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RESUMO

COSTA, F. T. Extracédo de colageno da pele de Tilapia do Nilo com protocolo
acido. 2019. 36f. Trabalho de Conclusdo de Curso - Departamento Académico de

Alimentos, Universidade Tecnologica Federal do Parana. Campo Mourao, 2019.

A tilapia, por possuir uma grande tolerancia de temperatura, habilidade de
reproducdo em cativeiros, um rapido crescimento e um excelente custo beneficio
vem representando um grande interesse na aquicultura, além de ser o pescado mais
produzido atualmente no Brasil. Entretanto, com o aumento da producao de tilapia,
também houve aumento na quantidade de residuos organicos provenientes,
principalmente, da filetagem, no qual se descarta 70% de residuos. Como alternativa
para diminuicdo desses residuos e agregar maior valor comercial a eles, diversos
estudos vém sendo realizados para extrair coldgenos da pele de tilapia. O colageno
€ uma proteina estrutural com principios funcionais que tem a finalidade de auxiliar
na estrutura dos tecidos conjuntivos do corpo. Neste trabalho foi testada a extracéao
de coladgeno por meio de um protocolo acido, no qual as peles de tilapia passaram
por um pré-tratamento em meio acido e com precipitacdo salina, com variacdes de
tempo e concentracdo. Depois de sua extracdo, foi avaliado por analises de cinzas,
umidade, proteinas, solubilidade e pH. O coldgeno obtido apresentou baixos teores
de cinzas e a umidade se encontra dentro das apresentadas pela literatura. Em
relacdo a quantidade de proteinas, o colageno mostrou teores de 68,73 a 80,58% e
uma solubilidade baixa entre 4,03 a 6,93%. Portanto, foi possivel concluir que a
extracdo por meio acido é um possivel meio de extracdo de colageno e a pele de
tilapia € uma boa alternativa para ajudar no reaproveitamento de residuos gerados
na industria de pescados.

Palavras-chave: tilapia, colageno, extracdo, meio acido.



ABSTRACT

COSTA, F. T. Nilo tilapia skin collagen extraction with acid protocol. 2019. 36p.
Course Conclusion Work - Academic Department of Food, Federal Technological

University of Parana. Campo Mouréo, 2019.

Tilapia, due to its high temperature tolerance, captive breeding ability, fast growth
and excellent cost benefit, has been of great interest in aquaculture, being the most
produced fish in Brazil today. However with the increase of tilapia production started
to generate larger amounts of organic waste mainly from filleting, which discards
70% of waste. As an alternative to reduce these residues and add greater
commercial value to them, several studies have been performed to extract collagen
from Tilapia skin. Collagen is a structural protein with functional principles that is
intended to assist in the structure of connective tissues in the body. In this study
collagen extraction was tested using an acid protocol, in which tilapia skins were
pretreated in acid medium and with saline precipitation, with variations in time and
concentration. After collagen extraction it was evaluated by analysis of ash, moisture,
protein, solubility and pH. The collagen obtained presented low ash contents and the
humidity is within the ones shown in the literature. Regarding the amount of protein,
collagen showed contents of 68.73 to 80.58% and a low solubility between 4.03 to
6.93%. Therefore, it could be concluded that acid extraction is a possible collagen
extraction medium and Tilapia skin is a good alternative to help reuse waste
generated in the fish industry.

Keywords: tilapia, extraction, acid and collagen.
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1 INTRODUCAO

Em funcéo de fatores como clima, adaptacdo da espécie a diferentes formas
de producdo, elevada demanda e resultados muito satisfatérios em cultivos
intensivos, a producéo de tilapia, no Brasil, obteve um crescimento de 223% no
periodo compreendido entre 2005 e 2015 (MAPA, 2017). Com essa demanda,
surgiram problemas que envolvem a geracao de residuos, pois a tilapia possui um
rendimento de apenas 30% para filés, para uma formacédo de 70% de residuos. Os
residuos, anteriormente dados como inaproveitaveis, hoje s&o utilizados na
fabricacdo de subprodutos, principalmente porque a pele e 0os 0ssos possuem alto
valor nutricional (BUENO et al., 2011). O reaproveitamento contribui com o meio
ambiente na reducdo do impacto ambiental e agrega valor ao processo produtivo,
fatores altamente aceitos pela maioria dos consumidores que prezam por uma
producdo mais consciente e mais sustentavel, além de ser uma nova alternativa
para ajudar na economia das empresas (ALMEIDA; SANTANA, 2010).

Diversos produtos podem ser obtidos a partir dos descartes oriundos da
filetagem do pescado, como por exemplo, extracdo de gelatina e suplementos
alimentares a base de proteina e colageno, objetivo de estudo desta pesquisa
(SILVA; PENNA, 2012).

O colageno € uma proteina estrutural com principios funcionais e com cadeias
peptidicas de aminoacidos, dentre os quais a glicina, prolina e hidroxiprolina,
encontrados em aves, peixes e animais de corte. Estes, por sua vez, tém a
finalidade de auxiliar na estruturacdo dos tecidos conjuntivos do corpo, como a pele,
cartilagens, tenddes, 0ssos, sistemas vasculares e musculos (SILVA; PENNA,
2012).

O processo de extragcdo de colageno influencia diretamente nas suas
caracteristicas e qualidade, que sdo dependentes das propriedades fisico-quimicas,
e que sofrem enorme influéncia das atividades exercidas para a conversdo do
produto bruto em coldgeno (ALFARO et al.,, 2008). Dai a importancia de um alto
rendimento da extragcdo do colageno para viabilizar seu uso como fonte de
producdo. Dependendo da maneira como a extracdo é realizada, o colageno pode
sair em fibras e 0 seu subproduto em po, ambos possuindo a mesma composi¢éo, e
apresentando propriedades interessantes para a producao de biofilmes, na qual visa

uma disposicéo fisica alongada e uma granulometria maior (BASSO et al., 2013).



Quando se obtém o coldgeno purificado, 0 mesmo apresenta inUmeras
aplicacbes na industria farmacéutica e de cosmético, como em substituicdo de pele,
vaso sanguineo artificial, enxerto 0sseo, substituicdo de cartilagens, entre outras.
(FIGUEIREDO, 2015).

Atualmente tém sido feitos muitos estudos para verificar a aplicacdo do
colageno e seus derivados na area de alimentos. E esses estudos vém despertando
um grande interesse na industria devido as propriedades funcionais do colageno em
alimentos, além de suas propriedades usuais como agentes espumantes,
caracteristicas emulsificantes, formacao de peliculas biodegradaveis, estabilizantes
coloidais, agentes microencapsulantes, e a possibilidade de substituicdo de material
sintético por natural (GOMEZ, 2011).

