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RESUMO

A combinagdo de proteinas e polissacarideos é bastante utilizada nas industrias alimenticias,
ja que contribuem para a estabilidade estrutural dos alimentos. Este trabalho teve como
finalidade avaliar a interacdo da gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus) com
Alginato de Propilenoglicol (APG), na formacédo de gel em diferentes pHs (3,0 4,5 e 6,0), e
assim suas caracteristicas e estrutura por meio das analises de capacidade de retencdo de agua,
tempo de geleificacdo, microscopia confocal, temperatura de fusdo e anélise de cor. Para a
determinacdo das unidades amostrais foi utilizado o delineamento experimental fatorial 2x2
com trés repeticdes no ponto central. O estudo das analises comprovou estatisticamente
(ANOVA) que o APG interferiu significativamente (p< 0,05) na mistura, contribuindo para
melhora da formacéo das redes do gel, o qual resultou em uma mistura estavel sem separacao
de fases. O polissacarideo também ajudou na diminuicdo do tempo de geleificagdo e no
aumento da temperatura do ponto de fusdo. A interacdo contribuiu diretamente na estrutura,
sem alterar visivelmente a cor, podendo, assim, ser inserida facilmente na industria de
alimentos.

Palavras-chave: Gelatina de pele de tilapia, Alginato de Propilenoglicol, Gel.



ABSTRACT

The combination of proteins and polysaccharides is so much used in food industries,
contributing to the structural stability of the food. This work had how objective the evaluate
of the interaction of tilapia gelatin (Oreochromis niloticus) with propylene glycol alginate
(PGA), in the gel formation at different pHs (3.0 4.5 and 6.0), and so its characteristics and
structure by means of analyses of water holding capacity, gelation time, confocal microscopy
melting temperature and color analysis. For the determination of the sample units was used a
2x2 factorial experimental design with three replications at the center point. The analyses
study showed statistically (ANOVA) that the CPA intervened significantly (p <0.05) in the
mixture, contributing to improve the formation of the network gel, which resulted was a stable
mixture without phase separation. The polysaccharide also helped in the gelling time reducing
and increased the temperature of the melting point. The interaction contributed directly in the
structure without changing the visible color, so that, could be easily inserted in the food
industry.

Keywords: Tilapia skin Gelatin, Propylene Glycol Alginate, Gel.
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1 INTRODUCAO

A interacdo entre proteinas e polissacarideos é importante para estrutura e
estabilidade de muitos alimentos, sendo a capacidade geleificante, dentre outras
propriedades tecnoldgicas, modificadas em sistemas protéicos na presenga de gomas
(TOLSTOGUZOV, 1997).

O Alginato de Propilenoglicol (APG) é um Ester obtido da reacéo do oxido de
propileno com o acido alginico parcialmente neutralizado, o que evita a formacéo de gel
com os ions de calcio e precipitacdo em pH baixo. Por esse motivo ele é empregado em
alimentos acidos. Segundo Bobbio (1992) o Alginato de Propilenoglicol é um excelente
espessante, utilizado, por exemplo, em molhos para salada para favorecer baixos niveis
de atividade na emulsdo e estabilizante.

A pele de Tildpia (Oreochromis niloticus) retirada para a producdo de gelatina
surge como uma alternativa de aproveitamento comercial e de um novo produto para as
pessoas que tenham alguma restricdo ao consumo da gelatina de mamifero seja ela de
ordem cultural, religiosa ou por problemas de saide (GUDMUNDSSON, 2004).
Também é utilizada na producdo de filmes para embalagens biodegradaveis, devido a
capacidade da gelatina formar géis termorreversiveis (MORAES et al.2009).

Os biofilmes atuam como uma barreira protegendo o produto contra a umidade,
oleosidade, gases entre outros fatores externos aumentando a vida util do produto.
Podem ainda manter as propriedades sensoriais desejaveis em um alimento, como a cor,
sabor, textura, odor, docura, acidez, ainda conter aditivos alimenticios como
antioxidantes e antimicrobianos. A gelatina vem sendo pesquisada para produgdo de
capsulas, podendo essas serem utilizadas como material de parede para a fabricacdo de
microparticulas, com diferentes aplicacfes, auxiliando nos problemas ambientais e
dando novas oportunidades de pesquisas e produtos & industria (GOMEZ-GUILLEN et
al., 2002; ZHOU; REGENSTEIN, 2004).

Segundo Gomez-Guillén 2002, as gelatinas de peixes tropicais sdo mais
semelhantes as de mamiferos no que diz respeito as suas propriedades reoldgicas porque
possuem maior conteldo de aminoacidos que as gelatinas de peixes de agua fria. A
gelatina de pele de tilapia (GPT) possui propriedades reoldgicas intermediarias a outras

gelatinas de pescado.
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Uma alternativa para melhorar as propriedades reoldgicas da gelatina é o uso
de alguns agentes, como sais e enzimas com a finalidade de melhorar as propriedades,

podendo haver uma melhora na viscosidade e maior forca gel (ALFARO 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a interacdo da gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus) com

Alginato de Propilenoglicol, em diferentes pHs e concentracdes.

2.2 Objetivos especificos

. Determinar o tempo de geleificacdo da mistura;

" Avaliar a capacidade de retencdo de dgua dos sistemas geleificados;

. Caracterizar a estrutura desses sistemas utilizando microscopia confocal,
. Determinar a temperatura de fusao;

= Avaliar a cor da mistura.
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3 JUSTIFICATIVA

Para resolver ou minimizar alguns dos problemas associados com as
propriedades reoldgicas inferiores de gelatina de peixe em comparagdo com gelatinas de
mamiferos, vem sendo estudado sistemas de geleificacdo mistas constituidas por
gelatina de peixe combinado com hidrocoldides de origem vegetal (HAUG et al. 2004;
PRANOT et al, 2007), que pode resultar em melhoras nas propriedades de gel.

