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RESUMO

SALVIANO, Alanne Tamize de Medeiros Extracao e caracterizacdo de gelatina a partir do
residuo de CMS de ra-touro (Lithobates catesbeianus). 2021. Tese. Doutorado em Ciéncia e
Engenharia de Materiais da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2021.

A procura por alimentos saudaveis tem proporcionado o aumento no consumo de carne de ra-
touro (Lithobates catesbeianus) no Brasil. Porém, seu beneficiamento gera uma grande
quantidade de residuos constituidos de 0ssos e cartilagens. Esses residuos constituem matéria-
prima de alta qualidade para obtencdo de gelatina com ampla aplicacdo nas inddstrias
farmacéuticas, alimentos, cosmeticos e fotograficas. A gelatina € um polimero natural
formado pela mistura de peptideos e proteinas biopoliméricas, obtida pela hidrolise parcial do
colageno. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo fazer a extracdo da gelatina
a partir do aproveitamento de um residuo da carne mecanicamente separada (RCMS) de ra-
touro e sua devida caracterizacdo. Para a extracdo das gelatinas foram utilizados dois
métodos: 1. Pré-tratamento a base de desmineralizagdo: tratamento com NaOH e acidificacdo
com acido cloridrico, seguido de extracdo da gelatina em agua destilada sob aquecimento a 60
°C por 2h, denominada gelatina com pré-tratamento (GCPT); e 2. Extracdo da gelatina usando
apenas agua destilada sob aquecimento a 60 °C por 2h, denominada gelatina sem pré-
tratamento (GSPT). As gelatinas extraidas foram caracterizadas quanto a quantidade de
proteinas totais, cinzas, hidroxiprolina, forca de gel, pH, cor, composi¢do de aminoacidos,
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e calorimetria
exploratoria diferencial (DSC). O método com pré-tratamento foi a que apresentou melhor
condicdo de extracdo da gelatina em relacdo as propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas,
sendo entdo, a escolhida para ser caracterizada em relacdo aos parametros de qualidade
exigidos pelas legislagdes, nacional e internacional, aplicadas as gelatinas comerciais. Os
resultados indicaram que a GCPT do RCMS de ra-touro foi isolada com maior sucesso, ou
seja, com niveis de pureza mais elevados, devido ao menor teor de cinzas, maiores teores de
proteinas e hidroxiprolina. O método de extracdo influenciou nas propriedades fisico-
quimicas, estruturais e tecnoldgicas das gelatinas do RCMS de ra-touro, sendo estas
propriedades melhores para a gelatina obtida com pré-tratamento (GCPT), com potencial de
aplicacdo industrial, destacando principalmente o valor significativo da forca de gel, baixo
teor cinzas, cor proxima ao branco e boas propriedades térmicas para aplicacbes abaixo de
200 °C. A GCPT atende aos parametros de qualidade fisico-quimicos estabelecidos pela
legislacdo vigente. No entanto, em termos de qualidade microbioldgica sugere-se um maior
controle higiénico-sanitario no processo de producdo e armazenamento de modo a evitar
contaminac0es e assegurar maior qualidade ao produto extraido.

Palavras — chave: Pré-tratamento. Propriedades fisico-quimicas. Residuo. Sustentabilidade.
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ABSTRACT

SALVIANO, Alanne Tamize de Medeiros. Extraction and characterization of gelatin from
the residue of CMS of bullfrog (Lithobates catesbeianus). 2021. Tese. From Materials
Science and Engineering of Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2021.

The search for healthy foods has provided an increase in the consumption of american
bullfrog (Lithobates catesbeianus) in Brazil. However, its processing generates a large
amount of waste made up of bones and cartilage. These residues constitute high quality raw
material for obtaining gelatine with wide application in the pharmaceutical, food, cosmetic
and photographic industries. Gelatin is a natural polymer formed by a mixture of
biopolymeric peptides and proteins, obtained by the partial hydrolysis of collagen. In this
context, the present work aimed to extract gelatine from the use of a mechanically separated
meat residue (RCMS) from bullfrogs and its proper characterization. For the extraction of
gelatins were used two different methods: 1. Use of a pre-treatment, based on
demineralization, treatment with NaOH and acidification with hydrochloric acid, followed by
extraction of gelatin in distilled water under heating at 60 °C for two hours, called gelatin with
pre-treatment (GCPT); and 2. use of only the extraction of gelatine in distilled water under
heating at 60 °C for two hours, called gelatin without pretreatment (GSPT). The extracted
gelatins were characterized for total protein, ash, hydroxyproline, gel strength, pH, color,
amino acid composition, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and differential
scanning calorimetry (DSC). The pre-treatment method was the one that presented the best
gelatin extraction condition in relation to physicochemical and technological properties, being
then chosen to be characterized in relation to the quality parameters required by national and
international legislation, applied to commercial gelatins. The results indicated that GCPT
from bullfrog RCMS was isolated with greater success, that is, with higher levels of purity,
due to lower ash content, higher protein and hydroxyproline contents. The extraction method
influenced the physical, chemical, structural and technological properties of the bullfrog
RCMS gelatins, these properties being better for the gelatin obtained with pre-treatment
(GCPT), with potential for industrial application, highlighting mainly the significant value of
gel strength, low gray content, close to white color and good thermal properties for
applications below 200°C. GCPT meets the physical-chemical quality parameters established
by current legislation. However, in terms of microbiological quality, a greater hygienic-
sanitary control in the production and storage process is suggested in order to avoid
contamination and ensure greater quality to the extracted product.

Keywords: Pre-treatment. Properties Physiochemical. Residue. Sustainability.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura (criacdo de organismos aquaticos para fins comerciais) € uma atividade
de grande destaque mundial na producdo de proteina animal para alimentacdo humana. De
acordo com dados da Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo — FAO
a producéo global de pescado atingiu 179 milhGes de toneladas em 2018, tendo a aquicultura
contribuido com 46 % deste total (FAO, 2020). O consumo aparente per capta de pescado
cresceu em cerca de 1,5 % ao ano, passando de 9,0 kg/habitante/ano na década de 1960 para
20,5 kg/habitante/ano em 2018, chegando a representar 17 % da ingestdo de proteinas animais
da populacéo global (FAO, 2020).

Dentre os organismos da aquicultura, a criagdo de ras vem cada vez mais se firmando
como uma atividade viavel e de grande potencial. Isto se deve, entre outros fatores, a
qualidade nutricional da carne de ra, que possui um adequado balanceamento de aminoacidos,
baixo nivel de gordura e colesterol, 0 que se apresenta como uma importante ferramenta de
publicidade (CASALI; MOURA:; LIMA, 2005; NOBREGA et al., 2007).

O Brasil detétm uma das melhores tecnologias de criagdo em cativeiro da ra-touro
(Lithobates catesbeianus), o Sistema Anfigranja, que lhe permitiu ocupar a segunda posicao
mundial de maior produtor até o ano de 2012, atrés apenas de Taiwan, segundo o banco de
dados da FAO (2014). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2016), no ultimo censo agropecuario realizado, o pais possuia 193 estabelecimentos de
criacdo de ra, produzindo 160 toneladas da carne do animal.

No entanto, para uma melhor consolidacdo da cadeia produtiva da carne de ra no
mercado, faz-se necessario aproveitar ao maximo seus subprodutos, uma vez que a principal
forma de comercializagéo da carne de ré, tanto no mercado interno como no externo, consiste
em coxas congeladas, que representa em torno de 52,7 % do peso da carcaca (MOURA,
2003). Estudos sobre a competitividade da cadeia produtiva da carne de ré-touro, no estado do
Rio de Janeiro, constataram que um dos principais pontos negativos, relativos a sua
competitividade, é a falta de tecnologia para o aproveitamento de subprodutos, gerando
aumento nos custos de producdo (CARVALHO, 2011).

Em estudos mais recentes, tem-se observado a utilizacdo do dorso, composto do
torax e bragos, que representam 47,3 % da carcaca como matéria-prima para obtencéo de
carne mecanicamente separada (CMS) e seu posterior uso na elaboracdo de produtos
alimenticios (CONCEICAO et al., 2000; FURTADO et al., 2005; GONCALVES; OTTA,

2008; FRAGOSO et al., 2013). No entanto, a obtencdo da carne mecanicamente separada
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(CMS) gera uma grande quantidade de residuos constituido de 0ssos e cartilagens sem destino
lucrativo para cadeia produtiva da carne de ra.

De acordo com dados da FAO (2016), do volume total de produtos oriundo da pesca
e da aquicultura no ano de 2014, 20% corresponderam a residuos sélidos gerados na cadeia
produtiva. Trata-se, como residuo, todo material que ndo é aproveitado durante a producéo ou
consumo, devido as limitagdes tecnoldgicas ou mercadoldgicas, que ndo apresenta valor de
uso ou mercado, podendo resultar em danos ao meio ambiente quando ndo manejado de forma
adequada (SUCASAS, 2011).

Para Gongalves (2011), par o correto gerenciamento dos residuos de pescado a
aplicacdo de tecnologias viaveis e aplicaveis podem contribuir para uma maior oferta e
diversificacdo de produtos para o mercado, com incremento na geracdo de emprego e renda,
além da sustentabilidade da cadeia produtiva.

Dessa forma, o aproveitamento do residuo da desossa mecanica da carne de ra, além
de sanar com o problema de eliminacdo de residuos organicos e materiais com potencial
poluentes, proporciona ainda um retorno financeiro para 0s produtores, pois 0 seu
aproveitamento tem a capacidade de agregar valor a um produto sem apelo comercial até o
momento.

Como exemplo, tem-se a gelatina, polimero natural com ampla aplicacdo industrial,
que pode ser produzida a partir de residuos de pescado (KARIM; BHAT, 2009; OCAK,
2012). Alguns estudos tém demonstrado de forma promissora a extracdo da gelatina a partir
de residuos de abate de pescado, como o0ssos (BANDEIRA et al., 2017; XIONG et al., 2021;),
pele (CASANOVA et al., 2020; KARNJANAPRATUM et al., 2017), escamas (CAO et al.,
2017; MARTINS et al., 2018) e cabeca (KUANG; MOHTAR, 2018; SILVA et al., 2011),
com aplicacdes em diferentes segmentos como revestimento comestivel para armazenamento
de pescado, microencapsulacdo na area de cosmeéticos, estabilizante de emulséo,
desenvolvimento de filmes poliméricos, membranas eletrofiadas com propriedades
antimicrobianas.

No entanto, o residuo da carne mecanicamente separada (RCMS) da réa-touro ainda
ndo foi estudado, podendo ser uma matéria-prima promissora para a producao de gelatina.
Fato, que despertou o interesse de explorar esse tema como objeto de investigacédo desta Tese,
visando extrair e avaliar as caracteristicas e propriedades da gelatina oriunda do RCMS da ra-
touro por diferentes métodos de extracéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo o estudo do aproveitamento de residuos da carne
mecanicamente separada (RCMS) de ré-touro (L. catesbeianus) para a obtencdo de gelatina e
sua devida caracterizagao.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito do pré-tratamento de extracdo nas propriedades fisico-quimicas e
tecnologicas de gelatinas do RCMS de ra-touro;

o Determinar as propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas, reoldgicas e estruturais
da gelatina do RCMS de ra-touro;

o Comparar as propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas da gelatina do RCMS de

rd-touro com a legislacao vigente para as gelatinas comerciais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ra-touro (Lithobates catesbeianus)

A ra-touro, pertencente a ordem Anura e a familia Ranidae, Rana catesbeiana, se
destaca entre as demais espécies de rd, por apresentar importante papel ecolégico e alto valor
econbémico (WANG et al., 2014). Em 2007, recebeu novo nome cientifico Lithobates
catesbeianus deixando de ser chamada de Rana catesbeiana (IHDCA, 2007).

A ra-touro é uma espécie nativa da América do Norte que teve sua criacédo introduzida
no Brasil na década de 30, do século passado, por empreendedores que enxergaram a
oportunidade de mercado no cultivo comercial da espécie devido as condi¢bes climaticas
propicias para seu cultivo. Essa espécie de pescado foi escolhida pelos criadores devido as
suas caracteristicas zootécnicas, tais como: precocidade (crescimento rapido), prolificidade
(alto numero de ovos por postura) e rusticidade (facilidade de manejo). Outras espécies de ras,
nativas do Brasil, como a rd pimenta, rd manteiga ou paulistinha, também podem ser criadas
em cativeiro, mas apresentam, comparativamente com a ra-touro, menor desempenho
produtivo e maiores dificuldades técnicas e burocraticas (FERREIRA; PIMENTA,; PAIVA-
NETO, 2002).

Foi na década de 80 que a ranicultura se firmou como uma atividade econémica no
Brasil. Desde entdo, essa atividade vem passando por aperfeicoamentos e, gradativamente,
pode-se observar uma melhora significativa de produtividade (MOREIRA, 2011).

