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RESUMO GERAL

O beneficiamento de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) no estado do Para gera
grande volume de residuos e, com isso, 0 grande potencial para producao de gelatina.
Este trabalho teve como objetivo a extragcdo e caracterizacdo da gelatina de
piramutaba, a formagédo de um complexo polieletrélito com goma arébica e a avaliagdo
como estabilizante em iogurte. A gelatina foi extraida a partir das peles de piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii), sendo caracterizada através do perfil de aminoacidos,
de micro e macro elementos, Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Difracdo de Raio-X (DRX), potencial zeta, eletroforese, composicao
centesimal e propriedades tecnolégicas. A microestrutura foi avaliada através do
comportamento reologico, perfil de textura e morfologia. A gelatina de peixe
apresentou elevado rendimento e caracteristicas adequadas, sendo qualificada como
excelente alternativa as gelatinas bovina e suina. A descoberta de elementos de
grande importancia nutricional, como o selénio, definiu uma nova perspectiva a
respeito de gelatinas de peixes amazonicos, ampliando o potencial para o
desenvolvimento de novos produtos e aplicagdes. A interacéo entre gelatina e goma
arabica gerou um complexo polieletrolito (GP-GA), cujas condi¢cdes oOtimas para
formacdo foram concentracdo de goma aradbica de 33,4% e atomizacdo na
temperatura de entrada de 130°C, resultando em 6,62 g/h de rendimento, 0,27 de aw
e 2479 de forca do gel. A formacédo do GP-GA gerou maior rendimento de atomizacao,
adequada forca do gel, baixa higroscopicidade e alta solubilidade. O GP-GA pode ser
usado para aplicacdes industriais como aditivo em alimentos, estabilizante em
produtos lacteos, aumentar a capacidade de retencdo de agua em produtos carneos,
emulsificante em sorvetes, entre outros. Em relacdo ao iogurte, o uso de gelatina de
piramutaba reduziu o tempo necessario de fermentacdo em 0,5h, aumentou a
viscosidade aparente, capacidade de retencdo de agua e reduziu a sinerese. A
gelatina de piramutaba se apresentou como um excelente espessante/estabilizante
para melhorar a textura de iogurtes comerciais, onde os resultados de viscosidade
aparente e textura instrumental mais elevados foram obtidos na concentracéo de 4g
de gelatina/kg de iogurte, indicando a melhor condi¢céo para seu uso.

Palavras-chave: colageno, caracterizacao fisico-quimica, metodologia de superficie
de resposta, desejabilidade, perfil de textura, iogurte, leites fermentados.
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1. INTRODUCAO GERAL

Gelatina € uma proteina proveniente da degradacdo parcial, quimica e
estrutural do coldgeno. A obtencédo da gelatina pode ser feita por diversas técnicas,
no entanto, a mais utilizada é a hidrolise parcial ou a degradacéao térmica do colageno,
gue influéncia nas propriedades da microestrutura, e, portanto, nas suas propriedades
reoldgicas e tecnoldgicas (SHA et al., 2014).

A extracdo de gelatina é tradicionalmente realizada a partir de 0ssos, peles e
carcacas de bovinos e suinos (GME, 2015; KARIM; BHAT, 2009). No entanto, existem
alguns inconvenientes relacionados a essas fontes, como a possibilidade de
transmissdo de doencas de bovinos (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002, 2007) e a ndo
aceitacao de produtos de origem suina por motivos religiosos (BUENO et al., 2011).
Isso tem estimulado a obtencao de gelatina atraves de outras fontes, como o pescado.
Os residuos do beneficiamento de peixes, como cabeca, peles e parte 0ssea, ndo
possuem as desvantagens citadas, permitindo a obtencdo de lucros extras pelas
industrias processadoras e a reducao dos efeitos prejudiciais ao ambiente (LIU et al.,
2015).

Desde 2012, o Laboratério de Produtos de Origem Animal (LAPOA) da
Universidade Federal do Para tem desenvolvido pesquisas a respeito da extracao de
gelatina e suas aplicacfes, a partir de tambaqui (OLIVEIRA, 2014), filhote (SILVA;
PENA; LOURENCO, 2016), dourada (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017a) e pescada-
amarela (SILVA et al., 2018). As gelatinas obtidas, e seus derivados, possuem
diferentes caracteristicas, em funcdo das espécies estudadas e diferentes métodos
de extracdo. A piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii, Cuvier & Valenciennes, 1840),
forma grandes cardumes e € uma das Unicas espécies de agua doce capturada em
escala industrial. Desta forma, o grande volume de residuos gerados chamou a
atencado para a potencialidade desta espécie na obtencdo de gelatina, cujos dados
sdo escassos nha literatura. Em funcdo disso, foi realizada a investigacdo das
caracteristicas da gelatina de piramutaba.

O método de secagem de gelatinas é importante para definir suas
caracteristicas, o que torna relevante a comparacgao de diferentes métodos. Estudos
indicam que a atomizacdo pode produzir gelatinas adequadas a industria de

alimentos, sejam elas da pele de cabras (MAD-ALI et al., 2016) ou de pescado
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(HAMZEH et al., 2018; KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019), assim como na
diminuicdo do odor caracteristico de gelatinas de peixe (SAE-LEAW; BENJAKUL,;
O’BRIEN, 2016). Além disso, a atomizacao € um processo de secagem comum em
escala industrial (MARINOPOULOQOU et al., 2019), o que pode potencializar a producéo
de gelatina de peixe, tradicionalmente realizada por liofilizag&o.

ApoOs testes preliminares, foram observados problemas na atomizagdo de
gelatina de piramutaba, como aderéncia do material ao corpo do atomizador e queima
do material (aparecimento de pontos pretos). Isso, na pratica, reduziu o rendimento,
em funcdo de alteracdes significativas nas propriedades fisicas e quimicas da
gelatina, pelo uso de altas temperaturas (KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019).

Para corrigir este problema, a gelatina foi combinada com goma arabica,
polissacarideo de baixo custo, alta disponibilidade, alta solubilidade em agua e baixa
viscosidade. Estudos comprovaram que a interacdo entre gelatina e goma arabica
formam complexos polieletrélitos, que melhoram as propriedades tecno-funcionais
(ESFAHANI et al., 2019; MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014).

A gelatina é utilizada como ingrediente principal de sobremesas e como aditivo,
seja para conferir espessamento em confeitos (doces), cremosidade e espalhabilidade
em margarinas, gelificacdo em produtos assados, maior capacidade de retencéao de
agua em produtos carneos, estabilidade e textura em laticinios (HUANG et al., 2019).

Dentre os produtos lacteos, os leites fermentados possuem baixa consisténcia
e sao propensos a separacao do soro (QUIROGA, 2017). Polissacarideos, gelatina
bovina, exsudados de plantas, amidos e derivados de celulose foram reportados como
aditivos que amenizam estes problemas (NGUYEN et al., 2017). A gelatina de tilapia
proporcionou melhorias na textura de leites fermentados (PANG et al., 2015a, 2017),
o que reforcou o interesse em investigar o potencial da gelatina de piramutaba para
esta finalidade.

Com base no disposto, os resultados desta pesquisa sao apresentados da
seguinte forma:

Capitulo I: Interacdo entre as caracteristicas quimicas, reoldgicas e tecnolégicas com
a microestrutura da gelatina de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii).

Capitulo Il: Melhoramento das caracteristicas da gelatina de peixe - goma arabica
através da formacgado do complexo polieletralito.

Capitulo Ill: Uso de gelatina de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) melhora as

propriedades tecno-funcionais de iogurte.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as caracteristicas da gelatina obtida
da pele de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii) e o seu comportamento em

iogurte.

2.2 Objetivos especificos

— Determinar a composicdo centesimal e caracteristicas fisico-quimicas da
gelatina;

— Determinar as propriedades tecno-funcionais da gelatina;

— Determinar o perfil de aminoacidos, e de micro, macro elementos e
contaminantes da gelatina;

— Analisar as ligacbes quimicas, a distribuicdo do peso molecular e a
microestrutura da gelatina;

— Analisar o comportamento reoldgico e o perfil de textura da gelatina,

— Auvaliar a influéncia das gelatinas no comportamento reoldgico de iogurte;

— Estudar e caracterizar a interacao entre gelatina de piramutaba e goma arabica,

e seus efeitos na obtencéo das condi¢cbes Gtimas de atomizacao;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Colageno e gelatina de peixe

As moléculas de coldgeno sdo compostas por trés cadeias tipo a na estrutura
de tripla hélice e adotam uma estrutura 3D, que fornece uma geometria ideal para a
ligacdo de hidrogénio entre cadeias. O colageno possui aproximadamente 300nm de
comprimento e peso molecular de aproximadamente 10° kDa. Foram reportadas até
vinte e sete tipos de colageno e os mais relevantes séo a tipo |, Il, lll, que sdo mais
abundantes e formam fibrilas de colageno tipicas (AN; LIN; BRODSKY, 2016). Outros
tipos de colageno ocorrem em menor incidéncia e em organismos especificos.

Tipo | ocorre largamente na natureza, presente principalmente no tecido
conjuntivo, como peles, ossos e tenddes de vertebrados. E composta por duas
cadeias tipo a7 (idénticas) e uma cadeia a2 (ligeiramente diferente) e ndo apresenta
0 aminoacido cisteina (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

Tipo Il ocorre quase que exclusivamente no tecido da cartilagem e é utilizado
em tratamentos médicos para tenddes e ligamentos (OESSER; SEIFERT, 2003).

Tipo 1l é fortemente dependente da idade: a pele humana jovem pode conter
até 50%, mas ao longo do tempo pode reduzir para 5%. E um componente importante
das grandes artérias, intestino e Utero, mas também é encontrado em quantidades
menores em muitos tecidos ricos em colageno tipo | (KUIVANIEMI; TROMP;
PROCKOP, 1997).

Derivado do colageno, a gelatina possui como estrutura basica o
tropocolageno, formado por trés cadeias de polipeptidios. Apresenta algumas
caracteristicas como: natureza anfétera; estrutural helicoidal de tripla hélice (n&o
observada em polimeros sintéticos); interagdo com a agua, que € diferente da
encontrada em polimeros sintéticos hidrofilicos (AHMAD; BENJAKUL, 2011;
KASANKALA et al., 2007; KOZLOV; BURDYGINA, 1983); € abundante na natureza e
possui aplicacBes nas industrias farmacéutica, fotografica e de alimentos (BORAN;
REGENSTEIN, 2010).

Dados reportados sobre o perfil de aminoacidos de gelatinas dos peixes
Colossoma macropomum (OLIVEIRA, 2014), Brachyplathystoma filamentosum
(SILVA; PENA; LOURENCO, 2016), Brachyplathystoma rousseauxii (SILVA;
LOURENCO; PENA, 2017a), Acipenser schrenckii (NIKOO et al., 2014), Trachurus
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trachurus (BADII; HOWELL, 2006), Sebastes mentella (WANG et al., 2007) reforcam
a presenca majoritaria de glicina, prolina e hidroxiprolina, respectivamente, além da
deteccdo de quase todos os 20 aminoacidos (WANG; AGYARE; DAMODARAN,
20009).

A glicina é a estrutura fundamental da cadeia de tropocolageno (DABOOR et
al., 2010). Prolina e hidroxiprolina sdo os chamados “iminoacidos”, que contém um
grupo imino (>C=NH) e um carboxilo (-COOH) e séo responsaveis pela estabilidade
da cadeia, formada pela glicina (BINSI et al., 2009; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002;
NELSON; COX, 2011). A formagado do grupo “imino” é catalisada em meio acido
(IUPAC, 1997), exercendo influéncia sobre as propriedades tecnoldgicas, por conferir
rigidez a estrutura (HAUG; DRAGET; SMIDSR@D, 2004; MUYONGA; COLE;
DUODU, 2004). Gelatinas com elevado teor de iminoacidos resultam em alto ponto
de fusédo e elevada forca do gel, o que agrega valor comercial (CHEOW et al., 2007;
JOHNSTON-BANKS, 1990).

Apesar das inUmeras caracteristicas positivas, a gelatina de peixe ainda €&
considerada inferior a gelatina bovina e suina, pelo fato de possuirem propriedades
tecno-funcionais superiores (HUANG et al., 2019). Por isso, inUmeros estudos foram
realizados para melhorar essas caracteristicas, tendo como ponto de partida o método

de extracao.

3.2 Extracéo de gelatina de peixe

A gelatina obtida de peixe possui diversas vantagens em comparagcao com a
de fontes bovina e suina. Ela ndo esta associada ao risco de contaminacdo pela
doenca encefalopatia espongiforme bovina, e também nao sofre restricdes da religido
muculmana em relacéo aos suinos (BADII; HOWELL, 2006). A producdo pesqueira,
principalmente a pesca de captura, pode fornecer abundante matéria-prima através
dos residuos gerados pelo beneficiamento na producao industrial, além de anular o
impacto ambiental.

Estudos sobre extracdo de gelatina tem registro no ano de 1960, visando
aplicagbes em industrias ndo alimenticias (MACDONALD, 1991). Apés isso, inimeros
estudos foram publicados de peixes de agua quente e fria, como Macruronus
novaezelandiae (MOHTAR; PERERA; HEMAR, 2014) e Oreochromis niloticus
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(BUENO et al., 2011), respectivamente. O processo de extracdo da gelatina pode
variar, conforme a espécie e aplicacdo. Os pré-tratamentos reportados séo diversos,
e etapas adicionais podem ser implementadas para as diferentes aplicacdes
desejadas (HUANG et al., 2019).

Um dos métodos mais referenciado € o desenvolvido por Montero e Gomez-
Guillen (2000), com pré-tratamento misto para hidrolise parcial do colageno, com
posterior extracdo utilizando 4gua quente. Esse método foi otimizado para o tambaqui
em estudo anterior do autor do presente trabalho (OLIVEIRA, 2014), e consiste

basicamente em trés estagios: pré-tratamento, extracdo e secagem.

3.2.1 Pré-tratamentos

Foram relatadas combinac¢des entre pré-tratamentos, utilizando solucéo salina,
alcalina e acida, respectivamente. Diferentes métodos relatados envolvem apenas
uma dessas etapas, duas ou todas, conforme a aplicacdo esperada para a gelatina.
Foi demonstrado que o pré-tratamento influencia significativamente nas propriedades
tecno-funcionais de gelatina (OLIVEIRA, 2014). Entretanto, ndo € apenas o pré-
tratamento que ird definir as caracteristicas da gelatina, pois ha outras variaveis que
devem ser equalizadas.

Em meétodos de extracdo de gelatina de pele de peixes, foi reportado pré-
tratamento salino utilizando-se solugcdo com sal i6nico forte, como NaCl, em
concentracdes de 0,45M (TKACZEWSKA et al., 2018), 0,6M (OLIVEIRA, 2014), 0,8M
(MOHTAR; PERERA; QUEK, 2010) e 1% (AKSUN TUMERKAN et al., 2019), com o
objetivo de aumentar a solubilidade das proteinas (salting in).

A concentracdo de NaCl deve ser ajustada conforme a espécie, pois
concentracfes acima de 2% de NaCl reduziram drasticamente a solubilidade (salting
out) do colageno da pele de Merluccius merluccius (MONTERO; BORDERIAS, 1991).
Esta propriedade também pode ser utilizada em combinacdo com centrifugacéo para
precipitar e extrair o coladgeno (PAL; SURESH, 2017). Exercendo influéncia sobre as
propriedades tecnoldgicas, a concentracao de 1,5% NaCl aumentou a forca idnica da
solucdo de gelatina da pele de Oreochromis niloticus, resultando na quebra de
ligacbes entre cadeias tipo a e diminuicao da forga do gel (SOW; YANG, 2015).

Além desses, sdo encontrados na literatura pré-tratamentos envolvendo
apenas bases diluidas (MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000), &cidos diluidos
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(MUYONGA; COLE; DUODU, 2004), ou os dois (BUENO et al., 2011; GOMEZ-
GUILLEN; MONTERO, 2001; OLIVEIRA, 2014). Os pré-tratamentos alcalino e &cido
sdo utilizados para separar o colageno dos demais compostos presentes na pele.

Foram reportados estudos utilizando bases como NaOH, em concentragdes de
0,2 M (MOHTAR; PERERA; QUEK, 2010), 0,3M (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017b),
e 0,05M (ABDELHEDI et al., 2017, 2019). O uso de NaOH apresenta as seguintes
vantagens: baixo custo, facil utilizacdo e hidrélise eficiente do colageno. (AHMAD;
BENJAKUL, 2011; ALFARO et al., 2013; NIU et al., 2013).

Como pré-tratamento &cido, foi reportada a utilizacdo de acido acético
(ABEDINIA et al., 2017; AKSUN TUMERKAN et al., 2019), acido cloridrico (BORAN;
REGENSTEIN, 2009) e acido citrico (SAE-LEAW; BENJAKUL; O'BRIEN, 2016), em
baixas concentracdes, a fim de promover a hidrélise parcial do colageno. Em relacao
ao acido citrico, seu uso também esta associado a remocdo de gorduras
remanescentes, contribuindo com a remocéo de odor residual na gelatina da pele de
Cyprinus carpio, segundo (TKACZEWSKA et al., 2018). O acido acético e propanoico
promoveram maior capacidade de retencdo de agua e propriedades gelificantes na
extracdo de gelatina da pele de Lepidorhombus boscii (GOMEZ-GUILLEN;
MONTERO, 2001).

A gelatina € mais soluvel em agua quanto mais distante o pH se encontra do
seu ponto isoelétrico, pois o desequilibrio de cargas promove a solubilidade em
sistemas aquosos. Por isso, métodos de extracdo que utilizam exclusivamente pré-
tratamento alcalino resultam em gelatina “tipo-B”, com ponto isoelétrico em pH 5. Pré-
tratamento exclusivamente acido resulta em gelatinas “tipo-A”, com ponto isoelétrico
entre pH 6 e 9 (HUANG et al., 2019).

3.4.2 Extracdo com agua quente

A extracdo de gelatina, posterior ao pré-tratamento, geralmente é feita por
imersdo das peles em agua quente. Foi demonstrado que mudancas na temperatura
de extracdo influenciam significativamente as propriedades tecno-funcionais de
gelatina de tambaqui (OLIVEIRA, 2014), dourada (SILVA; LOURENCO; PENA,
2017a) e filhote (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017b), entre 30°C e 65°C. Aumento de
temperatura de extracdo tem sido relacionado a reducédo da resisténcia do gel, ponto
de gelificacao e fuséo (SHA et al., 2019). Conforme a aplicagédo da gelatina, estudos

procuraram equalizar o tempo e a temperatura, sem prejudicar o rendimento do
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processo e a qualidade da gelatina obtida (KITTIPHATTANABAWON et al., 2016; LI
et al., 2018). Com a aplicacédo do calor, forma-se uma solucdo de 4gua gelatina, que

é filtrada e encaminhada para secagem.

3.4.3 Secagem

A Ultima etapa para obtencdo da gelatina da pele de peixe € a secagem,
promovendo desidratacdo da solucdo aquosa de gelatina. O método desenvolvido por
Montero e Gomez-Guillen (2000) foi largamente reproduzido e adaptado na extracao
de gelatina de peixes (LIU et al., 2017; SILVA; LOURENCO; PENA, 2017b; SILVA;
PENA; LOURENCO, 2016), e por isso, o método de secagem mais utilizado é a
liofilizacao.

3.4.3.1 Liofilizac&o

A liofilizacdo, ou secagem a frio, € um método de desidratacdo onde a agua é
congelada e entédo sublimada, sendo removida do alimento. No processo de extracao
de gelatina, a liofilizacao € utilizada por remover agua sem causar grandes alteracdes
nas caracteristicas estruturais, sensoriais e nutricionais, diferente dos métodos
tradicionais (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

A gelatina liofilizada apresenta estrutura porosa, baixa umidade e capaz de ser
reconstituida pela simples adicdo de agua. No entanto, a liofilizacdo possui como
desvantagens o alto custo de implantacéo, operacdo e mao de obra. Por isso, outros
métodos de secagem de gelatina tem sido estudados como estufa de ar (ALTAN
KAMER et al., 2019) e atomizacdo (HAMZEH et al., 2018; KANWATE; BALLARI;
KUDRE, 2019).

3.4.3.2 Atomizacéao

A secagem por atomizacdo é um processo continuo, onde um liquido ou pasta
é transformado em um produto seco, na forma de p0, caracterizando-se por um tempo
de secagem relativamente curto (I RE, 1998). O processo consiste basicamente na
pulverizacdo do liquido em um compartimento que recebe um fluxo de ar quente, de

modo que a rapida evaporacdo da agua permite manter baixa a temperatura das
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particulas. Desta forma, esta técnica permite a secagem de produtos sensiveis ao
calor (alimenticios, biol6gicos e farmacéuticos), sem afetar demasiadamente a
qualidade. Outras vantagens citadas sdo o processamento continuo, controle efetivo
do processo, menor custo com mao de obra, instalacido e operagdo, quando
comparado com a liofilizagdo (FRASCARELI et al., 2012).

Dependendo da composicdo do produto e das condicdes de secagem, a
superficie das particulas pode permanecer plastica, resultando na aderéncia as
paredes do secador ou mesmo entre as particulas. Desse modo, o produto obtido ao
final do processo pode ser tanto um xarope quanto um pé pegajoso, ou ainda um po
com escoamento relativamente livre (KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019). Na
pratica, a viscosidade critica é atingida em temperaturas de 10 a 20°C acima da
temperatura de transicdo vitrea. Portanto, pode-se assumir que a superficie das
particulas ndo deve atingir essa temperatura durante o processo de secagem
(HAMZEH et al., 2018).

Outras variaveis de processo interferem nas caracteristicas dos produtos
obtidos por atomizacéo, e que devem ser cuidadosamente observadas, estudadas e
ajustadas. Dentre elas estdo a temperatura do ar de entrada e de saida; fluxo de ar
ou do fluido de arraste; distribuicdo de temperatura e umidade; tempo de residéncia e
geometria da camara (ZBICINSKI et al., 2000). Ao contrario do que se pensa a
respeito de técnicas que utilizam altas temperaturas, a rapida evaporacdo mantém a
temperatura das goticulas relativamente baixa no interior da camara. Desta forma, é
possivel a secagem de produtos sensiveis ao calor, produtos biologicos e
farmacéuticos (RE, 2000).

Em trabalhos envolvendo produtos atomizados, alguns parametros tém sido
reportados para mensurar as caracteristicas tecno-funcionais, como Densidade
aparente, Higroscopicidade, indice de Solubilidade em Agua (ISA), indice de Absorc&o
de Agua (IAA) (PIRES; PENA, 2017). Esses parametros estdo relacionados a

estabilidade desses produtos frente a umidade ambiente.

3.2 Caracterizacédo de gelatina de peixe

Em pesquisas sobre o uso da gelatina para fins alimentares, destacam-se a

caracterizacdo dos seguintes aspectos: Perfil de aminoacidos totais, Espectroscopia
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de Infravermelhos com Transformada de Fourier (FTIR), distribuicdo do peso

molecular, perfil de micro e macro elementos, difracdo de raio-X e potencial zeta.

