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RESUMO

Dois grandes desafios na cadeia produtiva da piscicultura sdo o
aproveitamento dos subprodutos gerados durante o processamento do pescado
e a produgao de microparticulas que sejam mais atrativas para a alimentagao
de larvas de peixes. O objetivo do trabalho foi extrair e caracterizar gelatina de
pele de tilapia para utiliza-la como um substituto das gelatinas de mamiferos na
formagao da parede, juntamente com goma arabica, de microparticulas obtidas
por coacervagao complexa contendo como recheio o 6leo de salméao. Gelatina
de pele de tilapia foi obtida e caracterizada e comparada com gelatina suina
comercial quanto a forga de gel (Bloom), perfil de textura, ponto de fuséo,
distribuicdo de massa molar e composicdo centesimal. Foram também
avaliadas as condi¢cbes de processamento das microparticulas, sua morfologia
e microestrutura por microscopia Optica e eletrébnica de varredura, didametro
médio e eficiéncia de encapsulagdo. Os resultados de forga de gel para gelatina
suina e de peixe do segundo lote produzido foram bastante similares,
apresentando valores de 192,2 + 2,9 g e de 202,8 + 3,7 g, respectivamente. O
primeiro lote de gelatina de peixe apresentou valor de forca de gel bem inferior
em relagdo ao segundo lote (11,5 + 0,7 g), devido a presenca de um conteudo
lipidico relativamente maior no primeiro lote. A gelatina suina apresentou ponto
inicial de fusao maior (27,5°C) que as gelatinas de peixe do primeiro e do
segundo lotes (18,5°C e 24,0°C, respectivamente). Quanto a distribuicdo de
massa molar, observou-se maior degradagdo na gelatina suina do que nas
gelatinas de peixe. O aumento da velocidade de agitagao (14000 rpm) produziu
microparticulas com recheio constituido por goticulas menores de 6leo. O
aumento da concentragdo de polimeros de parede (5,0 e 7,5%) resultou na
producdo de particulas com formatos irregulares. As diferentes gelatinas
utilizadas para formacado das paredes das microparticulas ndao provocaram
alteragdes significativas nas eficiéncias de encapsulacdo, com os valores
variando de 59,7 a 72,4%. Os diametros médios das microparticulas produzidas

com as diferentes gelatinas e com os diferentes recheios variaram de 83 a 150
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pm. A utilizacdo de 6leo de salmdo e gelatina de peixe ndo modificou a
morfologia das microparticulas, que mantiveram a esfericidade caracteristica e
a integridade das paredes. Considerando os resultados obtidos, conclui-se que
€ possivel substituir gelatina suina comercial por gelatina de pele de tilapia e
oleoresina de paprica + Oleo de soja por 6leo de salmdo, permitindo uma
producdo de microparticulas ricas em émega 3 e com uma possivel maior

atratividade na alimentacao de larvas de peixes.

Palavras-chave: Gelatina de pele de peixe; Oleo de salmao; Oreochromis
niloticus; Microencapsulacao; Eficiéncia de encapsulacdo; Coacervacao

complexa.
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ABSTRACT

Two great challenges in the pisciculture production chain are the use of
by-products generated during the fish processing and the production of more
attractive microparticles for fish larvae feeding. The aim of this work was to
extract and to characterize gelatin from tilapia skin to use it as a substitute of
mammalian gelatins in the formation of matrix of microparticles, obtained by
complex coacervation, containing salmon oil. Tilapia skin gelatin was obtained,
characterized and compared to commercial pig gelatin as for gel strength
(Bloom), texture profile, melting point, molecular weight distribution and
proximate composition. Conditions of microparticles processing were also
evaluated, their morphology and microstructure by optical and scanning electron
microscope, mean diameter and encapsulation efficiency. Pig gelatin and one
second lot of fish gelatin exhibited quite similar results of gel strength with
values of 192,2 + 2,9 g and 202,8 £ 3,7 g, respectively. Gel strength of first lot of
fish gelatin (11,5 £ 0,7 g) was smaller than the second lot due to the lipid
content slightly larger in the first lot. Pig gelatin presented an initial melting point
larger (27,5°C) than first and second lots of fish gelatins (18,5°C and 24,0° C,
respectively). Related to the molecular weight distribution, more degradation
was observed in pig gelatin than fish gelatin. Higher agitation speed (14000
rpm) produced microparticles with core material constituted by smaller droplets
of oil. The increase of the concentration of matrix polymeric material (5,0 and
7,5%) resulted in production of particles with irregular formats. The different
gelatins used as matrix of microparticles did not cause significant alterations in
the efficiencies of encapsulation, with values varying from 59,7 to 72,4%, as well
as, the replacement of oleoresin of paprika + soy oil for salmon oil also did not
produced significant differences among the microparticles regarding to this
parameter. The mean diameter remained between 83 and 150 pym considering
all the particles produced. The application of salmon oil and fish gelatin did not

impair the morphology of microparticles that kept the characteristic spherical
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format and the wall integrity. Considering the obtained results, it is possible to
substitute commercial pig gelatin for tilapia skin gelatin and oleoresin of paprika
+ soybean oil for salmon oil, allowing a production of microparticles rich in
Omega 3 oil and possibly with a greater attractiveness in the feeding of fish

larvae.

Key-words: Fish skin gelatin; Salmon oil; Oreochromis niloticus;

Microencapsulation; Efficiency of encapsulation; Complex coacervation.
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1. INTRODUGAO

A aquicultura comercial brasileira é variada, porém o maior volume de
cultivo e comercializagédo € realizado com um pequeno numero de espécies. No
setor de piscicultura a Tilapia Nilotica (Oreochromis niloticus) € a espécie mais
cultivada no Brasil, apresentando caracteristicas bastante atraentes para o cultivo,
como sua grande capacidade de adequar-se a varios sistemas de produgéo,
robustez, rapido crescimento, facil reproducdo e carne de excelente sabor
(FITZSIMMONS, 2000).

Uma quantidade significativa de residuos organicos é gerada nas
diferentes etapas da cadeia produtiva da piscicultura e devido a heterogeneidade
de crescimento dos peixes durante a produgédo, pode ocorrer o descarte desses
animais, quando eles ndo atingem o tamanho comercial, sendo possivel a sua
utilizacdo como residuo da producdo. Sendo assim, a necessidade do
aproveitamento integral dos subprodutos gerados pelo cultivo de peixes é
crescente, principalmente devido a porcentagem elevada dos residuos apoés
filetagem que tem sido um problema para o produtor ou para o abatedouro. Para a
tilapia, o rendimento médio em filé é de 30% aproximadamente, e os 70% de
residuos incluem: cabega (14%), carcaca (35%), visceras (10%), pele (10%) e
escamas (1%). Estes residuos constituem matéria-prima de alta qualidade para
obtencdo de diferentes subprodutos da cadeia produtiva da piscicultura,
principalmente em relacéo a tilapia. O uso comercial da pele para a producao de
gelatina permite a obtengao de lucros extras pelas industrias processadoras e a
reducao dos efeitos prejudiciais ao ambiente, pois normalmente estes materiais
acabam sendo descartados (VIDOTTI & GONCALVES, 2006).

O emprego das gelatinas tem se difundido ao longo dos anos nas
industrias farmacéuticas, de alimentos, de cosméticos e fotograficas. E utilizada
para aumentar a elasticidade, consisténcia e estabilidade de produtos alimenticios,
devendo, desta forma, apresentar boas propriedades reoldgicas (forca de gel,
viscosidade e ponto de fusdo). As gelatinas também contribuem para enriquecer o

conteudo de proteina dos alimentos e podem funcionar como um filme externo



para a protecao contra desidratacao, luz e oxigénio (CHOI & REGENSTEIN, 2000;
MONTERO & GOMEZ-GUILLEN, 2000).

A troca da gelatina de mamiferos pela de peixes é essencial para uma
parcela da populacdo que ndo se alimenta de produtos derivados de mamiferos
por questdes religiosas, ou por outros motivos, porém, tem sido considerado como
principal inconveniente do uso de gelatinas de peixes, a formagado de géis que
tendem a ser menos estaveis e com propriedades reologicas inferiores as
gelatinas convencionais de mamiferos. Entretanto, ao contrario das gelatinas de
mamiferos, necessita-se de um conhecimento mais aprofundado sobre suas
propriedades, especialmente se passarem a ser produzidas em maior escala que
nos dias atuais (NORLAND (1990) citado por GIMENEZ et al., 2005c;
GUDMUNDSSON, 2002).

A principal diferenga estrutural entre as gelatinas de mamiferos e de
peixes € o conteudo de iminoacidos (prolina e hidroxiprolina), que ocorre em
quantidade superior nas primeiras e leva a formagado de géis com maior forga.
Todavia, as gelatinas de peixes tropicais sdo mais semelhantes as gelatinas de
mamiferos no que diz respeito as propriedades reoldgicas porque possuem maior
conteudo de iminoacidos que as gelatinas de peixes de aguas frias
(GUDMUNDSSON, 2002; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

A gelatina de peixe tem sido empregada na fabricagdo de sobremesas, de
filmes para producdo de embalagens biodegradaveis, de capsulas, etc. Além
disso, a producao de microparticulas, contendo gelatina de peixe na formagao da
parede das mesmas, através da técnica de microencapsulacdo, pode ser
interessante para varias finalidades (ZHOU & REGENSTEIN, 2007; GOMEZ-
GUILEN et al., 2002).

A microencapsulagcdo € uma técnica de ampla abrangéncia de atuagao
que vem sendo aplicada em diversos ramos da industria (alimenticia,
farmacéutica, quimica, agricola, entre outras), pois uma infinidade de substancias
pode ser retida/protegida dentro das microparticulas formadas. Consiste no
revestimento destas pequenas particulas/goticulas através de um material que

funcione como protecédo deste ingrediente contra interagbes indesejaveis com o



ambiente ou com outros constituintes de um produto, permitindo uma liberagao
controlada da substancia encapsulada no momento e local desejados. Além disso,
apresenta as vantagens de converter substancias liquidas ou gasosas em pos e
de mascarar propriedades indesejaveis do material encapsulado (SPARKS, 1981;
GODWIN & SOMERVILLE, 1974; SHAHIDI & HAN, 1993; RE, 1998).

A selecao do método para a elaboragao das microparticulas depende, em
grande parte, das caracteristicas de solubilidade dos componentes ativos e dos
materiais de recheio (DHOOT, 2006). Na coacervagdo complexa ocorre uma
separagao espontanea de fases baseada em uma interacdo eletrostatica entre
dois polimeros com cargas opostas em solugcdo, que se associam formando um
complexo neutro que precipita. Estes complexos podem se formar ao redor de
particulas/goticulas de interesse através da manipulagdo das condi¢des do meio,
ocorrendo, assim, a microencapsulacao. Este método é bastante eficiente na
encapsulacdo de compostos com baixa solubilidade ou insoluveis em agua
(TOLSTOGUZOV, 1997; SCHMITT et al, 1998; KRUIFF & TUINIER, 2001;
KRUIFF et al., 2004).

Neste trabalho, a gelatina de peixe foi extraida de pele de tilapia e
caracterizada quanto a suas propriedades para ser posteriormente empregada,
em substituigdo ao uso habitual de gelatina de mamiferos, como um dos polimeros
de parede, juntamente com goma arabica, de microparticulas obtidas por
coacervagao complexa. A maior parte dos materiais utilizados para a produgao
das microparticulas foi proveniente de peixes, pois além da matriz de gelatina de
peixe, foi encapsulado 6leo de salméao, tornando-as veiculos de maior atratividade
para larvas de peixes e que poderiam carrear diversos tipos de material ativo,
como: horménios para reversao sexual, vacinas, ou mesmo nutrientes essenciais
como o 6mega 3 do 6leo de salmdo, que permanecerao protegidos até a sua

utilizagao, evitando que sejam lixiviados pela agua ou deteriorados por oxidagéo.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Extrair e caracterizar gelatina de pele de tilapia para utiliza-la como um
substituto das gelatinas de mamiferos na formacao da parede de microparticulas.

Produzir e caracterizar microparticulas obtidas por coacervagéo complexa
formadas por gelatina de peixe e goma arabica e recheio hidrofébico (6leo de

salméao).

2.2 Especificos

Caracterizar a gelatina de tilapia quanto a forga de gel (Bloom), perfil de
textura (TPA), ponto de fusao, distribuicdo de massa molar e composi¢cao
centesimal.

Avaliar as condi¢cdes de processamento das microparticulas obtidas por
coacervagao complexa, sua morfologia e microestrutura, didmetro médio e

eficiéncia de encapsulagao.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Panorama mundial e nacional da Tilapicultura

A tilapia é hoje o segundo peixe mais cultivado do mundo segundo a FAO
2007, ficando atras apenas da carpa. A producdo mundial ultrapassou os 2
milhdes de toneladas em 2005, sendo que s6é a China produziu mais de 900 mil
toneladas de tilapia, seguida pelo Egito, com pouco mais de 200 mil toneladas, e
posteriormente Indonésia, Filipinas, México, Tailandia, Taiwan e o Brasil,
ocupando a 8% posigdo no ranking mundial com 67.850 toneladas. Em 2002,
China, Egito, Filipinas, Indonésia e Tailandia foram os responsaveis por 87% da
producdo mundial de tilapia, sendo que 50% deste total foram produzidos apenas
pela China (EL-SAYED, 2006).

A aquicultura comercial brasileira € muito variada, explorando cerca de
duas duzias de espécies de peixes, camardes e bivalves. Apesar disso, 0 maior
volume de cultivo e comercializagdo € realizado com um pequeno numero de
especies.

No setor de piscicultura, se destaca a Tilapia Nilética (Oreochromis
niloticus), que, segundo dados do Departamento de Pesca e Aquicultura do
Ministério da Agricultura (2003), € a espécie mais cultivada no Brasil. A maior
parte da produc¢do nacional se localiza na regido Nordeste e Sul, alcangando cerca
de 70% do total produzido. A regido sudeste responde por 14% e a centro oeste
por 3%.

No século XX, a tilapia foi introduzida na maioria dos paises do mundo,
sendo criada em pelo menos 100 desses. E conhecida como o peixe mais
importante de toda aquicultura do século XXI, apresentando uma grande
quantidade de caracteristicas fisioldgicas, reprodutivas, genéticas e principalmente
mercadoldgicas (FITZSIMMONS, 2000).



De 1990 até os dias atuais, a produgao de tilapia apresentou grande
expansao, sendo que em 2002 representou 2,93% do total da producdo mundial e
um crescimento médio anual de 12,2% (EL-SAYED, 2006).

No inicio da década de 60, a producao de tilapia foi considerada um fator
estratégico na expansao da aquicultura como maneira de se obter proteina animal
com baixo custo. Devido a suas caracteristicas comerciais, a tilapia cultivada esta
se tornando um substituto de varios peixes de agua fria no mercado mundial
(ALCESTE & JORY, 2002).

Um dos fatores que contribui para a grande expansao na producéo de
tilapia em todo o mundo € a grande capacidade de adequar-se aos varios
sistemas de producdo, ou seja, sistema extensivo, com a utilizagdo de
subprodutos ou consorciadas com outras espécies, ou sistemas intensivos de alta
densidade (FITZSIMMONS, 2000). Além disso, sua carne possui sabor neutro,
auséncia de espinhos intramusculares em forma de “Y” no seu filé, apresenta
rapido crescimento, facil reproducdo e suas larvas sao obtidas com facilidade.
Sendo assim, a tilapia é o peixe mais promissor para a expansdo da aquicultura
mundial (FURUYA et al., 2003).

Espécie

Tilapia € a designacédo de um grupo de peixes que abrange cerca de 70
espécies, divididas em quatro géneros, sendo trés os de importancia comercial:
Tilapia spp., Oreochromis spp. € Sarotherodon spp., pertencentes a familia
Cichlidae, subfamilia Tilapiinae, originarios do continente africano (POPMA &
MASSER, 1999). Sua area de distribuicao natural ocorre nas bacias dos rios Nilo,
Niger e Senegal, de onde foi disseminada para quase todo o mundo
(LEONHARDT, 1997).

O nome tilapia foi empregado pela primeira vez por Smith em 1940. E um
vocabulario africano que significa “peixe”, derivado das palavras “thiape” do
Bechuana e “thlapi” ou “ngege” no idioma “swahili”, populagao indigena que habita
a costa do lago Ngami (Africa) (CASTILLO CAMPO, 2006).



A tilapia do Nilo foi introduzida no Brasil pelo estado do Ceara, através do
D.N.O.C.S. (Departamento Nacional de Obras Contra a Seca), em Pentecoste em
1971, procedente da Costa do Marfim, Africa. Recebeu a denominagao de Tilapia
do Nilo por ser oriunda da bacia deste rio africano.

Esta espécie de peixe é facilmente reconhecida por apresentar listras
verticais na nadadeira caudal, coloracdo metalica, corpo curto e alto, cabeca e
cauda pequenas (GALLI & TORLONI, 1986).

Adaptam-se muito bem em regides tropicais e subtropicais onde as
temperaturas da agua variam entre 18 e 30°C, entretanto, sdo sensiveis a
temperaturas abaixo de 12°C e acima de 42°C, podendo ser letais para estes
peixes (LUND & FIGUEIRA, 1989).

E uma espécie muito rustica, que ganha peso rapidamente, cujo habito
alimentar é fitoplant6fago, ou seja, alimenta-se de algas unicelulares, o que torna
esta espécie mais adequada as pisciculturas em aguas tropicais (WATANABE,
2001). Pode ser considerada também de habito alimentar onivoro ou herbivoro,
por apresentar diversos habitos alimentares (BARD, 1980). Em condi¢des naturais
a tildpia ingere uma grande variedade de alimentos, incluindo plancton, folhas
verdes, organismos bénticos, pequenos invertebrados aquaticos, detritos e
matéria organica em decomposigao.

Esta espécie pode iniciar sua vida reprodutiva em torno de 50g, desviando
os nutrientes consumidos para as atividades e processos ligados a reprodugao. A
desova acontece naturalmente a uma temperatura superior a 20°C, a cada 50 a 60
dias, podendo gerar de 100 a 500 juvenis, o que contribui para a heterogeneidade
da populagdo, mas a producao final pode ser prejudicada pela competicdo por

alimento e oxigénio.

3.2 Aproveitamento de subprodutos da aquicultura

Uma quantidade significativa de residuos organicos é gerada nas

diferentes etapas da cadeia produtiva da piscicultura, desde a producao até a



comercializagdo no varejo. Devido a heterogeneidade de crescimento dos peixes
durante a produgdo, pode ocorrer o descarte desses animais durante as
classificagdes e despescas, quando eles ndo atingem o tamanho comercial, sendo
possivel a sua utilizagado como residuo da producédo. Sendo assim, a necessidade
do aproveitamento integral dos subprodutos gerados pelo cultivo de peixes é
crescente, principalmente devido a porcentagem elevada dos residuos apos
filetagem que tem sido um problema para o produtor ou para o abatedouro
(VIDOTTI & GONCALVES, 2006).

