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RESUMO

A tilapia do Nilo e a carpa comum sdo amplamente cultivadas no mundo, fornecendo uma fonte
constante de residuos de peixes. Estes residuos sdo constituidos em grande parte de peles e
0ss0s, ricos em coladgeno e que podem ser utilizados na producdo de gelatina e filmes
biodegradaveis. A reticulagdo quimica é uma alternativa promissora a fim de proporcionar
melhorias nas propriedades de polimeros. Os objetivos deste estudo foi obter, modificar e
comparar gelatinas de peles e 0ssos de tilapia e de carpa, produzir filmes biopoliméricos e
analisa-los quanto a acao dos agentes reticulantes. As gelatinas foram caracterizadas quanto aos
rendimentos, massa molar, perfil de aminoacido, espectroscopia na regido do infravermelho
(FT-IR), propriedades de gel, turbidez e cor. A reticulacdo das gelatinas foi feita com agentes
quimicos eletrolitos (NaCl e MgSOa4) e ndo eletrolitos (acido galico e &cido citrico). As gelatinas
reticuladas foram analisadas quanto a massa molar, propriedades de gel, turbidez e cor, grau de
reticulacdo, analises térmicas (DSC e TGA) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Os
filmes foram produzidos a partir de gelatinas de peles e 0ssos de tilapia e de carpa, e analisados
antes e apos a reticulagdo das gelatinas. Os filmes foram caracterizados quanto as propriedades
mecanicas e fisicas, cor e transparéncia, FT-IR, DSC/TGA, DRX e MEV. Os géis obtidos
apresentaram uma coloragdo amarelada, caracteristica de gelatina de pescado. O conteudo de
hidroxiprolina e a distribuicdo de massa molar elucidou as propriedades de gel superiores para
a gelatina de tilapia em relagdo a de carpa. As diferencas nas propriedades entre as gelatinas de
peles e 0ssos estudadas podem ser justificadas pela diferenca de processos de extracdo e das
fontes de obtencgdo. A gelatina de pele de tilapia reticulada com &cido galico apresentou forca
de gel, ponto de fusdo, temperatura de gelificacdo e viscosidade (252,8 g, 27,6 °C, 18,0 °C, 4,9
cP, respectivamente) superiores aos das gelatinas reticuladas com &cido citrico (225,6 g, 27,3
°C, 17,9 °C, 4,2 cP, respectivamente), MgSO4 (240,4 g, 26,9 °C, 17,86 °C, 3,7 cP,
respectivamente) e NaCl (215,3 g, 26,5 °C, 17,7°C, 2,6 cP, respectivamente). Resultados
inferiores para estas propriedades foram encontrados para gelatinas reticuladas de peles de
carpa. O grau de reticulacdo das amostras ratificou os resultados reolégicos. As analises de FT-
IR confirmaram as reticulagdes entre a proteina e os agentes de reticulacdo, com o0s picos mais
intensos nos grupos amino. As andalises de MEV mostraram superficies com estruturas mais
espessas para gelatina reticulada com maior resisténcia ao gel, assim como superficies menos
rugosas nos filmes reticulados que apresentaram menores permeabilidades ao vapor de dgua
(PVA). As curvas de DSC e TGA, para as gelatinas e os filmes reticulados, revelaram que a
reticulacdo da proteina tornou o polimero mais termorresistentes. A reticulacdo aumentou a
barreira UV nos filmes. Os agentes nédo eletrolitos aumentaram a tensdo de ruptura e diminuiram
a PVA dos filmes. As analises de DRX apresentaram estruturas amorfas e parcialmente
cristalinas. Os resultados demonstraram a viabilidade da reticulagdo quimica para melhorar as
gelatinas e os filmes de gelatina de pescado.

Palavras-chave: Gelatina de pescado. reticulacdo quimica. filmes de gelatina modificada.






ABSTRACT

EFFECT OF CHEMICAL RETICULATION IN GELATINS OF TILAP AND CARP
SKINS AND BONES AND IN THE PRODUCTION OF BIOPOLIMERIC FILMS

Nile tilapia and common carp are widely cultivated in the world, providing a constant source
of fish waste. These residues consist largely of skins and bones, rich in collagen and can be
used in the production of gelatin and biodegradable films. Chemical crosslinking is a promising
alternative in order to provide improvements in the properties of polymers. The aims of this
study was to obtain, modify and compare gelatins from tilapia and carp skins and bones, to
produce biopolymer films and to analyze them on the action of crosslinking agents. The
obtained gelatins were characterized in terms of yield, molar mass, amino acid profile, infrared
spectroscopy (FT-IR), gel properties, turbidity and color. The gelatins were crosslinked with
chemical electrolytes (NaCl and MgSO4) and non-electrolytes (gallic acid and citric acid). The
crosslinked gelatins were analyzed for molar mass, gel properties, turbidity and color, degree
of crosslinking, thermal analysis (DSC and TGA) and scanning electron microscopy (SEM).
Gelatin films were produced from skins and tilapia and carp bones and analyzed before and
after gelatin cross-linking. The films were characterized in terms of mechanical and physical
properties, color and transparency, FT-IR, DSC/TGA, XRD and SEM. The gels obtained
showed a yellowish coloration, characteristic of fish gelatine. The hydroxyproline content and
the molar mass distribution elucidated the superior gel properties for tilapia gelatin relative to
carp gelatin. The differences in the properties between the skin and bone gelatins studied can
be justified by the difference in the extraction processes and of the sources of production. Gallic
acid crosslinked tilapia skin gelatin showed gel strength, melting point, gelling temperature and
viscosity (252.8 g, 27.6 °C, 18.0 °C, 4.9 cP) higher than the crosslinked gelatins with citric acid
(225.6 g,27.3°C,17.9°C, 4.2 cP), MgS04(240.4 g, 26.9 °C, 17.86 °C, 3.7 cP) and NaCl (215.3
0, 26.5 °C, 17.7 °C, 2.6 cP). Lower results were found for crosslinked gelatins from carp skin.
The degree of crosslinking of the samples confirmed the rheological results. FT-IR confirmed
the cross-linking between the protein and the crosslinking agents, with the most intense peaks
at the amino groups. MEV showed thicker structures for crosslinked gelatin, which had higher
gel resistance, as well as less rough surfaces on the crosslinked films, which presented lower
water vapor permeability (PVA). DSC and TGA, for the crosslinked gelatins and its films,
revealed that protein crosslinking led to a polymer more heat resistant. The crosslinking
increased the UV barrier in the films. The non-electrolyte agents increased the tensile strength
and decreased the PVA of the films. The XRD presented amorphous and partially crystalline
structures. The results demonstrated the feasibility of chemical crosslinking to improve gelatin
and fish gelatin films.

Keywords: Fish gelatin. chemical cross-linking. modified gelatin films.
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1. INTRODUCAO

O aumento da poluicdo ambiental e os graves problemas ecologicos causados pelas
embalagens derivadas do petroleo levaram ao interesse na utilizagdo de polimeros naturais para
0 desenvolvimento de embalagens biodegradaveis (VEJDAN et al., 2016). A gelatina é
considerada uma opc¢do promissora como matéria-prima para a embalagem de alimentos,
proporcionando baixo custo, capacidade de formacdo de filme, alta disponibilidade e
biodegradabilidade (FARRIS et al., 2011). A gelatina é obtida por hidrdlise controlada do
coldgeno insoltvel presente em peles e 0ssos de bovinos, suinos e peixes. Em alimentos, a
gelatina atua como agente emulsionante e espumante, clarificador, material de embalagem
biodegradavel e agente de encapsulacdo (BANDEIRA; PINTO, 2014; GOMEZ-GUILLEN et
al., 2011; NIU et al., 2013; SILVA; SUN-WATERHOUSE; ZHAO; WATERHOUSE, 2014);
em aplicacdes biomédicas, inclui tratamento de hipertensdo e inibigcdo de doencas angiogénicas
(VEERURAJ et al., 2012). De acordo com Shakila et al. (2012), 41,0% da gelatina produzida
no mundo é derivada de pele de porco, 28,5% de pele de bovino e 29,5% de 0ssos de bovino.

Fontes de gelatina marinha, especialmente peles de peixe, aumentaram como
alternativa as fontes de mamiferos, devido ao desenvolvimento do vegetarianismo, mercados
halal e kosher, e a preocupacéo com a transmissao de agentes patogénicos, como a encefalopatia
espongiforme bovina (ARFAT etal., 2017). Em todo o mundo, a carpa € o peixe mais explorado
da aquicultura, seguido pela tilapia, com uma producao anual de 3,1 milhGes de toneladas. A
quantidade de residuos organicos gerados nas fabricas de processamento de pescado pode
atingir 70% do peso do peixe (COURTS, 1977; FAO, 2012; WARDS). A producéo de gelatina
de peixe é considerada uma alternativa promissora ao uso de residuos gerados, mas sua
producdo comercial € muito baixa, cerca de 1% da producdo mundial anual. O baixo ndmero
pode ser atribuido as propriedades reoldgicas inferiores comparadas com a gelatina de
mamifero, que limitam seu uso em aplicacdes alimentares (HEMAR, et al., 2014; MOHTAR;
PERERA; SHAKILA et al., 2012). Para expandir o uso de gelatina de peixe, o estudo das
propriedades e modificacdes que pode levar a impactos benéficos sobre suas caracteristicas se
torna necessario.

As peliculas a base de proteinas, tais como a gelatina, ttm uma permeabilidade
relativamente alta ao vapor de agua e baixas for¢as mecénicas, sendo as principais desvantagens
da aplicacéo de filmes de gelatina em materiais de embalagem (HOSSEINI; JAVIDI; REZAEI,
2016). Varios estudos tém sido conduzidos para reparar esta deficiéncia, incluindo o
desenvolvimento de filmes de misturas e bicamadas (RHIM; WANG, 2013), adicdo de
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nanoparticulas (KANMANI; RHIM, 2014) e modifica¢do quimica com reticulantes (URANGA
et al., 2016). A reticulacdo quimica proporciona ligacbes covalentes entre grupos reativos
presentes na gelatina, resultando em melhorias nas propriedades mecanicas, resisténcia térmica
e permeabilidade ao vapor de dgua (CATALINA et al., 2011). No entanto, um método de
reticulacdo de baixo custo, eficiente e ndo-toxico ainda é um desafio para o uso de gelatina na
industria alimentar e farmacéutica (DEL GAUDIO et al., 2013; HE et al., 2015).

Eletrélitos, como cloreto de sodio (NaCl) e sulfato de magnésio (MgSOa) podem
afetar a gelatina por meio de forcas eletrostaticas e a formacdo de pontes salinas
(KAEWRUANG et al., 2014). Nao-eletrélitos, como acido galico (AG) e acido citrico (AC)
podem afetar as propriedades do gel de gelatina, devido ao efeito plastificante melhorar a
estabilidade do gel (XU et al., 2015). No entanto, as alteracdes causadas pelos reticulados no
filme produzido por gelatinas de peles e 0ssos de peixe ndo foram elucidadas. Neste contexto,
avaliar o efeito da adicdo de eletrélitos (NaCl e MgSOa) e ndo-eletrolitos (AG e AC) na matriz
proteica sobre as propriedades mecénicas e a permeabilidade ao vapor de agua de filmes de
gelatina obtidos de peles e 0ssos de peixe € um estudo relevante. Este estudo busca compreender
as mudancas causadas pela reticulacdo na matriz de gelatina de peixe. A melhoria da qualidade
dos filmes biopoliméricos facilita a sua concorréncia com embalagens ndo biodegradaveis,

podendo gerar valor para um residuo industrial.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do estudo foi obter gelatina a partir de peles e o0ssos de tilapia do
Nilo e de carpa comum, modificar quimicamente as gelatinas e produzir filmes biopoliméricos

a partir de gelatinas modificadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter gelatinas de peles e de ossos de tilapia do Nilo e carpa comum;

- Caracterizar gelatinas de peles e de 0ssos de tilapia e carpa quanto as propriedades
quimicas, estruturais e funcionais;

- Modificar quimicamente as gelatinas com agentes eletrolitos (NaCl, MgSQa4) e
ndo eletrdlitos (acido géalico e &cido citrico);

- Caracterizar as gelatinas reticuladas quanto as suas propriedades funcionais e
compara-las a gelatina bovina;

- Produzir e caracterizar filmes biopoliméricos de gelatinas obtidas de peles e de
0ssos de tilapia e carpa;

- Avaliar o efeito dos agentes reticulantes nas principais propriedades dos filmes

biopoliméricos de gelatinas modificadas de peles e de ossos de tilapia e carpa;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 RESIDUOS DA PISCICULTURA

Os interesses envolvendo o pescado movimentam cerca de US$ 600 bilhdes anuais
e esse volume torna o ramo de pescado sete vezes maior que o de carne bovina e nove vezes
maior que o de carne de frango em nivel mundial. O Brasil é considerado um dos grandes
produtores em aquicultura, apresentando melhores condicdes para avancar no ranking na
participacdo mundial (PDA, 2015). Segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica), a producéo brasileira de pescado cultivado em 2013 foi de 392,5 mil toneladas.
Das quais, de acordo com o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura de 2014, a maior parcela
da producdo aquicola é oriunda da aquicultura continental, onde se destaca a piscicultura
continental representando 86,6% da producéo total nacional (ACEB, 2014).

A quantidade de residuos organicos gerada nas plantas de processamento de
pescado pode alcancar 70% em massa dos pescados, dependendo do tipo de pescado, do produto
desejado e da técnica empregada (AMIRKOLAIE, 2011). A utilizacdo e eliminacdo destes
residuos é dificil devido a sua instabilidade biol6gica, natureza potencial para crescimento de
patdgenos, elevada atividade de agua e elevados niveis de atividade enzimatica, que favorecem
sua deterioracdo e oxidacdo. Em geral os residuos geralmente sdo constituidos por peles (2-
6%), 0ss0s (30-35%), cabecas (12-25%), visceras (8-16%) e aparas (2-4%), que Sao ricos em
proteinas (WARD; COURTS, 1977). Ainda pode-se afirmar que, embora no mesmo tipo de
pescado, o teor proteico pode variar dependendo do tipo de tecido, idade, espécie, sexo, etc
(JAYASINGHE; HAWBOLDT, 2012).

De acordo com a norma Brasileira (NBR) 10.004 da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 2004), os residuos da industria da pesca podem ser classificados em
duas categorias: Classe | — Perigosos (apresentam propriedades fisicas, quimicas ou
infectocontagiosas, que oferecem risco a saude publica e ao meio ambiente, como residuos de
pescado contaminados); Classe A — Na&o Inertes (apresentam propriedades como
combustibilidade, biodegradabilidade ou solubilidade em agua, como residuos de pescado ndo
contaminados). Os residuos da Classe IlA das industrias pesqueiras sdo aqueles com maior
potencial para reciclagem.

Para fins didaticos é possivel reunir estes residuos em dois grupos: Grupo 1 — 0s
residuos ndo adequados para a elaboracdo de produtos de valor agregado destinados a
alimentacdo humana (visceras, escamas e 0 esqueleto, incluindo a cabeca). Estes residuos

geralmente sdo descartados ou utilizados na producdo de farinhas e silagens de peixes,
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destinados a alimentacdo animal e/ou como fertilizantes. Grupo 2 — os residuos que podem ser
submetidos a processos destinados a obtencdo de matéria-prima para a elaboracao de produtos
de valor agregado (empanados, embutidos, entre outros) para uso na alimentacdo humana. No
fluxograma (Figura 1) é apresentado de forma simplificada os produtos e subprodutos

geralmente possiveis de serem obtidos em um frigorifico de pescado (KUBITZA, 2015).

Figura 1- Esquema simplificado dos principais produtos, residuos e subprodutos obtidos no
processamento de pescado

Grupo 1
P Pescado
Grupo 2 in natura
- @ Artefatos de Descarte
Alimen. humana | i couro
Eviscerado/ A
Vi descabecado 4
isceras e \
cabecas @ — 7> Pele
Filés sem pele

—> Carcaga com
carne aderida

A

Descarte da

i despolpadeira @

A

v v Empanados e
Farinha de Silagem de Descarte embutidos
peixe peixe

Fonte: KUBITZA (2015)

Uma estratégia interessante para a industria pesqueira no aproveitamento de
residuos € a recuperacdo de determinados nutrientes, comercializaveis na forma de subprodutos
a partir destes residuos, sendo possivel agregar um maior valor ao se utilizar os residuos de
pescados para extracdo de gelatina (SILVA et al., 2011), colageno (NALINANON et al., 2011),
producdo de gelatina modificada (YAN et al., 2011), isolados proteicos e filmes biodegradaveis
de gelatina (AMIRKOLAIE, 2011; BANDEIRA et al., 2015). Neste contexto, a carpa comum
e a tilapia do Nilo sdo duas espécies que merecem destaque especial por apresentarem elevado

potencial para geracdo de residuos.

3.1.1 Carpacomum

A carpa comum (Cyprinus carpio) ilustrada na Figura 2a é de origem asiatica, pode
ser considerada domesticada e é a espécie mais antiga cultivada. Possui qualidades como

rusticidade, facilidade de criacdo, de proliferacdo e adaptacéo aos diferentes tipos de alimentos.



25

A carpa € cultivada em toda a Asia, em alguns paises da Africa e da América Latina, na América
do Norte e na Austrdlia (MELO; STIPP 2001). Existem diferentes tipos de carpas, embora
todas facam parte de um grande grupo de peixes chamados ciprinideos. O policultivo de carpas
¢ um dos sistemas de cultivo mais utilizados no mundo. Neste cultivo todas as espécies de
carpas tém importante papel para o aproveitamento do alimento natural produzido no viveiro.
As carpas-capim consomem as plantas macrofitas e as suas fezes contribuem para a adubagéo
do tanque. A carpa comum (hungara) revolve o fundo, liberando nutrientes para a gua, que por
sua vez contribuem para o desenvolvimento de plancton, que também serve de alimento para a
carpa cabeca-grande e para a carpa prateada, que tem papel vital no controle das algas. Por isso,
todas as espécies sdo importantes para 0 maior aproveitamento do viveiro (RITTER et al.,
2013).

As carpas, pela sua capacidade de resistir a uma ampla faixa de temperatura, séo
hoje consideradas animais cosmopolitas, sendo que para que seu crescimento seja otimizado, a
temperatura média deve ser de 28 °C. O crescimento da espécie, bem como sua alimentacdo
serdo sensivelmente afetados, caso a temperatura apresente-se abaixo de 15 °C. As carpas
resistem, também, as baixas concentracGes de oxigénio dissolvido na agua (MELO; STIPP,
2001). Os ciprinideos sdo todos planctéfagos, porém aceitam também a alimentacdo artificial.
Dentre todas as carpas usadas em aquicultura, somente a carpa comum desova naturalmente
nos tanques. Nos demais tipos, a reproducdo s6 é possivel de forma induzida (SEBRAE-MG,
2006).

3.1.2 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), ilustrada na Figura 2b, pertence a familia
dos ciclideos, ¢ originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa, encontrando-se amplamente
disseminada nas regides tropicais e subtropicais (NERVIS, 2016). O Brasil ja é um dos sete
maiores produtores de tilapia do mundo, com um volume de mais de 250 mil toneladas. A
producdo comercial de tilapias ocorre em praticamente todo o pais, com volumes mais
expressivos de producéo nas regides Nordeste, Sudeste e Sul (ACEB, 2014; KUBITZA, 2015).

A maioria das espécies de tildpias reunem grande parte das caracteristicas
desejaveis em peixes destinados a exploracdo comercial, ou seja, apresentam boa
adaptabilidade as condi¢Ges ambientais variaveis; apresentam boa conversdo alimentar e ganho

de peso; alta rusticidade; adaptam-se facilmente ao confinamento; apresentam boa resisténcia
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quanto aos niveis de oxigénio na agua; sua carne € de boa aceitacdo no mercado e séo
relativamente resistentes as doengas (MELO; STIPP, 2001).

As tildpias tem algumas caracteristicas que devem ser respeitadas para seu uso
comercial. A temperatura fria da dgua € letal para esta espécie (abaixo de 10 °C). A temperatura
ideal da &gua para o desenvolvimento das tilapias varia de 20 a 30 °C. Em ambientes de engorda
as tilpias maturam sexualmente a partir de 30 g o que causa problemas de manejo
(superpopulacéo), sendo necessario a criacdo unicamente de machos (tamanho corporal maior
que as fémeas). O resultado final sdo animais com aproximadamente 450 g e producao global
de 100 kg por metro cubico cultivado (BORDIGNON, 2010).