Em baixo valor de pH, os alginatos precipitam-se e, por esse motivo, ndo séo
empregados em alimentos &cidos. Neste caso, se utiliza o Alginato de Propilenoglicol,
no qual os grupamentos carboxilicos do alginato foram parcialmente esterificados com
oxido de propileno, o que evita a precipitacdo do gel em pH baixo (SANDERSON,
1981; PETTITT et al. 1995).

Devido a estas propriedades do APG, justifica-se o estudo da interacdo com a
gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus), para que ocorra uma melhora nas
propriedades reologicas em pH baixo, ampliando o seu uso na industria. Para
confirmacdo foram realizada diferentes técnicas, que mostram a compatibilidade das
amostras por ndo haver separacdo de fases, aumentando assim a for¢a do gel e havendo

uma interacdo positiva entre a GPT e APG.
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4 REVISAO DE LITERATURA

Para um melhor entendimento dos constituintes das misturas é necessario
conhecer as propriedades individuais de cada um, que s&o: Alginato de Propilenoglicol
(APG) e gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus) (GPT).

4.1 Alginato

Os alginatos sdo obtidos de diversas espécies de algas marinhas marrons
(Phaeophyta), onde agem como componente estrutural na parede celular e nos espacos
intracelulares, promovendo rigidez e ao mesmo tempo flexibilidade a parede celular,
compreendendo cerca de 40% da matéria seca das algas. A industria produz cerca de 30
mil toneladas desse produto por ano, o que ndo chega a 10% do material biossintetizado
anualmente pelas algas marinhas naturais. Estas macroalgas que dao origem ao alginato
podem também ser cultivadas em verdadeiras fazendas marinhas, as quais se encontram
em grande parte da China (GARCIA-CRUZ; SILVA, 2008).

O alginato tem grande importancia comercial devido as suas propriedades
geleificantes e espessante (MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011). O alginato (ALG) é
um biopolimero anionico composto de cadeias lineares de acido a-L-glucurdnico e B-D-
manurdnico, as quais em presenca de ions tais como Ca’" formam hidrogéis, filmes
(KING,1982).

O alginato comercial produzido é aplicado em sua grande maioria na industria
de alimentos, em produtos como sorvetes, produtos lacteos e em misturas para bolos,
usado também para melhorar as caracteristicas sensorias de bebidas como, por exemplo,
em cerveja ajuda estabilizar a espuma (MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011).

4.1.1 Alginato de Propilenoglicol (APG)

O Alginato de Propilenoglicol (APG) derivado do alginato é um éster obtido da

reacdo do Oxido de propileno com o &cido alginico parcialmente neutralizado, o que
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evita a formacgdo de gel com os ions de calcio e precipitacdo em pH baixo. Segundo
Bobbio (1992) é um excelente espessante, utilizado em molhos para salada para
favorecer baixos niveis de atividade na emulsdo (BOBBIO, 1992). Por esse motivo ele é
empregado em alimentos &cidos. APG apresenta um baixo grau de pseudoplasticidade e
cremosidade sem mudangas reoldgicas significantes (ARAUJO, 2004).

O alginato de propilenoglicol € estavel a temperatura ambiente e a pH entre 3,0
- 4,0 porém em pH abaixo de 2,0 e acima de 6,0 perde viscosidade. O alginato de sodio
tem capacidade de formar géis com acidos e sais de célcio, mas perde as propriedades
de estabilizante e espessante em alimentos &cidos. Em 1945 nos Estados Unidos foi
produzido pela primera vez em escala comercial o alginato de propilenoglicol, um
derivado do alginato, o que permitiu a utilizacdo dos alginatos em solugcfes acidas. A

reacao deste derivativo é mostrada a seguir na Figura 1 (PETTITT et al., 1995).

COOH uscucﬂlcm:ﬁa
u: u@ + nCH c,H tH, — w @
p @ I 0 3 H‘
COOH “n n=cunu,cucl-|_,,
(Alginic acid) (Propylene oxide) (PGA)

Figura 1: Reacgdo de 6xido de propileno com o &cido alginico para formar o alginato de APG
Fonte PETTITT et al. 1995)

APG é largamente utilizado como um agente espessante e estabilizante em
varias aplicacGes alimentares, principalmente por causa da sua solubilidade em
condicgdes acidas e baixa sensibilidade a presenca de ions divalentes. Além disso, 0
caracter hidrofébico introduzida pela unidade de propilenoglicol permite que este
polissacarideo modificado tenha propriedades tensoativa e emulsificante. (BAEZA et
al., 2004; YILMAZER et al., 1991). Devido a essas propriedades esse polissacarideo €
utilizado em diversos alimentos com func@es distintas, como no sorvete para manter a
textura lisa e consisténcia cremosa, no milkshake como estabilizador, na cerveja para
estabilizar a espuma, em tortas evita rachaduras e separagdo do recheio e em molhos de

salada mantem a textura lisa e evita a separacgao de fases.
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4.2 Gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus) — GPT

4.2.1 Historia da piscicultura

Nas ultimas décadas o consumo mundial per capita de pescado dobrou, essa
mudanca deve-se a procura de melhor qualidade de vida, principalmente novos habitos
alimentares. A populacdo esta consumindo fontes de proteinas mais saudaveis, com
menor teor de gordura saturada o que vem levando o aumento da demanda por carnes de
peixes (JUNIOR; JUNIOR, 2008).

Os dados apresentados pelo Comité da pesca da Organizacdo das Nagdes
Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), realizado em julho de 2007 em Roma
foram animadores. A FAO em seu relatorio, revela que o setor produziu um recorde de
128 milhdes de toneladas, de pescado para a alimentagdo humana, com uma média de
18,4 kg per capita. Segundo a publicacdo, a pesca e a aquicultura sdo também uma fonte
de renda para 55 milhdes de pessoas. Nesta reunido a FAO pediu aos governantes de
seus paises que incentivassem e concentrassem esforcos para garantir uma pesca
sustentavel em todo o mundo (FAO, 2007).