A producdo média mundial do cultivo da carne de rd, durante o periodo de 1999-2008,
foi em torno de 44.000 toneladas anuais, atingindo em 2008 uma producéo recorde de 85.000
toneladas. O Brasil no mesmo periodo produziu apenas 600 toneladas anuais (FAO, 2010),
sendo, praticamente, toda a producdo brasileira absorvida pelo mercado interno. Ferreira
(2006), ressalta que, se o Pais se preparar, tem condi¢Ges de conquistar grande espaco no
mercado externo.

O forte crescimento do consumo de carnes brancas, ditas como mais saudaveis, tem
projetado a carne de L. catesbeianus como uma fonte alternativa de proteina, por apresentar
um elevado teor proteico (16,5 %), um bom indice de digestibilidade (acima de 90 %), todos
0s aminoacidos essenciais, baixo teor de lipideos (menos de 1 %) e de calorias (69 Kcal/100g)
(NOLL; LINDAU, 1987). Mello et al. (2006), avaliando a composi¢do quimica das carnes de
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dorso e coxa de rd, encontraram valores médios de: pH (6,3 e 6,0); proteina (16 % e 15,7 %);
lipidios (0,2 % e 0,2 %); umidade (79,2 % e 78,3 %); bases volateis totais (BVT) (9,8 e 10,8
mg de N-BVT/100 g); cinzas (1,2 % e 0,9 %); calcio (0,09 e 0,05 %). Fidelis (2004) concluiu
que a carne de rd apresenta célcio de boa biodisponibilidade, com absorcdo equivalente a
encontrada para o leite e seus derivados, melhores fontes de célcio atualmente conhecidas.
Segundo Moura (2003) a carne de ra possui caracteristicas que a diferenciam das de
animais de sangue quente. A rd ndo deposita gordura intracelular, o que confere a carne
suavidade no sabor. Alem do sabor delicado, a alta digestibilidade é outro fator que tem
atraido a atencdo dos consumidores (NOBREGA et al., 2007). Para Rodrigues et al. (2014), a
carne de rd e produtos derivados sdo alternativas mercadoldgicas promissoras devido a
crescente demanda mundial por alimentos que fornecem proteinas de alto valor nutricional.
No mercado interno, os produtos da ranicultura sdo a carne de ra fresca e/ou
congelada, em carcaca inteira ou em partes, principalmente as coxas. Os demais produtos,
como o dorso inteiro ou desossado e o dorso em pedagos sdo pouco explorados. Porém,
estudos tém sido realizados por institutos tecnoldgicos e de pesquisa no que se refere a
viabilidade de se aproveitar a carne do dorso da rd, utilizando desossadora mecénica para a
obtencdo de carne mecanicamente separada (CMS), denominada de dorso mecanicamente
separado (DMS) em diferentes formulacBes alimenticias (CONCEICAO et al., 2000;
FRAGOSO et al., 2012; GONCALVES; OTTA, 2008; MELLO et al., 2006; MOURA, 2003).
No entanto, a obtencdo do DMS gera uma grande quantidade de residuos constituidos
de ossos e cartilagens sem aplicacdo definida e sem fins lucrativos para a cadeia produtiva da
carne de rd, sendo descartado como lixo. Esses residuos constituem matéria-prima de alta
qualidade para obtencdo de conteldo proteico e sua utilizacdo de maneira mais eficaz e
ecologicamente correta, contribuindo para minimizar os impactos ambientais e aumentar o
retorno financeiro para os produtores. Como exemplo, tem a gelatina, polimero natural com
ampla aplicacdo industrial, que pode ser produzida a partir de residuos de pescado (KARIM,;
BHAT, 2009; OCAK, 2012).

3.2 Gelatina

De acordo com a legislacdo brasileira, entende-se por gelatina o produto obtido por
meio de hidrolise térmica, quimica ou enzimatica, ou a combinacdo desses processos, da

proteina colagénica presente nas cartilagens, nos tend@es, nas peles, nas aparas ou nos 0Ss0S
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das diferentes espécies animais, seguida de purificacdo, filtracdo e esterilizacdo, concentrado
e seco (BRASIL, 2017).

Considerada um hidrocoloide, a gelatina € uma mistura de peptideos e proteinas
biopoliméricas obtida pela hidrolise parcial do colageno (SHAKILA et al., 2012a). O
colageno pode ser encontrado na pele, nos 0ssos, nos tenddes e na cartilagem, e consiste numa
estrutura de hélice tripla composta por ligagdes de hidrogénio interligadas. O colageno é o
principal componente estrutural das proteinas do tecido conjuntivo com até 30% da proteina
total no tecido corporal dos vertebrados e invertebrados; consistindo ainda dos aminoacidos
glutamina, hidroxiprolina e prolina (DARMANTO et al., 2014).

A composicao de aminoécidos da gelatina é similar & do colédgeno do qual foi obtida, e
s&o responsaveis pelas propriedades da gelatina (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). A gelatina
apresenta baixo teor de triptofano, em contrapartida, apresenta alto teor de hidroxiprolina, que
€ 0 maior responsavel pela estabilidade dessa, devido a sua habilidade para formacgdo de
ligacOes de hidrogénio atraves da presenca do grupamento —OH, embora a prolina também
seja importante nesse aspecto (KARIM; BHAT, 2009).

Em funcdo das propriedades estruturais, fisicas e quimicas o emprego das gelatinas
tem se difundido ao longo dos anos nas indudstrias farmacéuticas, alimentos, cosméticos e
fotograficas (GOMEZ-GUILLEN et al., 2009). Na indUstria alimenticia é utilizada para
aumentar a elasticidade, consisténcia e estabilidade de produtos além de ser utilizada como
clarificante de bebidas (CATALINA et al., 2011; KITTIPHATTANABAWON et al., 2010;
GMIA, 2019). As gelatinas também contribuem para enriquecer o contetido de proteina dos
alimentos e podem funcionar como um filme externo para a prote¢do contra desidratacéo, luz
e oxigénio (CHOI; REGENSTEIN, 2000; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000).

Comercialmente, a gelatina € produzida a partir de peles e esqueletos de mamiferos
(GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2000), principalmente bovinos e suinos. Segundo Shakila et
al. (2012a), 41% da produgdo mundial de gelatina tem como origem peles suinas, 29,5%
0ssos bovinos, 28,5% couros bovinos e apenas 1% peles e 0ssos de pescados. No entanto,
alguns problemas de saude relacionados ao surto de encefalopatia espongiforme bovina, febre
aftosa, tém causado grande interesse em encontrar recursos alternativos de colageno (LIU et
al., 2015).

A substituicdo da gelatina de mamiferos por outras fontes de origem animal tem-se
tornado uma alternativa para uma parcela da populagao que ndo faz uso de produtos derivados
de mamiferos como bovinos e suinos, seja por questdes religiosas ou preocupacdo com saude.

Entre as alternativas, os subprodutos de pescado tém-se mostrado com grande potencial de
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aplicacdo nos variados segmentos devido a alta disponibilidade, rendimento de colageno
relativamente adequado além de menores limitagdes religiosas (LI et al., 2013). Nos ultimos
anos grande foco tem sido dado a extracdo de gelatina a partir de residuos de pescado como
pele (BUENO et al., 2011; KOLODZIEJSKA et al., 2008; SILVA et al., 2014) 0ssos
(KAEWRUANG et al., 2013; SINTHUSAMRAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2014) e
escamas (WENG; WU, 2015).

As gelatinas de mamiferos e de pescados diferem em algumas propriedades fisicas e
quimicas, como na composi¢do de aminoacidos, solubilidade, estabilidade térmica e forca do
gel (GILSENAN; ROSS-MURPHY,2000).

Tradicionalmente conhecido como Bloom, a forca de gel também pode ser expressa
em gramas, e é definida como a forca, avaliada atraves da carga em grama, necessaria para
penetrar em uma superficie de gel de gelatina por 4mm com um probe cilindro padrdo de 0,5”
de didmetro. O Bloom esta relacionado a elasticidade mecéanica do gel e é usado para
classificar os tipos de gelatina. As gelatinas comerciais podem ter forca de gel que variam de
baixo Bloom (<150), médio Bloom (150-220) e alto Bloom (>220) (NORZIAH; KEE;
NORITA, 2014).

A forca de gel (ou Bloom) é uma das propriedades funcionais mais importantes da
gelatina, pois esta diretamente relacionada com a resisténcia a degradacéo, sendo através dela
possivel determinar sua aplicabilidade (CHOI; REGENSTEIN, 2000; LIU; HAN; GUO,
2009).

A forca de gel tem grande influéncia de aminoacidos como prolina e hidroxiprolina,
encontradas em maiores quantidades em mamiferos (ALFARO; SILVA, 2010; ARNESEN,;
GILDBERG. 2007). Bueno et al. (2011), ao avaliarem a composi¢do, propriedades fisico-
quimicas e reologicas de gelatina extraida da pele de tilapia, verificaram menor forca de gel e
menor ponto de fusdo para a gelatina de peixe em relacdo a suina, embora ambas tenham
apresentado composicao centesimal semelhantes. Kuang e Mohtar (2018) verificaram forca de
gel e ponto de fusdo menores para gelatina extraida da cabeca de peixe (Decapterus
macrosoma) comparada a gelatina comercial de bovino, bem como uma menor composicao
de aminoacidos.

Esforcos tém sido realizados por pesquisadores com o objetivo de melhorar as
caracteristicas e propriedades fisico-quimicas de gelatinas de pescado com o intuito de
substituir as gelatinas de mamiferos (CAO et al., 2017; SILVA et al, 2011;
SINTHUSAMRAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2014;).
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3.3 Conversao de colageno em gelatina

O coléageno € um produto de alto valor proteico e tem sido fonte de investigacdo para
uso industrial devido a sua abundancia no tecido animal (bovinos, suinos, caprinos, ovinos,
peixes, anfibios, entre outros). Dentre os varios organismos utilizados para obtencdo de
coladgeno destacam-se 0s peixes, especialmente devido a sua disponibilidade, auséncia de
risco de transmisséo de doencas, barreiras religiosas, alto rendimento no processo de extracdo
e auséncia de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2017).

O colageno ndo pode ser utilizado na sua forma original por ser uma proteina
insoltvel. No entanto, esta estrutura é capaz de intumescer e armazenar grandes quantidades
de &gua (podendo chegar a 500%), sendo que esse inchago reduz a adesdo interna das fibrilas
sem quebrar, no entanto, a estrutura em tripla-hélice, torna a molécula viscosa e passivel de
utilizacdo (WOLF, 2003). O intumescimento é alcancado apds um pré-tratamento quimico,
em que as ligacOes ndo-covalentes sdo quebradas, de modo a desorganizar a estrutura da
proteina, produzindo entdo a solubilizacdo do colageno (CATALINA et al., 2011).

Na obtencdo de gelatina, o pré-tratamento &cido e/ou alcalino da matéria-prima é
utilizado para remover componentes ndo colagenosos e intumescer o colageno, desnaturando
assim a molecula, e a extracdo é realizada com elevacdo da temperatura da agua (KARIM;
BHAT, 2009).

O aquecimento do colageno na agua leva a sua conversdo em gelatina sollvel,
formando solugdes coloidais e gelificando a uma concentracdo e temperatura apropriadas. O
tratamento térmico cliva as ligacdes de hidrogénio e ligagdes covalentes, desestabilizando a
tripla-hélice, resultando em gelatina solivel (CATALINA et al., 2011; GOMEZ-GUILLEN et
al., 2011).

As etapas de fabricacdo da gelatina sdo determinadas em funcdo da materia-prima e do
tipo de gelatina fabricada e, por esses motivos, podem sofrer variacdes. O processo basico
consiste em trés etapas: pré-tratamento da matéria-prima, extracdo da gelatina e
purificacdo/secagem (KARIM; BHAT, 2009).

As propriedades fisicas e quimicas da gelatina dependem das espécies, matérias-
primas, processamento e condicdes de extracdo da gelatina (GOMEZ-GUILLEN, 2009). Os
métodos empregados na preparacao de gelatina de mamiferos sdo um pouco diferentes dos
utilizados para extracdo de gelatina de peixe, devido a suas diferencas nas propriedades fisicas
e quimicas (KOLODZIEJSKA et al., 2008).
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Kaewruang et al. (2013) ao investigarem o efeito da temperatura de extragdo nas
propriedades da gelatina do peixe unicornio, relataram um aumento na forca do gel com o
aumento na temperatura de extracdo. Assim, foi observado que a gelatina extraida a 45 °C
teve a menor forca do gel (inferior a 100g) enquanto a gelatina extraida numa temperatura
mais alta até 65°C apresentou uma maior forca de gel (170g).

Sinthusamran, Benjakul e Kishimura (2014) ao estudarem as caracteristicas e
propriedades do gel a partir da gelatina da pele do robalo (L. calcarifer), influenciadas pelas
condigdes de extracdo (temperatura e tempo de extracdo), verificaram que a forca do gel das
gelatinas diminuiu a medida que a temperatura de extracdo e o tempo aumentavam. Dessa
forma, sugeriram uma temperatura de extracdo de 50 °C por um periodo de 3h para a espécie
estudada.