Figura 2- llustracdo dos pescados carpa comum (a) e tilapia do Nilo (b)

Fonte: FISHBASE (2016)

3.2 PROTEINAS

As proteinas sdo macromoléculas bioldgicas compostas por mondmeros
denominados aminoacidos. Estes contém na sua estrutura molecular pelo menos um grupo
amino priméario (-NH2) e um grupo carboxilico (-COOH). Além disso, cada aminoacido tem
uma cadeia lateral (R) caracteristica que influi nas suas propriedades fisico-quimicas e,
portanto, nas propriedades das proteinas da qual toma parte (BOBBIO, F.; BOBBIO, P., 2003).

Proteinas sdo polimeros altamente complexos constituidos de mais de 20
aminoacidos diferentes. Uma vez que 0s aminoacidos contém tanto um grupo carboxilico
(4cido) quanto um grupo amino (basico), as proteinas se comportam como acidos e bases e sao
chamadas de anféteras ou anfifilicas (PEREDA et al., 2005). Dentre as propriedades funcionais
e tecnologicas das proteinas destacam-se: a solubilidade, a absorcéo e a capacidade de se ligar
a agua, as modificacbes reoldgicas que conferem aos produtos (viscosidade, textura, entre

outros), a atividade emulsificante e a estabilizacdo de emulsdes, a capacidade de formacéo de
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gel, a formacéo e estabilizacdo de espuma e a absorcao de gordura (VINETSKY; MAGDASSI,
1997).

As caracteristicas do meio podem influenciar as propriedades funcionais das
proteinas, destacando-se: natureza do solvente, pH, forca ibnica, temperatura e presenca de
interfaces (MAGDASSI; VINETSKY; BENITA, 1996). No entanto, o tamanho, formato,
composi¢do e sequéncia de aminoécidos sdo as caracteristicas principais que governam a
funcionalidade de uma proteina. Dentro de certos limites, é possivel mudar algumas destas
propriedades usando modificagbes quimicas, hidrélise enzimatica ou desnaturacdo proteica
(ALVES et al., 2011).

3.3 COLAGENO

O colageno é a maior proteina estrutural, e constitui aproximadamente 30% das
proteinas totais de organismos multicelulares, sendo insoltvel em 4gua, com elevada resisténcia
a tracdo e grande estabilidade (NALINANON et al., 2011; ZENG et al., 2012). O colageno é
um filamento de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de didmetro, formado fundamentalmente
por uma unidade denominada tropocolageno. Este, por sua vez, é constituido por trés cadeias
polipeptidicas denominadas a, que possuem forma helicoidal. Como mostrado na Figura 3,
estas cadeias enrolam-se umas nas outras formando a hélice tripla, através da formacdo de
ligacGes de hidrogénio, que estabilizam esta estrutura (SIONKOWSKA, 2006).

H& um crescente interesse pelo processo de extracdo do colageno e seus derivados
devido a utilizacdo desta proteina permitir maior valorizacdo de subprodutos. A partir do
colageno sdo comumente obtidos o colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) e o colageno
hidrolisado (DAMORADAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Esta proteina é capaz de
intumescer e armazenar grandes quantidades de agua. O inchaco reduz a adesdo interna das
fibrilas sem quebrar, no entanto, a estrutura em tripla-hélice, torna a molécula viscosa e passivel
de utilizacdo (WOLF, 2003). Em um mesmo animal é possivel encontrar colagenos
geneticamente distintos. Muitos deles tém sido caracterizados bioquimicamente, observando
que cada tipo de tecido contém uma composicao especifica de colageno (SILVA, 2013).

Ha pelo menos 29 tipos de colageno identificados, cada um diferindo
consideravelmente na sua sequéncia, estrutura e funcio (SODERHALL et al., 2007). O mais
comumente encontrado e conhecido quimica e estruturalmente é o colageno tipo I, o qual é
formado por duas cadeias idénticas chamadas al, possuindo cerca de 1055 residuos de

aminoacidos e uma cadeia diferente a2, possuindo cerca de 1029 residuos (PEDROSO, 2009).
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Figura 3 — Estrutura do colageno: (a) forma de triplete presente nas matrizes colagénicas; (b)
tropocolageno; (c) hélice tripla.

Fonte: SIONKOWSKA (2006)

Para a formacdo da hélice tripla (Figura 4) é necessario a ocorréncia de residuo de
glicina (Gly) a cada terceira posi¢do ao longo da cadeia e uma unidade repetitiva do triplete
Gly-X-Y na sequéncia de aminoacidos, onde X é geralmente prolina (Pro) e Y é hidroxiprolina
(Hyp). No restante das cadeias, X e Y correspondem a outros aminoécidos essenciais para a
organizacdo do colageno em fibras. (BRODSKY; RAMSHAW, 1997; NALINANON et al.,
2011).

Figura 4- Representacdo esquematica da estrutura da hélice tripla do colageno

. Glicina - Hidvoxiprolina
PII e N\
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/s

N

Fonte: BRODSKY; RAMSHAW (1997)

A hélice de colageno pode-se desdobrar e torna-se facilmente soluvel, isso depende
da temperatura de desnaturagdo e da quantidade de prolina e hidroxiprolina presentes. A
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hidroxiprolina é o aminoécido mais importante, pois ele possui a capacidade de estabelecer
pontes de hidrogénio através de seus grupamentos OH, ajudando a estabilizar a conformacéo
ordenada da rede formada pela gelatina (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002; HAUG; DRAGET;
SMIDSROD, 2004).

A hidroxiprolina é usada para indicar o teor de coldgeno uma vez que ndo €
encontrada comumente entre as proteinas ndo colagenosas (SWAN; TORLEY, 1991). De
acordo com Franca e Waszczynskyj (2002), a hidroxiprolina se apresenta em quantidades
constantes no colageno, representando 13 a 14% do seu conteddo total. A hidroxiprolina é
determinada quantitativamente como uma medida de material colagenoso em carnes e produtos
carneos. A quantidade de hidroxiprolina no colédgeno das peles e 0ssos de peixes difere entre as
espécies, interferindo na temperatura de retracdo ou encolhimento destas de forma a ocorrer a
ruptura dos enlaces de hidrogénio da cadeia de coladgeno de forma irreversivel (POPPE, 1997).

A extracdo do coladgeno estd diretamente relacionada com a rigorosidade do
processo de extracdo e do pré-tratamento, em que o colageno é parcialmente hidrolisado sem
alterar a configuracdo original de tripla hélice, que depois é desestabilizada por um tratamento
térmico subsequente por provocar o rompimento de liga¢fes covalentes e de hidrogénio, o que
leva & conversdo do colageno em gelatina (MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000).

3.4 GELATINA

A gelatina é uma proteina de origem animal, soltvel em &gua, cujas propriedades
dependem do processo de obtencdo e da matéria-prima utilizada (SHAKILA et al., 2012).
Anualmente sdo produzidas cerca de 296 toneladas de gelatina, 0 que da mundialmente um
faturamento superior a 1 bilhdo de euros. Desse total de gelatina produzido, 68 % sdo gelatinas
comestiveis, 24 % sdo destinadas a fotos ou aplicacdes especiais e 8 % para microcapsulas
(GELITA, 2015). Segundo o RIISPOA (Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal) entende-se por “gelatina comestivel” o produto da hidrolise em
agua fervente de tecidos ricos em substancias colagénicas (cartilagens, tenddes, 0ssos, aparas
de couro) concentrado e seco.

A gelatina comercial é obtida tradicionalmente de peles e 0ssos de bovino e suino.
A preparacéo industrial da gelatina envolve a hidrélise controlada para obter a gelatina soluvel
através de um dos métodos de tratamento alcalino ou acido da matéria-prima, seguido de
desnaturacdo térmica em que se obtém os diferentes tipos de gelatina, com diferentes

aplicabilidades em funcéo da necessidade do mercado consumidor e das espécies de matéria-
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prima e métodos aplicados para a extracdo (BANDEIRA et al., 2015; BORDIGNON, 2010).
Quando ocorre a desnaturacdo do coldgeno com o controle de temperatura, vai havendo a
quebra em pequenos fragmentos e as triplas hélices sdo separadas umas das outras, onde as
massas molares variam em funcdo do tipo de preparacdo e fonte da matéria-prima. Os
filamentos moleculares flexiveis entre as ligagcdes cruzadas sdo longos e isso faz com que o gel
seja muito extensivel. Estas ligacfes sdo razoavelmente permanentes a baixas temperaturas, o
que torna a gelatina predominantemente elastica (DAMODARAN et al., 2010). A composicéo
de aminoacidos é similar a do colageno do qual foi obtida, e sdo responsaveis pelas propriedades
da gelatina (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

No intuito de obter a gelatina, o pré-tratamento &cido e/ou alcalino da matéria-prima
é utilizado para remover os componentes ndo colagenosos e intumescimento do colageno,
desnaturando assim a molécula, seguida da extracdo com elevacdo da temperatura da agua
(KARIM; BHAT, 2009). Quando se alcanca a temperatura critica, ou seja, a temperatura de
encolhimento ou retracdo, as fibrilas do colageno encolhem pelo menos um terco do seu
comprimento original, sendo esta temperatura caracteristica da espécie da qual se deriva o
colageno. Este encolhimento desorganiza as fibras e ocorre o colapso da arquitetura helicoidal
das subunidades polipeptidicas da molécula de coldgeno (DAMODARAN et al., 2010). Sendo
assim, a desnaturacdo € caracterizada pelo desenrolamento da estrutura em tripla-hélice em
cadeias individuais soldveis, ou pequenos polimeros ou fragmentos (WOLF, 2003). O
tratamento térmico cliva as pontes de hidrogénio e ligacbes covalentes, desestabilizando a
tripla-hélice, resultando na converséo em gelatina solGvel (CATALINA et al., 2011; GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

No resfriamento as cadeias podem retroceder a novas estruturas de tripla-hélice,
mas ndo necessariamente na mesma conformacéo que a estrutura do colageno nativo, limitando
a reorganizacdo da molécula helicoidal. Esta reorganizacao dos segmentos de tripla-hélice leva
a zonas de juncdo que sdo necessarias para que ocorra a gelificacdio (WOLF, 2003).
Provavelmente aquelas partes do colageno que sao ricas em residuos de prolina e hidroxiprolina
recuperam parte de sua estrutura e capacidade para interagir. O mecanismo de cinética da
gelificacdo é complexo, mas independentemente da maneira que se desenvolve, as tripla-hélices
tendem a se agrupar alinhando-se paralelamente para formar regibes microcristalinas
(DAMODARAN et al., 2010).

A cor, a transparéncia e a facilidade de dissolucdo sdo fatores importantes para
determinar a qualidade da gelatina usada nos alimentos e constitui uma sobremesa popular, que

é facilmente assimilavel e até auxilia a digestdo de outros alimentos, formando emulsdo com
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gorduras e proteinas (BORDIGNON, 2010). A gelatina pode contribuir para enriquecimento do

contetdo proteico dos alimentos, além de funcionar como filme externo (c&psulas).

3.4.1 Gelatina de pescado

A procura por gelatina de pescado tem aumentado tanto pelo desenvolvimento dos
mercados halal e kosher, quanto por preocupac@es sanitérias envolvendo bovinos (NIU et al.,
2013). A elaboracdo da gelatina proporciona melhores condigdes de processamento as
industrias de beneficiamento, agregando valor a cadeia produtiva do pescado, utilizando-se de
residuos do processamento do peixe (pele e 0ssos), convertendo-os em subprodutos de valor
agregado (ARNESEN; GILDBERG, 2006). Para tanto, é importante que a gelatina apresente
boas propriedades reoldgicas (viscosidade), forca de gel e ponto de fusdo, sendo estas afetadas
em funcdo da concentracdo da solucdo de gelatina, tempo e temperatura de maturacao do gel,
pH e conteddo de sal (CHOI; REGENSTEIN, 2000).

O método de extracdo do coladgeno para elaboragdo da gelatina a partir de pescado
é diferente dos métodos de extracdo do colageno de mamiferos, em virtude de suas diferencas
nas propriedades fisicas e quimicas, necessitando utilizar temperaturas moderadas
(KOLODZIEJSKA et al., 2008). Depende ainda, do tipo de matéria-prima (espécie de peixe de
aguas tropicais ou frias), do pré-tratamento aplicado e das condi¢Bes de extracdo. Segundo
Gudmundsson (2002), as gelatinas extraidas a partir de bovinos apresentam maiores
temperaturas de fusdo e de gelificacdo. Ainda segundo o mesmo autor, essas diferencas
estruturais ocorrem de acordo com o conteldo elevado de aminoécidos (prolina e
hidroxiprolina) presente na estrutura do tecido animal, embora a gelatina de peixe de &guas
tropicais tenha sua composicao de aminoacidos bastante semelhante a de bovinos e suinos, por
apresentar uma quantidade alta de glicina, prolina e hidroxiprolina.

A busca por novas alternativas de matéria-prima para a producédo de gelificantes e
melhoria em métodos de extracdo de gelatina, levou a criagdo de diversas patentes sobre
métodos de producdo da gelatina de pescado, bem como na publicacdo de varios métodos para
a producdo de gelatina de pescado (HOLZER, 1996). Os procedimentos utilizados para o
preparo de gelatina de pescado envolvem, tipicamente, um pré-tratamento quimico suave da
matéria-prima e as condi¢des de temperatura durante o processo de extracdo sdo mais brandas
que as utilizadas na extracdo de gelatina de mamiferos (KARIM; BHAT, 2009).

Silva (2011) avaliou o efeito do tamanho das particulas de 0ssos de carpa comum

(Cyprinus carpio). Foram realizadas diferentes extracbes de gelatina para tamanhos de
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particulas de ossos de 1 e 2 mm, onde o pH e a temperatura foram analisados para cada extracéo
sendo, respectivamente, 5,3 /60 °C; 4,4/ 70 °C; 3,8 /80 °C e 3,6 / 85 °C. O rendimento em
massa mais elevado de gelatina (4,86%) foi encontrada com tamanho de particula de 1 mm e
ndo houve diferenca significante entre a primeira e terceira extracdo, sendo que com o aumento
da temperatura foi observado uma reducdo na forca de gel.

A comparagdo da obtencdo de gelatina a partir de ossos e peles de corvina
(Micropogonias furnieri) foi estudado por Bandeira et al. (2015), sendo realizado para peles
pré-tratamentos alcalino (pH 11) e &cido (pH 2) e a extracdo de gelatina realizada a 52 °C em
pH 4 por 120 min. Para gelatina de ossos o material foi moido e suspenso em solucao de &cido
cloridrico, apds a extracdo realizada a 60 °C em pH 4 por 120 min. A gelatina obtida a partir de
peles apresentou rendimentos, propriedades fisico-quimicas e reoldgicas superiores quando

comparada a gelatina obtida de 0sso0s.

3.4.2 Gelatina modificada

Com o propésito de tentar aproximar ainda mais as propriedades da gelatina de
pescado da gelatina de mamifero, ou mesmo tentar promover propriedades funcionais ao
produto, diversos estudos tém direcionado o foco para o desenvolvimento de gelatinas
modificadas (ALFARO; FONSECA; PRENTICE-HERNANDEZ, 2013a). A estabilidade de
uma rede de gel frente as forcas térmicas e mecanicas é dependente do nimero e dos tipos de

ligacGes cruzadas formadas por cadeia de monémero (DAMODARAN et al., 2010).

As propriedades funcionais das proteinas podem ser modificadas através de
tratamentos fisicos, quimicos ou biologicos levando a alteracGes de conformacdo e estrutura. A
modificacdo quimica de proteinas é o principal método utilizado para produzir ingredientes com
melhores propriedades funcionais para as industrias de alimentos e farmacéutica (BOANINI et
al., 2010). O mecanismo de ligacdo cruzada da maioria das proteinas envolve grupos amino,
embora os grupos sulfidrilicos sejam envolvidos em liga¢des dissulfureto (BALAGUER et al.,
2013; HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2005). Um resumo de grupos e possiveis reacoes
disponiveis para modificacdo em proteinas estdo apresentados na Tabela 1.

A reticulacdo se caracteriza pela incorporacdo de ligacdes covalentes cruzadas inter
e intramoleculares, que atuam na estabilizacédo da rede de gel, dificultando a transi¢do molecular
(YAN etal., 2011). O mecanismo intra-helicoidal inclui as ligac6es formadas entre duas cadeias

polipeptidicas na mesma hélice e influencia a temperatura de desnaturacdo. Estas ligacGes
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podem estabilizar as regides em tripla-hélice, mas ndo aumenta a resisténcia mecéanica. O
mecanismo inter-helicoidal é formado entre duas cadeias polipeptidicas de hélices adjacentes,
aumentando a massa molar, influenciando diretamente nas propriedades de intumescimento e
flexibilidade da gelatina (CATALINA et al., 2011).

Tabela 1 - Cadeias laterais de aminoacidos utilizados para modificagcdes quimicas em
proteinas

Grupo Reacao

Amino (lisina) Acilacao; Alquilacéo

Carbonila (asparagina, glutamina)  Esterificacdo; Formacao de amida

Dissulfeto (cistina) Reducéo

Sulfidrila (cistina) Reducéo

Tioéter (metionina) Alquilacdo; Oxidacéo

Imidazol (histidina) Alquilacdo; Oxidacéo
Fenolico (fenilalanina) Acilagéo
Guanidino (arginina) Condensacao via dicarbonila

Fonte: KINSELLA; WHITEHEAD, 1988

Os estudos iniciais sobre métodos quimicos de reticulagdo apontam o uso de
compostos toxicos, tais como formaldeido e glutaraldeido, que em funcéo das suas toxicidades,
acabaram limitando a utilizacdo destes compostos (SILVA, 2013). Com isso o0s estudos tém
sido focados para 0 uso de compostos naturais atoxicos, como sais (ALFARO; FONSECA,;
PRENTICE-HERNANDEZ, 2013a), composto fendlicos (YAN et al., 2011), além de
componentes com atividade antioxidante (BONILLA et al., 2013).

Alfaro et al. (2013a) estudaram varios agentes de reticulacdo na gelatina a partir de
tilapia (Oreochromis urolepis hornorum) em duas diferentes concentracdes (sacarose 4% e 8%,
glicerol 5% e 10%, NaCl 0,3 e 0,8 mol L, MgCl, 0,3 e 0,8 mol L, MgSO4 0,3 ¢ 0,8 mol L,
KCI 0,3 e 0,8 mol L e transglutaminase 10 e 15 mg mL™). Os autores concluiram que houve
aumento na viscosidade em qualquer das concentragOes utilizadas, e que melhorias das
propriedades reoldgicas ocorreram dependendo da concentragéo utilizada para cada sal, com a
maior forca do gel tendo sido encontrada ap6s adicdo de MgSO4 0,8 mol L.

No estudo de Yan et al. (2010), géis de gelatina a partir de Escamudo-do-Alasca

(Theragra chalcogramma) foram reticulados com &cido galico (10, 20, 30 e 40 mg g gelatina
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seca) e rutina (2, 4, 6 e 8 mg g? gelatina seca). As moléculas reticulantes interagiram
principalmente com a estrutura C-N-C e grupos carboxilicos da molécula de gelatina,
reforcando a interacdo intermolecular. A resisténcia do gel aumentou utilizando concentracao
de 4cido galico até 20 mg g de gelatina seca. O mecanismo de cinética de reticulagio com
acido citrico e proteina em condicdo aquosa sob baixa temperatura foram relatados por Xu et
al. (2015), onde mais do que dois grupos carboxilicos na molécula central de &cido citrico
possivelmente participaram na reacdo da proteina sob temperatura de 50 °C, além disso também

pdde ser comprovado um aumento de massa molar apos a reticulacao.

3.4.3 Agentes de reticulacdo

As substancias modificadoras de gelatina, tais como eletrdlitos e ndo eletrélitos
podem ser aplicado para melhorar as propriedades reoldgicas de gelatina (AEWSIRI et al.,
2011). Os eletrdlitos, em geral, influenciam as propriedades biofisicas das proteinas (inchaco,
solubilidade, gelificacdo, viscosidade e capacidade de retencdo de agua) (BIGI et al., 2001).
Né&o-eletrélitos, como acido citrico e &cido galico geralmente aumentam forca de géis de
gelatina (FERNANDEZ-DIAZ; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2001).