O Brasil possui uma vasta area para cultivo da piscicultura, porém ainda néao
muito explorada, mas com um grande potencial para o desenvolvimento. Formado por
8.400 km de costa maritima e 5.500.000 hectares em reservatdrios de aguas doces o pais
comporta aproximadamente 12% da agua disponivel no planeta (SEAP, 2012). A
disponibilidade de recursos hidricos, o clima extremamente favoravel, a méo- de- obra
abundante e a crescente demanda por pescado no mercado interno tém contribuido para
alavancar a atividade. No Brasil segundo dados do Ministério da Pesca e aquicultura
(MPA, 2012), o consumo per capita aparente de pescado no pais em 2010 foi de 9,75
kg/ hab./ano, com crescimento de 8 % com relagdo ao ano anterior. Desse total, 66% do
pescado consumido sdo produzidos no Brasil (MPA, 2012). O consumo de carne de
peixe no pais comparado com a média mundial ainda é baixos, isso se deve ao poder
aquisitivo, habitos alimentares e a falta de incentivos governamentais.

A piscicultura comercial brasileira é bastante variada, porém o maior volume
de cultivo e comercializacdo é realizado com um pequeno nimero de espécie. A espécie

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a espécie mais cultivada no Brasil, pois é de
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facil adaptacdo e apresenta diversas vantagens para seu cultivo, adapta-se tanto ao
cultivo extensivo quanto ao sistema de criagdo em tanques- rede, apresentado grandes
vantagens, tém facil adaptacdo aos sistemas de producdo, robustez, rapido crescimento,
facil producao, carne de excelente sabor e facil aceitacdo. Além de ser apreciada pela
indUstria de filetagem, gracas as propriedades sensoriais e a inexisténcia de espinhos em
Y (FITZSIMMONS, 2000).

A aquicultura brasileira, apoiada na producéo de tilapias é a segunda maior da
América do Sul, atras apenas do Chile. Em 2009, o pais produziu quase 133 milhdes de
toneladas de tilapias, isso equivale a 39% do total da piscicultura continental. A tilapia é
a mais consolidada das criacBes de peixes em cativeiro e apresenta crescimentos solidos
nos Gltimos anos, o que fortalece a cadeia de producdo. A maior producao se concentra
em trés polos: Regido nordeste, noroeste paulista e oeste paranaense, com diferentes

técnicas de producdo e manejo (MPA, 2012).

4.2.2 Fabricacdo de Subprodutos dos residuos gerados na cadeia produtiva

Uma quantidade significativa de residuos organicos é gerada nas diferentes
etapas da cadeia produtiva, que acaba se apresentando como um problema para o
abatedouro. O rendimento médio do filé de tilapia é de 30%, enquanto os residuos
representam 70%, distribuido em cabeca 14%, carcaca 35%, visceras 10% e as escamas
1%. Vem sendo incentivado o aproveitamento desses residuos para a fabricacdo de
subprodutos, garantindo maior lucratividade e menor impacto ambiental dessa
atividade. Porém a maior justificativa é de ordem nutricional, pois é fonte de nutrientes
de baixo custo. Muitos subprodutos podem ser transformados em farinha de peixe, 6leo
para producdo de tintas, polpa de peixe, com a pele mantas, calcados e acessorios,
muitas vezes esses subprodutos acabam sendo poucos atrativos para inddstria, isso
devido ao alto custo de investimento inicial (EMBRAPA, 2011).
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4.2.3 Obtencdo da Gelatina de pele da tilapia (Oreochromis niloticus)

A pele da Tilapia pode ser retirada para a producdo de gelatina, uma alternativa
de aproveitamento comercial e de um novo produto para as pessoas que tenham alguma
restricdo para consumir gelatina de mamifero, seja ela de ordem cultural, religiosa ou
por problemas de salde. Entretanto sdo encontrados alguns inconvenientes como
menor formacdo de géis que a gelatinas convencionais e propriedades reologicas
inferiores (GUDMUNDSSON, 2002). Isso pode ser explicado pela diferenca da
composi¢do dos aminoacidos especialmente no contetudo de prolina e hidroxidoprolina
por isso deve se intensificar os estudos, para poder aumentar sua utilizacdo (NORZIAH
et Al. 2009).

A gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus) proporcionara a inddstria
de alimentos a possibilidade de fabricacdo de sobremesas a pessoas que por algum fator
ndo consomem a gelatina de mamifero, op¢do de um novo produto no mercado além da
producdo de filmes para embalagens biodegradaveis, devido a capacidade de a gelatina
formar géis termorreversiveis (MORAES et al. 2009). Os biofilmes atuam como uma
barreira protegendo o produto contra a umidade, oleosidade, gases entre outros fatores
externos aumentando a vida Gtil do produto. Podem ainda manter as qualidades
sensoriais desejaveis em um alimento, como a cor, sabor, textura, odor, dogura, acidez,
ainda conter aditivos alimenticios como antioxidantes e antimicrobianos. A gelatina
vem sendo pesquisada para producdo céapsulas, podendo essas ser utilizadas como
material de parede para a fabricagdo de microparticulas, com diferentes aplicacoes,
auxiliando nos problemas ambientais e dando novas oportunidades de pesquisas e
produtos & industria (GOMEZ-GUILLEN et al. 2002; ZHOU, REGENSTEIN, 2004).