Além dos pré-tratamentos acidos e alcalinos, que sdo os meétodos utilizados
comercialmente para promover o intumescimento adequado e as clivagens de ligagdes néo-
covalentes intra e intermoleculares, alguns estudos a respeito do uso de métodos alternativos
tém sido avaliados para obtencdo de gelatinas de pescado.

Os efeitos da concentragdo alcalina (NaOH (3-4 mol L™), o tempo de tratamento (45-
105 min) e o uso de duas solugdes alcalinas na etapa de tratamento para extracdo de gelatina
das cabegas de carpa comum com o objetivo de rendimento em gelatina e forca do gel, foram
estudados por Silva et al. (2011), que concluiram que a condigdo mais adequada para se obter
gelatina com bom rendimento (1,98 %) e alto valor de forca do gel (240,3 g) foi utilizando
solucdo alcalina de 3 mol L, tratamento térmico de 105min e com troca de solucdo de
NaOH.

Jamilah et al. (2011) avaliaram o efeito da calagem utilizando solugéo de cal saturada
[Ca (OH),] por 14 dias como pré-tratamento para extracao de gelatina a partir da pele de trés
espécies de peixes tilapia vermelha (Oreochromis nilotica), bagre ambulante (Clarias
batrachus) e bagre listrado (Pangasius sutchi). O estudo demonstrou que 0 processo de
calagem empregado é viavel para a extracdo da gelatina da pele de peixes com maiores forcas
de gel. As caracteristicas das gelatinas obtidas nesse processo indicam que elas tém boa
aplicacdo comercial. A gelatina obtida da tilapia vermelha apresentou forca de gel e ponto de
fusdo maiores do que as gelatinas obtidas das outras duas especies estudadas.

Kaewdang et al. (2016) avaliaram o efeito do pré-tratamento alcalino utilizando
misturas alcalinas (Na,CO3: NaOH) em diferentes propor¢des com uma concentracdo de 4%
(m/v) na obtencdo de gelatina da bexiga natatoria do atum amarelo (Thunnus albacores). O

maior rendimento e a forca do gel foram obtidos quando a bexiga natatdria foi pré-tratada na
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mistura de Na,CO3; e NaOH (7:3) a uma concentracdo de 4% (m/v) durante 12 h antes da
extracéo.

Cao et al. (2017) ao investigarem o pré-tratamento com enzimas alcalases (pH 9,5-
10) usando agua eletroquimicamente ativada na extracdo de gelatina a partir de escamas de
robalo (Lates calcarifer) e tainha (Mugil cephalus), obtiveram gelatinas com um alto teor de
proteina, incluindo aminodcidos, compostas de cadeias o e B como componentes principais €
exibiram valores relativamente elevados da resisténcia do gel (270,3 + 1,3 g e 249,1 £ 0,7)

para gelatina das escamas de robalo e da tainha cinzenta, respectivamente.

3.4 Aplicacao de gelatina de pescado

A qualidade da gelatina para uma determinada aplicacdo depende em grande parte das
propriedades reoldgicas. Além das propriedades fisico-quimicas basicas, como parametros de
composicdo, solubilidade, transparéncia, cor, odor e sabor, 0s principais atributos que melhor
definem a qualidade comercial geral da gelatina séo a resisténcia do gel e a estabilidade
térmica (CHO et al., 2004).

Devido as suas propriedades funcionais e tecnologicas a gelatina tem um amplo campo
de aplicacdo em alimentos, produtos farmacéuticos, cosmeticos e areas fotograficas (KARIM;
BHAT, 2009; NHARI et al., 2012; CEBI et al., 2016).

A gelatina é também amplamente utilizada na producdo de geleia e como
emulsificantes, agentes microencapsulantes e estabilizadores coloidais em inddstrias
alimenticias. Nos campos, farmacéutico e medico, a gelatina tem também grande importancia,
sendo amplamente utilizada na fabricacdo de capsulas duras e moles. Além disso, é usada
como uma matriz para implantes, expansores de plasma em microesferas de liberacdo de
drogas injetaveis e em infusBes intravenosas. Na industria cosmética, tem sido usada ha
muitos anos como proteina animal hidrolisada em shampoos, condicionadores, batons e
férmulas para unhas (KIM; WIJESEKARA, 2012).

Assim como a gelatina de mamiferos, a gelatina de pescado tem sido empregada na
producdo de sobremesas, filmes para producdo de embalagens biodegradaveis, capsulas e
microparticulas, com a presenca de gelatina de peixe na formacdo da parede desses produtos,
através da técnica de microencapsulacdo utilizada para as varias finalidades (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2002; ZHOU; REGENSTEIN, 2007).

As gelatinas de pescado também possuem boas habilidades de formacéao de filme e séo

sugeridas como uma alternativa promissora aos plasticos sintéticos para preservacdo dos
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produtos alimenticios (GOMEZ-GUILLEN et al., 2007). Peliculas de gelatina de diferentes
espécies de peixes também foram desenvolvidas em varios trabalhos (BAE et al., 2009;
HOQUE; BENJAKUL; PRODPRAN, 2011; LIMPISOPHON et al., 2009). No entanto, esses
filmes de gelatina de peixe apresentam algumas limitagdes, como baixa resisténcia a tragéo
(TS) e maior solubilidade em agua.

Shakila et al. (2012b) obtiveram filmes compdsitos de gelatina de peixe, aplicando
nanoargila e quitosana obtendo maior resisténcia a tracao e menor permeabilidade ao vapor de
agua quando comparados a filmes puros de gelatina de peixe. O que indica que os filmes de
gelatina de peixe apresentaram propriedades desejaveis para aplicacdo em produtos
alimenticios.

Com o intuito de melhorar as propriedades dos filmes a base de gelatina extraida da
pele de corvina, Bandeira et al. (2015) investigaram os efeitos do pH e da concentracéo de
glicerol (%, m/m) no desenvolvimento dos filmes. Os resultados obtidos pelos autores
demonstraram que os filmes de gelatina adicionados de glicerol mostraram os valores
adequados de resisténcia a tracao (75,3 + 1,0 MPa) e permeabilidade ao vapor de agua (1,80 +
0,06 g.mm/m2.dia™.kPa™), usando pH 4 e concentragio de glicerol de 10 % (m/m).

Silva et al. (2018a), estudaram o efeito da adi¢cdo do 6leo de buriti e plastificante
glicerol nas propriedades fisicas, mecénicas e antioxidante de filmes a base de gelatina da pele
da pescada amarela (Cynoscion acoupa) e concluiram que os filmes preparados com 2,3 % de
gelatina, 30 % de 6leo de buriti e 13,18 % de glicerol apresentaram alta atividade antioxidante
(24,77 umol de TE/g), resisténcia mecanica (8,04 MPa) e baixa permeabilidade ao vapor de
4gua (WVP; 0,38 x 10m 2. s "1 pa™h).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria—prima

O colageno utilizado para a obtencdo de gelatina foi extraido dos residuos Gsseos e
cartilaginosos provenientes da desossa mecénica do dorso e das patas da rés-touro (L.
catesbeianus). Foram utilizadas ras touro cedidas pelo Laboratério de Ranicultura e Produtos
da Aquicultura (LRPA) do Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias (CCHSA),
Campus I1l/ Bananeiras da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Foram abatidas em
média 5.000 rds quando atingiram o peso vivo de aproximadamente 200g, no préprio LRPA,

sendo o dorso e as patas das ras separados das coxas na linha de abate (Figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma simplificado do procedimento de obtencdo do residuo para extragdo

das gelatinas

Fonte: Autoria prdpria.
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Para a obtencdo dos residuos 0Osseos e cartilaginosos foi utilizado um desossador
mecanico desenvolvido e otimizado com patente MU-8200639-3/2002. Apds a extracdo da
carne, os residuos foram embalados em sacos de polietileno e armazenados a temperatura de -

18 °C, até o momento de extracdo da gelatina e realizacdo das analises.

O estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa constituiu em um estudo para
verificar a influéncia do pré-tratamento do residuo (desmineralizacdo, alcalino, alcalino,
acido) antes da extracdo da gelatina por meio de aquecimento que foi comparada a extracdo
da gelatina sem pré-tratamento utilizando apenas aquecimento. A melhor condicdo de
extracdo foi avaliada em fungdo do rendimento de gelatina obtida em relacdo a quantidade de
hidroxiprolina, forca do gel, quantidade de proteinas e cinzas, pH, composi¢do de
aminoacidos, cor, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Na segunda etapa, a gelatina que apresentou
melhores propriedades fisico-quimicas e tecnolégicas foi caracterizada em relacdo aos
parametros de qualidade fisico-quimicas e microbioldgicas e os resultados foram comparados

com a legislacdo vigente para as gelatinas comerciais.

4.2 Etapa I - Obtenciao e caracterizaciao das gelatinas

As extragOes das gelatinas foram realizadas no Laboratorio de Anélises Fisico-Quimica
de Alimentos do CCHSA, Campus Il da UFPB.

4.2.1 Obtencdo da gelatina com pré-tratamento (GCPT)

A Figura 2 mostra o fluxograma resumido do processo de obtencdo da gelatina a partir
do residuo de ré&, realizado segundo a metodologia descrita por Zhang, Xu e Wang (2011) e
Silva et al. (2011), com algumas adapta¢des. O residuo foi triturado utilizando moinho de

facas. Em seguida, o material foi submetido ao processo de desmineralizagao.
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Matéria-prima
(Residuo de Carne Mecanicamente Separada de Ra)

Desmineralizagdo

NaCl/HCl

> Solugio de gelatina

Pré-tratamento alcalino 1

Liofilizacdo e moagem

NaOH/15min
T 4

Gelatina em po

Pré-tratamento alcalino 2

NaOH/105 min

U

Pré-tratamento acido

HCl/15min

4

Extracdo de gelatina

60°C/2h

Figura 2 — Fluxograma resumido da obtencdo de gelatina com pré-tratamento

Fonte: Autoria propria.

O processo de desmineralizacdo consistiu em imergir o residuo em uma solucéo de
cloreto de sodio (NaCl) a 10% (m/v) na propor¢do 1:10 (m/v), ficando a mistura em repouso
por 24 h. Em seguida, foi feita lavagem com agua corrente, e o residuo foi imerso em acido
cloridrico (HCI) a 0,4 mol/L na propor¢do 1:10 (m/v), deixando o material em repouso,
durante 90 min. O residuo foi lavado com agua corrente até atingir pH proximo a
neutralidade. A solucdo foi neutralizada para descarte.

O residuo desmineralizado foi submetido ao intumescimento com pre-tratamentos
alcalino, alcalino e acido. No primeiro pré-tratamento alcalino (pré-tratamento 1) as amostras
foram avolumadas com é&gua destilada (1:1 m v'), o pH ajustado em 11 com solugdo de
NaOH 3 mol L™ e permanecendo por 15 min sob agitacio constante em batedeira doméstica.
Entdo o material foi drenado em peneira para em seguida se realizar o segundo pré-tratamento

alcalino (pré-tratamento 2). Nessa etapa o residuo foi tratado com uma nova solu¢do em agua



30

destilada (1:1 m v, ajustando novamente o pH para 11, com soluc&o de NaOH a 3 mol L™,
sob agitacdo constante em batedeira doméstica, o material permaneceu em solucdo por 105
min. O residuo foi retirado da solucdo alcalina e drenado em peneira com posterior lavagem
com &gua corrente, até atingir pH proximo a neutralidade. Por fim, o tratamento acido (pré-
tratamento 3) foi realizado com a suspensdo do residuo em agua destilada (1:1 m v,
ajustando o pH em 2 com HCl a 3 mol L™ com agitacdo por 15 min. Ap6s isso, a amostra foi
drenada e lavada com agua destilada (1:1 m v™).

O processo de extracdo da gelatina da amostra pré-tratada foi realizado com adicdo de
agua destilada (1:1 p/v) a 60 °C, em banho termostatico (Quimis 214 D 2, Brasil), por periodo
de 2 h e pH ajustado em 4, com solugdo de HCI a 3 mol L™. Foi realizada a drenagem do
residuo com peneira, recolhendo-se a solucdo de gelatina em bécker. A solugdo de gelatina foi
filtrada em funil de Bichner com papel filtro Whatman n° 4 a vacuo. A solucdo foi submetida
a liofilizag&o (Liotop, L108, Brasil) por 48 h a -54 °C e vacuo de 44 mmHg até a evaporacao
completa dos solventes. A gelatina foi triturada em moinho de facas obtendo-se um pé que foi

armazenado sob congelamento a -18°C, até posteriores analises.

4.2.2 Obtencéo da gelatina sem pré-tratamento (GSPT)

A Figura 3 apresenta o fluxograma resumido do processo envolvido na obtengéo de
gelatina sem pré-tratamento.