Ha dois pontos de vista quanto a possibilidade de interacdo entre moléculas de
colageno (ou gelatina) e ions salinos. Alguns pesquisadores acreditam na possibilidade de
ligacdo direta ao nucleo peptidico do colageno, enquanto outros acreditam que ions podem
participar indiretamente no dobramento da estrutura por interagir com agua estruturalmente
ligada (ASGHAR; HENRICKSON, 1982; CHOI; REGENSTEIN, 2000). Ja para os compostos
fendlicos, incluindo os acidos fendlicos, foram relatados dois tipos de reticulacdo. O primeiro
com interacfes ndo covalentes entre a gelatina, tais como ligacGes de hidrogénio entre grupos
hidroxilas do composto e grupos carbonila polares da gelatina, e interac6es hidrofébicas entre
0s anéis aromaticos e a cadeia lateral hidrofobica da gelatina (AEWSIRI et al., 2010; OZDAL,;
CAPANOGLU; ALTAY, 2013). O segundo com ligacGes covalentes entre a gelatina,
provavelmente entre a parte eletrofilica (forma oxidada do composto) e grupos amino
nucleofilicos da gelatina (AZEREDO et al., 2016).

O acido galico é um acido fendlico natural. Compostos com menor massa molar e
amplamente disponiveis entre os vegetais, apresentado propriedades farmacoldgicas. Possui
forte atividade antimutagénicas, anticarcinogénicas e antioxidantes (MENDEZ et al., 2003). Os
compostos fenolicos naturais derivados de plantas tém sido utilizados como reticuladores para

modificacdo de polimeros proteicos, ricos em prolina como a gelatina, sendo especialmente
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susceptiveis (OZDAL; CAPANOGLU; ALTAY, 2013). Varias interagdes potenciais podem
ser envolvidas, incluindo ligacdes covalentes e ndo covalentes (ZHANG; CONRAD;
CONRAD, 2011). Os acidos fendlicos estdo presentes em varios produtos alimenticios sendo
considerados néo toxicos (AEWSIRI et al., 2010).

O &cido citrico é um &cido organico com trés grupos carboxilico, e € classificado
como um alimento seguro. Assim, pode ser usado em materiais de contato com alimentos. Foi
demonstrado que a adicdo de é&cido citrico diminui a adsorcdo de umidade e reduz a
permeabilidade ao vapor de agua em filmes (GHANBARZADEH; ALMASIA; ENTEZAMI,
2011). Estudos sobre as caracteristicas mecanicas e propriedades dos filmes mostraram que
adicao do &cido citrico melhora a resisténcia a tracao e a estabilidade térmica (OLIVATO et al.,
2012). Os acidos organicos também atuam como plastificante nos filmes (REDDY; YANG,
2010). O mecanismo de reticulacdo proposto € atribuido a formacdo de ligacGes di-éster
intermolecular entre grupos hidroxilo do polissacarideo e de grupos carboxilicos do reticulador
(HASHEM et al., 2013).

O sulfato de magnésio € um composto quimico que contém magnésio. O magnésio
é o oitavo elemento natural mais abundante, € comumente encontrado em minerais como
magnesite, dolomita, olivina, serpentina e amianto (MANSOUR; SALAMA; AI-MUTANA,
2003). O magnésio é o mais importante cation bivalente intracelular, responsavel por diversas
funcdes (CARDOSO et al., 2012). O cloreto de sodio, principal constituinte do sal de cozinha,
é um solido i6nico constituido por ions positivos e negativos. Quando diluido em agua, os ions
separam-se na solucdo, onde se encontram rodeados pelas moléculas do solvente. Esta
substancia € capaz de aumentar a viscosidade do produto através da interacdo com agentes
tensoativos empregados (IGNACIO et al., 2013).

3.5 FILMES BIOPOLIMERICOS

A conservacao de alimentos exige, normalmente, tratamentos fisicos, quimicos ou
a associacao deles. Além disso, a utilizacdo de embalagem, rigida ou flexivel, é imprescindivel
(SOUSA, 2012). A popularizacdo dos plésticos para esta finalidade se deve, basicamente, ao
seu baixo custo de producao, peso reduzido, elevada resisténcia e a possibilidade de seu uso na
fabricacdo de pecas nas mais variadas formas, cores e tamanhos (ROSA; FRANCO; CALIL,
2001). Apesar de os plasticos possuirem excelentes propriedades funcionais, sdo considerados
ndo biodegradaveis e estdo envolvidos em problemas ambientais, pois levam muito tempo para

se degradarem, permanecendo praticamente intactos ao longo dos anos (BONA, 2007). Os
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polimeros sintéticos sdo derivados de fonte de petroleo (ndo renovaveis), tais como poliolefinas,
poliésteres e poliamidas, sendo inertes ao ataque imediato de micro-organismos. Essa
propriedade implica tempos de degradacdo da ordem de, no minimo, 100 anos, ocasionando
sérios problemas ambientais (ZULLO; IANNACE, 2009).

A biodegradacdo consiste na degradagdo dos materiais poliméricos através da acéo
de organismos vivos. Segundo a American Standard for Testing and Methods (ASTM-D-883),
polimeros biodegradaveis sdo polimeros degradaveis, nos quais a degradacdo resulta
primariamente da acdo de micro-organismos, tais como bactérias, fungos e algas de ocorréncia
natural. Em geral, deriva desse processo dioxido de carbono, gas metano, componentes
celulares microbianos e outros produtos (ASTM, 1999).

Os filmes biopoliméricos tém sido bastante pesquisados com o intuito de melhorar
a qualidade e estender a vida 0til dos alimentos, funcionando como barreira a umidade,
favorecendo o controle de mudangas fisioldgicas, microbioldgicas e fisico-quimicas (RHIM,;
NG, 2007). A formulacdo dos filmes biodegradaveis implica a utilizacdo de pelo menos um
componente capaz de formar uma matriz, tendo coesdo e continuidade suficiente. De acordo
com a literatura, esses filmes sdo comumente elaborados a partir de polissacarideos, proteinas
e lipidios (BERTAN, 2003; KARBOWIAK; DEBEAUFORT; VOILLEY, 2007)

A adicdo de plastificantes em polimeros, na producdo de filmes biodegradaveis, é
bastante vantajosa, pois aumenta a sua elasticidade, devido ao enfraquecimento das interagdes
intermoleculares entre as cadeias destes polimeros, que confere maior flexibilidade a estes
materiais (CHANG; KARIM; SEOW, 2006). Existem trés hipdteses importantes para explicar
o fendmeno da plastificacdo. A primeira relata que o plastificante atua como um lubrificante
interno, que reduz o atrito intermolecular existente entre as cadeias, permitindo maior
mobilidade das mesmas. Uma segunda hipdtese baseia-se no efeito de solvatacdo dos sitios
polares das cadeias poliméricas, reduzindo a atracdo intermolecular. A terceira hipdtese
considera que o movimento das moléculas plastificantes, com baixa massa molar, aumenta o
volume livre do polimero, permitindo maior espago para 0 movimento das cadeias (STEVENS,
1993).

Dentre os plastificantes, o mais utilizado em filmes biodegradaveis é o glicerol.
Quimicamente, o glicerol é um tri-alcool com trés carbonos, tendo como nome sistemético
(IUPAC) 1,2,3-propanotriol, enquanto o termo glicerina aplica-se a purificagdo de compostos
comerciais que contém, normalmente, quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol. E um

liquido incolor, com gosto adocicado, sem cheiro e muito viscoso, derivado de fontes naturais
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ou petroquimicas. A presenca de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol é responsavel
pela solubilidade em &gua e sua natureza higroscopica, possuindo uma molécula altamente
flexivel que forma ligacbes de hidrogénio tanto intra como intermoleculares (BEATRIZ;
ARAUJO; LIMA, 2011).

3.5.1 Filmes de gelatina

A gelatina é particularmente atrativa para a formacéo de filmes poliméricos, porque
apresenta disponibilidade comercial a um custo relativamente baixo, é biodegradavel,
biocompativel, e a sua estrutura permite multiplas combinagdes de interagdes moleculares,
proporcionando razoavel estabilidade (CATALINA et al., 2011; FARRIS et al., 2009). Os
filmes a base de gelatina sdo formados quando as ligacGes das cadeias peptidicas parcialmente
desnaturadas complementam ligacdes hidrofilicas e de hidrogénio, resultando na formacéo da
matriz polimérica (RHIM; NG, 2007) que, incorporados com plastificantes, demonstram
suficiente estabilidade, resisténcia e flexibilidade, permitindo sua utilizacdo como materiais de
embalagens (HANANI et al., 2012).

Nos filmes biodegradaveis, as proteinas interagem nao mais intra, mas
intermolecularmente, através da formacdo de ligacGes de hidrogénio, pontes dissulfeto e
ligacGes hidrofobicas formando uma rede. Esta rede, pouco hidratada, constitui entdo o filme,
cujas propriedades séo, sobretudo, em funcdo do tipo, das atribuicbes e da intensidade das
ligacOes estabelecidas (GONTARD, GUILBERT; CUQ, 1991).

A técnica casting é amplamente utilizada na elaboracdo deste tipo de filmes, e se
baseia na secagem ou dispersao da solucdo filme-formadora. Nasta técnica ha a solubilizacdo
da macromolécula em um solvente, ao qual podem ser incorporados aditivos, tais como
plastificantes e agentes reticulantes, ap6s a solucéo filme formadora é vertida em um suporte

(placas de petri) e levada a estufa para evaporagédo do solvente (DENAVI et al., 2009).

3.5.2 Filmes biopoliméricos modificados

Os filmes obtidos de fontes naturais sdo materiais biodegradaveis Uteis na
engenharia de alimentos, embalagens, recuperacéo de drogas e outras aplicagdes (BOANINI et
al., 2010). As pobres propriedades mecanicas dos filmes de gelatina, que limitam as suas

possiveis aplicacGes, constituem a principal deficiéncia da gelatina como matéria-prima. As
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propriedades mecanicas de filmes de gelatina estdo relacionadas com o nivel de renaturagéo da
proteina (BIGI; PANZAVOLTA; RUBINI, 2004). A estabilidade mecénica, bem como

térmica, da gelatina pode ser melhorado através de reticulacdo (crosslinking).

A reticulacdo quimica é frequentemente utilizada para agregar uma maior
resisténcia em filmes biopoliméricos, e € favorecida pelo grande nimero de grupos funcionais
da gelatina (BAE et al., 2009). No entanto, os agentes de reticulagdo mais frequentemente
utilizados (aldeidos de cadeia curta) tém sido relatados como potencialmente toxicos. Uma vez
que os biopolimeros sdo utilizados para aplicacdes que requerem baixa toxicidade (como
embalagens, incluindo filmes comestiveis e revestimentos), muitos estudos estdo sendo
concentrados em agentes de reticulagdo ndo toéxicos (BANDEIRA et al., 2015; CHIOU et al.,
2008).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAS-PRIMAS

As mateérias-primas utilizadas como fonte de colageno para a obtencéo de gelatina
foram peles e ossos de carpa comum (Cyprinus carpio) e peles e ossos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). Os residuos descartados no processamento dos pescados (abatidos
com massa entre 1,5 e 2,5 kg) foram obtidos de piscicultores da cidade de Ajuricaba-RS e
Teutonia-RS. Os residuos foram acondicionados em caixas com gelo e transportados até o
Laboratdrio de Tecnologia Industrial (LTI), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG), onde permaneceram armazenados em freezer
dentro de embalagens plasticas a temperatura de -18°C. O tempo maximo de armazenamento
foi de 90 dias.

A gelatina de mamifero de pele bovina (tipo B - 225 Bloom) foi adquirida na Sigma
Aldrich Chemical Co. (Milwauke, EUA) e utilizada como comparacdo no estudo. Para a
modificacdo das gelatinas, os agentes de reticulacdo considerados no estudo foram os eletrélitos
NaCl e MgSOs (Synth, Brasil) e os compostos organicos acido galico (Vetec, Brasil) e acido

citrico (Merck, Brasil).

4.2 OBTENCAO DAS SOLUCOES DE GELATINA
4.2.1 Gelatina de peles

A Figura 5 mostra o fluxograma do processo representando a obtencgéo de gelatina
a partir das peles de pescado, realizado segundo a metodologia descrita por Bandeira et al.
(2015). As peles cortadas nas dimensdes de 1 cm? foram submetidas ao intumescimento com
pré-tratamentos alcalino/alcalino/acido. No primeiro pré-tratamento alcalino (pré-tratamento 1)
as amostras foram avolumadas com &gua destilada (1:1 m v1), o pH ajustado em 11 com solugéo
de NaOH 3 mol L* e a solugdo permaneceu por 15 min sob agitagdo constante em agitador
magnético. O material foi drenado com peneira, para em seguida realizar o segundo pré-
tratamento alcalino (pré-tratamento 2), no qual as peles foram tratadas com uma nova solugéo
em agua destilada (1:1 m v1), ajustando novamente o pH em 11, com solugio de NaOH 3 mol
L1, onde sob agitagdo constante em agitador magnético, o material permaneceu em solugéo por
60 min. As peles foram retiradas da solucdo alcalina e drenadas em peneira com posterior
lavagem com agua corrente, até atingir pH préximo a neutralidade. O tratamento acido (pré-

tratamento 3) foi realizado com a suspensdo das peles em agua destilada (1:1 m v'1), ajustando
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o pH em 2 com HCI 3 mol L com agitagdo por 15 min. Ap6s a amostra foi drenada e houve
uma lavagem final com agua destilada (1:1 m v1). A obtencéo de gelatina das peles pré-tratadas
foi realizada em banho termostatico a 52 °C por 2 h a pH 4. Apds a solucdo de gelatina foi

filtrada em funil de Biichner com papel filtro Whatman n° 4 a vacuo.

Figura 5- Fluxograma resumido da obtencédo de gelatina de pele

Peles cortadas

Pré-tratamento 1

Pré-tratamento 2

Pré-tratamento 3
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Soluc¢io de gelatina

4.2.2 Gelatina de 0ssos

A Figura 6 apresenta o fluxograma resumido do processo envolvido na obtencéo de
gelatina a partir de 0ssos de pescado, realizado segundo Silva et al. (2011). Os 0sso0s, secos com
circulacdo de ar a temperatura ambiente (20 °C) por 24 h, foram moidos em moinho de faca na
granulometria de 1 mm. Apo6s submetidos a tratamento acido, onde foram suspensos em solucéo
de HCI 0,6 mol L por 20 h a 10 °C e, posteriormente, centrifugados a 4000 x g por 15 min
para remocao do excesso de &cido. Apds a retirada do sobrenadante, a amostra foi suspensa
com agua destilada (1:1 m v?1), seu pH ajustado para 4 e a solugdo levada a um banho
termostatico onde, sob agitacdo de 2 h e temperatura de 60°C, foi obtida a solucéo de gelatina
de ossos. Posteriormente, a solucdo foi filtrada em funil de Blichner com papel filtro Whatman

n° 4 a vacuo.
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Figura 6 - Fluxograma resumido da obtencédo de gelatina de 0ssos
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4.2.3 Clarificacdo das gelatinas

O processo de clarificacdo para a remogdo de impurezas presentes na solucdo foi
realizado segundo Silva (2013). As gelatinas obtidas foram clarificadas com carvao ativado na
proporcédo de 1 g de carvao por kg de solucdo de gelatina. O agente clarificante (carvéo ativado)
foi adicionado na solucdo de gelatina, onde permaneceu por 120 min a 35 °C sob agitacdo
constante. A mistura foi filtrada a vacuo em funil de Biichner com papel filtro Whatman n° 4.
Para a remocdo do agente clarificante presente na solucao, foi realizada uma segunda filtracéo,
na qual se utilizou uma pré-capa de auxiliar de filtragdo (terra diatoméacea). A terra diatomacea
foi adicionada (500 g m2 de area de filtragdo) para formar uma suspensao de pré-capa baseado
na proporcao de 0,4 g 100 mL* de solugéo.

As gelatinas clarificadas foram colocadas em ultra freezer (Indrel, IULT 90-D,
Brasil) por 48 h a -80 °C, e apds foram submetidas a liofilizacdo (Liotop, L108, Brasil) onde
permaneceram por 48 h a -54 °C e vacuo de 44 mmHg até a evaporacdo completa dos solventes.

As gelatinas em p6 foram armazenadas em dessecadores, até posteriores analises.

4.3 RETICULACAO DAS GELATINAS

As gelatinas de peles e 0ssos de carpa e de tilapia foram dissolvidas em agua
destilada na temperatura de 45 °C, em banho termostatico, na concentracio de 66,7 g L%, com
agitacdo constante (240 rpm) em agitador mecanico (Fisatom, 710, Brasil) até completa
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dissolucdo. As gelatinas foram reticuladas utilizando as seguintes concentragdes quimicas:
MgSOsem 0,8 mol L (Mg) e NaCl em 0,3 mol L ™! (Na) (ALFARO; FONSECA; PRENTICE-
HERNANDEZ, 2013a), acido galico em 0,02 mol L™ (AG) (YAN et al., 2011) e 4cido citrico
em 0,03 mol L™ (AC) (testes preliminares). As solucdes de gelatinas reticuladas de carpa
comum e tilapia do Nilo foram mantidas sob constante agitacdo em banho termostéatico (45 °C
e 30 min), até completa homogeneizacdo. Apos foram submetidas a liofilizacdo e armazenadas
em dessecadores, até posteriores analises. Para cada condicdo testada foram preparadas pelo

menos trés amostras independentes.

4.4 PRODUCAO DE FILMES BIOPOLIMERICOS

A Figura 7 apresenta o fluxograma resumido da obtencgdo de filmes de gelatina
reticulada elaborados seguindo a técnica casting. Nas solugdes de gelatina (50 mL) com
concentragdo de 2% (m v?) foi adicionado 0,20 g de glicerol, e permaneceu sob constante
agitacdo por 30 min (BANDEIRA et al., 2015). As solucdes de gelatinas reticuladas foram
vertidas em placas de petri e levadas a estufa com circulacéo forcada de ar, a 40 °C por 24 h,
onde ocorreu a completa evaporacdo do solvente. Os filmes foram removidos das placas e
acondicionados em dessecadores mantidos a 25 °C e 75% de umidade relativa, durante pelo

menos 48 h antes das analises.

Figura 7- Fluxograma resumido da obtencéo de filmes biopoliméricos
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4.5 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
45.1 Composicdo quimica dos residuos e das gelatinas de pescados

As composicdes centesimais das peles in natura, 0ssos moidos e das gelatinas
obtidas foram determinadas segundo metodologias AOAC (1995), em triplicata. A umidade foi

determinada de acordo com o método gravimétrico (n° 950.46) em estufa a 105 °C. O teor de
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nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl (n® 928.08), tendo o teor de proteina
bruta obtido através da multiplicacéo pelo fator 6,25 para 0ssos e peles, e 5,55 para as gelatinas
obtidas. O conteddo de lipidios foi determinado pelo método de Bligh-Dyer (1959) utilizando
uma mistura binaria de cloroférmio e metanol e as cinzas foi determinada por método
gravimétrico (n° 920.153) em mufla a 500-600 °C.

4.5.2 CaracterizacOes das gelatinas e dos filmes biopoliméricos

As gelatinas extraidas das peles e 0ssos dos pescados foram caracterizadas quanto
ao rendimento em massa, rendimento em hidroxiprolina, forga de gel, viscosidade, ponto de
fusdo, temperatura de gelificacdo, grau de reticulacéo, turbidez e atributos de cor, distribuigdo
de massa molar, perfil de aminoacidos, espectroscopia de infravermelho (FT-IR), anélises
térmicas e microscopia eletronica de varredura (MEV). Os filmes biopoliméricos de gelatina
modificada foram analisados quanto as propriedades mecénicas (tensédo de ruptura e
alongamento), espessura, permeabilidade ao vapor de agua, transmitancia UV e luz visivel,
difracdo de raio-X (DRX) e, assim como nas solugdes de gelatina, analises de cor, FT-IR,

analises térmicas e MEV.

4.5.2.1 Rendimentos de extragdo e em hidroxiprolina das gelatinas

Os rendimentos da extragéo de gelatina em solucéo foram calculados de acordo com

a Equacao 1.

RG = C gelatina X Vsolu;éo (1)

amostra

onde RG € o rendimento em gelatina (g 100 g!), Cgelatina € a concentragdo de gelatina (g mL™Y),
Vsolugao € 0 Volume da solugdo de gelatina extraida (mL) e Mamostra € @ Massa da amostra (g).

