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RESUMO

Os residuos das industrias de pesca apresentam facilidade de serem
transformados em diversos produtos e ainda por apresentarem nutrientes de
elevado valor bioldgico, ricos em proteinas (coladgeno) e acidos graxos, diante
disso o trabalho teve como objetivo estudar o aproveitamento da pele de peixes
Amazonicas para extracdo de gelatina. Os processos de extragcdo a partir de
pele de filhote (Brachyplathystoma filamentosum) e  dourada
(Brachyplathystoma rousseauxii) utilizando solucdo de hidroxido de soédio
(NaOH) e hidroxido de calcio (Ca (OH); foi otimizado e o produto foi
caracterizado através das analises de rendimento, forca de gel, cor,
viscosidade, perfil de aminoacidos, microscopia eletrénica de varredura, ponto
de fusdo, capacidade de formar espuma e capacidade emulsificante. As
condi¢cBes otimizadas para a gelatina da espécie filhote, extraida com solucéo
de NaOH, foram de 6 horas de extragdo na temperatura de 58°C e as
condicbes méaximas de desejabilidade foram de 0,998, obtendo valor de
rendimento e forga do gel de 19,7% e 244,3 g, respectivamente. No método de
calagem Ca (OH); as condicfes otimizadas foram definidas em 10 dias de pré-
tratamento e temperatura de 50°C. Para esta condicdo foi observada uma
desejabilidade de 0,965 e valores de rendimento e forca do gel de 20,24% e
221 g, respectivamente, ambos considerados aceitdveis para alimentos. Na
espécie filhote a glicina foi 0 aminoacido majoritario, tanto na pele do peixe
(23,77%), quanto na gelatina obtida com NaOH (23,39%) e Ca(OH), (24,97%).
Para obtencdo da gelatina da espécie dourada foi utilizado pré-tratamento com
NaOH na temperatura de extracdo de 64°C e tempo de extracdo de 6 horas. O
pré tratamento com Ca (OH), foi por 12 dias e temperatura de extracdo de
64°C por 6 horas. Ao comparar as caracteristicas das gelatinas da dourada, a
obtida com NaOH apresentou diferenca (p < 0,05) e maior potencial tecnologico
devido maior rendimento, maior quantidade de iminoacidos e melhores
propriedades (forca do gel, viscosidade, ponto de fuséo, poder emulsificante),
no entanto, a gelatina extraida com Ca (OH), apresentou géis fracos e menor
ponto de fusdo caracteristicas adequadas para produtos refrigerados e que
sd0 necessarias baixas temperaturas de gelificacdo. Conclui-se que todas as
gelatinas obtidas podem ser utilizadas em diversos produtos dependendo da
caracteristica que se deseja obter.

Palavras chave: residuo, pré-tratamento, hidroxiprolina, forca de gel.
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ABSTRACT

Fish industry residues are used due to their easy transformation into several
products and because they have nutrients with high biological value, being rich
in proteins and fatty acids, the work was to study the use of the skin of
Amazonian fish for gelatin extraction. The gelatin extraction process from the
skin of kumakuma (Brachyplatystoma filamentosum) and gilthead bream
(Brachyplathystoma rousseauxii) with sodium hydroxide (NaOH) and calcium
hydroxide (Ca(OH),) was optimized and the product was characterized through
analyses of yield, gel strength, color, viscosity, amino acid profile, scanning
electron microscopy, melting point, foaming capacity, and emulsifying capacity.
The optimized conditions established in the process from the skin of kumakuma
(Brachyplatystoma filamentosum) with NaOH were 6 h extraction at 58 °C, with
yield and gel strength at 19.7% and 244.3 g, respectively. The metod with
(Ca(OH), the optimized conditions were defined over ten days of pre-treatment
at 50 °C. This condition resulted in desirability of 0.965 and yield and gel
strength values of 20.24% and 221 g, respectively. Glycine was the main amino
acid both in the fish skin (23.77%) and in the gelatin obtained (NaOH - 23,39%
e Ca(OH), - 24,97%). Pre-treatment with sodium hydroxide (NaOH) and
calcium hydroxide (Ca(OH),) was used and the gelatin the skin of gilthead
bream (Brachyplathystoma rousseauxii) with 64 ° C and 6 h extraction. The
pretreatment with Ca (OH), was for 12 days and 64 °C extraction for 6 hours.
When the characteristics of the gelatins obtained were compared, the one that
used NaOH had greater (p < 0.05) technological potential due to higher yield,
greater amount of imino acids, and better properties (gel strength, viscosity,
melting point, emulsifying power). However, the gelatin extracted with Ca(OH),
had weak gels and lower melting point, which is appropriate for refrigerated
products that require low gelling temperatures. It is concluded that the two
gelatins obtained can be used in several applications in products according with
the characteristic desired.

Key words: residue; pretreatment; hydroxyproline; gel strength.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de pescado do mundo. No ano de
2013 o Par4 totalizou a producao de 728.393,80 toneladas de pescado, sendo
670.961 da pesca artesanal (92,1%); 41.250 da pesca industrial (5,7%) e
16.182 da piscicultura (2,2%). O Estado ultrapassou Santa Catarina, que até
2012 estava no primeiro lugar do ranking da producdo de pescado no pais
(SEPAQ, 2014).

As indastrias de beneficiamento de pescado geram grandes
guantidades de residuos, devido principalmente a falta de reconhecimento
deste recurso como matéria prima e fonte para outros produtos. No Brasil, 0
aproveitamento dos residuos de pescados é pequeno e estes representam
cerca de 2/3 do volume da matéria-prima da industria (Boscolo e Feiden, 2007),
sendo alto seu contetdo de colageno (Gomez Guillén et al., 2002).

O interesse pelo aproveitamento dos residuos das industrias de pesca
reside no fato de serem facilmente transformados em diversos produtos e ainda
por apresentarem nutrientes de elevado valor bioldgico. Esses residuos podem
ser destinados a varios tipos de aproveitamento: fertilizantes, consumo humano
e vestuarios, no entanto, a maior parte se destina a producao de subprodutos
como ingredientes para racao animal (Stori et al.,2002). Uma alternativa viavel
para o aproveitamento dos residuos € a fabricacdo de gelatina (Ocak, 2012;
Karim e Bhat, 2009).

As gelatinas sdo produzidas principalmente a partir das peles, couros e
ossos de bovinos, suinos e peixes. A producdo de gelatina de peixe
correspondeu apenas 1,5% do total produzido em 2007 (GME, 2008), embora
cerca de 30% dos residuos de processamento de peixe, pele, escamas e 0Ss0s
sdo muito ricos em colageno, precursor da gelatina (Kolodziejska et al 2008). O
colageno é a principal proteina estrutural do tecido conjuntivo de vertebrados e
constitui cerca de 30% da proteina total de animais. Ela é a proteina fibrosa
que contribui para a fisiologia e funcbes dos tecidos, peles, tenddes, 0ssos e
cartilagens. Pelo menos, 29 tipos de colagenos tém sido identificados e cada
um difere consideravelmente na sequéncia de aminoacidos, estrutura e funcao,

provavelmente relacionado com tipos genéticos especificos (Sinthusamran,
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et.al, 2013). O colageno hidrolisado pode ser utilizado em alimentos funcionais,
cosmeéticos, nutracéuticos e para outros fins da saude (Liu et al., 2010).

As propriedades do gel da gelatina dependem da fonte de pré-
tratamento, da matéria prima e de parametros do processo. Essas
propriedades sdo também afetadas pela concentracdo da gelatina, pH, tempo
de maturacdo do gel e temperatura de extracdo (Kotodziejska et. al, 2004,
Gomez-Guillen et al, 2007). Os pré-tramentos aplicados podem ser acido ou
bésico. O pré tratamento acido € utilizado para extracdo de gelatina de pele de
suinos, pele de pescado e também 0ssos, uma vez que a pele de animais mais
jovens nao possui tantas ligacfes quimicas, ndo ha necessidade de um pré-
tratamento alcalino intensivo e longo. O pré-tratamento basico € utilizado para
extracdo de gelatina de pele bovina, ossos e fontes de coldgeno de animais
relativamente velhos que sado tratados durante um periodo de até trés meses.

Muitas espécies amazonicas podem ser utilizadas para tal fim pois por
serem espécies de clima e agua tropical apresentam caracteristicas superiores
as espécies de clima temperado. As espécie comercializadas na forma de filés,
em industrias, feiras livres e supermercados da regido, tem sua pele
descartada e sédo consideradas opc0des viaveis para producao de gelatina como
€ o caso do filhote e da dourada.

O filhote (Brachyplathystoma filamentosum) conhecido também como
piraiba, bagre-branco ou piratinga € o bagre amazbdnico que atinge maior
tamanho, alcancando em torno de 2,5 m e 150 kg (Ribeiro, 2009), j4 a dourada
(Brachyplathystoma rousseauxii) possui a cabeca prateada e o corpo claro com
reflexos dourados, dai o0 nome comum. Apresenta longos lobos na nadadeira
caudal e barbilhes curtos. E uma espécie de grande porte, que pode chegar a

mais de 1,5m de comprimento total e 20kg.


http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?spid=51034
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Estudar a gelatina extraida da pele de peixes Amazonicos por diferentes

processos.

2.2. Objetivos Especificos:
— Determinar a composi¢éo centesimal e o perfil de aminoacidos da pele
de duas (02) espécies de peixe Amazobnicas;
— Avaliar e otimizar dois processos de extracdo de coldgeno das peles das
espécies de peixe estudadas;
— Determinar a composicdo centesimal e as propriedades tecnoldgicas
das gelatinas obtidas pelas duas espécies de peixe (filhote e dourada).
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3.REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pescado

Para vias de definicho, o termo pescado abrange, segundo o
Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), por meio do Decreto n° 30.691, de 1952: peixes,
crustaceos, moluscos, anfibios e quelénios, habitantes dos meios aquaticos, de
adgua doce ou salgada, desde que destinados a alimentacdo humana (BRASIL,
1952).

Os alimentos marinhos se constituem em uma rica fonte de
micronutrientes, minerais, acidos graxos essenciais e em especial proteinas.
As proteinas de peixes, crustaceos e moluscos representam cerca de 20% das
fontes alimentares de proteina animal consumida no mundo. S&o proteinas
com elevado valor biolégico e uma composicdo balanceada em aminoacidos
particularmente aqueles limitantes em proteinas de origem vegetal como a
metionina e a cisteina (FAO, 2007).

O valor nutricional do pescado e a divulgacdo de estudos que o
associam com melhorias na saude tem gerado, nos ultimos anos, um aumento
do interesse por esse alimento e seus subprodutos. Dentre 0s possiveis
beneficios da ingestdo o pescado, estdo a reducdo do risco de Acidente
Vascular Cerebral (AVC), de depresséo, do Mal de Alzheimer e de morte por

doencas cardiacas (Sartori e Amancio, 2012).

3.2 Aproveitamento dos subprodutos do pescado

O aproveitamento dos residuos das industrias de pescados se devem a
facilidade de serem transformados em diversos produtos, e ainda por
apresentarem nutrientes de elevado valor biolégico. De acordo com a analise
dos destinos dos residuos declarados por empresas do Sul do Brasil, foram
relatados que 68% destes sdo encaminhados as industrias de farinha de
pescado, 23% sdo encaminhados ao aterro sanitario municipal e 9% sao
despejados diretamente nos rios, constituindo assim um grave impacto
ambiental (Stori et al., 2002, Stevanato, et al., 2007).
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O valor nutricional desses residuos ricos em proteinas e acidos graxos
da série dBmega-3 incentiva o desenvolvimento de produtos para alimentacao
humana. O uso de tecnologias com essa finalidade aumenta a capacidade da
industria da pesca em responder ndo s6 a demanda por produtos diferenciados
mas a tendéncia pela busca de alimentos saudaveis e com alto valor nutritivo,
suprindo as necessidades nutricionais — em especial de proteinas de origem
animal, dos setores mais carentes da populacdo, por um preco acessivel
(Feltes et al., 2010)

Com o aproveitamento alternativo dos subprodutos, € possivel reduzir os
custos e aumentar a produtividade das induastrias com a minimizacdo de
problemas de poluicdo ambiental. Assim, a necessidade de se montar sistemas
para o aproveitamento de subprodutos industriais € de ordem econ6mica e de
conservacao de energia, 0 que possibilitara o uso mais racional da matéria-
prima, ou ainda, o desenvolvimento de novos produtos, que utilizem

subprodutos liquidos ou sélidos no preparo (Oetterer, 1994).

3.3 O colageno

O colageno é a proteina mais abundante em mamiferos, constituindo a
quarta parte do seu peso total. E o principal elemento fibroso da pele, 0sso,
tenddo, cartilagem, vasos sanguineos e dentes, sendo encontrado em quase
todos os 6rgados do corpo humano (Stryer, 1996). A industria da pesca também
€ uma grande geradora de residuos ricos em colageno, pois cerca de 30% do
residuo produzido consiste em pele e 0ssos com alto contetdo de colageno
(GOmez-Guillén et al., 2002).

A molécula de colageno é constituida por trés cadeias polipeptidicas
(sequéncia de cerca de mil aminoacidos unidos por ligacdo peptidica), cuja
composicdo depende do tipo. Em quase todas as moléculas de colageno, um
terco € composto pelo aminoacido glicina e a sequéncia glicina-prolina-
hidroxiprolina é repetida com muita frequéncia. Além disso, o colageno contém
dois aminoacidos que sédo encontrados em poucas proteinas: a 4-hidroxiprolina

e a 5-hidroxilisina (Ross e Rowrell, 1993).
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e Tipos e estrutura

Existem pelo menos 19 variedades de coldgeno denominadas de tipos |
a XIX, 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 |, Il e Ill; b) colageno néo 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
VIII e XI os quais ainda nao foram classificados (Xiong, 1997). Os outros tipos
de colageno estdo presentes apenas em quantidades muito reduzidas,
principalmente em o6rgdos especificos. Laminas basais, capsula do cristalino,
cérnea, membranas da placenta, musculo do coracdo, pulmao, pele fetal,
mucosa intestinal, etc.

A unidade basica do coldgeno é o tropocolageno que é formado por trés
cadeias de polipeptideos que se entrelacam em formato helicoidal formando
uma molécula linear com 180nm de comprimento, 1,4 a 1,5nm de largura e
massa molar de 360.000Da. As moléculas de tropocolageno sdo estabilizadas
pelas interacdes hidrofobicas e eletrostaticas. O colageno tipo | € o mais
abundante e pode ser encontrados na pele, tenddes, ligamentos e 0ssos. Este
colageno é uma proteina macromolecular constituida de trés cadeias
polipeptidicas (duas a1 e uma a2) que estdo sob a forma helicoidal em sua
porcdo central e nas extremidades aminica e carboxilica permanecem na forma
globular (Torley et al, 2000). Nas porc¢des globulares localizam-se as pontes
cruzadas intermoleculares que estabilizam a estrutura das fibrilas colagenosas
0 que, como consequéncia, resulta em alteracdo da textura (enrijecimento) da
carne na medida em que o animal envelhece (Prabhu e Doerscher, 2003)

Segundo Junqueira e Carneiro (2008), nos colagenos | e Il as moléculas
de tropocolageno se juntam através de pontes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e ligagdes covalentes para formar as fibrilas. Nos colagenos tipos |
e lll as fibrilas se associam para formar fibras. Para o colageno tipo I, a
formacdo de fibras ocorre em pH 7,0, quando ocorre a maxima interacéao
eletrostatica entre as moléculas de tropocolageno fazendo com que a

resultante de cargas na molécula seja zero (colageno nativo) (Pedroso, 2009).
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No tipo Il (presente na cartilagem) ha formacdo de fibrilas. O colageno IV

presente na membrana basal ndo forma fibras nem fibrilas.

e Aminoacidos

A sequéncia de aminoacidos do colageno mostra que a maior parte da
cadeia polipeptidica é formada por 44% (Gly-X-X), 20% (Gly-X-I), 27% (Gly-1-X)
e 9%(Gly-1-I). Onde Gly é glicina, | é prolina ou hidroxiprolina e X & outro
aminoacido que pode estar presente. Em geral o colageno contém cerca de
30% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina, 1% de
hidroxilisina e pequenas quantidades de aminoé&cidos polares e carregados. A
glicina, a prolina e a alanina sdo aminoacidos alifaticos e a lisina é um
aminoacido com caracteristicas basicas (Damodaran et al., 2010)

A prolina e hidroxiprolina sédo responsaveis pela estrutura secundaria do
colageno e pela estabilidade da tripla hélice. Uma menor quantidade ou a falta
de hidroxiprolina faz com que o coldgeno perca a conformacao de tripla hélice
guando submetido a elevacdo da temperatura (Gomeéz-Guillén et al, 2002). O
teor de hidroxiprolina € importante para a propriedade de gelificacdo. Também
estdo presentes no colageno, hidrocarbonetos como galactose e glicose ligada

nos residuos de hidroxilisina via grupo funcional do aminoé&cido hidroxil.

e Aplicacbes do colageno

O colageno nativo (tropocolageno), na forma de fibras ou po, pode ser
submetido a reacdo de hidrolise e podem ser obtidos: fibra de colageno,
colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) e colageno hidrolisado. Para fins
de producdo industrial, a gelatina é obtida a partir da matéria-prima por
hidrolise parcial via acida e alcalina e o colageno hidrolisado é obtido por
hidrélise quimica e enzimatica sob condigbes controladas (Schrieber e Gareis,
2007, Denns et al, 2008 e Walrand et al., 2008).