Os tipos e as quantidades de residuos gerados na industrializagao
dependerao do tipo de processamento empregado, da espécie do peixe, do seu
tamanho, etc. Atualmente, a espécie de peixe de agua doce mais industrializada
no Brasil € a tilapia, processada para a obtengéo de filés frescos ou congelados. O
rendimento médio em filé é de 30% aproximadamente, e os 70% de residuos
incluem: cabeca (14%), carcaga (35%), visceras (10%), pele (10%) e escamas
(1%) (VIDOTTI & GONCALVES, 2006).

Estes residuos constituem matéria-prima de alta qualidade para obtengao
de diferentes subprodutos da cadeia produtiva da piscicultura, principalmente em
relagao a tilapia. Além disso, seu aproveitamento € ecologicamente recomendavel
em raz&o da alta carga de matéria orgénica que seria descartada no ambiente
caso nao fossem aproveitados.

Existem varias utilidades nesse tipo de aproveitamento: extracdo de
colageno (escamas e peles) para a industria farmacéutica e alimenticia; curtimento
de pele para a industria mobiliaria, vestuario, artesanato e diferentes objetos;
producao de polpa para fabricacdo de empanados, produtos semiprontos; cozinha
institucional (de merenda escolar, restaurantes universitarios, restaurantes de
empresas, hospitais, presidios, etc.); compostagem; silagem, farinha e 6leo de
peixe (VIDOTTI & GONCALVES, 2006).

Dentre estes residuos, a pele € um dos principais subprodutos, cuja
porcentagem em peixes teledsteos varia de 4,5 a 10% em funcdo da espécie e
forma de sua retirada (método de filetagem). Em tilapias do Nilo representam 4,8%
a 8,5% (MACEDO-VIEGAS et al.,, 1997; SOUZA E MACEDO-VIEGAS, 2001;



SOUZA, 2003a). Para bagre africano (Clarias gariepinus), valores de 4,4% a 6,5%,
dependendo da categoria de peso (SOUZA et al., 1999); para o pacu (Piaractus
mesopotamicus), uma porcentagem de pele de 5,1% e para a carpa espelho
(Cyprinus carpio specularus), em torno de 4,65% (SOUZA et al., 2002).

A elaboragdo de couro e gelatina a partir das peles da filetagem de
pescados sdo excelentes alternativas de aproveitamento de subprodutos dos
processamentos de tilapias, representando uma fonte alternativa de renda que
pode servir de matéria-prima para a fabricacado de diversos produtos.

A pele de peixe € um subproduto nobre e de alta qualidade, possuindo
resisténcia como caracteristica peculiar. Além desta caracteristica, para as
especies de peixes com escamas, as lamélulas de protecdo na insercdo da
escama (ALMEIDA, 1998) resultam, apds o curtimento, em um couro de aspecto
tipico e dificil de ser imitado, garantindo exclusiva padronagem de alto impacto
visual (ADEODATO, 1995).

As peles de peixe diferem das peles de mamiferos, por estarem cobertas
por delgadas epidermes, podendo ou ndo possuir escamas e nao apresentam
glandulas sebaceas. A derme, que é uma camada localizada abaixo da epiderme,
€ constituida por grossos feixes de colagenos, dispostos paralelamente a
superficie da pele e que estdo entrelacados de espago em espago por grossos
feixes perpendiculares a superficie, em muitas espécies de peixes (JUNQUEIRA,
1983).

O colageno é a proteina mais importante para o curtidor por agir com
agentes curtentes (HOINACKI, 1989), e também bastante importante para a
producao de gelatina, o que diminui os custos de matéria-prima e colabora para a
reducao do volume de residuos gerados que poluem o meio ambiente (SOUZA,
2003b).



3.3 Gelatina

A gelatina € uma proteina que possui baixo teor de triptofano, além de ser
pobre em tirosina, cistina e metionina, obtida industrialmente a partir do colageno
de ossos, cartilagens e peles de animais. O colageno e a gelatina sao diferentes
formas da mesma macromolécula, sendo possivel descrevé-la como colageno
hidrolisado (LEDWARD (1986) citado por MONTERO & GOMEZ-GUILLEN, 2000).
O elemento basico na formag&o do colageno € o tropocolageno, que consiste de
trés hélices esquerdas que se entrelacam formando uma super-hélice direita. Na
estrutura final do tropocolageno maduro, o numero de interligagdes aumenta com
a idade do animal tornando o colageno mais rigido e menos soluvel (POPPE,
1997).

A preparacao industrial de gelatina envolve a hidrdlise controlada da
estrutura organizada do colageno para obter gelatina soluvel através de um pré-
tratamento acido ou alcalino da matéria-prima. Em seguida, este material é
submetido a uma desnaturacédo térmica. Durante a desnaturacdo do colageno
para a extragdo de gelatina, a molécula de colageno é quebrada em pequenos
fragmentos e as triplas hélices sdo separadas, fazendo com que as massas
molares variem dependendo da preparagao e fonte da matéria-prima. A hidrdlise
do colageno pode atingir trés resultados: formar trés cadeias a independentes,
formar uma cadeia 3 e uma a, ou apenas uma cadeia y. A principal diferenga entre
as formas q, B e y da gelatina é a massa molar. Para a forma a, a massa varia de
80 a 125 kDa, para a 3, de 160 a 250 KDa e a forma y possui a massa molar de
240 a 375 KDa. As maiores massas molares usualmente sdo caracteristicas de
melhores preparagdes (POPPE, 1997).

A extracdo da gelatina a partir do colageno € realizada com diferentes
temperaturas (de 60°C a 90°C) e é pH-dependente, sendo que a selegédo do pH é
feita visando-se maximizar a taxa de extracdo e manutencdo de suas
propriedades fisicas (CARVALHO, 2002). Suas propriedades reoldgicas séo
influenciadas pela fonte, idade do animal e tipo de colageno (LEDWARD (1986)
citado por MONTERO & GOMEZ-GUILLEN, 2000), além das caracteristicas dos
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processos de extracdo e degradacao molecular (LEUENBERGER, 1991). O tipo
de pré-tratamento quimico e parametros de extragcdo podem influenciar o tamanho
das cadeias polipeptidicas e propriedades funcionais da gelatina. Além disso, as
propriedades de um gel de gelatina vao depender da fonte, das condigbes de
processamento, da matéria-prima, da concentragao da gelatina, do pH e do tempo
e temperatura de maturagdo (KOLODZIEJSKA et al., 2004).

O ponto isoelétrico da gelatina pode variar em fungdo da sua forma de
obtencgao, ficando em torno de 4,5 a 5,3 para gelatinas tipo B (pré-tratamento de
hidrolise com pH alcalino) e permanecendo entre 7,0 a 9,4 na gelatina tipo A (pré-
tratamento acido). As condicbes do processamento de hidrélise acida sao
diferentes, o que minimiza modificagdes nos grupos amino, mantendo o valor
préximo do pH do colageno. Porém, na hidrélise alcalina, a gelatina é submetida a
longos tratamentos com alcali e apenas uma pequena por¢gao dos grupos amino
resiste ao processo (90 a 95% de &cido carboxilico livre) (IMESON, 1997;
BERTAN, 2003). O pré-tratamento acido € particularmente adequado para as
matérias-primas mais frageis a exemplo das peles de suinos. A vantagem deste
procedimento é sua curta duragdo, ao contrario do pré-tratamento alcalino
(POPPE, 1997).

O emprego das gelatinas tem se difundido ao longo dos anos nas
industrias farmacéuticas, de alimentos, de cosméticos e fotograficas. Na industria
de alimentos, a gelatina é usada como um ingrediente para aumentar a
elasticidade, consisténcia e estabilidade de produtos alimenticios, o que torna
imprescindivel que a mesma apresente boas propriedades reoldgicas. Para a
elaboragao destes produtos, as propriedades de for¢ca de gel, viscosidade e ponto
de fusdo sdo as mais importantes na caracterizagdo das gelatinas e sao afetadas
pelos seguintes fatores: concentracdo da solugcdo de gelatina, tempo e
temperatura de maturagéo do gel, pH e conteudo de sal (CHOI & REGENSTEIN,
2000). As gelatinas também contribuem para enriquecer o conteudo de proteina
dos alimentos e podem funcionar como um filme externo para a protegao contra
desidratacdo, luz e oxigénio. Portanto, a qualidade de gelatinas usadas em

alimentos depende n&o somente de suas propriedades reoldgicas, mas também é
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determinada por outras caracteristicas como cor, transparéncia, facil dissolugao e
sabor (MONTERO & GOMEZ-GUILLEN, 2000). Este biopolimero desperta
bastante interesse devido ao seu custo relativamente baixo, por ser abundante e
por possuir excelentes propriedades funcionais (GOMEZ-GUILEN et al., 2006).

A maioria das gelatinas comerciais € derivada de fontes de mamiferos,
principalmente suinos e bovinos, porém, devido a algumas particularidades socio-
culturais do islamismo e judaismo, a gelatina de peixe tem sido pesquisada como
uma fonte alternativa de consumo por estes grupos (NORLAND (1990) citado por
GIMENEZ et al., 2005c). Além das necessidades religiosas, o uso comercial da
pele, ossos e visceras de peixes possibilita acarretar beneficios econémicos a
industria de processamento de peixes, ja que grandes quantidades destes
materiais sdo constantemente geradas e normalmente acabam sendo descartadas
(CHOI & REGENSTEIN, 2000). A utilizagdo destes subprodutos comumente
desperdicados permite a obtengao de alimentos com alto conteudo protéico, além
de eliminar efeitos prejudiciais ao ambiente e melhorar a qualidade do
processamento das industrias de peixes. Aproximadamente 30% de tais perdas
consistem de pele e 0ossos que possuem alto conteido de colageno (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2002). Um outro fator relevante para o aumento de interesse pela
producao de gelatina a partir de peixes € a ocorréncia frequente de doengas como
a Encefalopatia Espongiforme Bovina, que acarreta problemas para a saude
humana e acaba limitando o uso de produtos derivados de mamiferos para o
processamento de alimentos funcionais, produtos cosméticos e farmacéuticos
(CHO et al., 2005).

Segundo ARNESEN & GILDBERG (2007), ha uns 50 anos atras havia
uma producgao consideravel de goma a partir de pele e ossos de peixes, que € um
produto adequado apenas para aplicagdes técnicas. No entanto, atualmente, a
producdo de gelatina de peixe € de apenas 1% de toda a producdo anual de
gelatina no mundo, porém o interesse por esta fonte alternativa de gelatina tem

aumentado devido aos fatores citados anteriormente.
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3.3.1 Gelatina de peixe

Ainda ha uma caréncia de conhecimentos mais aprofundados sobre as
propriedades de gelatinas de peixe, ao contrario das gelatinas de mamiferos, mas
tem sido considerado como principal inconveniente do uso de gelatinas de peixes,
a formacao de géis que tendem a ser menos estaveis e com propriedades
reoldgicas inferiores as gelatinas convencionais de mamiferos (GOMEZ-GUILLEN
et al., 2002). Entretanto, necessita-se de uma maior informagao sobre a qualidade
e 0 escopo de uso das mesmas, especialmente se passarem a ser produzidas em
maior escala que nos dias atuais (GUDMUNDSSON, 2002). Uma outra dificuldade
técnica na producao de gelatina de peixe para consumo humano tem sido a
tentativa de eliminar o odor desagradavel do produto, porém GROSSMAN &
BERGMAN (1992) desenvolveram um método para diminuir este problema.

Os métodos empregados na preparagao 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).

Peles de peixe sdo especialmente adequadas como fonte de gelatina por
ser facilmente extraida a temperatura moderada resultando em alta producéo. A
producao dependera do tipo de matéria-prima, do pré-tratamento utilizado e das
condigdes de processamento (KOLODZIEJSKA et al., 2004). Cabeca e espinha de
peixe também podem ser usadas como fontes de gelatina, apesar de possuirem
um conteudo bem menor de colageno.

Conforme o que foi citado anteriormente, as propriedades reoldgicas das
gelatinas de peixe diferem das propriedades das gelatinas de bovinos e suinos em
alguns aspectos (GUDMUNDSSON, 2002). As gelatinas convencionais, ou seja,
de mamiferos, se caracterizam por apresentar temperaturas de fusdo e de
gelificacdo maiores que as temperaturas das gelatinas de peixes
(GUDMUNDSSON, 2002). Gelatinas de mamiferos sao estaveis a 60°C
provavelmente como um resultado de moléculas mais estaveis, mas esta
resisténcia a degradagao tem sido relacionada ao valor Bloom (JONES, 1977
citado por GUDMUNDSSON, 2002).
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O valor Bloom a uma concentragao de 6,67% usualmente serve para
medir a forgca de gel, que &€ uma propriedade tecnologicamente importante de
gelatinas. O aumento dos numeros Bloom corresponde a um aumento linear da
forca de gel (LEUENBERGER, 1991). Conforme STAINSBY (1977) citado por
GUDMUNDSSON (2002), a forga de gel de gelatinas é afetada pelas condi¢des de
maturagdo, ou seja, temperatura e tempo de estocagem. A forga de gel também
pode ser dependente do ponto isoelétrico e pode ser controlada, até certo ponto,
pelo ajuste de pH. Podem ser formados géis mais compactos e mais rigidos
através do ajuste de pH da gelatina para valores préximos ao ponto isoelétrico, ja
que as proteinas estardo mais neutras e os polimeros de gelatina mais proximos
uns dos outros (GUDMUNDSSON & HAFSTEINSSON, 1997). Os produtos
comerciais possuem for¢ca de gel entre 50 a 300 g para uma concentragéo de
gelatina a 6,67%, que aumenta com o tempo de maturagdo e varia inversamente
com a temperatura. Segundo GROSSMAN & BERGMAN (1992), géis de gelatina
de tilapia apresentam alto valor de Bloom (263 g).

As medidas de viscosidade das gelatinas também sao influenciadas pelas
concentragbes e tipos de gelatina, temperatura e condigbes do método de
processamento utilizado (GUDMUNDSSON, 2002). O valor de pH é outro exemplo
de parametro que afeta a viscosidade, conforme foi demonstrado por
LEUENBERGER (1991), sendo que valores de pH alcalinos normalmente
acarretam grande queda na viscosidade, enquanto que em regides de pH acido,
ocorre apenas uma redugao moderada da mesma.

A principal diferenga estrutural entre as gelatinas de mamiferos e de
peixes € o conteudo de iminoacidos (prolina e hidroxiprolina), que ocorre em
quantidade superior nas primeiras e leva a formacao de géis com maior forga
(GUDMUNDSSON, 2002). Estes iminoacidos estabilizam a conformacgao ordenada
da rede de gel formada pela gelatina (HAUG et al., 2004). Apesar da estabilizagao
da tripla hélice em gelatinas renaturadas ser proporcional ao conteudo total de
iminoacidos, a hidroxiprolina € a mais importante porque esta possui a capacidade
de estabelecer pontes de hidrogénio através de seus grupamentos OH (GOMEZ-

GUILLEN et al., 2002). O redobramento das cadeias polipeptidicas de gelatina em
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forma de tripla hélice é critico para o inicio da gelificagdo com ambos comegando
em temperaturas bem proximas. Todavia, a estabilizacdo de géis de gelatina
mantidos a baixa temperatura pode ser explicada pelo fato de que a conformacéao
em tripla hélice continua mesmo apés a formacao do gel (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2002).

E conhecido o fato de que as caracteristicas de temperatura da gelatina e
do colageno de pele de peixe refletem a temperatura do habitat natural do peixe
(ANDREEVA, 1971; GUSTAVSON, 1953). As gelatinas de peixes de agua fria
possuem menor conteudo de iminoacidos que as gelatinas de peixes tropicais,
portanto estas sdo mais semelhantes as gelatinas de mamiferos no que diz
respeito as propriedades reoldgicas. Por este motivo, podem ser utilizadas para
varias aplicagdes sem necessitar de grandes modificagdes estruturais, ao
contrario das gelatinas de peixe de agua fria, que precisam sofrer modificagcoes
quimicas (adicao de glicerol ou de MgS0O,4) ou enzimaticas (transglutaminase) para
se tornarem mais similares as convencionais (GUDMUNDSSON, 2002;
KOLODZIEJSKA et al., 2004). De acordo com os resultados obtidos por GOMEZ-
GUILLEN et al. (2002), os géis de gelatina de Solea vulgaris e Lepidorhombus
boscii demonstraram ser mais estaveis que as gelatinas de Gadus morhua e
Merluccius merluccius, pois o inicio da fusdo ocorreu em torno de 21°C para os
primeiros, e entre 13 a 15°C para os peixes adaptados ao frio (Gadus morhua e
Merluccius merluccius), evidenciando que a estabilidade térmica de um gel de
gelatina esta diretamente correlacionada ao conteudo de prolina. NORLAND
(1990) verificou que as gelatinas provenientes de peles de peixes de aguas frias
nao formaram gel a temperatura ambiente, pois sua temperatura de gelificagcéo foi
de 8 a 10° C. Esta caracteristica limita sua aplicagdo na industria de alimentos
como um componente de gelificacdo caso nao sejam efetuadas algumas
modificagdes em suas propriedades (KOLODZIEJSKA et al., 2004).

Nao existe grande variagdo na composicdo de aminoacidos entre as
preparagdes de gelatina de diferentes espécies de peixes, embora sejam
detectadas diferengas entre elas no conteudo de alanina e iminoacidos e no grau
de hidroxilagdo (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). A gelatina de Gadus morhua
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possui um baixo conteudo de alanina e nao apresenta boas propriedades
reolégicas (GUDMUNDSSON & HAFSTEINSSON, 1997; LEDWARD, 1996 citado
por GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). Um maior contetido dos aminoécidos alanina,
prolina e hidroxiprolina presente em gelatinas comerciais de Oreochromis spp tem
sido relacionado como uma das maiores causas responsaveis por suas melhores
propriedades viscoelasticas quando comparadas as gelatinas de Lepidorhombus
boscii (SARABIA et al., 2000 citados por GOMEZ-GUILLEN et al., 2000). Dentro
da mesma espécie de peixe, as propriedades fisicas das gelatinas se alteram
principalmente em fungdo de trocas na composicdo aminoacidica hidrofébica
(MONTERO & GOMEZ-GUILLEN, 2000).

