, transglutaminase, glicerol e sacarose) em diferentes valores de pH (5,0 e
8,0) nas propriedades funcionais (turbidez, forca de gel, ponto de geleificacao,
ponto de fusdo, tempo de formacao do gel e viscosidade) de gelatina extraida

de pele de tilapia.
2 Material e métodos

2.1 Material

Peles frescas de tilapia (Oreochromis urolepis hornorum) recém
filetadas, foram obtidas junto a empresa localizada na cidade de Pato Branco
(Parana, Brasil). As peles foram estocadas a —18°C até sua utilizacdo
(aproximadamente 24 horas depois). Utilizou-se a enzima transglutaminase
(transglutaminase + lactose + maltodextrina, 100 U/g, ACTIVA MP®, Ajinomoto,
Limeira, SP, Brasil), glicerol (Merck, Sao Paulo, SP, Brasil), sacarose e 0s sais:
NaCl, MgCl,, MgSQy4, € KCI (Synth, Sao Paulo, SP, Brasil). Todos os reagentes
que foram utilizados sdo de grau analitico (P.A.).

2.2 Pré-tratamento da matéria-prima

As peles foram lavadas em agua corrente, para retirada do material
superficial aderido, e cortadas em pecas de aproximadamente de 4 cm x 4cm.
Entdo, o material foi submetido a imersdao em solugcédo salina de NaCl 0,2%

(p/v) por 5 minutos, sob agitacao continua.
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2.3 Extracao da gelatina

A extracéo foi realizada conforme parametros definidos em planejamento
fatorial anterior. As peles cortadas e limpas foram submetidas a tratamento
alcalino 1:10 (p/v), em solugdo de NaOH 0,3% (p/v), por periodo de 80 minutos,
a temperatura de 10°C, e a seguir, lavadas em agua corrente para retirada do
alcali em excesso, até pH abaixo de 8. Apds esse procedimento, as peles
foram submetidas a tratamento &cido 1:10 (p/v), em solu¢do de HxSO4 0,3%
(p/v), por 80 minutos, e posteriormente, lavadas em &gua corrente até pH
proximo a neutralidade. As peles foram entdo submetidas a um segundo
tratamento acido 1:10 (p/v), em solucado de acido citrico 0,7% (p/v) , por 80
minutos, e lavadas em agua corrente até pH préximo a neutralidade.

A extracdo da gelatina foi realizada em biorreator BIOSTAT B (B. Braun
Biotech International, Alemanha) em agua deionizada, por 6h, a temperatura de
45°C, mantendo a proporcdo de 2mL de solugdo para 1g de pele. Apos a
extracdo, o material foi filtrado em funil de Blchner com papel de filtro
Whatman n® 4, liofilizado e moido.

2.4 Preparo das amostras

As amostras de gelatina 6,67% (p/v) foram preparadas sob agitacao
constante, por 30 minutos, a 45°C, em agua deionizada, pela dissolugdo em
solugdes com valores de pH 5,0 e 8,0, ajustados pela adigdo de HCI 0,1mol/L e
NaOH 0,1mol/L. Foram preparadas amostras de gelatina de mamiferos (GP),
gelatina de pele de tilapia (GC) e gelatina de pele de tilapia contendo os
seguintes agentes e respectivas concentracdes: sacarose 4% (p/v) (SA1) e 8%
(p/v) (SA2); glicerol 5% (v/v) (GL1) e 10% (v/v) (GL2); NaCl 0,3mol/L (Na1) e
0,8mol/L (Na2); MgCl, 0,3mol/L (Mg1) e 0,8mol/L (Mg2); MgSO,4 0,3mol/L
(MgS1) e 0,8mol/L (MgS2); KCI 0,3mol/L (Kc1) e 0,8mol/L (Kc2); e
transglutaminase 10mg/mL (TG1) e 15mg/mL (TG2).