O colageno nativo insoltvel é um subproduto do couro de curtume obtido
dos residuos da derme e do tecido subcutaneo, devendo ser pré-tratado antes
que possa ser convertido em uma forma adequada para a extracdo. de
colageno (Wolf et al., 2009).
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Na industria de carnes as propriedades funcionais do coladgeno podem
ser aproveitadas em produtos reestruturados e emulsionados, conferindo-lhes

melhores resultados tecnoldgicos e econémicos (Coelho et al., 2001).

3.4 Gelatina

e Composicao

A gelatina € uma proteina derivada da hidrélise parcial do colageno, a
qual pode resultar em trés vias: formar trés cadeias a independentes, formar
uma cadeia e uma a, ou apenas uma cadeia y. A principal diferenca entre as
formas a, B e y da gelatina € a massa molar. Para a forma a, a massa varia de
80 a 125 kDa, para a 3, de 160 a 250 kDa e a forma y apresenta a massa molar
de 250 a 375 kDa. As maiores massas molares usualmente sdo caracteristicas
de melhores preparacdes (Karim e Bhat, 2009).

A gelatina € composta por aproximadamente 19 aminoécidos; e
caracterizada pelo alto contetdo de glicina, prolina e hidroxiprolina. A variacédo
do contelddo desses aminoacidos, principalmente os iminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) ocasionard uma menor formacdo de pontes de hidrogénio da
gelatina em solugbes aquosas, com a consequente reducao da temperatura de
geleificacéo (Norland, 1990).

A gelatina tem sido amplamente aplicada nas industrias alimenticias e
farmacéuticas. A maior parte de gelatina comercial (95%) é feita a partir de
pele de suino e bovino e a parte restante (5%) vem a partir de ossos de bovino
e porcino. Subprodutos de aves e peixes sdo raramente usados como um
recurso de gelatina. A quantidade de gelatina utilizada na industria de
alimentos em todo o mundo vem aumentando anualmente, no entanto,
ocorréncias frequentes de doenca Encefalopatia Espongiforme Bovina - BSE
(mau da vaca louca) tém sido problemas para a saude humana e, portanto,
subprodutos de mamiferos sdo limitados para serem usados em
processamento de alimentos funcionais, cosméticos e produtos farmacéuticos.
Por conseguinte, o estudo de gelatina de peixe tais como a pele e 0sso, tem

aumentado em substituicdo de recursos de mamifero (Gudmundsson, 2002).
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¢ Obtencéo de gelatina

A conversédo do colageno em gelatina solavel pode ser obtida através do
aquecimento do colageno, em meio &cido ou alcalino (Schott, 2001). O
processo de extracdo pode influenciar o comprimento das cadeias
polipeptidicas e as propriedades funcionais da gelatina. Isso depende, no
entanto, dos parametros do processo (temperatura, tempo e pH), do pré
tratamento e dos métodos de preservacdo da matéria prima (Karim e Bhat,
2009).

A extracdo da gelatina a partir do colageno € realizada em diferentes
temperaturas (acima de 40°C) e é diretamente influenciado pelo pH do meio. A
selecdo do pH é feita visando maximizar a taxa de extracdo e a manutencao
das propriedades fisicas. Dependendo do método que o colageno foi pré-
tratado, dois diferentes tipos de gelatina podem ser produzidos, cada uma com
diferentes caracteristicas: gelatina do tipo A (ponto isoelétrico a pH 6-9) é
produzida por tratamento &cido do colageno; e a gelatina do tipo B (ponto
isoelétrico a pH 5) € produzida a partir de tratamento alcalino do colageno
(Stainsby, 1987).

Gelatina tipo A - principalmente utilizado para extracdo de gelatina de pele de
suinos, pele de pescado e também ossos (Hinterwaldner, 1977). Uma vez que
a pele de animais mais jovens ndo possui tantas ligacdes quimicas, ndo ha
necessidade de um pré-tratamento alcalino intensivo e longo, entdo, um
tratamento acido em menor tempo é suficiente para que o colageno possa ser
diluido em agua quente, condi¢cdo determinante para o processo de extracdo
subsequente (Cole, 2014). Basicamente, neste processo 0 material é
acidificado, para coagulacdo de proteinas ndo-colagenosas e mucoproteinas
do tecido, e entdo o excesso de acido € parcialmente neutralizado e o sal
eliminado através das diversas trocas de agua. Posteriormente, € aquecido
para desnaturar e solubilizar o colageno (Johns e Courts, 1977).

Gelatina tipo B — utilizado para extracao de gelatina de pele bovina, 0ossos e
fontes de colageno de animais relativamente velhos (Hinterwaldner, 1977).
Neste processo, as matérias-primas sao tratadas durante um periodo de até
trés meses com hidréxido de calcio saturado (liming process), que é trocado
vérias vezes durante o periodo. Ao passar por este processo, as ligacdes do

colageno vao sendo parcialmente separadas e qualquer proteina néo-
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colagénica ou outras substancias sao eliminadas (Johns e Courts, 1977). Apos
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. Hidréxido de sodio pode ser adicionado para acelerar o liming
process, reduzindo significativamente o tempo de processo, ou também pode
ser utilizado isoladamente, porém dessa forma o0 processo acontecera
rapidamente, mas podera ocorrer excessiva degradacdo (Johns e Courts,
1977).

Normalmente gelatina tipo A ou é&cida tem ponto isoelétrico variando
entre pH 7 e 9. Durante o pré-tratamento acido da pele, algumas glutaminas e
asparaginas podem ser convertidas em sua forma acida, isto €, acido aspartico
e acido glutdmico, respectivamente (Jamilah e Havinder, 2002). No entanto,
quando ocorre o0 uso de &cido em baixa concentracdo (0,02M) durante o pré-
tratamento, ndo ocorre esta hidrolise e nem ha o abaixamento do pH obtendo-
se gelatina do tipo A com ponto isoelétrico que pode ser superior a 9,0 (Eastoe
e Leach, 1977).

No pré-tratamento alcalino, o alcali progressivamente hidrolisa os grupos
amida da asparagina e glutamina em &cido aspartico e acido glutamico. Como
resultado, existe uma carga negativa na molécula de colageno devido ao
namero de grupos carboxilas remanescente na molécula de gelatina,
resultando assim em ponto isoelétrico baixo em pH 4-5 (Malafaya et al., 2007).

O processo de pré tratamento promove alteracdes quimicas (reacfes
hidroliticas) no coladgeno e o processo térmico tem a funcdo de romper as
ligagbes que mantém a estrutura fibrilar do coldgeno. Depois deste processo,
as fibras ficam entumecidas e a coesao interna se reduz, possibilitando a
ruptura de certas ligacdes peptidicas e a introducdo de novos grupos iGnicos
nas moléculas. Alguns grupos especificos se rompem, dando lugar a hidrélise
das ligacbes cruzadas (despolimerizacdo) que mantém as unidades de
tropocolageno. Assim, as ligacdes intramoleculares sdo mantidas nas unidades
basicas e o produto solubiliza-se facilmente em agua. O processo alcalino pode
gerar moléculas ligeiramente ramificadas com massas molares de 10.000 a
60.000Da (Ockerman, 1994).

A estabilidade térmica do colageno esta relacionada com seu contetudo

de aminoéacidos (prolina e hidroxiprolina). Quanto mais elevado o contetudo de
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aminoacidos maior € a estabilidade das hélices. O colageno se desnatura a
temperaturas superiores a 40 °C, gerando uma mescla de espécies com uma,
duas ou trés cadeias polipeptidicas enroladas ao acaso. O resfriamento
controlado (abaixo da temperatura de fusdo) conduz a recuperacdo de uma
estrutura helicoidal (Wong, 1994)

Processos de extracdo de gelatina de peixe ainda sdo muito limitados.
Gbomez-Guillén e Montero (2001) relataram um método de extracdo de gelatina
com alta capacidade de gelificacdo a partir de peles de pescado, no qual o
processo foi essencialmente baseado em um tratamento acido brando prévio
para entumecer o colageno, seguido de extracdo em agua em temperatura
moderada (45°C). Todo o processo levou cerca de 24 h. Devido a instabilidade
das ligacdes cruzadas do colageno encontrado em pele de pescado, um
tratamento brando acido é suficiente para produzir adequado entumecimento, e
para alterar ligacdes intra e intermoleculares ndo covalentes (Stainsby, 1987;
Norland, 1990). Subsequente tratamento térmico acima de 40 °C (acima da
temperatura de transicdo da estrutura helicoidal para gelatinas de pescado)
destréi pontes de hidrogénio e clivam ligacdes covalentes, o que desestabiliza
a tripla hélice através da transicdo da estrutura helicoidal e resulta na
conversdo em gelatina soltuvel (Djabourov et al., 1993).

Outro processo utilizado é o de calagem que é projetado especialmente
para a extracdo de gelatina a partir de peles e ossos de mamiferos, o que
normalmente demora de dias a meses, dependendo da concentracdo e
temperatura utilizadas (Schreber e Gareis, 2007). Em 2002, um processo
aperfeicoado para a preparagdo alcalina de gelatina do tipo B de peixe foi
patenteado por Stanley (2002). O processo descrito consistiu na extracao
inicial, por calagem durante 42 dias, seguido por um processo de extragao com
acido. Cal [Ca (OH ),] é normalmente preferido, devido a sua capacidade de
regular a alcalinidade desejada e néo fazer com que o colageno se alongue
(Ockermann e Hansen, 1988). Além disso, o rendimento e a forca Bloom da
gelatina sdo muitas vezes mais elevados. Jamilah et al. (2011) demonstrou que
0 processo de calagem é viavel para a extracdo da gelatina a partir de peles de
peixe para produzir maior Bloom. As caracteristicas das gelatinas obtidas neste

processo indicam que tém boa aplicacdo comercial.
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Cho et al. (2004) estudaram o processo de otimizagao e propriedades
funcionais de gelatina de cartilagem de tubar&o (Isurus oxyrinchus). Silva et al.
(2014) verificaram as caracteristicas e composicdo quimicas de gelatina de
cobia (Rachycentron canadum). Kasankala et al., (2007) estudaram a
otimizacdo e extragdo de gelatina de pele de peixe carpa capim
(Catenopharyngodon idella) através da metodologia de superficie de resposta.
Ratnasari et al., estudaram o processo de extracdo pelo método de calagem
para melhorar as propriedades da gelatina de pele de Pangas catfish
(Pangasius pangasius). Jamilah et al., (2011) obtiveram gelatinas de pele de
trés espécies de peixes de agua doce obtido pelo processo de calagem. A

Tabela 1 mostra a comparacao entre os métodos de extracdo de gelatina.

Tabela 1: Comparacéo entre os métodos de extracdo de gelatina

Método de Extracdo NaOH Método de Extracdo Ca(OH),

(Montero e Gomez-Guillén, 2000) (Jamilah et.al, 2011)

Extracdo com NaOH Odor de peixe leve ou indetectavel

Tempo de processo menor Cor aceitavel: amarelada

Pode ocorrer excessiva degradagao Forca do gel: 3x maior do que NaOH
aprox 300g

Menor forga de gel PF: 26°C

Evita que o colageno inche demais
Rendimento maior do que NaOH e
melhor recuperagao

e Qualidade

A gelatina é praticamente insipida e inodora, sélida com aspecto vitreo,
com densidade relativa de 1,3 a 1,4 kg.L™. A umidade pode variar de 7 a 15%,
de acordo com o grau de secagem e o conteudo de cinzas deve ser inferior a
2% A coloracdo da gelatina € alterada conforme o aumento da temperatura no
processo de extragdo uma vez que ocorre reagcdo de Maillard entre as
proteinas e os carboidratos presentes no material (Prestes, 2013).

As propriedades funcionais da gelatina podem ser divididas em dois
grupos. O primeiro grupo sdo as propriedades gelificantes (forca do gel,

viscosidade, espessamento, texturizacdo e ligacdo de agua) e o segundo grupo
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referem-se a as propriedades de superficie, ou seja, formacéo e estabilizacdo
da emulséo, formacéo de espuma, formacao de filme, coeséo e adeséao.

Forca do gel: E o mais importante atributo da gelatina, e quando
determinado por método padréo, é chamado de for¢a de Bloom. A formacédo do
gel ocorre devido a pontes de hidrogénio que fazem com que as moléculas de
gelatina se agrupem em micelas, formando um produto semi-sélido que se liga
com a agua. As gelatinas comerciais oscilam de 50 a 300g (Bloom). A
resisténcia do gel (Forca de Bloom) é definida como uma medida de dureza,
consisténcia, firmeza e compressibilidade de um gel a determinada
temperatura, avaliada através da carga em g (gramas) requerida para produzir
uma depressao no gel em condi¢cdes normais. A resisténcia do gel também
depende da concentracdo e da massa molar. Diferentes tipos de gelatina
resultam em diferentes tipos de forca de gel. O valor de Bloom esta
correlacionado com a massa molar do colageno, portanto alto valor de Bloom
resulta em géis mais firmes (Schrieber e Gareis, 2007)

Viscosidade: Sob aspecto de funcionalidade, a viscosidade da solucéo
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 géis consistentes e extensiveis.

Ponto de fusdo: O processo de gelificacdo envolve a transicdo de um
enrolamento sem uma forma definida para tripla hélice e ocorre a uma dada
temperatura (Montero et al., 2002). A temperatura capaz de provocar uma
desnaturacao desta estrutura define o ponto de fuséo

Umidade: Gelatinas comerciais apresentam umidade entre 9 e 14%,
com ocasionais amostras fora desta faixa (Cho, et al., 2004)

Cinzas: De acordo com Muyonga et al., (2004), o teor de cinzas maximo
recomendado para gelatina é 2,6%, embora, usualmente a gelatina com teor de
cinzas acima de 2% possa ser aceita para aplicacdes alimenticias (CHO, et al.,
2004)

Cor: Gelatinas comerciais possuem coloragcéo que varia de um amarelo
palido para um ambar escuro. Apesar da cor das gelatinas ser um atributo de
grande importancia comercial, ainda n&o existe nenhum método

universalmente aceito para sua medida (Cole e Roberts, 1997).
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pH e ponto isoelétrico: O pH pode ser usado para controlar a for¢ca do
gel, que pode ser dependente do ponto isoelétrico. Johnston-Bankes (1990) e
Foegeding et al. (1996), relataram que a gelatina do tipo A tem pi em pH 7,0 a
9,0, enquanto que a gelatina do tipo B tem pi em pH 4,8 a 5,2. Independente do
pH, a gelatina do tipo A possui cargas positivas em todos os sistemas
alimenticios, ao passo que a gelatina do tipo B pode possuir cargas positivas

ou negativas.

e Aplicacéo da gelatina

s

Na industria de alimentos a gelatina € utilizada em confeitaria
(principalmente para fornecer mastigabilidade, textura e estabilizar espuma),
em patés (fornecer cremosidade), laticinios (proporcionar a estabilizacdo e
texturizacdo, espessaste em iogurte), produtos cozidos (promover
emulsificacdo, gelatinizacdo e estabilizacdo), produtos carneos (revestimento
em presunto), bebidas (clarificador de cerveja, vinho branco e sucos de frutas e
legumes) e sobremesas (Johnston-Banks, 1990; Zhou et al., 2006). 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 (refrigerados), obtendo maior valor comercial do que gelatina de
mamiferos, comumente utilizada como aditivo alimentar (Arnesen e Gildberg,
2002).

No segmento de confeitos e doces é usada devido as suas propriedades
de formacédo de gel, formacdo e estabilizacdo de espuma, textura, agente
emulsificante e agente ligante de agua. Na fabricacdo de caramelos e alguns
doces, a gelatina € extremamente importante para a definicdo da textura
desejada, conferindo uma 6tima sensacao na boca. Na producdo de pastilhas,
a gelatina € a responsavel pela estrutura elastica e as excelentes propriedades
de fusdo. A substituicdo de carboidratos por gelatina permite a producdo de
gomas sem uso de agucares, ideais para o consumo de diabéticos (FIB, 2011).

Em panificacdo a gelatina é usada em produtos em suas mais variadas
formas, ou seja, em po, em folhas e instantanea. Sua funcéo é de aglutinacéo,
gelificacdo e estabilizacdo de recheios e cremes. Além de conferir mais

estabilidade a recheios e coberturas, a adicdo de gelatina também melhora a
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sensacao do produto na boca. Em produtos carneos é usada para a producéo
de produtos embutidos. Alguns tipos de gelatina também encontram aplicacao
na producao de molhos para aperitivos, uma vez que fornecem a adesao ideal
para estes produtos (FIB, 2011).

As gelatinas também contribuem para enriquecer o contetdo de proteina
dos alimentos e podem funcionar como um filme externo para a protecdo
contra desidratacao, luz e oxigénio. Portanto, a qualidade das gelatinas usadas
em alimentos depende ndo somente de suas propriedades reolégicas, mas
também é determinada por outras caracteristicas como cor, transparéncia, facil
dissolucéo e sabor (Montero e Gomez-Guillén, 2000).