As propriedades das gelatinas n&o se alteram somente devido a
composi¢cdo aminoacidica e ao conteudo relativo dos componentes de maior
massa molar, mas também pela presenga de fragmentos de proteinas de menor
massa molar. Portanto, além da fonte ou espécie, estas propriedades dependem
intensamente da preservacgéo da matéria-prima (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

Algumas espécies de peixes capturadas em grandes quantidades, a
exemplo da anchova, ndao sao adequadas para a pesquisa de gelatina por
possuirem o corpo pequeno que é totalmente aproveitado, no entanto, Cyclopterus
lumpus, Oreochromis sp, Gadus morhua, Merluccius merluccius, Lepidorhombus
boscii, Conger conger e lula podem ser utilizados para tal finalidade (CHO et al.,
2005). Pele de peixes tropicais, a exemplo da tilapia, tem sido considerada uma
otima matéria-prima para a producdo de gelatina (GROSSMAN & BERGMAN,
1992; HOLZER, 1996 citados por GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

A gelatina de peixe tem sido estudada para ser destinada a diferentes
aplicagbes em substituicdo a gelatina de mamiferos, como: fabricacdo de
sobremesas (ZHOU & REGENSTEIN, 2007), fabricacédo de filmes para produgao
de embalagens biodegradaveis (GOMEZ-GUILEN et al., 2002), produgdo de

capsulas, entre outras.
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Meétodos de extragdo de gelatina de peixe

Estudos sobre diferentes formas de extragdo de gelatina foram
conduzidos com a finalidade de aperfeicoar o método, ja que este é um dos
fatores que afeta as propriedades fisico-quimicas da gelatina resultante.
Normalmente o colageno é pré-tratado com agua a temperatura acima de 45°C
para a extragcdo da gelatina, sendo que a conversao do colageno esta relacionada
a severidade do processo de extracdo e ao pré-tratamento utilizado. E comum um
pré-tratamento em meio acido de material colagenoso. O colageno é solubilizado
sem alterar a configuragdo original de tripla hélice, que depois é desestabilizada
por um tratamento térmico subsequente por provocar o rompimento de ligagdes
covalentes e de hidrogénio, o que leva a conversdao do colageno em gelatina
(MONTERO & GOMEZ-GUILLEN, 2000). Alguns procedimentos de extracdo de
gelatina foram propostos por varios autores, com pequenas modificacbes entre
eles.

E conhecido o fato de que eletrélitos tém uma forte influéncia sobre as
propriedades de uma proteina a diferentes forgcas ibnicas e pHs (HERMANSSON,
1975 citado por GIMENEZ et al., 2005b). Alguns sais, a exemplo dos cloretos,
podem solubilizar proteinas miofibrilares auxiliando na remocao de resquicios de
musculos aderidos as peles e predispondo o colageno a uma extracdo mais
eficiente. Além disso, podem ser retidos na gelatina resultante e,
consequentemente, influenciar suas propriedades viscoelasticas (GIMENEZ et al,
2005b).

Porém, ao contrario dos mamiferos, os efeitos da adicido de diferentes
sais as gelatinas de peixes ndo sdo bem conhecidos. Diante disso, GIMENEZ et
al. (2005b), estudaram os efeitos sobre as propriedades reolégicas e quimicas da
adicao de solugdes salinas (NaCl, KCI, MgCl, e MgSOQO,4) durante o procedimento
de lavagem da pele de peixe para a posterior extracdo da gelatina por um pré-
tratamento em meio acido.

A producao de gelatina em que foram empregados KCI e NaCl foi maior

em relacédo as gelatinas que ndo foram tratadas com sais na etapa de lavagem.
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No entanto, a producdo foi menor para aquelas submetidas a sais contendo
magneésio, provavelmente em decorréncia da natureza bivalente deste ion, capaz
de formar pontes entre cadeias de colageno que dificultam a extragcdo de gelatina
(GIMENEZ et al., 2005b).

Os sais de cloreto de soédio e de potassio também possibilitam uma
extragdo mais facilitada de polimeros de maior massa molar, ja que estes sais
podem abrir a estrutura do colageno e facilitar o inchamento pela interagdo com o
acido acético. Na concentracao de 0,8M eles causam uma melhora na extracdo do
colageno e sua transformagdo em gelatina soluvel. Esta gelatina resultante
apresentou uma maior habilidade de gelificacdo e maior estabilidade que as
provenientes de peles lavadas sem adi¢cao de sal. Quando foi utilizado MgCl,, a
forgca de gel foi prejudicada, visto que a extracdo de polimeros de cadeias a foi
reduzida e a gelatina gerada apresentou um alto nivel de Mg** (GIMENEZ et al.,
2005b).

GUDMUNDSSON & HAFSTEINSSON (1997), testaram algumas
concentracdées de hidroxido de sodio, acido sulfurico e acido citrico no
processamento de gelatinas a partir de pele de Gadus morhua. A mais alta
producéo de gelatina foi alcangada quando se utilizou concentragéo de 0,1 e 0,2%
de acido sulfurico e hidréxido de sodio respectivamente, seguido de tratamento de
0,7% de acido citrico.

O pH da solugéo de gelatina foi afetado pelo tratamento quimico e variou
entre 2.7 e 3.9, com os valores mais altos obtidos em resposta ao uso de
concentracdes baixas de acido citrico, principalmente combinado a uma alta
concentragdo (0.4%) de hidréxido de sédio e/ou acido sulfurico. Os pontos
isoelétricos variaram de 6.2 a 7.1. As gelatinas liofilizadas apresentaram valor de
Bloom consideravelmente mais alto que as gelatinas secas ao ar, ja que estas
ultimas provavelmente sofreram maior desnaturagcado protéica, o que reduziu as
propriedades de formacao do gel.

Segundo GOMEZ-GUILLEN & MONTERO (2001), os &cidos acético e
propidnico possibilitam a producdo de gelatinas com melhores propriedades

viscoelasticas e de gelificagdo, especialmente quando as peles sdo tratadas com
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NaOH diluido, e o pH ajustado a 4.5-5.0. Também sao obtidos bons resultados
com acido latico e formico para a extragdo de colageno ou gelatina. Mas quando a
concentracido do acido usado para a extracéo € elevada para valores superiores a
0,05M, nao se obtém nenhuma melhoria das propriedades reoldgicas. Além disso,
0 uso de pH extremamente baixo leva a uma prevaléncia de componente viscoso,
0 que prejudica o desenvolvimento da rede de gel.

O acido citrico € amplamente usado para a produgédo de gelatina de pele
de peixes por ndo introduzir cor ou odor desagradavel ao produto (GIMENEZ et
al., 2005a). Porém, segundo GOMEZ-GUILLEN & MONTERO (2001) s&o obtidas
gelatinas com melhores propriedades de gelificagdo usando acido acético ao invés
de acido citrico, pelo fato do anterior ter um tamanho molecular pequeno e baixa
constante de ionizagdo, promovendo, assim, um inchamento do colageno mais
adequado antes da conversdo em gelatina (GOMEZ-GUILLEN, SARABIA &
MONTERO, 2000 citados por GIMENEZ et al., 20005a).

O acido latico é um acido organico de baixa massa molar e que apresenta
vantagens de aplicagdo nos alimentos por ter menos sabor, cor e odor. Em um
estudo preliminar com pele de Lepidorhombus boscii se demonstrou que o acido
latico também foi adequado para a extracdo de gelatina, embora suas
caracteristicas reoldgicas foram um pouco inferiores as propriedades de gelatinas
extraidas com &cido acético (GOMEZ-GUILLEN & MONTERO, 2001 citados por
GIMENEZ et al., 2005a). Por esta razdo, e em virtude das vantagens que o &cido
latico apresenta em relacdo ao acido acético, este composto foi analisado por
GIMENEZ et al. (2005a) em funcéo de suas caracteristicas reoldgicas, quimicas e
estruturais a fim de ser aplicado no processo de extragdo de gelatinas da pele de
Dover sole.

O acido latico parece ser mais eficiente no rompimento das estruturas de
colageno, provavelmente devido a sua alta constante de dissociagdo e presenga
do grupo hidroxila que podem estabelecer pontes de hidrogénio adicionais, as
quais contribuem para a desnaturagdo do colageno. O uso de 25mM de acido
latico provou ser um excelente substituto para o acido acético, produzindo

gelatinas com propriedades similares aquelas resultantes de tratamento com
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50mM de acido acético. No entanto, foi obtida uma produgdo um pouco menor de
gelatina tratada com 25mM de acido latico e ndo houve produgdo com o uso de
10mM deste mesmo acido, o que evidenciou a necessidade de um pré-tratamento
acido juntamente com uma temperatura moderada (45°C) para a extragao
(GIMENEZ et al., 2005a).

Segundo CHO et al. (2005), é provavel que o ajuste da temperatura de
extragdo seja o fator chave no processamento de gelatinas, uma vez que o
aumento de 60°C para 75°C provoca uma redugéo do conteudo de gelatina e da
forca de gel. Os resultados de KOLODZIEJSKA et al. (2004) mostram que é
possivel encurtar o tempo de extragao de gelatina de pele de peixes de agua fria
de 12 horas para apenas 30 minutos a 45°C, quando as peles forem picadas ao
invés de serem utilizadas inteiras. No entanto, como é dificil corta-las, deve ser
feito um pré-tratamento das peles com acido acético (1:6) por 2 horas a 15°C a fim
de possibilitar este procedimento (SADOWSKA, KOLODZIEJSKA &
NIECILOWSKA, 2003).

Os efeitos das diferentes condi¢gdes de extracdo de gelatina de varias
espécies de peixes sobre a produgao e as propriedades das gelatinas resultantes
tém sido estudados por diversos autores, como esta esquematizado na Tabela 1 a

seqguir.
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Tabela 1: Trabalhos sobre condi¢cdes de extragcao de gelatina de pele de peixe.

Formas de
Espécie de extragao Efeitos
peixe (c?r:nt:gsatso s estudados Autores
utilizados)
Rendimento,
Hidréxido de forca de gel,
sédio, acido viscosidade, GUDMUNDSSON &
Gadus morhua  sulfurico e citrico odor, HAFSTEINSSON
em diferentes composicéo em (1997).
concentragoes. aminoacidos,
ponto isoelétrico.
Propriedades
Megrim Cloreto de sédio,  viscoelasticas,
(Lepidorhombus hidroxido de viscosidade MONTERO &
boscii), Hake sédio, acido aparente, GOMEZ-GUILLEN
(Merluccius sulfurico, citrico  composi¢cao em (2000).
merluccius L.) e aceético. aminoacidos,
forca de gel.
Cloreto de sddio,
hidroxido de
sodio e
diferentes acidos
Megrim organicos Forca de gel, pH, - :
(Lepidorhombus  (formico, acético turbidez, GOMEZ-GUILLEN &
boscii e ’ propriedades MONTERO (2001).
0Scii) propibnico, : o
o " viscoelasticas.
latico, malico,
tartarico e citrico
em varias
concentracoes).
Diferentes Rendimento e
Baltic cod temperaturas e COMPOSicao KOLODZIEJSKA et.
(Gadus morhua) tempos de quimica al. (2004).

extracao.
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Yellowfin tuna

Hidréxido de
sodio em
diferentes

concentracoes,
acido cloridrico,
variados tempos

Composicao
centesimal, forca
de gel, conteudo
de hidroxiprolina,

(Thunnus de trat ¢ ‘edad CHO et. al. (2005).
albacares) e tratamento propriedades
das peles, e viscoelasticas,
tempo e pontos de fusao
temperatura de e de gelificagéo.
extracao
diferentes.
Rendimento,
composi¢cao em
Cloreto de sddio, aminoacidos,
hidréxido de distribuicao de
Dover sole sodio, diferentes massa molar, GIMENEZ et. al.
(Solea vulgaris) concentracoes forca de gel, (2005c).
de acido latico e propriedades
acético. viscoelasticas,
fendbmeno de
agregacao.
Perfil
eletroforético,
Diferentes forca de gel,
Doversole  Solugoes salinas,  propriedades GIMENEZ et. al.
) hidroxido de viscoelasticas,
(Solea vulgaris) e o (2005b).
sédio, acido cinética de
aceético. agregacao,
analise de
minerais.
Propriedades
Pré-tratamento fisicas,
Catfish ) e nanoestrutura YANG et. al. (2007).
alcalino e acido. : .
por microscopia
de for¢a atbmica.
Diferentes
temperaturas e Rendimento,
tempos de composicao
Bacalhau, extracao de quimica, perfil KOLODZIEJSKA et.

salmao, arenque

gelatina a partir
de diferentes
partes dos
peixes.

eletroforético
propriedades de
gelificagao.

al. (2008)

22



3.4 Microencapsulagao

A microencapsulagdo € um processo utilizado para recobrir soélidos,
goticulas de liquidos ou materiais gasosos a fim de isolar total ou parcialmente a
substancia de interesse do ambiente, formando capsulas. Dessa forma, o material
coberto ou encapsulado € liberado de maneira controlada e em condigbes
especificas (SPARKS, 1981). Este material de recheio pode também ser
denominado de fase interna ou ativo, e o material de cobertura € conhecido como
capsula, material de parede, membrana, carregador ou casca (GIBBS et al.,
1999).

O conceito de microencapsulagédo tem sua origem na idealizagdo do
modelo celular, no qual o nucleo é envolvido por uma membrana semipermeavel
que o protege do meio externo e ao mesmo tempo controla a entrada e saida de
substancias na célula (JIZOMOTO et al., 1993).

O primeiro produto com material encapsulado surgiu em 1954 na industria
de fotocdpias e as primeiras pesquisas na area farmacéutica, realizadas pela
Universidade de Wiscosin (Estados Unidos), também datam dos anos 50 (RE,
2003). Os estudos desta técnica permitiram a ampliacdo de seu uso para a
industria de alimentos, farmacéutica, aromas e sabores, tintas, quimica, agricola,
dentre outras, visto que as microparticulas possuem uma ampla gama de
finalidades de aplicagdo (FANGER, 1974; POTHAKAMURY & BARBOSA-
CANOVAS, 1995; RE, 1998; WIELAND-BERGHAUSEN et al., 2002).

Em geral, a microencapsulagdo possui o objetivo de proteger um
determinado ativo para isola-lo de componentes incompativeis, aumentar a
estabilidade do produto, converter liquidos em sélidos, mascarar propriedades
indesejaveis do material encapsulado e permitir a liberacdo controlada das
substancias encapsuladas (GODWIN & SOMERVILLE, 1974; SHAHIDI & HAN,
1993; RE, 1998).

A possibilidade de controle na taxa de liberagdo do material de recheio
das capsulas esta relacionada com caracteristicas da parede formada, como:

estrutura quimica, espessura, tamanho, porosidade e solubilidade, além de
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variaveis como coeficiente de difusao, variagdo na concentracado de saturagao do
material de recheio e sua distribuicdo na particula (FANGER, 1974; HEGER,
2001).

A liberacdo do material encapsulado segue uma série de etapas:
absorgao de solvente pela capsula, dissolugdo ou erosao da parede, dissolugao
do recheio, permeacédo do recheio pela parede, difusdo do recheio no solvente
(HEGER, 2001).

Na industria de alimentos, é usual a incorporacdo de ingredientes e
aditivos naturais aos produtos. A microencapsulagao vem sendo aplicada com
sucesso neste ramo tecnolégico como forma de protecado de substancias sensiveis
a temperatura, oxidacdo, umidade, reagdes indesejaveis, como acidulantes,
flavorizantes, corantes, enzimas, microrganismos, sais minerais, lipideos,
vitaminas, aminoacidos (BAKAN, 1973; JACKSON & LEE, 1991; KAREL, 1990).
Desta maneira, € possivel proteger estes ingredientes contra perdas nutricionais,
preservar ou mascarar cor e sabores, além de promover a liberacdo controlada de
certos componentes (RE, 2003).

No setor agropecuario, a microencapsulagdo pode ser utilizada para
reduzir a contaminagcdo ambiental e toxicidade por contato de pesticidas quimicos,
ou para prolongarem a atividade biologica de biopesticidas até que sejam
ingeridos pela praga-destino (MARSHALL et al., 1999). Na agricultura, os insumos
também podem ser encapsulados para serem liberados controladamente, pois
alguns fertilizantes prejudicam o vegetal quando se encontram em altas
concentracdes no solo. A microencapsulacdo de micronutrientes também serve
para protegé-los da degradagdo durante a produg&o, manuseio e reagdo com
outros componentes da formulagéo.

Na area de inseminagao artificial, o sémen dos animais pode ser
protegido e liberado aos poucos com a utilizagdo desta técnica (NEBEL &
SAACKE, 1994; TORRE et al., 2002; WATSON, 1993).

Além disso, a microencapsulagcdo € empregada na fabricagdo de dietas
inertes para peixes capazes de substituirem o alimento vivo (PEDROZA-ISLAS,
2000).
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Na area farmacéutica, a microencapsulacao é bastante empregada e
possui diversas fungdes, como: melhora da performance do produto por mascarar
odor e sabor de medicamentos, aumento da resisténcia de materiais frageis as
condicdes de processamento e empacotamento, prevencao de reacgdes
indesejaveis com outros componentes do medicamento quando este é
armazenado por um periodo prolongado, e liberagdo gradual e direcionada a
orgaos alvos (BRAZEL, 1999; POPPLEWELL et al., 1995).

As microcapsulas podem ser obtidas através de métodos fisico-quimicos
(coacervagao simples ou complexa, separagado por fase organica, envolvimento
lipossémico), quimicos (polimerizagao interfacial, inclusdo molecular), ou métodos
fisicos (spray drying, spray coating, spray chilling, leito fluidizado, extruséo,
centrifugagdo com multiplos orificios, co-cristalizagao, liofilizagdo) (JACKSON &
LEE, 1991). O método é selecionado de acordo com as propriedades do ativo e do
tipo de particula desejada, e com a finalidade e circunstancias envolvidas na
obtengao do produto (DHOOT, 2006).

De modo geral, a formagéo das capsulas segue trés etapas: a preparagao
de uma suspensao ou solugdo com o material de parede e recheio seguido de
homogeneizacgao, deposicdo do material de parede ao redor do recheio e fixacao
ou solidificacdo da estrutura da parede que pode ser feita por aquecimento,
ligagdes cruzadas ou retirada do solvente (BAKAN, 1973).

A classificacdo das particulas é feita de acordo com parametros
morfolégicos de tamanho e distribuicdo do ativo. Sdo denominadas micro, as
particulas com tamanho entre 1 a 100 ym (THIES, 1995). As particulas podem
assumir diferentes formas como uma simples membrana de cobertura, uma
membrana esférica ou de forma irregular, estrutura de multiparedes de mesma ou
varias composi¢cdes ou numerosos nucleos em uma mesma estrutura (GIBBS et
al., 1999). Aléem disso, de acordo com a distribuicdo do recheio, podem ser
classificadas em microesferas ou microparticulas, quando o recheio se distribui ao
longo de uma matriz formando uma particula multinucleada, e podem também ser
do tipo “reservatorio”, nas quais ha uma particula mononucleada com uma

quantidade de recheio envolvida por uma pelicula de parede, sendo denominadas
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de microcapsulas (Figura 1). O tipo de particula produzida influi na quantidade de
recheio carreado e no comportamento de liberagdo do mesmo (GIBBS et al., 1999;
THIES, 1995).