Como os resultados encontrados na literatura sdo escassos a respeito da
extragdo de colageno via protocolo &cido, objetivou-se nesse trabalho a tentativa de

extracao nessas condigoes.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral
O objetivo geral do trabalho € obter coldgeno a partir da pele de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) utilizando um protocolo acido.

2.2 Objetivos Especificos
e Avaliacdo do colageno obtido por protocolo acido por meio de analises de

proteinas, solubilidade, cinzas, umidade e pH.
e Analisar a influéncia da concentracdo de acido acético e tempo, visando

encontrar as melhores condicdes para a extracao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aquicultura e piscicultura no Brasil e no mundo

Segundo a EMBRAPA (2018), a aquicultura refere-se a criacao e reproducéo
de peixes, moluscos, crustaceos e outros organismos aquticos em ambiente
semicontrolado ou controlado. Dentro da aquicultura insere-se a piscicultura, que € o
cultivo exclusivo de peixes. Conforme tratamentos de dados realizados pela
Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdomico (OCDE) e a
Organizagcéo da Alimentacdo e Agricultura da ONU (FAO), em 2017 foi atingida a
marca global de producdo de 172 milhdes de toneladas de pescado, no qual 80
milhdes de toneladas sdo de cultivo e 92 milhdes de toneladas de captura. De
acordo com as previsdes das instituicbes até 2020, a produ¢do mundial de peixes
cultivados serd maior que a de captura. Os dados também mostram que a producdo
de peixes em cultivos teve uma crescente de 60% nos periodos de 2007 a 2017,
enquanto que a de captura permaneceu na mesma faixa de producdo (PEIXEBR,
2018).

Esse crescimento da aquicultura nas Ultimas décadas se da pela insercédo de
novas tecnologias e técnicas de producdo, principalmente por ser possivel a
obtencdo de ambientes aquaticos mais controlados e de tamanho reduzido,
refletindo em maiores ganhos de produtividade e uma maior qualidade no cultivo,
além de ser ambientalmente favoravel (SIQUEIRA, 2018).

Como o Brasil € um pais banhado por 8,5 mil quildbmetros de costa maritima,
usufrui de 12% de toda agua doce disponivel no planeta e possui 8,2 bilhdes de
metros cubicos de agua divididos em lagos, rios e represas. Com fatores climaticos e
recursos naturais favoraveis, tem total condicao de vir a se tornar lider na producéo
de pescado (MPA, 2015). Em 2017, a piscicultura brasileira obteve um crescimento
de 8% e uma producdo anual de 691.700 toneladas de peixes, destaque para o
estado do Parand com uma producdo de 112.00 toneladas de peixe e um
crescimento anual de 19,7% (PEIXEBR, 2018).

O carro-chefe da piscicultura brasileira € a tilapia que, de acordo com a
Associacdo Brasileira de Piscicultura, corresponde a 51,7% de toda a piscicultura
nacional, produzindo 357.639 toneladas no ano de 2017. O Parand aparece em

primeiro lugar, sendo responsavel por 94% da produgédo do Brasil, com 105.392



toneladas, corroborando sua viabilidade em questdes produtivas e de negécios,
principalmente na regido Sul do pais (PEIXEBR, 2018).

3.2 Tilapiado Nilo

Com nome cientifico Oreochromis niloticus, classificada taxonomicamente na
ordem Perciformes e pertencente a familia Cichlidae, a Tilapia do Nilo pode atingir
até 45 centimetros e 2,5 quilos. E uma espécie de agua doce que tem como
caracteristica listras verticais em sua cauda e exibe uma coloracdo cinza-azulada
com escamas (MAIA, 2015). Suporta variacdes de temperaturas de 21°C até 35°C, e
apesar de ser uma espécie de agua doce, consegue se manter em aguas com até
18% de sal. Sua alimentacdo consiste em algas verdes, detritos, macrofitas e

bactérias, por isso é considerada onivora (SOUZA, 2016).

Figura 1 - Tilapia do Nilo
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Fonte: Natify et al., 2015.

Essa espécie tem origem na bacia do rio Nilo, situado no Leste da Africa,
presente em grande quantidade nas regifes tropicais e subtropicais, e no continente
americano. A tilapia foi inserida no Brasil no comeco da década de 70 pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) na regido Nordeste, e
na década de 90, com o grande avanco das tecnologias de exploragdo, maior
conhecimento técnico e condicdes climaticas favoraveis se expandiram para todo o



territério nacional, principalmente no estado do Parana que atualmente é o maior
produtor de tilapia do Brasil (EMBRAPA, 2016; FIGUEIREDO, 2015; SOUZA, 2016).

Todo esse interesse se da devido as caracteristicas expressadas pela
espécie, ja que a mesma possui uma grande tolerancia de temperatura, habilidade
de reproducdo em cativeiro, crescimento rapido, aceita dietas artificiais e tem bom
custo beneficio. Além de seus atributos organolépticos e auséncia de espinhos em
forma de Y na sua musculatura, que acaba agregando maior valor e aceitabilidade
ao seu filé (SOUZA, 2016; VICENTE et al., 2014).

3.3 Aproveitamento de residuos

O aumento do crescimento populacional e de consumo de produtos
industrializados resulta diretamente no agravamento de problemas com residuos
industriais, especialmente quando esses produtos tém algum tipo de beneficiamento.
A alta quantidade de residuos gerados pelas industrias de diferentes tipos de
producdo causa impactos ambientais desastrosos, assim como na piscicultura
(FIGUEIREDO, 2015).

Como consequéncia do crescimento da producdo de tildpia sdo geradas
maiores quantidades de residuos organicos provenientes das etapas da cadeia
produtiva, principalmente da filetagem do pescado, ja que o filé tem um rendimento
meédio de 30% e os outros 70% séo considerados residuos, conforme ja mencionado
(BUENO et al., 2011). Esses residuos provenientes da cadeia produtiva da tilapia
compdem diversas matérias-primas com atributos propensos a serem convertidos
em diferentes subprodutos. Quando acoplados com a tecnologia adequada, atinge-
se produtos com 6timos valores nutricionais, ricos em proteinas, minerais e acidos
graxos (w-3), aumentando de maneira consideravel o custo beneficio do
reaproveitamento, ja que a utilizacao total dos pescados aumentaria os lucros das
empresas e diminuiria o impacto ambiental (BORDIGNON, 2012; BUENO et al.,
2011).

A piscicultura tem capacidade para se tornar um importante aliado da
sustentabilidade, transformando os residuos organicos em matérias-primas, atuando
de forma direta na preservagdo do meio ambiente e recursos naturais e diminuindo

de maneira significativa os residuos gerados e o consumo de agua (MAIA, 2015).