O processo de extracdo da gelatina da amostra sem pré-tratamento foi realizado com
adicdo de agua destilada (1:3 p/v), adicdo de 1% de NaCl em relacdo ao peso do residuo e a
60°C, em banho termostatico (Quimis 214 D 2, Brasil), por um periodo de 2 h. Foi realizada a
drenagem do residuo em peneira, recolhendo-se a solugdo de gelatina em bécker. A solucao
foi submetida a liofilizacdo (Liotop, L108, Brasil), por 48 h a -54 °C e vacuo de 44 mmHg até
a evaporacdo completa dos solventes. A gelatina foi triturada em moinho de facas obtendo-se

um pé que foi armazenado sob congelamento a -18°C, até posteriores analises.
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Matéria-prima

(Residuo de Carne Mecanicamente Separada de Ra)

Extracado de gelatina

Agua + NaCl/ 60°C/2h

$

Solu¢do de gelatina

U

Liofilizacdo e moagem

U

Gelatina em po

Figura 3 — Fluxograma resumido da obtengdo de gelatina sem pré-tratamento

Fonte: Autoria propria.

4.2.3 Caracterizagdo das amostras
4.2.3.1 Composicdo quimica do RCMS e das gelatinas

As analises foram realizadas no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do
CT/UFPB. Os teores de umidade, gorduras totais e cinzas foram determinados conforme
metodologia proposta pelo IAL (2005), em triplicata. A umidade foi determinada de acordo
com o método gravimétrico (n° 012) em estufa a 105 °C. As gorduras totais foram
determinadas segundo o método de Soxhlet (n° 034B). A quantidade de cinzas foi
determinada pelo método gravimétrico (n° 018) em forno mufla a 500-600 °C. O teor de
nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl (n® 928.08), o teor de proteina bruta
foi obtido através da multiplicacdo pelo fator 6,25 para residuo e 5,55 para as gelatinas
segundo metodologias AOAC (2012).
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4.2.3.2 CaracterizacOes das gelatinas

As gelatinas extraidas do RCMS de ra além da composicdo quimica, foram
caracterizadas quanto ao rendimento em massa, rendimento em hidroxiprolina, forca de gel,

pH, cor, perfil de aminoacidos, FTIR e DSC.

4.2.3.3 Rendimento

O rendimento em gelatina foi calculado conforme a Equacéo 1.

massa de gelatina liofilizada

RG (%) = ( )-100 )

massa de residuo
Sendo RG o rendimento em gelatina (gelatina liofilizada/100 g residuo).
Foi avaliado também o rendimento em hidroxiprolina, o qual foi contabilizado pela
relacdo entre os teores de hidroxiprolina presentes nas gelatinas apds extragdo e no residuo,

calculado conforme a Equacao 2:

massa de hidroxiprolina na gelatina

RH = ( ) .100

massa de hidroxiprolina no residuo

)

Sendo RH o rendimento de hidroxiprolina (%).

Para a determinagdo de hidroxiprolina foi utilizado um cromatégrafo liquido
(Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) em colunas de fase reversa C-18- Luna — Phenomenex
(250 mm x 4,6 mm, 5 um; Phenomenex Inc, Torrence, CA USA), segundo metodologia
proposta por White, Hart e Fry (1986).

4.2.3.4 Determinacdo do pH e da Atividade de agua (Aa)

As determinacOes de pH e Aa foram realizadas no Centro de Ciéncia e Qualidade de
Alimentos (CCQA) do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL, Campinas, SP), a
determinacdo do pH foi baseada no método 017 do Instituto Adolfo Lutz (2005), utilizando o
aparelho medidor de pH Analion (mod. PM 608).

A medicdo da Aa foi realizada com o auxilio de um analisador de atividade de agua

(Aqualab Series 3TE — Decagon), a temperatura de 25°C.
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4.2.2.5 Determinacdo de cor

A cor da superficie do p6 de gelatina foi determinada em espectrofotdmetro Konica
Minolta CM-5, iluminante D65 e angulo de observacdo de 10° no espaco CIE (Comission
Internacionale de I’Eclairage) L*, a*, b*, em que L* luminosidade; a*: intensidade de cor
vermelho / verde e b*: intensidade de cor amarelo / azul (HUNTERLAB, 2008).

4.2.3.6 Forca do gel

A andlise de forca do gel foi realizada no CCQA/ITAL/SP, baseando-se na
metodologia aplicada por Choi e Regenstein (2000).

Foram preparadas solugdes de gelatina a 6,67 % (p/p) com &gua destilada, mantidas
em temperatura ambiente por 2 h e posteriormente em banho-maria a 60 °C por 1 h. As
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente por 30 min. para serem distribuidas na
quantidade de 30 ml em copos plasticos. Em seguida, os copos foram cobertos com papel
aluminio e armazenados em estufa B.O.D. para maturacdo a 10 °C por 18 horas. A forca de
gel foi determinada num texturdmetro TA-XT Plus, marca SMS, operando com o software
Exponent Lite versdo 5.1.1.1.0 e probe cilindrico de acrilico P/0,5 (diametro de 12,7 mm) nas
seguintes condicdes operacionais: medida de for¢ca em compresséo; velocidade de teste 0,5

mm/s; e distancia de penetragdo 4 mm.

4.2.3.7 Perfil de aminoacidos

A andlise de aminodcidos totais foi realizada no CCQA/ITAL/SP, segundo
metodologia descrita por White, Hart e Kry (1986). A amostra de gelatina liofilizada foi
derivatizada numa pré-coluna de aminoacidos liberados ap6s a hidrélise &cida das proteinas (6
mol/L HCI), sob aquecimento (115 °C / 22 h). A analise de aminoacidos foi realizada em
cromatdgrafo liquido (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) em colunas de fase reversa C-
18- Luna — Phenomenex (250 mm x 4,6 mm, Spum; Phenomenex Inc, Torrence, CA USA). A
identificacdo dos aminoacidos foi realizada conforme descrito por compara¢do com padrédo
externo (Pierce, PN 20088) e para a quantificacdo, foi utilizando o padrdo interno acido a-
aminobutirico (Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, EUA).
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4.2.3.8 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As andlises de espectroscopia no infravermelho foram realizadas no Centro de
Tecnologia de Embalagem (CETEA), ITAL, Campinas-SP. As andlises foram executadas a
temperatura ambiente usando um equipamento da Perkin Elmer modelo Spectrum 100
acoplado ao médulo ATR com varredura de 4000 a 600 cm™. Os espectros no infravermelho
foram obtidos com base nas normas ASTM E1252 e ASTM E573.

4.2.3.9 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Essa analise foi realizada no CETEA/ITAL, Campinas-SP. O ensaio foi realizado num
equipamento da TA Instruments, modelo Discovery DSC 250. Cerca de 5 mg da gelatina sob
a forma de po foi colocada em cadinho de aluminio hermético. Inicialmente, a amostra foi
submetida a um aquecimento de 0 °C a 200 °C e resfriamento até - 90 °C. Em seguida, foi
submetida a um segundo aquecimento de - 90 °C a 250 °C. Todas essas corridas aconteceram

a uma taxa de 10 °C / min, atmosfera de nitrogénio e taxa de fluxo de gas de 50 mL. min™.

4.3 Metodologia Estatistica

Para analise dos dados, foi usada estatistica descritiva média + desvio padrdo (DP),
teste t de Student para comparacdo das médias, adotando-se nivel de significancia de p < 0,05,
com o auxilio do software SPSS (SPSS 11.5 para Windows, SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA).

4.4 Etapa Il - Padrdes de qualidade da gelatina

Devido ao potencial para fabricagdo da GCPT, bem como das suas superiores
propriedades fisico-quimicas, em relacdo a GSPT, a mesma foi avaliada quanto aos
parametros de qualidade fisico-quimicos e microbiologicos e os resultados foram comparados
com pardmetros da legislacdo vigente para gelatinas com aplicagdo nas industrias de

alimentos e farmacéutica.
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4.4.1 Determinacdo de minerais (metais — pesados)

As analises foram realizadas no CCQA/ITAL/SP. Foram analisados 0s minerais
Arsénio, Cadmio, Chumbo, Cobre, Cromo e Zinco de acordo com o método AOAC (2010),
Official Method 999.10. A determinacdo de mercurio foi baseada em Morgano, Milani e
Perrone (2015).

4.4.2 Analises microbioldgicas

As analises foram realizadas no CCQA/ITAL/SP. Os microrganismos pesquisados
foram Salmonella, Coliformes totais, Coliformes termotolerantes e Escherichia coli,
Contagem total de aerdbios mesofilos e contagem de bolores e leveduras.

Para verificar a presenca de Salmonella na gelatina foi utilizado o BAX® System do
fabricante Du Pont, baseado no método oficial AOAC 2003.09 (AOAC, 2012). Os resultados
sdo qualitativos (presenca/auséncia).

A andlise de Coliformes totais foi realizada segundo 1SO 4831, (International
Organization for Standartization, 2006), Coliformes termotolerantes e Escherichia coli
segundo 1SO 7251 (2005). Na contagem de coliformes totais e coliformes termotolerantes foi
utilizado o método dos tubos maltiplos, com série de trés tubos. Esse metodo consiste em
transferir 1,0 mL de cada dilui¢do para trés tubos contendo meio lauril sulfato triptose (LST) e
tubo de Durham invertido, seguido de incubagdo a 35°C por 48 horas. ApOs este periodo,
procedeu-se com a separacao dos tubos cujo resultado foi identificado como positivo, ou seja,
turvos e com presenca de gas no interior do tubo de Durham, transferindo-se uma alcada de
cada tubo positivo de caldo LST para outro tubo contendo caldo Escherichia coli (E.C) e uma
nova incubacdo a 45°C durante 24 horas com posterior identificacdo dos tubos positivos. Para
quantificacdo do NMP (NUumero Mais Provavel de coliformes termotolerantes por grama de
alimento) utilizou-se a respectiva tabela. Selecionando-se um dos tubos contendo caldo E.C
cujo resultado positivo foi detectado, o conteddo do mesmo foi semeado por estrias, de modo
a obter col6nias isoladas em &gar eosina azul de metileno (BEM), seguido de incubacgéo a
35°C por 24 horas.

A Contagem total de aerébios mesofilos e ¢ de bolores e leveduras foram realizadas de
acordo com o Compendium of methods for the microbiological examination of foods — APHA
(SALFINGER; TORTORELLDO, 2015). A contagem de microrganismos aerébios mesofilos
foi realizada por meio do método de plaqueamento em profundidade, que consiste em
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transferir 1,0 mL de cada diluicdo (107, 10?10, 10" %, 10”) para placas de petri previamente
esterilizadas e adicdo de cerca de 15,0 mL de meio de cultura PCA (Agar Padrdo para
Contagem) as placas foram invertidas e incubadas a 35°C durante 24 horas. A contagem de
bolores e leveduras foi realizada procedendo inoculacdo de aliquotas de cada diluicdo (107,
102, 10% 10 10®) em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Agar Batata
Dextrose) acidificado com &cido tartarico, espalhando uniformemente o conteddo com alca
Drigalsky e realizando inversdo das placas. ApOs esse procedimento, as placas foram

incubadas a 25° C por cinco dias.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composiciao centesimal do residuo da carne mecanicamente separada

(RCMY) de ra-touro

O residuo da carne mecanicamente separada (RCMS) de rd-touro apresentou a
umidade como principal componente, seguida por proteina, cinzas e gordura como pode ser
observado na Tabela 1. Esses resultados sdo semelhantes a valores encontrados em cabegas de
corvina como reportados na literatura (BANDEIRA, 2009; SILVA et al., 2011) e em 0ss0s da
carcaca de bacalhau (KOLODZIEZKA et al., 2008).

Tabela 1 — Comparagdo da composicao centesimal do RCMS de ra-touro com as matérias-

primas de diferentes espécies de pescado.

DA COMPOSICAO CENTESIMAL (% X
MATERIA © o REFERENCIAS
Umidade Proteina Lipidios Cinzas
RCMS ra- Valores obtidos
ToUro 62,7+ 0,0 25,9 +0,1 0,3+0,0 10,6 +0,1 1o estudo atual
FREGING gy 14,6 +0,4 6,1+ 0,0 IGaEn  CUCEn el
asiatica (2019)
Erf)%aarroa 38,61+ 1,2 294+1,1 0,2+0,0 309+0,1  Caoetal. (2017)
Ossos carcaca 252408 178411 47404 482+ 1,0 Bandeira et al.
corvina (2017)
Pg'e cabeca 755,116 9,9+05 38206 91+08  Silvaetal. (2011)
e carpa
Ciger%aade 753+1.3 10,7+1,0 37413 87+15  Bandeira (2009)
Ossos carcaca Kolodziejoka et
 calhag 22,0 0,4 170+0,8 0,2+0,0 6,2+0,3 al. (2008)
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O teor de umidade do RCMS de ré-touro foi 62,7 % (Tabela 1), sendo menor do que
os valores encontrados por Silva et al. (2011), de 75,6 % de umidade em residuo da carpa
(cabeca moida), e por Tumerkan et al. (2019), de 72,9 % em pele de réa-touro asiatica; porém,
maior do que os valores encontrados por Bandeira et al. (2017), 25,2% em 0ssos de corvina, e
por Kolodziejoka et al. (2008), cuja umidade foi de 22% em 0ssos da carcaga de bacalhau.