2.5 Avaliacao da turbidez
A turbidez foi mensurada logo apdés a preparacdo das amostras. A
determinacao foi realizada em turbidimetro Quimis (mod. Q -179P —TURB),

segundo método descrito por Cole e Roberts (1996).
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2.6 Forca de gel

Apods o preparo, as amostras foram submetidas a refrigeracdo a 7 = 1°C
(temperatura de maturagédo) por 18 + 1h. A forgca de gel foi determinada
utilizando analisador de textura (Stable Microsystems, Surrey, Inglaterra),
modelo TA-XTplus, com célula de carga de 5kg, e velocidades de pré-teste,
teste e pés-teste de 1,5mm/s, 1,0mm/s e 1,0mm/s, respectivamente. Utilizou-se
haste cilindrica de Teflon® de 1,27cm de diametro, com base plana. A haste foi
forcada a 4mm dentro da amostra a temperaturas entre 8 e 10°C, e a forca

maxima(g) determinada.

2.7 Viscosidade

As gelatinas, apds o preparo, foram submetidas a refrigeragdo a 7 + 1°C
(temperatura de maturacao) por 18 £ 1h e suas viscosidades determinadas
segundo método da British Standard Institution (B.S.l., 1975). A amostra foi
derretida em banho a 45°C e transferida para o viscosimetro de Ostwald-Fensk
(n® 100). O viscosimetro foi colocado em banho a 60°C e aguardou-se 10
minutos para a estabilizagdo da temperatura, sendo entdo, a viscosidade
determinada.

2.8 Propriedades viscoelasticas

As propriedades viscoelasticas foram determinadas em redbmetro marca
Haake modelo Rheostress RS-150 (Haake, Karlsruhe, Alemanha), utilizando
software Rheowin Job Manager. Utilizou-se para o estudo dinamico
viscoelastico cone-placa de 35mm de didmetro e 1% de angulo com gap =
0,14mm. As amostras foram preparadas como descrito anteriormente, logo
antes do inicio das andlises.

As amostras foram submetidas a uma rampa de temperatura, sendo
resfriadas de 40°C para 7°C, e voltando a ser aquecidas até 40°C. Os
experimentos foram realizados em tensdo de 3,0Pa, freqiiéncia de 1Hz e taxa
de variacdo de temperatura de 0,5°C/min, monitorando-se o processo de
geleificacao através dos médulos de elasticidade G e viscosidade G”. O ponto
de geleificacdo (gelling point) foi determinado no ponto de interseccdo dos
médulos G e G” durante o resfriamento da amostra, segundo metodologia de
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Gudmundsson (2002). O ponto de fusado (melting point) foi determinado do
mesmo modo, durante subseqiente aquecimento. O angulo de fase (8) foi
representado em funcao da temperatura para observacdo do comportamento
viscoelastico da amostra.

O tempo de formacdo do gel (setting time) foi determinado como o
tempo em minutos entre a Ultima temperatura do maximo angulo de fase e a
primeira temperatura do minimo angulo de fase. As amostras foram mantidas a
7°C durante alguns minutos antes de serem aquecidas até 40°C, para a
avaliagdo do comportamento dos médulos de elasticidade G e viscosidade G”
em temperatura padréo.

3 Resultados e discussao

As propriedades funcionais das gelatinas sdo determinantes para reger
sua aplicabilidade. De maneira simplificada, a turbidez pode ser considerada
como a redugdo da transparéncia, devido a presenca de matéria em
suspensdo. Como pode ser verificado nas Fig. 1 e 2, os agentes testados nas
concentragbes especificadas, geraram ligeira modificacdo na turbidez; no
entanto, ndo houve comportamento similar entre eles. Pode-se verificar nos
dois valores de pH avaliados, que os menores valores de turbidez foram
observados quando adicionados MgSQO,4 0,3mol/L e KCI 0,3mol/L; enquanto, a

adicao de sacarose 8% (p/v) resultou em consideravel aumento da turbidez.
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GP - gelatina de mamiferos
9 GC - gelatin:

i 8 — Na1-GC+ cl
+ cloreto de sédio 0,8 mol/L

2 = 62 Mg1 - GC + cloreto de magnésio 0,3 moliL

— [ R—— Mg2 - GC + cloreto de magnésio 0. moliL
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Figura 1 — Valores de turbidez das amostras de gelatina de pele de tilapia em pH 5,0.
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Nao foram observadas diferencas na turbidez em funcdo do pH da
solugdo. Dependendo da posterior aplicagdo da gelatina, a turbidez pode ou
nao ser um atributo importante (COLE, 2006).