Os subprodutos dos pescados podem ser usufruidos em diversos ramos,
como no setor de alimentacdo animal, obtencdo de fertilizantes, na fabricacdo de
bolsas, carteiras, roupas entre outros artefatos e também na producao de alimentos,
como fabricacdo de polpa usada para fazer empanados, extracdo do colageno
presente nas escamas e na pele, na produgao de carne mecanicamente processada
e na industria farmacéutica (MAIA, 2015).

Tendo em vista que os residuos gerados possuem grandes quantidades de
colagenos, sua extragcdo se mostra como um importante caminho para agregar valor
a esses (FIGUEIREDO, 2015).

3.4 Colageno

O termo colageno tem origem nas palavras gregas KOLLA e GENO, que
expressam cola e producdo, respectivamente. Usualmente tem significado de
producdo de cola animal, provenientes de diversas matérias-primas (SOUZA, 2016).
O coladgeno € encontrado em abundancia devido sua grande gama de fontes de
extracdo, que vai desde répteis como jacarés até vidas marinhas como esponjas
(MOLINARI, 2014).

Varias pesquisas vém sendo realizadas na extracdo do coladgeno de peixe,
pois além de possuir diversos subprodutos ndo aproveitados na industria, tem
auséncia de toxidade, ndo tem risco de transmitir doencas, ndo possui barreira
religiosa e se obtém um alto rendimento no processo de extracdo (FONTOURA,
2019).

O colageno é responsavel por compor um ter¢co das proteinas presentes nos
vertebrados. Nos mamiferos, por exemplo, compde de 20 a 30% das proteinas
totais. E encontrado em diversos tecidos como o0ssos, dentes, cartilagens,
ligamentos, tendbes, musculos, peles, cérneas e sistema vascular (LIMA, 2016;
SOUZA, 2016; SILVA; PENNA, 2012). Caracterizado por sua producao de fibras
insolaveis e elasticas, que articulam forgcas externas e internas exercidas no
organismo, sua funcdo ndo é apenas estrutural, pois também orienta os tecidos que
estdo se desenvolvendo (NERI, 2013).

O colageno é a proteina principal do tecido conectivo e sua molécula é
caracterizada pela composicdo de trés cadeias alfa com polipeptideos, que € a

sequéncia de mais de 1000 aminoacidos ligados por ligacdo peptidica, rotacionando



no sentido horario e enovelando entre si formando uma tripla hélice, que é o
elemento basico da proteina e chamado tropocolageno, conforme Figura 2. Na
cadeia de polipeptideos existe grandes quantidades dos aminoacidos glicina,
prolina, hidroxiprolina e um baixo teor de aminoacidos aroméaticos (NERI, 2013;
SOUZA, 2016; FRAZEN et al., 2013). Praticamente todas as moléculas de colageno
tém em sua composicdo um terco de glicina e a repeticdo da sequéncia glicina-
prolina-hidroxiprolina. No coladgeno também é possivel observar a presenca dos
aminoacidos 4-hidroxiprolina e 5-hidroxilisina, que séo dificeis de serem encontrados
em outras proteinas (SILVA, 2016).

Figura 2 - Representacédo da estrutura quimica dos trés aminoacidos que quando

entrelacados no arranjo helicoidal, formam uma molécula tripla, denominada tropocolageno.
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Fonte: Frazen et al. (2013).

A molécula do colageno é formada aproximadamente de 30% de glicina, 12%
de prolina e 11% de hidroxiprolina, tendo essa Ultima como aminoacido
importantissimo na determinacdo de colageno presente em um tecido, jA que o
colageno possui uma quantidade alta de hidroxiprolina quando comparado com as
demais proteinas. Por ter sua composicdo majoritariamente formada de glicina,
aminoacido de baixo peso molecular, o colageno é uma proteina de peso menor que
as demais proteinas com o mesmo numero de aminoacidos, tendo peso molecular
em torno de 100 kDa (ALFARO, 2008; LIMA, 2016). A Figura 3 apresenta a estrutura

dos aminoacidos glicina, prolina e 4-hidroxiprolina.



Figura 3 - Formula estrutural dos aminoacidos presentes no colageno:

(a) Glicina; (b) Prolina; (c) 4-hidroxiprolina.

i
C—OH B
H,N—CH—C—OH | il
H,C i \\
H HN N 0
=
(a) (b) (c)

Fonte: Figueiredo (2015).

E conhecido pelo menos dezenove tipos de colageno, chamados de tipos | a
XIX, dos quais onze j& foram identificados e caracterizados. Conforme sua estrutura
macromolecular o coldgeno pode ser dividido em trés grupos:

e Grupo a: colageno fibroso estriado, que sao os tipos I, Il e llI.

e Grupo b: colageno néao fibroso, do tipo IV, colageno da membrana basal.

e Grupo c: colageno miofibrilar, que estdo os tipos VI e VIl proveniente da

matriz miofibrilar, V, IX e X pericelular e VIII e Xl que ainda ndo possuem
uma classificacdo (MOLINARI, 2014; SILVA, 2016).

O colageno do tipo | tem se destacado por ser o colageno mais abundante,
além de ser responsavel pela manutencdo da resisténcia mecéanica nos 0ssos. Na
molécula do colageno do tipo I, existem duas cadeias iguais denominadas a1, e uma
gue possui a mesma funcdo, mas € quimicamente diferente denominada a2
(FRAZEN, 2013; SOUZA, 2016).

Embora o colageno tenha varias aplicacbes, tem sido pouco aproveitado
tecnologicamente, principalmente na industria de alimentos onde poderia ser
utilizado como umidificante, emulsionante e potencializador de textura, contribuindo
para a obtencdo de produtos com melhores desempenhos e melhor custo beneficio.
Além disso, o colageno é considerado pela legislagdo como alimento e ndo como
aditivo, agregando um maior valor nutricional ao produto (ALFARO, 2008;
FIGUEREDO, 2015).
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3.5 Extragado do colageno

A técnica de extracdo é fundamentada no processo de separacdo de um ou
mais componentes pelo contato da amostra com um liquido imiscivel denominado
solvente. A separagdo por extracdo € baseada em como 0S componentes da
solucdo original se distribuem de forma diferente entre as duas fases, ocorrendo
assim a separacdo (COUPER et al., 2010). Na extracdo sodlido-liquido, os
componentes presentes na fase soélida sdo separados pela dissolucdo seletiva da
fracdo soluvel da amostra sélida em meio a um solvente apropriado. Geralmente, o
componente desejado é sollvel, sendo necessaria uma nova etapa para a
recuperacédo do soluto do extrato (FOUST et al., 1982).