3.2.1 Perfil de aminoécidos totais

Em funcdo de proteinas representarem o componente predominante em
gelatinas, o conhecimento acerca de seus aminoacidos é essencial neste tipo de
estudo. A estrutura do tropocolageno é formada, principalmente, pela sequéncia
Glicina-X-Y (onde X frequentemente € Prolina, e Y na maioria das vezes €
Hidroxiprolina) (HUANG et al., 2019). Portanto, mensurar o quantitativo destes e de
outros aminoacidos presentes na gelatina é fundamental para o entendimento das
demais caracteristicas. O principal método utilizado para determinar o perfil de
aminoacidos em gelatinas de peixe € a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), descrito por WHITE; HART; FRY (1986).

3.2.2 Espectroscopia de Infravermelhos com Transformada de Fourier (FTIR)

Além do conhecimento sobre o quantitativo de aminoacidos, € fundamental
entender as ligacdes quimicas estabelecidas no interior da gelatina. Isso reflete o grau
de desnaturacao que o colageno sofreu. Assim, uma das analises muito utilizada para
verificar os tipos de ligacéo, interacdes e grupos funcionais presentes na gelatina é a
Espectroscopia de Infravermelhos com Transformada de Fourier (FTIR), realizada em
equipamento especifico, como o Equinox 55 FTIR (Bruker Co., Ettlingen, GER). Em
gelatina de peixe foram identificadas as seguintes vibracdes: grupos OH e NH (Amida
A), grupos =C-H e -NHs*(amida B), C=0 e CN (Amida I), NH e CN (Amida Il) e NH e
CN (amida Ill) (LASSOUED et al., 2014; STAROSZCZYK et al., 2012, 2014).

3.2.3 Distribuicdo do peso molecular (eletroforese)

A distribuicdo do peso molecular (eletroforese) das proteinas da gelatina é
importante para definir os tipos de ligagdes e, consequentemente, sua aplicacao.

Quanto menor o peso molecular das cadeias, mais hidrolisada a gelatina, o que nos
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fornece informagdes sobre o efeito do processo de extragdo (MOHTAR; PERERA,;
QUEK, 2010).

O método de determinagdo mais difundido é a eletroforese em gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE). Consiste basicamente na
injecdo da mistura de gelatina e reagentes especificos em gel de poliacrilamida e
submetida a eletroforese em equipamento especifico, como o Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) (MOHTAR; PERERA; HEMAR, 2014).
Foram reportadas presenca majoritaria de cadeias a1 e a2 para gelatina das espécies
Cyprinus carpio (TKACZEWSKA et al., 2018), Oreochromis niloticus
(SONGCHOTIKUNPAN; TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008), Lepidorhombus boscii
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2002) e Chitala ornata (KITTIPHATTANABAWON et al.,
2016), que correspondem a gelatinas do tipo I.

Durante a extracao, a quebra de ligacdes como as pontes de hidrogénio, causa
a separacao total ou parcial das cadeias de colageno, como a estrutura de hélice tripla.
Apoés a desnaturacdo, os peptideos restantes se apresentam de forma enrolada,
similar a estrutura do colageno (KARIM; BHAT, 2009). As gelatinas industriais sé&o
misturas de diferentes cadeias: tipo a (cadeia de um polimero), tipo 8 (duas cadeias
em ligacdes covalentes) e tipo y (trés cadeias a em ligacdo covalente) (PAPON;
LEBLOND; MEIJER, 2006). A presenca e quantidade dessas cadeias define o tipo de
gelatina e estao diretamente relacionadas com as condi¢des de extracdo, como tempo
e temperatura (KITTIPHATTANABAWON et al., 2016).

3.2.4 Perfil de micro e macro elementos

Estudos reportaram a determinacéo do perfil de elementos por Espectrometria
de Emisséo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) em gelatina de
carpa (TEDESCO et al., 1995; TKACZEWSKA et al., 2018). Essa determinacéo é
importante para verificar quais elementos estdo presentes, assim como

contaminantes, e dessa forma entender quais as possiveis aplicacdes da proteina.

3.2.5 Analise de Difracdo de Raio-X (DRX)
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A analise de Difracdo de Raio-X (DRX) (7000S, Shimadzu Inc., Japdo), tem
sido reportada na avaliagcéo da interag&o entre gelatina e quitosana (JRIDI et al., 2014;
SIONKOWSKA et al., 2004), da cristalinidade de po6s atomizados (SHI; ZHONG,
2015), da cristalinidade de filmes de proteina miofibrilar de corvina (VIEIRA et al.,
2018) e da distribuicdo de fibras de gelatina de carpa (ZHANG; XU; WANG, 2011).

3.2.6 Medigéo de Potencial zeta (¢, mV) e tamanho da particula

A medicdo do potencial zeta (¢, mV) é utilizado para determinar ponto isoelétrico
e mensurar as interacdes eletroestaticas entre compostos, geralmente ao longo de
faixas de pH (2,0-12,0) atraves da titulagdo com solucao tampéao (GONCALVES et al.,
2018). Foi reportado uso de potencial zeta para avaliar pH ideal para interacdo entre
gelatina e goma arabica (LI et al., 2018), carragenina (SOW et al., 2018a) e alginato
de sodio (RAZZAK; KIM; CHUNG, 2016).

O equipamento utilizado para mensurar o potencial zeta (Zetasizer, Malvern
Instruments, Reino Unido), também possui a funcéo de medir o tamanho da particula,
através de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). SOW et al. (2019) avaliaram
potencial zeta e tamanho da particula para descrever a interacao entre gelatina de

tilapia e alginato de sodio.

3.3 Propriedades tecno-funcionais da gelatina

Em pesquisas sobre o uso da gelatina para fins alimentares, destacam-se a
avaliacdo das seguintes propriedades tecno-funcionais: forca do gel, ponto
(temperatura) de fusdo, capacidade de formacdo de espuma, capacidade

emulsificante, comportamento reoldgico, microestrutura e perfil de textura.

3.3.1 Forca do gel

A forga do gel de gelatinas comerciais € expressa em “g Bloom”. O método
Bloom foi padronizado pela AOAC (American Organization of Analytical Chemists),
GMIA (Gelatin Manufacturers Institute of American) e GME (Gelatine Manufacturers

of Europe) (GME, 2015) e corresponde a forga necessaria para empurrar a probe do
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Rebmetro (12,7 mm de didmetro) por 4 mm a partir da superficie de uma solugéo de
6,6% (peso/volume) de gelatina (CHOI; REGENSTEIN, 2000). O método necessita
muito cuidado na preparacao da solugéo de gelatina e na afericdo do equipamento,
mas é considerado de alta precisao e reprodutibilidade. Desta forma, tornou-se um
método referéncia para avaliacdo da qualidade de gelatinas (CHEOW et al., 2007,
CHOI, REGENSTEIN, 2000; MUYONGA, COLE; DUODU, 2004;
SONGCHOTIKUNPAN; TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008).

Os valores de forca do gel para gelatinas comerciais devem estar entre 50g e
300g. Classificam-se em alto-bloom (200g a 300g), médio-bloom (100g a 200g) e
baixo-bloom (50g a 100g) (EYSTURSKARD et al., 2009), com valores desejaveis
entre 2509 e 260g, pois valores superiores afetam negativamente a palatabilidade de
alimentos (KARIM; BHAT, 2009). As gelatinas obtidas a partir de pescado possuem
forca do gel entre 100g a 300g. Essas variacdes estdo relacionadas com 0 processo
de extracao, teores de prolina e hidroxiprolina, habitat das espécies e a sazonalidade
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2007; GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2001; OLIVEIRA,
2014).

3.3.2 Ponto de fusao

Devido ao comportamento de gel termo reversivel, o gel de gelatina ira fundir
ao atingir determinada temperatura (KARIM; BHAT, 2009). O método de determinacéo
do ponto de fusdo (temperatura de fusdo) pode variar muito, o que dificulta a
comparacao de resultados. A gelatina é um dos Unicos compostos que forma géis
termo reversiveis, com ponto de fusdo préximo ou abaixo da temperatura corporal do
homem (KOLI et al., 2011), o que € importante para a industria de alimentos, como
por exemplo, na fabricacdo de gomas e marshmallows, que “derretem na boca”.

Um dos métodos mais utilizados para definicdo do ponto de fusdo em gelatina
€ o0 da “queda da gota”. Consiste basicamente no aquecimento de géis de gelatina até
0 momento em que as gotas coradas (pingadas na superficie) comecam a se mover
para o interior do gel (CHOI; REGENSTEIN, 2000). O método é considerado de alta
reprodutibilidade, desde de que respeitados os cuidados na execucao, e € altamente
difundido por ter baixo custo de implementacdo e operacdo (SINTHUSAMRAN;
BENJAKUL; KISHIMURA, 2014; TABARESTANI et al., 2010).
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Pontos de fusao reportados para gelatinas obtidas de peixes variam entre 16°C
a 29°C, enquanto para bovinos e suinos estdo na faixa de 28°C a 31°C. Existe uma
maior variacdo entre gelatinas obtidas de pescado do que de bovinos e suinos
(BORAN; REGENSTEIN, 2009; BUENO et al., 2011; MAHMOODANI et al., 2012), e
de peixes de agua fria é significativamente menor do que mamiferos e peixes de agua
quente, pelo fato da gelatina possuir menores teores de iminoacidos, o que reduz a
resisténcia da estrutura de tripla hélice (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002, 2007).

3.3.3 Capacidade de Formacéao de Espuma (CFE) e Capacidade Emulsificante (CE)

As propriedades de superficie da gelatina estdo relacionadas as cargas e
radicais disponiveis para interacdo, sejam eles hidrofilicos ou hidrofobicos, que
reduzem a tensao superficial de solugbes aquosas. A Capacidade de Formacao de
Espuma (CFE) e a Capacidade Emulsificante (CE) estéo relacionados com perfil de
aminoacidos e a distribuicdo superficial de cargas (HUANG et al., 2019). Foram
reportados métodos envolvendo alteracdo de volume da solucédo de gelatina com ar
para determinacdo da CFE, e com Oleo para determinacdo da CE (SILVA,
LOURENCO; PENA, 2017a; SILVA; PENA; LOURENCO, 2016; TABARESTANI et al.,
2010).

3.3.5 Comportamento reologico

A viscosidade de gelatinas é um importante parametro fisico, pois baixa
viscosidade produz géis limitados e frageis, enquanto que alta produz géis duraveis e
extensiveis (GOMEZ-GUILLEN; MONTERO, 2001; KARIM; BHAT, 2009). Em muitas
aplicacdes, sdo indicadas gelatinas com alta viscosidade, porém isso encarece o
processo. A viscosidade é medida em viscosimetro de Ostwald-Fensk (n® 100) e
expressa em centipoise (cP) ou Pascal (Pa*s) (BSI, 1975). Outro método utiliza o
equipamento Brookfield Digital Viscometer, que apresenta alta precisdo e
repetibilidade para viscosidade aparente e dinamica (AVENA-BUSTILLOS et al., 2011,
MOHTAR; PERERA; QUEK, 2010).

Em relacdo as gelatinas de pele de peixe, foi reportada viscosidade de 3,48 cP
para tambaqui (OLIVEIRA, 2014), 3,40 cP para filhote (SILVA; LOURENCO; PENA,
2017a), 10,8 cP para Hoki (MOHTAR; PERERA; QUEK, 2010), e de 1,56 a 6,62 cP
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para carpa (BORAN; REGENSTEIN, 2009). A viscosidade depende da temperatura
de extracao, pH, adicdo de sais, teor de imino&cidos e é particularmente influenciada
pela distribuicdo do peso molecular (SPERLING, 2005).

3.3.6 Microestrutura

Na avaliagdo da microestrutura de gelatina de peixe e derivados, tem sido
reportado o uso, principalmente, da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
(KWAK et al.,, 2017; SILVA; PENA; LOURENCO, 2016; STEYAERT et al., 2016).
Recentemente, a Microscopia de Forgca Atdmica (AFM) e a Microscopia Confocal a
Laser de Varredura (CLSM) revelam detalhes da microestrutura a nivel de micro e
nandometros (SOW et al., 2018b, 2019).

3.3.7 Perfil de Textura (TPA) da gelatina

A analise do Perfil de Textura (TPA) tem sido frequentemente usada para
avaliar a textura de gomas, gelatina e sobremesas sob diferentes temperaturas
(AKSUN TUMERKAN et al., 2019), e modificacdes em leites fermentados (PANG et
al., 2015b, 2017). Foi observado que a TPA tem sido obtida, frequentemente, através
de texturbmetro TA-XT2, utilizando probe cilindrica de aco ou silicone, e os resultados
expressos em firmeza (dureza), adesividade, coesividade, gomosidade e
mastigabilidade (ALTAN KAMER et al., 2019; LASSOUED et al., 2014; ZHAO et al.,
2019).

3.4 Aplicacdes

Na area de alimentos, a gelatina é comumente utilizada para favorecer a
elasticidade, consisténcia e estabilidade, além de melhorar o valor nutricional
(OLIVEIRA et al.,, 2017). Dentre as pesquisas envolvendo gelatina de peixe, as
principais investigacdes observadas foram sobre a fungéo antioxidante, producéo de
biofiimes, melhoramento das propriedades tecnoldgicas, desenvolvimento de novos
biopolimeros, modificacées no processo de extracdo, uso como fertilizante de plantas
(Tabela 1).
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Tabela 1. Pesquisas sobre aplicagfes de gelatina de peixe e derivados em ciéncia de alimentos

Fonte Aplicacédo tecnolégica Referéncia
Cartilagem Funcéo antioxidante em (JEEVITHAN et al., 2015)
alimentos
Pele Producéo de Biofilmes  (ELANGO et al., 2017; SILVA et al., 2018; URANGA et al.,
2019)
Melhoramento das (ALTAN KAMER et al., 2019; HUANG et al., 2017, 2018;
propriedades tecno- PHAWAPHUTHANON et al., 2019)
funcionais
Desenvolvimento de (KWAK et al., 2017; SOW et al., 2019; ZHAO et al., 2019)
novos biopolimeros
Modificacbes em (KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019;

métodos de extracao KITTIPHATTANABAWON et al., 2016; SILVA,;
LOURENCO; PENA, 2017b; SINTHUSAMRAN;
BENJAKUL; KISHIMURA, 2014; TANG et al., 2015)
Escamas Fertilizantes (BHAGWAT; DANDGE, 2016)
nitrogenados para
plantas
Adaptado de (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011; HUANG et al., 2019)

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora diferentes métodos de extracdo tenham sido largamente pesquisados,
ainda existem muitas variaveis a serem ajustadas para a melhoria das caracteristicas
de gelatinas de peixe. E interessante destacar que o avanco nas modificacbes de
gelatina de peixe tem conseguido equiparar suas propriedades tecno-funcionais com
as de gelatinas tradicionais.

Quando comparada as gelatinas bovina e suina, a gelatina de peixe nao
apresenta problemas de aceitacdo, agregando lucratividade e sustentabilidade a
producédo pesqueira, em funcdo do beneficiamento dos residuos. Atualmente, o maior
desafio € consolidar a producédo de gelatina em escala industrial, equiparando-se as
propriedades tecno-funcionais com as de gelatinas tradicionais. Esse cenario ganha
forca uma vez que paises como Inglaterra (URANGA et al., 2019), Malasia (HANANI;
YEE; NOR-KHAIZURA, 2019) e EUA (VORON’KO et al., 2017) que ja realizam a

producédo e comercializacdo de gelatina de peixe.
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CAPITULO |

Interacdo entre as caracteristicas quimicas, reolégicas, tecnoldgicas e a
microestrutura da gelatina de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii)*

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar as interacdes entre as caracteristicas quimicas e
reoldgicas, propriedades tecnoldgicas com a microestrutura da gelatina. A gelatina foi
extraida a partir das peles de piramutaba (Brachyplatystoma vaillantii), sendo
caracterizada através do perfil de aminoacidos, de micro e macro elementos,
Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR), Difracédo de
Raio-X (DRX), potencial zeta, eletroforese, composi¢cao centesimal e propriedades
tecnologicas. A microestrutura foi avaliada através do comportamento reolégico, perfil
de textura e morfologia. Os resultados forneceram relevantes informagdes sobre a
utilizagdo da gelatina de piramutaba para fins alimentares. A descoberta de elementos
de grande importancia nutricional, como o selénio, define uma nova perspectiva a
respeito das gelatinas obtidas de peixes amazdénicos, ampliando o potencial para o
desenvolvimento de novos produtos e aplicacdes. Apesar de colaborar com o
rendimento da extracdo, o pré-tratamento salino limita diversas propriedades
tecnoldgicas da gelatina. Desta forma, novas pesquisas devem buscar aprimorar a
extracdo de gelatina sem prejudicar as propriedades tecnoldgicas.

Palavras-chave: colageno, perfil de textura, Difracdo de Raio-X, Potencial Zeta, FTIR,
ICP-OES, reologia

1 Artigo submetido ao periddico Lebensmittel-Wissenschaft & Technologie — LWT
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1. INTRODUCAO

A gelatina é um material biolégico proveniente de diversas fontes naturais como
0ssos e tecidos conjuntivos de mamiferos, peles e cartilagens de peixes, lulas e
moluscos (LIU et al., 2015; MAD-ALI et al., 2016). Pode ser obtida por hidrolise parcial
ou degradacéo térmica do colageno, influenciando sua microestrutura, propriedades
reoldgicas e tecnoldgicas (SHA et al., 2014).

A gelatina é matéria prima para diversos produtos, devido sua
biodegradabilidade, abundéancia, néo toxidade e baixo custo de producado. Aplicada
em diversas areas como medicina, farmacos, alimentos, inddstria quimica, cosméticos
e materiais de embalagens (HUANG et al., 2019). Também pode compor
nanocapsulas, nanoparticulas e matriz carreadora de farmacos, enzimas e
polissacarideos (GASPAR; DE GOES-FAVONI, 2015; HUANG et al., 2017a).

A qualidade da gelatina depende das caracteristicas intrinsecas da sua
microestrutura, tanto em nivel molecular (perfil de aminoacidos, minerais ligados a
estrutura das proteinas e outras classes de compostos), assim como no nivel
microscopico e macroscopico (morfologia e porosidade) (BOR-SEN et al., 2006).
Estas caracteristicas influenciam nas propriedades reoldgicas, intimamente
relacionadas com a elasticidade, forca do gel, ponto de gelificacdo e fusdo (HUANG
et al., 2017b; RAFE; RAZAVI, 2017).

O comportamento reoldgico revela muitas peculiaridades da microestrutura em
nivel molecular, pois reflete a forma (estrutura conformacional) da molécula de
gelatina. Também pode estar relacionada a composi¢cdo de minerais e residuos de
ions que podem influenciar e competir por moléculas de agua e por grupos funcionais,
durante a solubilizacédo da gelatina (HUANG et al., 2016).

Pesquisas a respeito de novas fontes de obtencdo de gelatina, como em
pescado, ocorrem devido ao aumento da demanda deste produto (GOMEZ-GUILLEN
et al., 2011), do surgimento de fatores desfavoraveis as fontes tradicionais (HUANG
et al., 2019), além de estimular a producéo pesqueira no mundo (FENG; FU; YANG,
2017).

A gelatina de peixes ja foi considerada inferior a gelatina de mamiferos por
apresentar menor ponto de fusdo (HUANG et al., 2017a). Por outro lado, ponto de
fusdo mais baixo e melhores propriedades de microestrutura promovem uma

dissolucdo mais rapida, potencializando a sensagdo de mastigacdo (SILVA,
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BANDEIRA; PINTO, 2014; SOW et al., 2019) ajudando a liberar o flavor de alimentos
com mais facilidade (BORAN; LAWLESS; REGENSTEIN, 2010).

Desta forma, este estudo se propde a elucidar as interacbes entre as
caracteristicas quimicas, reoldgicas e tecnolégicas com a microestrutura da gelatina

de piramutaba.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo da pele de piramutaba

As peles de piramutaba foram coletadas em industria de pesca localizada no
municipio de Belém, estado do Para, Brasil. As peles foram acondicionadas em
embalagens de polietileno e transportadas em caixas isotérmicas ao laboratorio. As
peles foram lavadas com agua destilada e cortadas em 4cm x 4cm. Em seguida, foram
novamente embaladas, seladas a vacuo e congeladas a -26 °C, até o processo de

extracao.

2.2 Pré-tratamentos e extracao de gelatina

A metodologia utilizada foi proposta Montero e Gomez-Guillen (2000) e
adaptada por Oliveira (2014), com modificacbes. Antes da extracdo de gelatina, 20g
de pele foram colocadas em erlenmeyer de vidro de 250 mL. Foi utilizado pré-
tratamento salino para aumentar a solubilidade do colageno, onde foram adicionados
60mL de solucéo de cloreto de sédio 0,6 M e agitado por 10 min (85 rpm, 25 °C), com
posterior lavagem das peles em agua destilada para remocéo do excesso de sadio.
Em seguida, para remocdo dos materiais ndo colagenosos, foram utilizados pré-
tratamentos alcalino e acido. Foram adicionados 60mL de solucdo de hidroxido de
sédio 0,3 M e agitado por 15 min (85 rpm, 25 °C), lavando-se novamente as peles com
agua destilada. Apds isso, foram adicionados 60mL de acido acético 0,02M e agitado
por 60 min (85rpm, 25 °C), lavando-se novamente as peles com agua destilada. A
agitacao foi realizada em incubadora Shaker (modelo Luca-223, Lucadema, Brasil).

Para a extracdo da gelatina, foi adicionado 100mL de &gua destilada ao
Erlenmeyer contendo as peles e aquecido a 60°C por 12h em banho termo estatizado
(modelo TE-057, Tecnal, Brasil). A solucéo foi filtrada em tecido failet (70 mesh) e o
filtrado coletado em bandejas de aco inoxidavel. Finalmente, as amostras foram
liofilizadas (modelo L101, Liotop, Brasil) por 48h, colocadas em embalagens de

polietileno, seladas a vacuo e armazenadas a 25°C até o momento das analises.
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2.3 Perfil de aminoé&cidos totais da pele e da gelatina

O perfil de aminoécidos totais foi determinado utilizando cromatografo liquido
de alta performance Waters-PICO Tag™, Waters Model 712 WISP (Waters, Watford,
Herts, UK) (WHITE; HART; FRY, 1986).

2.4 Micro e macro elementos na pele e gelatina

O conteddo de micro e macro elementos foi determinado através de
Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES)
(TEDESCO et al., 1995; TKACZEWSKA et al., 2018). Foi realizada a mineralizacao
de 0,59 de amostra em solucdo de HCI 30% e HNO3z concentrado, através de micro-
ondas a 1400 W, utilizando o equipamento Perkin-Elmer ICP-OES 7300 Dual View
apparatus (Perkin-218 Elmer, Waltham, USA).

2.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR) da

gelatina

Foi utilizado um espectrémetro Equinox 55 FTIR (Bruker Co., Ettlingen, GER),
conforme método descrito por Benjakul et al. (2010). Os espectros de FTIR foram
obtidos a temperatura de 22°C utilizando uma célula cristalina de Reflectancia Total
Atenuada (ATR Trough Plate crystal cell, 45° ZnSe, 80 mm long, 10 mm wide, 4 mm
thick; PIKE Technology Inc., Madison, WI, USA). Para analise espectral, amostras
foram colocadas na célula de cristal, fixada na montagem do espectrometro. Os
espectros foram coletados em 40 varreduras com resolucdo de 4 cm™, na faixa de
numero de onda 4000-500 cm?, e comparados com o espectro de fundo gravado da

célula vazia limpa a 25°.