Microcapsuia Microparticula
(o nanuche ada) [ruittinucle ada)

B Recheic I Parede

Figura 1: Tipos de estruturas obtidas nos processos de microencapsulagdo. A:
Mononucleada (microcapsula); B: Multinucleada (microparticula ou microesfera).
Adaptado de ALVIM (2005).

3.4.1 Microencapsulacgao por Coacervagao Complexa

A coacervacao € um fenbmeno de separacdo espontanea de fases que
ocorre quando polieletrolitos sdo misturados em um meio aquoso. Este termo é
oriundo do latim “co” e “acervus” significando uni&do e agregacgédo de particulas
(VANDERGAER, 1974; TOLSTOGUZOV, 1997; THIES, 1995; MENGER et al.,
2000; DUCEL et al, 2004; STRAUSS & GIBSON, 2004).

Existem duas condi¢cbes necessarias para a ocorréncia da coacervagao:
uma é que os biopolimeros estejam juntos em solug&o e a outra é que as cargas
opostas entre as cadeias de biopolimeros estejam em quantidades
estequiométricas iguais.

As interagdes resultantes da mistura de solugdes poliméricas podem ser

de dois tipos: segregativas, nas quais ocorre repulsdo entre as cadeias de
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biopolimeros (incompatibilidade), ou associativas, caracterizadas pela atragcao
entre os polimeros (complexacéo) (TOLSTOGUZOV, 1997; SCHMITT et al., 1998;
KRUIF & TUINIER, 2001; KRUIF et al., 2004).

A complexagao resulta da aproximacdo de regides das cadeias
polimeéricas contendo cargas opostas e pode ocorrer através de dois tipos de
interagbes eletrostaticas, dependendo do balango entre cargas positivas e
negativas disponiveis. Quando as cargas positivas e negativas ndo s&o iguais em
nuamero, € possivel formar complexos soluveis pela interacdo das cargas
remanescentes com a agua. Quando as cargas opostas se apresentam nas
mesmas quantidades entre as cadeias poliméricas, o complexo formado tem carga
resultante proxima a neutralidade, tornando-se insoluvel (TOLSTOGUZOV, 1997,
SCHMITT et al., 1998; KRUIFF & TUINIER, 2001).

A mistura de solugbes de substdncias com cargas opostas forma
complexos, que por repulsdo do solvente precipitam, produzindo duas fases sendo
uma delas chamada de “rica em polimeros” contendo o coacervado precipitado e
outra chamada “pobre em polimeros” na qual permanece o solvente da solucao
(BACHTSI & KIPARISSIDES, 1996; STOTT et al.,, 1996; REMUNAN-LOPEZ &
BODMEIER, 1996; TOLSTOGUZOV, 1997; SCHMITT et al., 1998; WANG et al.,
1999; WANG et al.,, 2000; HASHIDZUME et al.,, 2002; DICKINSON, 2003;
STRAUSS & GIBSON, 2004).

Os biopolimeros ideais para coacervagdo sao aqueles com propriedades
coloidais hidrofilicas, que apresentam solubilidade em meio aquoso, densidades
de cargas adequadas e cadeias lineares. Entre eles podem ser citados a gelatina,
alginatos, albuminas, caseina, agar, gomas, pectinas, etc (VANDERGAER, 1974;
THIES, 1995).

Existem dois tipos de coacervagdo: a simples e a complexa. Na
coacervagao simples ha um unico polimero, e através da agcdo de um outro
composto (sais ou alcoois), que competem com o polimero pela agua, o solvente
que envolve as moléculas do coldide é removido e as moléculas do polieletrdlito
se aproximam formando aglomerados (VANDERGAER, 1974; BACHTSI &
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KIPARISSIDES, 1996; SCHMITT et al., 1998; WANG et al., 1999; WANG et al.,
2000; HASHIDZUME et al., 2002; VASILIU et al., 2005).

A coacervagdao complexa envolve a solubilizagdo de dois polimeros
conjuntamente e a expulsdo do solvente ocorre em fungdo de atragbes e
neutralizacbes das cargas das matrizes formadas pelas cadeias agregadas dos
dois polimeros. Essa atracdo ocorre quando os polimeros apresentam cargas
totais opostas (REMUNAN-LOPEZ & BODMEIER, 1996; THIES, 1995, SCHMITT
et al., 1998; KRUIF et al., 2004).

A estequiometria, o pH e a forga ibnica sdo alguns dos fatores que
exercem forte influéncia na obtencédo dos coacervados complexos por interferirem
no perfil de cargas das macromoléculas. Além disso, condi¢gbes fisicas como
temperatura, tipo/tempo de agitacdo e pressdo podem influenciar a formacéo e
estabilidade dos coacervados produzidos (SCHMITT et al., 1999; TURGEON et
al., 2003).

A estequiometria de um complexo eletrostatico depende da conformacéao
e da carga global dos reagentes. Quando ha um excesso de um dos polimeros
ocorre uma quantidade de cargas excedentes no sistema que pode prejudicar a
formagao do coacervado (SCHMITT et al., 1998). Com relagdo a conformacgao, as
proteinas globulares e cadeias de polissacarideos anibnicos rigidos né&o
conseguem contato entre todos seus grupos carregados. Ao contrario, estruturas
de proteinas desdobradas tendem a formar o maximo de contato com um
polissacarideo com carga oposta (TOLSTOGUZQOV, 2003).

O pH influencia o grau de ionizagdo dos grupos residuais das proteinas,
0s grupos amino e os carboxilicos (SING & BURGESS, 1989; BURGESS, 1990),
desse modo, trabalha-se com esta variavel para adequar-se a situagao de maxima
concentracdo de cargas opostas, ja que os complexos normalmente se formam
pelas interagbes eletrostaticas entre macromoléculas carregadas com cargas
opostas (GALAZKA et al., 1999).

A presenga do sal pode suprimir a coacervagdo em varios graus
dependendo da natureza e concentragao do mesmo no sistema (SCHMITT et al.,
1998; BURGESS & CARLESS, 1984). O aumento de temperatura juntamente com
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o conteudo total de polimeros possui um efeito sinergistico na separagao de fases
por favorecer as interagcbes hidrofébicas e covalentes enquanto sua reducao
(baixas temperaturas) favorece a formacéo de pontes de hidrogénio (STAINSBY,
1980). A aplicagao de uma pressao hidrostatica facilita a formagao dos complexos,
ja que as proteinas desnaturam parcialmente, o que permite a exposicdo de
grupos reativos, inicialmente ocultos na molécula (DICKINSON & PAWLOWSKI,
1997). No caso de altas pressbes dinamicas, elas reduzem o tamanho dos
complexos por agao das forgcas de turbuléncia, cavitacdo e cisalhamento (LE
HENAFF, 1996). A duragdo do cisalhamento também influencia o tamanho dos
complexos. Quanto maior a duragdo, mais possibilidades de colisdes, o que
conduz a formagao de maiores quantidades de complexos grandes (SCHMITT et
al., 1998).

Existem diversas aplicagdes tecnolégicas que vem sendo desenvolvidas
baseadas no conceito da coacervagao e entre estas, a microencapsulagcdo. A
eficiéncia da microencapsulagdo por coacervagido esta associada as
caracteristicas dos polimeros envolvidos, do complexo formado e do recheio a ser
encapsulado. Os compostos liquidos ou particulados de carater hidrofébico ou
particulas solidas de baixa solubilidade sao facilmente encapsulados por esse
processo (SCHMITT et al., 1998; KRUIFF et al., 2004).

A producao de microparticulas coacervadas € pouco aplicavel no caso da
encapsulacdo de compostos hidrossoluveis, pois estes ficam dissolvidos na
solucao polimérica nao criando condi¢cdes para a adsor¢gao dos polimeros. Sendo
assim o recheio fica fracamente retido na matriz sendo rapidamente liberado da
capsula (SCHMITT et al., 1998). Compostos hidrofilicos como agucares, proteinas,
aminoacidos, peptideos, vitaminas, sais minerais, etc, podem ser encapsulados
através do uso de emulsdes simples ou multiplas e de particulas hidrofébicas
sélidas (VILLAMAR & LANGDON, 1993; LANGDON & BUCHAL, 1998; JENNING
et al., 2000; ONAL & LANGDON, 2004 a e b; ONAL & LANDON, 2005).

A interagdo entre gelatina e goma arabica € um exemplo classico de
coacervagao complexa para a producado de microparticulas. De um modo geral, o

processo baseia-se na formagédo de uma emulsao (liquidos) ou dispersao (sélidos)
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do recheio na solugédo da mistura polimérica. O complexo se deposita ao redor do
recheio devido as alteragdes das condicdbes do meio, formando uma estrutura
capaz de reter, proteger e liberar de forma controlada o material ativo (ALVIM,
2005).

O primeiro passo no processo de microencapsulagao deve ser a produgao
das solugbes de gelatina e de goma arabica a uma temperatura de
aproximadamente 50°C. A agua utilizada deve ser deionizada ou destilada para
que nao haja interferéncia no processo. O agente (usualmente hidrofébico) é
emulsificado com a solugédo de gelatina a 50°C e depois misturado a solugéao de
goma arabica a mesma temperatura. Em seguida é acrescentada uma quantidade
conhecida de agua destilada ou deionizada ao sistema e realizado o ajuste de pH
para que se forme o coacervado. Finalmente o sistema deve ser submetido a um
resfriamento lento sob agitacdo branda até que atinja uma temperatura em torno
de 10°C. E importante que esta etapa de resfriamento seja realizada lentamente a
fim de que os coacervados se depositem ao redor do material de recheio,
formando as microcapsulas. Se o sistema for resfriado muito rapidamente, uma
grande quantidade de coacervados de gelatina-goma arabica néo irdo se
depositar em volta do material de recheio, ou seja, permanecerdo como
coacervados com pouco ou nenhum ativo. Este tipo de coacervado é indesejavel,
uma vez que estara havendo uma perda de material disponivel para o
encapsulamento.

Existem diferentes comportamentos para as microparticulas coacervadas.
Se o recheio possuir menor densidade que da agua e nao houver nenhum
coacervado sem recheio, todas as microparticulas permanecerao na superficie do
sistema. Porém, se existirem coacervados livres, somente estes irdo precipitar.
Por outro lado, quando o recheio apresentar maior densidade que da agua, tanto
as microparticulas quanto os coacervados livres irdo precipitar e, desta forma, nao
sera possivel separa-los pela diferenca de densidade (THIES, 1995).

As microparticulas coacervadas podem ser submetidas a secagem para
que se estenda o tempo de estocagem das mesmas e para que seja possivel

utiliza-las também para produtos desidratados. Os métodos de secagem em
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estufa, liofilizagdo, remocdo da agua por solventes e secagem em condigoes
ambientais produzem microparticulas coacervadas desidratadas. Porém, a maioria
desses métodos nao permite a obtencao de particulas individuais interferindo no
tamanho do produto final e também em propriedades de liberagdo do recheio
(THIES, 1995; BURGESS & PONSART, 1998). Ja o uso de spray dryer pode
produzir particulas individuais, mas a baixa resisténcia fisica da parede acaba por
restringir a aplicagdo desse processo de secagem. Nesse caso, podem ser
utilizados métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos a fim de se alterar as
propriedades de rigidez, resisténcia e permeabilidade da parede (BURGESS &
PONSART, 1998).

3.4.1.1 Materiais de parede das microparticulas

Os materiais de parede sao usados para o recobrimento do recheio das
capsulas e permitem a liberagdo da substancia de interesse conforme o desejado.
A selegcdo do material de parede se relaciona com as caracteristicas fisico-
quimicas do recheio, com o processo empregado para a produgdo das
microcapsulas e com a aplicagao final destas (JACKSON & LEE, 1991; NORI,
1996). E fundamental que o material de parede ndo reaja com o recheio, e nem
seja soluvel neste, sendo que normalmente eles apresentam polaridades opostas
(BAKAN, 1973; FANGER, 1974; JACKSON & LEE, 1991; CARDOSO, 2000).

O material de parede deve apresentar algumas caracteristicas, tais como:
boa propriedade emulsificante e de formacdo de filme, baixa viscosidade e
higroscopicidade, boas propriedades de secagem, estabilidade, auséncia de
sabores desagradaveis, e adequada protecéo ao recheio (RE, 1998; CARDOSO,
2000).

Existem ocasi6es em que se deseja a presencga de certas caracteristicas
especiais de solubilidade, permeabilidade, rigidez, dentre outras, o que pode exigir
alteragdes dos polimeros de parede pelo uso de plasticizantes, reticulantes,

enzimas, modificadores quimicos, tratamentos na superficie e multiplas coberturas
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(JACKSON & LEE, 1991; RE 1998; LAMPRECHT et al., 2000; LAMPRECHT et al.,
2001; LEE & ROSENBERG, 2000; KRUIF et al., 2004).

O objetivo de se obter uma liberagéo controlada do recheio faz com que a
manutencao da integridade da parede seja extremamente relevante, o que exige,
em muitos casos, que o material utilizado ndo se solubilize ou se apresente
apenas parcialmente soluvel. Muitas proteinas oferecem uma boa opg¢ao de
material de cobertura em fungdo de suas propriedades fisico-quimicas e
funcionais (LEE & ROSENBERG, 2000).

A composigao dos encapsulantes depende do tipo de aplicagao a que se
destinam e podem variar de comestiveis a polimeros biodegradaveis ou sintéticos
(ARSHADY, 1993; SINKO & KHON, 1993). Alguns polimeros sintéticos muitas
vezes tém seu uso proibido ou limitado devido a alguma toxicidade
(POTHAKAMURY & BARBOSA-CANOVAS, 1995). Os componentes naturais
apresentam a vantagem de serem considerados indécuos, o que facilita sua
utilizacdo em alimentos, além do fato de muitos contribuirem para o aumento do
valor nutritivo do alimento (POTHAKAMURY & BARBOSA-CANOVAS, 1995).

Os materiais mais utilizados como encapsulantes incluem: carboidratos
(amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose), celuloses (carboximetilcelulose,
etil, metil, acetil e nitro-celulose), lipidios (cera, parafina, triestearina, acido
estearico, mono e diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas), proteinas
(gluten, caseina, isolado protéico de soro de leite, gelatina e albumina e algumas
fontes alternativas como a quitosana) e gomas (goma arabica, agar, alginato de
sédio, carragena) (SHAHIDI & HAN, 1993).

Gomas

O termo goma ¢é mais comumente utilizado para referir-se a
polissacarideos ou seus derivados, obtidos a partir de plantas (exsudados,
sementes, algas) ou por processamento biolégico (WHISTLER & DANIEL, 1985).

A goma arabica, também conhecida por goma indiana ou goma acacia, é

exsudada de arvores como resposta a algum dano a planta. Quando é extraida a
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partir da espécie Acacia senegal, obtém-se uma goma constituida por uma mistura
complexa de sais (calcio, magnésio e potassio) do acido arabico, que por
apresentar boas propriedades emulsificantes e estabilizantes, vem sendo bastante
empregada como material de parede para microcapsulas exercendo agao
protetora contra oxidagao de volateis (RODRIGUES-HUEVO et al., 2004; BUFFO
et al., 2001).

A goma arabica possui duas fragbes com estruturas quimicas diferentes.
A primeira fracdo é a principal, que representa 70% da goma e € composta por
cadeias de polissacarideos com pouco ou nenhum material nitrogenado. A
segunda fracdo, que parece ser a principal responsavel pelas propriedades
emulsificantes e estabilizantes especiais do hidrocoloide, € formada por
aproximadamente 2% de proteina ligada covalentemente ao carboidrato
(RANDALL, PHILLIPS & WILLIAMS, 1989; OSMAN et al., 1993; BEMILLER &
WHISTLER, 1996). A goma é negativamente carregada acima de pH 2,2 e a

baixos pHs (< 2,2) a dissociagédo dos grupos carboxila é suprimida.

3.4.1.2 Recheio das microparticulas

Oleoresina de paprica

A paprica € uma especiaria extraida de frutos secos da espécie Capsicum
annum L (pimentdo) (BORGES, PINO & FERNANDEZ, 1997).

A oleoresina de paprica € um dos corantes naturais mais utilizados na
indUstria de alimentos, especialmente no setor de embutidos (GONZALEZ et al.,
1997). Possui cor vermelha forte que se deve ao elevado conteudo de
carotendides presentes, podendo variar entre vermelho e amarelo caracteristico
dessa classe de componentes, que além de cor e sabor, ainda apresentam
propriedades antioxidantes (OSUNA-GARCIA, WALE & WADDELL, 1997). Os
principais carotendides contidos na paprica sao a capsaxantina e a capsorubina
(HORNERO-MEDEZ & MINGUEZ-MOSQUERA, 2001).
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Oleo de salmao

Os dleos de peixes sdo as mais importantes fontes de acidos graxos
polinsaturados omega-3 (PUFA), eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico
(DHA).

Alguns 6rgaos como The American Heart Association (AHA), Food and
Drug Administration (FDA) e outros apontam para a importancia de se consumir os
acidos graxos presentes nos Oleos de peixes para a prevengdo de doencas
cardiacas e cardiovasculares.

Diversos tipos de 6leos de peixes ja foram utilizados para varias
finalidades, como: tratamento de doengas de animais, fornecimento de
suplementacdo energética em dietas de humanos, etc (HJALTASON, 1989;
HJALTASON & HARALDSSON, 2001).

Apesar dos o6leos de peixe possuirem antioxidantes naturais como a
vitamina E e o corante astaxantina, ao longo de seu processamento ha uma perda
destes compostos. Desta forma, os antioxidantes (naturais ou sintéticos) devem
ser adicionados aos 6leos de peixe destinados ao consumo humano a fim de se
evitar a oxidagao e para manter o odor e sabor adequado. Outra maneira de se
proteger o 6leo contra a oxidacdo pode ser pelo impedimento do acesso do
oxigénio ao mesmo através da técnica de microencapsulagdo, porém necessita-se
de mais estudos a respeito para que seja possivel utilizar éleo de peixe
microencapsulado em produtos que permaneceréao estocados por um tempo mais
longo. Atualmente, o oleo de peixe microencapsulado tem sido empregado em
produtos que sao consumidos rapidamente, como paes, iogurtes, leites, etc
(SCHULER, 1990; NEWTON, 1996; SHELKE, 2005).

A maioria dos Oleos de peixes produzidos pode ser considerada
subproduto da industria de peixes e sua produgdo é de apenas 1 a 2% da
producdo mundial de oOleos e gorduras, tendo Chile e Peru como os principais
produtores.

Em 1990, em torno de 76% do 6leo de peixe produzido era utilizado como

matéria-prima na fabricagdo de margarina apdés a hidrogenacao parcial. No
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entanto, a descoberta das consequéncias negativas do consumo de acidos graxos
frans provocou uma queda brusca nesta aplicacdo do 6leo. Contudo, este fator
nao afetou a sua producgao, ja que, ao mesmo tempo, a industria de aquicultura
aumentou sua demanda por este produto para utiliza-lo como ingrediente na
alimentagao de peixes.