Segundo GoOmez-Guillen (2002) as gelatinas de peixes tropicais sdo mais
semelhantes as de mamiferos no que diz respeito as suas propriedades reoldgicas porque
possuem maior conteldo de aminoacidos que as gelatinas de peixes de agua fria. A
gelatina de pele de tilapia (Oreochromis niloticus) possui propriedades reolégicas
intermediarias para outras gelatinas de pescado. Podendo haver melhor viscosidade e
maior forca do gel, devido o prolongamento da maturacdo. Uma alternativa proposta
pelo autor é o uso de alguns agentes, como sais e enzimas com a finalidade de melhorar
as propriedades reoldgicas da gelatina (ALFARO, 2008). A este respeito, a gelatina de

peixe tem se destacado como uma melhor alternativa para substituir gelatinas de
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mamiferos, particularmente com suas propriedades, tais como ponto de fusdo mais
baixo, resultando na rapida dissolu¢cdo na boca sem deixar residuo. No entanto, a
producdo de gelatina de peixe ainda é recente, contribuindo apenas com 1% do
orcamento anual mundial de producéao de gelatina (ARNESEN; GILDBERG, 2006).

4.2.4 Colageno e gelatina

A gelatina ndo € uma proteina que ocorre naturalmente, é derivada do colageno
da proteina fibrosa, que é o principal constituinte de pele de animais, 0ssos e tecido
conjuntivo. A gelatina é produzida através da hidrolise parcial de colageno nativo
(BORDIGNON, 2010).

Moléculas de colageno apresentam em sua estrutura a tripla hélice compostas
por trés cadeias de polipeptidios que se envolvem e formam uma estrutura 3D. Essa
estrutura proporciona uma geometria ideal para ligacdo de hidrogénio (BORDIGNON,
2010). A hélice de colageno pode se desdobrar e torna-se facilmente solUvel, isso
depende da temperatura de desnaturacdo e quantidade de prolina e hidroxiprolina
presente. A hidroxiprolina é o aminoacido mais importante, pois estabelece ligacGes de
hidrogénio através do seu agrupamento OH (TE NIJENHUIS, 1997). Os aminoacidoas
sdo importantes, pois eles ajudam a estabilizar a conformacao ordenada da rede formada
pela gelatina (HAUG et al., 2004).

A rigorosidade e o pré-tratamento que € submetido as peles séo fundamentais
para extracdo da gelatina, nessas duas fases o colageno € parcialmente hidrolisado. Esse
processo deve ser feito sem alteracdo da tripla hélice, que depois é desestabilizada por
um tratamento térmico subsequente por provocar o rompimento de ligacdes covalentes e
de hidrogénio o que leva a conversio de colageno em gelatina (MONTERO; GOMEZ,
2000).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material

= Gelatina de pele de Tilapia (Oreochromis niloticus)- GPT
= Alginato de Propilenoglicol (APG)

5.2 Métodos

As metodologias empregadas e a ordem das atividades realizadas estdo

descritas no fluxograma abaixo:

Obtencdo da matéria- prima, lavagem, congelamento e
corte das peles

Preparacgdo das solugdes para lavagem das peles e
ajuste de pH

Banho-maria por 12 h a temperatura de 45°C e
posterior filtracdo

Liofilizacdo e trituraco das amostras

Mistura da gelatina (Oreochromis niloticus) com
Alginato de Propilenoglicol

Delineamento experimental

Anélises da interacéo
GPT e APG

Ponto de fuséo I [ Transicéo sol-gel ] [ CRA ] cor [ Microscopia confocal

Fluxograma 1- Atividades metodolégicas realizadas.
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5.2.1 Metodologia para a obtengéo da gelatina

A obtencdo da gelatina extraida da pele de peixe de tilapia (Oreochromis
niloticus) foi baseada na metodologia descrita por Alfaro (2008), com algumas
adaptacOes. Primeiramente as peles foram lavadas com agua corrente para retirada das
escamas e sujidades aderidas durante o processamento. Em seguida, as peles foram
congeladas para facilitar o posterior corte, que foi em pedacos de aproximadamente de
1x1 cm. As peles, foram submetidas a tratamento alcalino 1:10 (p/v), em solucédo de
NaOH 0,35% por 80 minutos a temperatura ambiente. Apds esse procedimento foram
lavadas em agua corrente para retirada da alcalinidade em excesso, até pH abaixo de 8.
Em seguida, as peles foram submetidas a tratamento acido 1:10 (p/v), em solucdo de
H.SO, 0,35% (p/v) por 80 minutos, e lavadas em agua corrente até pH proximo a
neutralidade. As peles entdo foram submetidas ao Ultimo tratamento em solugdo de
acido citrico 0,7% (p/v), por 80 minutos, e lavadas novamente em &gua corrente até pH
préximo a neutralidade. Apds esses tratamentos adicionou-se 500 mL de agua destilada
a 100 gramas de pele em Béqueres de 1 litro, que foram a banho-maria por 12 h em
temperatura de 45°C. Apo6s a extracdo, o material foi filtrado em funil de Buchner com

papel de filtro Whatman n° 4, liofilizado e moido.

5.2.2 Delineamento experimental e preparo das amostras

Para a definicdo dos componentes e das concentragdes utilizadas, foram
realizados pré-testes da mistura. Com uma concentracdo fixa de gelatina de pele de
tilapia (Oreochromis niloticus) 6,67%, com diferentes polissacarideos (Goma Xantana,
Carboximetilcelulose e Alginato de Propilenoglicol) variando as suas concentragdes.
Sendo o APG, o polissacarideo com melhor resultado. Os valores dos pHs foi
determinado devido a GPT ser estavel a pH inferiores a 6,0, procurando a melhora das
suas propriedades com a mistura de APG e assim, otimizar e ampliar o seu uso.