Esse método tem aplicabilidade na obtencdo de colageno a partir da sua
separacdo de uma matriz de origem animal, tendo como variantes comumente
empregadas as extragbes em meio acido e meio acido com enzima. O método
guimico costuma ser mais utilizado nas inddstrias, mas os métodos biolégicos com o
uso de adicdo de enzimas sdo mais eficientes quando se trata de produtos de maior
valor nutritivo e funcional (FOUNTOURA, 2019). E necesséario fazer um pré-
tratamento antes da extracdo do colageno para retirada das impurezas e proteinas
nao colagenosas.

Nos estudos mais recentes estdo realizando a extracdo de coldgeno com o
emprego da solubilizacdo em meio acido, na qual comumente se emprega acido
acético combinado com a precipitacao salina. A solubilidade do coldgeno em meio
acido exerce uma func¢do fundamental na eficiéncia da extracdo, jA que ocorre o
aumento dos ions H+, facilitando o acesso da agua nas fibras presentes no colageno
(LIMA, 20186).

Como os resultados encontrados na literatura sdo escassos a respeito da
extragdo de colageno via protocolo &cido, objetivou-se nesse trabalho a tentativa de

extragao nessas condicoes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os materiais utilizados foram: as peles doadas pelo pesqueiro situado na
cidade de Peabiru — PR, balanca analitica, tesoura, solu¢do de 0,1M de hidréxido de
sédio, incubadora shaker, solucdo de EDTA 0,5M, solucao de 10% de butanol, acido
aceético, solugcdo de NaCl, acido cloridrico, &cido bdrico, membrana didlise,
liofilizador, capela de fluxo laminar, destilador, digestor, centrifuga, mufla, estufa,
dessecador, erlenmeyer, béquer e cadinhos de porcelana.

42 Métodos

As peles utilizadas nos experimentos foram doadas por um pesqueiro que fica
situado na cidade de Peabiru- PR.

A metodologia de extracdo empregada foi baseada em YAN et al. (2015) com
algumas alteracdes. Apds a obtencdo, as peles isentas de carnes foram lavadas em
agua corrente e congeladas até o inicio do tratamento.

Para iniciar os procedimentos de extracdo, as peles foram pesadas em uma
balanca analitica e cortadas em pequenos pedacos com o auxilio de uma tesoura.
Depois foram lavadas em solu¢éo de 0,1M de hidréxido de sédio (NaOH) seguindo a
proporcao 1:20 w/v (a cada 1g de tilapia usa-se 20 ml de NaOH) por 24 horas na
incubadora shaker. Esta etapa foi necessaria para retirada de pigmentos e proteinas
que ndo continham colageno. Retiradas da incubadora as peles foram submersas
em uma solucdo de EDTA 0,5M, onde corrigiu-se o pH com NaOH para 7,5,
seguindo a proporcéo 1:10 w/v (1g de amostra para 10 ml de EDTA). Durante 5 dias
a solucéo era renovada a cada 24 horas para a descalcificagcdo da amostra.
Passado este periodo as amostras foram lavadas com agua destilada a 5°C.

Na etapa seguinte ocorreu o0 desengorduramento das peles. Essas foram
emergidas em uma solucdo de 10% de butanol com razdo de 1:20 w/v (1g de
amostra para 20 ml de butanol) durante 24 horas. A solucao foi trocada a cada 8

horas, passada as 24 horas e as peles lavadas com agua destilada a 5°C.
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Posteriormente, as amostras foram submersas em uma solucdo de acido
acético com concentracdes e tempos variados na incubadora shaker, conforme
apresentados na Tabela 1. Os ensaios estabelecidos na Tabela 1 provém da
avaliacdo de possiveis fatores que seriam capazes de interferir no rendimento do
colageno.

Para tanto, elaborou-se um planejamento fatorial completo 3% com trés niveis
e dois fatores e com duas repeticbes no ponto central, seguindo modelo quadratico
de regressdo com as variaveis concentracao de acido acético e tempo, conforme a

Equacéo (1).

y = by + bix; + byxy + byi1x,% + byyxy? + bypxixy, (1)
onde:

y = variavel resposta;

b, = intercepto;

b, = coeficiente de regresséo para os efeitos linear da concentracéo;

b, = coeficiente de regresséo para os efeitos linear do tempo;

b, = coeficiente de regressédo para os efeitos quadraticos da concentracao;

b, = coeficiente de regressao para os efeitos de interacdo de concentracdo e
tempo;

b,, = coeficiente de regresséo para os efeitos quadraticos do tempo;

X, = concentragao;

x, = tempo,

Tabela 1 - Concentracdo de acido acético e tempo para cada ensaio.

Ensaio Concentracao de Tempo

acido acético (M) (horas)
1 0,25 12
2 0,25 24
3 0,25 36
4 0,50 12
5 0,50 24
6 0,50 36
7 0,75 12
8 0,75 24
9 0,75 36
10 0,50 24
11 0,50 24
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Na sequéncia, foi adicionada nas peles a solugéo de 0,9M de NacCl, corrigido

o pH com HCI para 3,5 e deixado em 24 horas na geladeira para a retirada do

precipitado. Esse foi entdo dissolvido em acido acético 0,5M e dialisado contra acido

aceético 0,1M por 24 horas, sendo trocada a solu¢do a cada 8 horas. Apés, a solucdo

de acido acético 0,1M foi trocada por agua destilada durante 3 dias, renovando a

agua a cada 8 horas.

As amostras retiradas da dialise foram liofilizadas por 4 dias e entdo as

andlises foram realizadas para avaliacdo do colageno obtido. O Fluxograma 1

apresenta resumidamente a metodologia empregada para a extracdo do colageno.

0,1M NaOH -
24h agitacao

0,5M EDTA
pH=7,5 - 5 dias

10% butanol
24h

Variacdo de
concentracao de 4c.
Acético e tempo

Dialise - 0,1M &c.
acético 1 dia

Didlise - H,O
3 dias

Precipitado +
ac. acético 0,5M

V

Liofilizador
4 dias

Pele + solucdo NacCl
0,9M — Correcéo de
pH 3,5

l

Sobrenadante
descartado

Fluxograma 1 - Fluxograma de extragdo do coldgeno da pele de tilapia em protocolo acido.

4.1 Planejamento experimental e tratamento estatistico das amostras

Para o estudo do processo de extracdo da pele de tilapia e avaliacdo das

variaveis que influenciam diretamente no rendimento, foi empregado o planejamento

fatorial completo 3% conforme mencionado na sec&o anterior. A Tabela 2 apresenta
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as variaveis independentes, com os valores reais e codificados, para a extracdo em

meio acido.

Tabela 2 - Valores reais das variaveis do planejamento experimental e

seus respectivos niveis codificados.