85 GP - gelatina de mamiferos
-l GC - gelatina dpldtlp
TG1 - GC + transglutaminase
TG2 - GC + transgluta
7 ] SA1 - GC + sacarose 4%
- o SA2 - GC + sacarose 8%
n 67 67 68 GL1 - GC + glicerol 5%

65 = e ] GL2 - GC + glicerol 10%
m 63 €3 61 Nai - GC + cloreto de sédio 0,3 mol/L
0 — NaZ - GC + cloreto de sodio 0,3 mol/L

Mg1- GC+ l:lnretn de magnésio 0, 3 mnI/L

Mg2 - GC + clor 8
MgS1_GC + sulfato o
50 MgS2 - GC + sulfato d
Kol - GC + clorto do
KcZ - 6C + cloreto de pnla

Tubidez (NTU)

GP  GC TGl TGz SA  SAZ GL1  GLZ  Nal MNaZ Mgl Mg MgS1 MgS2  Kel  Ke?

Figura 2 — Valores de turbidez das amostras de gelatina de pele de tilapia em pH 8,0

Todos os agentes levaram a um incremento da viscosidade da solugédo
de gelatina, independente da concentracao e pH avaliados. Em pH 5,0, glicerol
(ambas concentragdes) gerou as maiores elevagdes na viscosidade,
alcangando valores de 6,24cP e 7,45cP (Fig. 3). Esse aumento na viscosidade
pode ser resultante da alteracdo na disposicdo da agua circundante as
moléculas de gelatina, com a consequiente quebra/formagéo de ligagbes de
hidrogénio e exposicao de sitios hidrofébicos da cadeia protéica, devido a
interagdes ocorridas com o0s agentes. Essas alteragbes geram mudancgas
conformacionais, levando a um desdobramento pronunciado das cadeias da

gelatina, acarretando um aumento da sua viscosidade.

8,00

745 GP - gelalma de mamiferos
s GC - gelatina de pele de tilipia
T61-6C+ lransglulammase 10 mg/mL
7.00 TGZ - GC + transglutaminase 15 mg/mL
smrsc sa:amsea%
622 624 SAZ . GC + sacarase

595 m 601 GL1—GC gllcernlﬁ%
6,00 S8 = g s 6L2.6C+
545 [ i Mal-GC+ clnmmaesﬂuinua mnI/L
sor 515 32 513 [ 509 Na2 - G[_‘f
5,00 ] T am MgZ GC clor

4,56 plaks MgS1 -GC + suuam de m

MgS2 - GC + sulfato de m:
Kel -GC + I:Inrem de pota mol
4,00 Kc2 - GC + cloreto de potassio [I 8 muI/L

Viscosidade (cP)

3,00

2,00

GP  GC TG1 T62 SA1 SAZ GL1 G2 MNal Na2 Mgl Mg2 MgS1 MgS2 Kel  Ka2

Figura 3 — Valores de viscosidade das amostras de gelatina de pele de tilapia em pH 5,0.
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Todas as gelatinas, com excec¢ao daquela adida de MgSO, 0,8 mol/L,
apresentaram menores valores de viscosidade em pH 8,0 (Fig. 4). A
proximidade ao ponto isoelétrico, possivelmente, possibilitou maior agregacao

entre as fragdes protéicas, levando a reducdo da viscosidade da solugéo.