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento fatorial 2x2, com duas
variaveis independentes e 2 niveis (1 e -1), com 3 repeti¢cdes no ponto central (C). Este
delineamento foi realizado para as misturas de gelatina GPT e APG. Conforme

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Niveis e valores das variaveis independentes: concentracdo de APG e pH

Amostras Componentes no delineamento Componentes originais
Xy X, APG (%) pH

7C (1) 0 0 0,5 4,5
4 1, 1 1,0 6,0

5C (2) 0 0 0,5 4,5
2 1 -1 1,0 3,0

3 1 1 0,0 6,0

1 1 1 0,0 3,0

6C (3) 0 0 0,5 4,5

C = ponto central; (n) = n° da repeti¢do no ponto

5.2.3 Transic&o sol-gel (tempo de geleificacao)

O tempo de transicéo sol-gel foi determinado por modificacdo da metodologia
de Relkin et al. (1998) descrita por Martinez, Farias e Pilosof (2011), onde os géis
foram obtidos por meio da mistura contendo 6,67% de GPT mais APG (0, 0,5 e 1%) a
pH 3,0, 4,5 e 6,0. Onde tubos hermeticamente fechados contendo 2 ml das amostras
foram observados ao longo do tempo (minutos) em temperatura constante de 25°C. O
tempo de geleificagdo (t;) foi definido quando sob inclinamento as amostras nao
deformaram o menisco e a taxa de geleificagdo (V) foi calculada como 1/tg;. Os testes
foram conduzidos e analisados em triplicata, sendo o valor médio das amostras

considerado.

5.2.4 Capacidade de retencdo de 4gua (CRA)

A capacidade do gel em reter agua, lipidios, agUcares e outros componentes é
muito importante no desenvolvimento de novos produtos, como salsichas, produtos de
panificacdo e sistemas geleificados. Considera-se como &gua retida a soma da agua
ligada, livre e fisicamente retida no gel (PUPPO:; LUPANO; ANON, 1995
DAMODARAN, 1996). Para esta analise foi avaliada a capacidade de retencdo de dgua

no sistema quando exposto a uma forca centripeta.
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Os géis (GPT 6,67% mais APG em diferentes pHs) foram preparados e
armazenados a temperatura de 25°C. As amostras e a analise foram realizadas em
triplicata. Amostras em forma de disco (1.5-2g) foram divididas em duas partes,
posteriormente cada parte foi envolta em papel de filtro (Whatman n° 1) previamente
pesado e tarado, e colocadas em tubos de centrifuga de capacidade de 50 mL. (IKEDA;
FOEGENDING, 1999). A quantidade de 4agua liberada foi determinada
gravimetricamente apos centrifugacdo a 1500rpm/5min. Sendo a CRA expressa em

porcentagem de agua retida conforme Equacéo 1.

1)
Onde:

Agua liberada = quantidade de agua retida no papel de filtro;

Agua gel = quantidade inicial de 4&gua na amostra.

5.2.5 Microscopia Confocal

Apbs preparo das amostras (GPT 6,67% mais APG em diferentes pHSs), foi
adicionado 1 mg de corante rodamina, e desta mistura utilizou-se 1 gota para cada
lamina, essas foram cobertas com laminulas e seladas com esmalte incolor. Apés 24
horas foram analisadas em microscopio eletrénico no Laboratério de Microscopia
Eletrdnica — UFPR, Curitiba. As imagens foram geradas no computador acoplado ao

microscopio. A analise foi realizada em triplicata.

5.2.6 Ponto de Fusao

A temperatura do ponto de fusdo foi realizada baseando-se no metodo
apresentado por Choi e Regenstein (2000). Os géis foram preparados em tubos de
ensaio de 5 mL e armazenados a temperatura de refrigeracdo por 12-18 horas para a

maturacao.
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Posteriormente foram adicionadas, sobre o gel, cinco gotas de uma mistura de
75% de cloroférmio e 25% do corante azul de metileno. O gel foi colocado em banho-
maria a temperatura ambiente e aquecido a 0,5°C a cada 5 min até atingir a temperatura
de fusdo. A temperatura do banho foi lida através de termémetro e o ponto de fuséo foi
determinado, em triplicata, no momento em que as gotas coradas comegaram a se mover
para o interior do gel (CHOI; REGENSTEIN, 2000).

5.2.7 Avaliagéo de cor

A determinacdo de cor foi realizada utilizando espectro colorimetro esférico
Hunter Ultrascan (mod. Minolta Cr-300 series), no gel (GPT 6,67% mais APG em
diferentes pHs) ap6s 18 + 1h de maturagdo a temperatura de 7 + 1°C. Para determinag&o

da cor foi utilizado o método descrito por Cole e Roberts (1996).

5.2.8 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e teste de média
de Tukey (p<0,05) com auxilio do software Statistica 7.1 (STATSOFT, Michigan,
USA) e os graficos obtidos pelo programa Origin 8.0 (OriginLab Corporation, MA,
USA). Para classificar as médias do teste tukey foi utilizado dois efeitos o APG e pH.

Para cada anélise estatistica foi construido um modelo de regressdo. O qual
estd apresentado na Equacdo 2 abaixo. Este modelo construido, demonstra de forma
codificada o comportamento da mistura, GPT e APG e também de suas variaveis

individualmente.

Modelo de regressdo padréo: Bo + B1. X1 + P2. X2 + P12 X1. X2 + €

@)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Tempo de geleificacdo

O tempo de geleificacdo, também chamado de transicdo sol-gel ocorre quando
moléculas de gelatina solidas sdo parcialmente reestruturadas (JOHNS; COURTS,
1977). O tempo dessa transicdo pode ter variacdes devido as propor¢des de prolina e
hidroxiprolina da molécula de gelatina original (LEDWARD, 1986; GILSENAN;
ROSS-MURPHY, 2000) e do pré-tratamento empregado.

Este tempo foi determinado em minutos para as 7 amostras analisadas
contendo 6,67% de GPT e APG (0, 0,5 e 1,0%) em diferentes pHs (3,0, 4,5 e 6,0) com

repeticdes no ponto central (c) conforme tabela 2.