2.6 Analise de Difracdo de Raio-X (DRX) da gelatina

Foi realizado em instrumento de DRX (7000S, Shimadzu Inc., Jap&o), conforme

método descrito por Y. Li, Zhang, Zhao, Ding, & Lin (2018). O angulo de varredura
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utilizado variou entre 2° e 100°, com velocidade de 5°/min. As amostras foram

irradiadas usando um tubo de cobre a 35 mA e 40 kV.

2.7 Potencial zeta da gelatina

O efeito do pH na densidade de carga superficial (Potencial Zeta) foi
determinado em Zetasizer (Malvern Instruments, Reino Unido), conforme método

descrito por Campelo et al. (2017).

2.8 Distribuicdo do peso molecular da gelatina

A distribuicdo do peso molecular foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme descrito por Chen et
al. (2014).

2.9 Composicao centesimal da pele e gelatina

Foram realizadas as andlises de umidade (método 952.08), proteina bruta (fator
de célculo de 5,55) e cinzas (método 938.08), segundo metodologia descrita pela
AOAC (2000). O valor de lipideos totais foi obtido através de mistura de solventes
(BLIGH; DYER, 1956). As determinacfes foram realizadas em triplicata e os dados
foram apresentados como média + desvio padréo e um valor de probabilidade menor
gue 0,05 foi considerado significativo. Os dados foram submetidos a Andlise de
Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o
software Statistica Kernel Release 7.1 (StatSoft Inc. 2006, Tulsa, USA).

2.10 Propriedades tecnoldgicas da gelatina

O rendimento da extracéo foi calculado pela raz&o entre o peso de gelatina e o
peso de pele iumida. O pH foi mensurado conforme descrito por Schrieber & Gareis,
(2007). A forca do gel foi determinada pelo método Bloom (CHOI; REGENSTEIN,
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2000). A temperatura de fusédo (ponto de fuséo) foi estabelecido pelo método descrito
por Choi e Regenstein (2000). A capacidade de formar espuma (CFE) foi definida em
solucdes de gelatina em diferentes concentragdes (1%, 2% e 3%), homogeneizadas
a 1.750 rpm por 60s a 24°C. A CFE foi calculada pela razao entre os volumes antes e
apos a homogeneizacédo, expressa em porcentagem (TABARESTANI et al., 2010). A
capacidade emulsificante (CE) foi obtida através da mistura de 20 mL de solucéo de
gelatina a 3,3% com 20 mL de éleo de soja. Em seguida, foi homogeneizada a 1.750
rpm (30 s, 26°C) e centrifugada a 3.958 rpm (300 s, 26°C). A CE foi calculada pela
razao entre o volume da porcao emulsificada e o volume inicial, sendo expressa em
porcentagem (TABARESTANI et al., 2010).

2.11 Microestrutura da gelatina

2.11.1 Avaliacdo do comportamento reoldgico

Foi preparada 30mL de solucdo aquosa de gelatina a 6,67% (peso/volume),
homogeneizada a 30°C (10 min, 150 rpm) e armazenada por 17h a 10°C. Em seguida,
a gelatina foi aquecida em viscosimetro Haake (VT550, Karlsruhe, Alemanha),
acoplado ao sistema de configuracao de cilindros coxiais copo SV e cilindros SV1, e
a avaliacdo do comportamento reoldgico foi realizada a 30°C, 40°C e 50°C. Foi
utilizado um gap (espaco delimitado entre as placas) de 1 mm (MATHIAS et al., 2013).
A obtencédo de curvas e ajuste dos modelos foram realizadas pelo software Reowin
Data Manager (Karlsruhe, Alemanha).

As curvas de fluxo e viscosidade foram obtidas pela determinacao da tensao e
da viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento, respectivamente, mantendo-se a
temperatura constante. A taxa de cisalhamento variou entre 0,02 e 100 s (curva
ascendente e descendente), com tempo total de analise de 10 min., sendo coletados
40 pontos neste intervalo. Os resultados foram ajustados aos modelos de Bingham,
Herschel-Bulkley e Ostwald de Waale, também conhecido como power-law (Tabela
1), para as curvas de fluxo e viscosidade (STEEF, 1996).

Os testes de tixotropia foram realizados pela aplicacao de taxa de cisalhamento
constante de 100 s e a determinagao da viscosidade em fung¢ao do tempo de 10 min.,

com coleta de 40 pontos, a 30°C, 40°C e 50°C. Os resultados deste teste foram



44

submetidos ao ajuste do modelo de Weltman, dependente do tempo (GONCALVEZ et

al., 2005). A Tabela 1 apresenta os modelos reoldgicos.

Tabela 1. Modelos testados para descrever a viscosidade e a tensdo de cisalhamento de solucéo
aguosa de gelatina

Modelo Viscosidade cinematica Tenséo de cisalhamento
Bingham n=mnp,+t/y T="To+MNpY

t
Herschel-Bulkley n= 70 + Ky"?! =1+ Ky"
Otswald de waale (Power-law) n = Ky"! T=K-y"
Weltman T=A-B-log(t)

n = viscosidade (Pa-s); K = indice de consisténcia (Pa-s" ); n = indice de comportamento (adimensional);
T = tensao de cisalhamento (Pa); y = taxa de deformagéo (s ); np = viscosidade plastica; 1o = limite de
escoamento; A = parametro reolégico semelhante a To; B = parametro reolégico que mede a taxa de
gquebra da estrutura; t = tempo; k = pardmetro de ajuste; E = energia de ativacdo para viscosidade
(J/kg.mol.K); R = Constante Universal dos Gases (1,987 cal/g.mol.k); T = temperatura absoluta (K).

2.11.2 Perfil de textura da gelatina

O perfil de textura (TPA) foi determinado em solucdo aquosa de gelatina a
6,67% (p/v), com altura de 37,5 mm e diametro de 40 mm. A gelatina foi dissolvida em
agua por 15 min a 45°C em banho termo estatizado. Em seguida, foi maturada a 4°C
por 17 h em estufa incubadora, conforme método descrito por Yang et al. (2007).
Finalmente, a temperatura foi ajustada por 30 min. e a TPA foi determinada em
triplicata a 5°C e a 15°C. O texturébmetro (modelo CT3 4500, Brookfield, EUA) foi
equipado com probe cilindrico de silicone (diametro = 25mm, altura = 40mm) e célula
de carga de 4,5kg. As condicBes de teste foram velocidade de teste constante: 1,0
mm/s; Forca programada (trigger force): 0,08 N; distancia (deformation): 15 mm.
Foram realizados dois ciclos de compressdo em cada ensaio e 0s resultados
expressos em firmeza (N), adesividade (Nm), coesividade (razéo), elasticidade (mm)
e gomosidade (firmeza x coesividade) (FENG; FU; YANG, 2017; SOW; YANG, 2015).
As determinacfes foram realizadas em triplicata, onde os dados foram apresentados
como média + desvio padrdo e um valor de probabilidade menor que 0,05 foi
considerado significativo. A andlise de dados foi realizada por analise de variancia e
teste de Tukey, utilizando-se o software Statistica Kernel Release 7.1 (StatSoft Inc.
2006, Tulsa, USA).



45

2.11.3 Morfologia da gelatina

As eletromicrografias foram obtidas em Microscopio Eletronico de Varredura —
MEV equipado com EDS (Le0-1430, Leo, USA), a uma aceleracao eletronica (EHT)
de 10 kV, distancia de trabalho (WD) variando entre 14 mm e utilizando-se detector
de elétrons secundarios (SE1). As escalas micrométricas foram projetadas nas
mesmas condicdes Opticas. Na preparacdo, as amostras foram aderidas a suportes
metalicos (stubs) por meio de fita de carbono dupla face e metalizadas com camada
de ouro de aproximadamente 20nm de espessura por 150 segundos em corrente de
90 pA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de aminoé&cidos totais da pele e gelatina

O perfil de aminoacidos obtido para pele e gelatina de piramutaba (Tabela 2) é
semelhante a outros peixes amazonicos, como a dourada (SILVA; LOURENCO;
PENA, 2017a), e o filhote (kumakuma) (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017b)
comprovando que o habitat € determinante na composicdo. Os aminoacidos
predominantes foram a glicina (GLY), prolina (PRO) e hidroxiprolina (HPRO). Em
relacdo aos iminoacidos, € desejavel que a gelatina possua maior teor possivel, pois
influenciam diretamente as propriedades tecno-funcionais, como for¢ca do gel e ponto
de fuséo (OLIVEIRA et al., 2019).

Aspartato (ASP), Acido glutamico (GLU), Histidina (HYS), Arginina (ARG) e
Lisina (LIS) representam cerca de 30% do total de aminoacidos na pele e gelatina de
piramutaba (Tabela 2). Eles possuem grupo R’ contendo aminas livres, disponiveis
para ligacdo com acidos graxos e outros grupos funcionais de carga oposta. Esta
propriedade esclarece o mecanismo de combinacdo entre as proteinas e gorduras

presentes na pele da piramutaba.
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Tabela 2. Perfil de aminoacidos totais presentes na pele e gelatina de piramutaba

Residuos /100 Residuos Pele! Gelatina!
Aspartato ASP 6,05 6,04
Acido glutamico GLU 9,09 9,45
Serina SER 3,97 4,05
Histidina HYS 1,08 1,07
Taurina TAU 0,05 0,29
Arginina ARG 7,90 8,40
Treonina THR 3,04 2,68
Alanina ALA 9,43 9,65
Tirosina TYR 1,12 1,03
Valina VAL 2,60 2,35
Metionina MET 1,70 1,63
Cisteina CYS 1,32 1,17
Isoleucina ILE 1,84 1,8
Leucina LEU 3,26 3,04
Fenilalanina PHE 2,06 2,12
Lisina LIS 3,88 3,96
Glicina GLY 21,92 23,76
Prolina PRO 11,15 11,50
Hidroxiprolina HPRO 7,05 5,99
Iminoacidos totais PRO + HPRO 18,20 19,75
TOTAL 98,48 99,98

1Erro maximo de 15% e 5% nos picos mais altos e intermediarios, respectivamente

3.2 Perfil de micro e macro elementos na pele e na gelatina

Os macros elementos encontrados em maior quantidade na pele séo o fésforo
e o calcio (Tabela 3). Apos a extracdo de gelatina, ocorrem mudancas nos teores de

diversos elementos.
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Tabela 3. Perfil de micro e macro elementos da pele e gelatina de piramutaba

Elemento Pele Gelatina
Macro (mg/kg) Na 0,2736 32,6159
Mg 0,5211 0,3591
K 1,0934 0,0000
Ca 7,3563 1,6982
P 7,5440 1,2164
Micro (mg/kg) Cr 0,0273 0,0109
Mn 0,0075 0,0000
Fe 0,2878 0,1230
Ni 0,0026 0,0007
Zn 0,0648 0,0547
Cu 0,0179 0,0155
Al 0,1585 0,0778
As 0,0484 0,0464
Se 0,0771 0,0233
Co 0,0001 0,0011
Ba 0,0049 0,0106
Metais pesados (mg/kg) Cd 0,0000 0,0000
Pb 0,0123 0,0000

Fonte: Dados do autor (2019)

O aumento substancial encontrado no teor de sédio da gelatina é proveniente
do pré-tratamento salino. Os ions Na* estdo normalmente distribuidos ao longo da
proteina, ligados aos grupos -COO-, enquanto os metais divalentes por ligacdes
ibnicas com o grupo -COO-.

Ha& uma reducdo nos teores de potassio, assim como perdas relevantes nos
demais elementos, em funcdo da lixiviacdo pela agua durante os pré-tratamentos
(Tabela 3). Pode-se destacar a predominancia do ferro, proveniente da hemoglobina
do sangue do peixe. Outro elemento importante encontrado foi o selénio, que
apresenta propriedades antioxidantes semelhantes ao licopeno (ADADI; BARAKOVA;
KRIVOSHAPKINA, 2018), atuacdo em enzimas (ZHANG et al.,, 2004), efeito
antitumoral (YANG et al., 2012), podendo estar ligado, principalmente, a dois
aminoacidos denominados Selenomethionine e Selenocistein (LI et al., 2019), formas
organicas de absorc¢ao pelo ser humano (KHANAM; PLATEL, 2016). Uma quantidade
de selénio semelhante foi relatada em tempeh, onde 100g representam
aproximadamente 10% da ingestdo recomendada de selénio para um adulto/dia
(KURNIAWATI et al., 2019). A bioacumulacéo de selénio no muasculo ja foi encontrada
em carpa de cativeiro (QIN et al., 2015), porém, em pele e gelatina de peixe ainda ndo

havia sido relatada
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De maneira geral, os teores de micro e macro elementos estéo relacionados
com as particularidades de cada espécie. A quantidade de elementos encontrados na
gelatina de piramutaba sao superiores aos relatados em gelatina de tilapia (SOW et
al., 2018), e inferiores aos relatados na pele e gelatina de carpa (TKACZEWSKA et
al., 2018).

Quanto aos metais pesados encontrados (Tabela 3), supde-se que as lavagens
com agua foram suficientes para remover o teor de chumbo da pele, ainda que a
concentragdo encontrada ndo seja considerada nociva para o consumo humano
(TKACZEWSKA; MIGDAL, 2012).

Com base em dados da literatura, propomos um esquema geral da distribuicao

dos elementos mais relevantes ao longo da cadeia de gelatina (Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema qualitativo que ilustra a disposicdo de minerais ao longo da cadeia de gelatina
liofilizada de piramutaba
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3.3 FTIR e eletroforese da gelatina

A identificag@o de grupos funcionais é demonstrada nos resultados de FTIR e
da distribuicdo do peso molecular da gelatina pela eletroforese (Fig. 2).
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Fig. 2. Espectros FTIR (A) e eletroforese (B) de gelatina de piramutaba liofilizada

Os espectros de FTIR (Fig. 2A) da gelatina liofilizada de piramutaba revelaram
0s padrdes das principais bandas tais como: amida-A (representando estiramento da
ligacdo N-H e/ou O-H), amida-B (ligagdo C-H), amida-l (ligacdo C=0), amida Il
(significa a vibracdo de flexdo dos grupos N-H e estiramento da ligacdo C-N) e amida
Il (representa a combinacédo dos picos entre o estiramento C-N e a deformacédo N-H)
(KAEWPRACHU et al., 2018). Outros trabalhos também relataram picos proximos
destas ligacdes quando estudaram gelatina de carpa (ALIl; KISHIMURA; BENJAKUL,
2018; CAl et al., 2017; KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019).

Neste estudo, observou-se que a gelatina apresentou pouca degradacdo na
banda amida A em 3279 cm, com uma baixa amplitude. Segundo Staroszczyk,
Sztuka, Wolska, Wojtasz-Pajgk, & Kotodziejska, 2014), a presenca de menor
comprimento de onda, em conjunto com maior amplitude de amida A, é associada a
degradacao de moléculas de gelatina, fornecendo um namero maior de grupos amino
livres. Esse comportamento esta de acordo com o alto contetdo de peptideos de alto
peso molecular, observados na eletroforese (Fig. 2B). Da mesma forma, a amida B,
detectada em 2932 cm?, refere-se a vibracéo de estiramento assimétrico de C-H e do
—NH3z* (Hamzeh et al., 2018).
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A gelatina apresentou banda amida | no comprimento de onda de 1639 cm™ o
que, segundo Yakimets et al. (2005), é caracteristico de estruturas helicoidais
aleatérias, onde o pico de absorcdo em 1633 cm™ corresponde a estrutura de bobina
aleatoria. Menor amplitude na amida | foi associada com a maior extensdo de
deformacdo ou desordem de uma molécula de gelatina (KANWATE; BALLARI,
KUDRE, 2019). Os picos detectados em 1529 cm* e 1242 cm correspondem a amida
Il e Ill, respectivamente e, segundo Staroszczyk, Sztuka, Wolska, Wojtasz-Pajgk &
Kotodziejska (2014), estes picos sao decorrentes da vibracdo de oscilagdo dos grupos
CH2 do esqueleto de glicina e das cadeias laterais de prolina.

O perfil eletroforético da gelatina liofilizada de piramutaba (Fig. 2B) apresenta
uma unica banda, correspondente a subunidades predominantes de cadeias de alto
peso molecular (PM) B e y (225 a 300 kDa), indicando que houve preservacao da
estrutura durante o processo de extracao. De acordo com Kanwate, Ballari, & Kudre
(2019), o desaparecimento das cadeias [3 e y esta associado a bandas peptidicas de
menor peso molecular (PM) (40-60 kDa), influenciando negativamente nas
propriedades funcionais (ALI; KISHIMURA; BENJAKUL, 2018), como a forca do gel.

3.4 Andlise de Difracdo de Raio-X (DRX) da gelatina

A gelatina de piramutaba apresentou dois picos de difracdo de raio-X (DRX)
bem definidos, em 7,83° e 21,17°, com amplitude em 739 e 1129, respectivamente
(Fig. 3). Segundo Sha et al. (2014), picos nestas regides correspondem a estrutura de
tripla hélice. O aspecto geral do DRX obtido € semelhante ao de gelatina de peixe de
agua fria (ETXABIDE et al., 2015).

Neste estudo, a gelatina apresenta elevada amplitude dos picos, o0 que esta em
consonancia com o FTIR e eletroforese (Fig. 2), que demonstram a presenca de

cadeias de alto peso molecular, B ey.
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Fig. 3. Padrdes de difracdo de raios X para gelatina liofilizada de piramutaba

3.5 Potencial zeta da gelatina

Para a faixa de pH entre 3,0 e 11,0, o potencial zeta variou entre 18,90mV e -
19,10mV (Fig. 4). Juntamente ao elevado peso molecular, esse comportamento &
caracteristico de gelatinas do tipo B (KARIM; BHAT, 2009) e € semelhante ao relatado
em gelatina de carpa (JANCIKOVA et al., 2019) e tilapia (MENEZES et al., 2019).

A gelatina é um dos poucos hidrocoldides naturais a apresentar comportamento
anfétero (HUANG et al., 2019), ou seja, que pode ser comportar como acido ou base.
Em pH <6,3, ha uma tendéncia a protonacado de grupos amino da gelatina (Fig. 4), em
funcdo do excesso de H*. J& em pH >6,3, acontece a desprotonacdo dos grupos
amino e carboxilico, causando a diminuicdo do potencial zeta, pelo excesso de OH"
(MEKA et al., 2017). Em pH 6,3 hd um equilibrio entre as cargas, reduzindo
drasticamente a solubilidade (ponto isoelétrico).

O entendimento do potencial zeta da gelatina de piramutaba € imprescindivel
para o melhoramento de suas caracteristicas tecno-funcionais, uma vez que ele
estabelece as condi¢Bes para interacdo eletroestatica com goma arabica (LI et al.,
2018), sorbitol e sacarose (ALTAN KAMER et al., 2019), alginato de sédio (SOW et

al., 2019), entre outros.
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Fig. 4. Efeito do pH no potencial zeta de solu¢gbes de gelatina a 2% (v/v). Cargas nulas em pH 6,30

(ponto isoelétrico).

3.6 Composicao centesimal e propriedades tecnoldgicas

Os resultados de composicdo centesimal e propriedades tecnolégicas da

gelatina encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Composicéo centesimal e propriedades tecnolégicas da pele e gelatina de piramutaba

Composicdo centesimal®

Umidade (g/100g)

Proteinas totais (g/100g)
Lipideos totais (g/100g)
Residuo Mineral Fixo (g/100g)
Propriedades tecnoldgicas
Rendimento (%)

Forca do gel (g Bloom)

Ponto de Fusao (°C)

pH

Capacidade de Formar Espuma (%)
Solugéo 1%

Solugéo 2%

Solugéo 3%

Capacidade emulsificante (%)

7,68 +0,13
88,77 +0,87
0,87 0,12
2,35 +0,03

25,04 +0,78
250,00 10,00
25,00 +0,50
11,0 +0,02

102 0,32
106 +0,45
117 0,12
35,01 1,04

!Base Umida
Fonte: Dados dos autores (2019)

Neste estudo, a umidade e o teor de lipideos estdo proximos ao relatado em

gelatinas liofilizadas de peixes amazonicos, como a dourada (SILVA; LOURENCO;
PENA, 2017a) e o filhote (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017b). O teor proteinas da
gelatina de piramutaba é semelhante ao relatado em carpa (HUANG et al., 2018) e
maior que o encontrado em atum (75%) (AKSUN TUMERKAN et al., 2019). O residuo

mineral fixo encontrado aqui esta préximo ao relatado para tilapia (FENG; FU; YANG,
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2017) e € um indicador da presenca de sais minerais, principalmente associados ao
colageno (DAS; TSIANOU, 2017)

O rendimento de extracdo de gelatina de piramutaba foi superior ao observado
na gelatina de dourada (SILVA; LOURENCO; PENA, 2017a) e tilapia-do-nilo (NIU et
al., 2013). Um maior rendimento esta associado as condi¢bes de pré-tratamento,
como etapas de solubilizacédo do colageno e remoc¢éo de material ndo colagenoso, e
de extracdo, como tempo e temperatura adequados a cada espécie (HUANG et al.,
2019).

Os resultados obtidos para forca do gel estdo em acordo com o recomendado
para fins alimentares, entre 2509 e 260g, em funcao da palatabilidade (KARIM; BHAT,
2009). Juntamente com o ponto de fuséo, estas propriedades sao importantes para
avaliar a qualidade de gelatinas, uma vez que estéo relacionadas com a capacidade
de sua interacdo com agua e, consequentemente, ao teor dos iminoacidos, prolina e
hidroxiprolina (Tabela 3). Os tipos de ligacdes identificadas no FTIR e eletroforese
(Fig. 2) esclarecem as condi¢cdes responsaveis pela forca de gel e ponto de fuséo na
gelatina de piramutaba.

O pH alcalino encontrado na gelatina potencializou o aparecimento de -OH"
(SOW; YANG, 2015) e, por isso, € fator limitante para a Capacidade de Formacéao de
Espuma (CFE), favorecida pelo equilibrio entre anions e céations (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2007).

A Capacidade Emulsificante (CE) da gelatina, em geral € menor, quando
comparada com outras substancias redutoras de tensao interfacial, como proteinas e
polissacarideos (HUANG et al., 2018; KARIM; BHAT, 2009). Os resultados de CE
estao relacionados aos residuos hidrofébicos (ASP, GLU, HYS, ARG e LIS) presentes
na gelatina (Tabela 3), e ao elevado peso molecular das cadeias (Fig. 2B), que limitam

a disperséao do 6leo na gelatina.

3.7 Microestrutura da gelatina

3.7.1 Avaliacdo do comportamento reoldgico de gelatina

Todas as solugdes de gelatina exibiram comportamento ndo-Newtoniano com

variacao de viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento, apresentando indice de
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comportamento do fluxo n # 1 (Tabela 5) (ECHEVERRIA; EISENBERG; MAURI,
2014).