O teor de hidroxiprolina das amostras foi determinado pela AOAC - método oficial
990.26 (AOAC, 1995) utilizando L-hidroxiprolina (Sigma-Aldrich, EUA) como padrdo. As
amostras foram hidrolisadas em &cido sulfurico a 105 °C por 16 h. Apds foram filtradas e
diluidas, para em seguida realizar a oxidagdo com Cloramina-T (Sigma-Aldrich, EUA) reagente
para Pirrole. A adicdo de 4-dimetilaminobenzaldeido (Sigma-Aldrich, EUA) proporcionou uma
coloragéo purpura, a qual foi mensurada em espectrofotdmetro a 560 nm. O rendimento em

hidroxiprolina foi calculado conforme a Equagéo 2.
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H:2,5><h (2)

mxV

sendo H o teor de hidroxiprolina (g 100 g%), h a leitura no espectrofotdmetro da curva padrao,
m a massa da amostra (g) e VV o volume do filtrado para diluicdo em baldo de 100 mL.

4.5.2.2 Forca de gel das gelatinas

A consisténcia de gel foi determinada de acordo com a AOAC - método oficial
948.21 (AOAC,1995), onde 105 mL das solucdes de gelatina (66,7g L™) foram transferidas
para frascos (150 mL de capacidade) e mantidas a 7 °C por 18 h. A forca de gel foi medida
com um analisador de textura (TA.XT plus, Stable Micro Systems, Reino Unido), utilizando
uma sonda teflon com 12,5 mm de didmetro e velocidade 1 mm s, pressionando a gelatina em

4 mm.

4.5.2.3 Viscosidade das solucGes de gelatinas

A determinagdo da viscosidade das solugbes de gelatinas foi baseada na
metodologia descrita por Silva et al., (2014). As solugbes de gelatina (66,7 g L™?) foram
transferidas para um viscosimetro Cannon-Fenske (Cannon Instrument Co., n° 100, EUA), em
banho termostéatico a 25 °C. Apds 10 min, tempo para ambientacdo da solucao, foi registrado
os tempos de escoamento das solucdes e a viscosidade das amostras foi calculada através da

Equacéo 3.

pw=tx K xp (3)

sendo p a viscosidade (Poise), K a constante do viscosimetro determinada experimentalmente
com um fluido de viscosidade cinematica conhecida (Sts™), t o tempo (s), e p a massa especifica

da solucéo na temperatura do teste (g cm) determinada por picnometria.

4.5.2.4 Ponto de fusdo e temperatura de gelificacdo das gelatinas

O ponto de fusdo das gelatinas foi determinado pelo método BS 755 (BSI, 1975).
Aliquotas de 10 mL das solugdes de gelatinas (66,7 g L) foram transferidas para tubos de
ensaio, onde permaneceram por 17 h a 7 °C. Um volume de cinco gotas de solugdo de

cloroférmio e corante azul de metileno (3:1, mL:mL) foi adicionado ao gel como indicador do
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ponto de fusdo. A medicio foi realizada a uma taxa de aquecimento de 0,1 °C min. A média
entre a temperatura em que foi possivel visualizar o0 momento da penetracdo das gotas do
indicador nos géis, e a temperatura em que as solucdes se encontraram completamente coradas
foi registado, sendo a temperatura referente ao ponto de fuséo.

A determinacdo da temperatura de gelificacdo foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Muyonga et al. (2004). Frascos contendo 100 mL das amostras de gelatinas (66,7
g L) foram acondicionados em banho termostatico a 40 °C, apés foi adicionado em cada frasco
um capilar, o qual foi mantido manualmente na vertical e o banho entdo resfriado lentamente
de 0,1 °C a cada 2 min. A temperatura de gelificagao foi definida quando o capilar permanecer

na vertical sem o apoio manual.

4.5.2.5 Grau de reticulacdo das gelatinas

O grau de reticulacédo das gelatinas foi determinado pelo ensaio com ninidrina (2,2-
di-hidroxi-1,3-indanodiona) (DASH; FOSTON; RAGAUSKAS, 2013). Em um tubo de ensaio
foi adicionado 5 mg da amostra de gelatina e 1,0 mL de uma solugdo de ninidrina (1,5% etanol
m v1), seguido de aquecimento da mistura durante 25 min a 80 °C. As amostras foram resfriadas
a temperatura ambiente durante 1 h. Apos dilui¢do (10:1) com agua destilada, a absorvancia
optica foi medida utilizando UV-VIS (Shimadzu, Quioto, Japdo) a 570 nm. O grau de

reticulacdo (GR) foi calculado através da Equacao 4.

[ Absorbanci  a da gelatina  reticulada 1 4)
GR (%) =|1- | x 100
| Absorbanci a da gelatina ndo reticulada |

4.5.2.6 Turbidez e atributos de cor das gelatinas

A turbidez da solugio de gelatina (66,7 g L™) foi determinada de acordo com o
método proposto por Kittiphattanabawon et al. (2016). A turbidez foi medida por absorbéancia
a 600 nm utilizando um espectrofotometro UV-visivel (Shimadzu UV-2550, Japdo). Foram
realizadas cinco medigdes para cada amostra. A cor das solucdes de gelatina e da superficie dos
filmes foi mensurada utilizando o colorimetro Minolta (CR 300, Minolta Corporation, EUA)
por diagrama tridimensional de cores (L-a-b) e expressa L* (luminosidade), a* (coordenada
vermelho/verde) e b* (coordenada amarelo/azul). O valor total da diferenga de cor (AE) das
amostras foi calculado utilizando a Equacio 5 e o angulo de Hue pela Equagio 6 (NUNEZ-
FLORES et al., 2013).
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AE =[(aL) +(aa’) + (ab’)]” (5)
H =tan "~ (b—w (6)
la )

4.5.2.7 Distribuicdo de massa molar das gelatinas

A Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de Sulfato de Dodecilo de
Sodio (SDS-PAGE) foi realizada pelo método de Laemmli (1970) com algumas modificacdes.
A amostra de gelatina (2 mg) foi dissolvida em 1 mL de SDS a 10% (v v!) e, em seguida,
aquecida a 85 °C durante 1 h. A solucdo foi centrifugada a 3500 % g durante 20 min. O
sobrenadante foi misturado com 1 mL de tamp&o de amostra (Tris-HCI 0,15 mole L, pH 6,8,
contendo SDS a 10% (v v'1), bromofenol a 0,02% e glicerol, 2-mercaptoetanol a 20% (v v1).
As amostras e 0 marcador de proteina padrdo foram carregados em gel de poliacrilamida feito
de gel de separagdo a 7,5% (v v1!) e gel de empilhamento a 3,8% (v v?!) e submetidos a
eletroforese a uma corrente constante de 25 mA e 150 V por cerca de 3 h. Apos, os géis foram
corados durante 15 min com uma mistura de 0,27% (v v'!) de Coomassie Brilliant Blue G-250
em metanol a 15% (v v1) e &cido acético a 5% (v v1). Logo, descorados por 1 h numa mistura
de metanol a 54% (v v'1) e 4cido acético a 13% (v v1). As massas molares das gelatinas foram
estimadas utilizando padréo de alta massa molar da GE Healthcare Life Sciences (EUA), que
apresenta proteinas na faixa de 53 a 220 kDa (Glutamico desidrogenase 53 kDa, Transferrina
76 kDa, B-galactosidase 116 kDa, a2-macroglobulina 170 kDa e Miosina 220 kDa).

4.5.2.8 Perfil de aminoacidos das gelatinas

As amostras de gelatina (10 mg) foram hidrolisadas em 600 pL de solu¢cdo HCI 6
N a 110 °C durante 24 h. Apo6s, as amostras foram dissolvidas em agua mili-Q (x 7 mL),
filtradas e liofilizadas. A determinacdo dos aminoacidos presentes na amostra foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (UFLC Shimadzu, Japao), conforme descrito por Silva
etal., 2014).

4.5.2.9 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR) das gelatinas e dos filmes

A analise das amostras de gelatinas e dos filmes de gelatina foram determinados em
espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) utilizando um

espectrbmetro modelo (Shimadzu, Prestige 21, modelo 210045, Japdo), sendo o0s
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interferogramas obtidos na faixa de 4000-400 cm™, resolucdo de 4 cm™ e 45 varreduras
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). As amostras de gelatina em p6 foram
analisadas utilizando a técnica da refletancia difusa utilizando pastilhas de brometo de potassio
(KBr) na propor¢do 1:10. Para as amostras de filmes, utilizou-se a técnica refletancia total

atenuada horizontal (HATR) para a obtencdo dos espectros de infravermelho.

4.5.2.10 Andlises térmicas das gelatinas e dos filmes

As propriedades térmicas das gelatinas modificadas e dos filmes biopoliméricos
foram realizadas utilizando calorimetria de varrimento diferencial (DSC-60 Shimadzu, Japéo)
e analisador termogravimétrico (modelo DTG 60, Shimadzu, Japdo). No DSC, as amostras (3,5
mg) foram pesadas com precisdo numa panela de aluminio, seladas hermeticamente e
digitalizadas na gama de temperatura entre 0 °C e 220 °C. Utilizou-se uma taxa de base de
aquecimento de 10 °C min e atmosfera com taxa de fluxo de gas nitrogénio de 50 mL min™.
As andlises foram realizadas com uma placa de aluminio vazia como referéncia (RIVERO;
GARCIA; PINOTTI, 2010). Para a analise termogravimétrica (TGA) e a anélise térmica
diferencial (DTA) das gelatinas e dos filmes, cada amostra (5 mg) foi aquecida em capsulas de
aluminio até 450 °C a uma taxa de aguecimento de 10 °C min™* e atmosfera de nitrogénio com

fluxo constante de 50 mL min™.

4.5.2.11 Analise de difracdo de raio-X dos filmes

A anélise de difracdo de raios-X dos filmes de gelatina reticulados foi realizada
utilizando um difratdbmetro Bruker D8 Advance (Bruker AXS, Alemanha) com uma fonte de
radiacdo Cu-Ko monocromada (k = 1,54060 A) a 40 kV e 40 mA. Todas as amostras foram
analisadas em modo de transmissdo através do angulo de difragdo 26 entre 10 ¢ 90° (CHENG
et al., 2003).

4.5.2.12 Microscopia eletronica de varredura (MEV) das gelatinas e dos filmes

A morfologia superficial das gelatinas e das amostras de filme foi visualizada
utilizando um microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM 6010LV, Japdo) com uma tensao
de aceleracdo de 10 kVV (GOLDSTEIN et al., 1992). Antes da visualizagdo, as amostras de

filmes foram metalizadas com ouro numa camara de vacuo (Denton Vacuum Desk Sputtering
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V, EUA) afim de fazer a condutividade. As micrografias foram feitas com ampliagdo de 2000

VEZES.

4.5.2.13 Propriedades mecanicas e espessura dos filmes

A resisténcia a tracdo (RT) e o alongamento (A) dos filmes de gelatina reticulada
foram determinados de acordo com o método oficial D00882-00 (ASTM, 2000a), utilizando
texturdbmetro (Stable Microsystems, SMD TA.XP2i, Reino Unido) com uma célula de carga de
50 N. A distancia inicial entre as garras e a velocidade mecénica foi de 50 mm e 50 mm min™,
respectivamente. As amostras foram cortadas em 100 mm de comprimento e 25 mm de largura
e a sua espessura foi medida utilizando um micrometro (Mitutoyo Manufacturing Co. Ltd.,
Japdo) com 1 um de resolucdo. Foram determinadas dez posi¢des aleatorias em torno da

pelicula. A RT das amostras foi calculada pela Equacdo 7 e o A (%) pela Equacéo 8.

RT = [FT] (7

A (%) :( )xlOO (8)
{50 )

E
50
onde Fmax representa a carga maxima (N) necessaria para puxar a amostra, A é a area da sec¢ao

transversal (m?) da pelicula, E é o alongamento do filme (mm) no momento da ruptura e 50 é o

comprimento inicial das peliculas (mm).

4.5.2.14 Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi determinada gravimetricamente pelo
método E96 / E96M-05 (ASTM, 2000b). As peliculas foram seladas numa célula de permeacao
(didmetro de 50 mm) contendo cloreto de calcio anidro. As células foram colocadas em
dessecadores a 25 °C e 75% de umidade relativa. As amostras foram pesadas em intervalos de
24 h durante 7 dias. A PVA (g Pa* st m™) foi calculada de acordo com a Equagao 9.

pva - uXb ©)
tx A x AP
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onde map € a massa de umidade absorvida (g), t é o tempo total de ensaio, L é a espessura do
filme (m), A é a area da superficie exposta do filme (m?) e AP é a diferenca de pressdo parcial

de vapor através do filme (Pa).

4.5.2.15 Transmitancia UV e luz visivel dos filmes

As propriedades de barreira a luz ultravioleta e visivel dos filmes de gelatina foram
medidas a um comprimento de onda entre 200 a 800 nm utilizando um espectrofotémetro UV-
Visivel (Shimadzu UV-2550, Japdo), de acordo com o método utilizado por Arfat et al. (2017).
O valor de transparéncia dos filmes (VT) foi calculado pela Equacdo 10 (HAN; FLOROS,
1997).

v - %9 T (10)
L
onde Teoo é a transmitancia fracionada a 600 nm e L é a espessura da pelicula (mm). O valor de

transparéncia mais elevado significa um filme menos transparente.

4.6 METODOLOGIA ESTATISTICA

A analise estatistica foi baseada na analise de variancia (ANOVA) para determinar
variaveis significativas (p < 0,05) no processo, e o teste de Tukey para comparagao de médias
para determinar diferengas significativas (p < 0,05) (BOX; HUNTER, J; HUNTER, W., 2005).
Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando quatro lotes diferentes de amostras, e foram
analisados com o uso do software Statistica 5.0 (Statsoft, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DE PELES E OSSOS E DAS GELATINAS

A composicgdo centesimal das peles in natura, dos ossos moidos e das gelatinas
obtidas de peles e 0ssos de carpa e de tilapia estdo apresentados na Tabela 2. Os teores de
proteina para as peles de tilapia foram superiores significativamente (p < 0,05), quando
comparados com as peles de carpa. A diferenca nos teores de proteina seguiu para 0S 0SS0S
entre os pescados estudados. Os valores de lipidios e cinzas para as peles encontrados no estudo
foram superiores aos encontrados por Balti et al. (2011) quando analisaram peles de bagre-
gigante, 1,7% e 0,7% respectivamente, e similares aos encontrados por Roslan et al. (2014) para

peles de tilapia vermelha 5,5% e 2,8%, respectivamente.

A diferenca estatistica (p < 0,05) nos teores de proteinas, entre as gelatinas obtidas
de peles de tilapia e as obtidas de pele de carpa, pode ser justificada pela diferenca dos teores
de proteinas de suas matérias-primas. Ainda, segundo Roslan et al. (2014), a porcentagem de
proteina solubilizada encontrada depende da quantidade de lipidios na matéria-prima, de tal
modo que a matéria-prima contendo a maior quantidade de lipideos produzird um menor
percentual de proteina solubilizada. Para as gelatinas de 0ssos de pescado ndo houve diferenca

significativa (p < 0,05) nos teores de proteina entre os resultados.

As gelatinas a partir de peles dos pescados mostraram elevados teores de proteinas
e baixos teores de lipidios e cinzas, sugerindo que houve uma eficiente remocéo de lipidios e
material mineral das peles. Resultados semelhantes para proteinas foram obtidos por Bandeira
et al. (2015) para gelatina de peles e 0ssos de corvina, 86,5% e 81,7%, respectivamente. As
variacGes na composi¢do quimica entre as gelatinas obtidas ocorrem devido as diferencas no
método utilizado para obtencdo de gelatina de peles e 0ssos, € no conteddo protéico das
respectivas matérias-primas utilizadas como fonte de colageno (BORDIGNON et al, 2012).

Em relacdo a composicéao das gelatinas obtidas, os teores de proteina para gelatinas
de peles foram superiores aos de 0ssos. Pode-se destacar ainda, que para as gelatinas de tilapia
esses valores foram superiores quando comparados aos de carpa. Os valores obtidos para as
gelatinas foram similares aos alcangados por Weng et al. (2014) para gelatinas de peles tilapia,
cujo o teor de proteina variou de 78-91% e por Mohtar et al. (2010) para gelatinas de peles de

merluza, onde o valor ficou em torno de 82%. A Figura 8 ilustra as matérias-primas utilizadas.
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Tabela 2- Composicdo quimica das amostras de peles in natura, 0ssos moidos e gelatinas obtidas de pele e 0ssos de carpa e de tilapia

Gelatinas de pele Gelatinas de 0ssos

Peles in natura Ossos moidos
Tilapia Carpa Tilapia Carpa Tilapia Carpa Tilapia Carpa
Umidade (%)* 7041+14%  7194+18° 26,28 + 0,8’ 26,71+ 1,2 9,13+0,5* 10,23 £ 0,74 11,32+0,8% 12,41+ 0,94
Proteinas (%0)* 25,77+0,8°  23,86+0,6° 21,22+ 0,5 20,27 £ 0,6' 91,20+1,74 87,50+ 1,38 86,45 + 1,8 82,13 +£2,3°
Lipidios (%0)* 3,75+£0,3 4,53 +0,4° 455+0,2 4,38 +0,1 0,67 £0,17 0,89 £ 0,24 1,28 £ 0,37 1,49+0,3*
Cinzas (%)* 1,53 £ 0,22 1,81 + 0,42 49,12 + 1,4 48,33+ 1,11 0,22+0,18 0,35+0,18 0,92 +0,1A 1,04 £0,2%

Médias + desvio padrédo (para cinco repeticoes).

¥ Médias na mesma linha com letras sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p < 0,05) (peles in natura).
Hi Médias na mesma linha com letras sobrescritas distintas sao significativamente diferentes (p < 0,05) (0ssos moidos).
AB Meédias na mesma linha com letras sobrescritas distintas séo significativamente diferentes (p < 0,05) (gelatinas)

Figura 8- llustracdo das matérias-primas utilizadas

funcionamento (B), Ossos moidos (C), pele de tilapia inteira (D), pele de carpa cortada (E)
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Legenda: Ossos secos (A); Moinho de facas em
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A Figura 9 ilustra as gelatinas obtidas de peles e 0ssos de tilapia e de carpa e gelatina
de pele bovina. As Figuras 10 e 11 mostram as gelatinas de peles e 0ssos de tilapia e de carpa

apos a clarificacao e a liofilizacao, respectivamente.

Figura 9- Solucdes de gelatinas de peles e 0ssos de tilapia e de carpa, e gelatina controle

Legenda: Soluces de gelatinas de pele de carpa (PC), de 0ssos de carpa (OC), de pele de tilapia (PT), de 0ssos
de tilapia (OT) e de peles bovina (PB)

Legenda: Gelatinas de pele de carpa (PC), de ossos de carpa (OC), de pele de til&pia (PT) e de ossos de tilapia
(OT)

Figura 11- Gelatinas liofilizadas de peles e ossos de tilapia e de carpa.

Legenda: Gelatinas de pele de carpa (PC), de ossos de carpa (OC), de pele de tilapia (PT) e de ossos de tilapia
(OT)
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5.2 RENDIMENTOS E CARACTERIZACAO DAS GELATINAS OBTIDAS
5.2.1 Rendimentos de extracdo e em hidroxiprolina das gelatinas

A Tabela 3 apresenta os valores médios dos resultados obtidos quanto aos
rendimentos em massa e com base no teor de hidroxiprolina de gelatinas obtidas a partir de

peles e 0ssos de tilapia e de carpa.

Tabela 3- Rendimentos das gelatinas de peles e 0ssos tilapia e carpa

Gelatina de tilapia Gelatina de carpa

Peles Ossos Peles Ossos

Rendimento em massa

(g 100g™)*

Rendimento em hidroxiprolina
(g 100g™)*

92+06% 58+18° 89+05 49+12°

85+0,3% 43+02° 81+01* 4,1+0,1°

*Meédias + desvio padréo (para cinco repeti¢des). Médias na mesma linha com letras sobrescritas distintas sdo
significativamente diferentes (p < 0,05)

O rendimento da solucdo de gelatina em base Umida para peles de tilapia e carpa
néo foi estatisticamente diferente (p < 0,05), assim como os valores encontrados para gelatina
de ossos de tilapia e carpa. Para a solucéo de gelatina a partir de 0ssos, embora o volume desta
solucdo tenha sido maior que o volume da solu¢édo de gelatina de peles, o rendimento foi menor
quando comparado as gelatinas de peles. Segundo Muyonga et al. (2004), a diferenca no
rendimento entre gelatina de peles e ossos pode ser atribuida a elevada propor¢do de carne
ligada aos 0ssos, em comparacdo com as peles e a maior perda de coladgeno devido ao longo
processo de lixiviacdo. Ainda, embora utilizada maior temperatura de extracdo, a desnaturacao
de colageno soltvel presente nos ossos pode ter sido insuficiente, resultando em rendimentos
mais baixos.