Tabela 2 - Tempo de geleificacdo das amostras

Amostras % APG pH Tempo de geleificagéo
(min.)
1 0 3,0 300
2 1 30 19
3 0 6,0 120
4 1 6,0 12
5¢c 0,5 4,5 18
6c 0,5 4,5 17
7c 0,5 4,5 18

Na tabela 2, nota-se que a amostra 1, a qual ndo conttm APG em sua
composicdo em pH 3,0 foi a que levou maior tempo de geleificacdo (300 minutos),
seguida da amostra 3 sem APG a pH 6,0 com o tempo de 120 minutos. Essa diferenca
de tempo de geleificacdo pode ser explicada devido a diferenca do pH, pois segundo
Choi; Regenstein, (2000) a gelatina em valores de pH abaixo de 5,0 diminui
acentuadamente sua viscosdade, isto ocorre provavelmente devido ao aumento da carga

liquida positiva nas cadeias, 0 que pode inibir a formacao da zona de juncdo e, portanto,
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resultar em um declinio ou rigidez do gel, influénciado pela quantidade de acido, devido
a isso a amostra 3 com pH superior a 5,0 formou gel mais rapido.

Nas amostras 2, 4, 5, 6, e 7 nota-se que houve uma diminuicdo acentuada no
tempo de formacdo de gel, isso devido a adicdo do APG, que entre as suas
propriedades, ajuda formar um corpo de gel desejavel resistente a rachaduras e
precipitacdo em pH baixo, mesmo apos repouso durante um longo periodo (FONSECA,
2009). Com relacdo as amostras com adicdo do polissacarideo (0,5 e 1%) ndo houve
diferenca de tempo de geleificacdo entre as amostras.

Na amostra 2 contendo 1 % APG a pH 3,0 o tempo de geleificacdo foi de 19
minutos, enquanto a amostra 4 com a mesma concentracdo de APG em pH 6,0 foi de 12
minutos. Essas amostras apresentaram o tempo bem menor se compararmos a amostra 1
e 3, demonstrando assim que o APG ajudou na obtencéo do gel.

A diferenca entre o tempo de geleificacdo das amostras 2 e 4 esta associado ao
ponto isoelétrico da gelatina, que segundo WAINEWRIGHT (1977) varia entre pH 6,0
e 9,0. Geis formados em pH perto do ponto isoelétrico sdo mais compactos e mais
rigidos, pois € onde as proteinas sdo mais neutras e os polimeros da gelatina aproximan-
se um do outro, formando assim um gel de melhor qualidade (GUDMUNDSSON;
HAFSTEINSSON, 1997). Dessa forma a amsotras 4, a qual tem seu pH mais préximo
do ponto isoelétrico da gelatina, apresentou menor tempo de geleificacéo.

Nas amostras 5, 6 e 7, notou-se que a variacdo do polissacarideo ndo
influenciou, apenas o pH teve efeito sob o tempo de geleificacdo em relacdo as demais
amostras com APG.

Para a confirmagdo do resultado, foi realizado a andlise de variancia
(ANOVA), e o teste de media tukey com nivel de confianca de 95%, os quais
confirmaram estatisticamente que as variaveis independentes, o APG e o pH,
influenciaram para a diminuicdo do tempo de geleificagdo, conforme demonstrado na
tabela3e 7.
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Tabela 3 - Andlise de variancia (ANOVA) do delineamento linear para o tempo de

geleificacédo
Andlise de variancia e regressao
Variavel SQ QM GL P
APG 76479,6 76479,61 1 0,000000
pH 17540,6 17540,65 1 0,000000
APG* pH 15016,4 15016,45 1 0,000000

SQ= soma quadratica; QM= quadrado médio; GL= grau de liberdade; p=nivel de significancia

Nota-se também que a interacio do APG com o pH também influenciou
significativamente (p< 0,05) na diminuicdo do tempo de geleificacdo. A partir da andlise de
variancia (ANOVA) foi gerado o modelo de regressdo, que expressa de forma codificada o

comportamento da mistura conforme Equacdo 3.

Tempo de Geleificagdo= By + B1. X1 + P2. Xz + P12 X1. X, + €
®3)

O teste-F validou o modelo, sendo possivel construir a superficie de resposta,
conforme figura 2, permitindo a visualizacdo do comportamento da GPT em funcéo do

APG e pH, a qual também demonstrou resultados positivos a (p< 0,05).



28

Tempo de Geleifica¢éo
R?= 0,70 Rajystado=0,77

1,2

1,0t
08| CRA=T72

0,6
0,4
0,2
L 00
-0,2
-0,4

06 Il 300

Il 250

-0.8 B 200

[ 150

-1,0 ] 100

[ 50

-1,2 ' ' o

12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 1250

APG

Figura 2 - Diagrama binério da superficie de resposta do pH e APG em funcéo do tempo

6.2 Ponto de fusdo

O ponto de fusdo é determinado quando ocorre a desnaturacdo da estrutura. As
temperaturas de fusdo variam muito, dependendo do pré-tratamento aplicado a gelatina
e a proporcdo de prolina e hidroxiprolina da molécula original (LEDWARD, 1986;
GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000; MONTERO et al.,2002).

No gréfico 1, temos as temperaturas de fusdo da mistura da gelatina de pele de

tilapia com o alginato de propilenoglicol.
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Gréfico 1 - Ponto de fusdo para cada amostra em fun¢do da temperatura. Barra de erro: erro
padréo

Para as amostras 1 a pH 3,0 e 3 a pH 6,0 que ndo continham APG apresentaram
temperaturas de fusdo bem proximas, 28 e 29°C respectivamente, podendo se dizer que
0 pH, a Unica variavel entre elas, ndo interferiu no resultado das amostras. Resultado
préximo ao encontrado por Alfaro (2008), onde o ponto de fusdo da gelatina de pele de
tilapia foi a temperatura de 25°C aproximadamente.