Os valores experimentais foram modelados por Binhgam, Herscherl-Bulkley e
Ostwald de Waele, no entanto, apenas os modelos Herscherl-Bulkley e Ostwald de
Waele foram considerados satisfatorios, baseados no ajuste experimental (p < 0,05)
do coeficiente de correlagdo - R? (Fig. 5). Apesar dos dois modelos apresentaram alta
correlacdo (R?=0,99), o modelo de Otswald ndo considera a tensdo limite de
escoamento (t,), sendo uma desvantagem para a avaliagdo do processamento de
gelatina. Segundo Binsi, Shamasundar, Dileep, Badii, & Howell (2009), o modelo de
Herschel-Bulckley é o mais adequado para descrever o comportamento reolégico da
gelatina de peixe.

55 z
& 30°C = 40°C
404 Bingham R'=0,97 ; (A) } 40 4 Bingham R'=0.97 (B)
N Herschel-Bulkley.R:=0;59 A j Herschel-Bulkley R'=0.99 =
354 ald de Waele R°= 7 5 BT /
= Ostwald de Waele R™=0.99 / 3: ] Ostwald de Waele R™=0.99 ’:;‘/
304 £ = 7
£ /{«} & 301 /¢7f
==
2 25 A 2 25 i
2 /4 s = //
7 A7 = ¥
20 [ -
— / 0 - A
) 2 z
S e 2 g /
= 154 ' = 154
& PN e /\4
104 i 10 1
~&Z <
S1__2 54 i
e g R S
0l== T : T T T T 01 ==, r . . . .
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
-1
Shear rate (s ) Shear rate (s")
454
——350°C
e 0,12 ——30°C]
40 Bingham R=0.97 (€) (D) 10°C
ol Herschel-Bulkley R'=0.99 50 °C1
#27] Ostwald de Waele R'=0.99 P 010 ‘
= 30 / 0 ‘
a V] fo? <
\’; ///‘ A |
iz N ~ Al
¢ 25 / % 0,08
2 20 F Q
5’ f/ 2 0,06
B o 2 0,06 | K
ﬁ 154 »/,/{/ > iy N\
P A
10 A |
//// 0,044 VLN A
5 pET S
51 AAEE v
A=
0 0,02

T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600

Shear rate (s”) Shear rate (s ")

Fig. 5. Andlise de modelos a 30°C (5A), 40°C (5B) e 50°C (5C) e efeito da temperatura nas propriedades
reoldgicas (5D) para solu¢éo de gelatina a 6,67%

O comportamento reolégico das solugbes foi influenciado (p<0,05) pela
temperatura (Tabela 5). Observa-se uma tendéncia dilatante (n > 1) (ECHEVERRIA;
EISENBERG; MAURI, 2014), no comportamento de todas as solu¢des, com maior
viscosidade aparente (np) em funcédo do aumento da temperatura quando submetidos
a um aumento da taxa de deformacdo (y), como pode ser observado no

comportamento das curvas de fluxos (Fig. 5A, 5B e 5C). O comportamento dilatante



56

foi maior para a solugao de 30 °C, apresentando maior valor (p < 0,05) de limite de
escoamento (t.) para o0 modelo Herscherl-Bulkley, maior valor (p < 0,05) de indice de
consisténcia (K) (maior resisténcia ao escoamento) e consequentemente diminuigéo
(p = 0,05) no indice de comportamento do fluxo (n) para o modelo de Ostwald de
Waele, coerente com maior (p < 0,05) valor de viscosidade para esta amostra.
Portanto, a andlise de variancia (ANOVA) indicou que a temperatura afeta (p < 0,05)
a resposta de 1., K e n, e consequentemente o comportamento reolégico das solu¢des
estudadas.

Tabela 5. Modelos reolégicos de solugfes de gelatina a 6,67% (p/v) em diferentes temperaturas

30°C 40°C 50°C
Bingham
To (Pa) 2,760,382 3,66+0,062 3,32+0,19°2
ne(Pa.s) 0,064+0,00* 0,062+0,00* 0,057+0,00°
R? 0,97+0,0028 0,97+0,0028 0,97+0,0028
Herschel-Bulkley
To (Pa) 3,07+0,012 1,86+0,17° 1,66+0,30°
K 0,001+0,00% 0,001+0,00° 0,001+0,00°
n 1,61+0,01°¢ 1,71+0,02° 1,76+0,05%P
R? 0,99+0,00°A 0,99+0,002A 0,99+0,002A
Ostwald de Waele
K 0,008+0,00% 0,003+0,00° 0,002+0,00°
n 1,33+0,04° 1,49+0,00% 1,55+0,002
R? 0,99+0,00%A 0,99+0,00%A 0,99+0,00%4
Viscosidade aparente (Pas) 0,054+0,0042 0,046+0,001° 0,044+0,001°

Letras maiusculas em comum na mesma coluna nao diferem entre si (p < 0,05).
Letras mindsculas em comum na mesma linha nao diferem entre si (p < 0,05).

As menores viscosidades foram observadas nas temperaturas de 40°C e 50°C,
nas taxas de cisalhamento de 0s~100s (Fig. 5A). Com o aumento das taxas de
cisalhamento, a viscosidade, nas temperaturas avaliadas, tende a se aproximar. Esse
fendmeno ocorre porque o aumento da taxa de cisalhamento promove a quebra das
ligacOes de gelatina com a agua (CHANDRA; SHAMASUNDAR, 2015).

Em baixa concentracdo de gelatina e alta taxa de cisalhamento (300s~600s),
existe um maior espacamento intermolecular e competicao entre os ions de sodio por
moléculas de agua, reduzindo a atracdo com moléculas de gelatina. Por isso, as
solucdes aquosas de gelatina de piramutaba a 6,67% n&o apresentaram tixotropia.

Esses resultados diferem do observado na gelatina de bexiga natatoria de peixe
(CHANDRA; SHAMASUNDAR, 2015), onde soluc¢des aquosas a 6,67% apresentaram
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tixotropia, por nédo ter ocorrido pré-tratamento salino durante a extracéo, resultando

em menor concentracdo de sodio na gelatina.
3.7.2 Perfil de textura (TPA) de gelatina

O Perfil de Textura (TPA) (Tabela 6), foi determinado com o objetivo de simular
a acao da lingua e dentes e, portanto, os resultados diferem do teste de forca do gel

(YANG et al., 2007).

Tabela 6. Perfil de textura (TPA) em solucéo de gelatina a 6,67%, nas temperaturas 5°C e 15°C

Parametro Temperatura

5°C 15°C
Firmeza (g) 549,12 +0,092 302,34 +0,04°
Adesividade (g) 262,06 +0,052 268,69 +0,022
Coesividade (raz&o) 0,37 +0,05° 0,79 £0,012
Elasticidade (mm) 15,2 + 0,12 14,3 +0,32
Gomosidade (g) 203,17 +0,04° 238,85 +0,022

) etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05)

Em funcdo da mudanca de temperatura, apenas a firmeza, coesividade e
gomosidade apresentaram diferenca (p<0,05) no perfil de textura da gelatina (Tabela
5). A firmeza é considerada a forca necesséria para realizar a quebra do alimento
pelos molares (BOURNE, 2002; TKACZEWSKA et al., 2018). Neste estudo, o
aumento da temperatura em 10°C promoveu a reducdo da firmeza em
aproximadamente 55%, estando de acordo com trabalhos anteriores com gelatina
(FENG; FU; YANG, 2017; SOW et al., 2019). O aumento da temperatura fornece mais
energia para o sistema, resultando em mudanca conformacional da tripla hélice e
reducdo do numero de ligacBes entre a gelatina e a agua, sejam elas pontes de
hidrogénio, forcas van der Waals ou ligacdes idnicas. A relacdo da temperatura com
a firmeza é de grande importancia para a industria de alimentos, uma vez que serve
de parametro para processos envolvendo gelatina em produtos de confeitaria e leite
fermentado (AHMAD et al.,, 2017), geralmente armazenados em temperatura de
refrigeracao.

A coesividade € uma medida do grau de dificuldade em quebrar a estrutura
interna do gel (YANG et al., 2007). Neste estudo, a maior coesividade observada em
15°C esté relacionada ao aumento da desorganizacdo do complexo gelatina-agua, o

gue resulta em menor friabilidade (facilidade da estrutura se romper). Desta forma, a
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forca necesséria para deformar uma estrutura com menor friabilidade é maior
(BOURNE, 2002).

A gomosidade é definida como a energia necessaria para desintegrar um
alimento semissélido para degluticio (BOURNE, 2002). Neste estudo, a gelatina de
piramutaba apresentou gomosidade quatro vezes menor que a da carpa a 10°C
(HUANG et al.,, 2018) e dez vezes menor que a de peixe unicérnio a 4°C
(KAEWRUANG et al., 2014). Entende-se que uma menor gomosidade facilita a
mastigacao e esta associada a melhor palatabilidade, devido a liberacédo de flavor do
alimento. Isso é particularmente importante para doces e produtos de confeitaria que
contém gelatina como ingrediente (BOURNE, 2002; NISHINARI; DOI, 1993).

Diferencas em TPA de gelatinas estdo relacionadas a composicdo de
aminoacidos e minerais, distribuicdo de peso molecular, tipos de interacdes
intramoleculares, processo de extracdo de gelatina e método de maturacdo (ALTAN
KAMER et al., 2019; FENG; FU; YANG, 2017; KAEWRUANG et al., 2014; YANG et
al., 2007).

3.7.3 Morfologia da gelatina

A microestrutura da gelatina (Fig. 6) revela morfologia tipica de materiais
gelatinosos, com caracteristicas de densas redes de fibras finas em forma de folhas
separadas por espacos vazios heterogéneos (XU et al., 2017). Também apresentam
tubos foliados irregulares, com pequenas fissuras. Além disso, a microestrutura
porosa € semelhante a gelatina de carpa (ALI; KISHIMURA; BENJAKUL, 2018) e
tilapia (SINTHUSAMRAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2014).

A gelatina liofilizada apresenta estrutura menos compacta, desta forma possui
maior area superficial, melhorando a solubilizacdo e, consequentemente, as
propriedades reologicas e tecnoldgicas (LIN et al., 2017). Pode-se observar na
micrografia (Fig. 6B) a presenca de elementos como o sodio, ligado a estrutura da

gelatina, contribuindo com a solubilidade.
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Fig. 6. Micrografias de gelatina da pele de piramutaba liofilizada nas amplia¢des: Ox (4A) e 321x (4B).
Destaque para os elementos C, O, Na, Cu e S, obtidos por EDS (Spectrum 1).

4. CONCLUSAO

O presente trabalho fornece importantes informacdes a respeito das interacdes
gue resultam na microestrutura. Os fatores responsaveis pela microestrutura de
gelatina de piramutaba séo determinantes para o processamento de alimentos, como
em produtos lacteos (fermentados ou n&o), carneos, sorvetes, entre outros que
utilizem gelatina, principalmente como estabilizante. Além disso, por apresentar
elevado rendimento e caracteristicas adequadas, a piramutaba se apresenta como
excelente fonte alternativa as gelatinas bovina e suina.

A descoberta de elementos de grande importancia nutricional, como o selénio,
define uma nova perspectiva a respeito de gelatinas de peixes amazdnicos, ampliando
0 potencial para o desenvolvimento de novos produtos e aplicacfes. Apesar de
colaborar com o rendimento da extracdo, o pré-tratamento salino limita diversas
propriedades tecnoldgicas da gelatina. Desta forma, novas pesquisas devem buscar

aprimorar a extracao de gelatina sem prejudicar as propriedades tecnolégicas.
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CAPITULO Il

Melhoramento das caracteristicas da gelatina de peixe - goma arabica através
da formacdo do complexo polieletrélito?

RESUMO

O objetivo deste estudo foi estudar e caracterizar a interagdo entre gelatina e goma
ardbica e seus efeitos na obtencdo das condi¢cbes 6timas de atomizacdo. As
condicdes otimas (D=0,866) obtidas foram concentracdo de goma arébica de 33,4%
e temperatura do ar de entrada de 130 °C. Estas condi¢Oes proporcionaram 6,62 g/h
de rendimento, 0,27 de aw e 247g de forca do gel, caracteristicas adequadas para
gelatinas com fins alimentares. O complexo formado (GP-GA) foi obtido com éxito,
como demonstram os resultados de perfil de aminoacidos, eletroforese, FTIR,
potencial zeta e morfologia. Também foi verificado que a formagdo do GP-GA
promove alteragdes positivas, como maior rendimento de atomizagéo, adequada forga
do gel, baixa higroscopicidade e alta solubilidade. As propriedades tecnoldgicas do
GP-GA estado de acordo com o preconizado para produtos atomizados e gelatinas
para uso na industria de alimentos e demais areas.

Palavras-chave: colageno, secagem, interacéo eletroestatica, microscopia eletronica
de varredura, espectroscopia FTIR, eletroforese, perfil de aminoéacidos.

2 Artigo aceito no periddico Carbohydrate Polymers (em anexo).
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1. INTRODUCAO

A gelatina, como biopolimero, apresenta caracteristicas importantes tais como,
sua natureza anfotera, estrutura helicoidal de cadeia tripla especifica (ndo observado
em polimeros sintéticos) e sua interacdo com a agua, que é diferente da encontrada
em polimeros sintéticos hidrofilicos (AHMAD; BENJAKUL, 2011; KASANKALA et al.,
2007; KOZLOV; BURDYGINA, 1983).

Contém quantidades relativamente elevadas de aminoacidos, tais como glicina,
prolina, hidroxiprolina e alanina (WANG; AGYARE; DAMODARAN, 2009). O
tropocolageno é a unidade béasica do coladgeno e é composto por trés cadeias de
polipeptidios com idéntica ou diferente sequéncia de aminoacidos (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2007). O perfil de aminoacidos esta diretamente correlacionado
com as propriedades viscoelasticas da gelatina. Autores como Al-Hassan & Norziah
(2012), Cheow, Norizah, Kyaw, & Howell (2007) e Liu et al. (2012) relataram que é
necessario determinar o perfil de aminoacidos para uma completa compreenséao das
propriedades funcionais e caracteriza¢ao nutricional.

A gelatina é uma proteina soluvel obtida da hidrélise parcial do colageno,
presente em 0ssos, cartilagens e peles de animais de abate (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2011). No entanto, a possibilidade de transmissdo de doencas de bovinos
(KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019) e a ndo aceitacao de produtos de origem suina
por motivos religiosos (Bueno et al., 2011) tem impulsionado a obtencdo de gelatina a
partir de outras fontes, como o pescado.

Na industria de alimentos, a gelatina proporciona espalhabilidade em
margarinas, estabilidade em produtos lacteos, gelificacdo em produtos assados e
retencdo de agua em produtos carneos, entre outros (HUANG et al., 2019). Essas
funcionalidades estéo relacionadas a estrutura do tropocolageno, obtido conforme o
tipo de matéria-prima, métodos de extracdo e de secagem (GOMEZ-GUILLEN et al.,
2011). A secagem realiza transferéncia de calor e massa, provocando a ruptura de
ligacOes intra e intermoleculares na estrutura do tropocolageno (HAMZEH et al.,
2018). Deve, portanto, ser estudada para aumentar o rendimento e obter propriedades
adequadas, como forgca do gel, capacidade de formar espuma e capacidade
emulsificante.

Estudos indicam que a atomizacao pode gerar gelatinas adequadas a industria

de alimentos, sejam elas da pele de cabras (MAD-ALI et al., 2016), de pescado
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(HAMZEH et al., 2018; KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019), assim como na
diminuicdo do odor caracteristico de gelatinas de peixe (SAE-LEAW; BENJAKUL,;
O’BRIEN, 2016). A goma arabica tem sido largamente utilizada como material de
parede, na atomizacdo, em funcdo do baixo custo, alta disponibilidade, alta
solubilidade em agua e baixa viscosidade. Este polissacarideo pode formar complexos
polieletrélitos que modificam as propriedades da gelatina e melhoram o rendimento
do processo (ESFAHANI et al., 2019; MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014).

Os polieletrdlitos sdo definidos como qualquer macromolécula com unidades
repetitivas que se dissociam em uma solucao ionizante, contendo uma macromolécula
altamente carregada, formando um complexo polimérico. Os complexos formados
possuem propriedades diferentes das macromoléculas individuais e assumem
comportamentos especificos dependendo das condicdes em que S&0 expostos
(KUMAR et al., 2015). Os polieletrdlitos séo classificados com base em sua natureza,
podendo ser policatidnico, ionizam-se em solugcdo formando cargas positivas
(gelatina), ou polianions, ionizam-se em solucdo formando sitios negativos (goma
arabica) (DAS; TSIANOU, 2017). Devido estas caracteristicas do sistema para
formacéo de complexos polieletrdlitos em solugéo ibnicas, estes vém se destacando
em diversas aplicacfes quimicas, farmacéuticas e biotecnoldgicas, pois diferentes
graus de estabilidade, tamanho, viscosidade e morfologia do complexos polieletrdlitos
podem ser alcancados (BONFERONI et al., 2014; MEKA et al., 2017).

Existem pesquisas relacionadas a extracao de gelatina de pele de peixes de
diferentes espécies em varios paises (CHEOW et al., 2007; CHO et al., 2004,
MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2000; NIU et al., 2013) e no Brasil (ALFARO et al.,
2013), onde foi extraida gelatina de tambaqui (OLIVEIRA, 2014), de filhote (Silva,
Pena & Lourenco, 2016) e de dourada (Silva, Lourenco & Pena, 2017). A piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii), tem potencial para extracao de gelatina, devido a grande
producdo e pela subutilizacdo das peles. Com isso sdo geradas gigantescas
guantidade de residuos pelas industrias de peixe do estado do Para, Brasil. No
entanto, ainda existem poucos estudos sobre as caracteristicas dessa pele, da
gelatina extraida, da formacdo do complexo polieletrélito com goma arabica e seus
efeitos na secagem por atomizacao.

O interesse pela formac&o de complexos e atomizagao tem como foco reduzir
0s custos, ampliar e otimizar a producao de gelatina de peixe para escala industrial,

além de que o aproveitamento das peles reduz o impacto ambiental da atividade.
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Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho foi estudar e caracterizar a interagao entre
gelatina e goma arabica e seus efeitos na obtengdo das condi¢bes Otimas de
atomizacao. As condi¢Bes 6timas foram definidas através de Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), Analise de Variancia (ANOVA) e Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR). A interacdo foi avaliada através de caracterizacao
quimica, propriedades tecnolégicas, morfologia, perfil de aminoacidos totais, FTIR,

potencial zeta e eletroforese.



70

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes quimicos

Dodecilsulfato de sodio (SDS) 95% e B-mercaptoetanol (299%) (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) foram adquiridos da Loba Chemie, Mumbai, india. Marcador
padrao proteico e Coomassie Blue R-250 foram adquiridos da Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA. Goma arébica (P.A. 99%) foi adquirida da Exodo Cientifica, Brasil.
Os outros reagentes quimicos utilizados neste estudo foram de grau analitico.

2.2 Coleta e preparo da pele de piramutaba

As peles de piramutaba foram coletadas em industria de pesca localizada no
municipio de Belém, estado do Para, Brasil, latitude 1°27'06.0"S, longitude
48°30'11.3"W. As peles foram acondicionadas em embalagens de polietileno,
transportadas em caixas isotérmicas com gelo por 60 min até o laboratorio. As peles
foram imediatamente lavadas com agua destilada e cortadas em 4cm x 4cm. Em
seguida, foram novamente embaladas, seladas a vacuo e congeladas a -26°C, até o

processo de extracao.

2.3 Pré-tratamentos, extracdo da gelatina e mistura com goma arabica

A metodologia foi proposta por Montero e Gomez-Guillen (2000) e adaptada
por Oliveira (2014), com modificacBes. Antes da extracao de gelatina, 60g de pele foi
adicionada em erlenmeyer de vidro de 250 mL, agitada em NaCl 0,6 M (10 min, 85
rpm, 25°C), em NaOH 0,3 M (15 min, 85 rpm, 25°C) e em CH3zCOOH 0,02 M (60 min,
85rpm, 25°C), na proporcdo 1/3 (peso/volume), para aumentar a solubilidade do
colageno. A agitacdo foi realizada em incubadora Shaker (modelo Luca-223,
Lucadema, Brasil). As peles foram lavadas em agua destilada imediatamente apoés
cada uma destas etapas.

Para a extracdo da gelatina, foi adicionada agua destilada na proporcdo 1/5
(peso/volume) nas peles e mantidas a 60°C por 12h em banho termo estatizado
(modelo TE-057, Tecnal, Brasil). A solu¢cdo aquosa de gelatina (96% de proteina em

base seca) foi filtrada em tecido failet (70 mesh) para remover residuos nao
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colagenosos. Posteriormente, goma arébica foi adicionada a solucédo de gelatina em
diferentes proporgdes, segundo o planejamento experimental. Finalmente, a solugéo
foi homogeneizada em incubadora Shaker (150 rpm,15 min, 25°C) e atomizado.

2.4 Definicdo das condi¢cdes 6timas de atomizacao

Testes preliminares e reviséo da literatura definiram os parametros e 0s niveis
do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (Tabela 1). O percentual de
adicdo de goma arabica (X1, %) e temperatura do ar de entrada (X2, °C) foram
definidos como variaveis independentes, enquanto as respostas avaliadas foram:
rendimento da atomizacao (Y1), atividade de agua (Y2) e forca do gel (Y3).

As caracteristicas desejadas para a gelatina, neste estudo, foram: maximo
rendimento, minima atividade de agua e forca do gel entre 250g e 260g. Foi utilizado
DCCR de 22, com quatro pontos fatoriais (niveis +1), trés replicatas no ponto central
(nivel 0), quatro pontos axiais (duas variaveis no nivel +1,41 e duas variaveis no nivel
0), totalizando 11 ensaios (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978). Os ensaios foram
aleatorizados para minimizar o efeito de fatores externos.

A Eq. 1 foi utilizada para avaliar os efeitos lineares, quadraticos e de interacéo
das variaveis independentes sobre a resposta selecionada. Onde Y € a variavel
dependente, o € a constante, i, Gie Biisdo coeficientes de regressao e Xi e Xjsao os

niveis das variaveis independentes.

Y =B + XK, BiXi+ Yk, piiXi% + 2i=12§=i+1 BiiXiXj + ¢ (Eq. 1)

Os modelos foram avaliados pelo teste F, para a regresséao e falta de ajuste,
além de analise de variancia (ANOVA), do coeficiente de correlagcéo (R?) e o ajustado
(Adj-R?). Ap6s a avaliacdo dos modelos, somente variaveis significativas (p<0,05)
foram mantidas. A partir dos modelos ajustados foram geradas as Superficie de
Resposta (MSR) para a analise de comportamento. O nivel 6timo de cada resposta
foi definido em conjunto com a funcdo Desejabilidade, por ser uma ferramenta util para
projetar modelos experimentais e permitir avaliar maltiplas variaveis ao mesmo tempo
(BUKZEM et al.,, 2016). Essas anadlises foram realizadas utilizando o software
Statistica Kernel Release 7.1 (StatSoft Inc. 2006, Tulsa, OK, USA).