Variaveis ‘ 1 ‘ 0 ‘ 1
Extragcdo em meio acido
Concentracéo de
acido acético (M) 0.25 0,50 0,75
Tempo (horas) 12 24 36

Os dados experimentais foram analisados com a ajuda do software Statistica
12, utilizando a metodologia de superficie de resposta com ajuste de modelo
quadratico. Também empregou-se a analise de variancia com teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5% (valor p<0,05) para verificar se existiam diferencas entre

as médias e a metodologia da funcdo desejabilidade.

A fungcdo desejabilidade teve o intuito de verificar quais as condi¢cdes de
tempo e concentracdo de acido acético seriam ideais para se obter a extracdo do
concentrado proteico considerando a solubilidade e a proteina obtidas na pele da
tilapia do Nilo. Tal método consiste em aplicar para cada variavel resposta um valor
adimensional que representa a sua desabilidade individual (d). Segundo Novaes et
al. (2017), a desejabilidade pode variar de 0O (para uma resposta ndo desejada) até 1
(para uma resposta desejada) e pela média global das desejabilidades individuais,

pode-se obter a desejabilidade global (D), expressa pela Equagéo (2):

D = mw/dldzdg... dm, (2)

onde:

D é a desejabilidade global;
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di, &, ds e d, sao as desejabilidades individuais;

m € 0 numero de variaveis resposta.

Desta forma, o processo de otimizacdo simultanea é reduzida a simples
tarefa de se calcular os niveis das variaveis que maximizem a desejabilidade global.
Ha diferentes tipos de transformacfes possiveis para a obtencdo das
desejabilidades individuais. Se o valor alvo, U; para a resposta y;, por exemplo, for
um maximo, a desejablidade individual (d) é descrita pela seguinte funcéo:

1sey;(x) <L

BT
(@) =| [L22] 3)
0 sey;(x) > U;
onde:

yi € a resposta obtida para a variavel estudada,;

d;(y:) € a desejabilidade individual da resposta y;;

Ui € o maior valor aceitavel adotado para a resposta;

Li é o menor valor aceitavel adotado para a resposta;

t é fator que determina o quao € desejavel y; ser proximo do minimo, variando de 0 a
1.

Funcdes para o célculo das desejabilidades individuais também podem ser
estabelecidas para outras situaces como o valor alvo ser um minimo ou estiver
localizado entre um valor minimo e um valor maximo. A aplicacdo de funcédo de
desejabilidade na otimizacdo de métodos analiticos traz inGmeras vantagens como
eficiéncia, economia e objetividade na otimizacdo de procedimentos com mudltiplas
respostas (CANDIOTI, 2014).

4.3 Andlises

4.3.1 Umidade
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A determinacdo de umidade do colageno liofilizado foi realizada seguindo o
Método Fisico-Quimico para Analise de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008).
Consistiu na secagem em estufa a 105°C pelo periodo de 6 horas e depois pesado
os cadinhos para obter os pesos. A Equacao (4) foi aplicada em cada cadinho para

se ter a porcentagem de umidade da amostra.

100X N

Umidade (%) = ——, 4)

onde:
N = perda em gramas da massa (massa da amostra e cadinho antes da secagem -
massa do cadinho apés a secagem);

P = quantidade em gramas de amostras.

4.3.2 Cinzas

Para andlise de cinzas também seguiu-se a metodologia do Instituto Adolfo
Lutz (2008), que se baseou na carbonizagdo da amostra e depois foi aquecida na
mufla a 550°C por um periodo de 4 a 6 horas (até obtencdo de uma cinza em
coloracdo clara). Para analisar as cinzas pesou-se 3 a 5 gramas de amostra e

obteve-se a porcentagem de cinzas com o uso da Equacgéo (5).

100 X N

Cinzas (%) = B— 5)
onde:

N = massa em gramas de cinzas (massa do cadinho depois de incinerado - massa
do cadinho vazio);

P=massa da amostra imida.

4.3.3 Proteinas
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Com base no método de micro Kjeldahl, realizou-se uma disgestao acida, na
qual o nitrogénio contido na amostra se transformou em amonia, entdo separado por
meio de uma destilacdo. ApoOs a destilacdo, a amostra foi titulada para determinar a
guantidade de amoénia presente na solucao.

Primeiramente foi feita uma mistura catalitica com a proporc¢ao de 100:10:1 de
sulfato de soédio, sulfato de cobre e selénio, com 2g em cada amostra. Para a
digestdo pesou-se 0,2g da amostra e 2g da mistura catalitica. Depois foi colocado
em um papel manteiga para, posteriormente, ser inserido no tubo de digestdo. Apés
isto, adicionou-se 5 ml de &cido sulfurico e entdo colocou-se a mistura no bloco

digestor.

Para a realizacdo da destilagcéo, solu¢cbes de bério 4%, NaOH 40% e HCI 10%
foram preparadas. Com as amostras em temperatura ambiente adicionou-se 10 ml
de 4gua destilada no tubo digestor. No erlenmeyer de 125 ml foi colocado 15 ml da
solucéo de acido bérico e 6 gotas do indicador. Adicionou-se 25 ml de NaOH no funil
dosador e, ap6s a fervura da &gua, o tubo digestor foi encaixado no bloco de
destilacao e o erlenmeyer encaixado na outra extremidade do destilador para entdo
abrir a valvula. Esta, por sua vez, foi fechada ap6s a amostra estar neutralizada e
preencher o erlenmeyer, até 75 ml. Depois a amostra foi titulada com solucéo HCl e

o resultado obtido foi substituido na Equagéo (6).

Np= VXfXO,OO;ALXch 100 , (6)

onde:

V= volume de HCI gasto na titulacao;
f= fator de correcéo (HCI);

fc = fator de correcao da proteina;

p = peso (amostra).

4.3.4 Solubilidade
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A solubilidade do colageno foi definida pelo método de Li et al. (2013). As
amostras foram dissolvidas em &cido acético 0,5M na propor¢édo de 3 mg de amostra
para cada ml de acido. Por 24 horas a solucédo (amostra + meio acido) foi agitada a
4°C. Depois da agitacao, a solucao foi centrifugada por 15 minutos também a 4°C.
ApoOs a centrifugacdo retirou-se o sobrenadante e realizou-se a secagem para
determinacao da solubilidade, dada pela Equacao (7).

100X N
mexs @)

Solubilidade (%) =
onde:

N = perda em gramas da massa (massa da amostra e cadinho antes da secagem -
massa do cadinho apés a secagem);

P = quantidade em gramas de amostras.