Assim como observado para o tempo de geleificacdo, a adicdo de APG em
diferentes concentracGes proporcionou a elevacdo da temperatura de fusdo. Devido a
sua propriedade geleificante, dando maior estabilidade a estrutura, sendo assim
necessario aplicar temperaturas mais elevadas para que ocorresse a desnaturacao.

As amostras 2 e 4 foram as que desnaturaram em temperaturas maiores, 38,7 e
40° C respectivamente, isso se deve a adicdo de APG que foi de 1%. Enquanto, nas
amostras 5, 6 e 7, que apresentam temperatura de fuséo na faixa de 34 e 36°C continham
0,5% do polissacarideo. Considerando o exposto pode-se afirmar que o polissacarideo
interferiu positivamente na formacdo da rede. Isso se confirma na anélise estatistica
(ANOVA), conforme tabela 4.
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Tabela 4 - Anélise de variancia (ANOVA) do delineamento linear para o ponto de fusdo

Andlise de variancia e regressao

Variavel SQ QM GL P
APG 220,5000 220,5000 1 0,000005
pH 4,5000 4,5000 1 0,203142
APG* pH 0,5000 0,5000 1 0,658158

SQ=soma quadratica; QM= quadrado médio; GL= grau de liberdade; p=nivel de significancia

Nota-se na tabela 4 que a Unica variavel que interferiu significativamente (p< 0,05) na
temperatura do ponto de fusdo foi o APG. Sendo positivo, pois aumentou a resisténcia
da mistura a temperaturas elevadas, comparada a GPT pura. Para o teste de médias
tukey (tabela 7), demonstrou que para os niveis (-1, 0, 1) de viacdo de APG, houve
diferenca entre todas as médias, ja para o pH ndo apresentou diferenca entre as médias
nos 3 niveis de variacdo. Podendo se concluir que o polissacarideo foi a Unica variavel
que influenciou significativamente para 0 aumento da temperatura no ponto de fuséo.
Sendo os diferentes valores de pHs insignificantes para esta analise. O que também esta

demostrado na Equagéo 4.

Ponto de fusdo=fg + P1.X1 + P2. X2 + &

(4)

Na figura 3 estd demonstrado o diagrama de superficie de resposta, o qual
possibilita a visualizacdo do comportamento da mistura em fungdo da elevagdo da

temperatura.
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Figura 3 - Diagrama bindrio da superficie de resposta do pH e APG em funcéo da temperatura

6.3 Microscopia confocal

H& um interesse crescente no mecanismo de misturas de polimeros, por
conferir as propriedades texturais desejadas e estabilidade aos produtos alimentares. A
microestrutura e a distribuicdo de fases dos sistemas mistos de polimero dependem de
varios fatores, tais como a concentracdo dos polimeros, pH, a distribuicdo de peso
molecular, a temperatura, o pré-tratamento e as propriedades dos polimeros individuais
(TOLSTOGUZOV, 1991, ZASYPKIN et al., 1997). As figuras 4, 5 e 6 mostram a
estrutura das amostras.



Figura 4 - Microestrutura das amostras 1 e 2
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Figura 5 - Microestrutura das amostras 3 e 4
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Figura 6 - Microscopia das amostras 5,6 e 7
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As misturas de GPT e APG, apresentaram-se homogéneas e estaveis, isso pode
ser explicado pela estrutura quimica da gelatina de pele tilapia, que tem carga positiva e
do APG que apresenta carga negativa, com isso ocorre a interacdo dos polimeros,
formando uma rede de gel compacta, a qual impossibilita a separacdo de fases entre 0s
componentes.

As amotras 1 e 3 que continham 6,67% de GPT e pH ajustados a 3,0 e 6,0
respectivamente, apresentaram-se semelhantes. Ja as amostras 2 e 4 que tinham 1% de
APG, foram as que apresentaram maior diferenca entre as demais, podendo-se observar
aglomeracbes na mistura, a qual ja era percebida visualmente durante a preparacao,
devida a uma intensa geleificacdo quando ajustado o pH. Ent&o pode-se dizer que o pH
e adicdo do polissacarido interferiu na geleificacdo, sendo mais intensa na amostra 4
com pH 6,0 em comparacdo com a amostra 2, que continha a mesma porcentagem de
APG a pH 3,0.

As demais amostras, 5 ,6 e 7, com 6,67% de GPT e 0,5% de APG, a pH 4,5,
apresentaram-se estaveis, podendo ser visualizadas algumas aglomerac@es, em vertude
da menor quantidade de APG e pH ajustado inferior a da amostra 4.

Essa interacdo e a ndo separacdo de fase nas misturas sdo muito positivas, pois
em outros estudos, com gelatina e polissacarideos, na maioria das condi¢des estudadas
ocorre separacdo de fases. Conforme estudo com carragena e maltodextrina (PRANOT,
et al.,2006; LOREN et al 1998).

6.4 Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A capacidade do gel em reter &gua depende de sua forca, interacdes fracas dos
géis tende a perder mais agua, assim como geis com interacdo mais forte retém mais
agua em sua estrutura. A gelatina apresentou melhoras nas ligacdes das redes com
adicdo do polissacarideo, ou seja, fortaleceu a interacdo das ligagdes resultando numa
melhor retencdo de agua.

Os resultados estdo representados no grafico 2.



36

CRA dos géis

70 -
68 -
66 -
64 -
62 -
60 -
58 -
56 -
54 -
52

% de CRA das amsotras

1 2 3 4 5 6 7
Amostras

Grafico 2 - Capacidade de retencdo de agua das amostras

As amostras 1 e 3 sem APG,e ajustadas a pH 3,0 e 6,0 respectivamente,
apresentaram valores proximos para capacidade de retencdo de agua 58,97 e 62,77%.
Essa baixa CRA deve-se a formacdo de redes de gel fracas, por conterem apenas um
componente em sua mistura.