O rendimento da atomizacéo (Y1) foi calculado através da Eq. 1. A atividade de

agua (aw) foi determinada utilizando-se um higrémetro eletrénico (Aqualab, 3TE -
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Decagon Devices Inc.,USA). Para determinar a for¢a do gel (Y3), foi utilizado o método
Bloom (CHOI; REGENSTEIN, 2000).

Peso do p6 atomizado (g)

Rendimento (g/h) = (Eg. 1)

Tempo de atomizagdo (h)

2.5 Atomizacéo da solucdo aquosa de gelatina e goma arébica

O atomizador (modelo AS0340, Niro Atomizer, Dinamarca) utilizado possui
disco rotativo de 0,03m de diametro, alimentado com ar comprimido na pressao de
0,39 MPa. A camara de secagem tem capacidade de evaporacdo maxima de 85 kg
de agua/h, acoplada a um separador de ciclone e exaustor. A solucdo aquosa de
gelatina e goma arabica foi injetada em fluxo paralelo ao liquido no interior da camara
de secagem através de bomba peristaltica a 0,6 L/h de atomizacéo. O p6 atomizado
foi coletado na base do ciclone em embalagens de polietileno, selado a vacuo e

armazenado a 25°C até o momento das analises.

2.6 Perfil de aminoacidos totais da pele e do atomizado

O perfil de aminoacidos totais foi determinado utilizando cromatografo liquido
de alta performance Waters-PICO Tag™, Waters Model 712 WISP (Waters, Watford,
Herts, UK) (WHITE; HART; FRY, 1986).

2.7 Espectroscopia de Infravermelhos com Transformacdes de Fourier (FTIR)

da gelatina, goma arébica e atomizado

A espectroscopia de Infravermelho com Transformacgdes de Fourier (FTIR) foi
realizada conforme método descrito por Benjakul et al. (2010). Os espectros de FTIR
foram obtidos a temperatura de 22°C utilizando uma célula cristalina de Reflectancia
Total Atenuada (ATR Trough Plate crystal cell, 45° ZnSe, 80 mm long, 10 mm wide, 4
mm thick; PIKE Technology Inc., Madison, WI, USA). Foi utilizado um espectrometro
Equinox 55 FTIR (Bruker Co., Ettlingen, GER). Para analise espectral, amostras foram
colocadas na célula de cristal, fixada na montagem do espectrémetro. Os espectros

na faixa de nimero de onda 4000-500 cm foram coletados em 40 varreduras com
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resolucéo de 4 cm™* e comparados com o espectro de fundo gravado da célula vazia

limpa a 25°.

2.8 Distribuic&o do peso molecular da gelatina e atomizado

A distribuicdo do peso molecular foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE), conforme descrito por Chen et
al. (2014).

2.9 Potencial zeta da gelatina, goma arabica e atomizado

A densidade de carga superficial (Potencial Zeta) foi medida em Zetasizer
(Malvern Instruments, Reino Unido), conforme método descrito por Campelo et al.,
(2017). As amostras foram dissolvidas em agua Milli-Q (Millipore, Bedford, USA) até
2,0% (v/v) de acordo com a faixa de deteccédo 6tima do equipamento. As medi¢cdes

foram realizadas em duplicata (10 avaliagGes por corrida) a 25°C.

2.10 Analise morfologica

A morfologia foi obtida por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
As amostras foram aderidas a suportes metalicos (stubs) por meio de fita de carbono
dupla face e metalizadas com camada de ouro de aproximadamente 20nm de
espessura por 150 segundos em corrente de 90 pA. As eletromicrografias foram
obtidas em microscépio eletronico de varredura (Leo-1430, Leo, USA), a uma
aceleracédo eletrénica (EHT) de 10 kV, distancia de trabalho (WD) variando entre 14
mm e utilizando-se detector de elétrons secundarios (SE1). As escalas micrométricas

foram projetadas nas mesmas condicdes oOpticas.

2.11 Caracterizacdo quimica da gelatina, goma arabica do complexo

polieletrélito atomizado

A caracterizacdo fisico quimica foi determinada por meio das analises de

umidade (método 952.08), proteina bruta (fator de célculo de 5,55) e cinzas (método
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938.08), todas de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2000). O valor de
lipideos totais foi feito utilizando mistura de solventes (BLIGH; DYER, 1956). A teor de
glicidios totais foi realizado conforme método de Lane-Eynon (LUTZ, 2008) e o pH
segundo Schrieber & Gareis, (2007).

2.12 Propriedades tecnoldgicas da gelatina, goma ardbica do complexo
polieletrélito atomizado

A capacidade de formar espuma (CFE) foi determinada em solugcbes de
gelatina em diferentes concentragdes (0,1; 0,2 e 0,3 g/L ), homogeneizadas a 1.750
rpm por 60s a 24°C. A CFE foi calculada pela razéo entre os volumes antes e apos a
homogeneizacdo, expressa em porcentagem (TABARESTANI et al., 2010). A
capacidade emulsificante (CE) foi obtida através da mistura de 20 mL de solugéo de
gelatina a 3,3% com 20 mL de Oleo de soja. Em seguida, foi homogeneizada a 1.750
rpm (30 s, 26°C) e centrifugada a 3.958 rpm (300 s, 26°C). A CE foi calculada pela
razao entre o volume da porcado emulsificada e o volume inicial, sendo expressa em
porcentagem (TABARESTANI et al., 2010).

A viscosidade aparente foi determinada em solucédo a 6,67% (peso/volume)
colocada em banho termo estatizado (Tecnal, TE-057, Brasil) a 45°C e transferida
para o viscosimetro de Ostwald-Fensk (n°® 100) (BSI, 1975). O viscosimetro foi
colocado em banho a 60°C durante 10 minutos para a estabilizacdo da temperatura,
sendo expressa em Pascal por segundo (Pa-s). Para determinar a densidade
aparente, a amostra foi transferida para uma proveta graduada até o volume de 10 mL
e pesada (TONON et al., 2009). A higroscopicidade foi determinada pelo método
descrito por Cai e Corke (2000), onde 1g de amostra foi pesado em becker de vidro e
colocado em dessecador contendo solucao saturada de NaCl (UR de 74,95 %) a 25°C.
Apos 7 dias, as amostras foram pesadas novamente para calculo da higroscopicidade,
expressa em g de agua por g de sélidos secos (base seca).

O indice de Absorcédo de Agua (IAA) e o indice de Solubilidade em Agua (ISA)
foram determinados segundo Anderson, Conway e Peplinski (1970) e adaptado por
Pires e Pena (2017). Foi adicionada 1g de amostra a um becker de vidro contendo
12mL de agua destilada, em seguida, homogeneizada (modelo BK-HG160, Biobase,
China) a 1.700 rpm (1.800 s a 26°C) e centrifugada a 2.348 rpm (600 s, 26°C). O

sobrenadante foi transferido para a placa de Petri de vidro e seco até peso constante
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(60°C, 0,08 MPa). IAA foi expressa como a massa do residuo centrifugado (g) pela
massa de solidos do residuo centrifugado (g), enquanto a ISA foi expressa como a
massa do residuo de evaporacao por 100g de amostra (base seca).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise e ajustes dos modelos

Os valores obtidos no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
para rendimento, aw e for¢ca do gel encontram-se na Tabela 1. Os efeitos lineares,
quadréticos e de interacdo para cada resposta, juntamente com o R? e Adj-R? estdo

na Tabela 2.

Tabela 1. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e os resultados das respostas

Ensaios Variaveis independentes (originais e Respostas

codificadas)

GA (X1,%) TE (X2,°C) Y1 Y2 Y3
1 15,00 (-1) 110,00 (-1) 3,51+0,02 0,33+0,01 230,00 +2,00
2 15,00 (-1) 150,00 (+1) 8,21 +0,09 0,25+0,01 218,00 +3,00
3 35,00 (+1) 110,00 (-1) 7,76 £+0,12 0,23 +0,01 215,00 £5,00
4 35,00 (+1) 150,00 (+1) 7,38+0,25 0,28 +0,01 265,00 6,00
5 11,00 (-1,41) 130,00 (0) 5,11 +£0,17 0,30+0,01 235,00 +2,00
6 39,00 (+1,41) 130,00 (0) 7,84 +0,12 0,29 +0,01 250,00 £3,00
7 25,00 (0) 102 (-1,41) 5,97 £+0,01 0,24+0,01 205,00 5,00
8 25,00 (0) 158 (+1,41) 8,12+0,36 0,22+0,01 232,00 +6,00
9 25,00 (0) 130,00 (0) 5,52+0,39 0,28+0,01 238,00 +2,00
10 25,00 (0) 130,00 (0) 5,44 £+0,47 0,26 0,01 240,00 +4,00
11 25,00 (0) 130,00 (0) 558 +0,14 0,28 +0,01 243,00 3,00

GA Concentracdo de goma arabica, TE Temperatura do ar de entrada, Y1 Rendimento da atomizagao
(g/h), Y2 aw, Y3 Forca do gel (g)

Tabela 2. Efeitos lineares, quadraticos e de interagdo dos polinbmios de segunda ordem (Eq. 1)
associada a significAncia para cada resposta estudada (erro puro)

Rendimento (Y1, g/h) aw(Y2) Forga do gel (Y3, g)

Fatores Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor

Constante  5,51427 0,000054 0,273197 0,000595 240,3107 0,000037
X1 1,82879 0,000744 -0,021212  0,122712 13,3838 0,017392
X1 0,94441 0,004001 0,027460 0,108198 3,1013 0,285433
X2 1,85101 0,000726 -0,014646  0,216216 19,1414 0,008617
X22 1,52604  0,001538 -0,038866 0,058644 -21,3885 0,009926
X12 -2,54000 0,000764 0,065000 0,030139 31,0000 0,006526

X1 Efeito Linear de GA, Xz Efeito Linear de TE, Xu1 Efeito Quadratico de GA, X2z Efeito Quadréatico de
TE, Xi2 Efeito de interacdo GA(TE). Valores em negrito indicam permanéncia no modelo ajustado final

De acordo com a avaliacdo dos efeitos (Tabela 2) para Rendimento, todos os
efeitos demonstraram ser significativos. Para o modelo de aw, 0 efeito X2 foi mantido
em funcdo de estar proximo ao limite de avaliagdo (p<0,05). Para a Forca do gel,

somente o efeito X11 foi removido. Na Tabela 3 encontram-se a Andlise de Variancia
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(ANOVA), teste F para a regressdo e falta de ajuste, coeficiente de correlacéo (R?) e

0os modelos ajustados para as respostas.

Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para Rendimento, aw e For¢a do gel em funcéo das variaveis
independentes, teste F e R?

Fontes de variacéo SQ GL MQ Fcal Frab R?
Rendimento (Y1, g/h)

Regressao 24,2830 5 4,8566 984,4479 19,30 0,99
Residuo 0,2410 5 0,0482

Falta de ajuste 0,23113 3 0,077043 15,617 19,16

Erro Puro 0,00987 2 0,004933

Total 24,52404 10

Modelo ajustado: Y1 =11,76398 +0,68084X1 +0,00472X11 -0,29094 X2 +0,00191X22 -0,00635X12
aw (Y2)

Regressao 0,0075 2 0,0037 28,06 19,00 0,70
Residuo 0,0032 8 0,00040

Falta de ajuste 0,4288 6 0,00049 3,68 19,33

Erro Puro 0,000267 2 0,00013

Total 0,0107 10

Modelo ajustado: Y2 = 0,30632 -0,00000086X22 -0,000006806 X2
Forcado gel (Ys, Q)

Regressao 2782,7645 4 695,6911 109,85 19,25 0,98
Residuo 45,4173 6 7,56955

Falta de ajuste 32,7506 4 8,18765 1,29 19,25

Erro Puro 12,6667 2 6,33333

Total 2828,1818 10

Modelo ajustado: Y3 = -55,8000 -9,4058X1 +5,7792X2 -0,0278X22 +0,0775X12

SQ: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MQ: Média quadratica;
X1 Efeito Linear de GA, Xz Efeito Linear de TE, Xi1 Efeito Quadratico de GA, X2z Efeito Quadratico de
TE, X1z Efeito de interagdo GA(TE).

Todos os modelos ajustados foram significativos (Fcal>Ftab), enquanto que a
falta de ajuste ndo foi significativa. Além disso, o rendimento e a Forca do gel
apresentaram R? >0,90, indicando alta correlagdo entre os dados experimentais e os
preditos para a equacao polinomial de segundo grau. O modelo ajustado da aw pode
ser classificado como ndo preditivo (R?<0,90), em funcdo da baixa variabilidade da
resposta, no entanto, ele pode ser utilizado para observar a tendéncia do

comportamento.



78

3.2 Superficies de resposta e definicdo das condi¢cdes 6timas

Apbés a andlise e ajustes dos modelos, o comportamento dos modelos
ajustados para rendimento, aw e for¢ca do gel foram avaliados através dos graficos de
superficies de resposta (Fig. 1).

o

Wy PR
ERECCNNR

Lo D~ 0D WD =

Fig. 1. Superficie de resposta para o rendimento (1A), aw (1B), e For¢a do gel (1C), em fun¢éo da
concentracdo de goma arabica (GA) e temperatura do ar de entrada (TE).

O rendimento da atomizacao foi influenciado positivamente pelo aumento do
valor das variaveis (Fig. 1A), individualmente e pela interacdo. Os rendimentos obtidos
(Tabela 1) representam um aumento consideravel quando comparado com a
liofilizagdo, técnica tradicional na secagem de gelatina de pele de peixes. Silva,
Lourencgo e Pena (2016) encontraram que sdo necessarias 48 horas para produzir

11,409 de gelatina, a partir de 60g de pele de filhote (kumakuma) por liofilizagao.
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Dentro da faixa estudada (3g a 8g), os maiores resultados estdo em funcao da
interacao positiva entre a temperatura do ar de entrada (TE) e concentragcéo de goma
arabica (GA). Apesar da superficie de resposta indicar um aumento de rendimento em
TE>158°C (Fig. 1A), foram observadas, durante o0s ensaios, alteracdes nas
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas do pé. Ocorreu aderéncia do material ao
corpo do atomizador e queima do material (aparecimento de pontos pretos). Isso, na
pratica, reduz o rendimento, pois a aplicacdo de altas temperaturas resulta em
alteracbes significativas nas propriedades fisicas e quimicas na atomizacdo de
gelatina (KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019). Em relacdo a GA, a formagéo de um
complexo polieletrdlito fortemente ligado, dependente de pH (ANVARI; JOYNER
(MELITO), 2018) proporcionou aumento do rendimento. Esse complexo é formado,
principalmente, pela neutralizacdo da carga positiva (-NHs*) da gelatina e a negativa
(-COO0O’) da goma arabica (BRAGA, 2013).

Os valores obtidos para aw foram de 0,22 a 0,33 (Tabela 2) indicando
estabilidade microbiolégica em todos o0s ensaios experimentais (aw<0,6)
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2007). A baixa variabilidade de aw, resultando
em curva de tendéncia, também ocorreu na microencapsulacédo de antocianinas de
acafrdo com goma arabica (MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014). A diminuicdo da aw
em funcdo do aumento de GA e TE ocorreu também na atomizacdo da cultura
liofilizada de Lactobacillus acidophilus (AREPALLY; GOSWAMI, 2019). Os
parametros temperatura do ar de entrada, velocidade de bombeamento e presséo do
ar, nos niveis utilizados, apresentaram maior influéncia na obtencdo da faixa de aw
encontrada neste estudo (HUANG et al., 2019; KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019;
TONON; BRABET; HUBINGER, 2010).

A forca do gel apresentou diferentes comportamentos em funcédo de cada um
dos efeitos e da interacdo. O uso de temperaturas elevadas, sem o aumento de GA,
resultou em menor forca do gel, em funcédo da quebra de ligacdes covalentes e néao
covalentes da estrutura proteica. Esse comportamento também foi relatado na
atomizacao de gelatina da bexiga natatoria de Labeo rohita (KANWATE; BALLARI;
KUDRE, 2019). Mantendo-se a temperatura constante, ao se atingir determinada
concentragéo de GA (Fig. 3), observa-se um aumento da for¢ca do gel, demonstrando
gue a interagdo entre os dois efeitos possui maior impacto nesta resposta. Neste
estudo, a adequada formacgédo do complexo polieletrélito entre goma arébica e gelatina

depende de uma concentracdo de GA entre 25% a 35%, para que resulte nas
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caracteristicas desejadas (250g a 260g). Todos os valores experimentais estdo
relacionados a gelatinas de “alto bloom” (200 a 300g) (EYSTURSKARD et al., 2009)
e quanto maior o Bloom, menos gelatina € necesséria para obter os efeitos desejados
(GME, 2012).

A condicédo 6tima para formacgédo do complexo polieletrélito foi na concentracdo
de goma arabica de 33,4% (g/100g de gelatina) e atomizacdo com temperatura de ar
de entrada de 130°C. Estas condi¢cdes proporcionaram 6,62 g/h de rendimento, 0,27
de aw e 247g de forca do gel, caracteristicas adequadas para gelatinas de fins
alimentares (HUANG et al., 2019; ISHWARYA; ANANDHARAMAKRISHNAN;
STAPLEY, 2015; KARIM; BHAT, 2009; WASTE; IN; PROCESSING, 2011). Ensaios
foram realizados para obter o complexo entre gelatina e goma arabica nas condicbes
otimas e as respostas foram comparadas com os valores previstos. A diferenca entre
0s valores experimentais e previstos apresentou baixo desvio relativo (1% para
rendimento e forca do gel e 0,01% para aw), 0 que demonstra que o método
estabelecido pode ser utilizado para prever essas caracteristicas no complexo

formado.

3.3 Formacéao de complexo polieletrélito entre gelatina e goma arabica (GP-GA)

3.3.1 Perfil de aminoacidos

O perfil de aminoacidos da pele e do complexo polieletrdlito entre gelatina e

goma arabica (GP-GA) esta disposto na tabela 4.
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Tabela 4. Perfil de aminoacidos totais presentes na pele de piramutaba e no complexo polieletrdélito
de gelatina e goma arabica (GP-GA).

Residuo /100 Residuos Pele GP-GA
Aspartato 6,05 4,42
Acido glutamico 9,09 8,89
Serina 3,97 4,03
Histidina 1,08 1,06
Taurina N&o detectado N&o detectado
Arginina 7,90 8,21
Treonina 3,04 2,76
Alanina 9,43 10,17
Tirosina 1,12 0,96
Valina 2,60 2,51
Metionina 1,70 1,49
Cisteina 1,32 1,13
Isoleucina 1,84 1,73
Leucina 3,26 3,11
Felilalanina 2,06 1,99
Lisina 3,88 3,42
Triptofano N&o detectado N&o detectado
Glicina 21,92 23,85
Prolina 11,15 12,14
Hidroxiprolina 7,05 9,25
TOTAL 98,48 97,11
Iminoacidos 18,20 17,39

IFonte: Nelson e Cox (2011); Nur Hanani, Roos e Kerry (2014)

De maneira geral, o perfil de aminoacidos encontrados na pele e no CP-GA
(Tabela 4) sédo semelhantes aos relatados para filhote (SILVA; PENA; LOURENCO,
2016), tubaréo-baleia (JEEVITHAN et al., 2015), tilapia e carpa (TANG et al., 2015).
Os aminoacidos que compdem o tropocolageno, glicina, prolina e hidroxiprolina
(DABOOR et al., 2010), apresentaram pequena diferenca, o que corresponde a
adequada extracdo de gelatina. Nos iminoécidos prolina e hidroxiprolina, a cadeia
lateral propil € ligada covalentemente tanto ao atomo de carbono a como ao grupo a
amina, formando uma estrutura de anel pirrolidina (HAUG; DRAGET; SMIDSR@D,
2004; MUYONGA; COLE; DUODU, 2004), que confere rigidez a cadeia, aumentando
a forca do gel, viscosidade aparente e ponto de fusdo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2007). Sabe-se que quanto maior o teor de iminoacidos, maior é a
estabilidade da hélice através das ligacdes de hidrogénio inter-cadeia e, portanto,
maior a for¢a do gel. Este fendbmeno ocorre de duas formas: primeiro, com a ligacéo
direta entre o hidrogénio e uma molécula de agua de ligacédo; e segundo, através da
ligacdo do hidrogénio ao grupo carbonila (AHMAD; BENJAKUL, 2011).
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O perfil de aminoé&cidos encontrado no CP-GA (Tabela 4) influencia diretamente
as propriedades da forca do gel (Bloom). Esse parametro é considerado uma das
propriedades mais importantes de gelatinas e pode ser influenciado também pela
matéria-prima, método de extracdo e coadjuvantes formadores de complexos
polieletrélitos como polissacarideos e acidos organicos poliméricos (BUTSTRAEN;
SALAUN, 2014). Além disso, os resultados da otimizagéo (Fig. 1C), demonstram que
a forca do gel também sofre influéncia dos parédmetros da atomizacdo, como a
temperatura do ar de entrada e concentracao de goma arabica.

3.3.2 Distribuicdo do peso molecular

Na Fig. 2, observa-se que a distribuicdo do peso molecular de GP-GA e da
gelatina indicam a presencga de cadeias [ (duas cadeias com ligagdo covalente)
(PAPON; LEBLOND; MEIJER, 2006). Ap6s a formacao do complexo, houve uma
reducdo da banda e diminuicdo da intensidade, o que corresponde a menor
disponibilidade destas cadeias, além do aumento peso molecular. Esta reducao
corresponde a formacdo de um complexo polieletrdlito entre gelatina e goma arabica
(SINTHUSAMRAN et al., 2017; SINTHUSAMRAN; BENJAKUL; KISHIMURA, 2014).

| Marcador |

GP-GA

Gelatina

B 225 kDa
150 kDa
al
102 kDa
a?

gelatina.

A goma arabica apresenta grupos carboxilas com cargas negativas, assim
considerados polissacarideos anionicos. Os grupos de acidos carboxilicos estao
ligados ao mondmero principal constituido de (3,6-linked B-D-galactopyranose
substituted in position 6 by side chains of 3-linked a-L-arabinofuranose). Devido ao
baixo ponto isoelétrico da goma arabica, este polissacarideo deve interagir de forma
precisa com proteinas anféteras, como é o caso da gelatina (ESPINOSA-ANDREWS
et al., 2013).



83

A medida que a concentracdo de goma ardbica aumenta, a carga das
moléculas de gelatina que circundam as de goma arabica sdo neutralizadas por
interacBes moleculares cada vez mais fortes, até 0 momento em que a rede formada
€ estavel, reforcada por interacbes fracas entre dipolos de colomb e pontes de
hidrogénio (WAGONER; VARDHANABHUTI; FOEGEDING, 2016).

A guantidade de residuos com cargas positivas (Lys, His e Arg) é de 12,69/100
residuos (Tabela 4). O nivel destes aminoacidos basicos carregados é relativamente
pequeno, e praticamente todos participam em interacéo eletrostatica. O aumento de
namero de particulas no sistema devido as interacdes moleculares entre gelatina e
goma arabica € também influenciado pela temperatura e pela for¢ca centrifuga do
atomizador (ISHWARYA; ANANDHARAMAKRISHNAN; STAPLEY, 2015).

3.3.3 Espectroscopia de Infravermelhos com Transformagdes de Fourier (FTIR)
A interacao entre moléculas de gelatina e goma arabica também é confirmada

pelo deslocamento das bandas nos espectros FTIR (Fig. 3).