O rendimento de extracdo é dependente do processo de obtencdo utilizado
(temperatura, tempo e pH) do teor de proteinas colagénicas presente no material, podendo variar
entre diferentes espécies (CHANDRA; SHAMASUNDAR, 2015). Contudo, os resultados
encontrados para peles foram superiores do que aqueles encontrados por Abdelmalek et al.
(2016) para gelatina de pele de calamar (6,82 g 100g™?) e semelhante aos de Silva et al. (2014),

cujo valor foi de 8,8 g 100g™ quando estudado gelatina de pele de bijupira.
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O teor de hidroxiprolina desempenha um papel na estabilizacdo da estrutura da
tripla hélice, devido a sua capacidade de ligacbes entre hidrogénio e grupos hidroxilos
(CHANDRA; SHAMASUNDAR, 2015). Altos niveis deste aminoacido na gelatina tende a
resultar em géis com alta forca de gel, viscosidade e ponto de fusdo (RAWDKUEN;
THITIPRAMOTE; BENJAKUL, 2013). A hidroxiprolina é o aminoacido encontrado
unicamente no colageno, assim, o teor de hidroxiprolina no material determina o rendimento
de gelatina (INTARASIRISAWAT et al., 2007). O teor de hidroxiprolina na gelatina de peles
de tilapia foi em torno de 5% superior a gelatina de pele de carpa. Contudo, os valores
encontrados neste estudo foram similares aos encontrados por Abdelmalek et al. (2016) para
gelatina de peles de lula cerca de 9 g 100g™* e superiores aos encontrados por Huang et al. (2016)
quando estudou gelatina de peles de tilapia, onde os valores foram em torno de 5-6 g 100g™.
Essas diferencas podem ser justificadas pelo processo de extracdo do colageno que provoca a
solubilizag&o de proteinas e maior fragmentagao da estrutura do colageno (GOMEZ-GUILLEN
etal., 2011).

Comparando os resultados de hidroxiprolina das gelatinas obtidas de peles com os
encontrados para gelatina obtida de o0ssos, se observa um acentuado aumento de
aproximadamente 49% do teor de hidroxiprolina para gelatina de peles em relacdo a de 0ssos.
Essa variacdo pode ser decorrente do processo de extracédo de gelatinas de ossos o qual se utiliza
tratamento acido mais prolongado, que pode ocasionar hidrélise de aminoacidos e, por
conseguinte, menor proporcdo de hidroxiprolina presente neste tipo de gelatina (PRESTES et
al., 2013). Os contetdos de hidroxiprolina encontrados para gelatina de 0ssos de tilapia e carpa
foram inferiores aos encontrados por Koli et al. (2012) quando estudou ossos de Tigre dentado,
cujo o valor foi de 7,5%.

5.2.2 Distribuicio de massa molar das gelatinas

A distribuicdo das massas molares dos componentes protéicos presentes nas
amostras de gelatinas foi determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS 10%. A
Figura 12 mostra a imagem digital dos resultados para as gelatinas das peles de tilapia e carpa.

Durante a conversdo do colageno em gelatina, as ligacOes inter e intramoleculares
das cadeias do colageno assim como os peptideos sdo hidrolisados (MOHTAR; PERERA;
QUEK, 2010). Na Figura 12 pode ser observado que ambas gelatinas sdo caracterizadas pela
presenca de bandas relacionadas as cadeias o, com massas molares proximas a 100 kDa, tipicas

de colageno tipo I. A acdo desnaturante do laurel sulfato de sodio (SDS) ndo permite afirmar
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que a forma de hélice tripla do coldgeno encontra-se intacta apesar dos resultados mostrarem
fracdes de proteinas tipicas para 0 mesmo (PEDROSO, 2009). No entanto, os resultados estdo
de acordo com a literatura, a qual afirma que a gelatina consiste de uma mistura de diferentes
fracbes de polipeptidios tendo uma massa molar média estimada em cerca de 100 kDa
(SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

Figura 12- Distribuicdo molar das gelatinas de peles de tilapia e carpa

220 kDa

116 kDa

76 kDa

53 kDa

P T C

Legenda: Padrdo de alta massa molar (P), gelatina de pele de tilapia (T) e gelatina de pele de carpa (C)

As propriedades funcionais das gelatinas sdo influenciadas pela composicdo de
aminoacidos e distribuicdo de massa molar. Diferencas no perfil de distribui¢cdo de massa molar
afetam diretamente a funcionalidade da gelatina. Em termos gerais, uma maior proporcao de
fracdes de baixa massa molar aumenta o tempo necessario para a formacéo de gel. Além disso,
a forca de gel da gelatina esta relacionada & soma das cadeias o e p juntamente com os peptideos
de maior cadeia, j& a viscosidade, pode ser correlacionada diretamente com a massa molar
média (WARD; COURTS, 1977; ZARAIl et al., 2012).

Na Figura 12 se pode perceber a presenca de uma banda proxima a 220 kDa para
gelatina de peles de tilapia. Esta condicdo sugere que o processo de obtencdo de gelatina foi
menos severo para as peles de tilapia que para as peles de carpa, logo, o colageno das peles de

tilapia mostra maior estabilidade termica e, consequentemente, geis mais resistentes.
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5.2.3 Perfil de aminoéacido das gelatinas

A Tabela 4 apresenta o perfil de aminodcido das gelatinas obtidas a partir de peles
de tilapia e carpa. A sequéncia de aminoécidos predominante na gelatina de pescado € Glicina-
Prolina-Hidroxiprolina. A gelatina contém niveis relativamente elevados destes aminoacidos:
glicina 26-34%; prolina 10-18%; e hidroxiprolina 7-15%; Alanina 8-11%; arginina 8-9%
(HUDSON, 1994; POPPE, 1997). Os teores mais elevados de iminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) em gelatinas de peles contribuiu para as suas propriedades reoldgicas mais
elevadas devido a formacao e estabilizagdo da tripla hélice na molécula de gelatina. Além disso,
a composicdo de aminoacidos em ambas as gelatinas apresentou baixo teor de residuos de
tirosina e cisteina. A cisteina ndo esta tipicamente presente na estrutura do colageno tipo I. A
presenca de cisteina na composicdo de aminoacidos pode indicar que a gelatina contém uma
pequena quantidade de estroma (BOUGATEF et al., 2012, DUAN et al., 2011).

Tabela 4 - Composi¢do de aminoacidos das gelatinas de peles de tilapia e carpa

Aminoacidos Gelatina de peles de tilapia  Gelatina de peles de carpa

(g 100g™) (g 100g™)

Treonina <LOQ <LOQ

Serina <LOQ <LOQ
Prolina 12,8 11,2
Glicina 28,0 26,2
Alanina 1,9 1,6
Cisteina 0,9 0,7
Valina 0,1 0,2
Metionina 0,6 0,8
Isoleucina 2,9 2,3
Leucina 1,3 1,2
Tirosina 1,3 1,2
Fenilalanina 1,1 1,3
Lisina 1,1 2,0
Arginina 3,9 5,0

(\Valores expressos em g de aminoacidos por 100 g de proteina)
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Embora sua composicdo seja rica em aminoacidos, a gelatina ndo pode ser
considerada uma proteina nutricionalmente completa, pois ndo contém o triptofano e é
deficiente em treonina, metionina e cisteina (POTTER; HOTCHKISS, 1998). Em relacdo a
composicao de aminoacidos entre as gelatinas elaboradas com diferentes espécies de pescado,
ndo existem grandes variagdes, embora possa ser observado diferencas no conteldo de
iminoécidos. Segundo Eastoe e Leach (1997), o efeito da conversdo de coldgeno em gelatina
de peixe aumenta ainda mais a propor¢do dos aminoacidos presentes em grandes quantidades,
isso j& havia sido observado em colagenos de mamiferos.

O conteldo de glicina nas gelatinas de peles de til&pia e carpa estudadas foi superior
aos de gelatina de peles de catla catla (18,9 g 100g™), mas inferior ao de gelatina de bovino
(34,1 g 100gY) (BALTI et al., 2011; CHANDRA; SHAMASUNDAR, 2015). A quantidade de
prolina foi semelhante a da gelatina bovina (12,3 g 100g!), mas superior a da gelatina de pele
de barbeiro (83 g 100g?) (SILA et al., 2015). Os teores de glicina e prolina para gelatinas de
peles de tilapia foram superiores a gelatina de pele de carpa, sugerindo melhores propriedades

reoldgicas.

5.2.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR) das gelatinas

A Figura 13 apresenta os espectros de infravermelho para as gelatinas obtidas de
pele bovina, peles e 0ssos de tilapia e peles e 0ssos de carpa. Nos espectros estdo destacadas as
regibes em que aparecem as principais bandas que caracterizam as amostras de gelatina.

Os espectros de todas as gelatinas mostraram similaridade de bandas caracteristicas
ao redor de 1630 cm™ (amida-I, alongamento C = O / ligag&o de hidrogénio com COO), 1545
cm (amida Il que dobra N-H e alongamento C-N), 1280 cm™ (vibragdo de estiramento de
amida 111, C-N e C-H e CHde grupo glicina) e 1450 cm™ (corresponde a estereoquimica dos
anéis pirrolidicos) (ARFAT etal., 2016; HE et al., 2015; HOSSEINI; JAVIDI; REZAEI, 2016).
A banda que se refere a amida-A nas gelatinas foi observada em torno de 3275 cm™,
representando o alongamento de N-H juntamente com liga¢fes de hidrogénio. Enquanto a
banda em 2940 cm™ se refere a amida-B e corresponde ao estiramento da ligagdo C-H em
cadeias alifaticas, ambas presentes na constituicdo dos aminoacidos (SIONKOWSKA et al.,
2004; SOW; YANG, 2015).

Através da relacdo da absorbancia das bandas em 1280 e 1450cm™ que se referem
a banda da amida 11l e estereoquimica dos anéis pirrolidinicos, pode-se verificar a integridade

da hélice tripla do colageno. A primeira é sensivel a presenga de estrutura secundaria do
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tropocolageno, ja a segunda independe dessa estrutura. Sendo assim, por meio da determinacao
da razdo entre as absorbancias nas bandas de nimeros 1280 e 1450 cm™ podemos avaliar a
integridade da hélice tripla. Quando a estrutura helicoidal do tropocolageno permanecer integra
a razdo é préximo de 1,0, quando esta estrutura se encontra desnaturada esses valores serao
cerca de 0,5 (SILVESTER, YANNAS, FORRE 1989). Todos os valores encontrados nesse
estudo foram préximos a 1,0.

Figura 13-Espectros de absor¢do na regido do infravermelho das gelatinas de tilapia,

Amida Il
Amida A Am; Amida | @Amida Il
Amida B mi a‘l -

Transmitincia (%)

T Y ! ! ! T — J T ! T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
! -
Numero de onda (cm 1)

Legenda das gelatinas: PB= pele bovina; PT= pele de tilapia; OT= 0ssos de til&pia; PC= pele de carpa e OC=
0ss0s de carpa

A partir dos espectros foi possivel observar que os picos de absorcdo foram
preservados para todas as amostras, e que ndo ocorreu o aparecimento de novos picos. Nota-se
um deslocamento entre as curvas, que pode ter ocorrido devido a diferenca na quantidade de
amostra utilizada ou também devido a diferencas na granulometria final das gelatinas. Sendo
assim, se pode afirmar que ndo existe diferenga visivel entre as amostras de gelatinas, ndo
importando a origem ou o tratamento que se obteve a mesma.
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5.2.5 Determinacdo das propriedades das gelatinas

A Tabela 5 apresenta os valores médios dos resultados obtidos para a caracterizacéo
das solucdes de gelatinas obtidas a partir de peles e o0ssos de tilapia e de carpa e de peles de
bovino (comercial) quanto a forca de gel, ponto de fusdo, temperatura de gelificacéo,

viscosidade, turbidez e angulo Hue.

Tabela 5- Caracterizagdes das gelatinas de peles e ossos tilapia do Nilo e de carpa comum.

Gelatina de Gelatina de tilapia Gelatina de carpa
Bovino Pele Ossos Pele Ossos

Forca de gel (g)* 227,20+2,10° 219,22+2,31°  147,55+2,14° 217,51+2,12" 12257+2,51°
Viscosidade (cP)* 7,86+0,328  3,86+0,23° 1,260,179 3,43+0,18¢ 1,14+0,124
Ponto de fusdo (°C)* 25,60+0,22°  26,65+0,31*  20,50+0,28°  25,64+0,30°  19,53+0,31¢
Temp. de gelificagdo (°C)* 22,40+0,84%  17,65+0,70° 7,21+0,63¢ 16,17+0,53¢ 6,84+0,55¢
Turbidez (Asoo)* 0,07+0,02° 0,05+0,01° 0,21+0,042 0,07+0,02° 0,24+0,06%
Cor

L* 35,05£0,29¢  57,83+0,52*°  51,40+0,43°  53,98+0,31°  50,80+0,26°

a* 1,72+0,08? 0,34+0,03¢ 0,54+0,03" 0,28+0,02¢ 0,37+0,02¢

b* 4,03+0,32>  4,02+0,56" 9,86+0,772 2,85+0,24¢ 9,34+0,812
Angulo Hue (°)* 66,89+0,62¢ 85,17+0,31°  86,86+0,22%  84,39+0,25¢ 87,770,672

*Médias + desvio padrdo (para cinco repeti¢des). L*: luminosidade, a*: coordenada vermelho/verde, b*: coordenada
amarelo/azul. Médias na mesma linha com letras sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
Como mostrado na Tabela 5, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as

propriedades das gelatinas extraidas de 0ssos quando comparadas as de peles. As gelatinas de
peles apresentaram propriedades de gel superiores estatisticamente (p < 0,05) quando
comparadas as de 0ssos. As diferencas observadas nas propriedades foram devido aos diferentes
pré-tratamentos e condi¢cOes de extracdo das gelatinas de peles e de 0ss0s. As principais razées
pelas quais as condicdes de extracdo mais severas Sd0 necessarias, para obter uma alta
recuperacdo de gelatina a partir de 0ssos, sdo as ligagOes cruzadas mais estaveis entre as cadeias
de colageno nos 0ss0s, e que as estruturas minerais ddo protecdo fisica as estruturas de colageno
dos 0ssos (ARNESEN; GILDBERG, 2007). Segundo Gémez-Guillén et al. (2011), o baixo teor
de hidroxiprolina é a razdo principal para as baixas propriedades reoldgicas e funcionais.
Acredita-se que a hidroxiprolina desempenha um papel importante na estabilidade do gel,
devido a sua capacidade de ligacéo de hidrogénio atraves do grupo hidroxilo, embora a prolina
também seja importante (CHANDRA et al., 2015).
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A forca de gel (ou Bloom) é uma das propriedades funcionais mais importantes da
gelatina, pois esta diretamente relacionada com a resisténcia a degradacéo, sendo através dela
possivel determinar sua aplicabilidade (CHOI; REGENSTEIN, 2000; LIU; HAN; GUO, 2008).
Os valores de forca de gel para gelatinas de peles de tilapia e de carpa ndo apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) (Tabela 5). No entanto, ambas foram superiores aos
encontrados por Mohtar et al. (2014) quando estudaram gelatina de peles de Nova Zelandia
Hoki e similares aos de Alfaro et al. (2013b) quando analisaram gelatinas de peles de tilapia do
Nilo, cujos valores médios foram 171,1 e 223,0 g, respectivamente. As gelatinas de 0ssos
apresentaram menor forca de gel quando comparada a gelatina de peles (Tabela 5), o que se
justifica pela menor concentracdo de hidroxiprolina existente na gelatina de 0ssos.

Alguns autores relatam variac6es no valor de Bloom entre diferentes espécies de
peixes, isto ocorre possivelmente em razao das diferencas na composicdo de aminoacidos, no
tamanho das redes de proteina, bem como o habitat ou da degradacéo de proteinas que pode
ocorrer durante a extragdo da gelatina (JONGJAREONRAK et al., 2010; MUYONGA; COLE;
DUODU, 2004).

A viscosidade da solucdo de gelatina varia com a distribuicdo de massa molar e o
tamanho molecular das proteinas (ZHANG et al., 2016). Houve um ligeiro aumento na
viscosidade obtida de gelatinas de tilapia em comparacdo com a carpa (Tabela 5). Esta diferenca
é diretamente proporcional aos valores de Bloom, e ocorre devido a degradacdo da cadeia
polipeptidica, responsavel por uma rede ordenada, que pode aumentar a viscosidade. Os
resultados para as gelatinas de peles de tilapia e carpa estdo de acordo com os valores de
viscosidade na literatura (2,0 a 7,0 cP) (NORZIAH; KEE; NORITA, 2014), porém as gelatinas
de ossos ficaram abaixo desta faixa. Os valores de viscosidade das gelatinas de peles de tilapia
e carpa foram inferiores as gelatinas de peles bovina encontrados neste estudo, e similares aos
encontrados por Uriarte-Montoya et al. (2011) quando estudou gelatinas de peles de lula, onde
o valor médio ficou em torno de 4,0 cP.

De acordo com a Tabela 5, os valores dos pontos de fusao, pontos de gelificagéo
e viscosidade de gelatina de pele de tilapia foram superiores aos encontrados para gelatina de
pele de carpa, comprovando a maior estabilidade térmica do colageno das peles de tilapia.
Como pode ser observado, estas propriedades relacionadas a gelatina de tilapia foram
significativamente superiores (p < 0,05) a gelatina de carpa.

Os valores de ponto de fuséo para as gelatinas de peles de tilapia e de carpa ficaram
acima dos determinados por Zeng et al. (2010) para gelatinas de peles de tilapia, que obtiveram

maxima temperatura de fuséo de 22,4 °C, e mantiveram-se dentro da faixa encontrada por Duan
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et al. (2011) para gelatinas de peles de carpa capturadas em diferentes épocas do ano, cujos
valores variaram entre 23,2-27,2 °C. Né&o foi observada diferencga significativa (p <0,05) entre
as temperaturas de ponto de fusdo da gelatina bovina e de gelatinas de peles de tilapia e de
carpa. Quanto menor o ponto de fusdo, maior sera a liberacdo de flavor, o que pode ser
considerado importante para a industria de alimentos (BORAN LAWLESS; REGENSTEIN,
2010).

As temperaturas de gelificacdo das gelatinas de ossos apresentadas na Tabela 5
foram cerca de 10 °C inferiores as de gelatinas de peles, tanto para tilapia quanto para carpa. A
diferenca pode ser atribuida a composicdo de iminoacidos presentes na gelatina de pescado. Os
iminoécidos sdo responsaveis por estabilizar a conformacao ordenada quando a gelatina forma
a rede de gel durante a gelificacdo. O menor teor de iminoacidos reduz a propensdo para
formacdo de hélices intermoleculares (MUYONGA,; COLE; DUODU, 2004; SHAKILA et al.,
2012). A gelatina bovina apresentou uma temperatura de gelificagdo, cerca de 5 °C, superior as
gelatinas de peles de pescado. No entanto, os resultados encontrados no estudo foram
semelhantes aos de Ninan et al. (2011) e superiores aos de Shakila et al. (2012), quando
analisaram respectivamente gelatinas de carpa comum e anchova vermelha, cujas as

temperatura encontradas foram cerca de 17,9 °C e 16,0 °C, respectivamente.

5.2.5.1 Turbidez e atributos de cor das gelatinas

As solucbes de gelatinas de peles de tilapia e de carpa ndo apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) para turbidez quando comparadas a gelatina bovina. No entanto, foi
observado um acentuado aumento na turbidez para gelatinas de 0ssos quando comparadas as
de peles. O aumento da turbidez foi coincidente com a diminuicdo da forca de gel (Tabela 5).
Uma maior agregacdo aleatoria das moléculas de gelatina de ossos pode ter ocorrido,
evidenciado pelo aumento da turbidez. A agregacdo aleatéria é geralmente induzida quando a
proteina passa por um processo mais drastico para a obtencdo da gelatina
(KITTIPHATTANABAWON et al., 2010). Para as gelatinas de peles ocorre um alinhamento
mais uniforme no qual resulta em géis mais translucidos. Esses agregados mal alinhados
formam coagulos e, com isso, menos agua interage com a moléculas de proteina. Os coagulos
interferem no desenvolvimento de um gel ordenado, resultando na formacédo de gel macio e
turvo (NHARI; ISMAIL; MAN, 2012; POMERANZ,1991).