Os valores da CRA das amostras 5, 6 e 7 foram 64,35, 65,1 e 65,23%
respectivamente. Comparadas com a 1 e 3 tiveram um pequeno aumento na
porcentagem de rentacéo de agua devido a adicdo de 0,50% de APG.

Enquanto a amostra 2 com CRA de 66,8% e a amostra 4 com 69,99%, foram as
que apresentaram melhores resultados, podendo se dizer que o0 APG (1%) influenciou
ainda mais para a melhora na formacéo da rede de gel, pois a capacidade de retencdo de
agua é um indicativo da intensidade da interacdo das redes na formagdo dos géis.
Quando essa interacdo € maior, forma um gel forte, consequentemente, tem maior CRA
e vice-versa. (BURGARDT, 2012). A influéncia do APG na melhora da CRA foi
confirmada a partir da analise de variancia (ANOVA), conforme apresentado na tabela
5.




Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) do delineamento linear para a CRA

Anélise de variancia e regressao

Variavel SQ oM GL P
APG 56,62562 56,62562 1 0,003961
pH 12,21503 12,21503 1 0,179750
APG* pH * * * *

SQ=soma quadratica; QM= quadrado médio; GL= grau de liberdade; p=nivel de significancia
*ndo houve interacéo
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Pode-se notar também que os diferentes valores de pH nédo influenciaram na

melhora da CRA, pois ndo houve diferenca significativa (p< 0,05) entre as amostras. A

partir da analise e do modelo de regressao, observou-se que a interacdo entre APG e 0

pH né&o foi positiva segundo Equacao 5.

CRA:BO + Bl.Xl + Bz.Xg +¢

()

A partir dos resultados da analise, foi construido a superficie de resposta para

visualizacdo da interagcdo dos componentes, em funcdo da capacidade de retencdo de

agua.
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CRA
R*=0,99 Ryjystado=0.98

CRA=55;7+7,525*APG+1;165*pH+0;

I 72
I 70
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[ 66
[ 64
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Figura 7 - Superficie de resposta e diagrama de contorno do pH e APG para a CRA

Com base na figura 7 confirma-se que apenas o APG teve significancia (p<
0,05) para capacidade de retengdo de &gua. Mesmo com a melhora das ligacbes das
redes dos géis com a adicdo do APG, todas as amostras foram classificadas como géis
de baixa qualidade, pois segundo Burgardt (2012), abaixo de 80% de CRA os géis ja
séo considerados fracos.

6.5 Anélise de cor

Foram analisadas as 7 amostras GPT com APG em triplica, sendo usada a
média dos resultados obtidos para este atributo esta apresentado na tabela 6.
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Tabela 6 - Anélise de cor para a mistura GPT e APG

Amostras Cor
L a B
1 76,96 -0,34 1,25
2 71,23 -0,39 0,24
3 78,26 -0,34 1,93
4 66,82 -0,34 0,35
5 65,69 -0,32 0,85
6 68,67 -0,36 0,60
7 63,70 -0,51 0,75

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

As amostras 1 e 3 que continham apenas gelatina de pele de GPT
apresentaram coloracdo amarela transldcida e brilhosa, resultados parecidos com estes
foram encontrados por Alfaro (2008) com valores de L= 89,25, a= -0,44 e b= 2,48, 0s
quais se assemelham os valores da gelatina comercial, que geralmente variam de
amarelo palido a ambar escuro (COLE; ROBERTS, 1997).

Para as amostras 2 e 4 que continham 1% de APG em sua mistura,
apresentaram coloragdo amarela esbranquicada e menos brilhosa, como valores
menores aos anteriores. Para as amostras 5, 6 e 7 com 0,5% de APG resultaram em
coloracdo amarela opaca e brilho semelhante as amostras 2 e 4.

Dessa forma, pode-se afirmar que com a mistura do APG teve uma pequena
alteracdo na cor, deixando-as um pouco mais esbranquicada em relacéo a gelatina pura.
Sendo possivel substituir a gelatina comercial por esta mistura de GPT e APG, sem se

notar alteraces no produto final, pois visualmente esta diferenca ndo é relevante.

6.6 Testes das médias

Os resultados dos Testes das médias tukey para as analises de tempo de

geleificacdo, ponto de fusdo e capacidade de retencdo de agua estdo demonstradas na
tabela 7.
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Tabela 7- Teste das médias tukey para o APG e pH nos diferentes niveis de variacao

Niveis das APG pH
Variaveis -1 0 1 -1 0 1
T.Gel 211,05a 17,67b 15,5b 160,1a 17,67b 66,45b
T. fuséo 28,5a 35,5b 39c 33a 35,5a 34,5a

CRA 60,8a 65,5a 68,3b 62,7a 65,4a 66,4a
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7 CONCLUSAO

As variaveis Alginato de Propilenoglicol e pH influenciaram significamente
para diminuicdo do tempo de geleificacdo. Ja para o tempo de fusdo, o polissacarideo
foi & Unica variavel que influenciou significativamente para o aumento da temperatura.
Sendo considerado o resultado positivo, pois 0 APG aumentou a resisténcia da mistura a
temperaturas elevadas.

A mistura de GPT e APG apresentou-se homogénea e estavel, podendo
afirmar que ocorreu a interacdo dos polimeros, formando uma rede de gel compacta, a
qual impossibilitou a separacdo de fases. Quanto a cor, ndo houve alteracdes
significativas com a adi¢do do polissacarideo.

O APG interferiu de forma direta na formacdo da rede de gel, aumentando
significativamente a capacidade de retencdo de dgua dos géis. Mesmo com a melhora
da CRA do gel com a adicdo do polissacarideo, estes foram classificados como géis
fracos.

De forma geral, podemos concluir que o estudo da mistua de gelatina de pele
de tildpia (Oreochromis niloticus) com o Alginato de Propilenoglicol foi positiva, pois
em todas as analises houve melhoras significativamente a (p<0,05) comprovadas

estatisticamente.
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