O organismo humano necessita de dez dos chamados aminoacidos
essenciais, que sao consumidos por meio dos alimentos. A gelatina contém
nove desses aminoacidos essenciais (com aproximadamente 80% do total de
aminoéacidos sendo apolares), sendo uma proteina alimenticia de facil digestao

e utilizacdo (Kim e Mendis, 2006).
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CAPITULO I: Extracdo e caracterizacdo da gelatina da pele de filhote

(Brachyplathystoma filamentosum)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi estabelecer condigbes 6timas de processo para a
obtencdo de gelatina da pele de filhote e caracterizar as propriedades da
gelatina obtida. O processo de extracdo de gelatina a partir da pele do peixe
filhote (Brachyplathystoma filamentosum), utilizando solucdo de hidroxido de
sbédio foi otimizado e o produto foi caracterizado através das analises de
rendimento, forca de gel, cor, viscosidade, perfil de aminoacidos, microscopia
eletrbnica de varredura, ponto de fusdo, capacidade de formar espuma e
capacidade emulsificante. As condicdes otimizadas foram 6 horas de extracéo
na temperatura de 58°C e as condi¢cdes maximas de desejabilidade de 0,998,
obtendo valor de rendimento e forca do gel de 19,7% e 244,3 g,
respectivamente, ambos considerados aceitaveis para alimentos. Ao comparar
as propriedades tecnoldgicas da gelatina extraida da pele de peixe com a
gelatina comercial foi observada diferenca (p < 0,05) em todos os parametros
analisados, mas permanecendo dentro do desejavel para gelatina. Assim, a
gelatina obtida da pele de filhote pode ser uma alternativa para substituir a
gelatina de mamiferos, contribuindo na reducdo de residuos na indastria do
pescado.

Palavras chaves: gelatina; pescado; hidroxiprolina; forca de gel.
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ABSTRACT

The gelatin extraction process from the skin of kumakuma (Brachyplatystoma
filamentosum) using sodium hydroxide was optimized and the product was
characterized through analyses of yield, gel strength, color, viscosity, amino
acid profile, scanning electron microscopy, melting point, foaming capacity, and
emulsifying capacity. The optimized conditions established in the process were
6 h extraction at 58 °C, with yield and gel strength at 19.7% and 244.3 g,
respectively, which is considered acceptable for foods. The maximum
desirability conditions was 0.998. When the technological properties of the
gelatin extracted from fish skin was compared with commercial gelatin, a
difference (p < 0.05) was observed for all parameters analyzed, but within the
appropriate range for gelatin. It is concluded that the gelatin obtained from
kumakuma skin may be a new alternative to replace the gelatin from mammals,
besides contributing to less fish residue released into the environment.

Keywords: gelatin, fish, hydroxyproline, gel strength.
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1. INTRODUCAO

A versatilidade da aplicacdo de gelatina de peixe como alimento
depende de suas propriedades como forca de gel, viscosidade, ponto de fusao
entre outras, e ndo deve ser vista como um substituto inferior da gelatina
tradicional. O estudo de gelatinas extraida de peles e ossos de peixes tem
aumentado em substituicdo a gelatina de mamiferos, e pode ser utilizada na
preparacdo de alimentos, contribuindo na reducdo de residuos de pescado e
também devido a ocorréncia de Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE).
Esta doenga, com incidéncia em humanos, tem limitado a utlizagdo de
subprodutos de origem bovina no processamento de alimentos funcionais,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos (Gudmundsson, 2000; Muyonga et al.
2004; Nagarajan et al., 2012).

O coladgeno é um importante componente das estruturas de apoio nos
vertebrados e invertebrados e em aves e peixes € um importante componente
da parede corporal (Herausgegeben, Ward e Courts, 1977). A molécula de
colageno, composta por trés cadeias a entrelagadas, chamada de tripla hélice,
adota uma estrutura tridimensional que fornece uma geometria ideal para
pontes de hidrogénio (Te Nijenhuis, 1997). A tripla hélice é estabilizada pela
referida ponte de hidrogénio. A intensidade das ligacdes cruzadas € altamente
variavel e esta diretamente relacionada com o tipo de colageno, tecido, espécie
do animal, idade, entre outros (Gomez-Guillén et al., 2002). Cerca de dezenove
diferentes tipos de colageno foram identificados e eles séo geralmente extraido
com tratamento acido e solubilizado sem alterar a sua tripla hélice. Contudo, o
tratamento térmico cliva as pontes de hidrogénio que estabiliza a configuracao
da tripla hélice, e converte a sua conformacdo helicoidal em conformacéo
espiralada resultando em gelatina (Djabourov et al., 1993). A desnaturacéo do
coldgeno provoca a separacgdo total ou parcial das cadeias devido a destruicdo
das pontes de hidrogénio, causando a perda da conformacéo da tripla hélice.
Portanto, o coladgeno e a gelatina sao diferentes formas da mesma
macromolécula, sendo a gelatina a forma parcialmente hidrolisada do colageno
(Kim e Mendis, 2006).

O colageno contém quantidades elevadas de hidroxiprolina e prolina,
guanto mais abundantes esses iminoacidos, mais rigido e resistente se torna

(Arnesen e Gildberg, 2007). A composi¢do de aminoécidos da gelatina € similar
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ao do colageno de onde foi obtida e é caracterizada pela sequéncia de gly-x-y,
onde x é na maior parte prolina, e y € hidroxiprolina (Herausgegeben, Ward e
Courts, 1977). A gelatina é derivada do colageno desnaturado e as suas
propriedades para uma aplicacdo particular € fortemente influenciada ndo sé
pela espécie da qual é extraida, mas também pela fonte de pré-tratamento, da
matéria prima e de parametros do processo como pH, tempo de maturacédo do
gel, temperatura, etc (Kotodziejska et al., 2008; Gomez-Guillen et al., 2007).

Muitas espécies de peixes tém sido estudadas como matéria-prima para
extracdo de gelatina e avaliacdo de suas propriedades. Muyonga et al. (2004)
estudaram a extracdo e caracterizacao fisico-quimica de gelatina de peles e
ossos de perca-do-Nilo (Lates niloticus) e Bueno et al., (2011) caracterizaram
gelatina extraida de peles de tilapia (Oreochromis niloticus) comparando-a com
a gelatina suina comercial. Alfaro (2004), otimizou o processo (pré-tratamento
alcalino e acido) e determinou as propriedades funcionais da gelatina de 0ssos
de pescada (Macrodon ancylodon) e Kolodziejska et al. (2008), determinaram
as condicbes ideais para a preparacdo de gelatina de diferentes tipos de
residuos de peixe. No entanto, os estudos utilizando procedimentos de
otimizacdo para a extracdo sdo reduzidos, sendo esta uma ferramenta
importante para a compreensao das condi¢cdes de processamento e obtencao
do produto final com as caracteristicas desejadas (Shabhiri et al., 2010).

Muitas espécies amazobnicas de peixe podem ser utilizadas para a
obtencdo de gelatina, por serem espécies de clima e agua tropical que
apresentam caracteristicas superiores as espécies de clima temperado.
Colageno de peixes de &agua quente, possuem conteddo de iminoacidos
superior a peixes de &gua fria (Gudmundsson e Hafsteinsson, 1997),
resultando em gelatinas com melhores propriedades funcionais (Leuenberger
1991; Grossman e Bergman 1992; Gilsenan e Rross-Murphy 2000).

As espécies comercializadas na forma de filés, em industrias, feiras
livres e supermercados da regido, geram uma quantidade consideravel de
peles, as quais sdo descartadas como residuo e se apresentam como uma
alternativa viavel para producao de gelatina sendo o filhote (Brachyplathystoma
filamentosum) uma dessas espécies. O objetivo deste estudo foi estabelecer
condi¢cbes 6timas de processo para a obtencdo de gelatina da pele de filhote e

caracterizar as propriedades da gelatina otimizada.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas peles frescas da espécie de peixe filhote
(Brachyplathystoma filamentosum), adquiridas no Mercado de Peixe de Belém
(Ver-o-peso) e transportadas refrigeradas em caixas isotérmicas para o
Laboratério de Produtos de Origem Animal (LAPOA) na Universidade Federal

do Para (UFPA), para posterior utilizag&o.

2.1 Obtencéo da gelatina

O colageno foi obtido seguindo metodologia descrita por Montero e
GOmez-Guillén (2000), com adaptacBes. Apos lavagem em agua corrente, as
peles do peixe foram cortadas tamanhos de 4 cm x 4 cm. Inicialmente foram
imersas em solucdo aquosa de NaCl 0,6M por 15 min, posteriormente em
solucéo de NaOH a 0,3 M por 15 min e finalmente em &cido acético (C,H40,) a
0,02M por 60 minutos. Em todas as etapas a imersao ocorreu sob agitacéo,
com posterior lavagem das peles em agua com 3 repeticdes. O material
resultante das etapas anteriores foi adicionado de agua e colocado em banho-
maria para extracdo do colageno. ApOs 0 aquecimento, o material
sobrenadante foi recolhido e submetido a filtracdo em papel de filtro Whatman
n°4. O colageno desnaturado obtido foi colocado em bandejas, congelado -
50°C e liofilizado por 30 horas. O produto liofilizado (gelatina) foi embalado a
vacuo e armazenado -22°C e posteriormente submetido aos ensaios do

planejamento experimental.

2.2 Planejamento experimental

No planejamento experimental foram utilizados o delineamento
composto central rotacional (DCCR) sendo as variaveis independentes tempo
de extracdo e temperatura de extracdo. Foi utilizada a metodologia de
superficie de resposta (MSR) para definir as melhores condi¢cdes para as
respostas rendimento total do processo e for¢ca do gel. Todo o ensaio foi
realizado em triplicata.

Foram realizados onze ensaios (quatro primeiras colunas da Tabela 1),
sendo quatro fatoriais (combinacdo entre os niveis £1), trés no ponto central

(duas variaveis no nivel 0) e quatro axiais (uma variavel no nivel ta e a outra
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variavel no nivel 0). Para cada resposta foi verificada a significancia das

variaveis ou interacdes, utilizando uma equacao polinomial (Equacéo 1).

Y =f(X) = Bo + B1(A) + B11(A)? + B2(B) + B22(B)? + B12(AB) (1)
onde,

Y: variavel dependente (rendimento e forca do gel);

Bo: constante;

Bi e Bii: coeficientes de regresséo;

Xi e Xj: niveis das variaveis independentes.

Os desvios e desvios relativos entre os valores experimentais e preditos
pelos modelos, para as respostas na condi¢cdo 6tima, foram calculados pelas
Equacdes 2 e 3, respectivamente:

Desvio=Y -Y (2)

) ) Y-Y
Desvio Relativo =

%100 (3)

onde, Y = resposta experimental e Y = resposta predita pelo modelo.

Para a determinacdo do ponto 6timo do planejamento foi aplicada a

funcdo desejabilidade.

2.3 Determinag®es fisico-quimicas

Foram realizadas andlises de umidade (método n°® 950.46), proteinas
totais fator com de corre¢do 5,55 (método n° 928.08), lipideos (método n°
960.39) e cinzas (método n° 920.153), segundo AOAC (2002). O pH da pele foi
determinado pelo método n° 981.12 da AOAC (2002) e da gelatina pela
metodologia proposta por Schrieber e Gareis (2007). Para a determinagao do
perfil de aminoacidos totais foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta
performace Waters-PICO Tag™, Waters Model 712 WISP (Waters, Watford,
Herts, UK), segundo o método proposto por White, Hart and Fry (1986). A
atividade de agua foi determinada em higrobmetro eletrénico Aqualab, 3TE -
Decagon Devices Inc.USA. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
Para determinagcdo da cor instrumental foi utilizado um colorimetro (marca

Minolta, modelo CR 310, Japan), no espaco CIE (Comission Internacionale de
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I'Eclairage) L*, a*, b*, onde: L*: luminosidade; a*: intensidade da cor vermelha;
b*: intensidade da cor amarela. Foram calculados o indice de saturacéo C* e o
angulo de tonalidade h° (Hunterlab, 2008).

2.4 Determinacgdo das propriedades tecnoldgicas

Foram determinadas as propriedades tecnoldgicas da gelatina de peixe
e gelatina comercial Royal® sem sabor, sob as mesmas condicdes
experimentais. O rendimento total (%) e o rendimento da gelatina foi calculado
pela razdo entre o peso da gelatina e o peso umido da pele (Binsi et al., 2009).
A forca do gel (Bloom) foi determinada em analisador de textura, usando sonda
de teflon cilindrica, com 12,5 mm de diametro, pressionando 4 mm no gel de
gelatina com velocidade de 1 mm/s (Choi e Regenstein, 2000).

As analises morfolégicas foram realizadas em um Microscoépio Eletrdnico
de Varredura modelo LEO-1430, USA. As amostras foram metalizadas com
ouro e o tempo de recobrimento foi de 1,5 minutos. As condi¢cbes de analises
para as imagens de elétrons secundarios foram: corrente do feixe de elétrons =
90 pA, voltagem de aceleragéao constante = 10 kV e distancia de trabalho = 15
mm. O ponto de fusdo foi baseando na metodologia de Choi e Regenstein
(2000). A capacidade de formar espuma (CFE), foi determinada em solucfes
de gelatina, em diferentes concentragdes (1, 2 e 3%), homogeneizadas a 1750
rpm por 1 min a temperatura ambiente (24°C). A CFE foi calculada pela raz&o
entre os volumes antes e apos a homogeneizacéo (Shabhiri et al., 2010).

A capacidade emulsificante (CE) foi determinada segundo Shabhiri et al.,
(2010), com modificagbes. Foram misturados 20 mL de solugéo de gelatina a
3,3%, com 20 mL de dleo de soja. A mistura homogeneizada a 1750 rpm por
30 segundos foi posteriormente centrifugada a 2000 xg por 5 minutos. A CE foi
calculada como a razdo entre o volume da porcdo emulsificada e o volume
inicial. A viscosidade utilizou metodologia descrita por Yang et al., (2008). A
amostra colocada em banho a 45°C foi transferida para o viscosimetro de
Ostwald-Fensk (n® 100), em seguida para o banho a 60°C durante 10 minutos
para a estabilizacdo da temperatura, sendo realizada a leitura e o valor

expresso em centipoise (cP).
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2.5 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por anélise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, para determinar as diferencas significativas nas
médias das analises realizadas nas gelatinas, com intervalo de 95% de
confianga (p < 0,05), utilizando o software STATISTICA 7 for Windows.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Otimizagéo do processo de obtencao da gelatina
Nas duas ultimas colunas da Tabela 1 sdo apresentados os resultados

experimentais obtidos para o rendimento (%) e a forca do gel (g) da gelatina.

Tabela 1. Matriz do planejamento experimental 22 com os resultados obtidos

para rendimento (%) e forca do gel (g).

Codificado Real Resposta
Ensaio A B Tempo Temperatura Rendimento Forca do gel

(h) Q) (%) (9)
1 -1.00 -1.00 7.0 40.0 12.0 89
2 -1.00 1.00 7.0 60.0 24.7 166
3 1.00 -1.00 11.0 40.0 16.0 97
4 1.00 1.00 11.0 60.0 24.7 86
5 -1.41 0.00 6.0 50.0 10.0 301
6 1.41 0.00 12.0 50.0 19.4 225
7 0.00 -1.41 9.0 35.8 8.0 70
8 0.00 141 9.0 64.1 23.0 121
9 0.00 0.00 9.0 50.0 18.2 256
10 0.00 0.00 9.0 50.0 15.7 240
11 0.00 0.00 9.0 50.0 14.7 210

As estimativas dos coeficientes dos fatores para o0 modelo de cada

resposta avaliada estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Efeitos estimados das variaveis dos polindbmios de segunda ordem

(eq. 1) associada a significancia para cada resposta estudada (erro puro).

i 0,
Fatores Re_ndlmento (%) Fo_r(;a do gel (g)
Efeitos p-valor Efeitos p-valor
Constante 16,3635 0,0040 232,6420 0,0033

A 4,2588 0,0749 -43,7650 0,1119
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AA 0,2499 0,8733 -1,4590 0,9425
B 10,6625 0,0139 33,5680 0,1790
BB 1,3472 0,4711 -172,287 0,0128
AB -2,0000 0,3772 -44,0000 0,2002

A = Tempo de extracao (h); B = Temperatura de extragdo (°C)
Os efeitos destacados em negrito indicam que a variavel apresentou efeito significativo
(p < 0,05).

Com relacdo ao rendimento total, os efeitos foram significativos (p <
0,05) para temperatura de extracéo linear (B), onde o aumento da temperatura
provocou uma elevacdo no rendimento da gelatina. O emprego de
temperaturas elevadas provoca maior hidrélise do colageno propiciando
maiores rendimentos (Holzer, 1996). A temperatura de extracdo quadrética
(BB) apresentou efeito significativo (p < 0,05) negativo sobre a forca do gel, ou
seja, um aumento deste fator pode acarretar reducéo da forca do gel.

Na Tabela 3 pode ser observado que o valor F calculado para a falta de
ajuste foi inferior ao F tabelado, tanto para o rendimento como para a forgca do
gel. O valor de R? foi de 0,83 para os dois parametros estudados, indicando
gque o modelo definiu o comportamento do processo de forma adequada,
explicando 83% da variacdo dos dados experimentais. Adicionalmente, a falta
de ajuste, para as equacgOes das respostas rendimento e forca do gel ndo
foram significativas (p > 0,05), indicando que as equagdes podem ser utilizadas

para fins preditivos, no dominio experimental estudado.

Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA) para rendimento e forca do gel em

funcédo das variaveis independentes, teste F e R?.