700

6,64 GP - gelatina de mamiferos
m ilapi

5,95
6,00 > 5,90

5,30 — 535 540 o
510 505 g 1 5,00 GL2 - GC + glicerol 10%
500 [ 480 475 s T — 180 Nal - GC + cloreto de sodio 0,3 moliL
o = NaZ - GC + cloreto de sadio 0,8 mol/L
435 My1 - GC + cloreto de magnésio 0,3 maliL
420 — My2 - GC + cloreto de magnésio 0,8 mol/L

1,00

0,00

GP GC 161 162 SA1 SA2 GlL1 GL2 Nal Na2 Mgl Mg2  MgS1  MgS2  Kel Ke2

Figura 4 — Valores de viscosidade das amostras de gelatina de pele de tilapia em pH 8,0.

Para a avaliagdo das propriedades viscoelasticas, as gelatinas foram
mantidas a 7°C por alguns minutos, antes de iniciar-se o aquecimento. A
escolha dessa temperatura, como padrdo para analisar o seu comportamento,
deve-se aos relatos da rapida maturacdo causada pelo frio (CHOI;
REGENSTEIN, 2000; FERNADEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN,
2003), levando a alteragbes da sua elasticidade. As amostras variaram em
proporcdes diferentes dependendo do agente, da concentracdo e do pH do
meio. Na Fig. 5 pode-se constatar que a gelatina apresentou consideravel
aumento do seu modulo elasticidade (G’), quando adicionados MgSO,,
transglutaminase e sacarose em ambas as concentragdes e pH 5,0. Condicdes
semelhantes foram observadas no comportamento do médulo viscoso (G”),
exceto nas amostras contendo sacarose, que, contrariamente ao ocorrido no
mddulo elasticidade (G”), apresentaram redugdo em relagdo a amostra

controle.
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Figura 5 — Valores do médulo de elasticidade (G’) e médulo viscosidade (G”), das amostras de
gelatina de pele de tilapia, mensurados a 7°C em valores de pH 5,0 e 8,0, plotados em fungéo
da ponto de fusao (melting point).

A acdo desses agentes sobre as propriedades viscoelasticas da gelatina
€ comprovada sob subseqlente aquecimento, onde verifica-se que a
temperatura de fusdo (Fig. 8 e 9) aumentou consideravelmente quando foram
incorporados. Ja, a adicao de glicerol gerou sensivel aumento no mddulo
viscosidade (G”) das amostras, mas praticamente nado alterou o mddulo
elasticidade (G’) e o ponto de fusdo da gelatina.

Assim como observado para temperatura de fuséo, a adicdo de MgSOQO,,
transglutaminase e sacarose propiciaram a elevagdo das temperaturas de
geleificagdo (gelling point) das gelatinas, exceto na amostra contendo MgSQO4
0,3mol/L em pH 8,0, que apresentou igual valor ao controle (Fig. 6 e 7). De
modo geral, as temperaturas de geleificacao tendem a ser menores em pH 8,0,
no entanto, nenhuma diferenca acentuada foi observada.
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2 2 Na2 - GC + cloreto de sédio 0,8 moliL
M M 2 Mg1 - GC + cloreto de magnésio 0,3 mol/L
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Ponto de geleificagdo (°C)

0
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Figura 6 — Valores dos pontos de geleificagao (gelling point) das amostras de gelatina de pele
de tilapia em pH 5,0.

Os pontos de fusdo e geleificacdo, das amostras contendo
transglutaminase, aumentaram consideravelmente principalmente em pH 5,0. A
reatividade desta enzima esta diretamente relacionada ao perfil de aminoacidos
da proteina, visto que a mesma catalisa ligagdes covalentes cruzadas entre os
residuos de glutamina e lisina, propiciando maior estabilidade ao gel. De
acordo com Fernadez-Diaz, Montero e Gdmez-Guillén (2001) o efeito da

transglutaminase depende da maneira e quantidade adicionada.
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Figura 7 — Valores dos pontos de geleificagao (gelling point) das amostras de gelatina de pele
de tilapia em pH 8,0.