4.3.5 pH

Para determinacdo do pH foi utilizada a metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(2008). As amostras foram dissolvidas em agua destilada na proporcao de 1:10 (1

grama de amostra para 10 ml de agua) e com o auxilio do pHmetro mediu-se o pH.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as analises fisico-quimicas foi realizado o teste da Analise de Variancia
com nivel de significancia de 5%. Os testes de cinzas, umidade, pH, proteinas e
solubilidade foram realizados para as onze formulagdes constantes da Tabela 1 e
determinadas segundo o delineamento fatorial completo do tipo 3% com trés niveis e
dois fatores e com duas repeticbes no ponto central. Os testes de cinzas, umidade,
pH e proteinas foram realizados em triplicata e a solubilidade em duplicata. Os

resultados das médias e os desvios encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores das variaveis fisico-quimicas para todas as formulacgdes.

Amostras Cinzas (%) Umidade (%) pH Proteinas (%) Solubilidade (%)
Al 1,77°+0,06 15,98°+0,50  6,40°°+0,02 71,52%+2 60 5,72%+0,40
A2 1,40°+0,24 15,44%+2,29 6,48%°+0,09 68,73°+3,95 6,74%+0,32
A3 1,46°+0,23 13,63%+2,76  6,19%°°+0,32 72,18%°+1,13 6,93%+0,02
A4 1,65%+0,23 12,05%+0,79 5,52°+0,29 71,26%+1,05 4,03°+0,19
A5 1,69%+0,12 13,62%+3,25 5,73"°+0,12 79,96%+0,72 4,07°+0,41
A6 1,17%+0,08 18,49°+0,35 5,71°°+0,05 74,73%+2 22 4,33°+0,66
A7 1,45%+0,27 10,93°+0,48  6,34™°+0,15 71,26%+3,21 4,70°+0,30
A8 1,51%+0,18 15,50°1,56  6,18™°+0,10 73,50%+2,17 4,14°+0,20
A9 1,16°+0,16 13,34%+2,31 6,85%+0,28 77,80%°+0,23 5,42%°+0,47

A10 1,79%+0,01 12,81%+0,30 5,81"°+0,16 80,58%+0,35 4,15°+0,27
All 1,82%+0,19 12,91%+1,06 5,82"°+0,06 80,24%+1,11 4,04°+0,21

Médias na mesma coluna, seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
significancia de 5%.

Pelos resultados € possivel verificar que nao houveram diferencas
significativas para as onze amostras com relacdo as analises de cinzas e umidade.
O residuo proveniente da incineracdo ou as cinzas propriamente dita, € o residuo
obtido a partir do aquecimento de uma amostra em temperatura em torno de 550°C
(ADOLFO LUTZ, 2008). As cinzas representam uma importante medida de
identificacdo, pois sdo bastante usadas como critério de identificacdo de alimentos.
Além disso, a sua composi¢ado presente em alimentos evidencia previamente o seu
valor nutricional, ja que as mesmas demostram a quantidade de minerais da amostra
(CHAVES et al., 2004).

Os resultados de cinzas obtidos variaram entre 1,16 a 1,82%, conforme
evidenciado na Tabela 3, e ndo apresentaram diferencas significativas entre as 11
amostras analisadas. Os valores se encontram a abaixo de 2,0%, que é o resultado

recomendado por Ockerman e Hansen (1994). O resultado apresentado pelas
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amostras A3 e A7 se assemelham com os valores encontrados por Bordignon
(2012), que foi de 1,44%.

A umidade mostra a quantidade de perda em peso pela a qual a amostra
sofreu quando aquecida, condi¢cdes essas em que a agua é removida do alimento,
sendo o teor de umidade um fator importantissimo para a conservacdo dos
alimentos (ADOLFO LUTZ, 2008).

Os percentuais de umidade das amostras estdo apresentados na Tabela 3.
Nos resultados, a umidade variou entre 10,93 e 18,49% e, conforme o teste de
Analise de Variancia, as amostras de Al a A1l néo se diferem entre si.

Segundo dados encontrados pelas autoras Alves e Prudencio-Ferreira
(2002), que foi de 15,06% de umidade para colagenos nao liofilizados, percebe-se
gue as amostras Al, A2 e A4 ficaram préximas a esse valor. Quando se trata da
umidade do colageno liofilizado, as demais amostras, com excecdo da amostra A7,
se encontram acima do valor estabelecido pelas autoras que foi de 11,29%.

Para o pH, as amostras se diferenciaram significativamente e as amostras A9
e A4 foram as que tiveram o maior e o menor valor do pH, respectivamente,
variando de 5,52 a 6,85%. Dessa forma, os valores de pH das amostras A4, A5, A6,
A10 e Al1l se encontram abaixo da faixa de valores de pH obtidos por Prestes et al.
(2013) para colagenos bovinos. J4 as amostras Al, A2, A3, A7, A8 e A9 ficaram
dentro da faixa destacada pelos autores, que foi de 6,11 a 8,41%.

Para a determinacdo de proteinas, as amostras A5, A10 e All ndo se
diferenciaram entre si, assim como as amostras Al, A3, A4, A6, A7, A8 e A9 néo
tem diferenga significativa com nenhuma das amostras apresentadas na Tabela 3. A
amostra A2 so se diferencia das amostras A5, A10 e Al11, sendo a A10 amostra com
maior quantidade de proteina extraida e a A2 a com menor.

Os teores de proteinas encontrados ficam abaixo dos valores da literatura, na
qual Basso et al. (2013) cita ser 91,24%. O resultado também se mantém abaixo do
encontrado por Alves e Prudencio-Ferreira (2002), que foi de 85,59%, mas as
amostras A5, A9, A10 e A1l se enquadram na faixa de valores mostrados por Olivo
& Shimokomaki (2001), que é de 76,27 a 81,41%.

Para a solubilidade, as amostras A2 e A3 nao se diferiram significativamente,
bem como as amostras A4, A5, A6, A7, A8, A10 e A1l. J4 as amostras Al e A9 ndo

se diferenciam de nenhuma das demais amostras, assemelhando-se assim dos dois
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grupos. O menor valor da solubilidade ficou com as amostras A4 e Al11, sendo a All
com maior valor de proteina determinada.

Os valores apresentados pelas amostras A2 e A3 se mostram pouco acima
do valor obtido por Alves e Prudencio-Ferreira (2002), no qual encontrou 6,45% para
colageno liofilizado com concentracéo 1:40. Porém, as amostras A4, A5, A6, A7, A8,
Al10 e All se aproximaram bastante do valor obtido pelas autoras quando a
concentracdo no meio acido foi de 1:150, cujo valor foi de 4,0% de solubilidade para
colagenos extraidos de pé de frango.

Devido aos resultados obtidos de alto teor de proteina e um baixo teor de
solubilidade podem sinalizar possiveis proteinas colagenosas. JA que de acordo
com a literatura o colageno, por ser uma proteina retirada do tecido conjuntivo, se
mostra pouco sollvel, assim como mostrado no presente experimento (NELI, 2013).