O Oleo de salmao de cultivo tem se tornado disponivel devido ao
crescimento da producdo de salmdo. Ha interesse na descoberta de aplicacbes
deste Oleo na industria de alimentos. A Noruega esta liderando as pesquisas, mas
por enquanto tem sido utilizado principalmente na industria de alimentos para
pequenos animais (HAUMANN, 1998; HENDERSON, 1999; HJALTASON &
HARALDSSON, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Gelatina extraida da pele de Tilapia (Oreochromis niloticus), goma arabica
(CNI-Rouen, France, ref. IRX49345), e gelatina suina Gelita South America
240P/6 do tipo A, foram usadas como polimeros formadores de parede. Oleo de
soja comercial Sadia tipo 1 LCG0507, déleo de salmao (desodorizado, contendo
antioxidante, de uso comestivel, e fornecido por DDK Comércio Importacado e
Exportagao Ltda.), e oleoresina de paprica Citromax foram usados como materiais
ativos encapsulados, e reagentes de grau analitico para a realizagéo das analises

quimicas.

4.2 Equipamentos

Placas de agitagdo magnética com e sem aquecimento das marcas
Fisatom, Tecnal TE 0-85 e 0-89 e IKA RH digital KT/C, chapa de aquecimento
Tecnal TE-018, pHmetro Digimed mod. MD20, balanga analitica Ohaus mod.
AS200 U.S.A, balanca semi-analitica Marte mod. AS200C, Ultraturrax mod. T18,
marca IKA, liquidificador, homogeneizador de sangue Phoenix AP22, agitador
vibratério para tubos Super-Mixer Cole Palmer mod. 4722, estufas com circulacao
de ar Tecnal e Marconi, estufa B.O.D. Tecnal TE-390, liofilizador Edwards Pirani
501, espectrofotometro Beckman DU70, centrifuga IECHN-S, centrifuga Sorvall
RC5C, banho-maria das marcas Marconi e Tecnal, banho ultratermostatizado
Marconi, Cutter Sire, tachos abertos encamisados das marcas ICMA e Tanbras,
microscopio o6tico Zeiss e Nikon Eclipse E800 Tokyo, Japan, microscopio
eletrénico de varredura Jeol mod. JMS — T300, evaporador Balzer mod. SCD50,
mufla COEL, destilador de nitrogénio Tecnal TE-036/1, bloco digestor Tecnal,

multiprocessador Geiger, e vidrarias de laboratério.
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4.3 Métodos

4.3.1 Extracao de gelatina de pele de tilapia

A extracdo da gelatina de pele de tilapia seguiu a metodologia descrita por
MONTERO & GOMEZ-GUILLEN (2000) com algumas adaptacbes e esta
esquematizada na Figura 2. As peles foram conservadas em freezer (em torno de
-18°C) por aproximadamente duas semanas. Previamente ao procedimento de
extragdo da gelatina, foi feita uma lavagem das peles com agua corrente em
abundancia. Em seguida, a limpeza da matéria-prima foi feita deixando-se as
peles em imersdo em uma solugdo de 0,8N NaCl (1:6 p/v) por 10 minutos com
posterior enxague. Este passo foi repetido trés vezes e o excesso de agua foi
removido. As peles, previamente lavadas, foram mantidas em imersdo com 0,2N
de hidroxido de sodio por 30 minutos e enxaguadas em seguida. Este passo
também foi repetido por trés vezes. Posteriormente, as peles foram imersas em
0,05N de acido acético (1:10 peso/volume) a temperatura ambiente por trés horas,
enxaguadas com agua corrente e depois permaneceram sob agitacdo lenta em
agua destilada, em tacho aberto encamisado por 12 horas a 50°C. Em seguida a
mistura foi filtrada em algod&o, distribuida em bandejas plasticas, e seca em
estufa com circulagdo forgcada de ar a 50°C. Finalmente, as folhas de gelatina
foram moidas em multiprocessador, peneiradas (Mesh 0,59mm) e armazenadas

em freezer. Foram produzidos dois lotes independentes.
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Figura 2: Fluxograma da extracao de gelatina de pele de tilapia.

4.3.2 Caracterizagao de gelatina de pele de tilapia

Para todos os ensaios de caracterizagdo foi utilizada uma gelatina

comercial suina tipo A como padrao de referéncia.
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4.3.2.1 Rendimento de extragdo

A producéao de gelatina foi calculada baseando-se no peso umido da pele

de tilapia conforme a seguinte formula (BINSI et al., 2007):

da gelati j 100
produgdo de gelatina (%)= peso da gelatina em pé (g)~

peso timido da pele fresca (g)

4.3.2.2 Composig¢do centesimal

4.3.2.2.1 Umidade

A umidade da gelatina foi determinada por secagem em estufa a 105°C
por 16 horas, segundo metodologia da A.O.A.C. (1998). O resultado baseia-se na

perda de massa ocorrida durante a secagem.

4.3.2.2.2 Proteina

O percentual de proteina contido na gelatina, apés secagem do material
em estufa por 16 horas a 105°C, foi determinado através do método de Kjeldahl
(A.O.A.C., 1998). O fator de correcéo utilizado foi de 5,55 tanto para a gelatina

suina comercial quanto para a gelatina de peixe.

4.3.2.2.3 Gordura

A determinagado do percentual de lipideos apolares contido na gelatina a
partir da amostra seca foi feita através do método de Soxhlet descrito por GURR
(1984).
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4.3.2.2.4 Cinzas

O conteudo de cinzas das amostras de gelatina, previamente secas, foi

determinado seguindo-se a metodologia descrita por LEES (1979).

4.3.2.3 Distribuigéo de massa molar

A distribuicdo de massa molar foi avaliada através de eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) de acordo com a metodologia descrita por
LAEMMLI (1970). A eletroforese foi realizada em sistema Miniprotean |l (Bio-Rad
Laboratories Ltda., Cdd.: 165-2940) com gel de 0,75 mm de espessura. Foram
utilizados géis de empilhamento de 4% e de separacéo de 6%. As amostras foram
dispersas em tampao redutor (Tris-HCI 0,5M; pH 6,8; SDS 10%; glicerol 10%; B-
mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,1%) e aquecidas a 95°C por cinco
minutos. Nas canaletas do gel foram aplicados 10ul de amostra. A corrida foi
realizada a 70V, a temperatura ambiente (23 + 2°C) durante duas horas. As
bandas de proteina foram coradas segundo o Manual de Instrugées do fabricante
(Mini-Protean Il: Dual Slab Cell, Instructor Manual, Biorad Laboratories, Richmond,
USA). Foi preparada uma solucdo de Coomassie R-250 (0,1%) em 40% de
metanol e 10% de acido acético para corar os géis e uma solugdo contendo
metanol (40%) e acido acético (10%) para descorar os géis. A massa molar das
bandas foi determinada através do kit padrdo de baixa massa molar (Amershan
Pharmacia Biotech Ltda., Cod. 17-0446-01).

4.3.2.4 Determinagéao do ponto de fuséo

A medida do ponto de fusdo foi realizada baseando-se no método
apresentado por CHOI & REGENSTEIN (2000). Solugdes de gelatina a 6,67%
(p/p) foram preparadas e uma aliquota de 5ml foi transferida para pequenos tubos

de vidro. Os tubos foram cobertos com parafilme e aquecidos em banho-maria a
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60°C por 15 minutos para serem, posteriormente, resfriados em banho de gelo e
maturados a 10°C por 16 a 18 horas. Depois foram adicionadas cinco gotas de
uma mistura de 75% de cloroférmio e 25% do corante azul de metileno sobre o
gel. O gel foi colocado em banho ultratermostatizado a 10°C e aquecido a 0,5°C
por minuto até atingir a temperatura de 30°C. A temperatura do banho foi lida
através de termdmetro e o ponto de fusdo foi determinado no momento em que as

gotas coradas comegaram a se mover para o interior do gel.

4.3.2.5 Forga de gel (Bloom) e Analise do perfil de textura (TPA)

O método Bloom utilizado foi baseado na descricdo de CHOI &
REGENSTEIN (2000). Foram preparadas solugdes de gelatina a 6,67% (p/p) com
agua destilada, mantidas em temperatura ambiente por 2 horas e posteriormente
em banho-maria a 60°C por 1 hora. As amostras foram resfriadas a temperatura
ambiente por 30 minutos para serem distribuidas na quantidade de 30 ml em
copos plasticos sendo feita a medida de pH das solugdes. Em seguida os copos
foram cobertos com papel aluminio e armazenados em estufa B.O.D. para
maturagcao a 10°C por 18 horas. Depois deste periodo de maturagdo, com a
finalidade de se determinar a forga de gel, as amostras foram transferidas para o
Texturdbmetro TAXT2 (SMS, Surrey, UK) utilizando-se probe modelo P 0.5 com os
ajustes de 0.5 mm/segundo de velocidade de penetracdo e distancia de
penetracdo de 4mm a partir da superficie. O programa Texture Expert, Versao
1.22 foi utilizado para controle do instrumento e obtengao das medidas.

Para a andlise do perfil de textura (TPA), foi utilizada a mesma
metodologia de preparagao das amostras. Foram alteradas apenas as condig¢des
ajustadas no Texturbmetro, sendo adotados os valores de 2mm/segundo de
velocidade de penetracdo e distancia de penetracdo de 60% da altura total da

amostra.
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4.3.3 Elaboracao de Microparticulas por Coacervagao Complexa

4.3.3.1 Determinacéao do pH de coacervacédo por Turbidimetria

A faixa de pH de coacervacgéo do sistema polimérico formado por goma
arabica e gelatina de peixe e goma arabica e gelatina suina, ambos na proporgao
fixa de 1:1 e em diferentes concentra¢des de parede (2,5, 5,0 e 7,5%) foi estimada
em funcgao da turbidez medida pela absorbancia. O sistema foi mantido em Becker
sob agitagdo magnética a temperatura de 45 + 5°C. O eletrodo para medida de pH
foi introduzido e apds alguns minutos de agitagdo foram feitos os ajustes de pH
através do uso de solugcdes de NaOH 0,05N e HCI 2,5N e 0,05N para o ajuste fino.
A faixa de variagdo de pH foi de 3 até 6 com intervalos de 0,25 entre eles e,
imediatamente apdés o0s ajustes feitos, as amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 292 nm e 590 nm dependendo
das concentracdes de polimeros. O ensaio foi realizado de acordo com ANTONOV
& ZUBOVA (2001), com algumas modificacées. Este método permitiu avaliar a
intensidade de interagao entre os biopolimeros, através das curvas de titulagéo e
da medida da turbidez dos sistemas. Assim sendo, apds a determinagdo da
melhor faixa de pH de coacervagao, os coacervados produzidos no planejamento
experimental ja tiveram seus pHs ajustados de acordo com os valores
encontrados. Para 2,5% de concentracao de parede foi utilizado o pH final de 4,0

e para 5,0 e 7,5% de parede foi adotado o pH final de 3,75.

4.3.3.2 Produgéo de Microparticulas no Planejamento Experimental

Para a obtencdo das microparticulas coacervadas produzidas no
planejamento experimental foram utilizados como materiais de parede solugbes de
gelatina de peixe do 2° lote e goma arabica (nas concentragdes de 2,5%, 5,0% e
7,5%). Para a formacéo do recheio, foi utilizada uma mistura de oleoresina de

paprica com 6leo de soja na propor¢ao de 1:20 (p/p), nas concentragdes de 25, 50
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e 100% em relagéo ao peso total de polimeros de parede do sistema em base
seca. A producido das microparticulas foi adaptada dos procedimentos descritos
por THIES (1995) e LAMPRECHT et al. (2000) e esta detalhada no fluxograma da
Figura 3. Deste modo, a solugéo de gelatina a 50 + 3 °C foi misturada ao material
lipidico (recheio) e homogeneizada em Ultraturrax durante 3 minutos (a 6000,
10000 e 14000 rpm de velocidade). Posteriormente, a emulsdo foi adicionada a
solugdo de goma arabica a 50 * 3 °C, agitadas por 5 minutos em agitador
magnético e, em seguida, foi adicionada também agua destilada a mesma
temperatura, mantendo-se novamente sob agitacéo lenta por aproximadamente 5
minutos. O pH foi ajustado de acordo com os valores encontrados nas curvas
turbidimétricas realizadas previamente ao planejamento experimental, ou seja,
3,75 ou 4,0 £ 0,02 dependendo da concentracdo de polimeros de parede,
utilizando-se solugdes de HCI 2,5 e 0,5 N e/ou NaOH a 0,5 e 0,05N. Finalmente,
foi feito o resfriamento das solugdes contendo as microparticulas colocando-se as
mesmas em banho de gelo, mantidas sob agitacdo magnética lenta e constante,
até que a temperatura atingisse aproximadamente 10°C. Apds as particulas

decantarem o sistema foi mantido em geladeira.
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[ Microparticulas coacervadas }

Figura 3: Fluxograma de elaboragdo de microparticulas por coacervagao complexa.

Os numeros sobrescritos indicam os pontos estudados no planejamento experimental:

1- Solugéo de gelatina de peixe do 2° lote e de goma arabica nas concentragdes de 2,5, 5,0 ou 7,5%;
2- Oleoresina de paprica : 6leo de soja (1:20 p/p) nas concentragdes de 50, 100 ou 150% de 6leo em
relacdo ao peso total dos polimeros de parede em base seca; 3- Velocidade de agitacdo de 6 mil, 10
mil ou 14 mil rpm.

4.3.3.3 Planejamento Experimental

As microparticulas coacervadas foram elaboradas de acordo com o

fluxograma descrito na Figura 3 e suas condi¢gdes de produgao foram definidas
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através de um planejamento experimental fatorial 2> com trés pontos centrais. As
variaveis e respectivos niveis utilizados estdo especificados na Tabela 2.
Previamente, o pH de coacervagdo para cada relacdo estequiométrica goma
arabica : gelatina de peixe do segundo lote, foi estimado pela determinagao da
turbidez, e a eficiéncia de encapsulagédo (%EE) foi considerada como resposta

para a avaliagdo do planejamento.

Tabela 2: Variaveis e respectivos niveis usados no planejamento experimental.

Variavel -1 0 +1

Concentracao de polimero (proporcao de
gelatina de peixe do 2° lote e goma arabica 2,5 5,0 7,5
1:1)

Concentracao de recheio* (em relagéo a

massa total de polimero em base seca) 50 100 150
Velocidade de homogeneizagao da solugao
de gelatina-recheio (em Ultraturrax por 3 6000 rpm 10000 rpm 14000 rpm

minutos)

* No planejamento experimental foi utilizado como recheio das microparticulas uma
mistura de oleoresina de paprica: éleo de soja na proporcao de 1:20 (p/p).

Para a concentracao de parede de 2,5%, o pH final utilizado foi 4,0 e para 5,0 e 7,5% de
parede, o pH final foi de 3,75.

4.3.3.3.1 Eficiéncia de Encapsulacdo (%EE)

A eficiéncia de encapsulacao (EE) foi calculada como a quantidade de
Oleo recuperada por grama de capsula em relagéo ao 6leo inicialmente inserido. A
quantidade de recheio encapsulada pelas microparticulas coacervadas
produzidas, segundo o planejamento experimental, foi determinada pelo teor de
lipideos totais, de acordo com o método descrito por Bligh & Dyer (1959) com

algumas adaptacoes.
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(g)oleo/(g) particula em base seca

%EE = x100

(g)oleo/(g)solidos totais iniciais

4.3.3.4 Alteracdo do Recheio das Microparticulas

Com base nos resultados obtidos através do planejamento experimental,
foram fixados os melhores niveis das variaveis testadas para que fossem
produzidas microparticulas coacervadas contendo 6leo de salmado como recheio.
Foram elaborados trés tipos destas microparticulas em funcdo das diferentes
gelatinas utilizadas como um dos componentes de parede (gelatina suina
comercial e dois lotes de gelatina de tilapia). O fluxograma de produgdo destas

microparticulas seguiu a mesma metodologia detalhada na Figura 3.

4.3.4 Caracterizagao das Microparticulas

4.3.4.1 Determinacdo de umidade

A umidade das microparticulas foi determinada por secagem em estufa a
105°C por 16 horas, segundo metodologia da A.O.A.C. (1998).

4.3.4.2 Determinacéo de proteina

O percentual de proteina contido nas microparticulas uUmidas foi
determinado através do método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1998) utilizando-se o fator

de correcao de 5,55.
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4.3.4.3 Determinacgéo de lipideos totais

A quantidade de lipideos totais (recheio das microparticulas) foi
determinada pelo método descrito por Bligh & Dyer (1959) com algumas
adaptacdes. A parede das microparticulas umidas foi rompida a fim de provocar a
liberacdo do recheio contido nestas e posterior quantificagdo do mesmo. Para isto,
previamente ao inicio do ensaio, foi adicionado SDS a amostra na concentracio
de 0,5%, na propor¢gao de 1:2 de amostra para SDS (p/v), manteve-se sob
aquecimento por 20 minutos em banho-maria a 85°C. O volume de SDS utilizado
no ensaio foi descontado do volume total de agua que deveria ser adicionado de
acordo com a metodologia. A concentragao e propor¢gédo de SDS foram definidas
em funcao de testes feitos com a variagao destes pardmetros. As amostras foram
observadas por microscopia otica para confirmar a destruicido da parede das

microparticulas.

4.3.4.4 Secagem das Microparticulas

Foi realizada a secagem das microparticulas coacervadas através de
liofilizagdo. As amostras foram passadas por peneiras (Mesh = 25um) para que se
retirasse o excesso de agua das amostras. Em seguida foram dispersas, em finas
camadas, sobre placas de Petri plasticas, cobertas com papel aluminio contendo
pequenos orificios e submetidas a congelamento em freezer (em torno de -18°C
por, no minimo, 24 horas) para depois serem levadas ao liofilizador onde as
condigdes empregadas foram: temperatura do condensador -60°C e pressao de
10" mbar. As amostras permaneceram, em média, por 3 dias consecutivos no

equipamento.
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4.3.4.5 Determinagdo do didmetro meédio de particulas e distribuicdo de tamanho

A determinagcdo de tamanho de particulas Umidas, liofilizadas e
posteriormente reidratadas em agua destilada, foi feita por microscopia 6tica com
captacao de imagens através de uma camera digital controlada pelo programa
Image Pro Plus 4.0. O tamanho de particula foi determinado pelo mesmo
programa, medindo-se pelo menos 300 particulas por amostra analisada. A
distribuicado de tamanho das microparticulas foi obtida através da construgcao de
histogramas. Particulas evidentemente aglomeradas foram excluidas nesta

avaliacéo.