Fonte | de sQ GL MQ Fcal. Ftab. R?
Variacao

Rendimento
Regressdo 272,24 1 272,24 46,68 18,51 0,83
Residuo 52,48 9 5,83
Falta de ajuste 45,17 7 645 1,98 19,35
Erro 6,50 2 3,25
Total 324,727300 10 32,47273

Modelo 16,36 + 5,66(B)

Forca do gel

Regresséo 54392,12 1 54392,12 24,62 1851 0,83

Residuo 11045,51 9 1227,22
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Falta de ajuste 8264,42 7 1180,63 2,16 19,35
Erro 1090,67 2 545,33
Total 65437,64 10 6543,76

Modelo 232,64 — 86,14(BB)

SS: sum of squares; DF: degrees of freedon; MS: mean square, LF: lack of fit

Tomando como base os dados experimentais, o0 emprego de
temperaturas mais elevadas resultou em maiores rendimentos. No entanto, foi
observado um decréscimo da forca do gel da gelatina, o qual € atribuido a
formacédo de maior quantidade de compostos de baixo peso molecular (Holzer,

1996), sendo adequada a temperatura de extracdo de até 60°C (Fig. 1).

SRR
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B 25
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Figura 1: Superficie de resposta do rendimento em funcdo do tempo (horas) e

temperatura de extracao (°C) de gelatina pré tratada com NaOH.

Pode-se observar (Fig. 2) que a elevacdo da temperatura e do tempo de
extracdo provocou um incremento na for¢ca do gel, no entanto, com o gradativo
aumento da temperatura, a forca do gel decresceu. Os maiores valores da
forca do gel foram obtidos para temperaturas entre 50 e 60°C e tempos de 6 a
9 horas. Biluca, Marquetti e Alfaro (2011) observaram que a variagao do tempo
e da temperatura de extracdo apresentou grande influéncia sobre o rendimento
da gelatina. Arnesen e Gildberg (2002) e Muyonga, Cole e Duodu (2004)
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relataram que gelatinas obtidas por extragdes a altas temperaturas,
apresentam perfil de peso molecular menor do que a fracdo resultante de
temperaturas mais baixas. Foi observado por Cho et al. (2005), que a
temperatura de extragcdo pode ser um fator chave para o processamento de
gelatinas, pois temperaturas acima de 60°C podem levar a extracdo de
proteinas de baixo peso molecular, aumentando o rendimento, porém

reduzindo a forca do gel.

@ apEhXy

Figura 2: Superficie de resposta da forca do gel em fung¢édo do tempo (horas) e

temperatura de extracdo (°C) de gelatina pré tratada com NaOH.

A Figura 3 mostra o grafico da funcéo desejabilidade para as respostas
rendimento e forca do gel. Observa-se que em 6 horas de extracdo a 58°C
foram encontradas as condicdes maximas de desejabilidade (0,984), sendo
possivel obter valores de rendimento e forca do gel de 19,7% e 244,3 g,
respectivamente; ambos desejaveis. Jamilah e Harvinder (2002) encontraram
rendimento para gelatina de duas espécies de tilapia de 6% e 19% e a forca de
gel entre 250 e 260 g.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 3: Funcao de desejabilidade para rendimento e forga de gel.

Foram realizados ensaios para obtencdo da gelatina, nas condicdes
Otimas de temperatura (58°C) e tempo de extracdo (6 h), para comparar 0s
valores experimentais das respostas rendimento e for¢a do gel, com os valores
preditos pelos modelos de regressédo A diferenca entre o valor experimental e
predito resultou num baixo desvio relativo (2% rendimento e 7% forca do gel),
demonstrando que o modelo pode ser utilizado para predizer o rendimento e a
forca de gel da gelatina, dentro da faixa experimental estudada.

3.2 Caracterizacao fisico-quimica da pele e da gelatina

Na Tabela 4 sdo apresentadas as propriedades fisico-quimicas da pele e

da gelatina extraida a partir da pele de filhote.
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Tabela 4. Propriedades fisico quimicas da pele e da gelatina extraida da pele
de filhote

Componentes* Pele Gelatina

Umidade (%) 58,83 £ 0,57 7,51+0,40
Lipidios (%) 14,25 + 0,22 29,70 £ 2,48
Proteinas (%) 31,08 + 0,99 72,76 £ 2,02
Cinzas (%) 0,37 £ 0,04 0,13+ 0,04
pH 6,72 + 0,01 9,06 + 0,07
Atividade de agua 0,98 + 0,06 0,25+ 0,01

* 3 replicatas

A umidade da pele esta de acordo com o valor encontrado em pele de
corvina (62,3%) e “shortfin scad” (Decapterus macrosoma) de 60,4% (Cheow et
al., 2007). Por sua vez, a umidade da gelatina foi similar a observada por Cho
et al. (2004) em gelatina de cartilagem de tubardo (7,98%) e inferior a
observada por Eastoe e Leach (1977) em gelatinas comerciais (9 a 14%).

O teor de gordura na pele foi elevado (14,25+ 0,22%), 0 que € uma
caracteristica da espécie do peixe estudada, que € classificado com peixe
gordo (Souza et al., 2004). Shahiri et al. (2012) observaram contetudo similar de
lipideos (13,12%), em pele de truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss). O
elevado teor de lipidios da gelatina (29,7+2,48%) sugere a necessidade da
extracdo da fracao lipidica da pele do peixe, antes da extracdo do colageno. O
teor de proteina da pele do filhote (31,08 + 0,99%) foi semelhante ao valor
encontrado por Bueno et al. (2011) (28,5 + 1,8%). E importante ressaltar que o
teor de proteina na pele representard a quantidade de coldgeno na gelatina e
consequentemente o rendimento da extracéo (Biluca, Marquetti e Alfaro, 2011).
A gelatina obtida apresentou um teor proteico (72,76 + 2,02%) inferior ao
observado por Alfaro (2013) de 81,16 + 2,15%, em gelatina de pele de tilapia.
O teor de cinzas na pele e na gelatina foi inferior ao relatado por Bueno et al.
(2011) para pele de tilapia (1,9%) e por Haug et al., (2004) para a gelatina de
peixes de agua fria (0,82%).

Foi observado um valor mais elevado de pH na gelatina, em relacdo a
pele, o que é atribuido ao tratamento quimico com NaOH empregado na etapa
de extracdo do coldgeno (Gudmundsson e Hafsteinsson, 1997). De acordo com
Shahiri (2012), a solubilidade do colageno é minima em pH 7 e 9, 0 que

dificulta a dissolucéo da gelatina em agua.
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De acordo com o perfil de aminoacidos (Tabela 5) o teor total de
iminoacidos (prolina + hidroxiprolina) na pele e na gelatina liofilizada foi de
13,67% e 13,53%, respectivamente. Valor superior de iminoacidos foi
encontrado por Alfaro et al. (2013) del19,5%, em gelatina da pele de tilapia-do-
nilo (Johnius dussumieri). O teor de iminoacidos constitui a principal diferenca
entre gelatina de peixe e gelatina de mamifero. Estes estabilizam as estruturas
durante a formacdo do gel e proporcionam melhores propriedades
viscoelasticas em gelatina de pele de peixe (Foegeding et al., 1996). A Lis
também estabiliza a estrutura da gelatina formando ligacdes cruzadas entre as
cadeias. Valores na pele (3,08%) e na gelatina de pele de filhote (3,43%) foram
superiores ao encontrado por Cho et al. (2004) para gelatina de cartilagem de
tubardo (2,27%). Gelatina de peixe de 4gua fria contém menos iminoacidos que
gelatina de peixe de agua quente, a qual € mais similar a gelatina de mamifero
(Haug et al., 2004). A transformacdo do coldgeno em gelatina produz
mudancas na composicdo molecular de varios aminoacidos (Taheri et al.,
2009). A glicina foi 0 aminoacido majoritario, tanto na pele quanto na gelatina
da pele de filhote.

Tabela 5. Perfil de aminoacidos totais presentes na pele e gelatina de filhote

(9/100g de proteina).

Aminoacidos (g/1009)

Pele Gelatina
Aspartato (Asp) 5,92 5,11
Glutamato (Glu) 9,10 9,44
Hidroxiprolina (HPro) 8,48 8,76
Serina (Ser) 1,85 1,86
Glicina (Gly) 23,77 25,33
Histidina (Hys) 0,36 0,26
Taurina (Tau) 2,74 2,34
Arginina (Arg) 5,13 5,98
Treonina (Thr) 10,60 10,63
Alanina (Ala) 10,36 11,17
Prolina (Pro) 5,19 4,777
Tirosina (Tyr) 0,63 0,49
Valina (Val) 2,70 2,41
Metionina (Met) 1,60 1,64
Cisteina (Cys) 0,04 0,01
Isoleucina (lle) 1,24 1,30
Leucina (Leu) 3,36 3,21

Fenilalanina (Phe) 2,42 1,60
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Lisina (Lis) 3,08 3,43
Triptofano (Trp) 0,06 0,17
Total 98,60 99,91

3.3 Caracterizacéo tecnolégica da gelatina

A Tabela 6 apresenta os resultados da caracterizacdo tecnologica da
gelatina da pele de filhote e da gelatina comercial, utilizada para efeitos de
comparagao.

Tabela 6. Caracterizacdo tecnoldgica da gelatina de filhote e de gelatina

comercial.

Componentes Gelatina de Filhote Gelatina Comercial
Rendimento (%) 18,27 £ 0,65 -
Forca de gel (g) 263,66 + 8,43° 298 + 14,38°
Viscosidade (cP) 4,91 + 0,142 4,20 + 0,205°
Ponto de Fusao (°C) 23,73 +0,20° 28,16 + 0,235°%
Poder emulsificante (%) 49,37+ 0,022 46,67+0,04°
Poder espumante
Solucado 1% 120 + 0,04° 127 + 0,06°
Solucédo 2% 130 + 0,02° 137 +0,04°
Solucéo 3% 140 + 0,01° 159 + 0,032
L* (Luminosidade) 61,83 +1,12° 76,15 + 0,36°
a* (verde-vermelho) -2,24 £ 0,072 -3,39 + 0,065°
b* (azul-amarelo) 9,72 +0,712 27,16 + 0,288"
c* (croma) 9,97 +0,71° 27,37 + 0,293
h* (dngulo de tonalidade 103,02 £ 0,502 97,18 + 0,074"
graus)

Teste de Tukey, com intervalo de 95% de confianca (p < 0,05). Médias de trés determinacdes

O rendimento de extracdo da gelatina da pele de filhote foi similar a
observada por Songchotikunpan et al. (2008) (18,1%) e Bueno et al. (2011)
(18,3%), para a gelatina da pele de tilapia. Esse rendimento pode variar com o
método de extragdo empregado e com a idade e a espécie do peixe utilizado
(Muyonga et al., 2004; Jongiareonrak et al.,, 2006). Temperaturas mais
elevadas também promovem maiores rendimentos e a extragdo completa
(Holzer 1996).

A forca do gel da gelatina da pele de filhote e da gelatina comercial
foram estatisticamente diferentes (p < 0,05), mas estdo dentro da faixa

desejada para alimentos (50-300g). Gelatinas comerciais geralmente
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apresentam forca do gel entre 90 e 300 g, sendo desejaveis valores entre 250
e 260 g (Jones 1977; Karim e Bhat 2009). A forca do gel é a principal
propriedade fisica da gelatina e determina o seu valor comercial.

A consisténcia do gel é a propriedade determinada pela composi¢cdo em
aminoacidos no produto. Na gelatina de peixe estudada o teor dos iminoacidos
Pro e Hyp pode ser relacionado com as boas propriedades viscoelasticas do
produto. A forca do gel € mais estavel quando o conteudo de Hyp e Pro é maior
e a quantidade de componentes de baixo peso molecular € menor (Gomez-
Guillen et al., 2002). A distribuicdo de peso molecular em gelatina é funcdo da
fonte da qual ela é extraida. Gelatinas de peixes tém menor peso molecular
gue gelatinas de suinos e de bovinos (Muyonga et al 2004; Chiou et al., 2006).
A gelatina extraida de peles da cabeca de carpa comum apresentou for¢a do
gel de 240 g (Silva et al., 2011). Grossman e Bergman (1992) e Muyonga et al.
(2004) observaram valores de forca do gel de 263 g e 229 g, para gelatina de
pele de tilapia e de perca do Nilo, respectivamente.

A viscosidade da gelatina da pele de filhote foi superior a viscosidade da
gelatina comercial (p < 0,05), porém dentro da faixa de viscosidade de 2 a 7 cP
observada para gelatinas comerciais (Johnston-Banks 1990; Jamilah e
Harvinder 2002). Silva, Bandeira e Pinto (2014) observaram viscosidade de
4,32 cP para a gelatina da pele de cobia (Rachycentron canadum), enquanto
Grossman e Bergman (1992) observaram valor de 5,1cP para a gelatina da
pele de tilapia.

O ponto de fusdo da gelatina de peixe obtida foi inferior (p < 0,05) ao
valor observado para a gelatina comercial usada como referéncia. Este
comportamento pode ser explicado pelos menores teores dos aminoacidos Hpr
e Pro na gelatina de peixe, quando comparada com a gelatina de mamiferos
(15-20%) (Grossman e Bergman, 1992). A temperatura de fusdo de gelatinas
de pescado pode variar em funcéo de fatores como: fonte de colageno, método
de preservacdo da matéria-prima, condingcdes de extracdo da gelatina,
composicdo em aminodacidos e distribuicdo de massa molar (Gilsenan e Ross-
Murphy, 2000). Cho et al. (2005) observaram ponto de fusdo de 24,3°C para
gelatina de tuna (T. albacares) e Bueno et al. (2011) relataram valores de 24 a

26°C para o ponto de fusdo da gelatina da pele de tilapia-do-nilo.
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O poder emulsificante da gelatina da pele de filhote foi estatisticamente
superior (p < 0,05) ao observado para a gelatina comercial. De acordo com
Guo et al. (1996), as alteracdes fisico-quimicas causadas pelo processamento
térmico podem provocar a reducdo da capacidade emulsificante devido a
alteracbes na estrutura da proteina, resultando em decréscimo na
concentracdo de proteina disponivel para a emulsificacdo. A capacidade de
emulsificacdo depende do grau de exposicdo de residuos hidrofébicos no
interior da gelatina. O aminoacido hidrofébico Tyr representou 0,63% da
gelatina da pele de filhote. Cho et al. (2004) encontrou de 0,10 a 0,24% de Tyr
na gelatina de pele suina. A maior quantidade de Tyr na gelatina do peixe foi
provavelmente responsavel pela sua maior capacidade de emulsificacao
(Shahiri et al., 2012). Rawdkuen et al. (2013) observaram capacidade
emulsificante para a gelatina de peixe (38,37 + 0,72%) superior a obsevada
para a gelatina comercial de bovino (36,40 + 1,01).

Para as diferentes concentracdes de proteina, as solucdes da gelatina
da pele de filhote apresentaram capacidade de formacdo de espuma
estatisticamente inferiores (p < 0,05) a gelatina comercial. Por sua vez, para
todas as solucdes de gelatina a capacidade de formacdo de espuma aumentou
com o incremento da concentracdo proteica. As superficies hidrofébicas da
cadeia de peptidios sao responsaveis por atribuir a gelatina sua propriedade
emulsificante e de formacdo de espuma (Galazka et al 1999; Cole 2008).
Rawdkuen et al. (2013) observaram que gelatinas de pele de peixe
apresentaram maior poder espumante quando comparadas com gelatina
comercial. Jellouli et al. (2011) relataram que a diferenca na capacidade de
formacdo de espuma, entre gelatinas de pele de peixe e bovinas pode ser
atribuida ao teor dos aminoacidos hidrofébicos: Ala, Val, lleu, Leu, Pro, Met,
Phe e Tyr.

Foi observada diferenca significativa (p < 0,05) para todos os parametros
de cor analisados, entre a gelatina da pele de filhote e a gelatina comercial
analisada. A gelatina da pele do peixe apresentou coloragéo clara e brilhosa,
enquanto que a gelatina comercial apresentou cor amarela intensa. A cor das
gelatinas comerciais geralmente varia de amarelo palido a &mbar escuro (Cole
e Roberts, 1997). A diferenca de cor entre gelatinas pode ocorrer devido a

presenca do pigmento melanina, de cor marrom-escuro, produzido pelos
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melandcitos, presente na pele de peixe (Junqueira e Carneiro, 2008) ou devido
ao processo de fabricacdo. A extracdo térmica da gelatina provoca reacoes de
Maillard (Wang, Kian, Yao, 2011), assim a intensidade da coloracdo depende
da temperatura de extragao.

A turbidez das solu¢bes de gelatina € um atributo que pode ou ndo ser
importante, dependendo da aplicacéo. O atributo cor tem significado pratico em
produtos de confeitaria, que sdo frequentemente coloridos. Quanto menor for a
variagdo da cor dos ingredientes de confeitaria, mais facil sera produzir um

produto uniforme (Cole e Roberts, 1997).

3.4 Morfologia da gelatina

As eletromicrografias da gelatina da pele de filhote (Fig. 4) mostram
claramente a formacdo de poros interligados, canais capilares e ligagbes
cruzadas na periferia dos poros. No processamento da gelatina, durante a
liofilizacdo, h& a formacao de cristais de gelo durante o congelamento, seguida
da sublimacdo durante a secagem a vacuo, provoca a formacdo de poros
(Frydrych et al., 2011).