O teor de proteina, o qual representa a maxima producao possivel de gelatina que pode
ser extraida dos residuos, foi de 25,9 % (Tabela 1). Desse modo, apresentou valor maior aos
encontrados pelos autores mencionados no paragrafo anterior, e valor menor aos encontrados
por Cao et al (2017) em escamas de robalo (29,4 %) e de tainha (37,8 %).

Para o percentual de cinzas, 0 RCMS de ra apresentou valor médio de 10,6 % (Tabela
1), sendo menor do que os encontrados por Cao et al. (2017), em escamas de robalo (30,92 %)
e por Bandeira et al. (2017) em ossos de carcaca de corvina (48,2 %); e valor maior aos
encontrados por Bandeira (2009) para cabegas de carpa cabega grande e Kotoziejska et al.
(2008) para ossos de carcaca de bacalhau, que foram de 8,7 % e 6,2 %, respectivamente. A
diferenca entre os valores pode estar relacionada a elevada quantidade de minerais presentes
na fracdo 6ssea do RCMS de rd em comparacao com 0s demais residuos.

Em relacdo ao teor de lipideos no RCMS de rd, o valor foi de apenas 0,3 %,
semelhante aos valores encontrados por Cao et al. (2017) em escamas de robalo e por
Kolodziejoka et al. (2008) em ossos da carcaga de bacalhau, e menor aos valores encontrados
para diferentes residuos em estudos anteriores apresentados na Tabela 1. Com este resultado,
ndo se fez necessario um processo de remocdo de lipidios antes da extracdo da gelatina do
RCMS da ré-touro.

A composi¢do quimica da matéria-prima influi no rendimento e na composicao
qguimica das gelatinas. De acordo com Songchotikunpan et al. (2008) um elevado teor de
proteinas na matéria-prima é fundamental para se obter um maior rendimento na extracdo da

gelatina.

5.2 Rendimento e composicao fisico-quimica de gelatinas

O rendimento e as caracteristicas fisico-quimicas da gelatina diferem significativamente (P <
0,05) em virtude do método de obtengdo, ou seja, se a gelatina é obtida com ou sem o pré-tratamento
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Rendimento e caracteristicas fisico-quimicas das gelatinas obtidas do RCMS ra-

touro.
DETERMINACOES AMOSTRA
(%) GCPT! GSPT?

RENDIMENTO DA 1,2 +0,20 2,23°+0,15
EXTRACAO

HIDROXIPROLINA 6,81% + 0,03 5,55° + 0,03
PROTEINAS 88,35 + 1,29 67,88° + 0,50

CINZAS 1,232+ 0,31 9,91°+0,12

Nota: 1: Gelatina com pré-tratamento, 2: Gelatina sem pré-tratamento. Os dados foram expressos como valor
médio + desvio padrdo em triplicata.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05).

O rendimento de extragdo da gelatina bem como a recuperacdo de gelatina séo
parametros-chave devido a sua importancia econdmica para a industria de gelatina (BORAN;
REGENSTEIN, 2009). O rendimento de extracdo representa a quantidade de solido liberado
da matriz durante a extracdo enquanto a recuperacao de gelatina corresponde a quantidade de
colageno desnaturado e convertido na gelatina amorfa (KARNJANAPRATUM et al., 2017).
Como a hidroxiprolina € um amino&cido encontrado unicamente no colageno, assim, o teor de
hidroxiprolina no material determina o rendimento de gelatina (INTARASIRISAWAT et al.,
2007).

Em termos de rendimento de extragdo, em base Umida, observou-se um maior
rendimento para a GSPT (2,23 %) em relacdo a GCPT (1,2 %). Contudo, o valor encontrado
para a GCPT neste estudo foi similar aos encontrados por Biluca, Marquetti e Alfaro (2011)
para a gelatina de ossos da carcaca de bagre africano (1,18 %) e menor do que os encontrados
por Bandeira et al., (2017), que obtiveram rendimento de 3,4 % na extracdo de 0SS0S Secos
moidos da carcaga de Corvina. Porém, o rendimento foi calculado em relacdo & matéria-prima
seca, levando a um aumento no rendimento em comparagdo com o residuo Umido.

Na literatura s@o relatados diferentes rendimentos de extragcbes para diferentes
matérias-primas de pescado em diferentes condicdes de pré-tratamento e extracdo (Tabela 3).
Observa-se, por exemplo, que as gelatinas extraidas de residuos 6sseos independentemente do
método de extracdo aplicado, apresentam um menor rendimento de extragdo quando
comparado a gelatinas extraidas de peles de pescado.

De acordo com Ikoma et al. (2003) e Wang e Regenstein (2009), o menor rendimento
de extracdo de gelatinas de residuos ricos em minerais como escamas e 0ss0s pode ser
atribuida a estrutura densa desse material e a menor quantidade de colageno em comparacéo
com as peles. O rendimento das amostras de gelatina depende da matéria-prima (composicao
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quimica, composi¢do de aminodcidos), dos métodos de extragdo usados (acido e alcali usados
em pré-tratamentos) e condicGes de extracdo aplicadas (ZHANG; REGENSTEIN, 2017).

Em termos de rendimento em gelatina (hidroxiprolina gelatina/gelatina matéria-
prima), ou seja, quantidade de gelatina recuperada, observou-se que a GCPT obteve maior
rendimento (27,8 %) em comparacdo com a GSPT (22,6 %). O contetdo de hidroxiprolina no
RCMS foi de 2,45 g / 100 g, enquanto o contetdo de hidroxiprolina na GSPT e na GCPT foi
de 5,55 e 6,81 g / 100g de gelatina, respectivamente. O maior contedo de hidroxiprolina na
GCPT esta relacionado a maior recuperacao de colageno da matriz do RCMS.

Os valores de hidroxiprolina encontrados neste estudo foram maiores do que oS
encontrados por Santos (2017), em gelatina de 0ssos de tilapia (4,3 %) e de carpa (4,1 %), por
Bandeira et al. (2017) em gelatina de 0ssos da carcaca de corvina (4,1 %), e por Tumerkan et
al. (2019) em gelatina de pele de ra-touro asiatica (4,2 %).

A GCPT apresentou valores de hidroxiprolina similares aos encontrados por
Tlmerkan et al. 2019) em peles de frango (6,4 %) e de atum (6,3 %), e inferior aos
encontrados por Casanova et al. (2020), que encontraram 7,3 % em gelatina de pele de
escamudo, e por Martins et al. (2018) quando estudaram gelatina de escama de tilapia, em que

os valores foram de 8,1 %.
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Tabela 3 — Trabalhos sobre condicfes de extracdo, rendimento e propriedades fisico-quimicas de gelatinas obtidas a partir de diferentes matérias-

primas.
~ CONDICOES
MATERIA-PRIMA PREC—:'IS)FIQ\IE'I!E‘;\IC\)/IEE?\ITO DE R PB CZz HP PH REFERENCIA
EXTRACAO
Extracdo em
PELE DE ESCAMUDO  Neutrase (0,5) UA-N / kg de pele), g?_'“g 58 7133 276 73 N Casanovaetal
(POLLACHIUS VIRENS) 30 mina40 °C 80 °C - 35 — 40 (2020)
min
GELATINA Casanova et al
COMERCIAL NR NR NR 9424 018 6,8 NR (2020) '
(PELE DE PEIXE)
oL  Agua 442 692
NaOH Acido acético NR - 029 NR 6,41 Silvaetal. (2018a)
(GoloslliiA Acido sufurico 88,43 3,78
MACROPONUM) ' '
CABECA DE Alcalino/Acido
CAVALINHA NaOH 0,2M — 1h Kuang e Mohtar
(DECAPTERUS Ac. Sulfirico 0,05 M — 1h L7 1525 410 NR 33l (2017)
MACROSOMA) Ac citrico 0,1 M -8h
Desmineralizagéo — Solucéo NaCl
) 10% 24h
ESCAMADE TILAPIA  (HCI)0,4Ma1:10 (p/V) 1he30min  Extragéo 1h sob
(OREOCHROMIS Acd. acético 0,1 M a 1:10 (p/v) agitacdoa60°C, 121 NR NR 81 NR Martinsetal. (2018)
NILOTICUS) durante 1h 1: 4 (p/lv)
NaOH 0,1 Ma1l: 3 (p/v)porlh
H2S04 0,1 M a 1: 3 (p/v) por 1 h
0SSOS SECOS MOIDO Acido Extraggoa60°C ., o, a1 Bandeira et al.
DA CARCACA DE HCI 0,6 mol L "*por20ha10°C /2h-pH 4 ’ ’ ’ (2017)
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CORVINA
(M. FURNIERI)
Continua...
..CONTINUACAO
MATERIA-PRIMA CeiGoEe e oS R PB CZ HP pH Referéncia
Pre-Tratamento Extracao
3 ) Alcalino-4cido ApZ'a(?j’gs-tz igﬁa
PELE DE RA ASIATICA NaOH 0,3 M, 1:10 (p/v) por 6 h g (1:10) 1241 NR NR 89 NR Karnjanapratum et
(RANA TIGERINA) acido acético 0,15 M; 1:10 (p/v) 55‘ oC ’ ’ al. (2017)
4h 12h
ESCAMA ROBALO 2 extragdes em
? 141 90 143 9,6 5,33 Caoetal. (2017)
(LTES CALCARIFER) NaCl (5 %) QLN
Alcalase® (1 %), 6 h, 400c  PH 20-25/60°C
EECiuin Tl ALS N7 Ak Iextracdo-6h 155 gg6 155 93 541  Caoetal. (2017)
(MUGIL CEPHALUS) 22 extracdo 3h ' , ' : , :
OSSOS DE TILAPIA 58 8645 092 43 NR Santos (2017)
OSSOS DE CARPA 49 8213 104 41 NR Santos (2017)
PELE DE FILHOTE Acido acético
(BRACHYPLATHYSTOMA NaOH 6 horas 19,7 72,76 0,13 8,76 9,06 Silva (2016)
FILAMENTOSUM) 58 °C
. Acido acético Neutralizado
RESI1I?ILIJ_OAF(>3II\AAS DE NaOH Agua 6 NR 21,7 NR 47 Nunes (2014)
H,SO, 45°C1h
PELE DE BOVINO NR NR NR 8449 NR 195 NR Prestesetal (2013)

(GELATINA COMERCIAL)




OSSOS DA CARCACA DE
BAGRE AFRICANO
(CLARIAS GARIEPINUS)

CABECA CARPA COMUM
(CYPRINUS CARPIO)

CABECA DE CARPA
ESPECIE CABECA
GRANDE
(ARISTICHTHYS
MOBILIS)

NaOH- 24 h - 8 °C (2x)
HCI - 24 h - 8 °C (2x)

Alcalino/Acido
NaOH ,15 min (agitacéo)
NaOH ,105 min (agitacao)

pH 11
HCI 3M, 15 min, pH 2

Alcalino/Acido
4 extracoes
NaOH 3M, 15 min, pH 11
NaOH 3M, 60 min, pH 11
HCI 3M, 15 min, pH 2

42

Duas extracdes de

60 minutos Biluca, Marquetti e
pH2e4 L0 MR 2Ly R 2k Alfaro (2011)
60 e 80 °C

52°C/2h-pH4 198 NR NR NR NR  Silvaetal. (2011)

2,0 NR NR NR 41 Bandeira (2009)

Nota: CMS - carne mecanicamente separada; R - rendimento de

extracdo; PB - proteina bruta; CZ - cinzas; HP - hidroxiprolina; NR - ndo relatado.
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Um nivel mais alto de hidroxiprolina na gelatina pode estar associado a niveis de
pureza mais elevados (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004), o que pode levar a
caracteristicas desejaveis, como maior forca de gel.

Embora a GSPT tenha apresentado um maior rendimento de extra¢do, sua composi¢ao
quimica apresentou uma quantidade significativamente maior de cinzas em relacdo a GCPT e
uma menor quantidade de proteinas.

A legislacdo brasileira, através do regulamento técnico de identidade e qualidade da
gelatina, da gelatina de pescado e da gelatina hidrolisada, fixa em 2 % a quantidade maxima
de cinzas presentes em gelatinas ou colageno. Dessa forma, a GSPT ndo esta dentro dos
limites estabelecidos pela legislacéo brasileira em relagdo ao teor de cinzas presentes na
amostra. Por outro lado, a GCPT apresentou valores de cinzas dentro dos limites
estabelecidos pela legislacéo e similares a valores encontrados em outros estudos (Tabela 3).

O teor de proteina da GCPT foi significativamente maior (P < 0,05) que o teor
encontrado na GSPT, porém, para aplicacdo comercial é desejavel gelatinas com altos teores
de proteinas. Gelatinas comerciais de pele de bovinos apresentam teores de proteinas que
variam entre 83 e 90 %. Prestes et al. (2013), ao analisarem gelatina comercial de pele de
bovino, verificaram um teor de proteina de 84,49 %. Casanova et al. (2020), obtiveram teores
de proteina de 93 % em gelatina comercial de pele de peixes de agua fria.