Com relacdo aos atributos de cor (Tabela 5), todos os pardmetros foram

estatisticamente diferentes (p < 0,05). Apesar dos valores do angulo Hue para as gelatinas serem
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diferentes, tanto as gelatinas de tilapia quanto as de carpa apresentaram cores caracteristicas de
gelatinas de pescados com coloracdo tendendo ao amarelo (angulo Hue proximo de 90°). Os
resultados indicaram um aumento expressivo no croma b* para gelatinas de 0ssos, quando
comparado ao de peles. O pré-tratamento mais severo utilizado na obtencéo das gelatinas de
0ss0s, provavelmente induziu a reagdo de escurecimento ndo-enzimético. Os grupos amino
desta gelatina podem causar uma reagdo de escurecimento juntamente com 0S compostos
carbonila (JAMILAH et al., 2011; NAGARAJAN et al., 2012).

Os valores do atributo L* (luminosidade) foram superiores para as gelatinas de
pescado do que para gelatina bovina, confirmando a obtengéo de gelatina de tilapia e carpa com
coloragdo mais clara. A diferenca de coloracdo de diferentes gelatinas pode ocorrer devido a
presenca de pigmentacdo inerente ao material, sendo dependente da matéria-prima
(JONGJAREONRAK et al., 2010).

5.3 GELATINAS MODIFICADAS
5.3.1 Distribuicdo de massa molar das gelatinas modificadas

Os padrbes de SDS-PAGE das gelatinas de peles de tilapia e de carpa reticuladas
guimicamente estdo ilustrados na Figura 14. Todas as gelatinas obtidas mostraram cadeias ol
e as reticuladas apresentaram cadeias . Contudo, a intensidade de a1 na gelatina de tilapia foi
maior do que na gelatina de carpa, indicando diferentes massas molares. Como pode ser visto
na Figura 14, a intensidade da banda em torno de 100 kDa diminuiu com a adicdo de agentes
reticulantes, e aumentou para cerca de 220 kDa. Estes resultados indicaram que, 0s agentes
conduziram a uma ligacdo cruzada da matriz de gelatina para ambas as espécies, levando a um
aumento da massa molar.

Resultados semelhantes foram relatados por Bae et al. (2009), onde houve uma
diminuicdo na intensidade da banda a cerca de 100 kDa e aumento da intensidade da banda na
posicdo de topo do gel quando tratados com MTGase. Goméz-Guillen et al. (2011) relataram
que a reticulacdo pode causar um aumento da massa molar na gelatina de pescados, assim como,
um aumento na viscosidade e na forca do gel. As caracteristicas moleculares dos géis
contribuiram para elucidar as melhores propriedades funcionais obtidas a partir de gelatina

reticulada de tilapia com agentes néo eletroliticos.



64

Figura 14-Distribuicdo molar das gelatinas reticuladas de peles de tilapia (A) e de carpa (B).
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Legenda: Padrdo de alta massa molar (P), gelatina de pele de tilapia (T), gelatina de pele de carpa (C), Na =
NaCl; Mg = MgSQg; AC = 4cido citrico; AG = &cido galico

5.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR)

A fim de investigar como os agentes de reticulacdo afetaram as propriedades da
gelatina, os espectros de FT-IR foram analisados. A comparacdo qualitativa dos espectros FT-
IR sdo mostrados na Figura 15, para gelatinas de peles de tilapia e peles de carpa.

Pode-se observar nos espectros da Figura 15, 0s cinco maiores grupos de amidas
que representam as caracteristicas dos aminoacidos em grande proporcao, incluindo bandas na
amida-A (3500 cm™), amida-B (2900 cm™), amida I (1640 cm™), amida 11 (1500 cm™) e amida
111 (1260 cm™). Resultados semelhantes foram encontrados por Sai-Ut et al. (2012) quando
analisaram gelatina de peles de peixe gigante, cujas as bandas eram em torno de 1653, 1553 e
1242 cmt, para as amidas I, 11 e 11. Os picos da amida I, I1 e 111 s&o caracteristicas do colageno,
que € rico em amina de residuos de glicina e prolina, e estdo diretamente relacionados com a
conformacéo peptidica (MANDAL et al., 2012).

A reacdo de reticulacdo ocorre entre aldeido, éteres, halogéneos e tidis nos agentes
e os grupos amino livres de glicina, prolina e hidroxiprolina presentes na gelatina. A banda
observada na regido de 2000 cm™ nas gelatinas reticuladas pode ter sido causada por uma
combinacdo de deformacdo nos grupos NHs™ que se apresenta na forma de aminoacido livre.
Isto sugere a ligagdo entre os reticuladores e o esqueleto C-N-C da molécula de gelatina. As
gelatinas reticuladas com MgSO, apresentaram vibragdes em torno de 1050 cm™. De acordo
com Barbosa (2007), o espectro de compostos que apresenta uma ligacdo S = O, como 0s
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sulfatos e os sulfitos, exibe em espectros uma banda que se refere ao alongamento da ligacéo,

cerca de 1220 e 990 cm’™.

Figura 15-Espectros Infravermelhos de Transformada de Fourier (FT-IR) de gelatinas
de peles pura e reticulada: (A) gelatina de til&pia do Nilo e (B) gelatina carpa comum
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Legenda: C = gelatinas controle; Na = NaCl; Mg = MgSQO4; AC = acido citrico; AG = acido galico

5.3.3 Propriedades de gel das gelatinas controle e modificadas

A Tabela 6 mostra o comportamento das propriedades de forca de gel, viscosidade,

ponto de fusao e temperatura de gelificacdo para gelatinas de peles de bovino, gelatinas de peles

de tilapia e carpa antes (controle) e ap6s a modificacdo pela acdo dos agentes de reticulagéo.
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Em seguida, a Tabela 7 apresenta os resultados das mesmas propriedades, porém, para gelatinas

de ossos de tilapia e de carpa antes (controle) e modificadas com os agentes de reticulagéo.

Tabela 6- Forca de gel (FG), viscosidade (Visc), ponto de fusdo (PF) e temperatura de
gelificacdo (TG) para gelatinas de peles de bovino e gelatinas puras (controle) e reticuladas de

peles de tilapia e de carpa

FG (g)* Visc (cP)* PF (°C)* TG (°C)*
Bovino 227,20 + 2,10¢ 7,86 + 0,322 28,05+0,928  2240+0,84°
Controle 219,22 + 2,31¢ 3,86 +0,23° 26,65+0,61% 17,65+ 0,90°
Na 2153042149 3,63 +0,15% 26,54+0,55° 17,70 +0,52°
Tilapia do Nilo Mg 240,42 + 3,260 3,74 +0,10¢ 26,92+0,42° 17,86 + 0,65
AG 252,78 +4,15¢ 4,86+ 0,31° 27,68+052°  18,05+0,43"
AC 225,66 £3,21° 4,22+ 0,24 2736+0,35 17,95+ 0,55
Controle 217,51 +2,12¢ 3,43 +0,18¢ 25,64 +0,82° 16,17 + 0,53
Na 214,53 + 2,34¢ 3,36 +0,14¢ 2568+0,33  16,55+0,62°
Carpa comum Mg 231,80 + 4,05 3,74 +0,09° 26,33+0,55°  17,01+0,54°
AG 241,75+5.20° 453+ 0,34° 2734+0428 17,68 +0,50°
AC 22127+335¢  4,06+021*  2685+063% 17,35+ 0,45

*Meédias + desvio padrdo (para cinco repeticdes). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas sdo

significativamente diferentes (p < 0,05). Legenda: Na = NaCl; Mg = MgSOa4; AC = acido citrico e AG = &cido gélico.

Tabela 7- Forca de gel (FG), viscosidade (Visc), ponto de fuséo (PF) e temperatura de
gelificacdo (TG) para gelatinas puras (controle) e reticuladas de 0ssos de tilapia e de carpa

FG (g)* Visc (cP)* PF (°C)* TG (°C)*

Controle 147,55 + 2,14¢ 1,26 +0,17° 20,50 + 0,60° 7,21+0,63

Na 155,30 + 2,55¢ 1,35+0,12¢ 20,85 + 0,542 7,35+ 0,40

Tilapia do Nilo Mg 160,42 + 2,33° 1,74 0,16 20,90 + 0,35 7,86 + 0,35
AG 185,78 + 3,872 1,96 +0,17° 21,45 + 0,307 8,25 0,32

AC 173,57 + 3,45 1,82 +0,15° 20,55 + 0,25° 7,95 + 0,30

Controle 122,57 +2,51" 1,14 +0,12° 19,53 + 0,31° 6,84 + 0,55¢

Na 131,46 + 2,169 1,26 +0,13° 19,85 + 0,24° 6,90 + 0,53¢

Carpa comum Mg 139,76 + 3,10" 1,53 0,11 20,10 + 0,30° 6,98 + 0,47b
AG 155,75 + 4.25¢ 1,73 +0,15° 21,35 + 0,35 7,80 + 0,35

AC 146,25 +2,95° 1,69 +0,10% 20,75 + 0.43¢ 7,45 + 0,30

*Meédias + desvio padrdo (para cinco repeticoes). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas sdo

significativamente diferentes (p < 0,05). Legenda: Na = NaCl; Mg = MgSO.; AC = &cido citrico e AG = acido galico.
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Os efeitos de reticulagdo sobre a forca de gel nas gelatinas a partir de peles e 0ssos
de til&pia e de carpa sdo mostrados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. As resisténcias de gel
apresentaram maiores valores para as gelatinas de peles e de ossos de tilapia reticulada com
acido galico (AG), seguida pela reticulagdo com MgSOs para as gelatinas de peles de ambos
pescados. Os resultados encontrados para gelatinas de peles modificadas com &cido gélico e
MgSOs atingiram valores superiores a gelatina de bovino e significativamente mais elevadas (p
<0,05) que as gelatinas controle, tanto para tilapia quanto para a carpa.

Alfaro et al. (2013b) observaram um aumento na resisténcia do gel quando os
eletrolitos foram adicionados a gelatina, possivelmente promovendo um desdobramento
adequado da estrutura da gelatina, o que proporciona um maior nimero de interaces
eletrostaticas. O gel mais forte quando o acido galico foi adicionado, pode ser justificado devido
a formacdo de ligacdo de hidrogénio entre os multiplos grupos hidroxila e da carboxila das
proteinas. A modificacdo pode também ter ocorrido pela estabilizacdo causada por interagdes
hidrofébicas entre o anel aromético do agente reticulante e das regides hidrofobicas da proteina
(YAN etal., 2011).

O acréscimo de NaCl, em gelatinas de peles de tilapia de carpa, resultou numa
reducdo da resisténcia do gel quando comparado com as amostras controle. Esta diminuicdo na
resisténcia do gel através da adicdo de NaCl pode ter ocorrido pelo rompimento das ligacGes de
hidrogénio ou pelo aumento da forca i6nica da solucdo, interferindo nas interagdes eletrostaticas
(CHOI; REGENSTEIN 2000, HAUG; DRAGET; SMIDSROD, 2004). No entanto, 0 mesmo
ndo ocorreu para gelatinas de 0ssos de tilapia e de carpa, as quais resultaram num aumento de
forca de gel em todas as reticulacGes realizadas.

A viscosimetria é conhecida por ser um método Gtil para investigar as alteracoes
conformacionais de macromoléculas em solucdo (ZHANG et al., 2016), consequentemente, as
viscosidades referentes a reticulacédo das gelatinas de peles e ossos foram medidas e comparadas
com as gelatinas controle (sem reticulacdo) e gelatina de bovino, de acordo com o mostrado nas
Tabelas 6 e 7, respectivamente. A viscosidade da solugdo de gelatina varia com a distribuigédo
de massa molar e o tamanho molecular das proteinas. Houve um ligeiro aumento na viscosidade
obtida de gelatinas de tilapia em comparacdo com a carpa, tanto para gelatinas de peles quanto
de ossos. Esta diferenca é diretamente proporcional aos valores de forca de gel, e ocorre devido
a degradacéo da cadeia polipeptidica, responsavel por uma rede ordenada, que pode aumentar
a viscosidade.

As viscosidades para as gelatinas modificadas com acido galico obtiveram um

aumento consideravel, cerca de 30% para gelatinas de peles e 50% para de 0ssos, quando
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comparado as gelatinas controle. Os resultados estdo de acordo com os valores de viscosidade
na literatura (2,0 a 7,0 cP para a maioria das gelatinas). A solucdo de gelatina com baixa
viscosidade geralmente produz um gel de textura curta e quebradico, enquanto a solugédo de
gelatina com alta viscosidade produz um gel duravel e alongavel (NORZIAH; KEE; NORITA,
2014).

Os pontos de fusdes das amostras de gelatinas de pescado antes e ap6s modificagdo
com os agentes de reticulacdo sdo mostrados nas Tabelas 6 e 7, para gelatinas de peles e 0ssos
respectivamente. A reticulacdo da gelatina de peles de carpa conduziu a um ligeiro aumento na
temperatura de fusdo com &cido galico, seguido do &cido citrico e do MgSO4 quando comparado
com o controle. Tendéncias semelhantes foram observadas para gelatinas de peles de tilapia,
onde a reticulacdo com &cido galico apresentou a temperatura de fusdo mais alta, sendo préxima
a temperatura de fusdo da gelatina bovina e maior que as gelatinas de controle.

As temperaturas de gelificacdo para as gelatinas de peles, reticuladas
quimicamente, ficou na gama de 16,5-18,0 °C e para as de 0ssos entre 6,9 e 8,2 °C. As mudancas
de temperatura obtidas indicaram uma rapida transicdo na formacéo de zonas de juncao na rede
tridimensional com desenvolvimento subsequente da matriz forte do gel (SINTHUSAMRAN;
BENJAKUL; KISHIMURA, 2014). Segundo Gémez-Guillén et al. (2011), o teor de prolina e
hidroxiprolina é particularmente importante para o efeito gelificante. Contudo, embora a prolina
seja importante, acredita-se que conteudo de hidroxiprolina desempenhe um papel de
estabilizacdo da tripla hélice na cadeia do colageno (LEDWARD, 1986). As temperaturas de
gelificacdo encontrados para as gelatinas de pele de pescado modificadas foram inferiores a
gelatina de bovino, e semelhantes aos analisados por Boran et al. (2010) quando analisou
gelatinas de peles de carpa prata (18 °C).

5.3.3.1 Turbidez e atributos de cor das gelatinas

As Tabelas 8 e 9 apresentam os valores dos parametros relacionados a cor e turbidez
das gelatinas. A Tabela 8 mostra as gelatinas de peles de bovino, gelatinas de peles de tilapia e
de carpa antes (controle) e apds a modificacdo pela acdo dos agentes de reticulacéo e, a Tabela
9, as gelatinas de o0ssos de tilapia e de carpa antes (controle) e ap6s modificacdo com os agentes
de reticulacéo.
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Tabela 8- Turbidez (Turb), croma L*, angulo Hue, diferenga de cor (AE) para gelatinas de
peles de bovino, gelatinas puras (controle) e reticuladas de peles de tilapia e de carpa

Turb (Aso)* L* Hue (°)* AE*
Bovino 0,06 +£0,02¢ 35,05+ 0,29¢ 67,14 £ 0,62° --
Controle 0,05+0,01*  57,83+0,52° 85,16 + 0,29° -
Na 0,08 + 0,032 59,10 + 0,45% 86,05 + 0,41° 1,30 + 0,05¢
Til4pia do Nilo Mg 0,07 + 0,022 55,78 £ 0,61°¢ 85,12 + 0,39° 2,15+0,072
AG 0,06 + 0,022 58,90 + 0,472 86,40 + 0,55% 1,20 + 0,03¢
AC 0,05 £ 0,022 56,10 + 0,35¢ 84,96 + 0,51° 1,97 £ 0,02
Controle 0,07 £ 0,022 50,80 + 0,31f 84,43 + 0,48° -
Na 0,09+0,03* 51,90+ 0,45¢ 85,24 + 0,37° 1,13 £ 0,02¢
Carpa comum Mg 0,08+0,02¢ 52,30+ 0,51¢ 84,91 + 0,35° 1,83 +0,04¢
AG 0,08 £0.022 51,56 + 0,37° 84,46 + 0,41° 1,64 + 0,051
AC 0,07+0,01* 52,60+ 0,40° 85,44 + 0,45° 2,19 + 0,072

*Médias + desvio padréo (para cinco repeti¢des). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas séo
significativamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 9- Turbidez (Turb), croma L*, angulo Hue, diferenga de cor (AE) para gelatinas puras
(controle) e reticuladas de ossos de tilapia e de carpa

Turb (Asoo)* L* Hue (°)* AE*

Controle 0,21+ 0,04° 45,15 + 0,41° 86,90 + 0,51 -
Na 0,29 + 0,047 47,24 + 0,36 87,18+0,40° 2,09 + 0,06
Tilapia do Mg 0,28 + 0,05 48,18 + 0,52 87,19+055°  3,05+0,07°
Nilo AG 0,25 + 0,022 46,74 + 0,35° 86,74+0,62¢ 2,55+ 0,05°
AC 0,23 + 0,03 47,32 + 0,442 86,60+ 053"  276+0,07°

Controle 0,24+ 0,04 39,56 + 0,55' 87,77 +0,49? -
Na 0,31 + 0,06 41,67 +0,43¢ 87,78+ 055" 2,18 +0,05
Carpa comum Mg 0,28 + 0,052 42,60 + 0,49¢ 87,45 £ 0,462 3,07 £ 0,072
AG 0,26 + 0.03? 41,35+ 0,33¢ 86,63+ 0,58 2,53 +0,04°
AC 0,25 + 0,072 42,44 + 0,39¢ 86,81+0,41° 3,05+ 0,05°

*Médias + desvio padréo (para cinco repeticdes). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas sdo
significativamente diferentes (p < 0,05).

Através da Tabelas 8, foi possivel perceber que a presenca dos agentes de
reticulagéo ndo foi capaz de causar diferenca significativa (p > 0,05) na turbidez das gelatinas
de peles de tilapia e carpa. Porém na Tabela 9, para as gelatinas de 0ssos de ambos os pescados
os eletrolitos utilizados foram os agentes que tiveram maior influéncia ao aumentar levemente
aturbidez, enquanto que o efeito do aumento causado pelo acido citrico e &cido galico foi menos

pronunciado. No entanto comparando as Tabelas 8 e 9, foi possivel constatar uma diferenca
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considerdvel na turbidez entre as gelatinas controle de peles e 0ss0s, 0 que seguiu com as
modificacbes. A agregacdo aleatoria das moléculas de gelatina pode ter ocorrido, como
evidenciado pelo aumento da turvacdo (KITTIPHATTANABAWON et al. 2010).

A cor dos géis das solucdes de gelatinas modificadas com agentes de reticulacéo
foi expresso como L*, angulo Hue e diferenca de cor (Tabelas 8 e 9). A luminosidade das
gelatinas aumentou ligeiramente quando tratadas com agentes de reticulacdo (p < 0,05). Um
aumento na coordenada b* tendendo ao amarelo também foi observado para todas as gelatinas
reticuladas. Ocorréncia de reacdo ndo-enzimatica durante a modificagdio com uso de
temperatura (45 °C) pode ter contribuido para a maior tonalidade amarela. Ao comparar a cor
da gelatina de pele bovina com as gelatinas de peles de pescados houve diferenga na
luminosidade, o qual demonstrou um gel mais escuro, e no angulo Hue que resultou em 66°
tendendo ao vermelho, enquanto que as gelatinas de pescado apresentaram angulos
caracteristicos de 90°, tendendo ao amarelo. No entanto, o maior amarelamento foi observado
em gelatina obtida de 0ssos. Devido a estrutura mais complexa dos 0ssos do que das peles, 0
processo de extracdo da gelatina foi mais drastico o que pode ocorrer a formacdo de
componentes colorantes mediados por varias reacdes. O maior teor de lipideos pode também
ter influenciado na coloracdo amarela (KITTIPHATTANABAWON et al., 2016).