Amide A
Amide 1l
Amide lll

2922

Arabic

| vF
|

3262 ‘

1020
1 . I . I . 1

I I I I T
4000 3000 2000 1000 0

Wavenumber {cm)

Fig. 3. Espectros FTIR para as amostras de gelatina nativa, mistura de gelatina-goma arabica (GP-GA)
€ goma arabica nativa
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Observa-se que o espectro FTIR para a gelatina de piramutaba (Fig. 3) esta
semelhante a de gelatina comercial de peixe (SINTHUSAMRAN et al., 2017) e de truta
(ALTAN KAMER et al., 2019). A distribuicdo do espectro da gelatina (Fig. 3) exibe
bandas de absor¢éo caracteristica em faixas especificas. As bandas de absorc¢éo
proximas a 3275 cm correspondem a amida A e, segundo Jridi et al. (2014), se
referem a vibracdes de grupos OH e NH. As bandas de absor¢édo proximas a 2922
cm? correspondem a amida B e, segundo Hamzeh et al. (2018), correspondem as
vibragdes dos grupos =C-H e -NHs*. Bandas de absor¢cdo em 1639 cm sédo
caracteristicas de amidas | e, segundo Liu et al. (2012), estdo relacionadas as
vibracdes de alongamento de grupos C=0 e CN. Bandas préoximas a 1535 cm sédo
referentes a amida Il e, segundo Staroszczyk, Sztuka, Wolska, Wojtasz-Pajgk &
Kotodziejska (2014), correspondem as vibragdes de grupos NH e CN. Por fim, as
bandas em 1242 cm sdo do grupo amida Ill e, segundo Staroszczyk et al. (2014),
correspondem ao alongamento das vibragcdes de grupos NH e CN.

No espectro FTIR referente a GP-GA (Fig. 3), observa-se que varias faixas de
absorcédo sdo deslocadas. A da regido amida A se desloca para 3267 cm™, e a da
amida B para 2918 cm. Estas mudancas indicam a formacdo de ligacdes de
hidrogénio intermolecular entre a gelatina e a goma arabica (LASSOUED et al., 2014;
STAROSZCZYK et al., 2012, 2014). Foram observados, por espectroscopia FTIR,
efeitos semelhantes em estudos envolvendo gelatinas e filmes de gelatinas
adicionadas de polissacarideos, como k-carragenina (Pranoto, Lee, & Park, 2007;
Voron’ko, Derkach, Kuchina, & Sokolan, 2016), quitosana (QIAO et al., 2017,
STAROSZCZYK et al., 2014; VORON’KO et al., 2016) ou combinacfes de goma
arabica, quitosana e gelatina (GONCALVES et al., 2018).

A adicdo de goma arabica a gelatina produz efeitos de diminui¢cdo da amplitude
das bandas de amida | e amida Ill. A diminuicéo das bandas de amida | de 1639 cm™
para 1628 cm™ e a amida lll de 1242 cm-1 para 1238 cm-1, corresponde a perda da
estrutura tripla helicoidal, atribuidos a reducéo das intera¢des intermoleculares entre
as cadeias de gelatina. A diminuicdo destas conformacdes estérico protegidas torna
a estrutura mais suscetiveis a interacdo eletrostaticas como bobina aleatoria
(FAKHREDDIN HOSSEINI et al., 2013; JRIDI et al., 2014).

A utilizagdo de goma arabica também resulta na mudanca de deslocamento

das bandas amida Il para 1523 cm?. O deslocamento confirma a presenca de
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interacdes eletrostaticas entre polieletrélitos do grupo carboxila da goma arébica,
ligados ao mondmero principal (3,6-linked B-D-galactopyranose substituted in position
6 by side chains of 3-linked a-L-arabinofuranose) e os grupos amino de Lys, Hyl, His
e Arg (STAROSZCZYK et al., 2014). O deslocamento da amida Il entre 1535 cm™
para 1523 cm, segundo Staroszczyk et al. (2012), 2014), resulta da formacdo de
pontes de hidrogénio entre grupos -NH da gelatina com outros grupos.

3.3.4 Potencial zeta

A fig. 4 mostra o efeito do pH sobre o potencial zeta da gelatina (FG), goma
arabica (GA) e complexo formado (FG-GA).

25
20
15 GP-GA GP GA
10
5

0
-5
-10
-15
-20
-25
-30

zeta potential (mV)

pH

Fig. 4. Efeito do pH no potencial zeta de solu¢des a 2% (v/v). Cargas nulas em pH 6,30 para gelatina
(FG) e pH 5,57 para o complexo (FG-GA)

O potencial zeta de FG passou de 19,14 para —19,34mV, na variacéo de pH de
3,1 a 11,3. Até o ponto isoelétrico (pH <6,30), os grupos NH3* estdo protonados, em
funcdo do pH acido. Com o aumento do pH, ocorre a desprotonacédo do NHz*e COO-
, causando a diminuicdo do potencial zeta (MEKA et al., 2017). O ponto isoelétrico (pH
6,30) da FG é caracteristico de gelatinas do tipo B (KARIM; BHAT, 2009; PRATA,
GROSSO, 2015). Comportamento semelhante foi observado em GA, com variacao -
1,68 a -24,88mV, em funcao da desprotonacéo dos grupos COO" (HU et al., 2019).

A interacado entre FG e GA pode ser observada no grafico através de uma curva
intermediaria de FG-GA (Fig. 4). O potencial zeta de FG-GA passou de 10,66 para -
24,88mV, entre pH 3,1 a 11,3. O FG-GA apresenta caracteristicas anfoteras,
semelhantes a gelatina nativa, mas com ponto isoelétrico em pH 5,57. O quantitativo
de cargas é influenciado pelo pH, no entanto, isto ndo foi um fator impeditivo para a

formacdo do complexo. Mesmo que haja um desbalanceamento de cargas, a
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interacdo polieletrodlita é favorecida pelo atrito (MEKA et al., 2017) gerado durante a
atomizacao, principalmente pelo uso de alta presséo (0,39 MPa) e rotagédo no disco

atomizador.

3.3.5 Analise morfologica do complexo polieletrélito entre gelatina e goma arabica
(GP-GA)

A analise dos dados obtidos neste estudo e na literatura, ddo subsidios para
propor um esquema geral da formagdo do complexo polieletrélito entre gelatina e
goma arabica (GP-GA) (Fig. 5).
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Fig. 5 Esquema qualitativo que ilustra a formacdo de complexo polieletrélito entre a gelatina de
piramutaba e goma arabica (GP-GA). Complexo atomizado nas ampliagdes: 0x (i), 3880x (ii) e 4950x
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A formacéo de um complexo polieletrdlito entre polissacarideos e proteinas
aumenta a medida que as cargas sao neutralizadas, como no ponto isoelétrico. Desta
forma, para o par polieletrdlito de goma arabica e gelatina a proporcédo apropriada
deve ser 1:1 (BORAL; BOHIDAR, 2010), para que as cargas positivas da gelatina
sejam neutralizadas por cargas negativas da goma arébica. E provavel que cada
macromolécula de goma ardbica seja estabilizada no interior da gelatina,
estequiometricamente balanceada, contida em um involucro de gelatina polieletrolito
gue bloqueia a acdo de outras cargas, assumindo uma forma compacta (Fig. 5).
(KIZILAY et al., 2013; WAGONER; VARDHANABHUTI; FOEGEDING, 2016).

Neste estudo, o disco atomizador produziu particulas enrugadas, porosas e
achatadas (Fig. 5), semelhantes aos resultados obtidos em encapsulamento de
probidticos (AREPALLY; GOSWAMI, 2019) e compostos bioativos (RAJABI et al.,
2015) que utilizaram gelatina e goma arabica.

3.4 Caraterizacdo da gelatina, goma arabica e complexo polieletrdlito (FG-GA)

A caracterizacdo da gelatina, goma arabica e complexo polieletrélito (FG-GA)

encontra-se na Tabela 5.
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Tabela 5. Caraterizacdo de gelatina (FG), goma arabica (GA) e complexo polieletrélito (FG-GA)
atomizado sob condic¢des étimas

Parametros FG GA FG-GA
Umidade (g/100g)* 7,68 +0,13 6,10 +0,13 9,42 +0,43
Proteinas totais (g/100g)* 88,77 £0,87 4,25 0,05 66,04 +£0,22
Lipideos totais (g/100g)* 0,87 +0,12 * 0,71+0,19
Residuo Mineral Fixo (g/100g)* 2,35 +0,03 2,70 £0,07 2,41 +0,25
Glicidios totais (g/100g)* * 88,02 0,12 21,89 +0,65
aw 0,63 0,01 0,36 +0,01 0,27 £0,01
pH 11,0 £0,02 4,30 £0,05 9,34 +0,09
Capacidade de Formar Espuma (%)

Solugéo 0,1 g/L 102,00 +0,32 110,00 +0,12 102,00 +0,37
Solugéo 0,2 g/L 106,00 +0,45 111,00 +0,09 107,00 +0,47
Solugéo 0,3 g/L 117,00 +0,12 113,00 +0,05 113,00 +0,03
Capacidade emulsificante (%) 35,01 £1,04 24,17 +2,89 5,01 +1,69
Viscosidade Aparente (Pa-s) 3,90 -10°+0,10 5,50-10%#0,10 6,90 - 10 +0,20
Densidade aparente (g/cm?®) 0,41 £0,10 0,72 £+0,01 0,66 +0,02
Higroscopicidade? (%) 11,18 +0,47 30,76 + 1,03 5,55 0,66
indice de Solubilidade em Agua® (%) 86,22 +0,47 94,87 +0,24 88,10 +0,89

indice de Absorcéo de Agua? (g/g) 9,32 +0,01 5,13 +0,14 6,91 +0,85

1Base Umida; Base seca
*Nao detectado

O complexo (FG-GA) apresentou umidade abaixo de 15%, encontrando-se
dentro do limite estabelecido para gelatinas com fins alimentares e produtos
atomizados (HAMZEH et al.,, 2018). Os teores de glicidios detectados sao
provenientes da adicdo de goma arabica. O pH > 5 proporciona condicfes para
proliferacdo de bactérias proteoliticas (GME, 2012), entretanto, espera-se que as
baixas umidade e aw, associadas ao armazenamento a vacuo sejam suficientes para
a conservacao. O pH encontrado € caracteristico, principalmente, do pré-tratamento
(salino, alcalino e acido) e de gelatinas comestiveis do tipo B (GME, 2015; JONES,
1977).

A Capacidade de Formar Espuma (CFE) apresentou comportamento esperado,
onde aumento da concentracdo do complexo produziu maior CFE. Estudos
demonstram que espumas de proteinas sdo mais estaveis em pH préoximo ao ponto
isoelétrico, em funcdo da proximidade da quantidade de cations e anions, o que
confere maior estabilidade da interface (PHAWAPHUTHANON et al., 2019). O
comportamento da CFE pode ser atribuido ao pré-tratamento salino (salting in),

desnaturacédo (extracdo com Agua quente) e pela presenca de ions Ca?* e Mg?*, que
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favorecem a formacéo de ligacdes cruzadas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2007). Foram encontrados resultados semelhantes de CFE na gelatina de filhote
(SILVA; LOURENCO; PENA, 2017a).

Neste estudo, os baixos valores de Capacidade Emulsificante (CE) estéo
associados a formacao do complexo entre a gelatina e a goma arabica, o que diminui
a presenca de peptideos livres para fazer ligagdo com o 6leo. Além disso, a CE
encontrada esta préxima a gelatina atomizada de fontes marinhas (KANWATE;
BALLARI; KUDRE, 2019), indicando que € afetada diretamente pelo processo de
secagem. Em proteinas a CE esta relacionada ao grau de exposicdo dos residuos
apolares (Tabela 5), ao teor de tirosina, processo de extracéo, pH final, forca ibnica,
presenca de surfactantes, acucares, entre outros (SHYNI et al., 2014).

Outro parametro que demonstra a formacdo do complexo aqui estudado é a
viscosidade aparente que reflete o grau de interac&o intermolecular entre a gelatina e
a goma arabica. Esta interacdo, em meio aquoso, tem comportamento de um liquido
nao newtoniano pseudoplastico (PAL; GIRI; BANDYOPADHYAY, 2016). A presenca
de ramificacdes na estrutura do polissacarideo aumenta a viscosidade, em funcéo da
interacdo de pontes de hidrogénio com a agua, aumentando a superficie da rede
tridimensional (RAFE; RAZAVI, 2017).

A Densidade Aparente (DA) esta relacionada ao tamanho e integridade das
particulas, friabilidade e propriedades de escoamento (MAHDAVEE KHAZAEI et al.,
2014). Ao observar a eletroforese (Fig. 3) e a estrutura microscoépica (Fig. 5) verifica-
se que o alto peso molecular (225kda a 150kda) e o achatamento, comum em
produtos atomizados, promove melhor acomodacéo dos espacos entre as particulas,
resultando em maior densidade aparente. Desta forma, o0 aumento da concentracéo
da goma arabica também promove maior densidade aparente (FERNANDES;
BORGES; BOTREL, 2013; TONON; BRABET; HUBINGER, 2010).

A formacédo do complexo polieletrélito e a atomizacdo removeram a maior parte
da &gua produzindo a ocupacdo dos radicais hidrofilicos (-O e -OH).
Consequentemente, formou-se um menor gradiente de concentracéo para a umidade
relativa do ar, resultando em baixa higroscopicidade. Esta hipotese é reforcada pela
baixa aw (0,27), e pelos resultados da distribuicdo de peso molecular (Fig. 2).
Comportamento semelhante foi encontrado na atomizagéo de café (FRASCARELI et
al., 2012) e dleo essencial de alecrim (FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2013),

ambos utilizando goma arabica como material de parede.
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indice de Solubilidade em Agua (ISA) e indice de Absorgdo em Agua (IAA)
também estéo relacionados a disponibilidade de radicais hidrofilicos. Observa-se na
Fig. 5 a formacdo de uma superficie porosa, resultado da elevada velocidade de
rotacéo do disco atomizador, o que proporcionou aumento de ISA e IAA. A solubilidade
do complexo esta préoximo as gelatinas atomizadas de pele de lula (HAMZEH et al.,
2018) e bexiga natatdria de carpa (KANWATE; BALLARI; KUDRE, 2019). A absorcao
de agua estd diretamente ligada a disponibilidade de radicais hidrofilicos livres,
dependente da temperatura de extracdo e da atomizagcdo. A estrutura do
tropocolageno tende a se abrir com o aumento da temperatura, permitindo maior
interacdo com agua e maior Forca do gel (Fig. 1C). No entanto, a formacdo do

complexo, proporciona menos radicais hidrofilicos disponiveis, limitando a IAA.

4. CONCLUSAO

A interacao entre gelatina e goma arabica gerou um complexo polieletrolito (FG-
GA), como demonstram os resultados de perfil de aminoacidos, eletroforese, FTIR,
potencial zeta e MEV. A formacdo do GP-GA promoveu alteracfes positivas, como
maior rendimento de atomizacdo, adequada forca do gel, baixa higroscopicidade e
alta solubilidade.

De acordo com os modelos propostos, as condi¢cfes 6timas para formacéo do
GP-GA foi concentracdo de goma arabica de 33,4% e atomizacdo na temperatura de
entrada de 130°C, que resultaram em 6,62 g/h de rendimento, 0,27 de aw € 2479 de
forca do gel. As propriedades tecnolégicas do FG-GA estdo de acordo com o
preconizado para produtos atomizados e gelatinas para uso na industria de alimentos
e demais areas. O complexo formado pode ser usado para aplicacfes industriais
como aditivo em alimentos, como na funcédo estabilizante em produtos lacteos,
aumentar a capacidade de retencédo de agua em produtos carneos, emulsificante em

sorvetes, entre outros.
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CAPITULO IlI

Os complexos proteicos entre gelatina de peixe e proteinas do leite melhoram
as propriedades tecno-funcionais do iogurte?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito que complexos proteicos entre a gelatina
de peixe e as proteinas do leite exercem nas caracteristicas quimicas, propriedades
tecno-funcionais e no perfil de textura de iogurte natural. A adicdo de gelatina de
piramutaba encurtou o periodo da fermentacdo do iogurte em 0,5h, aumentou a
viscosidade aparente e capacidade de retencdo de agua, além de reduzir a sinerese.
Os resultados mais elevados de viscosidade aparente e textura instrumental foram
obtidos na concentracdo de 4g de gelatina/kg de iogurte, sendo a melhor condi¢céo
para seu uso como estabilizante. A gelatina de piramutaba se apresenta como um
excelente espessante/estabilizante para melhorar a textura de iogurtes comerciais.
Novas pesquisas devem verificar o desempenho da gelatina de peixe em produtos
gue demandem estabilizantes, como sorvetes, e buscar aprimorar o0s atributos
sensoriais, sem prejudicar as propriedades tecno-funcionais de gelatina.

Palavras-chave: colageno, aditivo, estabilizante, capacidade de retencédo de agua
(CRA), microscopia eletronica de varredura (MEV), perfil de textura.
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1. INTRODUCAO

Na industrializacdo de leites fermentados, o iogurte possui problemas
tecnoldgicos como a baixa consisténcia e tendéncia a separacgéo de fases, fenbmeno
conhecido como sinérese (DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017), em funcdo da
sedimentacao das proteinas do leite (principalmente a caseina) em pH abaixo de 5,0
(DALGLEISH; CORREDIG, 2012). Os aditivos alimentares com fungéo
espessante/estabilizante tornam possivel a formacdo e manutencdo de disperséo
uniforme de duas ou mais substancias imisciveis (BRASIL, 1997). Dentre as
substancias mais utilizadas para correcéo da sinerese, tem-se as gomas, pectinas,
amidos e gelatina, que interagem com as proteinas de leites fermentados.

A gelatina, hidrocoldide obtido da desnaturacdo do colageno, € basicamente
composto de glicina, prolina, alanina e hidroxiprolina, em tripla hélice, o que promove
maior rigidez e resisténcia (SOW et al., 2019). Possui capacidade de formar géis termo
reversiveis, uma de suas caracteristicas uUnicas que conferem a gelatina ampla
utilidade na induastria de alimentos. A formacéao de géis melhora as propriedades de
capacidade de retencdo de agua, gelificacdo, formacdo de espuma, viscosidade e
emulsificacdo (HUANG et al., 2019).

O surgimento de fatores desfavoraveis as fontes tradicionais de gelatina (SOW
et al., 2018), o aumento da demanda e a busca por um desenvolvimento sustentavel
da producédo pesqueira no mundo (FENG; FU; YANG, 2017) tem impulsionado as
pesquisas a respeito de novas fontes de obtencédo de gelatina, como as de peixe.
Relatérios recentes (HUANG et al., 2017; OBEID et al., 2019) ja demostraram que a
gelatina proveniente de fontes marinhas podem ser utilizadas para producdo de
complexos proteicos. Os complexos formados possuem propriedades diferentes das
moléculas individuais e assumem comportamentos especificos, dependendo das
condi¢Bes do meio (MARKOVIC et al., 2019).

As proteinas do leite sdo os principais grupos moleculares responsaveis pela
formacédo de estruturas em produtos lacteos. As caseinas (a, B e k), SAo responsaveis
por até 80% do teor total de proteinas no leite, sendo o restante composto por
proteinas solUveis do soro do leite (REHAN; AHEMAD; GUPTA, 2019). As caseinas
se organizam em estruturas automontadas conhecidas como micelas. No entanto, a
organizacdo sequencial destas estruturas ainda ndo esta devidamente elucidada. A

presenca de grupos quimicos como fosfato de célcio dentro das micelas é importante
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para a estrutura das particulas de proteina, bem como sua funcionalidade tecnoldgica
(CORREDIG et al., 2019). A adicdo de biomacromoléculas como proteinas e
polissacarideos em condi¢cdes especificas pode levar a formacdo de complexos
polieletrélitos e proteicos. Ao diminuir as forgas repulsivas, que fornecem estabilidade
coloidal as micelas, é possivel induzir a agregacao, o que leva a formacédo de uma
rede de complexo proteico, estabilizados por interacdes fracas com moléculas de
agua. Estes tipos de interacbes sdo responsaveis por mudancas profundas nas
propriedades fisico-quimicas e funcionais do produto (REHAN; AHEMAD; GUPTA,
2019).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos complexos
proteicos, entre gelatina de piramutaba e proteinas do leite, nas caracteristicas
guimicas, propriedades tecno-funcionais e no perfil de textura de iogurte natural.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A gelatina de piramutaba, obtida no estudo anterior (capitulo 1), foi utilizada
neste trabalho (Bloom 250g, pH 11,0, potencial zeta -19,1mV). Para elaboracdo do
iogurte foram utilizados leite integral esterilizado (3% de gordura, 3% de proteina),
leite em pod (27% de gordura, 25% de proteinas) e acucar refinado, adquiridos em
mercado local. Foi utilizada cultura starter lactica liofilizada, composta por cepas das
espécies Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus (Rica Nata, Brasil).

2.2 Elaboracéo de iogurte

O iogurte foi elaborado conforme o método descrito por Rocha et al. (2008). Foi
elaborada uma amostra sem adicdo de gelatina (controle) e cinco amostras com
adicdo de gelatina, em diferentes concentracdes (29, 49, 69, 8g e 10g de gelatina’kg
de iogurte), baseado em dados da literatura (PANG et al., 2015, 2017; SHI; HAN;
ZHAO, 2016), na resolucdo RDC n° 45, de 03 de novembro de 2010 (BRASIL, 2010)
e na Instrucdo Normativa n® 46, de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007), que
estabelecem as normas legais para elaboracédo de iogurtes.

Inicialmente, todos os utensilios utilizados foram sanitizados. Foi adicionado
leite liquido, leite em pQ, gelatina e a cultura starter, em recipiente de aco inoxidavel.
Estes foram homogeneizados em incubadora Shaker (modelo Luca-223, Lucadema,
Brasil) por 10 min. a 150 rpm, e a fermentacéo foi realizada em estufa por 3,5h a 43,0
1+0,1°C. O leite foi fermentado até obter a concentracdo minima de 0,6g &cido
lactico/100g de iogurte, conforme determina o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leites Fermentados (BRASIL, 2007). Posteriormente, a amostra foi

resfriada e armazenada a 5°C, até o momento das analises.
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2.3 Avaliacao do efeito da gelatina na acidez do iogurte durante a fermentacéao

Para avaliar o efeito da gelatina no tempo de fermentacé&o, a acidez do iogurte
foi verificada a cada 0,5h, e expressa em g de acido lactico/100g de iogurte, conforme
Lutz (2008). As determinagOes foram realizadas em triplicata.

2.4 Caracterizacdo quimica do iogurte

Foram realizadas as andlises de umidade (método 952.08), proteina bruta (fator
de calculo de 6,38) e cinzas (método 938.08), segundo metodologia descrita pela
AOAC (2000). O valor de lipideos totais foi obtido através de mistura de solventes
(BLIGH; DYER, 1956). O valor energético foi calculado com base na RDC n°360/2003
(BRASIL, 2003). As determinagdes foram realizadas em triplicata.