A GSPT apresentou teor de proteina (67,88 %) relativamente baixo quando comparado
com gelatinas comerciais e de outros estudos, como mostrado na Tabela 3, enquanto a GCPT
apresentou valores (88,35%) proximos aos reportados na literatura.

Observou-se que a recuperacdo das gelatinas, baseada em quantidade de proteinas e
hidroxiprolina avaliadas neste estudo foi influenciada pelo processo de desmineralizagdo e
concentracdo das solucdes de hidréxido de sddio e acido cloridrico utilizadas no tratamento
preliminar da matéria-prima. Feng et al. (2015), verificaram que 0 processo de
desmineralizacdo foi a etapa responsavel por aumentar a eficiéncia da extracdo da gelatina das
escamas de carpa (Cyprinus carpio haematopterus).

A importancia da desmineralizacdo esta relacionada ao fato das ligacdes cruzadas
entre as cadeias de colageno nos 0ssos, serem mais estaveis, pois a estrutura mineral fornece
protecdo fisica para a estrutura de colageno nos 0ssos (ARNESEN; GILDBERG, 2007). Em
comparagdo com a pele ou outro tecido conjuntivo mole, hé& necessidade de usar condigdes de
extracdo mais severas para obter maior recuperacéo de gelatina.

Para Kuang e Mohtar (2018), o pré-tratamento é um fator importante que pode afetar o

rendimento de gelatina e propriedades associadas. Isso pode ser devido ao acido organico
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solubilizar os coladgenos ndo reticulados assim como promover a quebra de algumas das
ligacBes cruzadas existentes entre as cadeias de colagenos, o que favorece maior solubilizacao
de colagenos durante a extracdo (LIU et al., 2015). Um numero adequado de ligacdes
cruzadas deve ser quebrado para converter o colageno em uma forma adequada para extracéo
(ZHOU; REGENSTEIN, 2005).

Os resultados deste estudo indicaram que a GCPT do RCMS de ré-touro foi isolada
com mais sucesso, com niveis de pureza mais elevados, devido ao menor teor de cinzas,
maiores teores de proteinas e hidroxiprolina. A diferenca nos valores sugere que a qualidade
da GCPT é superior a da GSPT.

5.3 Propriedades tecnologicas das gelatinas

Conforme mostrado na Tabela 4, houve diferenca significativa (P < 0,05) em relagdo a
forca de gel para as amostras de gelatinas estudadas. Uma maior forca de gel foi alcancada na
GCPT (284,5 g) quando comparada com a GSPT (88,0 g).

Tabela 4 — Propriedades tecnoldgicas da GCPT e GSPT do RCMS de ra-touro.

5 AMOSTRA
DETERMINACOES . ,
GCPT GSPT

FORCA DE GEL 284,57+ 2,8 88,0°+ 3,1

PH 4,28%+0,01 7,26 + 0,012

COR

L* 87,70 + 0,26 80,35° + 0,11

A* -0,59% + 0,03 0,04° +0,01

B* 5,54% + 0,20 15,49° + 31

Nota: 1: Gelatina com pré-tratamento, 2: Gelatina sem pré-tratamento.
Os dados em triplicatas foram expressos como valor médio + desvio.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (P < 0,05).

A forca do gel é uma importante propriedade tecnolégica da gelatina que determina o
seu valor comercial (ZHOU et al.,2006). Para Yang et al. (2008), quanto maior os valores de
forca de gel, melhor a qualidade da gelatina.

Na literatura, diferentes valores foram relatados para gelatinas comerciais e para
gelatinas extraidas de diferentes residuos de pescados, como, por exemplo: o valor de 121,4 g
em pele e escamas de cavala (MIRZAPOUR-KOUHDASHT et al., 2020); de 363,0 g em pele
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de ra-touro asiatica (TUMERKAN et al., 2019); de 233,5 g escama de tilapia (MARTINS et
al., 2018); de 300,5 g gelatina comercial de bovino (KUANG; MOHTAR , 2017); de 138 g
em 0ssos de carcaca de corvina (BANDEIRA et al., 2017); valores, de 248,0 g, 215,0 g e
240,0 g em pele ra-touro asiatica, pele comercial de peixe, pele comercial de bovino,
respectivamente (KARNJANAPRATUM et al., 2017); de 147,5 g ossos de tilapia do Nilo
(SANTOS, 2017); e de 323 g em residuo de CMS de tilapia (NUNES, 2014).

Essas diferencas entre as espécies foram possivelmente devido a diferencas na
composicdo da amostra, tamanho das cadeias proteicas, bem como interacdes complexas
determinadas pela composicdo de aminoacidos (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004).
Principalmente em relacdo ao teor de iminoécidos (prolina e hidroxiprolina) (DINCER et al.,
2015). De acordo com Kasankala et al. (2007), a concentracdo da solucdo de gelatina,
temperatura, tempo de envelhecimento e pH sdo fatores que influenciam a forca de gel das
gelatinas.

Desse modo, a forga de gel na GSPT constatada neste estudo foi menor aos relatados
na literatura enquanto o valor constatado na GCPT apresentou valor de forca de gel maior aos
da maioria dos estudos relatados anteriormente.

De acordo com Gomez-Guillén et al. (2011), o baixo teor de hidroxiprolina € a
principal razdo para as baixas propriedades reoldgicas, como for¢a de gel. Para Chandra et al.
(2015), a hidroxiprolina desempenha um papel importante na estabilidade do gel, devido a sua
capacidade de ligacdo de hidrogénio atraves do grupo hidroxila, embora a prolina também
tenha grande importancia.

Segundo Cole (2000), o pH tem grande influéncia sobre as propriedades reoldgicas da
gelatina. Gelatinas que apresentam pH proximos a 5,0, possuem viscosidade minima e
resisténcia do gel maxima, sendo entdo interessante para industria fabricar gelatinas com este
valor de pH.

Kuang e Mohtar (2018), verificaram uma reducdo na forca do gel de gelatinas
extraidas de cabeca de cavalinha em pH abaixo de 4,0. De acordo com Choi e Regenstein
(2000), a forca do gel de gelatinas diminuem em pH abaixo de 4,0 e ligeiramente acima de
8,0.

Os valores de pHs encontrados neste estudo foram de 4,28 para GCPT e 7,27 para
GSPT. As diferencas nos valores de pH da gelatina podem refletir as diferencas no pré-
tratamento empregado durante a extracéo.

Neste estudo, os valores encontrados estdo dentro da faixa comumente observada em

gelatinas de pescados que tiveram as mesmas condi¢des de pré-tratamento e de extracdo
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(Tabela 3). A legislacdo brasileira através da Minuta do Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade da gelatina e colageno, determina para gelatina comestivel um pH entre 4,5 e 6,5.
De acordo com os critérios do Gelatin Manufacturers Institute of America (GMIA), para
gelatina comestivel a GCPT ¢é definida como tipo A (pH entre 3,5 € 5,5) e a GSPT como tipo
B (pH entre 5,0 e 7,5). Para aplicacdo farmacéutica a gelatina tipo A deve apresentar pH entre
4,5e5,5 e agelatinatipo B pH entre 5,3 e 6,5 (GMIA, 2019).

Com relacdo aos atributos de cor (Tabela 4), todos os parametros foram
estatisticamente diferentes (P < 0,05). Os resultados indicaram um aumento expressivo no
atributo b* na GSPT com coloragdo tendendo ao amarelo enquanto a GCPT apresentou cor
mais clara e brilhante com valores do atributo L* (luminosidade) maiores ao da GSPT.
Resultados semelhantes foram relatados para gelatina de pele de peixe escamudo
(CASANOVA et al., 2020).

De acordo com Songchotikunpan, Tattiyakul e Supaphol (2008) a cor das gelatinas
depende das matérias-primas e, em geral, a cor ndo influencia suas propriedades funcionais.
No entanto, a GCPT devido ao seu menor valor de b* e maior luminosidade (L*) pode ter sua
aplicacdo facilitada em diferentes areas (industria de alimentos e farmacéutica) devido aos
menores riscos de interferéncia na coloracéo dos produtos.

Os resultados indicaram que o pré-tratamento antes da extracdo influenciaram
positivamente na cor da gelatina do residuo de ra. A Figura 4 mostra o aspecto das gelatinas

estudadas.

Figura 4 — Gelatina em p0: a) GCPT- Gelatina Com Pré-Tratamento; b) GSPT- Gelatina Sem

Pré-Tratamento.

Fonte: Autoria prépria.
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Ambas as amostras de gelatina apresentaram glicina como o aminoacido principal,
sendo constatadas 16,29 g de glicina/100 g de GSPT e 22,54 g /100 g de GCPT (Tabela 5).
De acordo com Duan et al. (2011), a glicina é o aminoacido dominante na gelatina.

Geralmente, a glicina ocorre a cada terceira posi¢do na cadeia o e representa quase um ter¢o

dos residuos totais (BENJAKUL et al., 2009). A GCPT exibiu maior conteido de glicina do

que a GSPT.

Tabela 5 — Composi¢cdo de aminoacidos de gelatinas extraidas de residuo de CMS de ra-touro.

A GCPT" GSPT?
Aminoacidos (a/100g) (4/1000)
Acido Aspartico 6,35 5,15
Acido Glutamico 10,62 8,35
Serina 4,71 3,98
Glicina 22,54 16,29
Histidina 1,02 1,55
Arginina 8,14 6,18
Treonina 1,99 2,02
Alanina 8,36 6,07
Prolina 12,69 10,97
Tirosina 0,50 0,92
Valina 1,60 1,88
Metionina 1,00 1,10
Cistina 0,21 0,23
Isoleucina 1,19 1,46
Leucina 2,26 2,63
Fenilanina 1,95 2,13
Lisina 3,20 3,03
Hidroxiprolina 6,81 5,55
Iminoacidos (Pro + Hyp) 19,5 16,52

Nota: 1:Gelatina com pré-tratamento, 2: Gelatina sem pré-tratamento. Valores expressos em gramas de

aminodcidos por 100 gramas de proteina.

Para os iminoacidos (prolina e hidroxiprolina), a GCPT apresentou maior teor (19,5

%) do que a GSPT (16,5 %). Uma baixa quantidade de iminoacidos pode indicar propriedades

de geleificacdo pobres e possuir uma rede de gel mais fraca (SANAEI et al., 2013). O maior

conteddo de iminoacidos (prolina e hidroxiprolina) na GCPT contribuiu para suas maiores

propriedades de forca de gel devido a formacao de hélice tripla e estabilizacdo da molécula de

gelatina. A maior quantidade dos aminoacidos prolina, glicina e hidroxiprolina, se deve a
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caracteristica (Gly-Pro-Y) n, a repeticdo helicoidal tripla de todos os coladgenos (CAO et al.,
2017). Para regides ricas em prolina e seu analogo hidroxilado, essas constituem zonas de
nucleacdo, que fornecem estabilidade a hélice tripla da gelatina (MONTERO; GOMEZ-
GUILLEN, 2000). Combinados com a alanina, eles formam regibes apolares, com
predominancia da sequéncia Gly-Pro-Y.

O contetdo total de iminoacidos (19,5 %) da GCPT de RCMS de ra-touro foi maior
aos encontrados para as gelatinas de outras espécies de pescados, assim como aos encontrados
em pele de peixe filhote (Brachyplathystoma filamentosum) (14,4 %) (SILVA, 2016), em
0ssos da carcaca de Corvina (17,8 %) (BANDEIRA et al., 2017) e em pele de peixe escamudo
(17,8 %) (CASANOVA et al., 2020). Porém, numericamente proximos aos valores de
iminoacidos obtidos em escama de Tainha cinza (19,7 %) (CAQ et al., 2017) e em escamas de
tilapia (20,02 %) (MARTINS et al, 2018). No entanto, Karnjanapratum et al. (2017)
encontraram um teor numericamente maior de iminoacidos na gelatina da pele de ré-touro
asiatica (21,5 %).

Além disso, a composicao de aminoacidos de ambas as gelatinas apresentou baixo teor
de residuos de histidina, tirosina e cisteina; embora a cisteina ndo esteja tipicamente presente
na estrutura do colageno tipo I. A presenca de cisteina na composicdo de aminoacidos pode
indicar que a gelatina contém uma pequena quantidade de proteina do estroma (BOUGATEF
etal., 2012; DUAN et al., 2011).

5.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das
gelatinas

A espectroscopia no infravermelho foi usada com o objetivo de se verificar eventuais
diferencas de alteracGes macromoleculares causadas pelo pré-tratamento realizado na gelatina
quando comparada com a amostra sem tratamento. Na Figura 5, estdo apresentados 0S

espectros no infravermelho das amostras de gelatinas.
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Figura 5 — Espectros no infravermelho das gelatinas do RCMS de ré obtidas por diferentes

métodos: GSPT- Gelatina Sem Pré-Tratamento; GCPT - Gelatina Com Pré-Tratamento

Fonte: Autoria propria.

As gelatinas do RCMS de ra apresentaram cinco bandas principais caracteristicas das
amidas A (3278 e 3282 cm™), B (2943 cm™ e 2926 cm™), 1 (1630 cm™ e 1631 cm™), 11 (1530
cm™ e 1534 cm™) e 111 (1235 e 1232 cm™) para a GCPT e GSPT, respectivamente.