A andlise de variancia das respostas de interesse em relacdo as variaveis
independentes do processo de extracao do colageno também objetivou a andlise da
significancia dos efeitos destas nas variaveis respostas e o0 ajuste dos dados
experimentais a um modelo de regressdo que expressasse matematicamente a

extracdo. A seguir sdo comentadas as respostas estudadas neste trabalho.

5.1 Anélise de cinzas

Para a resposta cinzas, na Tabela 4 estdo os dados referentes a analise de
variancia para os dados experimentais obtidos. Na Tabela 5 estédo os coeficientes de
ajuste ao modelo quadratico para esta resposta (os efeitos que foram significantes
na Anova estdo destacados em vermelho). Os termos de concentracdo de acido
acético, bem como as interacdes entre este e o tempo, foram eliminados nesta
andlise por ndo atender ao nivel de significaAncia e objetivando um melhor valor para
R2adj. Com isso, verificou-se um excelente ajuste para o modelo, que foi de
98,275%. Na Figura 5 pode-se ver a relagdo entre os valores experimentais e 0s

valores preditos pelo modelo ajustado.



Tabela 4 - Anova para 0 modelo de resposta de cinzas.
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Soma de

Graus de

Média de

quadrados liberdade  quadrados Fealcuiao p-valor
1) Concentracéo de
élC)idO acético %M) L+Q 0,052435 2 0,026218 5,65850 0,150184
(2) Tempo (horas) L+Q __ 0,225151 2 0,112575 24,29684 0,039531
1*2 0,150567 4 0,037642 8,12411 0,112593
Erro 0,009267 2 0,004633
Total SS 0,537152 10

Tabela 5 - Coeficientes do modelo de regresséo para as cinzas da extragao.

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 6,162346 0,000006
(1) Concentracdo de acido 0.050000 0124851
acético (M)(L) ' '
Concentracao de acido

acético (M)(Q) -0,366481 0,001813
(2) Tempo (horas)(L) 0,082222 0,052139
Tempo (horas)(Q) -0,009815 0,594057
1L by 2L 0,178333 0,017549
1L by 2Q -0,152500 0,017987
1Q by 2L 0,010833 0,653426
1Q by 2Q 0,071528 0,041596
R® 98,275

R%ius 91,374

Figura 5 - Valores experimentais x valores preditos para as cinzas.
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Para a resposta cinzas, o tempo apresentou efeito significativo negativo, ou

seja, a diminuicdo do tempo contribuiu para 0 aumento das cinzas, conforme se

verifica na Figura 6.

Tempo {horas)

Figura 6 - Gréfico de contorno para a variavel cinzas.
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Na Figura 6 é possivel ver ilustrativamente este comportamento, quanto

menor a concentragdo e menor o tempo, maiores valores para as cinzas. Esta

tendéncia se inicia entre os niveis 0,0 e -1,0 para ambas as variaveis

5.2

Andalise de umidade

Para a resposta umidade, a Tabela 6 apresenta a analise de variancia para 0s

dados experimentais obtidos. Na Tabela 7 estdo os coeficientes de ajuste ao modelo

guadratico para esta resposta (os efeitos que foram significantes na Anova estéo

destacados em vermelho). Tanto o tempo quanto a concentracdo foram significativas

para que o ajuste no modelo fosse bastante satisfatério: 99,125%. Na Figura 7 pode-

se ver a relacéo entre os valores experimentais e os valores preditos pelo modelo

ajustado.



Tabela 6 - Anova para o modelo de resposta de umidade.
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Soma de

Graus de

Média de

quadrados liberdade  quadrados Fealcutadgo p-valor
1) Concentracéo de
S:’lc)ido acético%M) L+Q 5,07126 2 2,535632 12,88916 0,071999
(2) Tempo (horas) L+Q ___ 7,94602 2 3,073008 20,19565 0,047179
1*2 32,76165 4 8,190412 41,63362 0,023593
Erro 0,39345 2 0,196726
Total SS 44,95416 10

Tabela 7 - Coeficientes do modelo de regressao para a umidade da extracao.

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 14,27383 0,000099
(1) Concentracéo de acido

acético (M)(L) -0,88167 0,039686
Concentracdo de acido

acético (M)(Q) 0,20824 0,286828
(2) Tempo (horas)(L) 1,08500 0,026740
Tempo (horas)(Q) 0,30657 0,168326
1L by 2L 1,18833 0,033108
1L by 2Q 0,68250 0,070872
1Q by 2L 1,60250 0,014061
1Q by 2Q -1,04014 0,017523
R* 99,125

I:zzalius 95,624

Figura 7 - Valores experimentais x valores preditos para a umidade.
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Figura 8 - Grafico de contorno para a variavel umidade.
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Maiores valores de umidade se destacaram em niveis intermediarios para a
concentracdo (0,0) e niveis mais altos para o tempo (+1,0), conforme se apresenta
na Figura 8.

5.3 Andlise de pH

Para a resposta pH, tem-se na Tabela 8 a andlise de variancia para os dados
experimentais. Na Tabela 9 estdo os coeficientes de ajuste ao modelo quadratico
para esta resposta de acordo com o nivel de significaAncia de 5%. A concentracdo e
a interacdo concentracao e tempo foram significativas para que o ajuste no modelo
foi bastante satisfatério: 99,723%. Na Figura 9 pode-se ver a relacdo entre os

valores experimentais e os valores preditos pelo modelo ajustado.



Tabela 8 - Anova para o modelo de resposta do pH.
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Soma de Graus de

Média de

quadrados liberdade  quadrados Fealcutadgo p-valor
1) Concentracéo de
S:’lc)ido acético%M) L+Q 1,276334 2 0,638167 278,3603 0,003580
(2) Tempo (horas) L+Q __ 0,041468 2 0,020734 9,0438 0,099564
1*2 0,303571 4 0,075893 33,1035 0,029537
Erro 0,004585 2 0,002293
Total SS 1,653224 10

Tabela 9 - Coeficientes do modelo de regressao para o pH da extracao.

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 6,162346 0,000006
(1) Concentracgéo de 4cido 0.050000 0124851
acético (M)(L) ' '
Concentracao de acido

acético (M)(Q) -0,366481 0,001813
(2) Tempo (horas)(L) 0,082222 0,052139
Tempo (horas)(Q) -0,009815 0,594057
1L by 2L 0,178333 0,017549
1L by 2Q -0,152500 0,017987
1Q by 2L 0,010833 0,653426
1Q by 2Q 0,071528 0,041596
R* 99,723

R%ius 98,613




Figura 9 - Valores experimentais x valores preditos para o pH.
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Na Figura 10 é possivel ver ilustrativamente este comportamento, quanto

maior a concentracdo e maior o tempo, maiores valores para o pH. Esta tendéncia

se inicia entre os niveis 0,0 e +1,0 para ambas as variaveis.
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Figura 10 - Grafico de contorno para a variavel pH.
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5.4 Anélise de proteinas

Para a resposta proteinas, a Tabela 10 traz um resumo da andlise de
variancia para os dados experimentais e a Tabela 11 os coeficientes de ajuste ao
modelo quadrético para esta resposta de acordo com o nivel de significancia de 5%.
A concentracdo, o tempo e a interagdo concentracdo e tempo foram muito
significativas para que o ajuste no modelo fosse excelente: 99,893%. Na Figura 11
pode-se ver a relacdo entre os valores experimentais e os valores preditos pelo

modelo ajustado.