As solugdes de gelatina, adicionadas de NaCl, KCI e MgCl, em ambas
as concentracbes e valores de pH, apresentaram redugcdo do seu modulo
elasticidade (G’) (Fig. 5). Uma possivel explicagdo para este comportamento,
pode ser a concentragdo testada para esses sais, onde alta forca ibnica
poderia levar a um acentuado desdobramento das cadeias da proteina,
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prejudicando a formacao de zonas de juncdo e a subsequiente formacao da
hélice da gelatina. Na Fig. 8 verifica-se que as mesmas amostras em valor de
pH 6,0, apresentaram reducao da temperatura de fusdao em relacdo a amostra
controle (GC), com exce¢ado da solugcédo de gelatina contendo MgCl, 0,3mol/L,
que apresentou igual temperatura de fusao.

40
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% GC - gelatina de pele de tildpia
TG1 - GC + transglutaminase 10 mg/mL
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Mg1 - GC + cloreto de magnésio 0,3 mol/L
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Figura 8 — Valores dos pontos de fusao (melting point) das amostras de gelatina de pele de
tilapia em pH 5,0.

De modo geral, os sais de cloreto levaram a redug¢des nas propriedades
viscoelasticas da gelatina, enquanto, a adicdo de MgSQO4 (sal contendo ion
Mg?*) claramente maximizou as propriedades reolégicas avaliadas; no entanto,
este efeito nao foi verificado quando adicionado MgCl,, o que pode ter ocorrido
devido a presenca do anion CI” . Possivelmente, o maior tamanho do ion
sulfato impediu sua aproximagdo dos centros positivamente carregados da
proteina, onde os ions cloreto por possuir menor didmetro, conseguiram
aproximar-se e interagir mais facilmente. A permanéncia livre, em solugéao
aquosa, dos ions sulfato permitiu entdo pronunciada reatividade com as
moléculas de &gua circundantes, elevando o numero de interacdes
eletrostaticas, permitindo maior abertura das cadeias protéicas, aumentando a
probabilidade da formag¢ao de zonas de jungédo. A adigdo de sais contendo o
ion cloreto resultou em redugdées no médulo viscosidade (G”), e de modo geral,
esse mddulo tende a apresentar valores menores em pH 8, 0 (Fig. 5).
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Figura 9 — Valores dos pontos de fusdo (melting point) das amostras de gelatina de pele de
tilapia em pH 8,0.

Nas Fig. 10 e 11 pode-se observar que a forgca de gel da gelatina
aumentou consideravelmente quando foi adicionado MgSO, 0,8mol/L,
alcangando valor ligeiramente superior ao da amostra de gelatina de mamiferos
(GP) e consideravelmente maior que da gelatina de pescado controle (GC).
Sarabia, Gémez-Guillén e Montero (2000) e Fernandez-Diaz, Montero e
Gomez-Guillén (2001), observaram aumento na forca de gel de gelatinas de
outras espécies de pescado, quando adicionado esse sal, atribuindo tal efeito a
promog¢ao de maior numero de interacOes eletrostaticas, com a formagéo de

zonas de juncao adequadas, devido ao correto desdobramento da estrutura.
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Figura 10 — Valores da forga de gel das amostras de gelatina de pele de tilapia em pH 5,0.

Transglutaminase, sacarose e  glicerol também  elevaram
consideravelmente a forca de gel da gelatina, quando incorporados. Choi e
Regenstein (2000) avaliaram o efeito da adicdo de sacarose em varias