As gelatinas apresentaram espectros semelhantes, diferenciando-as apenas na
amplitude e no numero de onda, que apresentou uma diminuicdo em todas as bandas, exceto
na banda amida B. Para Sinthusamran, Benjakul e Kishimura (2014), todos os tipos de
gelatina apresentam espectros mais ou menos semelhantes. A banda da amida A (3400-3440
cm™) esta relacionada as vibragdes de alongamento N-H, a banda da amida | (1600-1660 cm"
') est4 associada as vibragdes de alongamento de grupos carbonilas em peptideos, a amida 1
(1550 cm™) est4 associada & flexdo NH e ao alongamento CN, e a banda da amida 111 (1220-
1230 cm™) esté relacionada ao alongamento C-N e N-H e envolvida com a integridade da
estrutura helicoidal tripla de colageno (JAKOBSEN et al., 1983; TIAN et al, 2015).

A banda amida A para as amostras estudadas apareceu em 3278 e 3282 cm™ para
GCPT e GSPT, respectivamente. Esta banda foi relacionada por Doyle et al. (1975) ao
estiramento N-H. Para os autores uma vibragdo de alongamento N-H livre ocorre na faixa de
3400-3440 cm™, porém quando o grupo N-H de um peptideo esta envolvido em uma ligagdo
de hidrogénio, a banda da amida A pode ser deslocada para frequéncias mais baixas. Esses
resultados sugerem que pode haver fortes interacdes intermoleculares do tipo ligacGes de

hidrogénio entre as moléculas das gelatinas de RCMS de ra.
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A banda de absorcdo da amida B foi observada em 2943 cm™ e 2926 cm™ para GCPT
e GSPT, respectivamente. A banda da amida B se dividiu em dois picos para as duas
amostras. Esses dois valores de nimeros de onda representam o alongamento assimétrico e
simétrico de C—H bem como de NHs;" (NAGARAJAN et al., 2012). A GSPT apresentou 0
menor numero de onda para o pico da amida B, sugerindo interacdo de grupos —NHj; entre
cadeias de peptideos. Comportamento semelhante foi reportado por Casanova et al. (2020)
para a gelatina de pele de peixe escamudo. Karnjanapratum et al. (2017) identificaram
comprimentos de bandas de absorcao para esta banda entre 3076 e 3078 cm™ para gelatinas de
pele de ra-touro asiéatica.

Martins et al. (2018) relataram que na regido de 2145 cm™, a auséncia de bandas esta
relacionada a auséncia do grupamento S-H presente no colageno, devido a sua degradacéo
durante a extracdo e concomitante transformacao de coldgeno em gelatina. A auséncia de pico
nessa regido foi observada para as duas gelatinas.

Na regido de 1743 cm™ para a GSPT pode ser visualizada a banda causada pelo
estiramento da carbonila (C=0) (URIARTE-MONTOYA et al., 2011). Silva (2013) verificou
a presenca de bandas de absorcdo semelhantes para as gelatinas das peles de corvina e de
bijupira, respectivamente na regido de 1773 cm™ e 1723 cm™.

O grau de degradacdo molecular das gelatinas também foi verificado a partir das
bandas de absorcdo referentes as amidas I, Il e 11l as quais sdo responsaveis pelo grau de
ordem molecular encontrado no colageno e envolvidas na formacdo da estrutura helicoidal
tripla devido ao alongamento C=0, flexdo N-H e alongamento C-H (MUYONGA et al.,
2004).

De acordo com Muyonga, Cole e Duodu (2004), a banda da amida I, entre 1600 e
1700 cm™, é a mais importante para a analise espectroscépica de infravermelho da estrutura
secundaria das proteinas. Amida-I representa estiramento de liga¢6es duplas de C=N e C=0
presente em aminodacidos. Para as gelatinas estudadas as bandas de absor¢ao na amida | foram
observadas em 1630 cm™ e 1631 cm™ para GCPT e GSPT, respectivamente. De acordo com
Yakimets et al. (2005) picos encontrados nessa regido sdo caracteristicos da estrutura em
espiral da gelatina.

As bandas de absorc&o na amida 11 foram observadas em 1530 cm™ para GCPT e de
1534 cm™ para GSPT. A amida |1 foi relacionada por Barth (2007) como uma combinacéo da
deformacéo angular simétrica da ligacdo N-H e a vibracao do estiramento C-N.

A banda da amida 111 foi detectada em 1232 e 1235 cm™, para as amostras GCPT e

GSPT, respectivamente. De acordo com Nagarajan et al. (2012), a amida Ill representa as
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bandas de combinacdo entre o alongamento C-N vibragdes e deformacdo N-H de ligacOes
amida, bem como absor¢6es decorrentes de vibragdes oscilantes de grupos CH2 da estrutura
da glicina e das cadeias laterais de prolina. Os resultados mostraram que a GCPT apresentou
amplitude menor em relacdo a GSPT, sugerindo a maior desordem da GCPT associada a
maior degradacdo. De acordo com Muyonga, Cole e Duodu (2004), esta perda de estrutura é

resultado da desnaturagdo do colageno em gelatina.

5.6 Calorimetria exploratodria diferencial (DSC) das gelatinas

Os termogramas das gelatinas do RCMS de ra estdo apresentados na Figura 6. Foram

observados trés eventos endotérmicos para ambas as gelatinas.
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Figura 6 — Termogramas de DSC para as gelatinas extraidas do RCMS de réa-touro durante a
segunda corrida. RCMS: Residuo de Carne Mecanicamente Separada, GSPT- Gelatina Sem Pré-

Tratamento; GCPT - Gelatina Com Pré-Tratamento.
Fonte: Autoria propria.

O primeiro evento aconteceu em 42 °C e 63 °C para a GSPT e GCPT, respectivamente.
Para ambas as gelatinas esse evento pode estar associado a diversos processos, tais

como a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) dos blocos de a-aminodcidos, recristalizagdo de
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pequenos cristalitos de gelatina, evaporacdo de &gua ligada quimicamente remanescente do
processo de liofilizacdo, a adsorcdo de agua durante o armazenamento ou alteracdes
conformacionais na estrutura da proteina (CORREIA et al., 2013; DAI et al., 2006).

Martins et al. (2018) relataram uma temperatura de transi¢do vitrea (Tg) da gelatina de
escama de tilapia entre 65 e 75 °C.

O segundo evento aconteceu em 156 °C para GSPT e em 151 °C para GCPT.
Casanova et al. (2020), verificaram trés eventos, similares ao deste estudo, em gelatinas
extraidas de pele de peixe escamudo, 0s autores associaram o evento, encontrado entre 146 °C
e 156 °C a temperatura de desnaturacdo de proteinas de baixa massa molar.

O terceiro evento aconteceu em 204,16 °C para GSPT e em 197,28 °C para GCPT
possuindo como caracteristica um pico estreito relacionado a fusdo das estruturas proteicas,
tal caracteristica de pico também foi identificado por Oliveira et al. (2017) em seus estudos
sobre as caracteristicas térmicas de gelatina extraida de pele de tilapia.

A maior temperatura de fusdo da GSPT provavelmente esta relacionada ao protocolo
de tratamento prévio a extracdo. Casanova et al. (2020) verificaram uma reducdo na
temperatura de fusdo para gelatina extraida de pele de peixe escamudo tratada com HCI em
comparagao com a amostra tratada com acido citrico. Segundo Giménez et al. (2005) e Rivero
et al. (2010), a gelatina € uma molécula muito complexa e suas caracteristicas térmicas estao
associadas a muitos fatores, como tipo de colageno, tecido, espécie animal, método de
extracdo realizado, composi¢do quimica da matéria-prima e a distribuicdo de residuos de

aminoacidos.

A GCPT apresentou propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas superiores a GSPT,
desta forma, a GCPT além das determinagdes fisico-quimicas realizadas na Etapa I, foi
avaliada quanto a presenca de contaminantes quimicos (metais pesados) e microbioldgicos e
os resultados foram comparados com parametros da legislacdo vigente para gelatinas com

aplicacdo nas industrias de alimentos e farmacéutica.
5.7 Parametros de qualidade da gelatina

Para gque a gelatina seja usada como ingrediente alimentar ou farmacéutico, ela deve
estar em conformidade com os padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente. A maioria das
regulamentagfes nacionais e internacionais estabelecem limites para as caracteristicas fisico-

quimicas e microbioldgicas de gelatinas.
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No Brasil, a producédo de gelatina deve cumprir os requisitos estabelecidos pelo Decreto
n° 9.013, de 29 de marco de 2017 que regulamenta a inspe¢do industrial e sanitaria de
produtos de origem animal (RIISPOA) e detalha as regras de higiene especificas para
obtencdo da gelatina desde a matéria-prima até a entrega do produto acabado.

Em 2018 a Secretaria de Defesa Agropecuéria publicou uma minuta do regulamento
técnico de identidade e qualidade (RTIQ) de gelatinas que estabelece os padrdes de identidade
e qualidade das gelatinas, tendo em vista que no novo RIISPOA ndo foi incluido tais
parametros (BRASIL, 2018).

Em relacdo a qualidade microbioldgica, até dezembro de 2020 as gelatinas atendiam aos
limites microbioldgicos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
através da Resolucdo - RDC, n° 12 do dia 2 de janeiro de 2001, que regulamentava os padrbes
microbiologicos dos produtos alimenticios. No entanto, essa RDC foi revogada pela
Resolucdo - RDC n° 331, de 23 de dezembro de 2019 e pela Instrucdo Normativa (IN) n°® 60
de 23 de dezembro de 2019, que entraram em vigor em dezembro de 2020. A RDC 331/2019
abrange toda cadeia produtiva dos alimentos, tratando dos padrdes microbiolégicos dos
alimentos e a aplicacdo desses. Ja a IN 60/2019, que complementa a RDC 331/2019,
apresenta as listas com os padrdes microbiologicos para alimentos prontos para oferta ao
consumidor. No entanto, os ingredientes alimentares, categoria na qual a gelatina é
classificada, ndo foram inclusos nessas legislagdes.

De acordo com a Anvisa (2020), as gelatinas devem atender os limites estabelecidos em
especificacbes publicadas em monografias de referéncias internacionais, como The Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA, 2006), Food Chemical Codex
(FCC) e farmacopeias oficiais. No entanto, a Anvisa (2020) estabeleceu que os produtos que
eram regulamentados pela RDC n° 12/2001 fabricados até 26 de dezembro de 2020 devem
cumprir os padrdes microbioldgicos estabelecidos na resolugéo até o fim de sua validade.

Nos Estados Unidos, o FCC regulamenta os padrdes de identidade, qualidade e pureza
da gelatina além de, juntamente com a JECFA (2006), especificarem os limites méaximos para
metais pesados e microrganismos.

Na Unido Europeia, a gelatina comestivel deve cumprir os requisitos estabelecidos
pelo Regulamento de Higiene Alimentar (CE) n.° 853/2004 também regulamentado (UE)
355/2016 da Comissdo de 11 de margo de 2016 que altera o Anexo 1l do Regulamento (CE)
n.° 853/2004). A secdo X1V do Anexo Il do Regulamento (CE) n°® 853/2004, atualizado no
Regulamento (CE) n° 1243/2007, detalha as regras de higiene especificas para obtencdo da

gelatina desde a matéria-prima até a entrega do produto acabado. J& outros parametros, como
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niveis de metais pesados e seguranca microbioldgica, sdo abrangidos pelo regulamento (CE)
N° 1441/2007.

A gelatina para aplicacdo farmacéutica, além dos requisitos mencionados, também
deve cumprir os rigorosos requisitos das farmacopeias. As farmacopeias estrangeiras incluem
monografias que regulam a qualidade da gelatina usada para a producdo de medicamentos. No
entanto, no Brasil, apesar do amplo uso da gelatina em varios setores farmacéuticos e
médicos, ndo ha especificacbes do uso de gelatina na farmacopeia brasileira.

Em 1989 foi formado o Grupo de Discussdo Farmacopeia (PDG) formado pela
farmacopeia americana (USP) e pelas farmacopeias europeia (EP) e japonesa (JP). O grupo
preparou uma monografia sobre gelatina como parte de um programa de harmonizacéo (PDG,
2016). Alguns dos parametros de qualidade da gelatina regulados na monografia da PDG séo:
perda de massa na secagem (cinzas), forca do gel, pH, presenca de metais pesados e qualidade
microbioldgica (numero total de microrganismos aerébios, <1.000 UFC/g; ndmero total de
leveduras e fungos <100 UFC / g) e auséncia de Escherichia coli e Salmonella.

Em alguns paises, além dos parametros de qualidade estabelecidos pela legislacéo
vigente, os fabricantes de gelatinas devem atender aos parametros de qualidade estabelecidos
pelas associacdes de fabricantes de gelatinas. Nos Estados Unidos os fabricantes de gelatinas
sdo representados pela Gelatin Manufacturers Institute of America (GMIA) e na Uniéo
Europeia pela Gelatin Manufacturers of Europe (GME).