2.5 Propriedades tecno-funcionais do iogurte

2.5.1 Viscosidade aparente

As amostras de iogurte foram homogeneizadas em incubadora shaker (modelo
Luca-223, Lucadema, Brasil) por 15 min. (150 rpm, 10°C) e, aproximadamente 20mL
foram recolhidos para a andlise. A viscosidade aparente foi determinada em
viscosimetro Haake (VT550, Karlsruhe, Alemanha), acoplado ao sistema de
configuracéo de cilindros coxiais copo SV e cilindros SV1, em taxa de cisalhamento
constante (100 s) a 10°C. Os resultados foram expressos em Pa-s™ (SILVA; ABREU;
ASSUMPCAO, 2012).

2.5.2 Capacidade de retencao de agua

A capacidade de retencdo de agua foi determinada pelo método proposto por
Jauregui; Regenstein e Baker (1981), com modificacBes propostas por Beuschel et al.
(1992). Onde 1 g de amostra foi pesada em papel filtro Whatman n° 2, centrifugado
(2500 rpm, 10 min., 6°C). O resultado foi calculado através da eg. 1. e a andlise foi

realizada em triplicata.

peso da amostra final—peso papel filtro

Capacidade de Retengio de Agua = x 100 eq.1

peso da amostra inicial
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2.5.3 Sinerese

Para a determinacdo da sinerese foi feita a homogeneizacdo das amostras e
coletados 30g de iogurte, distribuidos uniformemente em papel filtro Whatman n° 2. O
conjunto foi colocado em funil, conectado a um becker de 50mL. Apds o escoamento
(5 h, 4°C), o indice de sinérese foi calculado pela eq. 2 (RIENER et al., 2010). As

amostras foram analisadas em triplicata.

peso do soro apés filtragao

Indice de Sinerese = x 100 eg. 2

peso do iogurte inicial

2.6 Perfil de Textura (TPA)

O perfil de textura foi determinado em Texturémetro Brookfield QTS, utilizando
probe cilindrico (diametro = 35mm), equipado com célula de carga de 5kg. As
condicBes de teste foram: velocidade de pré teste: 1,0 mm/s; velocidade de teste: 1,0
mm/s; velocidade de pos-teste: 8 mm/s; Forca programada: 0,08 N; distancia: 15 mm.
Os testes foram realizados com as amostras a 5°C, em triplicata e expressos em
firmeza (N), coesividade (razdo), elasticidade (N-s), adesividade (N) e gomosidade
(firmeza x coesividade) (PANG et al., 2017).

2.7 Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o software Statistica Kernel
Release 7.1 (StatSoft Inc. 2006, Tulsa, USA).
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3.1 Efeito da gelatina na producédo de &cido lactico e na caracterizagdo quimica

do iogurte

O efeito da adicéo de gelatina pode ser observado na produc¢éo de acido lactico

(Fig. 1) e na caracterizacdo quimica (Tabela 1) do iogurte.
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Fig. 1. Efeito da adicdo de gelatina na quantidade de acido lactico produzido durante a fermentagéo

do iogurte

Tabela 1. Efeito da adi¢do de gelatina ao iogurte

Parametro Adicao de gelatina (g de gelatina/kg de iogurte)

0 2 4 6 8 10
Umidade 83,40+0,058 81,02+0,12° 81,85+0,05° 82,260,320 81,20+0,45" 81,15+0,26°
(g/1009g)
Proteinas 3,13+0,03°  3,25#0,22°  3.76%0,11°  3,86+0,08°  4,05:0,08%  4,09+0,13%
totais (g/1009)
Lipideos 3,380,018  3,11#0,04* 3,430,018  3,51+0,058 3,980,012  3,30+0,042
totais (g/1009)
Residuo
Mineral Fixo 2270028 2,610,022  2,23+0,058  2,15+0,23°  2,18+0,16%  2,24+0,08°
(g/100g)
Agucares 8,25+0,02¢  8,35+0,042  8,23+0,07°  8,15+0,10°  8,23+0,02%  8,09+0,012
totais (g/100g)
AcUcares
redutores 3,560,142  3,89+0,08° 3,650,112  3,75+0,13°  3,360,07%  3,65+0,05°
(g/100g)
Valor
energético 75,94+0,09° 74,39+0,13¢  78,83+0,14°>  79,63+0,25° 84,94+0,68% 78,42+0,15°
(Kcal/100g)
pH 4,19+0,012  4,1240,02¢  4,17+0,012  4,17+0,01°  4,18+0,01%  4,14+0,03

Letras em comum na mesma linha nao diferem entre si (p < 0,05).
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O iogurte, para ser qualificado, deve apresentar pelo menos 0,6g de acido
lactico/100g (BRASIL, 2007), A utilizacdo de gelatina reduziu, em pelo menos, 0,5h o
tempo para alcancar essa exigéncia (Fig. 1), em relacdo ao controle (0g/kg). O
aumento proteico acelerou o metabolismo das S. thermophilus e L. bulgaricus,
reduzindo o tempo de fase lag para 1,5h. Isso é particularmente importante para a
industria de alimentos, onde um menor tempo de fermentacdo demanda menor gasto
energético.

A adicao de gelatina ndo proporcionou diferenca (p<0,05) na umidade, lipideos
totais, cinzas, valor energético e pH do iogurte (Tabela 1). No entanto, representou
aumento no teor proteico do iogurte e no teor de sélidos totais, semelhante ao
observado em iogurte adicionado de pectina, alginato de sédio e konjac glucomannan
(XU et al., 2019).

3.2 Propriedades tecno-funcionais do iogurte
A Fig. 2 apresenta a Viscosidade Aparente, Capacidade de Retencdo de Agua

e Sinerese para as amostras de iogurte adicionadas de diferentes concentracdes de

gelatina de piramutaba.
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Fig. 2. Efeito da adicdo de gelatina de piramutaba na viscosidade aparente (2A), capacidade de
retencdo de 4gua (2C) e sinerese (3C) em iogurte. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativa
(p < 0,05).

O aumento da concentracéo de gelatina provocou alteracdes significativas (p <
0,05) na viscosidade do iogurte (Fig. 2A). Observa-se que a maior viscosidade
aparente foi obtida em 4g/kg, apesar de terem sido utilizadas concentracfes de até
10g/kg. Neste estudo, a viscosidade aparente esta relacionada a capacidade de
interacdo entre proteinas do leite (caseina e soro) e gelatina, através da formacéo de
ligacBes covalentes, gerando complexos proteicos. Com 0 aumento das interacdes, a
rede formada pelos complexos se estende por todo o sistema, adsorvendo moléculas
de &gua a estrutura, através de ligacdes fracas, como pontes de hidrogénio. As
moléculas de agua servem como pontes de interacdo entre os varios complexos
formados, estabilizando a rede e aumentando sua energia de ligacéo, resultando em
uma solucdo mais viscosa (DUARTE TELES; HICKMANN FLORES, 2007; PANG et
al.,, 2017). Estudos recentes (CROWLEY et al., 2019; KHARLAMOVA; NICOLAI;
CHASSENIEUX, 2019; OBEID et al., 2019; POWER et al., 2019) corroboram este tipo
de interacdo molecular entre proteinas, e sua relagdo com a viscosidade, capacidade

de retencdo de agua e sinérese em leites fermentados.
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Recentemente, a formag&o de complexos proteicos tem sido bastante estudada
(CHENG; BARBANO; DRAKE, 2019; FRANCIS et al., 2019; MARKOVIC et al., 2019;
SINGH et al.,, 2019; SOFRONOVA; SEMENYUK; MURONETZ, 2019; ZHU;
BHANDARI; PRAKASH, 2019), fornecendo informag¢des importantes sobre os
mecanismos responsaveis pelas interagbes que ocorreram no iogurte apos adicdo de
proteinas. Sabe-se que podem ser formados dois tipos de complexos proteicos: entre
gelatina e micelas de caseina e entre gelatina e proteinas do soro.

Mesmo que esses processos sejam complexos e ainda ndo totalmente
elucidados, algumas etapas de interacdes podem ser preditas. Sabe-se que ocorre
forte interacdo eletrostatica entre as cargas positivas de caseina (grupos NHs*) e as
negativas (grupos COQO") da gelatina, em funcéo da diferenca de distribuicéo de cargas
(potencial zeta) entre gelatina (pH 11,0, -19,1mV) e caseina (pH 4,17, 18,0mV), além
da formacéo de ligacOes covalentes entre alguns grupos funcionais (DING et al.,
2019). Durante a fermentacéo, o meio acido promove a protonacao dos grupos amino
da gelatina (NHs"), estabelecendo interagédo com a agua, como pontes de hidrogénio,
interacdes de Van der Waals e demais forcas intermoleculares.

A interacdo eletrostatica e a formacdo de ligacbes covalentes entre
hidrocoloides € dependente da concentracdo, como € 0 caso da gelatina-caseina
(DING et al., 2019). Baixas concentracfes de gelatina (até 2g/kg) ndo envolvem
completamente a superficie das micelas de caseina, provocando colisdo entre
moléculas e precipitacdo (maior sinerese). Ja em altas concentracdes de gelatina (6,
8 e 10g/kg), ha maior ocupacdo dos ions H* por parte da gelatina, limitando a
capacidade de ligacdo entre caseina e agua e, consequentemente, a viscosidade
aparente. Ares et al. (2007) relatam que concentracao inferior a 1% de gelatina bovina
nao promoveu gelificacdo em iogurte, corroborando com os resultados do presente
estudo.

Os mecanismos descritos nesta secao também explicam os efeitos da gelatina
na capacidade de retencéo de agua (Fig. 2B) e sinerese (Fig. 2C). A adicao de gelatina
promoveu aumento (p<0,05) da capacidade de retencdo de agua e reducdo da
sinerese, em relacdo ao controle. Esses resultados estdo de acordo com o descrito
para gelatina de carpa (TKACZEWSKA et al., 2018), que apresenta elevada
capacidade de retencdo de agua em fungéo do elevado teor de iminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) e alanina, semelhantes a gelatina de piramutaba. A sinerese, que é a

expulsdo da agua de cadeias de géis, fica desfavorecida com o aumento da
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capacidade de retencdo de agua, como se observa nas Fig. 2B e Fig. 2C. Com as

informacBes da literatura e resultados ja relatados, um esquema ilustrativo da

formacgao de complexo proteico foi proposto (Fig.3).

Casein Micelles

Complex formation
protein

Gelatine

NH, o

Soluble proteins

@ Complex formation
@@@ protein

HN NH,

= 908
%é%

Protein complex bound
the soluble micelle

Soluble protein complex

Fig. 3. Esquema ilustrativo da formagdo de complexo proteico de gelatina-caseina e gelatina-proteinas

SOro no iogurte.

3.3 Perfil de textura

Na Fig. 4, pode-se observar o efeito da adicdo de gelatina na Firmeza,

Coesividade, Elasticidade e Adesividade do iogurte.



119

0,451~ (A) 00224
’ ! 0,021~
0,44 0,443 (,443#8 S 0,018¢
= 0,4358 E 0,015¢ 0,015¢
3 c T 0011°
g 0,421 3
i 5
(]
Q
O
0 2 0
gde gelatina/kg de iogurte g de gelatina/kg de iogurte
444,33 (©) 0,107* 0,006 193
. 441,36 0,091° 0,091P
(%] —_
: 437,86 P E
£ 435,33 436,2 < 0076
) ©
3 8
T 427,32 S
7 3
(1} pe]
k I 2
0 2 4 10
gde gelatina/kg de iogurte gde gelatina/kg de iogurte
(E)
0,00994

0,0093*

0,0079¢
0,0065¢ 0,0066¢
0,0046° I I
0 10

g de gelatina/kg de iogurte

Gomosidade (N)

Fig. 4. Efeito da adi¢&@o de gelatina na Firmeza (4A), Coesividade (4B), Elasticidade (4C) e Adesividade
(4D) e Gomosidade (4E) em iogurte. Letras iguais nao apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

A adicdo da gelatina de piramutaba provocou mudancgas (p<0,05) nos
parametros de firmeza, coesividade, elasticidade, adesividade e gomosidade (Fig. 4).
A adicdo de gelatina de piramutaba proporcionou melhoria nesses parametros,
reforgcando o ja observado na viscosidade aparente (Fig. 2A). Esse impacto positivo e
crescente € semelhante ao observado no uso de amido modificado em iogurte (PANG
et al., 2019). A firmeza do iogurte depende da concentracdo de solidos totais no leite,
da capacidade de retencdo de &gua, forca do gel e pH (DAS; CHOUDHARY;
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THOMPSON-WITRICK, 2019). Como ja foi demonstrado, a adicdo de gelatina
melhora estes parametros, e ndo apresenta os inconvenientes da utilizacdo de
polissacarideos pela presenca de &cidos urénicos, como alginato de sédio (XU et al.,
2019) e carragenina (PANG et al., 2015), que reduzem a forga do gel e a firmeza do
iogurte. Coesividade, elasticidade, adesividade e gomosidade possuem relacao
semelhante com os parametros citados e, por isso, um mesmo comportamento foi
observado, como por exemplo, na utilizagcdo de bagaco de maca na melhoria da
textura de iogurte (WANG; KRISTO; LAPOINTE, 2019).

4. CONCLUSAO

A adicdo de gelatina de piramutaba reduziu o tempo necessario de fermentacao
do iogurte e aumentou a viscosidade aparente, capacidade de retencdo de agua e
reduziu a sinerese.

A gelatina de piramutaba se apresentou como um excelente
espessante/estabilizante para melhorar a textura de iogurtes comerciais. Os
resultados de viscosidade aparente e textura instrumental mais elevados foram
obtidos na concentracdo de 4g de gelatina/kg de iogurte, indicando a melhor condicao
para seu uso como estabilizante.

Novas pesquisas devem verificar o desempenho da gelatina de peixe em
produtos que demandem estabilizantes, como sorvetes, e buscar aprimorar 0s

atributos sensoriais, sem prejudicar as propriedades tecno-funcionais de gelatina.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se estabelecer as seguintes
consideracoes:

- O perfil de amino&cidos, de elementos, FTIR, eletroforese, DRX e potencial zeta
esclarecem os mecanismos que resultam na microestrutura, reologia, perfil de textura

e propriedades tecnoldgicas da gelatina de piramutaba;

- Por apresentar elevado rendimento e caracteristicas adequadas, a gelatina de

piramutaba se apresenta como excelente alternativa as gelatinas bovina e suina.

- A descoberta de elementos de grande importancia nutricional, como o selénio, define
uma nova perspectiva a respeito de gelatinas de peixes amazonicos, ampliando o

potencial para o desenvolvimento de novos produtos e aplicacoes.

- Apesar de colaborar com o rendimento da extracdo, a presenca do sodio limita

diversas propriedades tecnolégicas da gelatina.

- A interacao entre gelatina e goma arabica gerou um complexo polieletrélito (GP-GA),
cujas condicdes 6timas para formacéao foram concentracao de goma arabica de 33,4%
e atomizacdo na temperatura de entrada de 130°C, resultando em 6,62 g/h de

rendimento, 0,27 de aw e 2479 de forca do gel.

- A formacéo do GP-GA gerou maior rendimento de atomizacédo, adequada forca do

gel, baixa higroscopicidade e alta solubilidade.

- O GP-GA pode ser usado para aplica¢des industriais como aditivo em alimentos,
como na funcdo estabilizante em produtos lacteos, aumentar a capacidade de

retencdo de 4gua em produtos carneos, emulsificante em sorvetes, entre outros.
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- Em relacéo a iogurte, o uso de gelatina de piramutaba reduziu o tempo necessério
de fermentacdo, aumentou a viscosidade aparente, capacidade de retencao de agua

e reduziu a sinerese.

- A gelatha de piramutaba se apresentou como um excelente
espessante/estabilizante para melhorar a textura de iogurtes comerciais, onde 0s
resultados de viscosidade aparente e textura instrumental mais elevados foram
obtidos na concentracéo de 4g de gelatina/kg de iogurte, indicando a melhor condicao

para seu uso.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Collagen

Drying

Electrostatic interaction

Scanning electron microscopy (SEM)
FTIR spectroscopy

Electrophoresis

Amino acid profile

The aim of this study was to evaluate and characterize the interaction between fish gelatin (FG) and Gum Arabic
(GA) and its effects in obtaining optimal atomization conditions. The optimal conditions (D = 0.866) founded in
this paper were: Gum Arabic concentration of 33.4% and inlet air temperature of 130 °C. These conditions
afforded 6.62 g/h yield, 0.27 a,, and 247 g of Gel Strength, that are considered as suitable characteristics for food
grade gelatin. The complex formed (FG-GA) was successfully obtained, as demonstrated by the results of amino
acid profile, SDS-PAGE, FTIR spectroscopy, zeta potential and morphology. It was also verified that the for-
mation of FG-GA promotes positive changes, such as higher atomization yield, adequate Gel Strength, low hy-

groscopicity and high solubility. The technological properties of FG-GA shown high potential to be applied in the
food industry as well in other industrial fields like chemical and pharmaceutical areas.

1. Introduction

Gelatin as biopolymer has important characteristics such as its
amphoteric nature, its specific triple-stranded helical structure (not
observed in synthetic polymers) and its interaction with water, which is
different from that found in synthetic hydrophilic polymers (Ahmad &
Benjakul, 2011; Kasankala, Xue, Weilong, Hong, & He, 2007; Kozlov &
Burdygina, 1983).

That substance contains relatively high amino acids amounts, such
as glycine, proline, hydroxyproline and alanine (Wang, Agyare, &
Damodaran, 2009). Tropocolagen is the basic unit of collagen and it is
composed of three chains of polypeptides with an identical or different
amino acid sequence (Damodaran, Parkin, & Fennema, 2007). The
amino acid profile is directly related to the viscoelastic properties of
gelatin. Al-Hassan and Norziah (2012); Cheow, Norizah, Kyaw, &

* Corresponding author.

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2019.115068

Howell, 2007; Liu et al. (2012) have reported that it is necessary to
determine amino acid profile for a complete understanding of func-
tional properties and nutritional characterization of gelatin.

Gelatin can be defined as a soluble protein obtained from the partial
hydrolysis of collagen, present in bones, cartilage and skins of slaughter
animals (Gémez-Guillén, Giménez, Lopez-Caballero, & Montero, 2011).
However, there are some inconveniences as the possibility of bovine
diseases' transmission (Kanwate, Ballari, & Kudre, 2019) and the non-
acceptance of products from pork origin due to religious precepts
(Bueno et al., 2011) thus, there was need to obtain the gelatin from
other sources, such as fish.

In the food industry, the gelatin provides spread ability in margar-
ines, stability in dairy products, gelling in baked goods and water re-
tention in meat products, among others (Huang et al., 2019). Those
functionalities are related to the tropocollagen structure, obtained
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according to the type of raw material, extraction methods and drying
(Gomez-Guillén et al., 2011). Drying conducts heat and mass transfer-
ence, causing the rupture of intra and intermolecular connections in the
tropocollagen structure (Hamzeh, Benjakul, Sae-leaw, & Sinthusamran,
2018). It should therefore be studied to increase yield and obtain sui-
table properties, such as Gel Strength, foaming ability and emulsifying
ability.

Studies indicate that atomization can generate suitable gelatin for
the food industry, like the goat skin (Mad-Ali, Benjakul, Prodpran, &
Magsood, 2016), or fish (Hamzeh et al., 2018; Kanwate et al., 2019), as
well as in the reduction of the characteristic odor of fish gelatin (Sae-
Leaw, Benjakul, & O’Brien, 2016). Gum Arabic has been widely used as
a wall material in atomization due to its low cost, high availability, high
solubility in water and low viscosity. This polysaccharide can form
complex polyelectrolytes which modify the properties of gelatin and
improve the yield of process (Esfahani, Jafari, Jafarpour, & Dehnad,
2019; Mahdavee Khazaei, Jafari, Ghorbani, & Hemmati Kakhki, 2014).

The polyelectrolytes are defined as any macromolecule with re-
petitive units that dissociate into an ionizing solution containing a
highly charged macromolecule forming a complex polymer. The com-
plexes formed have different properties of the individual macro-
molecules and they present specific behaviors depending on the con-
ditions that they are exposed to (Kumar et al, 2015). The
polyelectrolytes are classified on the basis of their nature as poly-
cationic, they ionize in solution and are able to form positive charges
(gelatin), or polyanions that ionize in solution forming negative sites
(Gum Arabic) (Das & Tsianou, 2017). Due to those characteristics of the
system for the formation of polyelectrolytes complexes in ionic solu-
tions, those complexes have been prominent in several chemical,
pharmaceutical and biotechnological applications, because different
degrees of stability, size, viscosity and morphology of polyelectrolytes
complexes can be achieved (Bonferoni et al., 2014; Meka et al., 2017).

There are several studies related to the skin gelatin extraction from
fish of different species in many countries (Cheow et al., 2007; Cho
et al., 2004; Montero & Gomez-Guillen, 2000; Niu et al., 2013) and in
Brazil (Alfaro, da, Fonseca, Balbinot, & Prentice, 2013), where gelatin
was extracted from Colossoma macropomum (Oliveira, 2014), from
Brachyplathystoma filamentosum (Silva, Pena & Lourenco, 2016) and
from Brachyplathystoma rousseauxii (Silva et al., 2017). The Piramutaba
(Brachyplatystoma vaillantii), has a great potential for extraction of ge-
latin, due to the great production and the underutilization of skins. That
generates enormous amount of leavings by the fish industries of the
State of Pard, in Brazil. However, there are still little studies about the
skin characteristics, the extracted gelatin, the formation of the poly-
electrolyte complex with Gum Arabic and its effects on spray drying.

The interest in the formation of complexes and atomization is fo-
cused on reducing costs, expanding and optimizing the production of
fish gelatin for industrial scale, and the use of the skins reduces the
environmental impact of the activity. In this context, the aim of this
study was to evaluated and characterize the interaction between gelatin
and Gum Arabic and its effects in obtaining optimum atomization
conditions. The optimal conditions were defined through Central
Composite Rotatable Design (CCRD), Analysis of Variance (ANOVA)
and Response Surface Methodology (RSM). The interaction was eval-
uated through chemical characterization, technological properties,
morphology, total amino acid profile, FTIR, zeta potential and elec-
trophoresis.

2. Material and methods
2.1. Chemical reagents

Sodium Dodecylsulfate (SDS) 95% and B-mercaptoethanol (=99%)
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) were purchased from Loba

Chemie, Mumbai, India. Protein standard marker and Coomassie Blue
R-250 were purchased from Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA.
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Gum arabic (P.A. 99%) was purchased from Exodo Cientifica, Brazil.
The other chemical reagents used in this study were analytical grade.

2.2. Collection and preparation of piramutaba skin

The piramutaba skins were collected in fishing industry located in
the municipality of Belém, State of Para, Brazil, latitude 1° 27/06.0”S,
longitude 48° 30711.3” W. The skins were packed in polyethylene
packages, transported in isothermal boxes with ice for 60 min towards
the laboratory. The skins were immediately washed with distilled water
and cut into 4 cm x 4 cm. Then, they were packed again, vacuum sealed
and frozen at -26 °C until the extraction process.