4.3.4.6 Morfologia

A morfologia das microparticulas foi avaliada por microscopia 6tica (MO) e
eletrbnica de varredura (MEV) para as microparticulas liofilizadas. Para a
observacado das microparticulas coacervadas foi utilizado um microscépio 6tico
(NIKON — eclipse E800 — Japan) munido de software Image Pro Plus 4.0 para
obtengao das imagens. A observagao e captagédo das imagens oticas foram feitas
em agua também para as amostras liofilizadas, o que permitiu avaliar o
inchamento das microparticulas e a integridade de parede.

O preparo para a observagao por MEV das microparticulas coacervadas
liofilizadas consistiu na fixagdo de pequenas quantidades das amostras em
pedacos de fita adesiva metalica de cobre dupla face, aderidos em stubs de
aluminio de 1cm de didmetro por 1cm de altura. Os stubs com as amostras foram
recobertos por uma fina camada de ouro em um evaporador Balzer mod. SCD50
pelo tempo de 180 segundos e corrente de 40mA. Posteriormente, a observagéo
das amostras foi feita em um microscépio eletrénico de varredura Jeol mod. JMS —

T300 com aceleragao da voltagem de 10 kV.
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4.3.5 Analise Estatistica

As diferencgas significativas entre os valores de médias foram avaliadas
por teste de diferencas de médias a 5% de acordo com o teste de TUKEY e

ANOVA, com o auxilio do software Statistica 6.0 for Windows (STATSOFT, INC.,
1995).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producgao da matéria-prima (Gelatina de peixe)

5.1.1 Rendimento de extragao de gelatina de pele de tilapia

Os rendimentos das extragdes de gelatina foram de 10,2% e 18,3% para o
primeiro e segundo lotes produzidos, respectivamente, e foram expressos em
gramas de gelatina em pd por 100g de pele umida. SONGCHOTIKUNPAN et al.
(2008) também extrairam gelatina de pele de Tilapia do Nilo e obtiveram
praticamente o mesmo percentual de rendimento (18,1%).

O primeiro lote resultou em menor rendimento que o segundo porque
ocorreram algumas perdas de material durante o processo de secagem em estufa,
tendo sido necessario descartar parte da matéria-prima. Foi observado por CHO et
al., (2005) que a temperatura de extracdo pode ser um fator chave para o
processamento da gelatina por interferir no conteudo de gelatina obtido, pois
temperaturas acima de 60°C podem levar a extracdo de outras proteinas de baixa
massa molar.

De modo geral, a gelatina extraida de pele de Tilapia do Nilo normalmente
resulta em maior rendimento que a extraida de outros peixes e estes valores
podem variar em funcdo da composicdo centesimal das peles, do conteudo em
colageno e da quantidade de componentes soluveis presentes nas peles, que, por
sua vez, variam com o método de extracdo empregado e com a idade e espécie
do peixe utilizado (MUYONGA et al., 2004 & JONGJAREONRAK et al., 2006). O
rendimento de gelatina de pele de diferentes espécies de peixes pode variar entre
55 a 21% do peso da matéria-prima (GIMENEZ et al., 2005a, 2005b;
GROSSMAN & BERGMAN, 1992; JAMILAH & HARVINDER, 2002; MUYONGA,
COLE & DUODU, 2004; OSBORNE, VOIGHT & HALL, 1990). Uma produgao bem
menor foi obtida por JAMILAH & HARVINDER (2002), com rendimento de 5,39%

para Oreochromis placidus e de 7,81% para Oreochromis mossambicus. De
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acordo com os autores, isto pode ter ocorrido devido a perda de colageno extraido
ou pela hidrolise incompleta.

5.1.2 Caracterizagao de gelatina de pele de tilapia

5.1.2.1 Aspecto geral dos dois lotes de gelatina de peixe produzidos

Os dois lotes de gelatina de peixe produzidos puderam ser solubilizados
em agua a temperatura em torno de 60° C por aproximadamente 2 horas e foi
possivel reduzir substancialmente o odor de peixe das mesmas devido ao
tratamento quimico utilizado na sua produgdo. Quanto a aparéncia, o 1° lote
apresentou coloragdo mais escura que o segundo em consequéncia da presenga
de maior quantidade de gordura no primeiro lote, conforme o que pode ser

observado através da Figura 4.

Figura 4: Aspecto visual da coloragdo das diferentes amostras de gelatina. GS:
gelatina suina; GP1: gelatina de peixe do 1° lote; GP2: gelatina de peixe do 2°
lote.
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5.1.2.2 Composigcdo centesimal

A composicado centesimal da pele de tilapia utilizada para a extracdo da
gelatina, em relagcdo ao teor de proteina, lipideos, cinzas e umidade esta
apresentada na Tabela 3. O conteudo de umidade da pele de Tilapia do Nilo
(68%) foi semelhante ao valor encontrado (67,7%) por SONGCHOTIKUNPAN et
al. (2008). O percentual de proteina, cujo valor representa a maxima produgao
possivel de gelatina que pode ser extraida destas peles, também foi bem préximo
ao valor encontrado pelos autores citados acima (30,6%). Quanto aos valores de
lipideos e cinzas, estes autores encontraram os percentuais de 1,1 e de 2,1
respectivamente. E conhecido o fato de que a composicdo quimica da pele varia
com a idade e sexo do animal, bem como com o tratamento utilizado para a
remogao da pele a partir da carcagca (OCKERMAN & HANSEN, 2000).

Tabela 3: Composicdo centesimal de pele de Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), gelatina suina comercial e dois lotes de gelatina de tilapia.

Conaten ) g, Odelpapone Goiragebe  Celana

Umidade 68,0+0,9 9,71 0,0 9,3+0,1 10,5+ 0,3
Proteina 85515  894%10 88,9+0,4  90,0+1,0
Linideos 24404 1,5 £0,0 0,34 0,0 0,1£0,0

Cingas 19403 0,3%0,0 1,8+0,0 0,2+0,0

Total 100,8 100,9 100,4 100,3

Os dois lotes de gelatina de peixe foram caracterizados

comparativamente, em relagdo a uma gelatina suina comercial, considerando seus
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teores de proteina, lipideos, cinzas e umidade (Tabela 3). As gelatinas de peixe
exibiram alto conteudo protéico, coerente com o valor (89,4%) encontrado por
SONGCHOTIKUNPAN et al. (2008). Estes autores encontraram valores de
umidade, gordura e cinzas de 7,3%, 0,3% e 0,4% respectivamente. As gelatinas
que apresentam alto conteudo em proteinas e baixos percentuais de gordura e de
umidade refletem uma remocéo eficiente de material lipidico e de agua no
processamento das peles (JONGJAREONRAK et al. 2006).

O conteudo de lipideos da gelatina de peixe do 1° lote foi maior que o da
gelatina do 2° lote, conforme observado na Tabela 3. No decorrer da extragao da
gelatina em agua destilada é importante que se remova o material lipidico. Este
procedimento pode ser realizado com o uso de papel filtro passado sobre a
superficie do material ao longo de todo o processo de extragdo com alta
temperatura. Desta forma, a gordura que, naturalmente se concentra na superficie
devido a sua menor densidade, vai sendo absorvida. A remocédo de gordura foi
realizada apenas para o 2° lote de gelatina, o que contribuiu para esta gelatina ter
apresentado uma porcentagem menor de lipideos.

Outro fator que levou a esta diferengca entre os lotes, foi a etapa de
tratamento das peles antes da extragdo. Na producao do 2° lote, a imersao das
peles nas solugbes utilizadas foi realizada de forma mais prolongada, e as
lavagens entre as imersdes foram mais eficientes, facilitando a eliminagdo da
gordura contida nas peles, o que foi facilmente visualizado pela observagao do
acumulo de gordura em toda a borda do tanque utilizado para as imersdes. Estas
pequenas alteragdes no procedimento de extragdo foram conduzidas na tentativa
de se obter dois lotes de gelatina com composigdes em lipideos um pouco
diferentes, que posteriormente poderiam produzir diferentes graus de atratividade

na elaboragao de microparticulas para alimentagcao de larvas de peixes.
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5.1.2.3 Distribuigdo da massa molar das gelatinas

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada para as
trés preparagbes de gelatina para se observar se havia diferengas nas
distribuicdes das massas molares devido ao processo de extracao.

O perfil eletroforético apresentado na Figura 5 mostrou que a gelatina
suina apresentou padrao difuso de massas molares, traduzindo-se pela coloragao
aproximadamente continua do gel, principalmente na parte superior e indicando
que esta gelatina sofreu maior fragmentacdo que as gelatinas de peixe no
processo de produgdao, como anteriormente observado por KOLODZIEJSKA
(2008). As gelatinas de peixe do 1° e do 2° lotes apresentaram, também, bandas
correspondentes as cadeias a1l e a2 do colageno. Foi possivel observar cinco
bandas definidas (212 KDa, 170 KDa, 116 KDa, 76 KDa e 53 KDa) na distribuicdo
de massa molar das gelatinas de peixe, com maior destaque para a banda de
massa molar de 116 KDa. Os perfis eletroforéticos dos dois lotes de gelatina de
peixe, aparentemente, ndo mostraram diferencas significativas entre eles.
Adicionalmente, as gelatinas de peixe apresentaram menor quantidade de
polimeros com menores massas molares que o observado no perfil eletroforético

da gelatina suina.
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Figura 5: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de gelatina suina comercial (2), e de
gelatina de tilapia do 1° lote (3) e 2° lote (4) em relagcéo ao padrao (1).

Foi observado por CHIOU et al. (2006) uma distribuicdo de massa molar
relativamente diferente da observada neste trabalho. Todavia, os peixes utilizados
no trabalho eram de &aguas frias, o que resulta em diferengcas nas suas
propriedades comparadas com gelatinas de peixes tropicais, a exemplo da tilapia.
Estas diferencas foram também evidenciadas por GOMEZ-GUILLEN et al. (2002)
ao confrontarem os perfis eletroforéticos de varias espécies de peixes, sendo que
as gelatinas provenientes de peixes de aguas quentes apresentaram maiores
quantidades de componentes de alta massa molar que as de peixe de aguas frias.

GUDMUNDSON (2002) analisou os efeitos da origem da gelatina e do
procedimento de extracdo sobre suas propriedades reoldogicas. O perfil
eletroforético da gelatina de tilapia mostrou a presenca de bandas de alta massa
molar, assim como as gelatinas que receberam tratamento acido. Foi constatado

que os tratamentos mais brandos e de menor duragdo provocaram menor
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fragmentagao da proteina, o que foi evidenciado pela presenga de bandas de alta
massa molar. Em contrapartida, os tratamentos mais severos resultaram na
presengca de grande quantidade de fragmentos de polimeros de baixa massa
molar.

GIMENEZ et al. (2005b) observaram que o emprego de sais,
principalmente de cloretos, na etapa de lavagem das peles submetidas a extragéo
de gelatina, provocam a abertura da estrutura do colageno, facilitando a interagao
do mesmo com o acido utilizado em seguida, aumentando a extragcdo de
polimeros de maior massa molar. GIMENEZ et al. (2005c) observaram através da
distribuicdo de massa molar de gelatina de pele (Solea vulgaris), que acidos mais
fracos permitiram a extracdo de material colagenoso mais intacto, porém com
menor rendimento na producéo.

Diversos autores observaram que quanto maior o grau de cross-linking
das moléculas de colageno, maior a dificuldade de se extrair polimeros de maior
massa molar. Este fato foi observado por FERNANDEZ-DIAZ et al. (2003) e
GIMENEZ et al. (2005c) ao analisarem os diferentes perfis eletroforéticos em
funcdo de variadas formas de conservacao das peles de peixe submetidas

posteriormente a extragao de gelatina.

5.1.2.4 Ponto de fusédo das gelatinas

A temperatura de fusdo de gelatina de pele de peixe pode sofrer variagcoes
em funcdo de muitos fatores, tais como: método de preservacdo das peles,
condigdes de extragdo da gelatina, preparo da solugdo em diversos tipos de sais,
origem da mesma, composicdo em aminoacidos, distribuicido de massa molar,
proporcao entre cadeias a1 e a2, entre outros.

Os pontos de fusdo das gelatinas suina e das obtidas dos dois lotes de
peixe foram determinados e os resultados estdo apresentados na Tabela 4. Como
esperado, a gelatina suina apresentou a maior temperatura de fusdo entre as
amostras, coerente com os resultados da literatura, que mostram que gelatinas de

mamiferos apresentam ponto de fusdo maior do que as gelatinas de peixes (CHOI
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& REGENSTEIN, 2000; GILSENAN & ROSS-MURPHY, 2000; GUDMUNDSSON,
2002; LEUENBERGER, 1991). As gelatinas de peixes tropicais, a exemplo da
tilapia, se caracterizam por melhores propriedades fisicas, entre elas, um maior
ponto de fusdo que as gelatinas de peixes de aguas frias e possuem propriedades
mais similares as gelatinas de mamiferos e isto se deve a quantidade de
iminoacidos presentes na gelatina. E conhecido o fato de que quanto maior o
conteudo de prolina e de hidroxiprolina na gelatina, maior sera a propensao para
formagdo de hélices intermoleculares, resultando em maiores temperaturas de
fusdo (HAUG et al., 2004; JOLY-DUHAMEL, HELLIO, AJDARI & DJABOUROV,
2002; NORLAND, 1990; PIEZ & GROSS, 1960; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002;
GILSENAN, 2000; GOMEZ-GUILLEN et al., 2005). Esta caracteristica pdde ser
verificada através dos resultados obtidos por GOMEZ-GUILLEN et al. (2002), em
que os géis de gelatina de Solea vulgaris e Lepidorhombus boscii mostraram-se
mais estaveis que as gelatinas de Gadus morhua e Merluccius merluccius, onde o
inicio da fusdo ocorreu em torno de 21°C para os primeiros, e entre 13 a 15°C
para os peixes adaptados ao frio (Gadus morhua e Merluccius merluccius),
evidenciando também que a estabilidade térmica de um gel de gelatina estava
diretamente correlacionada ao conteudo de prolina.

GUDMUNDSSON (2002) obteve uma temperatura de fusao para gelatina
de tilapia de 25,8°C. JAMILAH & HARVINDER (2002) obtiveram pontos de fusao
de gelatinas de Oreochromis placidus e Oreochromis mossambicus de 22,4°C e
28,9°C, respectivamente. Da mesma forma GOMEZ-GUILLEN et al. (2002)
analisaram gelatinas de peixes de agua quente, as quais também apresentaram

temperaturas de fusdo em torno de 21°C.
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Tabela 4: Temperaturas de fusdo de gelatina suina e de gelatina de peixe do 1° e
2° lotes.

Amostra Tem(ri.Ci;]icial Terr(lcpé;‘inal
Gelatina suina 27,5 29,5
Gelatina peixe 1° lote 18,5 20
Gelatina peixe 2° lote 24 26

Amostras foram preparadas em triplicata na concentracdo de 6,67%, submetidas a 18
horas de maturagdo (10°C), com posterior aquecimento do gel em banho
ultratermostatizado, de 15°C a 30°C (0,5°C a cada 5 minutos).

5.1.2.5 Forga de gel (Bloom) e analise do perfil de textura (TPA)

De acordo com HOLZER (1996), a forga de gel de uma gelatina comercial
expressa como valor Bloom varia de 100-300 g, mas é desejavel que possua um
valor entre 250 a 260 g, uma vez que determina seu valor comercial. Geralmente,
quanto maior os valores de forca de gel, melhor a qualidade da gelatina (YANG,
WANG, JIANG et al., 2007).

A medida padrao do valor Bloom pode fornecer uma impressao incorreta
do potencial de forga de gel de gelatinas de peixe, pois ao longo do tempo de
estocagem ocorre um aumento desta. O fortalecimento do gel durante a
estocagem é principalmente atribuido a regeneragdo das estruturas de hélice
entre as cadeias peptidicas da gelatina, devido a formagdo de pontes de
hidrogénio entre aminoacidos hidroxilados e moléculas de agua incorporadas as
cadeias protéicas (BABEL, 1996; HAUG et al., 2004).
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Os valores médios de forga de gel das amostras de trés tipos de gelatina
analisadas (gelatina suina comercial, gelatina de peixe do 1° lote e gelatina de
peixe do 2° lote) estdo apresentados na Tabela 5 com seus respectivos desvios
padrao. Os valores de pH lidos para as amostras de GS, GP 1° lote e GP 2° lote,
logo apds o preparo das solugdes de gelatina previamente a maturacao, foram de

5,2,6,4 e 5,2, respectivamente.

Tabela 5: Comparagcdo das medidas de for¢ca de gel (Bloom) de gelatina suina
(GS) e de gelatinas de peixe (GP 1° lote e GP 2° lote).

Forca de gel*

(Bloom) g
GS 192,25 + 2,86
GP 1° lote 11,54 £ 0,67
GP 2° lote 202,76 £ 3,70

* Média + Desvio-padrdo. n=5

As amostras foram preparadas a concentragao de 6,67%.

Velocidade de penetragdo = 0,5mm/segundo; distancia de penetragcdo= 4mm de
profundidade.

A forca de gel encontrada para a gelatina de peixe do 1° lote foi
significativamente mais baixa que da gelatina suina e da gelatina de peixe do 2°
lote. Durante a determinagao do valor de Bloom, o método estabelece somente 4
mm de penetragdo do probe dentro da amostra. Deve-se considerar que foi
encontrada maior quantidade de lipideos na gelatina do 1° lote, o que pode ter
acarretado a grande diferenca nos valores de Bloom observados entre os dois
lotes. Isto parece ter decorrido porque a gordura com menor densidade flota e
naturalmente se concentra na superficie do recipiente contendo a gelatina utilizada
na analise. Neste ensaio (Bloom) a distancia de penetragdo é muito pequena e o

probe na maior parte desta disténcia estara em contato com a frag&o lipidica muito
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mais fragil que a gelatina, acarretando um resultado subestimado. Outra hipotese
€ que estas moléculas de gordura, presentes em maior quantidade no primeiro
lote, estejam distribuidas ao longo da rede de gel através de ligagdes quimicas,
enfraquecendo o gel formado.

A diferenca de for¢ca de gel entre os dois lotes também pode ter ocorrido
devido a utilizagdo de maior temperatura no momento da extragdo, em agua
destilada, da gelatina do 1° lote, ou seja, aproximadamente 70°C ao invés de 50°C
+ 5°C utilizada na extracdo do 2° lote. Foi observado por GOMEZ-GUILLEN et. al.
(2002) comportamento semelhante, quando extrairam gelatina de lula utilizando
alta temperatura, pois a gelatina resultante apresentou um valor de for¢ca de gel
muito baixo, apesar do alto conteudo de iminoacidos presentes nesta matéria-
prima. Os autores sugeriram que este resultado foi consequéncia da presenga de
fragmentos de degradagao de proteina resultante da utilizagao de alta temperatura
para a extragdo da mesma. CHO et. al. (2005) também observaram o mesmo
efeito da extracdo em alta temperatura sobre a forga de gel, onde extra¢cdes acima
de 60°C acarretaram a produc¢ao de gelatinas com menores valores de Bloom do
que as obtidas em temperatura em torno de 50°C.