Os parametros de qualidade fisico-quimicos e microbiologicos da GCPT e os limites
estabelecidos para gelatinas alimenticias e farmacéuticas pelas legislacdes brasileira e

internacional sdo mostrados nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 — Parametros de qualidade fisico-quimicos da GCPT e os limites estabelecidos pelas legisla¢fes nacional e internacional.

Farmacopeias
i RTIQ CE/853/2004CE )
Contelido GCPT FCC /2011 JECFA Internacional GME GMIA
/2018 /1243/2007
(PDG)

Nota: ND = Né&o detectado; GCPT: gelatina com pré-tratamento; RTIQ /2018: regulamento técnico de identidade e qualidade (BRASIL, 2018); FCC /2011: Food Chemical
Codex (JECFA, 2006) The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives; Farmacopeias Internacional; PDG: Grupo de Discussdo Farmacopeia; GME: Unido
Europeia pela Gelatin Manufacturers of Europeu; GMIA: Gelatine Manufacturers Institute of America



Umidade (%)
Aa (25°C)
Lipideos (%)
Proteina (%)
Nitrogénio (%)
Cinzas (%)
pH
Arsénio (ppm)
Cadmio (ppm)
Chumbo (ppm)
Cobre (ppm)
Cromo (ppm)
Zinco (ppm)

Mercurio (ppm)

9,65
0,408
0,10
88,35
15,91
1,23
4,28
ND
ND
3,55
2,06
0,71
3,81
ND

>15
<20
45-6,5

<0,5

<5

<50
<0,15

>15
<30
45-6,5

<0,15

<50
<0,15

<20
38-7,6

<50
<0,15

Alimentos
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Farmacéutica
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A gelatina na sua forma seca é considerada estavel (USP, 2016) e é um material
“Reconhecidos como Seguro” (GRAS) pelo Federal Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos para uso humano (FDA, 2004). De acordo com a GME (2020), a gelatina geralmente
é reconhecida como estavel por pelo menos 5 anos, quando adequadamente armazenada em
embalagens hermeticamente fechadas para evitar a entrada ou perda de umidade.

Para Bordignon et al. (2012), a gelatina mantém um equilibrio de 13 % de umidade
quando mantida em temperatura média de 25 °C e umidade relativa de 46 % (COLE, 2000).

A legislacgéo brasileira ndo estabelece um limite para o teor de umidade das gelatinas.
Ja os regulamentos internacionais como do FCC, PDG bem como a GME estabelecem um
valor maximo de umidade de 15 %. A GCPT de ra apresentou umidade de 9,6 %, atendendo,
portanto, 0 que preconiza a legislacdo internacional para gelatinas comestiveis e de uso
farmacéutico. De acordo com Almeida e Lannes (2013), a umidade ideal para gelatina é entre
8 a 12 %, sendo, dessa forma, um teor de umidade acima de 16 % nao considerado desejavel
devido ao risco de crescimento microbiano; enquanto gelatinas com teor de umidade entre 6 e
8 % sdo consideradas muito higroscopicas, o que pode dificultar a determinagdo de seus
atributos fisicos (COLE, 2000).

Embora as legislacBes nacional e internacional ndo estabelecam limites para a
atividade de agua (Aa) e lipideos, esses parametros, juntamente com o teor de umidade,
exercem grande importancia na estabilidade da gelatina, uma vez que a Aa de um produto
reflete a capacidade termodindmica (estado energético) ou a concentracédo efetiva de dgua em
que pode realmente participar como um agente quimico em Varios processos bioldgicos e
quimicos (DAMODARAN; PARKIN, 2019). J& a presenca de lipidios em gelatinas pode
provocar uma reducao na sua qualidade devido a possibilidade de oxidacao lipidica. Ja baixos
teores de lipideos em gelatinas é desejavel, pois melhoram suas caracteristicas estruturais com
reduzida possibilidade de oxidacdo lipidica (WOLF, 2009). Dessa forma, apenas o
conhecimento do teor de umidade isolado néo € suficiente para predizer a estabilidade de um
produto.

A Aa e o teor de lipideos da GCPT do RCMS de ra foram em média 0,408 e 0,100
%, respectivamente, o que sugere uma boa estabilidade da gelatina, tendo em vista que
produtos com Aa entre 0,2 e 0,4 tem uma boa estabilidade microbioldgica quanto
lipidica (BARBOSA- CANOVAS et al., 2007).

Apesar das legislacdes nacional e internacional ndo fixarem diretamente a quantidade

minima de proteina que uma gelatina deve apresentar, a minuta do RT1Q/2018 do MAPA e o
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compéndio do FCC/2011 estabelecem a quantidade minima de nitrogénio total em base seca
que as gelatinas comestiveis devem apresentar, fixando em 15 %. Desta forma, a GCPT de ra
atende aos requisitos de nitrogénio estabelecidos por estas legislagdes.

De acordo com a minuta do RTIQ de gelatinas, o teor maximo de cinzas permitido
em gelatinas comestiveis € de 2,0 %; ja para 0 FCC/10, o teor maximo permitido é de 3,0 %.
Para as gelatinas com aplicacdo farmacéutica, as farmacopeias internacionais estabelecem um
valor maximo de cinzas de 2,0 %. No presente trabalho, a GCPT de rd apresentou um teor de
cinzas abaixo de 2,0 %, estando, portanto, em concordancia com limite maximo permitido
tanto pela legislacdo nacional quanto internacional para aplicacdo nas industrias de alimentos
e farmacéuticas.

A presenca de teor elevado de cinzas em gelatinas pode prejudicar sua aplicagdo na
industria de alimentos devido a possibilidade de precipitacdo dessas cinzas comprometendo a
qualidade do produto (COLE, 2000).

A solucédo de GCPT apresentou pH de 4,28, o0 que atende aos padrdes de pH para
gelatinas comerciais estabelecidos pelas farmacopeias internacionais, que estabelece limites
entre 3,8 e 7,6. No entanto, encontra-se um pouco abaixo dos limites estabelecidos pelas
legislacdes brasileira, através do RTIQ/2018, e americana, através do FCC/11, para gelatinas
comestiveis. Porém, o pH das gelatinas podem variar de acordo com os tratamentos (&cido,
alcalino ou a mistura dos dois) aplicados a matéria-prima durante o processo de obtencdo das
gelatinas (GME, 2020; WIDYASARI; RAWDKUEN, 2014).

Em relacdo a presenca de metais pesados, na GCPT alguns metais ndo foram
detectados (arsénio, cadmio e mercdrio) ou foram detectados em quantidades abaixo dos
limites estabelecidos pela legislacdo vigente tanto em nivel nacional quanto internacional,
demostrando a seguranca do produto para uso nas industrias de alimentos e farmacéuticas.

Dessa forma, pode-se afirmar que a GCPT satisfaz os parametros fisico-quimicos de

qualidade esperadas para aplicac@es nas industrias alimenticias e farmacéuticas.

5.7.1 Parametros de qualidade microbiologica

A gelatina é um produto excipiente, alimentar e farmacéutico, sujeito a exigéncias
rigorosas no que diz respeito & contaminacdo microbioldgica. Assim, antes da
comercializacdo, a gelatina deve ser submetida a um rigoroso controle de qualidade para
assegurar a auséncia de microrganismos ou uma contagem microbiana segura (SCHRIEBER;
GAREIS, 2007).
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Por ser um excelente nutriente para a maioria dos microrganismos, a gelatina deve
ser produzida seguido os padrfes higiénico-sanitarios para evitar possiveis contaminacdes
(COLE, 2006). A Tabela 7 apresenta os resultados das analises microbioldgicas da GCPT e 0s

limites maximos permitidos pela legislacdo nacional e internacional.
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Tabela 7 — Anélises microbiolégicas da GCPT e os limites maximos permitidos pela legislacdo nacional e internacional.

Farmacopeia GME GMIA
Microrganismo Resultado RDC 12/2001 FCC JECFA CE/1441/2007  Internacional 2020 2019
(PDG)
Salmonella (em
250) Ausente Ausente Ausente - Ausente Ausente (109) Ausente Ausente
Coliformes
totais (NMP/g) <3 - - - - - - -
Coliformes
termotolerantes <3 <10,0 - - - - - -
(NMP/g)
Escherichia coli
(NMP/g) <3 - Ausente <10 - Ausente Ausente Ausente
Contagem total
de aerébios 2,8 x 10° - Max. 10° Max. 10* - Max. 10° Max. 10° Méx. 10°
mesofilos
(UFClg)
Contagem de
bolores 1,9x10° - Max. 10° - - Max.10° Méx.10° Méx. 10°
(UFClg)
Contagem de
Max.10? Méx.10? Max. 10°
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leveduras < 10° - Max. 10° - .

(UFCIg)

Nota: ND = Né&o detectado; RDC/2001: resolucéo de diretoria colegiada (BRASIL, 2001); FCC /2011: Food Chemical Codex (JECFA, 2006) The Joint FAO/WHO Expert

Committee on Food Additives; Farmacopeias Internacional; PDG: Grupo de Discussdo Farmacopeia; GME: Unido Europeia pela Gelatin Manufacturers of Europe; GMIA:

Gelatin Manufacturers Institute of America
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De acordo com a RDC n° 12/2001, a quantidade permitida de microrganismo
presente na gelatina ndo pode ultrapassar 10 NMP/mL para coliformes termotolerantes,
enguanto a Salmonella tem que estar ausente em 25 g.

O regulamento da Unido Europeia CE/1441/2007 estabelece apenas a auséncia de
Salmonella em 25 g para gelatina de qualidade alimentar. A JECFA (2006) estabelece limites
inferiores a 10 NMP/g para E. coli e no maximo 104 UFC/g para contagem total de aerébios
mesofilos.

Observou-se que a GCPT se encontra em conformidade com os limites estabelecidos
pela RDC n° 12/2001, CE/ 1441/2007 e pela JECFA para gelatina alimenticia, uma vez que a
Salmonella mostrou-se ausente e a presenca dos coliformes termotolerantes, E. coli e a
contagem total de aerdbios mesdfilos foram abaixo dos limites estabelecidos para estas
regulamentages (Tabela 7).

No entanto, os resultados microbiologicos ndo estdo satisfatorios e em conformidade
frente aos parametros mais rigorosos exigidos pala FCC, PDG, GME e GMIA, ndo atendendo
aos requisitos para auséncia de E. coli e ultrapassou os limites méaximos estabelecidos para
contagem total de aerébios meséfilos (2,8 x 10° UFC/g) e bolores (1,9 x 10° UFC/g) (Tabela
7). Tais resultados indicam uma possivel contaminacdo durante e/ou apds o processo de
extracdo da gelatina, uma vez que a presenca de E. coli e populacdes mais elevadas de
microrganismos aerdébios podem ser indicativos de falhas higiénicas durante o processo e/ou
armazenamento (FOODS, I.C.0.M.S. F, 2015).

Provavelmente, essas falhas de processo resultaram devido a utilizacdo de
equipamentos compartilhados para realizacdo de atividades de pesquisas com diferentes
matérias-primas no laboratério da instituicdo, podendo o problema de contaminacdo ser
facilmente resolvido seguindo as condutas higiénicas em processos realizados em escala
industrial especificas para obtencdo de gelatina. Além disso, a esterilizacdo do material pode
compor uma das etapas finais de producéo, eliminado facilmente microrganismos como a E.
coli.

Dessa forma, € importante destacar que, embora a gelatina seja considerada um
produto estivel, devido aos seus baixos valores de Aa e pH, é crucial seguir condicGes
rigorosas de higiene durante o processo de extracdo, armazenamento e distribuicdo para evitar

acao microbiana, garantindo assim a qualidade e seguranca do produto.
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6 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que:

A GSPT ndo apresentou propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas adequadas para
aplicacdo nos segmentos alimenticios e farmacéuticos;

O tratamento prévio a extracdo da gelatina do RCMS de ra-touro mostrou-se
promissor na obtencdo de gelatina (GCPT) com propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas
adequadas para aplicacdo em diferentes segmentos alimenticios e farmacéuticos conforme
legislacdo vigente;

A GCPT apresentou baixo teor de cinzas e altos teores de proteinas e de iminoacidos;
elevada forca de gel; cor proxima ao branco e boas propriedades térmicas para aplicacdes
abaixo de 200°C;

A GCPT atendeu aos parametros de qualidade fisico-quimicos estabelecidos pela
legislacdo vigente. Por outro lado, no quesito de qualidade microbioldgica ficou a desejar.
Recomenda-se, nesse caso, um maior controle higiénico no processo de producdo e
armazenamento para evitar contaminacdes e assegurar maior qualidade ao produto;

O aproveitamento do residuo da carne mecanicamente separada (RCMS) de ra-touro
revela-se como uma alternativa tecnologicamente viavel para extracdo de gelatina com alto
valor agregado;

A agregacdo de valor aos residuos gerados na obtencdo da CMS de ra contribuira
para um leque mais diversificado de produtos derivados da ré-touro contribuindo para a

sustentabilidade da cadeia produtiva de extracdo da gelatina.
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