A diferenca total de cor (AE) entre as gelatinas reticuladas pode ocorrer devido a
presenca de pigmentos inerente a matéria-prima em solucdo. No entanto, a diferenca de cor foi
muito baixa (Tabelas 8 e 9), confirmando que as diferentes reticulagdes ndo alteram o angulo
Hue das gelatinas. Apesar de ndo alterar as propriedades funcionais das gelatinas, a cor é um
importante atributo que deve ser considerado, dependendo da aplicacdo a qual se destina o
produto final (AHMAD et al., 2011; JONGJAREONRAK et al., 2010).

5.3.3.2 Grau de reticulagéo das gelatinas

A Figura 16 apresenta os valores de grau de reticulacdo para gelatina de peles e
0ssos de tilapia e de carpa.

Para determinar a eficiéncia da reacao entre a gelatina e os agentes de reticulacéo,
que é a quantidade de aminas livres ndo reagidas nas amostras quimicamente reticuladas, foram
realizados ensaios com ninidrina medida por espectrometria (DASH; FOSTON;
RAGAUSKAS, 2013). Os resultados indicaram que a adi¢do de AG e MgSO. foram suficientes
para reticular aproximadamente 92% e 88% dos grupos amino das gelatinas de peles de tilapia

e de carpa, respectivamente. Enquanto para gelatinas de 0ssos 0s mesmos agentes foram
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capazes de reticular nimeros inferiores, cerca de 69 e 58% para gelatinas de 0ssos de tilapia e
carpa, respectivamente. A adi¢cdo de NaCl apresentou menor grau de reticulagéo, cerca de 40%
para a gelatina de 0ssos de carpa.

Figura 16-Grau de reticulacdo das gelatinas em fungdo dos agentes quimicos de reticulagdo
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*Diferentes letras nas barras dentro do mesmo dos agentes quimicos de reticulacdo indicam diferengas
significativas (p <0,05). As barras de erro representam o desvio padrdo. Legenda: Na = NaCl; Mg = MgSOg; AC
= acido citrico; AG = acido galico

Para baixos graus de reticulacdo se observou gelatinas com menor forca de gel, sem
interacdes entre as cadeias inter e intramoleculares. Resultados semelhantes foram encontrados
por Bigi et al. (2001), quando estudaram gelatina reticulada com glutaraldeido e por
GONCALVES et al. (2017), quando analisaram quitosana reticulada com glutaraldeido.

5.3.3.3 Analises térmicas das gelatinas reticuladas

Os picos endotérmicos para as gelatinas reticuladas sdo representados nos
termogramas DSC na Figura 17, para gelatinas de peles de tilapia e de carpa.

Os termogramas mostram picos endotérmicos amplos, centrados em cerca de 88 °C
para as gelatinas de tilapia e cerca de 92 °C para as gelatinas de tilapia. Este pico, que
corresponde a temperatura de fusdo (Ts), € usualmente utilizado para descrever a estabilidade
térmica dos géis e é definido como a temperatura correspondente a ruptura de ligacdes inter-
cadeias, resultando na fusdo de cadeias peptidicas (FLORY; GARRETT, 1958). Pode ser
observado na Figura 17 que as gelatinas reticuladas com &cido galico e acido citrico tiveram

um aumento de Tr em comparagdo com as gelatinas controle. Um aumento de Tt reflete um



72

aumento do nimero de juncdes de reticulacdo por molécula (YAN et al., 2011), sugerindo que
as gelatinas tratadas com compostos ndo-eletrolitos melhoraram a rede de reticulacéo quando
comparada com compostos eletroliticos. Para as gelatinas de tilapia, Tt foi maior em todas as
amostras reticuladas. Isto sugere que os agentes de reticulacdo estavam entrelacados formando
uma estrutura compacta densa com massa elevada, que requeria uma energia mais elevada para
quebrar ligacdes intermoleculares. De acordo com Tongnuanchan et al. (2015), estas transi¢oes
sdo influenciadas pela quantidade de agua presente. A dgua em grandes quantidades pode
provocar a fusdo em varias fases, como aconteceu com as gelatinas tratadas com MgSQOa. As
duas transicdes térmicas observadas proximas de Tr para gelatinas reticuladas com MgSO4
podem ser atribuidas a diferentes componentes presentes na gelatina (TANG et al., 2007).

Figura 17-Termogramas de DSC para gelatinas reticuladas de peles de tilapia (A) e de

carpa (B)
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Legenda: C = gelatinas controle; AC = 4cido citrico; AG = 4cido gélico; Na = NaCl; Mg = MgSO.

O pico endotérmico que ocorre acima de T (mais nitido nas amostras de gelatinas
de carpa) foi inicialmente discutido por Levine e Slade (1986), e representa uma transicdo
térmica intramolecular de isomerizacdo cis-trans em regides de poliprolina no esqueleto das
gelatinas, chamado Ti. Rahman et al. (2010) relataram os estados endotérmicos da gelatina
bovina, onde a T foi identificada como a temperatura de desdobramento térmico da proteina e
Ti foi descrito como a temperatura de fusdo do sélido. A T para todas as gelatinas reticuladas
foi ligeiramente inferior a controle.

As temperaturas de degradagéo térmica inicial (To) e degradacéo final (Tq4) foram
determinadas a partir da primeira derivada das curvas TGA mostradas na Figura 18 paras

gelatinas de peles de tilapia e de carpa. A perda de massa foi calculada pela diferenca de massa



entre To e Tq. As temperaturas de fusdo foram determinadas a partir das curvas DTA como
mostrado na Figuras 19 para gelatinas de tilapia e de carpa.

Figura 18-Termogramas de TGA para gelatinas reticuladas de peles de tilapia (A) e de
carpa (B)
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Legenda: C = gelatinas controle; AC = &cido citrico; AG = 4cido galico; Na = NaCl; Mg = MgSO4

Figura 19-Termogramas de DTA para gelatinas reticuladas de peles de tilapia (A) e de
carpa (B)
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Legenda: C = gelatinas controle; AC = &cido citrico; AG = 4cido galico; Na = NaCl ; Mg = MgSO4

A anélise termogravimétrica das amostras de gelatinas reticuladas de peles de
tilapia e de carpa (Figura 18) mostraram resultados muito semelhantes. As reticulagdes com
acido galico e acido citrico mostraram uma temperatura de degradacéo inicial (To) proxima das

gelatinas controle que variou entre 289,2 e 285,0 °C. No entanto, observou-se uma reduc¢do na
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To na gelatina reticulada com eletrolitos. As gelatinas reticuladas com MgSOs4 e NaCl tiveram
uma considerada reducgéo na To, cujos foram cerca de 98,1 e 199,3 °C, respectivamente.

As curvas DTA (Figura 19) mostraram que 0 processo de perda de massa ocorreu
em trés principais picos. A primeira, com temperatura entre 50-60 ° C, houve uma perda de
peso de cerca de 8 a 17%. Esta primeira fase € atribuida a perda de agua residual presente nas
amostras. A gelatina tem afinidade com a &gua e, dependendo de suas intera¢fes estruturais,
podem ser estabelecidas diferentes relaces entre a agua e as cadeias de proteinas. Os picos
seguintes, entre 200-400 ° C e 400-550 ° C, mostraram perdas de massa em torno de 30 a 42%
e 60 a 71%, respectivamente. A gelatina reticulada com &cido galico teve uma perda de massa
menor, sugerindo uma maior estabilidade térmica. O segundo e o terceiro picos mais intensos
podem ser devidos a quebra das cadeias protéicas e ruptura de ligacGes peptidicas (JALAJA et
al., 2016).

5.3.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) das gelatinas reticuladas

As Figuras 20 e 21 mostram as imagens das superficies de gelatinas de peles de
tilapia e de carpa, respectivamente. Em geral, a disposicdo e associacdo de moléculas de
proteina na matriz de gel contribuiram diretamente para a resisténcia do gel de gelatina
(KITTIPHATTANABAWON et al., 2010). As gelatinas controle mostraram uma estrutura de
rede ndo uniforme na forma de flocos finos conforme mostra as Figuras 20 (A) e 21 (A).

A reticulagdo com os agentes [Figuras 20(B-E) e 21(B-E)] mostrou amostras com
estruturas maiores e formas mais regulares do que as amostras de gelatinas controle. As redes
com as cadeias mais espessas estdo relacionadas com o aumento da resisténcia do gel de
gelatina. Para gelatinas reticuladas com NaCl e MgSOa4 [Figuras 20(D), 20(E), 21(D) e 21(E)],
verificou-se que as redes ndo eram homogéneas, como indicado pela presenca de estruturas
finas nas redes. Estas redes podem ser mais facilmente quebradas pela forca aplicada,
confirmando as menores resisténcias de gel determinadas previamente. Observou-se ainda que
0 aumento da dimensdo dos poros dos géis reticulados foi atribuido ao efeito do aumento do
grau de reticulacdo. Resultados semelhantes foram relatados por DASH et al. (2013) e YAN et
al. (2011), onde a reticulagéo intermolecular levou a mais associa¢des que produziram um

maior nimero de pontos de jungdo afetando a estrutura, tamanho dos poros e distribuicéo.
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NaCl (D) e MgSOs (E)

Figura 21-Micrografias MEV para gelatinas de peles de carpa
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Legenda: Gelatina controle de carpa (A), gelatina de carpa reticulada com: acido galico (B), acido citrico (C),
NaCl (D) e MgSOa4 (E)
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5.4 FILMES BIOPOLIMERICOS DE GELATINAS MODIFICADAS
5.4.1 Propriedades mecanicas e fisicas dos filmes

A Tabela 10 mostra os valores de resisténcia a tracdo (RT), alongamento (A),
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e espessura para filmes de gelatina de peles de bovino,
gelatinas de peles de tilapia e de carpa antes (controle) e apos a modificacdo pela agdo dos
agentes de reticulacdo. Em seguida, a Tabela 11 apresenta os resultados das mesmas
propriedades, porém, para gelatinas de ossos de tilapia e de carpa antes (controle) e apos

modificadas com os agentes de reticulacéo.

Tabela 10- Resisténcia a tragdo (RT), alongamento (A), permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) e espessura dos filmes de gelatinas de peles de bovino e gelatinas puras (controle) e
reticuladas de peles de tilapia e de carpa

RT (MPa)* A (%)* PVA (gstm? Espessura
Pal) x1011* (mm)*
Bovino 48,77 + 0,432 3,96 +0,32° 0,17 + 0,02 0,058 + 0,003°

Gelatina controle 19,52 +0,43¢ 9,45+ 0,32° 2,12 +0,04° 0,052 + 0,002f

Na 23,63+0,85% 536+053  210+010° 0,101+ 0,003°
Tilapia do Nilo Mg 2472+033%  460+043  219+0,08 0,110 + 0,004
AG 2885+074"  362+026'  1,78+0,02¢ 0,063 + 0,003
AC 26,35+0,64°  4,92+044°  132+006° 0,072+ 0,003

Gelatina controle  17,73+0,75" 10,52 + 0,53? 2,70+0,172 0,054 + 0,002f

Na 21,43+ 0,52 7,21+0,42° 2,52 +0,08% 0,095 + 0,003°
Carpa comum Mg 19,62 + 0,459 8,55+ 0,62° 2,64+0,18 0,113 + 0,003?
AG 25,42 +0,63° 5,41 +0,30° 2,17 £0,09° 0,058 + 0,002¢
AC 23,73 £ 0,55° 6,32 + 0,424 2,31+0,08° 0,067 + 0,002°

*Meédias + desvio padréo (para cinco repeticdes). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas sao

significativamente diferentes (p < 0,05). Legenda: Na = NaCl; Mg = MgS0O4; AC = 4cido citrico e AG = 4cido galico.
Os valores de resisténcia a tragdo dos filmes de peles de gelatinas reticuladas com

acido galico foram maiores tanto para gelatina de pele de tilapia quanto para gelatina de pele

de carpa (Tabela 10). A acdo deste agente reticulante nos filmes foi capaz de aumentar a

resisténcia a tracdo cerca de 55%, comparado aos filmes controle. Resultados inferiores foram

encontrados por Rouhi et al. (2013) quando estudaram o incremento de ZnO nos filmes de

gelatina de pescado e similares aos de URANGA et al. (2016) quando analisaram filmes de
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gelatina de pescado incorporados com acido citrico, cujos valores foram 21 MPa e em torno de
28 MPa, respectivamente. Para filmes de gelatina reticulada com eletrélitos foi observado um
pequeno aumento quando comparado ao controle. O aumento da RT indicou que as novas
interacdes induzidas pelas reacdes entre 0s agentes reticulados e a gelatina eram mais fortes do
que as interacdes da gelatina pura. Os valores obtidos foram inferiores aos obtidos para
gelatinas de pele bovina.

O alongamento foi significativamente maior (p < 0,05) para os filmes de peles de
carpa que os filmes de peles de tilapia (Tabela 10). Para todos os filmes de gelatinas reticuladas
houve um aumento no alongamento, indicado pela maior flexibilidade e extensibilidade. O
incremento de reticulantes entre as moléculas da matriz proteica resultou num aumento de
interacdes intermoleculares, reduzindo o volume livre entre moléculas. Assim, a mobilidade da
cadeia proteica e a flexibilidade da pelicula foram diminuidas. Resultados semelhantes foram
relatados na literatura para filmes de proteinas modificadas, onde a resisténcia mecénica da
pelicula foi aumentada pela diminuicdo da extensibilidade (ARFAT et al., 2017; BANDEIRA
etal., 2015; ROUHI et al., 2013).

Em relacdo a permeabilidade ao vapor de agua (PVA), os filmes de gelatina de peles
de til&pia apresentaram melhores resultados, em geral, os valores mais baixos (Tabela 10). A
PVA dos filmes de gelatina de pele de tilapia foi diminuida com a adicdo dos agentes ndo
eletroliticos para a reticulacdo e obtiveram-se resultados semelhantes para as peliculas de
gelatina de pele de carpa. Isto sugere gque, o volume livre da matriz de gelatina pode ser reduzido
pela adicdo destes agentes na estrutura da proteina.

As espessuras das peliculas de controle de gelatinas de peles de carpa e peles de
tilapia ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), estando na faixa de 0,052 a 0,054
mm (Tabela 10). No entanto, as espessuras das peliculas reticuladas aumentaram quando 0s
agentes quimicos foram incorporados, em particular os eletrélitos. O espessamento ocorreu
devido ao aumento do teor de solidos nas peliculas reticuladas. Além disso, a incorporacdo dos
produtos quimicos pode afetar a estrutura ordenada das proteinas, produzindo assim uma rede
grossa. Resultados semelhantes foram relatados por Arfat et al. (2017) para proteinas baseadas
em filmes bionanocompdsitos.

Na Tabela 11, quanto a tensdo de ruptura e alongamento, os filmes obtidos de 0ssos
mostraram-se menos resistentes e com menor flexibilidade que os filmes de peles (p < 0,05). A
reticulacdo que mais favoreceu os filmes de 0ssos foi a tratada com acido galico. N&o esta claro
como a diferenca no contetdo de cinzas entre gelatinas de peles e 0ssos pode ter impacto nas

propriedades de formacéo do filme, mas os filmes de gelatina de 0ssos apresentam resisténcia
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a tracdo consideravelmente mais baixa (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004). A integridade
molecular das cadeias proteicas podem contribuir para a estrutura de rede dos filmes de gelatina.
O processo mais severo para extracdo da gelatina de ossos de tilapia e de carpa poderia ter
favorecido a formacéo de massa, reduzindo assim a ligacdo de hidrogénio durante a formagéo
do filme (HOQUE; BENJAKUL; PRODPRAN, 2010).

Tabela 11- Resisténcia a tracdo (RT), alongamento (A), permeabilidade ao vapor de dgua
(PVA) e espessura dos filmes gelatinas puras (controle) e reticuladas de ossos de tilapia e de

carpa
RT (MPa)* A (%)* PVA (gstm? Espessura
Pal) x101* (mm)*

Gelatina controle 3,46 +0,22¢ 2,37+0,18° 4,87 +0,23" 0,052 + 0,002¢

Na 3,58+0,28¢ 2,06+ 0,09° 3,72 £0,14¢ 0,098 + 0,004°

Tilapia do Nilo Mg 492+032° 215+0,12* 3,81+0,10° 0,101+ 0,004°
AG 755+0,45 2,02+0,172 4,53+0,18° 0,052 + 0,002¢

AC 6,44 £0,24° 2,11 +0,202 4,31 +0,22¢ 0,061 + 0,003¢

Gelatina controle 2,32 +£0,25¢ 2,18 +0,13? 5,77 £ 0,262 0,054 + 0,001¢

Na 243+020° 2,11+0,42° 4,40+0,17" 0,093 + 0,004°

Carpa comum Mg 452 +0,35¢ 2,090,622 4,49 +0,21° 0,112 £+ 0,0022
AG 6,78 +0,38° 2,05+ 0,302 5,50 £ 0,232 0,059 £ 0,003°¢

AC 591+0,29° 2,21 +0,422 5,63 +0,192 0,057 £ 0,002°¢

*Médias + desvio padrédo (para cinco repeti¢fes). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas séo
significativamente diferentes (p < 0,05). Legenda: Na = NaCl; Mg = MgSO.; AC = &cido citrico e AG = acido galico.

Os filmes de gelatina de pele apresentaram menor permeabilidade ao vapor de dgua
do que filmes de gelatina de 0ssos (p < 0,05) (Tabelas 10 e 11) devido ao maior teor de prolina
e hidroxiprolina. A composi¢do de aminoéacidos também pode influenciar as propriedades
fisicas e estruturais da gelatina e desempenham um papel chave nas propriedades fisicas dos
filmes (CHIOU et al., 2008; KARIM; BHAT, 2009). Resultados semelhantes foram encontrado
no estudo de Bodini et al. (2013), quando analisou filmes reticulados com prépolis. Em relacdo
a espessura, os filmes de 0ssos seguiram 0 mesmo comportamento dos filmes de peles, em que
0 incremento dos agentes reticulantes aumentou (p < 0,05) a espessura dos filmes. Para os
diferentes pescados, em relacdo as propriedades mecanicas e fisicas, os filmes de peles de e

0ssos de tilapia apresentaram maior resisténcia e menor permeabilidade ao vapor de agua
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guando comparados aos de carpa. A Figura 22 ilustra os filmes obtidos e mostra a preparagéo

para algumas analises.

Figura 22- llustragdo dos filmes de gelatina obtidos

5.4.2 Atributos de cor, transmitancia UV e a luz visivel dos filmes

Os valores de cor instrumental dos filmes de gelatina reticulada de peles de ambos
0s pescados sdo mostrados na Tabela 12. A incorporagdo de reticuladores mostrou uma
influéncia significativa nos pardmetros de cor (L *,a*, b *) (p <0,05). O valor de luminosidade
(L *) diminuiu com a adi¢do de agentes quimicos (p < 0,05). Os valores de angulo de Hue
mostraram resultados tipicos de filmes de pescado, com um intervalo de 71,2 a 78,2°, que
representam uma tonalidade amarelada. Para os quatro filmes de gelatina reticulada, os
pardmetros AL * ¢ Aa * foram menores quando comparados com o pardmetro Ab *. Os valores
da diferenca de cor total (AE *) esta associado ao valor do parametro Ab * e isto corrobora com
os valores de Hue. Os valores mais baixos de diferenca de cor total foram para peliculas de
gelatina com agentes reticulados ndo-eletroliticos (AC e AG).

A transmitancia UV e a luz visivel para as amostras sdo apresentadas na Tabela 12.
As peliculas de controle de carpa e tilapia eram transparentes com elevado valor de
transmitancia a 600 nm (78,87% e 86,36% respectivamente), e possuiam boa propriedade de
barreira UV mostrando baixo valor de transmitancia em 200 nm. Os filmes a base de proteinas
tém geralmente excelentes propriedades de barreira aos UV, devido a presenca de elevado teor
de aminoacidos aromaticos que podem absorver a luz UV (ARFAT et al., 2017). Nos filmes
reticulados foi observado diminuigéo da transmisséo da luz em todos os comprimentos de onda.
Estes resultados indicam que o produto quimico reticulado nos filmes de gelatina proporcionou
papel importante no bloqueio da luz UV. A diminuicdo da transmitancia da luz pode ser causada
pela opacidade da pelicula, impedindo a passagem da luz, ou pela disperséo da luz na matriz da
pelicula. Nagarajan et al. (2014) encontraram resultados semelhantes para filmes de gelatina
incorporados com nano-argilas hidrofilicas e hidrofébicas.