gelatinas, observando que o aumento no conteudo adicionado, resulta em



111

elevacdao da forca de gel. Naftalian e Symons (1974) sugeriram que esse
aumento da for¢ca de gel, ocorre devido a sacarose atuar estabilizando as
ligacdes de hidrogénio. Sabe-se que essas ligacdes desempenham papel
fundamental na estabilidade térmica, onde, as superiores propriedades
reologicas de gelatinas de mamiferos sao atribuidas a sua distribuicdo de
aminoacidos, principalmente a maior quantidade de iminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) presentes. Acredita-se que eles sejam determinantes para
formacao de pontes de hidrogénio em solugdes aquosas, com a consequente
elevagao da temperatura de geleificagdo (NORLAND, 1990). Segundo Ledward
(1986), o conteudo de hidroxiprolina presente é determinante, devido a sua

habilidade para formar pontes de hidrogénio através do grupamento - OH.
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Figura 11 — Valores da forga de gel das amostras de gelatina de pele de tilapia em pH 8,0.

Como pode ser observado na tab. 1, o tempo para formacao de gel
(setting time) tende a ser prolongado pela adicdo dos agentes. Somente as
gelatinas contendo sacarose apresentaram menores tempos em ambos pHs
quando comparados a amostra controle. Nota-se que, nas amostras contendo
glicerol foram necessarios tempos consideravelmente superiores para a
formacdo do gel. Como citado anteriormente, a adicdo de glicerol,
possivelmente, gerou um pronunciado desdobramento das cadeias da gelatina,
que consequentemente levou a um aumento no tempo necessario para a
subsequente geleificacao.

O tempo necessario para a formagéao do gel foi superior ao controle em
todas as amostras adidas de sais. Conhece-se que o0s sais podem

desencadear interagbes nas gelatinas, alterando suas caracteristicas
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(ELYSEE-COLLEN; LENCKI, 1996). Dentre os sais avaliados, MgSO, (ambos
pHs) conduziu aos maiores tempos de geleificagdo. De maneira geral, o tempo
para formacdo de gel (setting time) tende a ser maior em pH 5,0.
Possivelmente, essa diferenca deve-se a gelatina em pH 8,0 se encontrar mais
proxima do seu ponto isoelétrico, possibilitando a ocorréncia de maior interagéo
entre as cadeias protéicas, permitindo que o processo de geleificagdo ocorra

num menor espago de tempo.

Tabela 1 — Tempo de formacao de gel (minutos) das gelatinas adidas de varios

agentes em diferentes concentracdes e valores de pH.

Amostras pH 5,0 pH 8,0
Gelatina de mamiferos (GP) 10 8
Gelatina de pele de tilapia (GC) 12 11
GC + transglutaminase (10 mg/g) 12 12
GC + transglutaminase (15 mg/g) 13 11
GC + sacarose (4% p/v) 11 10
GC + sacarose (8% p/v) 10 10
GC + glicerol (5% v/v) 17 16
GC + glicerol (10% v/v) 19 18
GC + NacCl (0,3 mol/L) 13 13
GC + NaCl (0,8 mol/L) 14 13
GC + MgCl (0,3 mol/L) 16 14
GC + MgCl, (0,8 mol/L) 14 13
GC + MgSO4 (0,3 mol/L) 19 16
GC + MgSO4 (0,8 mol/L) 17 15
GC + KCI (0,3 mol/L) 15 14
GC + KCI (0,8 mol/L) 14 12

4 Conclusoes

Todos os agentes aumentaram a viscosidade da solugcdo de gelatina,
principalmente em pH 5,0. A incorporagéo dos agentes causou modificagdo na
turbidez, no entanto, ndo houve comportamento similar entre eles. A adicao de
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MgSOQy4, transglutaminase e sacarose, em ambas as concentragdes e valores de
pH, aumentaram os pontos de geleificacéo, de fusdo e a forga de gel.