Tabela 10 - Anova para o modelo de resposta de proteinas.

Soma de Graus de Média de

quadrados liberdade  quadrados Fealcuiao p-valor
(1) Concentracéo de
acido acético (M) L+Q 37,1210 2 18,56050 192,5363 0,005167
(2) Tempo (horas) L+Q 21,5024 2 10,75119 111,5268 0,008887
1*2 65,1635 4 16,29088 168,9925 0,005891
Erro 0,1928 2 0,09640

Total SS 179,7435 10




Tabela 11 - Coeficientes do modelo de regressao para as proteinas da extracao.

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 73,47111 0,000002
(1) Concentracéo de acido

acético (M)(L) 1,68944 0,005582
Concentracao de acido

acético (M)(Q) 1,45917 0,004786
(2) Tempo (horas)(L) 1,77778 0,005045
Tempo (horas)(Q) 0,52000 0,035928
1L by 2L 1,46917 0,010982
1L by 2Q 0,52292 0,060195
1Q by 2L -0,02958 0,846256
1Q by 2Q 2,33437 0,001746
R? 99,893

R%ius 99,464

Figura 11 - Valores experimentais x valores preditos para as proteinas.
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Figura 12 - Grafico de contorno para a variavel proteinas.
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Na Figura 12 é bem perceptivel a influéncia da concentracdo e do tempo,
bem como sua interacdo para o aumento de proteinas obtidas na extracao. Partindo
do ponto central (0,0; 0,0) para o nivel mais elevado (+1,0; +1,0), é nitido o0 aumento

desta variavel resposta.

5.5 Andlise de solubilidade

Para a resposta solubilidade, tem-se nas Tabelas 12 e 13 um resumo da
analise de variancia para os dados experimentais e 0s coeficientes de ajuste ao
modelo quadrético para esta resposta de acordo com o nivel de significancia de 5%,
respectivamente. Tanto a concentragdo, como o tempo e a interagcdo concentragao e
tempo foram significativas para que o ajuste no modelo fosse excelente: 99,943%.
Na Figura 13 pode-se ver a relagdo entre os valores experimentais e os valores

preditos pelo modelo ajustado.



Tabela 12 - Anova para 0 modelo de resposta de solubilidade.
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Soma de Graus de

Média de

quadrados liberdade  quadrados Fealcuiao p-valor
1) Concentracéo de
g\C)idO acético %M) L+Q 9,39573 2 4,697864 1358,124 0,000736
(2) Tempo (horas) L+Q __ 0,91599 2 0,457996 132,404 0,007496
1*2 0,81605 4 0,204012 58,978 0,016742
Erro 0,00692 2 0,003459
Total SS 12,12734 10

Tabela 13 - Coeficientes do modelo de regressao para a solubilidade da extragao.

Fatores Coeficientes p-valor
Mean/Interc. 5,118093 0,000014
(1) Concentracgéo de 4cido

acético (M)(L) -0,855000 0,000788
Concentracao de acido

acético (M)(Q) -0,730361 0,000690
(2) Tempo (horas)(L) 0,370000 0,004185
Tempo (horas)(Q) -0,100361 0,034677
1L by 2L -0,122500 0,053081
1L by 2Q -0,333750 0,005772
1Q by 2L -0,165000 0,023004
1Q by 2Q 0,040708 0,158778
R* 99,943

R%ius 99,715
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Figura 13 - Valores experimentais x valores preditos para a solubilidade.
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Figura 14 - Gréfico de contorno para a variavel solubilidade.
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Para a solubilidade, é possivel verificar na Figural4 que concentracdes
intermediéarias (0,0) de &cido acético e tempo intermediario (0,0) contribuem para a
diminuicao na variavel resposta solubilidade.

Com base nas respostas obtidas, almejou-se determinar qual a
concentracdo ideal do acido acético, bem como o tempo ideal, ainda mais
considerando que, para o processo de extracdo do colageno, o ideal e que se tenha

altos valores de proteinas associados a baixos valores de solubilidade.

Figura 15 - Grafico de influéncia da concentracéo de acido acético (M) e do tempo (horas)

na obtencédo de proteinas e solubilidade.
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Pela Figura 15 é possivel verificar que valores 6timos para solubilidade e
proteinas sdo obtidos quando se opta pelos valores centrais do delineamento
proposto anteriormente, ou seja, uma concentracdo de 0,5 M de acido acético e um
tempo de 24 horas. Desta forma, a amostra A5, bem como as amostras A10 e Al1,
repeticbes no ponto central, foram as que se mostraram com valores Otimos

(97,652%) para a determinagéo do colageno extraido da pele de tilapia.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados de determinacdo de proteinas, os mesmos se
apresentaram coerentes com a literatura e demonstraram sofrer uma influéncia
direta das variaveis concentracdo e tempo, além de uma interacdo entre estas
promovendo um aumento de proteinas obtidas na extracdo. Os baixos valores de
solubilidade encontrados no experimento juntamente com os altos teores de
proteinas, possibilitaram dizer que ha grandes chances de a proteina extraida ser
colageno, ja que o mesmo € uma proteina insolavel.

Os resultados de cinzas se enquadram nos discutidos na literatura e
apresenta variagdo em sua quantidade conforme o aumento da concentragéo e a
diminuicdo do tempo. Ja os resultados de umidade se apresentaram acima dos
valores tedricos, obtendo maiores valores em niveis intermediarios de concentracdo
combinado com um maior tempo. O pH demonstrou uma influéncia direta das
variaveis concentracdo e tempo, uma vez que quanto mais se elevaram a
concentracdo e o tempo maiores valores de pH foram encontrados.

Pode-se concluir que os resultados obtidos na extracdo de colageno da pele
de tildpia por um protocolo acido foram satisfatorios, haja vista que os valores
encontrados ndo sao discrepantes em relacdo aos apresentados pela literatura,
ainda que em alguns casos comparados com colageno bovinos e de aves. Além
disso, a condicdo que mais favoreceu a extracdo do colageno foi a de concentracéo

0,5M e tempo de 24 horas com uma desejabilidade de 97,652%.
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