Por outro lado, a gelatina de peixe de 2° lote apresentou alto valor de
Bloom (202,7 g), em concordancia com outros valores obtidos na literatura.
GROSSMAN & BERGMAN (1992) obtiveram valor de 263 g para a gelatina de
tilapia. SONGCHOTIKUNPAN et al. (2008), obtiveram valor ainda mais alto de,
aproximadamente, 328 g de forca de gel para gelatina extraida de pele de Tilapia
do Nilo. Foram reportados na literatura diferentes valores de Bloom para gelatinas
provenientes de outros peixes: Oreochromis placidus (181 g), Oreochromis
mossambicus (128 g), Gadus morhua (70 ), Merluccius merluccius,
Lepidorhombus boscii (340 g) e Solea vulgaris (350 g) (SONGCHOTIKUNPAN et
al., 2008).

A concentragdo de cadeias a também influencia fortemente esta medida,
assim como a massa molar média da gelatina (FERNANDEZ-DIAZ et al., 2003;
JOHNSTON-BANKS, 1990). Uma quantidade consideravel de polimeros de alta

massa molar permite a formagéao de triplas hélices mais organizadas e interagdes
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mais estaveis (SIMS, BAILEY & FIELD, 1997; STAINSBY, 1997), efeito também
observado por FERNANDEZ-DIAZ et al. (2003). Os autores demonstraram que
gelatinas provenientes de peles de peixe mantidas refrigeradas sem
congelamento, apresentaram maior forca de gel que as gelatinas de peles
conservadas em freezer (a -12 ou -20°C), o que pode ser consequéncia de
modificagdes na distribuicdo de massa molar em decorréncia do congelamento.
Em peles ndo congeladas, a maior quantidade encontrada de cadeias a, e
principalmente de componentes B e y , permite a formacado de uma estrutura mais
organizada e consequentemente com maior forga de gel.

A medida de forca de gel (Bloom) e a analise do perfil de textura (TPA),
embora avaliem a dureza ou a for¢ca de gel, sdo duas medidas feitas de forma
diferente, sendo o valor comercial de uma gelatina dado principalmente pelo seu
valor Bloom (ZHOU et al., 2006). A analise utilizando o TPA é util para a analise
de textura do gel porque permite estabelecer uma correlagdo com a avaliagao
sensorial dos parametros de textura e fornece informagdes adicionais além da
dureza (LAU, TANG & PAULSON, 2000). Os testes de TPA s&o utilizados para
simular a agdo do gel sobre a lingua e os dentes. A Tabela 6 apresenta os
resultados da dureza, efetuados pelo TPA, das amostras de gelatina de pele de

tilapia em comparagado com a suina comercial.
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Tabela 6: Medidas de dureza de gelatina suina (GS) e de gelatinas de peixe de 1 °
e de 2° lotes (GP 1 °lote; GP 2° Iote).

*Dureza (g)

GS 886,42 + 148,71
GP

19 ot - 6,23+ 0,93
GP

20 |ote 794,38 £ 64,10

* Média + desvio-padrdo. n=5

As amostras foram preparadas na concentragao de 6,67%.

Velocidade de penetracdo= 2mm/seg; distancia de penetragdo= 60% de
profundidade.

Pode-se observar que a gelatina de peixe do 1° lote apresentou valor
negativo para a dureza, resultado coerente com o baixo valor de for¢ca de gel
determinado para este lote (Tabela 5). A gelatina suina e de peixe do 2° lote
aparentemente nao apresentaram diferencas acentuadas entre elas na analise de

perfil de textura, assim como na determinagao do Bloom.

5.2 Estudo das condi¢cées para producdo de microparticulas
coacervadas utilizando gelatina de peixe

5.2.1 Determinagcao do pH de coacervagao por turbidimetria para
producao de microparticulas coacervadas

A turbidimetria foi utilizada com a finalidade de se observar o efeito do pH
na mudanga de absorbancia dos pares poliméricos Gelatina de peixe do 2° lote
(GP) : Goma Arabica (GA) para se determinar o pH de coacervagdo mais

adequado. O mesmo procedimento foi realizado com o par polimérico Gelatina
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Suina (GS) : Goma Arabica (GA) para a comparagdao do comportamento da
gelatina de peixe com a gelatina suina comercial, utilizada como um padréo de
referéncia em todos os ensaios de caracterizacdo da mesma. Para isso, foi fixada
a proporcao de 1:1 entre os polimeros e feita apenas a variagcdo de concentracao
das solugdes (2,5%, 5,0% e 7,5%). O surgimento de turbidez é normalmente
atribuido ao aparecimento de gotas coacervadas no meio (DUCEL et al., 2004).
Nas Figuras 6 e 7 podem ser observadas as variagdes na absorbancia dos
dois diferentes pares poliméricos a medida que os pH foram sendo aumentados.
Foi necessario realizar uma varredura do comprimento de onda, pois as solugdes
de maiores concentragbes (5,0 e 7,5%) ndo puderam ter suas absorbancias
determinadas a 590 nm. O comprimento de onda de 292 nm foi adequado para a
determinacdo da absorbancia destas solugdes de polimeros de maiores
concentracdes e de 590 nm para os pares poliméricos a 2,5% (Anexos 1, 2, 3 e 4).
O tipo dos polimeros interfere no pH de coacervagcao do sistema goma
arabica-gelatina, que pode variar na faixa de 3,0 até 5,0 (THIES, 1995; [JICHI et
al., 1997; MENGER & SYKES, 1998; BURGESS & PONSART, 1998;
LAMPRECHT et al., 2000; LAMPRECHT et al., 2001). O processo de fabricagao
da gelatina, ou seja, gelatina tipo A ou tipo B, altera o ponto isoelétrico da proteina
e seu balango de cargas, o que acarreta pequenas diferengcas na faixa de
coacervagao, conforme o que foi observado por BURGESS & CARLESS (1984).
De acordo com PRATA (2006), pode ser observada uma redugéo na intensidade
de coacervacao em pH inferiores a 3,5, independente da propor¢cdo entre os
biopolimeros. A adigdo de acido a solugdo de goma arabica provoca a ionizagéo
dos grupos NH; e COOH deste polissacarideo, mas em meios muito acidos ocorre
uma inibicdo desta ionizacdo, diminuindo a intensidade de interacdo com a

proteina carregada positivamente (PRATA, 2006).

63



GP:GA (1:1)

23
2,05
1,8 -
4

1,65
1,3 1
1,05 4
0,8 -
0,55 -
0,3

Absorbancia

>

3 325 35 375 4 425 45 475 5 525 55 575 6
pH

——25% —8—5% —A—17,5%

Figura 6: Efeito do pH na absorbancia do par polimérico Gelatina de peixe do 2°
lote (GP) : Goma arabica (GA) na proporgao de 1:1, com 2,5% (a 590nm), 5% (a
292nm) e 7,5% (a 292nm) de polimero total de parede (p/p), como fungao do pH.
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Figura 7: Efeito do pH na absorbancia do par polimérico Gelatina suina (GS) :
Goma arabica (GA) na proporc¢éo de 1:1, com 2,5% (a 590nm), 5% (a 292nm) e
7,5% (a 292nm) de polimero total de parede (p/p), como fungéo do pH.

Pode-se observar nas Figuras 6 e 7 que os dois pares poliméricos
testados apresentaram o maior valor de absorbancia na faixa de pH entre 3,75 e

4,0. Portanto, as solucdes formadas pelos polimeros, em todas as concentracdes
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testadas (2,5%, 5,0% e 7,5%), indicaram o ponto de maxima interacao entre eles
nesta faixa de pH em que se apresentaram mais turvas. Desta forma, para os
ensaios do planejamento experimental, no qual se utilizou somente a gelatina de
peixe do 2° lote como um dos polimeros de parede, foram adotados os seguintes
pHs: pH 3,75 quando a concentragdo de polimeros foi de 5 ou 7,5% e pH 4,0
somente para a concentragao de 2,5% de parede. Através do efeito das variacdes
de pH sobre o comportamento dos sistemas, foi possivel perceber a tendéncia a
coacervagao dos pares poliméricos antes mesmo da insercdo do recheio e da

influéncia dos demais parametros envolvidos no processo de microencapsulagao.

5.2.2 Elaboragao de microparticulas coacervadas contendo oleoresina de
paprica e 6leo de soja

As microparticulas elaboradas por coacervagdo complexa no
planejamento experimental foram formadas por gelatina de peixe do 2° lote
produzido e goma arabica, responsaveis pela formagao da parede. Como material
de recheio, utilizou-se uma mistura de oleoresina de paprica e 6leo de soja na
proporgao de 1:20 (p / p). A partir dos resultados de eficiéncia de encapsulagéo e
analise de morfologia das microparticulas produzidas, foi possivel determinar e
fixar os melhores niveis das variaveis testadas no planejamento experimental para
a posterior elaboracdo dos coacervados que passaram a conter 6leo de salméao
como recheio. As variaveis e os niveis utilizados no planejamento experimental e

os resultados dos ensaios realizados estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Planejamento experimental (variaveis numéricas e codificadas) e
resposta para avaliacdo da producdao de microparticulas por coacervacao
complexa.

Variaveis*® Resposta
Ensaio  Velocidade' Concentracdo  Concentragao EE%*
Polimeros? Recheio® °
1 6000 (-1) 2,5(-1) 50 (-1) 71,77 £ 2,14°
2 6000 (-1) 2,5 (1) 150 (+1) 42,45 +1,67%°
3 6000 (-1) 7,5 (+1) 50 (-1) 78,28 + 1,93%°
4 6000 (-1) 7,5 (+1) 150 (+1) 35,45 + 1,90°
5 14000 (+1) 2,5(-1) 50 (-1) 76,24 +2,13¢
6 14000 (+1) 2,5(-1) 150 (+1) 37,45 + 1,00°
7 14000 (+1) 7,5 (+1) 50 (-1) 84,95 + 5,92°
8 14000 (+1) 7,5 (+1) 150 (+1) 45,91 +0,71°°
9 10000 (0) 5,0 (0) 100 (0) 51,56 + 1,17°
10 10000 (0) 5,0 (0) 100 (0) 48,04 + 2,60°°
11 10000 (0) 5,0 (0) 100 (0) 47,43 + 3,40°°

*As variaveis codificadas do planejamento estdo representadas pelos numeros
sobrescritos.

1- Formacgéao da emulsdo em Ultraturrax (rpm/2minutos); 2- Proporgéo volumétrica (1:1) de
mistura de gelatina de peixe do 2° lote e goma arabica; 3- Porcentagem de recheio em
relacdo a massa de polimeros de parede; 4- Eficiéncia de Encapsulacdo: calculada com
base na quantidade de 6leo recuperada por grama de capsula, em relagcdo ao 6leo
inicialmente inserido. Média + desvio-padrdo das amostras em triplicata. Nota: letras
diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias
obtidas através do teste de Tukey.

A avaliagdo do planejamento indicou um efeito bastante significativo da
concentragdo de recheio sobre a Eficiéncia de Encapsulagdo dos coacervados,
como mostra o grafico de Pareto (Figura 8), construido a partir dos resultados do
planejamento experimental e que indica a importancia relativa dos fatores
avaliados. Ao contrario, a concentracdo de polimeros de parede, a velocidade de
agitacdo na formagao da emulséo e todas as interagdes entre estas variaveis, nao
apresentaram efeito significativo sobre a Eficiéncia de Encapsulacdo. No
planejamento experimental realizado por ALVIM (2005), em que foi empregada a
gelatina bovina ao invés da gelatina de peixe para a formagédo da parede dos
coacervados contendo oleoresina de paprica/dleo de soja (1:7) como recheio, foi
observado um efeito significativo da concentracdo de polimeros de parede, da
concentracdo de recheio, e da interacdo entre essas duas variaveis sobre a

Eficiéncia de Encapsulacdo. A velocidade de agitacdo ndo apresentou efeito
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significativo. Além disso, de modo geral, os resultados de Eficiéncia de

Encapsulagao obtidos por ALVIM (2005) foram relativamente superiores.

p=05
% Recheio / % 23,7856
% Polimeros X Velocidade 2,8050?34
% Polimeros 2|54$31 4
Velocidade % 2 39627
% Polimeros x % Recheio ﬁj 218223
% Recheio X Velocidade - 900802
5 il 5 10 15 20 26 an

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 8: Grafico de Pareto com valor estimado dos efeitos principais e interagdes
de segunda ordem para as variaveis estudadas ao nivel de 95% de confianga (p =
0,05).

Foi construido um grafico de barras para mostrar o comportamento da
concentrac&o de recheio em relagéo a Eficiéncia de Encapsulacao (Figura 9), uma
vez que foi a unica variavel que apresentou efeito significativo sobre a resposta
avaliada, conforme observado no Grafico de Pareto (Figura 8).

Pode-se observar na Figura 9 que a medida que se aumenta a
concentracdo de recheio, diminui a Eficiéncia de Encapsulagcdo. A analise
estatistica mostrou que, de modo geral, os sistemas de microparticulas
constituidos por mesma concentracdo de recheio e diferentes concentracbes de
polimeros de parede e velocidades de formacdo da emulsdao, ndo apresentaram
diferencgas significativas entre suas Eficiéncias de Encapsulagcdo, em concordancia

com o Grafico de Pareto (Figura 8).
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Figura 9: Grafico de barras contendo o efeito do aumento da quantidade de
recheio sobre a Eficiéncia de Encapsulagdo das microparticulas coacervadas.

5.2.2.1 Caracterizagdo das microparticulas produzidas no planejamento
experimental

5.2.2.1.1 Morfologia

As caracteristicas morfolégicas das microparticulas produzidas no
planejamento experimental foram observadas através de imagens de microscopia
otica em agua e estao representadas nas Figuras 10, 11 e 12.

Pela observagdo das imagens nas Figuras 10 e 11 é possivel perceber
que, de forma geral, a agitagdo mais lenta (6000 rpm) produziu particulas com
recheio composto por goticulas maiores do que aquelas nas quais foi empregada

a agitacdo mais acelerada (14000 rpm). Este comportamento também foi
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observado anteriormente por ALVIM (2005) ao comparar variadas maneiras de
agitacdo para formar a emulsdo. WEINBRECK et al. (2004), do mesmo modo,
observou, utilizando um sistema coacervado de goma arabica e proteinas do soro
de leite, que grandes gotas de oleo foram formadas pelo uso de agitador
magnético e pequenas gotas foram obtidas pela agitacao em ultraturrax que foram
encapsuladas em uma matriz coacervada multinucleada.

Nas Figuras 10 e 11 observa-se que o aumento da concentragdo de
recheio adicionado as microparticulas resulta em aumento da quantidade aparente
de recheio encapsulado, independente da concentragao de polimeros de parede e
velocidade de agitacao utilizadas, em concordancia com o observado por ALVIM
(2005). LAMPRECHT et al. (2001) observaram em seus estudos que a quantidade
crescente de recheio adicionado também aumentou sua quantidade aparente
dentro das microparticulas até um determinado limite a partir do qual foi possivel
observar recheio néo encapsulado.

As microparticulas elaboradas com 7,5% de parede, independente das
concentracdées de recheio e velocidades testadas, se apresentaram bastante
irregulares, com perda da esfericidade caracteristica (Figuras 10C, 10D, 11C e
11D). Além disso, foi possivel observar a presenca de polimeros dispersos que
nao formaram complexos, comportamento concordante com o observado por
outros autores (SCHIMITT et al., 1999). A menor concentragao de parede utilizada
(2,5%) permitiu a produgcédo de microparticulas com os formatos mais esféricos e
regulares (Figuras 10A, 10B, 11A e 11B).

No ponto central do planejamento, as microparticulas também se

apresentaram bastante disformes, porém repletas de recheio (Figura 12).
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Figura 10: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
produzidas com 6000 rpm de velocidade para a formagao da emulsao (gelatina de
peixe do 2° lote + oleoresina de paprica e 6leo de soja 1:20 p/p), contendo
proporgao de polimeros de parede (gelatina de peixe do 2° lote : goma arabica) de
1:1 p/p. A: Microparticulas com 2,5% de parede, 50% recheio; B: Microparticulas
com 2,5% de parede, 150% recheio; C: Microparticulas com 7,5% parede, 50%
recheio; D: Microparticulas com 7,5% parede, 150% recheio. Barras = 40 um

70



Figura 11: Imagens obtidas por microscopia ética de microparticulas coacervadas
produzidas com 14000 rpm de velocidade para a formagédo da emulsao (gelatina
de peixe do 2° lote + oleoresina de paprica e 6leo de soja 1:20 p/p), contendo uma
proporcao de polimeros de parede (gelatina de peixe do 2° lote : goma arabica) de
1:1 p/p. A: Microparticulas com 2,5% de parede, 50% recheio; B: Microparticulas
com 2,5% de parede, 150% recheio; C: Microparticulas com 7,5% parede, 50%
recheio; D: Microparticulas com 7,5% parede, 150% recheio. Barras = 40 ym

Figura 12: Imagem obtida por microscopia otica de microparticulas coacervadas
produzidas com as condigbes do ponto central do planejamento experimental:
10000 rpm de velocidade para a formagdo da emulsao (gelatina de peixe do 2°
lote + oleoresina de paprica e 6leo de soja 1:20 p/p), 5,0% de parede formada por
gelatina de peixe do 2° lote : goma arabica na proporgéo de 1:1 p/p e 100% de
recheio. Barras = 40um.
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Apoés a analise dos resultados de Eficiéncia de Encapsulagcao associados
aos aspectos morfolégicos, observados por microscopia otica, das microparticulas
produzidas no planejamento experimental, foram fixadas as melhores condi¢des
para a posterior elaboragdo de coacervados que passaram a conter 6leo de
salmao como recheio ao invés de oleoresina de paprica + 6leo de soja, seguindo a
metodologia de processamento descrita no fluxograma da Figura 3 (Sesséo 4).
Foram produzidos trés tipos diferentes de microparticulas, contendo 6leo de
salmdo, com relagdo aos materiais formadores de parede: (1) goma arabica
associada a gelatina suina, (2) a gelatina de peixe do 1° lote e (3) a gelatina de
peixe do 2° lote, mantendo-se fixa a propor¢ao de 1:1 de polimeros de parede. As
condicdes fixadas para o processamento foram: solugdes a 2,5% de polimeros de
parede, 50% de recheio em relacdo ao total de material de parede utilizado e
14000 rpm de velocidade para a formagao da emulsédo de gelatina com o recheio.
Apesar dos sistemas 3 e 7 do planejamento experimental terem alcangado altos
valores de Eficiéncia de Encapsulacéo (78,3% e 84,9% respectivamente), os
niveis empregados na producao destas microparticulas ndo foram definidos como
sendo os melhores, pois a andlise complementar da morfologia por microscopia
otica mostrou microparticulas muito irregulares (Figuras 10C e 11C,
respectivamente). Isto quer dizer que uma concentragado de polimeros de parede
muito alta (7,5%) provocou uma deformacédo dos coacervados, o que também
pdde ser constatado anteriormente por ALVIM (2005). Foram fixados os niveis
utilizados para a produgdo do sistema 5, pois além de ter alcangado alta
Eficiéncia de Encapsulagao (76,2%), apresentou microparticulas com esfericidade

caracteristica (Figura 11A).