Grandes espacos vazios e desuniformes foram observados na estrutura
da gelatina. Geralmente, o arranjo e associacdo de moléculas de proteina na
matriz do gel contribuem diretamente para a resisténcia do gel de gelatina
(Benjakul et al., 2009). A microestrutura do tecido de gel esta relacionada com
as propriedades fisicas da gelatina (Yang et al., 2008). Géis com cadeias mais
grossas pode ser desestruturado mais dificilmente por uma forca aplicada,
resultando em maior for¢ca do gel. Resultados semelhantes foram observados
por Soottawat et al. (2009), Bhat, Tripathi e Kumar (2011), Liu et al. (2012),

Henderson et al. (2013), em gelatina de pele de peixe.
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Figura 4: Micrografia eletronica da gelatina de filhote nas dimensdes 50x (A) e
200x (B).

4 CONCLUSAO

De acordo com o modelo proposto, as condicbes 6timas de extracdo
foram estabelecidas no tempo de 6 horas de extracdo e temperatura de 58 °C
tendo efeito positivo no rendimento e forca de gel. A gelatina de filhote
apresentou coloracao clara e brilhante e valores de aminoacidos inferiores ao
relatados na literatura para peixe de agua quente. A gelatina de pele de filhote
e a gelatina comercial apresentaram propriedades quimicas e funcionais dentro
da faixa adequada para alimentos, podendo a gelatina de peixe ser
considerada uma alternativa adicional para as industrias de alimentos e areas
afins.
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CAPITULO II: Extracdo de gelatina da pele de filhote (Brachyplathystoma

filamentosum) pelo método de calagem

RESUMO

Este estudo teve como objetivo elaborar gelatina a partir de pele de peixe pelo
método de calagem, determinar as condi¢des ideais para o processamento e
caracterizar as propriedades da gelatina obtida. O processo de extracdo da
gelatina da pele de filhote (Brachyplathystoma filamentosum) foi otimizado
utilizando solucédo de hidroxido de calcio. A gelatina obtida foi caracterizada
através das andlises de rendimento, forca de gel, cor, viscosidade, perfil de
aminoacidos, microscopia eletrénica de varredura, ponto de fusédo, capacidade
de formar espuma e capacidade emulsificante. As condi¢gées otimizadas foram
definidas em 10 dias de pré-tratamento e temperatura de 50°C. Para esta
condicao foi observada uma desejabilidade de 0,965 e valores de rendimento e
forca do gel de 20,24% e 221 g, respectivamente. A glicina foi o aminoéacido
majoritario, tanto na pele do peixe (23,77%), quanto na gelatina (23,39%)
obtidas. A gelatina apresentou caracteristica de gel extensivel e consistente e
sua microestrutura apresentou fios finos uniformes e pequenos espagos vazios
em toda sua extensao, favoravel para a industria de alimentos

Palavras chaves: residuo, forca do gel, rendimento
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ABSTRACT

This study aimed to prepare gelatin from fish skin by liming method, determine
the optimal conditions for processing and characterizing the properties of gelatin
obtained The gelatin extraction process from kumakuma (Brachyplathystoma
filamentosum) skin was optimized using a calcium hydroxide solution. The
gelatin obtained was characterized through scanning electron microscopy and
analyses of yield, gel strength, color, viscosity, amino acid profile, melting point,
foaming capacity, and emulsifying capacity. The optimized conditions were
defined over ten days of pre-treatment at 50 °C. This condition resulted in
desirability of 0.965 and yield and gel strength values of 20.24% and 221 g,
respectively. Glycine was the main amino acid both in the fish skin (11.68%)
and in the gelatin obtained (23.39%). The gelatin had extendable and consistent
gel characteristic and its microstructure showed even threads with small gaps
throughout, which is favorable for the food industry.

Key words: residue; fish; gelatine.
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1 INTRODUCAO

A extracdo de colageno vem sendo realizada em peles e ossos de
pescado de agua fria (bacalhau, pescada, salmao, entre outros) e de agua
quente (atum, bagre, tilapia, entre outros). Os procedimentos utilizados para
extrair o colageno de pescado normalmente envolvem um prévio tratamento
quimico da matéria-prima e temperatura branda durante o processo de
extracdo (Karim e Bhat, 2009). Dependendo do método empregado no pré-
tratamento do coldgeno, dois tipos de gelatina com diferentes caracteristicas
podem ser produzidas. A gelatina tipo A (ponto isoelétrico em pH 6-9) é
produzida por tratamento acido do colageno e a gelatina tipo B (ponto
isoelétrico em pH 5) é produzida quando o tratamento do colageno ocorre por
via alcalina (Stainsby 1987).

A gelatina é uma proteina derivada da hidrélise parcial do colageno e é
composta por aproximadamente 19 aminoacidos (Osborne, Voight, Hall, 1990).
A estabilidade térmica do colageno esta relacionada com seu conteuddo em
imino&cidos (prolina e hidroxiprolina) e quanto mais elevado este conteudo,
maior é a estabilidade das ligacbes entre as proteinas. O coladgeno se
desnatura em temperaturas superiores a 40 °C, produzindo uma mescla de
espécies, com uma, duas ou trés cadeias polipeptidicas entrelacadas ao acaso.
Por outro lado, o resfriamento controlado do colageno (abaixo da temperatura
de fusdo) conduz a recuperagéo de uma estrutura helicoidal (Wong 1994).

A extracdo de gelatina de peixes utilizando diferentes processos ainda &
muito limitada. O processo de calagem, com hidroxido de calcio no pré-
tratamento do colageno foi especialmente projetado para a extracdo de gelatina
de peles e ossos de mamiferos e se estende normalmente de dias a meses,
dependendo da concentragdo de hidroxido de célcio e da temperatura utilizada
(Schreber e Gareis, 2007). Um processo para a obtencéo alcalina de gelatina
tipo B de peixe foi patenteado por Stanley (2002) e consiste em uma extracao
inicial por calagem, durante 42 dias, seguido por extragdo com acido. A
utilizacdo do Ca(OH), é normalmente preferida, devido sua capacidade de
regular a alcalinidade, ndo permitindo que o colageno se alongue e perca sua
firmeza (Ockerman e Hansen 1999). Adicionalmente, o rendimento e a forca

Bloom da gelatina séo bem superiores (Jamilah et al., 2011).
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A producdo mundial de gelatina foi aproximadamente 326.000 toneladas,
onde 46% sao provenientes de peles suinas, 29.4% de couro bovino, 23.1% de
ossos e 1.5 % de outras partes (GME, 2008). No entanto, a ocorréncia
frequente da doenca Encefalopatia espongiforme bovina (BSE) tem gerado
problemas para a saude humana e, portanto, subprodutos de mamiferos sédo
limitados para serem usados em processamento de alimentos, cosméticos e
produtos farmacéuticos (Cho et al., 2005). Desta forma, o estudo de processos
para a obtencdo de gelatina de peixe, especialmente de peles e ossos, tem
aumentado, visando a obtencéo de produto com propriedades equivalentes as
da gelatina de mamiferos (Gudmundsson, 2002).

Os objetivos deste estudo foram elaborar gelatina a partir de pele de
peixe pelo método de calagem, determinar as condi¢Bes ideais para o
processamento utilizando a metodologia de superficie de resposta, a funcdo

desejabilidade e caracterizar as propriedades da gelatina obtida.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas peles frescas da espécie de peixe filhote
(Brachyplathystoma filamentosum) adquiridas no mercado de peixe de Belém
(Ver-o-peso). A matéria prima foi transportada sob refrigeracdo (2-4°C), em
caixas isotérmicas, ao Laboratério de Produtos de Origem Animal (LAPOA), da
Universidade Federal do Para (UFPA), onde foram feitas as manipulacdes.

2.1 Obtencéo da gelatina

A gelatina foi obtida pelo método de calagem, tomando como base a
metodologia proposta por Jamilah et al. (2011). As peles do peixe foram
lavadas em agua corrente para a remo¢ao de materiais indesejaveis e apos a
retirada do excesso de agua, foram imersas em solucdo saturada de Ca(OH).,
na concentracao de 27 g/L a 20 °C. Para cada kg de pele umida foram usados
2 L da solucao saturada, como meio de impregnacdo. Apos o tempo de pre-
tratamento (6 a 14 dias), as peles foram retiradas e lavadas com dez partes de
agua (m/m), para a remocao do excesso de alcali, mantendo as peles em pH
10. Para cada 20g de pele foi adicionada 100 mL de &agua destilada e o
conjunto foi mantido em banho-maria (36 a 64 °C), para extracdo do colageno.

Em seguida, foi utilizado acido cloridrico para reduzir o pH da solucédo para


https://pt.wikipedia.org/wiki/Encefalopatia_espongiforme_bovina
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aproximadamente 5. A solucéo foi entédo filtrada em papel de filtro Whatman
n°4 e o colageno desnaturado (gelatina) recolhido foi colocado em bandejas,
congelado -50°C e liofilizado por 30 horas. O produto liofilizado (gelatina) foi
embalado a vacuo em sacos de polietieno, armazenado a -22°C e

posteriormente submetido aos ensaios do planejamento experimental.

2.2 Planejamento experimental

No planejamento experimental foram utilizados o delineamento
composto central rotacional (DCCR) sendo as variaveis independentes tempo
de pré-tratamento (dias) e temperatura de extracdo (°C). Foi utilizada a
metodologia de superficie de resposta (MSR) para definir as melhores
condi¢cOes para as respostas rendimento total do processo e for¢ca do gel. Todo
o ensaio foi realizado em triplicata.

Foram realizados onze ensaios (Tabela 1), sendo quatro ensaios
fatoriais (combinagé@o entre os niveis +1), trés ensaios no ponto central (duas
variaveis no nivel 0) e quatro ensaios nos niveis axiais (uma variavel no nivel
+a e a outra variavel no nivel 0). Para cada resposta foi verificada a
significAncia das variaveis ou interacdes, segundo a equacdo polinomial

descrita na Equagéao 1.

Y = f(X) = Bo + B1(A) + B11(A)* + B2(B) + B22(B)* + B12(AB) Eq. 1
Y: variavel dependente (rendimento e forca do gel),

Bo: constante

Bi, Bii e Bj: coeficientes de regresséao

Xi e X;: niveis das variaveis independentes.

Os desvios e desvios relativos entre os valores experimentais e previstos
pelos modelos, para as condi¢cdes 6timas de cada variavel de resposta, foram
calculados pelas Equacgdes 2 e 3, respectivamente:

Desvio=Y -Y Eq. 2

) ) Y-Y
Desvio Relativo=

« 100 Eq. 3
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onde: Y = resposta experimental e Y = resposta prevista pelo modelo.

2.3 Determinag®es fisico-quimicas

Foram realizadas andlises de umidade (método n° 950.46), proteinas
totais fator de correcdo 5,55 (método n° 928.08), lipideos (método n°® 960.39) e
cinzas (método n°® 920.153), segundo AOAC (2002). O pH da pele foi
determinado pelo método n° 981.12 da AOAC (2002) e o da gelatina pela
metodologia proposta por Schrieber e Gareis (2007). O perfil de aminoacidos
foi obtido em cromatografo liquido de alta performance Waters-PICO Tag™,
Waters Model 712 WISP (Waters, Watford, Herts, UK), segundo White, Hart,
and Fry (1986). A atividade de agua foi determinada em higrémetro eletrénico
Aqualab, 3TE - Decagon Devices Inc.USA. Todas as andlises foram realizadas
em triplicata. A cor instrumental foi determinada em colorimetro (marca Minolta,
modelo CR 310, Japan), no espaco CIE (Comission Internacionale de
I'Eclairage) L*, a*, b*, onde: L*: luminosidade; a*: intensidade da cor vermelha;
b*: intensidade da cor amarela. Foram calculados o indice de saturacdo C* e o
angulo de tonalidade h° (Hunterlab 2008).

2.4 Determinac¢@es das propriedades tecnoldgicas

Foram analisadas as propriedades tecnoldgicas da gelatina obtida:
rendimento total da gelatina (%) calculados pela razdo entre peso da gelatina e
peso umido da pele (Binsi et al 2009). A forca do gel (Bloom) foi determinada
em analisador de textura, usando sonda de teflon cilindrica, com 12,5 mm de
diametro, pressionando 4 mm no gel de gelatina com velocidade de 1 mm/s
(Choi e Regenstein 2000).

As analises morfologicas foram realizadas em microscopio eletrénico de
varredura modelo LEO-1430, USA. As amostras foram metalizadas com ouro e
o tempo de recobrimento foi de 1,5 minutos. As condi¢cdes de analises para as
imagens de elétrons secundarios foram: corrente do feixe de elétrons = 90 UA,
voltagem de aceleracdo constante = 10 kV e distancia de trabalho = 15 mm. O
ponto de fusao foi determinado tomando como base a metodologia utilizada por
Choi e Regenstein (2000). Para estabelecer a capacidade de formar espuma

(CFE), solucdes de gelatina, em diferentes concentragdes (1, 2 e 3%), foram
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homogeneizadas a 1750 rpm por 1 min a temperatura ambiente (24°C). A CFE
foi calculada como a razdo entre os volumes antes e apds a homogeneizacéo
(Shabhiri et al 2010).

A capacidade emulsificante (CE) foi determinada segundo Shahiri et al.
(2010), com modificagbes. Foram misturados 20 mL de solucdo da gelatina a
3,3%, com 20 mL de 0leo de soja. A mistura foi homogeneizada a 1750 rpm por
30 segundos e posteriormente centrifugada a 2000 xg por 5 minutos. A CE foi
calculada como a razdo entre o volume da porcdo emulsificada e o volume
inicial. A viscosidade foi determinada de acordo com Yang et al (2008), onde a
amostra foi colocada em banho a 45°C e transferida para o viscosimetro de
Ostwald-Fensk (n° 100), o qual foi colocado em banho a 60°C durante 10
minutos para estabilizar a temperatura, sendo realizada a leitura e o valor

expresso em centipoise (cP).

2.5 Andlise estatistica

Os dados experimentais do planejamento e andlise de variancia
(ANOVA) e a determinagdo do ponto 6timo do planejamento através da funcdo
de desejabilidade foram analisados com auxilio do programa Statistica 7.0 for

Windows.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacéao do processo de obtencao da gelatina

Nas duas ultimas colunas da Tabela 1 sdo apresentados os resultados

experimentais obtidos para rendimento (%) e forga do gel (g).
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Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental 2° com os dados obtidos para

rendimento (%) e forca do gel (g).

Ensaios Codificado Real Respostas
A B Tempo Temperatura Rendimento Forca do

(dias) (°C) (%) gel (9)
1 -1,00 -1,00 7,0 40,0 14 70,0
2 -1,00 1,00 7,0 60,0 30,0 39,0
3 1,00 -1,00 13,0 40,0 10,0 78,0
4 1,00 1,00 13,0 60,0 23,5 57,0
5 -1,41 0,00 6,0 50,0 21,0 89,0
6 1,41 0,00 14,0 50,0 16,0 163,0
7 0,00 -1,41 10,0 36,0 12,0 80,0
8 0,00 1,41 10,0 64,0 26,0 75,0
9 0,00 0,00 10,0 50,0 25,1 243,0
10 0,00 0,00 10,0 50,0 21,0 240,0
11 0,00 0,00 10,0 50,0 24,9 200,0

As estimativas dos coeficientes dos fatores para o modelo de cada
resposta avaliada estdo apresentadas na Tabela 2. Os efeitos destacados em

negrito indicam que a variavel apresentou efeito significativo (p < 0,05).

Tabela 2 — Efeitos estimados das variaveis do polindbmio de segunda ordem

(Eg. 1), associada a significancia para cada resposta estudada (erro puro).

Fatores Re_ndimento (%) Fo_r(;a do gel (g)
Efeitos p-valor Efeitos p-valor
Constante 23,622 0,003 229,032 0,003
A -4,544 0,114 33,000 0,199
AA -5,216 0,132 -136,306 0,025
B 12,301 0,017 -15,639 0,454
BB -4,143 0,164 -167,531 0,013
AB -1,250 0,642 5,000 0,854

A = Tempo de extracao (dias); B = Temperatura de extracéo (°C)

A obtencéo de maiores rendimentos no processo de extracdo da gelatina
e fundamental para viabilizar sua utilizacdo como potencial fonte de producao.
Com relacdo ao rendimento total o efeito foi significativo e positivo para
temperatura de extracao linear (B), ou seja, um aumento deste fator provocou
um aumento no rendimento. Pode-se observar na Fig. 1, a obtencédo de
rendimentos mais elevados na faixa onde foram empregadas maiores
temperaturas de extracdo; isto possivelmente propiciou a hidrolise mais

pronunciada do colageno, possibilitando a obtencdo de maiores rendimentos.
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Figura 1: Superficie de resposta para rendimento em funcédo do tempo (dias) e

da temperatura de extragcdo (°C) pelo método de calagem

Com relacéo a forca do gel (Tabela 2), os efeitos foram significativos e
negativos para tempo de pré-tratamento quadratico (AA) e temperatura de
extracdo quadratica (BB), ou seja, um aumento nesses fatores acarreta numa
diminuicdo na forga do gel. Verifica-se também que o tempo de pré-tratamento
linear (A) foi 0 que apresentou maior efeito sobre a for¢a do gel.

O aumento da temperatura leva ao incremento da forca do gel, no
entanto, com o gradativo aumento, a forca do gel tende a decresce com a
consequente formacao 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) sdo dependentes de sua distribuicdo de
peso molecular e composicdo de aminoacidos (Johnston-Banks 1990). Os
maiores valores de forca do gel foram obtidos quando foram empregadas

temperaturas na faixa de 50°C (Fig. 2).