Tabela 12- Pardmetros de cor (angulo Hue (H®) e diferenca total de cor (AE*)), transmitancia UV e luz visivel dos filmes de gelatinas

reticuladas de peles de tilapia e carpa.

Amostras de filmes

Parametros de cor

L* a* b* H° AE*
Controle 95,2+ 0,6 -1,01 £ 0,06 3,73+0,23" 74,84 +0,5¢ -

Na 93,2 +0,5¢ -2,03 £ 0,08¢ 7,80 £ 0,45° 75,41 +0,5° 4,07 £0,32°

Tilapia Mg 91,4 +£0,2 -2,29 +0,06° 8,71+ 0,392 75,27 £ 0,5° 6,39 + 0,702

AG 94,3+0,3° -1,81 +0,03¢ 6,25 + 0,20° 73,85 +0,3° 2,79+0,13°

AC 94,1+04° -1,05 + 0,07 4,17 + 0,14 75,86 + 0,2° 1,21 +0,15¢

Controle 97,2+0,6% -1,28 + 0,05° 4,05+ 0,139 72,46 + 0,4 -

Na 96,2 +0,3° -1,80 +0,07¢ 8,63 +0,332 78,22+ 0,42 4,72 +0,66°

Carpa Mg 92,6 +0,6° -2,75+0,08? 8,79 + 0,392 72,63 + 0,6 6,77 £ 0,832

AG 94,8 +0,4° -1,88 + 0,04¢ 5,51 +0,28¢ 71,16 + 0,39 2,88 +0,27¢

AC 94,3+0,4° -1,29 £ 0,02° 4,52 +0,18¢ 74,07 £ 0,49 1,08 +£0,11¢

Amostras de Transmitancia UV (%) Valor de

filmes transparéncia
200 nm 280 nm 350 nm 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm 800 nm

Controle 1,36%0,32 55,76+0,91 61,20+1,14 64,19+0,95 76,60+0,67 78,87+1,03 89,08+0,98 91,77+1,31  1,98+0,29¢
Na 1,05+0,43 35,76+0,64 51,20+0,91 61,18+1,05 66,60+0,94 68,17+1,14 79,08+1,13 79,77+0,89 1,65+0,11¢
Tilapia Mg 0,00+0,00  0,13+0,02  1,09+0,26  3,15+0,27  9,66+0,37 17,42+0,57 25,06+0,66 32,43+0,67  6,90+0,82"
AG 0,35+0,27 24,76+0,73 53,20+1,05 58,18+1,18 63,61+1,03 66,37+0,32 71,05+1,23 84,56+1,10  2,82+0,23°
AC 0,67+0,31 3547+0,88 55,19+1,17 54,69+0,93 64,80+0,95 60,17+0,94 75,08+0,88 89,77+1,03  3,06+0,21°
Controle 1,68+0,28 21,11+0,64 64,41+0,78 70,95+0,85 78,16+1,12 86,36+1,11 85,11+1,09 86,89+0,86 1,18+0,14f
Na 1,18+0,45 16,80+0,55 41,23+0,54 45,78+0,77 50,24+0,47 53,90+0,76 57,58+0,83 59,77+0,78  2,82+0,52°
Carpa Mg 0,00+0,00 0,25+0,07  0,60+0,15 7,30+0,33  9,70+0,24 11,40+0,28 13,50+0,37 15,34+0,25  8,34+0,91?
AG 0,00+0,00  0,00£0,00 36,03+1,21 39,49+1,31 64,11+1,12 76,22+0,91 81,17+1,11 79,54+0,91  2,03+0,17¢
AC 0,40+0,18 19,08+0,78 25,31+0,93 30,62+1,15 62,60+0,85 76,50+1,23 77,78+1,34 81,32+1,27 1,73+0,18¢

*Meédias + desvio padrdo (para cinco repeti¢des). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Legenda: Na = NaCl; Mg = MgSO4; AC = 4cido citrico e AG = 4cido gélico

08



81

Os resultados indicaram que os filmes de gelatina reticulada séo capazes de impedir
a transmissdo de luz através da pelicula. Os filmes reticulados com Mg mostraram 0s maiores
valores de transparéncia em comparacdo com outros agentes (p < 0,05). Um valor de
transparéncia mais elevado indica que o filme era menos transparente e, em geral, filmes com

menor transparéncia apresentaram espessura mais elevada.

5.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR) dos filmes

A Figura 23 ilustra os espectros de FT-IR obtidos na avaliacdo dos filmes de

gelatinas modificadas de peles de tildpia e de carpa.

Figura 23-Espectros de FT-IR dos filmes de gelatinas puras e reticuladas de peles: (A)
filmes de tilapia do Nilo e (B) filmes de carpa comum
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A anélise FT-IR de filmes de gelatina foi realizada para caracterizar as alteracoes
induzidas pela incorporacdo de reticuladores, a fim de distinguir as alterag0es vibracionais
relacionadas as interacdes quimicas na matriz para filme de gelatina de peles de tilapia (Figura
23 (A)) e para filme de gelatina de carpa (Figura 23 (B). Os espectros de todos os filmes
mostraram similaridade de bandas caracteristicas ao redor de 1630 cm™ (amida-1, alongamento
C = O/ ligagéo de hidrogénio com COO), 1545 cm™ (amida Il que dobra N-H e alongamento
C-N) e 1235 cm™ (vibragdo de estiramento de amida 111, C-N e C-H e CH2 de grupo glicina)
(ARFAT et al., 2016; HE et al., 2015; HOSSEINI; JAVIDI; REZAEI, 2016;).

A banda que se refere a amida-A em filmes de gelatinas foi observada em torno de
3275 cm, representando o alongamento N-H juntamente com ligacOes de hidrogénio. As
bandas formadas pela amida-B observadas em torno de 2940 cm™, representam o alongamento
das ligacdes C-H (BANDEIRA et al., 2015; SOW; YANG, 2015;). A reticulacdo entre os
grupos reativos dos agentes quimicos ocorre entre 0s grupos amino livres de glicina, prolina e
hidroxiprolina presentes na gelatina. Para filmes de gelatina reticulada foram observados picos
nas bandas entre 1745 e 1755 cm™, destacados na Figura 23, que podem ser causados por uma

combinacdo de deformagdes nos grupos NHs" apresentados como aminodcidos livres.

5.4.4. Anélises térmicas dos filmes

Os picos endotérmicos para os filmes de gelatinas reticuladas de peles de tilapia e
de peles de carpa séo representados nos termogramas DSC na Figura 24.

Os eventos endotérmicos observados nos termogramas da Figura 24 sao devidos a
fusdo de residuos de cristais na matriz de polimeros. Podem ser considerados como residuos,
porque eles apareceram a temperaturas superiores a 90 °C (ALVES et al., 2011). As
temperaturas de fusdo (Tf) foram fortemente dependentes do grau de ligacdo cruzada da
estrutura dos polimeros. Os resultados mostraram temperaturas de fusdo diferentes nas gelatinas
reticuladas, em comparacgédo com as gelatinas controles, 158 °C e 149 °C para os filmes de peles
de tilapia e de carpa, respectivamente. Os resultados sugerem que os eletrolitos aumentaram a
mobilidade molecular da gelatina, como evidenciado pela diminui¢do de Tt. Por outro lado, a

gelatina reticulada com compostos organicos nao eletrélitos levou a um aumento da Tr.
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Figura 24 -Termogramas DSC de filmes de gelatina puras e reticuladas de peles: (A) filmes
de tilapia do Nilo e (B) filmes carpa comum
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Legenda: C = gelatinas controle; Na = NaCl; Mg = MgSQO4; AC = acido citrico; AG = 4cido galico

O acido galico e o &cido citrico dentro da matriz de gelatina podem aumentar a forte
interacdo através de ligacOes de aminas livres, contribuindo para elevar a rigidez da matriz de
pelicula de gelatina. Os resultados dos termogramas da Figura 24 estdo de acordo com 0s
resultados das propriedades mecénicas, onde 0s agentes nao eletroliticos promoveram um
aumento da rigidez, analisados neste estudo.

Os termogramas TGA e as curvas de DTG dos filmes de gelatinas reticuladas séo
ilustrados na Figura 25 e 26, respectivamente, para filmes de gelatinas de peles de tilapia e de

carpa.

Figura 25- Termogramas de TGA para filmes de gelatinas reticuladas de peles de tilapia
(A) e de carpa (B)
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Legenda: C = gelatinas controle; Na = NaCl; Mg = MgSQg; AC = acido citrico; AG = acido galico
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Figura 26- Termogramas de DTA para filmes de gelatinas reticuladas de peles de tilapia
(A) e de carpa (B)
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Legenda: C = gelatinas controle; Na = NaCl; Mg = MgSO4; AC = acido citrico; AG = 4cido gélico

Nas Figuras 25 e 26 foram observadas as fases de perda de massa em trés picos
principais para todos os filmes. A perda de massa no primeiro estagio, denominada temperatura
de inicio (To), para as gelatinas controle de peles de tilapia e de carpa foi observada a 91,0 e
92,8 °C, respectivamente; a qual esta associada principalmente as perdas de agua livre e agua
ligada adsorvidas no filme (ARFAT et al., 2014a; HOQUE; BENJAKUL; PRODPRAN, 2011).
Contudo, para filmes reticulados com Mg as temperaturas observadas foram menores, sendo
para as gelatinas de peles de tilapia e de carpa, respectivamente, de 75,3 °C e 73,1 °C. A maior
To foi da gelatina de peles de carpa reticulada com AG (96,2 °C), atribuido a mais baixa
dessorcdo de agua na matriz do filme.

A segunda etapa de perda de massa, denominada temperatura de degradacdo
térmica (Tq), apareceu em 201,6 °C para gelatina controle de peles de tilapia e 261,7 °C para
gelatina controle de peles de carpa. Esta transicdo revelou a degradacdo ou decomposicédo de
fracBes de proteina de baixa massa molar e compostos de glicerol na matriz de filme de gelatina
(AHMAD et al., 2012). A terceira etapa da perda de massa foi observada para ambos os filmes,
mas variou com as amostras de filmes reticulados. As amostras de filmes reticulados com AG
apresentaram temperaturas maiores para perda de massa, em especial para o filme de gelatina
de peles de carpa, cujo valor foi de 334,2 °C. Isto foi possivelmente causado pela perda ou
decomposicdo de particulas de maior tamanho ou proteinas e componentes estaveis a alta
temperatura na matriz do filme. Os resultados sugeriram que a reticulagdo com compostos
organicos melhorou a estabilidade térmica dos filmes em comparagdo com filmes controle. Os

compostos quimicos poderiam atuar como isolador ou barreira de transporte de massa para
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produtos volateis gerados durante a decomposicao. Isso resultou em atraso da degradacédo e
melhor estabilidade térmica dos filmes.

5.4.5 Andlise de difracdo de raio-X dos filmes

As Figuras 27 e 28 ilustram os difratogramas dos filmes de gelatina modificada de
peles de tilapia e de carpa, respectivamente. A dispersdo dos agentes reticulados nos filmes de
gelatina foi realizada utilizando XRD. Através das figuras foi possivel observar que para as
gelatinas reticuladas com acido galico e acido citrico, os filmes permaneceram amorfos,
semelhantes as peliculas de gelatina controle. Estes mostraram uma baixa cristalinidade, com
picos de difracao principais em torno de 26 = 15 atribuidos & estrutura cristalina tripla helicoidal
do colageno desnaturado durante a extragdo da gelatina. O pico em torno de 20 = 25,5 pode ser
atribuido a proteina de halo amorfo (BENBETTAIEB et al., 2016; BIGI et al., 2001). A posicédo
e a intensidade dos picos de difracdo sofreram mudancas pouco perceptivel apos a reticulagdo
com os agentes nao-eletrolitos. Estes resultados sugerem que a estrutura foi alterada apenas na
fase amorfa da matriz de gelatina.

Figura 27- Padrdes de difracdo de raios-X de filmes de gelatinas pura e reticuladas de
peles de tilapia do Nilo
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Legenda: C = gelatina controle; Na = NaCl; Mg = MgSQa; AC = &cido citrico; AG = éacido galico
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Figura 28- Padrdes de difracdo de raios-X de filmes de gelatina pura e reticuladas de peles
de carpa comum
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Legenda: C = gelatina controle; Na = NaCl; Mg = MgSOs4; AC = &cido citrico; AG = acido galico

Por outro lado, observou-se uma mudanca estrutural de amorfo para semicristalino
para filmes de gelatina reticulados com eletrélitos. A reticulacdo com NaCl e MgSO. parece
modificar a conformacéo das cadeias proteicas, proporcionando uma estrutura mais ordenada.
Os difratogramas para esses filmes mostraram um pico acentuado localizado em torno de 26 =
26,5, indicando uma estrutura de pelicula de gelatina parcialmente cristalina (ARFAT et al.,

2017, TONGDEESOONTORN et al., 2012).

5.4.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos filmes

As Figuras 29 e 30 mostram imagens de MEV dos filmes de gelatina modificada
de peles de tilapia e de carpa, respectivamente. O filme de gelatina pura de peles de tilapia
mostrou uma distribuicdo homogénea e compacta em sua superficie, enquanto no filme de
gelatina pura de peles de carpa podem ser observadas pequenas fissuras. Este resultado
confirma a maior permeabilidade do filme de carpa comparado com o filme de tilapia (Tabela

10).



Figura 29- Micrografias MEV de filmes de gelatina pura e reticuladas de
peles de tilapia do Nilo

Legenda: C = gelatina controle; Na = NaCl; Mg = MgSQ.; AC = &cido citrico; AG = acido galico

Figura 30- Micrografias MEV de filmes de gelatina pura e reticuladas de
peles de carpa comum

Legenda: C = gelatina controle; Na = NaCl; Mg = MgSOQg; AC = acido citrico; AG = acido galico
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A adicdo de NaCl e MgSOs na matriz proteica manteve uma distribuicio
homogénea para os filmes de tilpia, bem como uma estrutura frangivel para as peliculas de
carpa. No entanto, filmes reticulados com acido galico e &cido citrico, mostraram uma rede de
microestrutura formando uma rede de fios torcidos. Esta formacéo de correntes também foi
observada no estudo de Jiang et al. (2010). Esses autores relataram que estas cadeias eram
compostas de B-folhas de moléculas de proteina. As redes com fios mais espessos e superficies
compactas e lisas estdo relacionadas com o aumento da forca de gel na gelatina e,
consequentemente, aumentam as propriedades mecanicas e melhoram a permeabilidade ao

vapor de &gua nos filmes.
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6. CONCLUSOES

As gelatinas de pescados obtidas no estudo apresentaram boa qualidade, com
caracteristicas inferiores as da gelatina bovina, porém este fato ja era esperado devido a
diferencas das fontes de obtencdo e no processo de extracdo. As gelatinas de peles e 0ssos de
tildpia apresentaram melhores propriedades reoldgicas que as gelatinas de peles e 0ssos de
carpa. O maior contetdo de aminoacido hidroxiprolina favoreceu os maiores valores das
propriedades de gel das gelatinas de peles em relacdo as gelatinas de 0ssos de pescados.

Quanto a modificacdo das gelatinas, o acido galico (AG) melhorou as propriedades
do gel sem alterar significativamente a cor do produto final, enquanto que o &cido citrico (AC)
contemplou parcialmente os objetivos. As gelatinas de peles de tildpia modificadas com AG
apresentaram forca de gel, ponto de fusdo, temperatura de gelificacdo e viscosidade superiores
as gelatinas puras (controle), gelatinas modificadas de carpa (peles e 0ssos), e valores
compativeis com os da gelatina de peles de bovino.

Os filmes produzidos a base de gelatina puras de peles e 0ssos de tilapia e de carpa
apresentaram valores adequados de tensdo de ruptura (TR), alongamento (A) e permeabilidade
ao vapor de 4gua (PVA). No entanto, para os filmes de gelatinas reticuladas foram encontrados
valores maiores para TR e menores para PVA. Os filmes reticulados com AG aumentaram a
TR cerca de 48% para gelatinas de peles de tilapia e 43% para as de carpa. A menor PVA foi
encontrada nos filmes reticulados com AC, uma diminuicdo em torno de 38% para gelatinas de
peles de tilapia e 19% para as de carpa. Para as gelatinas de 0ssos, a reticulacdo com AG surtiu
maior efeito na TR, onde foram encontrados aumentos de 118% para gelatina de tilapia e 192%
para gelatinas de carpa.

A adicdo de agentes reticulantes na matriz de gelatina de pescado melhorou as
principais propriedades reoldgicas dos géis, e foram diretamente proporcionais nas melhorias
funcionais do filme biopolimérico produzido a partir de peles e 0ssos de tilapia e de carpa. Os
resultados revelaram que a incorporagdo de agentes ndo eletroliticos em filmes de gelatina de
tilapia, especialmente AG, influencia significativamente as propriedades mecanicas. Portanto,
é possivel utilizar os residuos de pescado para produzir produtos com alto valor agregado,
como, por exemplo, filmes de biopolimeros reticulados, sendo uma alternativa para a

substituicdo de materiais sintéticos.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apesar dos grandes avangos que tem se conseguido, na tentativa de produzir
gelatinas com caracteristicas proximas as gelatinas de mamiferos, ainda se faz necessario estudo
mais aprofundado, no que diz respeito a modificacdo da estrutura da molécula e das possiveis
interacGes com agentes de reticulagdo. Com base nos conhecimentos adquiridos, segue a lista

de sugestdes para futuras pesquisas:

o Modificar gelatinas de pescados através do uso de métodos que ndo necessite

temperatura elevada, como métodos fisico-quimicos (Radiacéo UV);

o Analisar o efeito de reticulagdo na matriz de gelatina com acidos dicarboxilicos;

o No processo de obtencdo dos filmes reticulados deve ser investigado o tempo de
solubilizacdo da gelatina e homogeneizacdo da solucdo filmogénica, para verificar sua

influéncia na presenca de particulas nos filmes;

o Estudar a purificacdo da gelatina de pescados utilizando coluna de troca ionica para

remocao de particulas coloidais ndo-filtraveis;
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APENDICE 1 - Curva padrdo da hidroxiprolina

Figura 31- Curva padrao da hidroxiprolina
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APENDICE 2 - Valores dos parametros relacionados a cor (croma a* e b*) das gelatinas.

Tabela 13 - Croma a* e croma b* para gelatinas de peles de bovino, gelatinas puras (controle)

e reticuladas de peles de tilapia e de carpa

a* b*
Bovino 5,10+ 0,182 12,10 + 0,899
Controle 0,34 +0,04° 4,02 + 0,322
Na 0,30 + 0,05° 4,30 + 0,36%
Tilapia do Nilo Mg 0,40 £ 0,072 4,65+ 0,412
AG 0,29 + 0,06° 4,56 + 0,392
AC 0,44 + 0,082 4,95 + 0,35°
Controle 0,28 + 0,05° 2,85+ 0,31°
Na 0,26 + 0,06° 3,10 = 0,28
Carpa comum Mg 0,35+ 0,07° 3,90 + 0,312
AG 0,42 +0,06° 4,30 +0,33?
AC 0,33 + 0,04° 4,10 + 0,392

*Meédias + desvio padrdo (para cinco repeti¢des). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas séo

significativamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 14- Croma a* e croma b* para gelatinas de peles de bovino, gelatinas puras (controle)

e reticuladas de 0ssos de tilapia e de carpa

a* b*

Controle 0,54 +0,032 9,86 + 0,692

Na 0,50 + 0,042 10,01 + 0,872

Tilapia do Nilo Mg 0,47 + 0,052 9,46 +0,91°
AG 0,55 + 0,072 7,86 +0,63°

AC 0,49 + 0,062 8,15 + 0,53"

Controle 0,37 +0,04° 9,34 +0,49°

Na 0,39 + 0,05° 9,89 + 0,452

Carpa comum Mg 0,40 + 0,06" 8,86 + 0,55°
AG 0,45 + 0.072 7,55+ 0,61°

AC 0,47 + 0,042 8,34 +0,62°

*Meédias + desvio padrdo (para cinco repeticdes). Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas sdo

significativamente diferentes (p < 0,05).
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APENDICE 3 - llustracdo dos aminoacidos da gelatina

Figura 32- Aminoacidos comumente presentes em gelatinas
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Figura 32 “Continua¢do”- Aminoacidos comumente presentes em gelatinas
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APENDICE 4 - llustracdo dos agentes de reticulacio

Figura 33- Agentes quimicos de reticulacao
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