5.2.2.1.2 Aspecto geral das microparticulas

Conforme esperado, os percentuais de umidade das microparticulas
coacervadas produzidas no planejamento experimental foram altos, variando de
70,5 a 85,0%.
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As microparticulas formadas por 2,5 ou 5,0% de parede com qualquer
concentracao de recheio testada precipitaram de forma caracteristica no recipiente
de preparo das mesmas. Com 7,5% de parede as microparticulas precipitaram
menos, resultando na formacdo de um sistema turvo sem a separacao nitida da
fase caracteristica contendo os coacervados. Isto parece ter ocorrido pelo excesso
de polimeros presentes no sistema quando foi utilizada a concentracdo maior
(7,5%) de parede. Segundo SCHIMITT et al. (1999) um excesso de polimero pode
levar a uma quantidade de cargas excedentes, prejudicando a formagédo do
complexo. Além disso, o0 aumento da viscosidade do meio pelo aumento da
quantidade de polimeros em solugdo pode também interferir na formacédo das
microparticulas, ja que a mobilidade das macromoléculas pode ser reduzida de
forma que a competicdo com as moléculas do solvente torna-se maior (THIES,
1995; BURGESS, 1994).

Para todas as concentragbes de parede, a utilizagdo de 100 e 150% de
recheio provocou a formacao de um halo vermelho na superficie do sobrenadante
do recipiente de preparo das microparticulas, indicando a presenca de recheio nao

encapsulado.

5.2.2.1.3 Diametro médio e distribuicdo de tamanho

Os diametros médios e distribuicdo de tamanho n&o puderam ser
determinados em um numero consideravel de sistemas de microparticulas
coacervadas umidas (sistemas: 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 10) por ndo terem apresentado a
esfericidade que permitisse a determinagao destas medidas. Os demais sistemas
apresentaram os formatos esféricos, possibilitando a obtencédo destes resultados,
que estdo apresentados na Tabela 8.

Apenas o sistema 1 diferenciou-se significativamente dos demais sistemas
de microparticulas, em relagdo ao diametro médio, conforme observado pelo teste
de Tukey.

As particulas do sistema 6, que continham a maxima quantidade de

recheio (150%), apresentaram o maior desvio-padrdo, indicando uma grande
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heterogeneidade de tamanhos. Os desvios-padrdo foram altos para todas as
determinagcdes, em funcdo do método utilizado para a produgdo das
microparticulas, onde a variacdo de tamanho ¢é alta, independente do
planejamento utilizado.

Os histogramas também mostram a existéncia de didmetros bastante
variados entre as particulas e as distribuigbes de tamanho foram unimodais e

préximas a normal.

Tabela 8: Didametros médios (um) e distribuicdo de tamanho das microparticulas
coacervadas umidas contendo uma mistura de oleoresina de paprica e 6leo de
soja.

Diametro
Sistema* médio (um) Distribuicao de tamanho
* Desvio-padrao

60 —

40

1 150,48+ 79,42 °

20 H
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60 —

40 -

5 132,97 + 53,47°

20

60 —
40

6 133,99 + 93,66°

20

11 124,77 + 42,65 °

50 100 150 200 250 300 350

*Sistemas de microparticulas coacervadas: 1= 2,5% parede, 50% recheio, 6000 rpm
velocidade; 5= 2,5% parede, 50% recheio, 14000 rpm velocidade; 6= 2,5% parede, 150%
recheio, 14000 rpm velocidade; 11= 5,0% parede, 100% recheio, 10000 rpm velocidade.
Média + desvio-padrao. Nota: letras diferentes na mesma coluna representam diferenca
significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de Tukey.
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A faixa de variagdo de tamanho das microparticulas produzidas no
planejamento experimental foi de 124 a 150 ym (Tabela 8), em concordéncia com
diametros médios de coacervados reportados em diversos trabalhos da literatura,
0s quais apontam uma variagao entre 10 e 800 ym. A existéncia de diferentes
diametros é o reflexo de diversos fatores, tais como: proporgéo entre os polimeros
de parede, total de polimeros utilizados, quantidade de recheio, tamanho das
gotas da emulsdo (recheio + solugdo de gelatina), velocidade de agitagdo do
sistema, taxa de resfriamento, forma de reticulacdo, secagem, entre outros
(LAMPRECHT et al., 2001; MENGER et al., 2000; BACHTSI & KIPARISSIDES,
1996; NAKAGAWA et al., 2004).

5.3 Elaboragao de microparticulas contendo 6leo de salmao

Para a elaboragcdo das microparticulas contendo o6leo de salmao, as
concentracdes de polimeros de parede, de recheio e velocidade para formacao da
emulsdo foram previamente definidas através da resposta de Eficiéncia de
Encapsulagao juntamente com os aspectos morfolégicos das microparticulas
coacervadas produzidas no planejamento experimental, conforme explicado
anteriormente ao final do item 5.2.2.1.1: solugdes a 2,5% de polimeros de parede,
50% de recheio em relacdo ao total de material de parede utilizado e 14000 rpm

de velocidade para a formagao da emulsao de gelatina com o recheio.

5.3.1 Caracterizagao das microparticulas contendo 6leo de salmao

Os percentuais de umidade e Eficiéncia de Encapsulagdo das
microparticulas estdo apresentados na Tabela 9. Os valores de umidade
encontrados para estas microparticulas variaram entre 80 a 84,6%. A analise
estatistica mostrou que ndo houve diferenca significativa entre as microparticulas
quanto as Eficiéncias de Encapsulacgao, indicando que a origem da gelatina para a

formagado da parede n&o interferiu neste resultado. Adicionalmente, comparando-
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se os valores de Eficiéncia de Encapsulagdo das microparticulas contendo uma
mistura de oleoresina de paprica e 6leo de soja como recheio (76,24% + 2,13 -
ensaio 5 da Tabela 7) com as Eficiéncias de Encapsulagdo das microparticulas de
Oleo de salméao (69,9% + 3,9 - sistema de microparticulas com parede formada por
gelatina peixe do 2° lote e goma arabica da Tabela 9), verifica-se pelo teste de
Tukey que houve uma pequena alteragao entre elas, portanto, a mudancga para o
recheio de o6leo de salmao parece ter afetado esta resposta. Diferengas
significativas na Eficiéncia de Encapsulagado decorrentes da mudanga do tipo de
lipideo utilizado foram observadas anteriormente para o par gelatina suina — goma
arabica. Entretanto, os tipos de éleos empregados foram muito diferentes quanto a
hidrofobicidade e consequentemente produziram diferengas acentuadas na
Eficiéncia de Encapsulagao (PRATA , 2006). Por outro lado, os resultados obtidos
com o0 6leo de salmdo utilizado como recheio nado indicaram diferengas
significativas na Eficiéncia de Encapsulagao para microparticulas produzidas com
gelatina suina ou gelatina de peixe do 2° lote.

Tabela 9: Eficiéncia de Encapsulacdo e percentual de umidade das
microparticulas contendo éleo de salmé&o.

Eficiéncia de
. Umidade
Sistema * Encapsulagao
(%)
(%)

MGS 83,5+0,9 72,4 +10,6°
MGP1 84,6 +£0,5 59,7 + 8,32
MGP2 83,0+£0,9 69,9 + 3,92

* Os sistemas de microparticulas foram produzidos com 2,5% de parede (goma arabica e
gelatina na propor¢do de 1:1), 50% de recheio (6leo de salmdo) e 14000 rpm de
velocidade para a formagao da emulsao. MGS = microparticulas com parede formada por
gelatina suina e goma arabica; MGP1 = microparticulas com parede formada por gelatina
de peixe do 1° lote e goma arabica; MGP2 = microparticulas com parede formada por
gelatina peixe do 2° lote e goma arabica. Média * desvio-padrdo. n =3

Nota: letras iguais na mesma coluna representam que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de Tukey.
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5.3.1.1 Didmetro médio e distribuicdo de tamanho

Os diametros médios e distribuicdo de tamanho das microparticulas
coacervadas umidas, e liofilizadas seguidas de reidratagdo em agua destilada
estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11. As microparticulas umidas nao
apresentaram diametros médios diferentes significativamente entre elas, indicando
que o tipo de gelatina utilizada para a formagao da parede n&o afetou a medida.
As microparticulas reidratadas apresentaram diametros médios semelhantes as
umidas, indicando que o processo de secagem utilizado (liofilizagado) permitiu o

retorno proximo ao tamanho original, apos a reidratacdo em agua.

Tabela 10: Didametros médios (um) e distribuicdo de tamanho das microparticulas
coacervadas umidas contendo 6leo de salm&ao como recheio.

Diametro
Sistema* médio (um) Distribuicao de tamanho
Desvio-padrao

MGS 98,99 + 41,33 °
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MGP1 123,87 £ 61,55°

40 —

MGP2 103,80 + 62,42°

20 -

0 -

50 100 150 200

* Os sistemas de microparticulas foram produzidos com 2,5% de parede (goma arabica e
gelatina na propor¢édo de 1:1), 50% de recheio (6leo de salmao) e 14000 rpm de
velocidade para a formagao da emulsdo. MGS = microparticulas com parede formada por
gelatina suina e goma arabica; MGP1 = microparticulas com parede formada por gelatina
de peixe do 1° lote e goma arabica; MGP2 = microparticulas com parede formada por
gelatina peixe do 2° lote e goma arabica. Média + desvio-padrdo. Nota: letras iguais na
mesma coluna representam que nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre as
médias obtidas através do teste de Tukey.
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Tabela 11: Didmetros médios (um) e distribuicdo de tamanho das microparticulas
coacervadas reidratadas, contendo 6leo de salmao como recheio.

Diametro
Sistema* médio (um) Distribuicao de tamanho
Desvio-padrao
MGS 83,10 £ 37,85
MGP1 92,63 + 49,10
MGP2 107,28 £ 66,27

20 -

0 == ==

(o] 50 100 150 200 250 300 350 400

*Microparticulas produzidas com as mesmas condi¢gdes descritas na Tabela 10, porém a
determinacdo de diametro médio e distribuicido de tamanho foram realizadas apds a
reidratagdo das mesmas em agua. Média + desvio-padréo.
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5.3.1.2 Morfologia e microestrutura

As caracteristicas morfologicas das microparticulas umidas e reidratadas
em agua estdo apresentadas nas Figuras 13 e 14. A Figura 15 apresenta a
microscopia eletrénica de varredura (MEV) das microparticulas coacervadas
liofilizadas.

Através das imagens de microscopia otica das Figuras 13 e 14 é possivel
visualizar a alteragdao de distribuicdo de recheio dentro das microparticulas,
havendo algumas praticamente vazias outras bastante repletas e todas
multinucleadas. Pode-se também observar uma heterogeneidade de tamanhos
entre as particulas, confirmando os resultados de diametro meédio e de distribuigdo
de tamanho obtidos anteriormente por microscopia 6tica. De modo geral, todas as
particulas umidas e reidratadas se apresentaram esféricas e aparentemente
integras (Figuras 13 e 14), independente do tipo de gelatina utilizada para a
formacdo da parede. Adicionalmente, péde-se observar que o processo de
liofilizacdo das microparticulas foi adequado, pois as particulas reidratadas
mantiveram sua integridade e capacidade normal de inchamento, retornando a
estrutura inicial esférica muito semelhante a amostra umida original. MUKAI-
CORREA et al (2005) e ALVIM (2005) também observaram a boa reidratagéo das
particulas produzidas por gelificagdo ibnica e coacervadas respectivamente apos
liofilizagcdo e reidratagdo, com recuperacdo da forma original. ALVIM (2005)
estudou diversas formas de secagem de coacervados e concluiu que a liofilizagao
foi o melhor processo de secagem para coacervados sem reticulagdo. A técnica
de spray dryer provocou a destruigdo das particulas e o uso de estufa com
circulagao de ar resultou na formagao de um filme continuo, duro e quebradico de
particulas, que ficaram aderidas umas as outras.

Foi adotada a forma de congelamento lento (a -18°C em freezer)
previamente a liofiizacdo. O passo de congelamento €& de fundamental
importancia por determinar a estrutura dos cristais formados (DAWSON &
HOCKLEY, 1991). O congelamento rapido acontece de maneira descontrolada e

provoca o crescimento de cristais de gelo n&do uniformes causando, assim, uma
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heterogeneidade de poros (O'BRIEN et al., 2004). ALVIM (2005), PRATA (2006) e
DAWSON & HOCKLEY (1991), examinaram por microscopia eletrbnica de
varredura a estrutura de preparacgdes liofilizadas apds a variagdo da taxa de
congelamento das amostras e puderam concluir que o congelamento lento
permitiu a obtencdo de estruturas mais lisas. Ja o congelamento rapido provocou
a formacao de muitos poros da superficie ao interior das particulas.

Apos a liofilizagado das microparticulas, todas elas apresentaram tendéncia
a aglomeracao (Figura 15). As particulas produzidas com gelatina de peixe do 1°
lote ficaram aparentemente um pouco mais aglomeradas, o que pode ter sido
decorréncia da porcentagem de lipideos ligeiramente maior observada neste lote.

Pela observacdo das imagens de microscopia eletrénica de varredura na
Figura 15, verificou-se que independente da gelatina utilizada para a formagéo da
parede, a liofilizagao resultou na obtengdo de amostras compostas por particulas
com paredes continuas, lisas, sem rachaduras evidentes, que embora estivessem
conectadas entre si através de pontes solidas nas suas superficies, mantiveram a
esfericidade. ALVIM (2005) e PRATA (2006) também observaram pontes solidas

entre unidades individuais coacervadas e liofilizadas.
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Figura 13: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
umidas produzidas com as seguintes condi¢cdes: 14000 rpm de velocidade para a
formacdo da emulsédo, 2,5% de parede contendo a propor¢cdo de 1:1 p/p de
gelatina: goma arabica e 50% de recheio (6leo de salmao).

A: MGS - Microparticulas contendo parede formada por goma arabica e gelatina
suina comercial; B: MGP1 - Microparticulas contendo parede formada por goma
arabica e gelatina de peixe do 1° lote; C: MGP2 - Microparticulas contendo parede
formada por goma arabica e gelatina de peixe do 2° lote. Barras = 40 ym. Meio de
captacédo: agua.
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Figura 14: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
liofilizadas seguidas de reidratacdo em agua, produzidas com as mesmas
condigdes descritas na Figura 13. A: MGS - Microparticulas contendo parede
formada por goma arabica e gelatina suina comercial; B: MGP1 - Microparticulas
contendo parede formada por goma arabica e gelatina de peixe do 1° lote; C:
MGP2 - Microparticulas contendo parede formada por goma arabica e gelatina de
peixe do 2° lote. Barras = 40um. Meio de captagao: agua.
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80X  10kV 650X 10kV

80X  10kv — 100U 650X 10kv

85X  10kV

Figura 15: Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de
microparticulas coacervadas liofilizadas produzidas com as mesmas condi¢des
descritas na Figura 13. A: MGS - Microparticulas contendo parede formada por
goma arabica e gelatina suina comercial (A1 barra = 100um; A2 barra = 10 ym); B:
MGP1 - Microparticulas contendo parede formada por goma arabica e gelatina de
peixe do 1° lote (B1 barra = 100 pm; B2 barras = 10 pm); C: MGP2 -
Microparticulas contendo parede formada por goma arabica e gelatina de peixe do
2° lote (C1, C2 barras = 100 um).
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6. CONCLUSOES

De forma geral, o segundo lote de gelatina de peixe apresentou valores
de forga de gel e de ponto de fusdo bastante similares aos da gelatina suina
comercial, porém superiores aos do primeiro lote em decorréncia da existéncia de
um conteudo lipidico relativamente maior na gelatina do primeiro lote.

Através do perfil eletroforético das gelatinas, observou-se que os dois
lotes de gelatina de peixe nao apresentaram diferengas nas suas distribuicées de
massas molares, indicando que o processo de extracao se repetiu, produzindo
bandas eletroforéticas bem definidas quanto a massa molar em comparagao a
gelatina suina comercial, que apresentou ampla e difusa distribuicdo de massas
molares.

Os resultados do planejamento experimental para a elaboragdo de
microparticulas permitiram concluir que a velocidade de agitagdo de 14000 rpm
para formacéo da emulséo, 2,5% de concentracédo de polimeros de parede e 50%
de recheio foram as melhores condi¢gdes para a producdo das microparticulas,
considerando-se a eficiéncia de encapsulagao e a analise morfologica.

As microparticulas se apresentaram esféricas com recheio disposto de
forma multinucleada e distribuicdo unimodal com relagdo ao tamanho de
microparticulas. Aumento na concentracdo do material de parede prejudicou a
morfologia acarretando perda da esfericidade das microparticulas e o aumento da
concentragdo de recheio (= 50%; peso do recheio em relagdo ao peso total do
material de parede) resultou em diminuicdo da eficiéncia de encapsulagao.

O processo de secagem por liofilizacdo foi adequado para as
microparticulas coacervadas que, apd0s a reabsorgdo de agua, retornaram ao
tamanho e formato esférico original e mantiveram-se aparentemente integras.

A substituicdo da gelatina suina comercial pela gelatina de peixe para a
elaboragdo da parede de microparticulas coacervadas nao alterou
significativamente os valores de eficiéncia de encapsulagdo e de didmetro médio.

Tanto as microparticulas de gelatina suina quanto as de peixe apresentaram-se
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esféricas, multinucleadas, com paredes lisas, continuas e sem rachaduras
evidentes.

A substituicdo do recheio de oleoresina de paprica + 6leo de soja pelo
Oleo de salmao néo provocou alteragées de morfologia das microparticulas, que
permaneceram esféricas e com as paredes integras. E possivel substituir gelatina
suina comercial por gelatina de pele de tilapia e oleoresina de paprica + 6leo de
soja por 6leo de salmédo, na produgdo de microparticulas por coacervagao
complexa ricas em 6mega 3 e com uma possivel maior atratividade na
alimentacdo de larvas de peixes, sem perdas significativas na eficiéncia de

encapsulacao.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1: Espectro de varredura de gelatina de peixe do segundo lote
solubilizada em agua destilada na concentragao de 5,0%.
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8.2 Anexo 2: Espectro de varredura de gelatina de peixe do segundo lote
solubilizada em agua destilada na concentracao de 7,5%.
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8.3 Anexo 3: Espectro de varredura de gelatina suina solubilizada em
agua destilada na concentragao de 5,0%.
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8.4 Anexo 4: Espectro de varredura de gelatina suina solubilizada em
agua destilada na concentragao de 7,5%.
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