A forca de gel e a viscosidade da gelatina aumentaram pela adicdo de
glicerol, no entanto, isso ndo ocorreu com as temperaturas de geleificagéo e de
fusdo. Dentre os agentes, a adicao de sulfato de magnésio, MgSO4 (em ambos
valores de pH) conduziu a propriedades reolégicas mais proximas aos da
gelatina de mamiferos, enquanto as solugdes de gelatina adidas de NaCl, KCI
e MgCl,, em ambas as concentragdes e valores de pH, apresentaram reducao
nas suas propriedades reoldgicas.
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3 DISCUSSAO GERAL

O processo de obtengéo de gelatina a partir de pele de tildpia pode ser
otimizado quanto ao seu rendimento e as propriedades fisicas que determinam
seu valor comercial (forca de gel e viscosidade). Os resultados demonstram
que a obtencdo de maiores rendimentos esta diretamente relacionado ao
emprego de altas temperaturas e tempos de extracédo prolongados. No entanto,
a gelatina produzida, apresenta menores valores de viscosidade e for¢a de gel,
possivelmente em funcdo da excessiva fragmentacdo das cadeias o de
colageno. Das variaveis avaliadas no planejamento fatorial, a gelatina com
maior forca de gel foi obtida nas seguintes condi¢cbes do processo: NaOH 0,3%
(p/v), H2SO4 0,3% (p/v), temperatura de extracao 45°C e tempo de extragédo de
6h.

A gelatina que apresentou maior forca de gel (226g) nos ensaios do
planejamento fatorial foi caracterizada quanto a suas propriedades fisico-
quimicas, microbiolégicas, reolégicas e estruturais. O processo apresentou
baixo rendimento, possivelmente devido a perda excessiva de colageno
durante a etapa de pré-tratamento das peles. A distribuicdo de peso molecular
foi tipica de colageno tipo | e o conteddo de iminoacidos (prolina +
hidroxiprolina) foi de 21,67%. A forga de gel e a viscosidade aumentaram com
o prolongamento do tempo de maturacao, provavelmente, em funcédo da melhor
organizagdo mais pronunciada da estrutura helicoidal da molécula. Segundo
Kolodziejska et al. (2003), o tempo de maturacéo e a temperatura influenciam
nas propriedades dos géis de gelatina. A gelatina apresentou coloracao
amarela esbranquicada e baixo conteudo i6nico, onde os ions encontrados em
maior quantidade foram Na* e Ca®** com valores de 40 e 60,0 ppm,
respectivamente. A composi¢cao centesimal foi semelhante ao das gelatinas
comerciais com padroes microbiolégicos que atendem as exigéncias da
legislacao brasileira. Os pontos de fusdo e geleificacdo foram de 25°C e 21°C,
respectivamente.

Alguns agentes foram utilizados com intuito de maximizar algumas
importantes propriedades funcionais da gelatina. Com a adi¢ao, ocorreu ligeira
modificacdo na turbidez, no entanto, ndo foi verificado comportamento similar
entre os agentes testados. A incorporagdo dos agentes gerou aumento na

viscosidade da solugcdao de gelatina, principalmente em pH 5,0; o que
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possivelmente ocorreu devido a alteracées na disposicdo da agua circundante
as moléculas de gelatina, com a conseqlente quebra/formacao de ligagdes de
hidrogénio e exposicao de sitios hidrofébicos da cadeia protéica, levando ao
desdobramento pronunciado da proteina. Todas as gelatinas, com excecao
daquela adicionada de MgSO, 0,8 mol/L, apresentaram menor valor de
viscosidade em pH 8,0, onde a proximidade com o ponto isoelétrico,
possivelmente, possibilitou maior agregacdo entre as fragcées protéicas,
levando a reducéao da viscosidade da solucao.

A incorporacdo de sulfato de magnésio (MgSQ,) transglutaminase e
sacarose, em ambas as concentracdes e valores de pH, levaram a um
aumento dos pontos de geleificacdo, de fusdo e da forca de gel. Choi e
Regenstein (2000) avaliaram o efeito da adicdo de sacarose em varias
gelatinas, observando que o aumento no conteudo adicionado, resulta em
elevacdao da forca de gel. Naftalian e Symons (1974) sugeriram que esse
aumento da forca de gel, ocorre devido a sacarose atuar estabilizando as
ligagbes de hidrogénio. Sabe-se que essas ligacdes desempenham papel
fundamental na estabilidade térmica das gelatinas. A adicao de glicerol elevou
os valores de forca de gel e viscosidade, mas 0 mesmo ndo ocorreu com as
temperaturas de geleificacao e de fuséo.