@R op BN
w3
=)

500

. “0:0 ,
%%

A

w0

I 200
B 100
0

1-100
I -200
B -300

69

Figura 2: Superficie de resposta para forca do gel em funcédo do tempo (dias) e

da temperatura (°C) de extracdo pelo método de calagem

A anélise de variancia (ANOVA) apresentou valores de R? de 0,93 e 0,92

para rendimento e forca do gel respectivamente (Tabela 3), indicando que o

modelo definiu 0 comportamento do processo de forma adequada, explicando

mais de 92% da variagcdo dos dados experimentais.

Tabela 3 — Modelo reduzido para rendimento e forca do gel, em funcdo das

variaveis independentes, teste F e R?.

Fonte de SQ GL  MQ Fcal. Ftab. R?
variacao

Rendimento
Regressédo 292,10 1 292,1 21,36 18,51 0,93
Residuo 123,05 9 13,67
F. A. 112,37 7 16,05 3,0 19,35
Erro 10,68 2 5,343
Total 415,15 10 41,51564

Modelo 23,6228+6,1505(B)

Forca do gel
Regressédo 50126,82 2 25063,41 28,26 19,0 0,92
Residuo 7093,36 8 886,67
F. A. 5940,69 6 990,11 1,71 19,3
Erro 1152,67 2 576,33
Total 57220,18 10 5722,01

Modelo 229,03 -68,15 (AA)-83,76(BB)
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A falta de ajuste, para a equacéo da resposta rendimento e forca do gel,
nao foi significativa (Tabela 3), visto que Fcal<Ftab indicando que a equacao
preditiva pode ser utilizada para qualguer combinacdo dos valores das
variaveis estudada.

O aumento no rendimento foi proporcional ao aumento da temperatura
de extracdo, o que gerou maior hidrolise do colageno, reduzindo a forca do gel.
A severidade do tratamento de extracdo € determinante sobre as propriedades
funcionais da gelatina (Montero et al., 2002). A consisténcia do gel diminuiu
para temperaturas de extracdo superiores a 50°C, o que estad de acordo com
Ledward (1986), Norman et al. (2000) e Cho et al. (2004). De acordo com 0s
autores, maiores temperaturas de extracdo provocam a degradacdo das
proteinas, e os fragmentos de proteinas produzidos reduzem a capacidade de
gelificacdo e consequentemente a forca do gel. Desta forma, o emprego de
altas temperaturas e de tempos de pré-tratamento prolongados, sdo desejaveis
para obtencdo de maiores rendimentos, mas induzem a fragmentacdo das
cadeias alfa (a) do colageno, reduzindo a forga do gel (Johnston-Banks 1990;
Cho et al. 2004).

O aumento do tempo de pré-tratamento proximo ao ponto 6timo (10
dias) causou um aumento tanto no rendimento quanto na forca do gel.
Resultado semelhante foi encontrado por Johnston-Banks (1990) e Poppe
(1992), que reportaram que o numero de ligacdes cruzadas devem ser
fragilizadas o suficiente para converter o colageno numa forma adequada para
a extracao.

De acordo com a funcao desejabilidade para as respostas rendimento e
forca do gel (Fig. 3), um tempo de 10 dias de pré-tratamento e temperatura de
extracdo de 50°C, apresentou uma condicdo maxima de desejabilidade (0,96),
€ possivel obter 23,62% de rendimento e uma for¢a do gel de 229,14 g, ambos
desejaveis. De acordo com Jamilah e Harvinder (2002) o rendimento da
gelatina de pescado varia de 6% a 19% e a forca do gel de 250 a 260 g.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 3 — Grafico de desejabilidade para a extracdo de gelatina de pele de
filhote.

Foram realizados ensaios com as condi¢cbes 6timas de temperatura
(50°C) e tempo de pré-tratamento (10 dias), para comparar o0s valores
experimentais das respostas rendimento e forca do gel, com os valores
preditos pelos modelos de regresséo. A diferenca entre o valor experimental e
predito resultou num desvio relativo de -3,6% para o rendimento e -16,6% para
forca do gel), demonstrando que o modelo pode ser utilizado para predizer o

rendimento e a for¢a do gel da gelatina, dentro do dominio experimental.

3.2 Caracterizacéo da pele e da gelatina

Na Tabela 4 s&o apresentados os valores da composicdo e dos

parametros fisico-quimicos determinados na pele e na gelatina obtida
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Tabela 4 — Composicdo e parametros fisico-quimicos da pele e da gelatina

extraida da pele de filhote.

Components Pele* Gelatina*
Umidade (%) 58,83 £ 0,57 11,37 £ 0,98
Lipideos (%) 14,25 + 0,22 539+0,21
Proteina (%) 31,08 £ 0,99 81,67 £ 0,83
Cinzas (%) 0,37 £ 0,04 0,34 + 0,06
pH 6,72 + 0,01 4,50 + 0,08
Atividade de agua 0,98 +0,06 0,25+ 0,01

*Os valores sdo médias de 3 determinacoes.

A umidade da pele foi da mesma ordem de grandeza observada para
corvina (Johnius dussumieri) (62,3%) e shortfin scad (Decapterus macrosoma)
(60,4%) (Cheow et al. 2007). Para a gelatina, a umidade mostrou-se dentro da
faixa observada em gelatina comercial (9-14%) (Eastoe e Leach 1977).

O teor de gordura da pele foi elevado (14,25+0,22%), devido o peixe
utilizado ser considerado um peixe de alto teor de gordura. Ribeiro et al. (2013)
encontraram 14,5+0,3% de gordura no musculo de filhote. Shahiri et al. (2012)
encontraram 13,12+0,20% de gordura na pele e 0,31+0,07% no colageno de
truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss). O teor de gordura de 5,39 + 0,21%
encontrado na gelatina mostra que os tratamentos prévios a extracdo com
Ca(OH), foram eficiente na reducéo deste componente.

Os teores de proteinas na pele (31,08+0,99%) e na gelatina
(81,67+0,83%) foram semelhantes aos observados na pele (30,6+0,9%) e na
gelatina (84,28+5,39%) de tilapia do Nilo (Rawdkuen et al., 2013). Jamilah et al.
(2011) encontraram teores de proteinas de 31,01+0,48% e 80,02+0,33%,
respectivamente, na pele e na gelatina extraida da pele de freshwater fish, pelo
método de calagem.

O teor de cinzas da pele foi inferior ao relatado por Bueno et al. (2011)
(1,9+0,3%), na pele de tilapia. Por sua vez, o teor de cinzas na gelatina foi
préximo ao encontrado por Ratnasari (2013) (0,20 %), para redtail catfish
extraida com Ca(OH), e por Sarbon et al. (2013), para gelatina de pele de
frango (0,37%). Segundo Jones (1977) e Muyonga et al. 2004), o teor maximo
de cinzas recomendado para gelatina é de 2,6%. Porém, Benjakul et al. (2009)
indicam que gelatina de alta qualidade nédo deve conter mais que 0,5% de

cinzas.
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Jongiareonrak et al. (2006) sugerem que o alto teor de proteinas e
menor teor de umidade, cinzas e gordura na gelatina sdo determinados pela
matéria-prima ou pelos produtos quimicos residuais, ap0s 0 processamento.

O baixo valor de pH da gelatina obtida (4,5+0,08) € atribuido ao
processo de extracdo, onde o pH da solucdo de gelatina foi reduzido com &cido
forte. Cheow et al (2007) também relatam baixos valores de pH para a gelatina
extraida de corvina (3,35) e de shortfin scad (4,87). O baixo valor de atividade
de agua sugere uma boa estabilidade da gelatina com relacdo a degradacgéo
microbioldgica.

A Tabela 5 apresenta o perfil de aminoacidos na pele e da gelatina de
filhote.

Tabela 5 — Perfil de aminoacidos da pele e da gelatina de filhote.

Aminoacidos Pele* Gelatina*
Acido aspartico Asp 5,91 5,07
Acido glutamico Glu 9,30 9,07
Hidroxiprolina Hyp 8,40 9,35
Serina Ser 1,85 1,84
Glicina Gly 23,77 24,97
Histidina Hys 0,36 0,28
Taurina Tau 2,74 2,93
Arginina Arg 5,13 5,06
Treonina The 10,60 10,57
Alanina Ala 10,36 11,70
Prolina Pro 5,19 5,05
Tirosina Tyr 0,63 0,33
Valina Val 2,70 2,38
Metionina Met 1,61 1,77
Cisteina Cys 0,04 0,01
Isoleucina lleu 1,34 1,13
Leucina Leu 3,86 3,06
Phenilalanina Phe 2,42 1,34
Lisina Lys 3,48 3,02
Triptofano Trp 0,08 0,18
Total 99,77 99,11

* 9/100g de proteina

Os iminoacidos prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp), que representaram
13,59% e 14,40% dos aminoacidos totais da pele e da gelatina, tem uma
correlagao direta com a forgca do gel (Holzer, 1996), pois desempenham papel
importante na estabilizacdo da tripla hélice (Ramachandran 1988). Na verdade,

a composicao em aminoacidos é determinante para as propriedades fisicas da
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gelatina. Gelatinas com conteudo limitado de iminoacidos tendem a apresentar
menores pontos de fusdo (Ratnasari, 2013). Os valores de hidroxiprolina na
pele (8,40%) e na gelatina (9,35%) apresentaram-se de acordo ao citado por
Nalinanon et al. (2008) em que gelatina de peixe apresentam teor de 7 a 10%
de hidroxiprolina do total de aminoé&cidos.

A glicina foi o aminoacido majoritario na pele (23,77%) e na gelatina
(24,97%), e esta de acordo com os resultados observados por Cho et al. (2004)
e Silva et al. (2014) que encontraram respectivamente 27,54% de glicina em
gelatina de cartilagem de tubaréo e 30,7% em pele de cobia. De acordo com
Nagarajan et al. (2012), um ter¢co do colageno € composto por glicina. Para
fechar a estrutura da tripla hélice, as pequenas moléculas de glicina séo
necessarias para ocupar cada terceira posi¢cao (Te Nijenhuis, 1977). Segundo
Piez e Sherman (1970), a formacdao e estabilizacdo eficaz da estrutura da tripla
hélice do colageno requer a presenca da sequéncia da repeticao (Gly X-Y), em
que X e Y pode ser qualquer aminoacido com, pelo menos, uma prolina ou
hidroxiprolina em qualquer outro tripleto. Assim, GLY-PRO-Y, X-GLY-HYP e
GLY-PRO-HYP séo importantes para a estabilizacdo da estrutura de colageno
(Privalov,1982).

Foram identificadas pequenas quantidades de cisteina (0,01%) e
metionina (1,77%) na gelatina, semelhante ao reportado por Hou et al. (2009).
Esses aminoacidos desempenham um papel essencial na formacédo de pontes
dissulfeto (Foegeding et al., 1996). A presenca de cisteina poderia indicar que
a gelatina continha uma pequena quantidade de proteina do estroma (Duan et
al., 2011; Bougatef et al 2012).

Lisina estabiliza a estrutura da gelatina, formando estruturas entre
cadeias de ligagéo cruzada. A percentagem de lisina foi de 3,02% na gelatina,
resultado proximo ao encontrado por Cho et al. (2004) em gelatina de

cartilagem de tubaréo (2,27%) e gelatina suina (2,32%).
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A Tabela 6 mostra os resultados da caracterizacdo tecnoldgica da

gelatina extraida de pele de filhote.

Tabela 6 — Caracterizacao tecnolégica.

Componentes Gelatina Ca(OH),
Rendimento (%) 20,24 £ 0,02
Forca do gel (g) 221,00 £9,93
Viscosidade (cP) 3,10+ 0,26

Ponto de Fuséo (°C) 23,16 £ 0,23
Poder emulsificante (%) 51,35+0,02
Poder espumante
Solucédo 1% 106+0,04
Solucédo 2% 110+0,02
Solucédo 3% 116+0,01
L* (Luminosidade) 83,41 +2,42
a* (verde-vermelho) -4,93 £ 0,19
b* (azul-amarelo) 9,63+0,10
c* (croma) 10,82 £ 0,15
h* (dngulo de tonalidade graus) 117,09 £ 0,80

Médias de trés determinacfes

O rendimento (Tabela 6) obtido para gelatina de pele de filhote pré-
tratada com Ca(OH), esta préximo ao observado por Ratnasari et al. (2014)
(23,12%), que utilizaram Ca(OH), no pré-tratamento. Jamilah et al. (2011), no
processo de extracdo com calagem por 14 dias, obtiveram rendimento de
extragcdo de 39,97%.

A utilizacdo de Ca(OH), para acondicionar a pele antes da extracéo
resultou em Otima recuperacdo da gelatina em éagua. O tipo de pele, a
concentracdo do acido no pré-tratamento, as condicbes de pH, a taxa de
colageno a ser solubilizado, o tratamento de lavagem e o processo de
inchamento estdo entre os fatores que podem interferir no rendimento de
extracdo de gelatina (Ratnasari et al. 2013).

Gomez-Guillen et al. (2001) observaram que gelatinas de diferentes

espécies de peixes apresentaram diferentes estruturas e propriedades fisicas.
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Isso se deve a diferencas nas moléculas de colagenos contidas na pele
(Jamilah e Harvinder 2002). Karim e Bhat (2009) observaram que a
produtividade e a qualidade da gelatina séo influenciadas pela espécie e idade
do peixe, processo de extracdo e temperatura de pré-tratamento.

A consisténcia do gel é uma das propriedades funcionais mais
importantes da gelatina. Os dados encontrados indicam que a forca do gel da
gelatina pré-tratada com Ca(OH), favorece um gel firme e resistente dentro do
intervalo desejavel para alimento que é de 50-300g (GMIA 2003). Resultado
semelhante foi observado para tilapia (Oreochromis niloticus) (263 Q)
(Grossman e Bergman, 1992), carpa (Cyprinus carpio) (267 g) (Kansakala et
al., 2007) e catfish (Ictalurus punctatus) (252 g) (Yang et al., 2007).

A viscosidade da gelatina tratada com Ca(OH), favoreceu uma gelatina
consistente e gel extensivel. O aumento da viscosidade € acompanhado pelo
aumento da forca do gel, da temperatura de fusdo e do pH (Sperling 1985;
Stainsby 1987). Grossman e Bergman (1992) observaram viscosidade de 6,28
cP para a gelatina de bagre, enquanto Yang et al., (2007) viscosidade inferior a
3,0 cP em gelatina de channel catfish. Os resultados indicam que variagdes na
viscosidade podem ser relacionadas com as diferentes espécies de peixes de
agua doce e também com o método de extracao.

O ponto de fusédo da gelatina tratada com Ca (OH), foi 23,16 = 0,23,
valor diretamente relacionado com o teor de iminoacidos na molécula de
colageno original. Ponto de fusdo nesta faixa resulta em gelatina de rapida
dissolucao definindo as possiveis aplicacfes na industria de alimentos. Cho et
al. (2005) observaram pontos de fusdo 24,3 °C para gelatina de tuna (T.
albacares), 33,8 °C para gelatina de bovino e 36,5 °C para gelatina de suino.

A gelatina apresentou poder emulsificante, sendo este parametro
dependente do grau de exposicdo de residuos hidréfobos no interior de
gelatina (Shyni et al. 2014). O teor do aminoacido hidrofdbico tirosina (Tab. 5)
na gelatina de pele de filhote foi de 0,33%. Shyni et al. (2014) citaram valor de
0,25 e 0,26% em gelatina de pele de rohu e tuna, respectivamente. A
guantidade de tirosina € provavelmente responsavel pelo alto poder
emulsificante das gelatinas.

As solucbes da gelatina obtidas, para uma mesma concentracdo de

proteina, apresentaram capacidade de formacdo de espuma, que aumentou
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com o incremento da concentracéo proteica, em todas as solugdes de gelatina.
As superficies hidrofébicas da cadeia de peptideos sdo responsaveis por
atribuir & gelatina as propriedades emulsificante e de formacédo de espuma
(Galazka et al., 1999; Cole, 2008).

A gelatina extraida pelo método de calagem apresentou coloracdo
esbranquicada e brilhante. Jamilah et al. (2011), utilizando a extracdo pelo
meétodo de calagem, encontrou valor de L* (79.45+1.10), a* (-0.71+ 0.09) e b*
(5.75+0.14) em gelatina de pele de striped catfish. O valor do croma (c*)
distante de zero significam coloracéo clara. O angulo de tonalidade (h*) define
a tonalidade em si, e quando é positivo indica uma tendéncia a coloracao clara
(Cheow et al.,, 2007; Hunterlab Inc 2008). Tais valores corresponderam a
coloracdo das gelatinas, no entanto, isso ndo tem influéncia sobre outras
propriedades funcionais.

Na Figura 4 sédo apresentadas as eletromicrografias da gelatina da pele
de filhote, obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). A
microestrutura da gelatina apresentou fios finos uniformes e pequenos espagos
vazios em toda sua extensdo. Em geral, o arranjo e combinagcdo de moléculas
de proteinas na matriz do gel contribuem diretamente para a resisténcia do gel
de gelatina, ja que a microestrutura do tecido de gel esta relacionada com as
propriedades da gelatina (Yang et al. 2008; Benjakul 2009). Géis com menos
ligagOes inter-cadeia ou cadeias mais finas podem ser degradados mais
facilmente por uma forca aplicada, resultando em menor forca de gel

(Kaewruang et al 2014).