Dentre os agentes avaliados, a adicdo de sulfato de magnésio (MgSQO,)
conduziu a propriedades reoldgicas mais préximas as da gelatina de
mamiferos. Sarabia, Gdémez-Guillén e Montero (2000) e Fernadez-Diaz,
Montero e Goémez-Guillén (2001), observaram aumento na forca de gel de
gelatinas de outras espécies de pescado, quando adicionado esse sal,
atribuindo tal efeito a promocao de maior nimero de interacbes eletrostaticas,
com a formacdo de zonas de juncao adequadas, devido ao correto
desdobramento da estrutura.

A incorporacao de NaCl, KCI e MgCl,, gerou reducao nas propriedades
avaliadas. Isto, possivelmente ocorreu devido a utilizagdo de concentracdes
muito elevadas para esses sais, prejudicando a formacao de zonas de juncao e
a formagéao da hélice da gelatina sob resfriamento.

Portanto, as propriedades funcionais da gelatina de pele de tilapia
podem ser otimizadas, através da utilizagcdo de parametros adequados de
extracdo e a incorporacdo de diferentes agentes, desde que em corretas
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concentracdes, sendo possivel obter propriedades funcionais similares as da

gelatina de mamiferos.

4 CONCLUSOES GERAIS

O emprego de altas temperaturas e tempos de extracdo prolongados
séo desejaveis para obtencdo de maiores rendimentos, mas geram a reducao
da viscosidade e da forca de gel da gelatina. Das variaveis avaliadas no
planejamento fatorial, a gelatina com maior for¢a de gel foi obtida nas seguintes
condicoes do processo: NaOH 0,3% (p/v), HoSO4 0,3% (p/v), temperatura de
extracao 45°C e tempo de extracao de 6h.

A gelatina que apresentou maior forca de gel nos ensaios do
planejamento fatorial foi caracterizada quanto a suas propriedades fisico-
quimicas, microbiolégicas, reolégicas e estruturais. O processo apresentou
baixo rendimento, a distribuicdo de peso molecular da gelatina foi tipica de
colageno tipo |, com conteudo de iminoacidos (prolina + hidroxiprolina) de
21,67%. A forca de gel e a viscosidade aumentaram com o prolongamento do
tempo de maturacao e os pontos de fusao e geleificacao foram de 25°C e 21°C,
respectivamente. A gelatina apresentou coloracdo amarela esbranquicada,
baixo conteudo i6nico e padrdes microbiolégicos que atendem as exigéncias da
legislacao brasileira.

NaCl, KCI, MgSQO4, MgCl,, glicerol, transglutaminase e sacarose em
duas concentragbes e dois diferentes valores de pH, foram utilizados com
intuito de maximizar algumas importantes propriedades da gelatina. Com a
adicao, ocorreu ligeira modificagdo na turbidez e aumento da viscosidade da
solucdo de gelatina, principalmente em pH 5,0. A incorporacdo de MgSOQO,,
transglutaminase e sacarose, em ambas as concentracdes e valores de pH,
levaram a um aumento dos pontos de geleificagédo, de fusdo e da forga de gel,
enquanto que o emprego de glicerol elevou os valores de forca de gel e
viscosidade, mas o0 mesmo n&o ocorreu com as temperaturas de geleificacédo e
de fusdo. Dentre os agentes avaliados, o sulfato de magnésio (MgSQ.,) levou a
obtencdo das melhores propriedades reolédgicas, enquanto, a incorporacao de

NaCl, KCI e MgCl,, gerou a redugao destas propriedades.
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As propriedades funcionais da gelatina de pele de tilapia podem ser
otimizadas, através da utilizacdo de adequados parametros de extragéo e a
incorporacao de diferentes agentes.
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