Mag= 50X EHT=1000ky WD= 15mm

(A) (B)

Figura 4: Eletromicrografias da gelatina da pele de filhote: 50x (A) e 200x (B).
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4 CONCLUSAO

De acordo com o modelo proposto, as condicfes 6timas de extracao
foram estabelecidas no tempo de 10 dias de pré-tratamento e temperatura de
extracdo de 50 °C. O emprego de altas temperaturas foi desejavel para
obtencdo de maiores rendimentos, mas provocaram a reducéao da for¢a do gel
da gelatina. A glicina foi o aminoacido encontrado em maior quantidade tanto
na pele quanto na gelatina. A gelatina apresentou caracteristica de gel
extensivel e consistente e na sua microestrutura apresentou fios finos

uniformes, favoraravel para ser utilizado na industria de alimentos
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CAPITULO Ill: Obtencdo de gelatina de pele de dourada

(Brachyplathystoma rousseauxii) utilizando dois processos de extracao

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi demonstrar o efeito dos processos de extracao
utilizando hidroxido de calcio Ca(OH), e hidroxido de sédio (NaOH) como pré-
tratamento, sobre as propriedades da gelatina da pele de dourada
(Brachyplathystoma rousseauxii). Foram utilizados duas metodologias para
extrair coldgeno e obter gelatina a partir da pele de dourada
(Brachyplathystoma rousseauxii). Foram utilizados pré-tratamento com
hidréxido de sédio (NaOH) e hidroxido de célcio (Ca(OH), e processo de
extracdo a 64 °C por 6 horas em banho maria e a gelatina obtida foi
caracterizada através das andlises de rendimento, forca de gel, cor,
viscosidade, perfil de aminoacidos, ponto de fuséo, capacidade emulsificante e
microscopia eletrbnica de varredura. A gelatina com pré-tratamento com
hidréxido de sodio (NaOH) apresentou diferenca (p < 0,05) e maior potencial
tecnolégico devido maior rendimento, maior quantidade de hidroxiprolina e
melhores propriedades (forca do gel, visosidade, ponto de fusdo, poder
emulsificante), no entanto a gelatina extraida com Ca (OH), apresentou géis
fracos e menor ponto de fusdo caracteristicas adequadas para produtos
refrigerados onde s@o necessarias baixas temperaturas de gelificacdo. As duas
gelatinas apresentaram coloracéo clara e brilhante e a glicina como aminoéacido
majoritario. Conclui-se que as duas gelatinas obtidas podem ser utilizadas em
varias aplicacdes em produtos de acordo com a caracteristica que se deseja
obter.

Palavras chave: colageno; Brachyplathystoma rousseauxii; pré-tratamento;

propriedades.
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ABSTRACT

The objective of this research was to demonstrate the effect of extraction
processes using calcium hydroxide Ca (OH) 2 and sodium hydroxide (NaOH)
as a pretreatment on the properties of the golden skin gelatin
(Brachyplathystoma rousseauxii). Two methodologies were employed to extract
collagen and obtain gelatin from the skin of gilthead bream (Brachyplathystoma
rousseauxii). Pre-treatment with sodium hydroxide (NaOH) and calcium
hydroxide (Ca(OH),;) was used and the gelatin obtained was characterized
through analyses of yield, gel strength, color, viscosity, amino acid profile,
melting point, emulsifying capacity, and scanning electron microscopy. When
the characteristics of the gelatins obtained were compared, the one that used
NaOH had greater (p < 0.05) technological potential due to higher yield, greater
amount of imino acids, and better properties (gel strength, viscosity, melting
point, emulsifying power). However, the gelatin extracted with Ca(OH), had
weak gels and lower melting point, which is appropriate for refrigerated products
that require low gelling temperatures. It is concluded that the two gelatins
obtained can be used in several applications in products according with the
characteristic desired.

Keywords: collagen; Brachyplathystoma rousseauxii; pretreatment; properties.
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1. INTRODUCAO

A gelatina € um polipeptideo soltuvel derivado da ruptura das ligacoes
cruzadas entre cadeias polipeptidicas de colageno. Quando o colageno é
tratado com acido ou base e seguido por tratamento térmico, sua estrutura
fiborosa é hidrolisada de forma irreversivel, formando a gelatina (Zhou e
Regenstein, 2004, 2005).

As propriedades das gelatinas sao influenciadas por dois fatores
principais: as caracteristicas do coldgeno e os pré-tratamentos aplicados no
processo de extracdo do colageno (Johnston-Banks, 1990). Neste contexto, a
aplicacao de diferentes pré-tratamentos e condi¢cdes do processo de extracao
do colageno tem evidenciado uma forte interferéncia sobre as propriedades da
gelatina da pele de peixe e sobre o grau de conversdo do colageno em
gelatina, o que estd diretamente relacionado com o pH, a temperatura e o
tempo de pré-tratamento, bem como com condi¢cbes de extracdo (Montero e
Gomez-Guillen, 2000; Zhou e Regenstein, 2004).

Os acidos cloridrico, sulfurico e fosférico, e os hidroxidos de sodio e de
calcio sao substancias amplamente utilizados na etapa de pré-tratamento do
colageno para a elaboracdo de gelatina de mamiferos (Choa, Gub e Kima,
2005). O colageno da pele ou osso de mamiferos, quando tratado com solucdo
acida ou alcalina, se transforma em colageno solivel em &gua quente, por sua
vez, o colageno da pele de peixe, € mais facilmente hidrolisado com solugéo
acida ou alcalina mais brandas, por apresentar um alto teor de colageno
soltvel (Cho, Jahncke, Chin e Eun (2006).

Peles de peixe sdo materiais alternativos promissores para a extragao
de gelatina, por melhor utilizar os subprodutos de processamento de peixe e
para atender as necessidades socioculturais (Montero e Gomez-Guillen, 2000).
Existem restricdes a gelatina de bovino e suino em paises em que predominam
religibes como o judaismo e o islamismo proibem o consumo de qualquer
produto relacionado com carne suina, enquanto os hindus sao proibidos de
consumir produtos de origem bovina (Karim e Bhat, 2009). Além disso, a
gelatina de fontes aquaticas estad livre de problemas sanitarios como a
Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) também conhecida como mal da
vaca louca (Sadowska, Kolodziejska e Niecikowska, 2003).
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No entanto, para ser aplicada na industria de alimentos e farmacéutica, a
gelatina de peixe dependente de propriedades reoldgicas, como a forca do gel
e a viscosidade, bem como da transparéncia, da solubilidade e do ponto de
fusdo (Gomez-Guillen, et al., 2007).

A extragdo de gelatina ultilizando pré-tratamento com hidréxido de sédio
foram feita em lulas (Dosidicus gigas) (Kim e Cho, 1996), tubardo azul
(Prionace glauca) (Yoshimura et al. 2000), tildpia (Oreochromis niloticus)
(Jamilah e Harvinder, 2002), bacalhau (Gadus morhua), pescada (Cynoscion
sp), areeiro (Solea lascaris) e linguado (Paralichthys patagonicus) (Gomez-
Guillen et al., 2002), atum albacora (Thunnus spp.) (Cho, Gu e Kim, 2005),
peixe-gato (Ictalurus punetaus) (Yang et al., 2007) e corvina (Argyrosomus
regius) (Cheow et al. 2007). Por sua vez, o pré-tratamento com hidréxido de
calcio foi utilizado para extrair gelatina de peles de peixe-gato (letalurus
punetaus) (Liu, Li e Guo, 2008), tilapia vermelha (Oreochromis nilotica), walking
catfish (Clarias batrachus), striped catfish (Pangasius sutchi fowler) (Jamilah et
al.,, 2011), pangas catfish (Pangasius pangasius), Asian redtail catfish
(Hemibagrus nemurus), striped snakehead (Channa Striata), tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (Ratnasari et al., 2013) e pangas catfish (Pangasius
pangasius) (Ratnasari et al., 2014).

O objetivo desta pesquisa foi demonstrar o efeito dos processos de
extracao utilizando hidroxido de calcio Ca(OH), e hidroxido de sédio (NaOH)
como pré-tratamento, sobre as propriedades da gelatina da pele de dourada

(Brachyplathystoma rousseauxii).

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas peles frescas da espécie de peixe dourada (B.
rousseauxii), adquiridas no mercado de peixe de Belém (Ver-o-Peso) e
transportadas refrigeradas a 5°C em caixas isotérmicas para o Laboratorio de
Produtos de Origem Animal (LAPOA), da Universidade Federal do Para
(UFPA).

Foram realizados os planejamentos experimentais utilizando o

delineamento composto central rotacional (DCCR) sendo as Vvariaveis
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independentes tempo de extracdo (6, 7, 9 11 e 12 horas) e temperatura de
extracao (35, 40, 50, 60 e 64°C) no pré-tratamento com NaOH e tempo de pré-
tratamento (6, 7, 10, 13 e 14 dias) e tempertatura de extracéo (35, 40, 50, 60 e
64°C) no pré-tratamento com Ca(OH),. Foi utilizada a metodologia de
superficie de resposta (MSR) para definir as melhores condi¢cdes para as
respostas rendimento total do processo e forca do gel e funcédo desejabilidade

para escolha do ponto 6timo do planejamento.

2.1 Obtencéo da gelatina pelo método NaOH

O colageno foi obtido seguindo metodologia descrita por Montero e
Gbomez-Guillén (2000), com adaptacBes. Apos lavagem em agua corrente, as
peles do peixe foram cortadas nas dimensdes 4 cm x 4 cm. Inicialmente foram
imersos em solucdo aquosa de NaCl 0,6M por 15 min, seguida por imersao em
solucéo de NaOH 0,3 M por 15 min e, finalmente, em solugdo de acido acético
(C2H403) 0,02M por 60 minutos. Em todas as etapas, a imersao ocorreu sob
agitacao branda, com posterior lavagem das peles em agua, com 3 repeticoes.
O material resultante foi adicionado de 4gua e colocado em banho-maria para
extracdo do colageno a 64°C por 6 horas, condi¢cdes 6timas do planejamento.
Apoés o tempo de extracdo, o material sobrenadante foi recolhido e submetido a
filtracdo em papel de filtro Whatman n°4. O colageno desnaturado obtido foi
colocado em bandejas, congelado a -50°C e liofilizado por 30 horas. O produto
liofilizado (gelatina) foi embalado a vacuo e armazenado -22°C.

2.2 Obtencéo da gelatina pelo método Ca(OH),

A gelatina foi obtida pelo método de calagem, com base na metodologia
proposta por Jamilah et al. (2011). As peles do peixe foram lavadas em agua
corrente, para remover materiais indesejaveis, e o excesso de agua foi
removido. As peles foram entdo imersas em um solucao saturada de Ca(OH).,
na concentracao de 27 g/L a 20 °C. Para cada kg de pele umida foi usado 2 L
de Ca(OH),. O tempo de pré-tratamento nesta solu¢cdo foi de 12 dias
(condicbes 6timas do planejamento), ap0s as peles foram retiradas e lavadas

com agua (1:10), para remover o excesso de Ca(OH),, mantendo as peles em
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pH 10. A cada 20g de pele foi adicionada 100 mL de &gua destilada e o
conjunto foi mantido em banho-maria a 64 °C por 6 horas para extracdo do
colageno. Em seguida, foi utilizado acido cloridrico puro (0,5 mL) para reduzir o
pH da solucdo. O colageno extraido foi filtrado em filtro Whatman n°4,
acondicionado em bandejas, congelado -50°C e liofilizado por 30 horas. O
produto liofilizado (gelatina) foi embalado a vacuo e armazenada -22°C, para

posterior analise.

2.3 Determinag®es fisico-quimicas

Foram realizadas analises de umidade (método n°® 950.46), proteinas
totais (método n° 928.08), lipideos (método n° 960.39) e cinzas (método n°
920.153), todos segundo a AOAC (2002). O pH da pele foi determinado pelo
método n°® 981.12 da AOAC (2002) e da gelatina pela metodologia proposta por
Schrieber e Gareis (2007). Para a determinacédo do perfil de aminoacidos foi
utilizado um cromatoégrafo liquido de alta performace Waters-PICO Tag™,
Waters Model 712 WISP (Waters, Watford, Herts, UK), segundo metodologia
proposta por White, Hart and Fry (1986). A atividade de &gua foi determinada
em termohigrometro eletrénico (Aqualab 3TE, Decagon Devices Inc. Pullman
USA). Para determinacao da cor instrumental foi utilizado um colorimetro (CR
310, Minolta, Japan), no espago CIE (Comission Internacionale de I'Eclairage)
L*, a*, b* onde: L*: luminosidade; a*: intensidade da cor vermelha; b*:
intensidade da cor amarela. Foram calculados o indice de saturacdo C* e o
angulo de tonalidade h° (Hunterlab, 2008). Todas as analises foram realizadas

em triplicata.

2.4 Determinacgdo das propriedades tecnologicas

O rendimento total (%) foi calculado pela razdo entre o peso da gelatina
e 0 peso umido da pele (Binsi et al., 2009). A forca do gel (Bloom) foi
determinada em analisador de textura, usando sonda de teflon cilindrica, com
12,5 mm de diametro, pressionando 4 mm no gel de gelatina com velocidade
de 1 mm/s (Choi e Regenstein, 2000).

As analises morfologicas foram realizadas em um Microscopio Eletrénico
de Varredura modelo LEO-1430, USA. As amostras foram metalizadas com

ouro e o tempo de recobrimento foi de 1,5 min. As condi¢Bes de analises para
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as imagens de elétrons secundarios foram: corrente do feixe de elétrons = 90
WA, voltagem de aceleracdo constante = 10 kV e distancia de trabalho = 15
mm. O ponto de fuséo foi realizado baseado na metodologia descrita por Choi
e Regenstein (2000).

A capacidade emulsificante (CE) foi determinada segundo Shahiri et al.
(2010), com modificacbes. Foram misturados 20 mL de solucdo de gelatina a
3,3%, com 20 mL de 6leo de soja. A mistura foi homogeneizada a 1750 rpm por
30 segundos e posteriormente centrifugada a 2000 x g por 5 minutos. A CE foi
calculada como a razdo entre o volume da porcdo emulsificada e o volume
inicial. A viscosidade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Yang et al. (2008). A amostra foi colocada em banho a 45 °C e transferida para
0 viscosimetro de Ostwald-Fensk (n° 100), o qual foi colocado em banho a 60
°C durante 10 minutos, para a estabilizacdo da temperatura, sendo realizada a

leitura e o valor expresso em centipoise (cP).

2.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de andlises de
variancia (ANOVA) e do teste de Tukey, para determinar as diferencas
estatistica entre as médias das andlises realizadas nas gelatinas, com intervalo
de 95% de confianca (p < 0,05). Para este fim, foi utilizado o software
STATISTICA 7 for Windows.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao fisico-quimica da pele e da gelatina
Na Tabela 1 sédo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas da pele

e da gelatina extraida a partir da pele de dourada, pelas duas vias estudadas.

Tabela 1. Caracteristicas fisico quimicas da pele e das gelatinas da pele de

dourada obtidas por pré-tratamento com NaOH e Ca(OH)...

Propriedades* Pele NaOH (CaOH),
Umidade (%) 54.26+0.38 7.01+1.842 6.32+0.19°%
Lipidios (%) 17.59+1.90 25.09+0.242 20.87+0.70°

Proteinas (%) 28.68+2.20 70.93+1.574 74.43+0.90%
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Cinzas (%) 0.36+0.03 0.07+0.022 0.19+0.172
pH 6.52+0.04 10.06+0.042 9.30+0.21°
Atividade de agua 0.96+0.02 0.25+0.05° 0.23+0.03°

* 3 replicatas; médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si

A umidade e a proteina da pele de dourada apresentaram valores
proximos aos observados para peles de atum albacora (Thunnus albacares)
(60.1% e 28.8%) (Rahman et al., 2008), patudo (Priacanthus hamrur) (52.79%
e 25.19)% (Binsi et al., 2009) e atum (Katsuwonus pelamis) (56.5% e 27.7%)
(Shyni et al.,, 2014). Estes ultimos autores encontraram também 18.3% de
lipideos, 0.68% de cinzas e um pH de 6.3, para a pele da espécie de peixe
estudada.

Os teores de umidade e a proteina da gelatina obtida quando o pré-
tratamento foi realizado com NaOH foram similares ao observado para atum
albacora (Thunnus albacares) (8.3% e 78.1%) (Rahman et al., 2008). Koli et al.
(2012) encontraram para gelatina de pele de poleiro rosa (Nemipterus
japonicus), 8.73% de umidade, 72.63% de proteinas e 0.30% de cinzas. Em
gelatina de walking catfish (Clarias batrachus) obtida por pré-tratamento com
Ca(OH); foi encontrado 7.29% de umidade, 77.88% de proteina e 0.18% de
cinzas (Jamilah et al., 2011).

Ambas gelatinas foram classificadas como do tipo A o que é atribuido ao
tratamento quimico com &cido empregado na etapa de pré-tratamento do
colageno. A baixa concentracdo de &cido (0,02M) no pré-tratamento com
NaOH nao foi suficiente para hidrolizar e promover a desaminacdo de
glutamina e asparagina em acido glutamico e acido aspartico (Johnston-Banks,
1990), ndo ocorrendo a reducéo do pH para 5. Enquanto que na gelatina com
pré-tratamento com Ca (OH),, foi realizada uma pequena adi¢cdo de acido (0,5
mL) para reduzir pH visto que quando adicionado em maiores quantidades (1
mL), o valor do pH situava-se em 3,0 causando reducao na forca de gel. De
acordo com FIB (2011) a firmeza do gel é independente do pH por uma ampla
faixa de valores acima de 5.0. Isso € particularmente importante em sistemas
alimenticios acidos, tais como o0s encontrados em certos produtos de
confeitaria, sobremesas gelatinosas a base de agua e em produtos que usam
culturas lacticas. Norziah et al, (2014) encontrou pH 8 para gelatina tipo A a

partir de residuo de surimi.
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A Tabela 2 apresenta o perfil de aminoacidos totais presentes na pele e

gelatina de filhote (mg/g de proteina).

Tabela 2. Perfil de aminoacidos totais presentes na pele e da gelatina de

dourada (mg/g de proteina) obtidas por pré-tratamento com NaOH e Ca(OH)..

Aminoacidos (mg/q) Pele NaOH (CaOH),
Aspartato (Asp) 3.70 2.56 3.28
Glutamato (Glu) 5.95 5.16 6.40
Hidroxiprolina (Hpro) 9.17 9.23 8.08
Serina (Ser) 2.51 2.85 2.81
Glicina (Gly) 13.27 16.46 17.71
Histidina (Hys) 0.73 0.80 1.30
Taurina (Tau) 0.08 N&o detectado N&o detectado
Arginina (Arg) 4.16 5.27 5.71
Treonina (Thr) 1.95 2.02 1.65
Alanina (Ala) 4.56 6.03 7.04
Prolina (Pro) 6.87 8.89 9.78
Tirosina (Tyr) 0.71 0.63 0.43
Valina (Val) 1.88 1.43 1.43
Metionina (Met) 0.99 1.22 1.27
Cisteina (Cys) 0.66 1.05 0.68
Isoleucina (lle) 1.33 1.20 1.14
Leucina (Leu) 2.33 1.80 1.83
Fenilalanina (Phe) 1.44 1.03 1.04
Lisina (Lys) 2.61 2.30 2.30
Pro + Hpro(Pro+Hpro) 16,04 18,12 17,86

As proteinas da pele e das gelatinas da pele de dourada apresentaram
como aminodcido majoritario a glicina, seguido da prolina, hidroxiprolina e
alanina (Tab. 2). Resultado semelhante foi observado por Arnesen e Gildberg
(2007), para gelatinas de harp seal (Phoca groendlandica) e por Regenstein e
Zhou (2007), para a gelatina de alaskan pollock (Theragra chalcogramma). Por
sua vez, os teores de metionina, taurina, histidina e tirosina, em ambas
gelatinas, foram baixos.

Os teores de iminoacidos (Pro + HPro) foram de 16.04% na pele,
18.12% na gelatina pré-tratada com NaOH e 17.86% na gelatina pré-tratada
com Ca(OH),. Acredita-se que a estabilidade estrutural de gelatina é
largamente dependente da quantidade de hidroxiprolina (Cho et al. 2004), o
que foi superior em gelatina com pré-tratamento com NaOH (9,23%).

Diferentes autores relatam teores de iminoacido da mesma ordem de
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grandeza, para gelatinas obtidas das peles de bacalhau (Gadus morhua)
(17.0%) (Grossman e Bergman, 1992); perca do Nilo (Lates niloticus) (21.5%)
(Muyonga et al., 2004); carpa (Cyprinus carpio) (19.47%) (Kasankala et al.,
2007), bagre (Bagre marinus) (20%) (Liu, Li, Guo, 2008) e patudo (Priacanthus
hamrur) (14.43%) (Binsi et al., 2009).

Como o aminoacido predominante na pele e nas gelatinas foi a glicina,
de acordo com Lehninger, Nelson e Cox (1993), a estabilidade do colageno e
da gelatina é proporcional ao contetdo de iminoacido e da glicina. Para
completar a ligacéo na tripla hélice, moléculas de glicina sdo necessarias para
ocupar cada terceira posicdo (Te Nijenhuis, 1977). Aminoacidos como
triptofano e cisteina estdo normalmente ausentes em gelatina convencional
(FIB, 2011). No entanto, a presenca de cisteina em baixa concentracdo, tanto
na pele quanto nas gelatinas, foi semelhante ao encontrado por Badii e Howell
(2006) e Cheow et al. (2007), em gelatina da pele de carapau (Scomber
scombrus) e corvina (Otolithes ruber).

3.2 Caracterizacao tecnolégica da gelatina
A Tabela 3 mostra as propriedades tecnoldgicas das gelatinas de

dourada obtidas por pré-tratamento com NaOH e Ca(OH)..

Tabela 3. Propriedades tecnoldgicas das gelatinas de dourada obtidas por pré-

tratamento com NaOH e Ca(OH)..

Propriedades NaOH Ca(OH),
Rendimento (%) 30.6+1.24° 21.33+0.24°
Forca de gel (g) 312+16.5% 157+13.58°
Viscosidade (cP) 3.40.16° 2.5+0.16"
Ponto de fuséo (°C) 29.6+0.47°¢ 23+0.14°
Poder emulsificante (%) 48.7+0.55% 43.6+2.36°
L* (Luminosidade) 65.02+1.11° 85.01+2.212
a* (verde-vermelho) 0.40+0.172 -0.79+0.42°
b* (azul-amarelo) 5.94+0.75° 10.53+1.07°2
c* (croma) 5.95+0.74° 10.57+1.10%
h* (dngulo de tonalidade 85.92+2.12° 94.09+2.06%
graus)

Teste de Tukey, com intervalo de 95% de confianga (p < 0,05); médias seguidas de

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si
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Os rendimentos das gelatinas foram estatisticamente diferentes (p <
0.05), mas ambos foram considerados elevados, de acordo com Karim e Bhat
(2009), o rendimento de extracdo de gelatina de peixe varia entre 6 e 19%. A
diferenca no valor de rendimento entre as amostras pode estar relacionada ao
tempo de pré-tratamento. O tempo curto (2h) de pré-tratamento com NaOH e
temperatura de extracdo de 64°C favoreceu maiores rendimentos. De acordo
com Schrieber e Gareis (2007), o rendimento da extracdo aumenta com a
elevacéo da temperatura (de 50 a 70° C). Enquanto que longo tempo (12 dias)
de pré-tratamento com Ca (OH), utilizado pode ter contriubuido para o menor
rendimento, estando de acordo com os resultados de Cho et al. (2005).
Segundo Yoshimura et al. (2000) o colageno dissolve-se na solucdo de pré-
tratamento e resulta numa perda em rendimento de gelatina ou devido a
lixiviacdo de colageno durante a lavagem (Jamilah e Harvinder, 2002), no pré
tratraento com Ca (OH)..

Rahman et al. (2008) observaram rendimento de 18.0% em gelatina
extraida da pele de albacora (Thunnus albacares). Sinthusamran et al. (2014),
ao estudarem o efeito da temperatura e do tempo de extracdo do colageno de
seabass (Lates calcarifer) observaram que o rendimento de extracao foi maior
a 55° C, quando comparado com o processo realizado a 45 °C onde
rendimento maximo foi obtido com 6 h de extracao.

Varias pesquisas utilizando pré-tratamento com Ca(OH), obtiveram
rendimentos proximos aos encontrados para a dourada: 21.28% para Asian
redtail catfish (Hemibagrus wyckioides), 21.93% para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (Ratnasari et al., 2013) e 23.12% para pangas catfish
(Pangasius pangasius) (Ratnasari et al., 2014). Rendimentos mais elevados
foram observados para tilapia vermelha (Hibrido de oreochromis sp) (39.97%),
Walking catfish (Clarias batrachus) (32.06%) e striped catfish (Pangasianodon
hypophthalmus) (26.23%) (Jamilah et al. 2011).

O valor de forca do gel da gelatina com pré-tratamento Ca(OH),
(157+13.58 ) foi estatisticamente inferior (p < 0.05) a gelatina extraida com
NaOH (312+16.5g). Os grupos hidroxila da hidroxiprolina atuam na estabilidade
de a hélice, através de ligagdes de pontes de hidrogénio com a molécula de
agua, bem como ligacbes de hidrogénio direta com grupo carbonila (Wong,

1989), sendo a estabilidade estrutural de gelatina largamente dependente da
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guantidade de hidroxiprolina (Cho et al, 2004), onde o valor superior foi em
gelatina com pré-tratamento com NaOH (9,23%) quando comparado ao pré-
tratamento com Ca(OH); (8,08%)

Outro fator que pode ter influenciado a menor forgca do gel em gelatina
extraida com Ca(OH), pode ser atribuida a adicdo de &cido no pré-tratamento,
para reduzir o pH. A hidrdlise acida pode ter afetado a ligacdo cruzada do
colageno como relatado por Zhou e Regenstein (2005), reduzindo a forca do
gel. A forca do gel da gelatina de peixe varia de 124 a 426 g e as das gelatinas
bovina e suina valores de 200 a 300 g (Karim e Bhat, 2009). Johnston-Banks
(1990) apresentam uma classificacdo para a forca do gel de gelatinas como:
baixo (<150 g), média (150 a 220 g) e elevada (220 a 300 g). Por sua vez,
Gudmundsson e Hafsteinsson (1997) sugerem que a forca do gel pode
depender do ponto isoeléctrico da proteina e até certo ponto pode ser
controlada pelo ajuste do pH.

A gelatina com pré-tratamento com NaOH pode ser considerada de
elevada forca de gel e oferece mais vantagens para boa parte das aplicacoes,
por exemplo, permite um tempo mais curto de secagem para o produto final,
sendo usada em quantidades menores. Sdo mais efetivas e utilizadas em
varios produtos fornecendo a textura ideal para gomas de mascar, patés,
pastilhas etc. Gelatinas com baixa for¢ca do gel atuam em iogurte como protetor
coloidal, prevenindo a sinérese e ajustando a consisténcia, de cremosa até
guase sélida, em sobremesas lacteas como flan, pudim e leite gelificado, age
como gelificante e estabilizante, conferindo textura lisa e macia além de ser
empregada como agente aerante em mousses (FIB, 2011).

Gudmundsson e Hafsteinsson (1997), Montero e Gomez-Guillen (2000)
e Fernandez- Diaz, Montero e Gomez-Guillen (2001) observaram valores de
forca do gel na faixa de 100 a 210 g, para gelatinas de peles de pescada,
bacalhau e areeiro. Por sua vez, valores superiores de forga do gel foram
observados para gelatina de pele de atum (P. macracanthus) (254.10 )
(Benjakul et al., 2009) e de pele de robalo (Centropomus undecimalis) (282-369
g) (Sinthusamran et al., 2014). Utilizando pré-tratamento com Ca(OH),, Liu, Li e
Guo (2008) obtiveram gelatina de pele de peixe-gato (letalurus punetaus), com
forca do gel de 276.5 g. Ratnasari et al. (2013) e Ratnasari et al. (2014)

observaram forca do gel de 191.20 g para a gelatina de tilapia do Nilo
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(Oreochromis niloticus) e de 343.18 g para a gelatina de pangas catfish
(Pangasius pangasius), respectivamente.

A viscosidade da gelatina obtida com NaOH foi superior a viscosidade
da gelatina obtida com Ca(OH), (Tab. 3), porém ambos os valores ficaram
dentro da faixa de 2 a 7 cP observada para gelatinas comerciais (Johnston-
Banks 1990; Jamilah e Harvinder 2002). Jamilah e Harvinder (2002), Yang et
al. (2007) e Ratnasari et al. (2014) observaram valores de viscosidade de 3.2-
3.3 cP, para gelatinas de tilapia vermelha, bagre e pangas catfish (Pangasius
pangasius), extraidas utilizando pré-tratado com Ca(OH). Segundo Stainsby
(1987), a variacdo no valor do pH pode promover alteracdo na viscosidade da
gelatina, sendo que viscosidades minimas ocorrem em meio alcalino (pH > 10).
A reducéo da viscosidade pode ser vantajosa durante o desenvolvimento e
formulacédo de novos produtos alimentares, tais como bebidas lacteas (Bhat e
Karim, 2009) e também em industria de aplicacbes de confeitos de amidos
moldados, onde a alta velocidade de trabalho dos modernos equipamentos de
producéo requer o uso de uma gelatina com baixa viscosidade para prevenir o
endurecimento das extremidades junto com a rapida distribuicdo nos moldes.

O ponto de fusdo da gelatina extraida com NaOH foi estatisticamente
superior (p > 0,05), ao observado na gelatina extraida com Ca(OH), (Tabela 3).
Este comportamento pode ser correlacionado ao teor de hidroxiprolina, a forca
do gel e a viscosidade, que foram também superiores na gelatina extraida com
NaOH. Segundo Choi e Regenstein (2000) e Gudmundsson (2002), o ponto de
fusdo de gelatinas aumenta com o tempo de maturacdo e com o0s niveis de
hidroxiprolina. Gelatinas com maior ponto de fusdo fornecem maior sensacao
durante a degustacdo e consumo (Gémez-Guillén et al., 2002). Valores de
ponto de fusdo de 28,9 °C foram observados para a gelatina de tilapia preta
(Tilapia rendalli.) (Jamilah & Harvinder, 2002), 25,1 °C para a de bagre (Bagre
marinus) (Liu, Li e Guo, 2008), 27,1 °C para a pele de silver carp
(Hypophthalmichthys molitrix) (Boran et al., 2010), 24,9 °C para a de Walking
catfish (Clarias batrachus) (Jamilah et al., 2011) e 25°C para a gelatina de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Ratnasari et al., 2013), 26.3-27.0 °C
para a gelatina de robalo (Centropomus undecimalis) (Sinthusamran et al.,
2014).
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O poder emulsificante da gelatina da pele de dourada (NaOH)
apresentou-se superior e diferente (p < 0,05) ao observado na gelatina
(CaOH),. O grau de exposicao dos residuos hidrofobos e a maior quantidade
de tirosina (Tab. 2) podem ter sido responsaveis pela maior capacidade de
emulsificacdo da gordura (Ninan, et al, 2011). A natureza anfotérica e zona
hidrofébica na cadeia peptidica faz a gelatina se comportar como um
emulsionante e que pode ser utilizado na fabricacdo de caramelos emulsdes
agua-em-oleo, tais como margarina de baixo teor de gordura, molhos de salada
e chantilly (Baziwane e He, 2003). Koli, et al., (2012) encontraram capacidade
emulsificante em gelatina de pele e osso de corvina (Otolithes ruber) de
55,70% e 40,50%, respectivamente. Os mesmos autores encontraram para
poleiro rosa (Nemipterus japonicus) valor de 47,50% e 35,50%,
respectivamente Lassoued et al., (2014) encontraram poder emulsificante de
36,42% em gelatina de pele de thornback ray (Raja clavata).

A cor da gelatina depende das matérias-primas usadas e método de
extracdo (Ockerman e Hansen, 1999) mas, em geral, a cor nao influencia nas
propriedades funcionais. Valores de L*, b* c* e h* na gelatina extraida com
NaOH foi estatisticamente diferente (p < 0,05) e inferior ao comparado com a
gelatina extraida com Ca (OH),, apresentando esta ultima uma coloragdo mais
clara e brilhante. Pela sua alta transparéncia e brilho, a gelatina promove uma
aparéncia atraente, além de fornecer textura e elasticidade caracteristicas,
mantendo a estrutura e evitando a cristaliza¢do dos acucares (FIB, 2011).

Shyni et al. (2014) encontraram valor de L* de 82,8+ 0,40 em gelatina de
tubardo e a classificou como branco perolado. Muyonga et al. (2004) afirmaram
que a eficiéncia do processo de filtragcdo durante a extracdo da gelatina afeta o
grau de claridade da solugdo de gelatina, no entanto, a cor ndo afeta as
propriedades funcionais (Ockerman e Hansen, 1988). Jamilah et al. (2011)
encontraram valores de L*, a* e b* de 79.45, -0.71 e 5.75 para gelatina de
tilapia vermelha com pré-tratamento com Ca(OH),.

3.3Morfologia da gelatina

Analisando as eletromicrografias das gelatinas submetidas ao pré-

tratamento com NaOH e com Ca(OH), é possivel observar que as duas (Fig
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1A e 1B) apresentaram estrutura de gel fina sendo que a primeira apresentou
uma estrutura com maior numero de filamentos de proteinas vazios (Fig. 1A),
possivelmente, correlacionada com a baixa agregacdo de cadeias peptidicas
durante a gelificacdo. Geralmente, o arranjo e associacdo de moléculas de
proteina na matriz de gel contribuem diretamente para a resisténcia do gel de
gelatina (Benjakul et al., 2009). Ratnasari et al. (2014) observaram uma
microestrutura desuniforme, com fio ligeiramente espesso e pequenos espacgos

vazios, para a gelatina da pele de Pangas Catfish (Pangasius pangasius),

submetida a pré-tratamento com Ca(OH)s.

i A k { » .
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(A) (B)
Figura 1: Eletromicrografia da gelatina da pele de dourada, com um aumento

de 50x. (A) pré-tratamento com NaOH; (B) pré-tratamento com Ca(OH),

4. CONCLUSAO

Com base neste estudo, foi possivel concluir que a gelatina extraida com
pré-tratamento com NaOH apresentou nas suas propriedades funcionais maior
potencial tecnologico devido maior rendimento, maior quantidade de
hidroxiprolina e melhores propriedades (forca do gel, viscosidade, ponto de
fusdo, poder emulsificante) podendo ser utilizada como ingrediente em diversos

produtos. A gelatina extraida com Ca (OH), apresentou géis fracos e menor
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ponto de fusdo caracteristicas adequadas para produtos refrigerados onde séo

necessarias baixas temperaturas de gelificacao.
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