2.3. Pre-treatments, extraction of gelatin and mixture with gum arabic

This methodology was proposed by Montero and Gomez-Guillen
(2000) and adapted by Oliveira (2014), with some modifications. Be-
fore gelatin extraction, 60 g of skin was added in 250 mL glass Erlen-
meyer flask, shaken in 0.6 M NaCl (10 min, 85 rpm, 25°C) in 0.3M
NaOH (15 min, 85 rpm, 25 °C) and 0.02 M CH3COOH (60 min, 85 rpm,
25°C) in the ratio 1/3 (w/v) to increase the solubility of collagen.
Shaking was performed in a Shaker incubator (model Luca-223, Luca-
dema, Brazil). The skins were washed in distilled water immediately
after each of those steps.

To extract the gelatin, distilled water was added 1/5 (w/v) in skins
and it was kept at 60 °C for 12 h in a thermostated bath (model TE-057,
Tecnal, Brazil). The aqueous solution of gelatin was filtered on failet
fabric (70 mesh) to remove non-collagenous residues. Subsequently,
gum arabic was added in different proportions to the gelatin solution
(96% protein on dry basis), according to the experimental planning.
Finally, the solution was homogenized in Shaker incubator (150 rpm,
15 min, 25 °C) and atomised.

2.4. Definition of optimal atomization conditions

In the preliminary tests (Supplementary Data — Appendix A) with
aid of literature review, we defined the parameters and levels of the
Central Composite Rotatable Design (CCRD) (Table 1). The percentage
of addition of gum arabic (X;,%) and inlet air temperature (X,, °C) were
defined as independent variables, whereas the evaluated responses
were: atomization yield (Y;), water activity (ay) (Y2) and Gel Strength
(Y3).

The characteristics desired for gelatin in this study were: maximum
yield, minimum water activity and gel strength between 250g and
260 g. We used CCRD of 22, with four factorial points (levels + 1), three
replicates at the central point (level 0), four axial points (two variables
at level = 1.41 and two variables at level 0), totaling 11 trials(Box,
Hunter, & Hunter, 1978). The trials were randomized to minimize the
effect of external factors.

Eq. 1 was used to evaluate the linear, quadratic and interaction
effects of the independent variables on the selected response. Where Y
is the dependent variable, (3o is the constant, (3;, B;; and f;; are regres-
sion coefficients and X; and Xj are the levels of the independent vari-
ables.

k k k
Y=8, + Y BiXi+ Y BiiXi> + Y D BiiXiXj + ¢
i=1 i=1 i=1 j=i+1 (€]
The models were evaluated by the F-test for regression and lack of
fit, as well as Analysis of Variance (ANOVA), correlation coefficient (R?
and adjusted (Adj-Rz). After the evaluation of the models, only sig-
nificant variables (p < 0.05) were maintained. From the adjusted
models the Response Surface (MSR) was generated for behavior ana-
lysis. The optimal level of each response was defined in conjunction
with the Desirability function, since it is a useful tool for designing
experimental models and allowing the evaluation of multiple variables



L.C.d. Oliveira, et al.

Carbohydrate Polymers 223 (2019) 115068

Table 1

Central Composite Rotatable Design (CCRD) and the results of the responses.
Trials Independent variables (original and encoded)

GA (X1,%) TE (X2,°C)

1 15.00 (-1) 110.00 (-1)
2 15.00 (-1) 150.00 (+1)
3 35.00 (+1) 110.00 (-1)
4 35.00 (+1) 150.00 (+1)
5 11.00 (-1,41) 130.00 (0)
6 39.00 (+1,41) 130.00 (0)
7 25.00 (0) 102 (-1.41)
8 25.00 (0) 158 (+1.41)
9 25.00 (0) 130.00 (0)
10 25.00 (0) 130.00 (0)
11 25.00 (0) 130.00 (0)

Responses

Y: Y2 Ys

3.51 = 0.02 0.33 = 0.01 230.00 + 2.00
8.21 = 0.09 0.25 = 0.01 218.00 * 3.00
7.76 = 0.12 0.23 = 0.01 215.00 * 5.00
7.38 = 0.25 0.28 = 0.01 265.00 * 6.00
5.11 = 0.17 0.30 = 0.01 235.00 + 2.00
7.84 = 0.12 0.29 = 0.01 250.00 * 3.00
5.97 = 0.01 0.24 = 0.01 205.00 * 5.00
8.12 = 0.36 0.22 = 0.01 232.00 * 6.00
5.52 = 0.39 0.28 = 0.01 238.00 * 2.00
5.44 = 0.47 0.26 = 0.01 240.00 = 4.00
5.58 = 0.14 0.28 = 0.01 243.00 = 3.00

GA Concentration of Gum Arabic, TE Inlet air temperature, Y;Yield (g/h), Y5 a,, Y3Gel Strength (g).

at the same time (Bukzem, Signini, dos Santos, Lido, & Ascheri, 2016).
These analyzes were performed using Statistica Kernel Release 7.1
software (StatSoft Inc. 2006, Tulsa, OK, USA).

The yield of the atomization (Y;) was calculated by Eq. 2. The water
activity (aw) was determined using an electronic hygrometer (Aqualab,
3TE - Decagon Devices Inc., USA). To determine the strength of the gel
(Y3), the Bloom method (Choi & Regenstein, 2000).

Atomized powder weight (g)
Atomization time (h) (@3]

Yield(g/h) =

2.5. Atomization of gelatin aqueous solution and gum arabic

The atomizer (model AS0340, Niro Atomizer, Denmark) used has a
rotating disk of 0.03m in diameter, fed with compressed air at a
pressure of 0.39 MPa. The drying chamber has a maximum evaporation
capacity of 85kg of water/h, coupled to a cyclone separator and ex-
haust fan. The aqueous solution of gelatin and Gum Arabic was injected
in a flow parallel to the liquid inside the drying chamber through
peristaltic pump at 0.6 L/h atomization. The atomized powder was
collected at the base of the cyclone in polyethylene packages, sealed
under vacuum and stored at 25 °C until analysis.

2.6. Total amino acid profile of skin and atomized sample

Total amino acid profile was determined using Waters-PICO Tag™
high performance liquid chromatograph, Waters Model 712 WISP
(Waters, Watford, Herts, UK) (White, Hart, & Fry, 1986).

2.7. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy of gelatin, gum arabic
and atomized sample

Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy was performed ac-
cording to the method described by Benjakul et al. (2010). The FTIR
spectra were obtained at 22 °C using a ATR Trough plate crystal cell, 45°
ZnSe, 80 mm long, 10 mm wide, 4 mm thick; PIKE Technology Inc.,
Madison, WI, USA). An Equinox 55 FTIR spectrometer (Bruker Co.,
Ettlingen, GER) was used. For spectral analysis, samples were placed in
the crystal cell, attached to the spectrometer assembly. The spectra in
the wave number ranged 4000-500 cm~' and were collected in 40
scans at 4 cm ™! resolution and compared to the background spectra of
the empty cell cleaned at 25°.

2.8. Molecular weight distribution of gelatin and atomized sample

The molecular weight distribution was determined by sodium do-
decylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) according
to Chen, Ma, Zhou, Liu, and Zhang (2014)).

2.9. Zeta potential of gelatin, gum arabic and atomised

The surface charge density (Zeta Potential) was measured in
Zetasizer (Malvern Instruments, UK), according to the method de-
scribed by Campelo et al. (2017). The samples were dissolved in Milli-Q
water (Millipore, Bedford, USA) until 2.0% (v / v) according to the
optimum detection range of the equipment. The measurements were
performed in duplicate (10 evaluations per run) at 25 °C.

2.10. Atomized sample morphology

The morphology was obtained by Scanning Electron Microscopy
(SEM). The samples were adhered to stubs by carbon double-face tape
and metallized with a gold layer of approximately 20 nm thickness for
150s in a current of 90 pA. The electromicrographs were obtained by
scanning electron microscope (Leo-1430, Leo, USA), at an electronic
acceleration (EHT) of 10 KV, working distance (WD) varying between
14 mm and using a secondary electron detector (SE1). The micrometric
scales were designed in the same optical conditions.

2.11. Chemical characterization of the gelatin, gum Arabic and complex

Chemical physical characterization of the atomization sample was
determined by the analysis of moisture content (method 952.08), crude
protein (calculation factor of 5.55) and ash (method 938.08), all ac-
cording to the methodology described by AOAC (2000). The total lipids
value was made using solvent mixture (Bligh & Dyer, 1956). The total
sugars content was performed according to the Lane-Eynon method
(Lutz, 2008) and the pH according to Schrieber and Gareis (2007).

2.12. Technological Properties of the atomized sample

Foaming capacity (FC) was determined in gelatin solutions at dif-
ferent concentrations (1%, 2% and 3%), homogenized at 1750 rpm for
60 s at 24 °C. The FC was calculated by the ratio between the volumes
before and after the homogenization, expressed as a percentage
(Tabarestani, Maghsoudlou, Motamedzadegan, & Mahoonak, 2010).
Emulsifying capacity (EC) was obtained by mixing 20 mL of 3.3% ge-
latin solution with 20 mL of soybean oil. It was then homogenized at
1750 rpm (30, 26 °C) and centrifuged at 3958 rpm (300s, 26 °C). EC
was calculated by the ratio of the volume of the emulsified portion and
the initial volume, being expressed as a percentage (Tabarestani et al.,
2010).

Bulk viscosity was determined in a 6.67% (w/v) solution placed in a
thermostated bath (Tecnal, TE-057, Brazil) at 45 °C and transferred to
the Ostwald-Fensk viscometer (No. 100) (BSI, 1975). The viscometer
was placed in a bath at 60 °C for 10 min to stabilize the temperature,
being expressed in Pascal per second (Pa's™!). To determine the bulk
density (BD), the sample was transferred to a graduated beaker up to
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10 mL volume and weighed (Tonon et al., 2009). Hygroscopicity was
determined by the method described by Cai and Corke (2000), where
1 g of sample was weighed in glass becker and placed in desiccator
containing saturated NaCl solution (RH of 74.95%) at 25°C. After 7
days, the samples were weighed again to calculate the hygroscopicity,
expressed in g of water per g of dry solids (dry basis).

The Water Absorption Index (WAI) and the Water Solubility Index
(WSI) were determined according to Anderson, Conway, and Peplinski
(1970)) and adapted by Pires and Pena (2017). 1 g of sample was added
to a glass beaker containing 12 mL of distilled water, then homogenized
(model BK-HG160, Biobase, China) at 1700 rpm (1800s, 26 °C) and
centrifuged at 2348 rpm (600 s, 26 °C). The supernatant was transferred
to the glass Petri dish and dried to constant weight (60 °C, 0.08 MPa).
IAA was expressed as the mass of the centrifuged residue (g) by the
solids mass of the centrifuged residue (g), while the ISA was expressed
as the mass of the evaporation residue per 100 g of sample (dry basis).

3. Results and discussion
3.1. Analysis and model adjustments

The obtained values in the Central Composite Rotatable Design
(CCRD) for yield, a,, and gel strength, as a function of gum arabic
concentration (GA) and inlet air temperature (TE), are shown in
Table 1. The linear, quadratic and interaction effects for each response,
together with R* and Adj-R? are in Table 2.

According to effects assessment (Table 2) for Yield, all the effects
were shown to be significant. For the a,, model, the X5, effect was
maintained as a function of being close to the evaluation limit
(p < 0.05). For the gel strenght, only the X;; effect has been removed.
Table 3 shows the Analysis of Variance (ANOVA), F test for regression
and lack of fit, correlation coefficient (R2) and adjusted models for the
answers.

All adjusted models were significant (F., > F,p), while the lack of
fit was not significant. In addition, the yield and the gel strength
showed R? > 0.90, indicating a high correlation between the experi-
mental data and those predicted for the polynomial equation of the
second degree. The adjustement model of a,, can be classified as non-
predictive (R* < 0.90), due to the low variability of the response,
however, it can be used to observe a trend behavior.

3.2. Response surfaces and definition of the optimal conditions

After the analysis and models adjustments, the behavior of the ad-
justed models for yield, a,, and Gel Strength were evaluated through the
response surface graphs (Fig. 1).

The atomization yield was positively influenced by the increase in
the value of the variables (Fig. 1A), individually and by the interaction.
The yields obtained (Table 1) represent a considerable increase when
compared to lyophilization, a traditional technique in drying fish skin
gelatin. Silva, Lourenco and Pena (2016) found that it takes 48h to
produce 11.40g of gelatin, from 60g of kumakuma fish skin by

Table 2
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Table 3
Analysis of variance (ANOVA) for Yield, aw and Gel Strength as a function of
the independent variables, test F and R*

Source of SS DF QM Fcal Frab R?
variation

Yield (Y1, g/h)

Regression 24.2830 5 4.8566 984.4479 19.30  0.99
Residue 0.2410 5 0.0482

Lack of fit 0.23113 3 0.077043 15.617 19.16

Pure error 0.00987 2 0.004933

Total 24.52404 10

Adjustment model: Y; = 11.76398 + 0.68084X; +0.00472X,; -0.29094X,
+0.00191X 5, -0.00635X1 5

ay (Y2)

Regression 0.0075 2 0.0037 28.06 19.00 0.70
Residue 0.0032 8 0.00040

Lack of fit 0.4288 6 0.00049 3.68 19.33

Pure error 0.000267 2 0.00013

Total 0.0107 10

Adjustment model: Y, = 0.30632 -0.00000086X, -0.000006806 X
Gel Strenght

(Y3, 8)
Regression 2782.7645 4 695.6911 109.85 19.25 0.98
Residue 45.4173 6 7.56955
Lack of fit 32.7506 4 8.18765 1.29 19.25
Pure error 12.6667 2 6.33333
Total 2828.1818 10

Adjustment model: Y3 = -55,8000 -9,4058X; +5,7792X, -0,0278X5, +0,0775X;,

SS: sum of squares; DF: Degrees of freedom; QM: Quadratic mean;
X; Linear effect of GA, X, Linear effect of TE, X;; Quadratic effect of GA, Xy,
Quadratic effect of TE, X;, Interaction effect GA (TE).

lyophilization.

Within the studied range (3 g-8 g), the highest results are due to the
positive interaction between the inlet air temperature (TE) and gum
arabic concentration (GA). Although the response surface indicated an
increase in yield in TE > 158 °C (Fig. 1A), changes in the structural and
physicochemical characteristics of the powder were observed during
the tests. The material adhered to the atomizer body and the burned
material (appearance of black spots). This, in practice, reduces the
yield, since the application of high temperatures results in significant
changes in the physical and chemical properties in the gelatin atomi-
zation (Kanwate et al., 2019). In relation to GA, the formation of a
strongly bound, pH-dependent polyelectrolyte complex (Anvari and
Joyner (Melito) (2018)) increased yield. This complex is formed mainly
by the neutralization of the positive charge (-NH;") of the gelatin and
the negative charge (—COO-) of Gum Arabic (Braga, 2013).

The obtained values for a,, were 0.22 to 0.33 (Table 2) indicating
microbiological stability in all the experimental trials (a,, < 0.6)
(Damodaran et al., 2007). The low variability of a,,, resulting in a trend
curve, also occurred in the microencapsulation of saffron’s anthocya-
nins with Gum Arabic (Mahdavee Khazaei et al., 2014). The decreased
of a,, as function of the increase of GA and TE, also occurred in the
atomization of the lyophilized culture ofLactobacillus acidophilus
(Arepally & Goswami, 2019). The parameters inlet air temperature,

Linear, quadratic and interaction effects of second order polynomials (Eq. 1) associated with significance for each response studied (pure error).

Yield (Y;,8/h) ay (Y2) Gel Strenght (Y3, g)

Factors Effects p-value Effects p-value Effects p-value

Constant 5.51427 0.000054 0.273197 0.000595 240.3107 0.000037
Xy 1.82879 0.000744 —-0.021212 0.122712 13.3838 0.017392
Xi1 0.94441 0.004001 0.027460 0.108198 3.1013 0.285433
X, 1.85101 0.000726 —0.014646 0.216216 19.1414 0.008617
X2 1.52604 0.001538 -0.038866 0.058644 -21.3885 0.009926
X2 -2.54000 0.000764 0.065000 0.030139 31.0000 0.006526

X; Linear effect of GA, X, Linear effect of TE, X;; Quadratic effect of GA, X,, Quadratic effect of TE, X;, Interaction effect GA (TE). Values in bold indicate

permanence in the final adjusted model.
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Fig. 1. Response surface for yield (1A), a,, (1B), and Gel Strength (1C), as a function of inlet air temperature (TE) and Gum Arabic concentration (GA).

pumping velocity and air pressure, at the levels used, had a greater
influence on obtaining the a,, range found in this study (Huang et al.,
2019; Kanwate et al., 2019; Tonon, Brabet, & Hubinger, 2010).

The gel strength presented different behaviors depending on each of
the effects and the interaction. The use of high temperatures, without
the increase of GA, resulted in a lower gel strength, due to the break-
down of covalent and non-covalent bonds of the protein structure. This
behavior was also reported in the gelatin atomization of the swim
bladder of carp (Kanwate et al., 2019). At constant temperature, when
GA is reached (Fig. 1C), an increase in gel strength is observed, de-
monstrating that the interaction between the two effects has a greater
impact on this response. In this study, the proper formation of the
polyelectrolyte complex between gum arabic and gelatin depends on
GA between 25% and 35%, to give desired characteristics
(250 g-260 g). All experimental values are related to "high bloom" ge-
latin (200-300 g) (Eysturskard, Haug, Elharfaoui, Djabourov, & Draget,
2009)and the higher the Bloom, the less gelatin is needed to achieve the
desired effects(GME, 2012).

The optimal condition (D = 0.866, Supplementary Data — Appendix
B) for the formation of the polyelectrolyte complex was 33.4% (g gum
arabic / 100 g gelatin) and atomization with inlet air temperature of
130 °C. These conditions afforded 6.62 g/hr yield, 0.27 aw and 247 g
gel strength, suitable characteristics for food-grade gelatin (Huang
et al., 2019; Ishwarya, Anandharamakrishnan, & Stapley, 2015; Karim
& Bhat, 2009).Trials were performed to obtain the complex between
gelatin and gum arabic under optimum conditions and responses were
compared to predicted values. The difference between the experimental
and predicted values showed a low relative deviation (1% for yield and
Gel Strength and 0.01% for a,), which demonstrates that the estab-
lished method can be used to predict these characteristics in the formed
complex.

3.3. Formation of polyelectrolyte complex between fish gelatin and gum
arabic (FG-GA)

3.3.1. Amino acid profile

The amino acid profile of the skin and polyelectrolyte complex be-
tween fish gelatin and gum arabic (FG-GA) is arranged in Table 4.

In general, the amino acid profile found in the skin and FG-GA
(Table 4) are similar to those reported for kumakuma (Silva, da Pena,
da, Lourenco, & de, 2016), whale shark (Jeevithan, Bao, Zhang, Hong,
& Wu, 2015), tilapia and carp (Tang et al., 2015). The amino acids that
make up the tropocolagen, glycine, proline and hydroxyproline
(Daboor, Budge, Ghaly, Brooks, & Dave, 2010), presented little differ-
ence, which corresponds to the adequate extraction of gelatin. In the
proline and hydroxyproline amino acids, the propyl side chain is
covalently attached to both the a-carbon atom and the a-amine group,
forming a pyrrolidine ring structure (Haug, Draget, & Smidsrgd, 2004;
Muyonga, Cole, & Duodu, 2004), which confers string rigidity, in-
creasing Gel Strength, bulk viscosity and melting point (Damodaran
et al., 2007). It is known that the higher the amino acid content, the
greater the stability of the helix through inter-chain hydrogen bonds
and, therefore, the greater is the Gel Strength. This phenomenon occurs
in two ways: first, with the direct connection between hydrogen and a
binding water molecule; and secondly, through hydrogen bonding to
the carbonyl group (Ahmad & Benjakul, 2011).

The amino acid profile found in FG-GA (Table 4) directly influences
Gel Strength properties (Bloom). This parameter is considered one of
the most important properties of gelatin and can also be influenced by
the raw material, extraction method and complexing auxiliaries of
polyelectrolytes such as polysaccharides and polymeric organic acids
(Butstraen & Salatiin, 2014).In addition, the results of the optimization
(Fig. 1C) show that Gel Strengthis also influenced by atomization
parameters, such as inlet air temperature and Gum Arabic concentra-
tion.
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Table 4

Total amino acids profile present in the piramutaba skin and in the polyelectrolyte complex of fish gelatin and Gum Arabic (FG-GA).
Residues/100residues Characteristic of group R’ Skin FG-GA
Aspartate ASP Negatively charged 6.05 4.42
Glutamic acid GLU Negatively charged 9.09 8.89
Serine SER Polar (not charged) 3.97 4.03
Histidine HYS Positively charged 1.08 1.06
Taurine TAU Polar Not detected Not detected
Arginine ARG Positively charged 7.90 8.21
Threonine THR Polar (not charged) 3.04 2.76
Alanine ALA Aliphatic and apolar 9.43 10.17
Tyrosine TYR Aromatic 1.12 0.96
Valine VAL Aliphatic and apolar 2.60 2.51
Methionine MET Aliphatic and apolar 1.70 1.49
Cysteine CYS Polar (not charged) 1.32 1.13
Isoleucine ILE Aliphatic and apolar 1.84 1.73
Leucine LEU Aliphatic and apolar 3.26 3.11
Phenylalanine PHE Aromatic 2.06 1.99
Lysine LIS Positively charged 3.88 3.42
Tryptophan TRP Aromatic Not detected Not detected
Glycine GLY Aliphatic and apolar 21.92 23.85
Proline PRO Aliphatic and apolar 11.15 12.14
Hydroxyproline HPRO Aliphatic and apolar 7.05 9.25
TOTAL 98.48 97.11
Imino acids PRO + HPRO 18.20 17.39

1 Source: Nelson and Cox (2011); Nur Hanani, Roos, and Kerry (2014)).

3.3.2. Molecular weight distribution

In Fig. 2, it is observed that the molecular weight distribution of FG-
GA and gelatin indicate the presence of 3 chains (two chains with
covalent attachment) (Papon, Leblond, & Meijer, 2006). After the for-
mation of the complex, there was a reduction of the band and decrease
of the intensity, which corresponds to the lower availability of these
chains, in addition to the increase in molecular weight. This reduction
corresponds to the formation of a polyelectrolyte complex between
gelatin and Gum Arabic (Sinthusamran, Benjakul, & Kishimura, 2014;
Sinthusamran, Benjakul, Swedlund, & Hemar, 2017).

Gum Arabic has carboxyl groups with negative charges, thus con-
sidered anionic polysaccharides. The carboxylic acid groups are at-
tached to the major monomer consisting of (3,6-linked B-D-galacto-
pyranose substituted in position 6 by side chains of 3-linked a-L-
arabinofuranose). Due to the low isoelectric point of Gum Arabic, this
polysaccharide must interact precisely with amphoteric proteins, as in
the case of gelatin (Espinosa-Andrews et al., 2013).

As the concentration of Gum Arabic increases, the loading of the
gelatin molecules surrounding those of Gum Arabic is neutralized by
increasingly strong molecular interactions, until the lattice formed is
stable, reinforced by weak interactions between coulomb dipoles and
hydrogen bonds (Wagoner, Vardhanabhuti, & Foegeding, 2016).

The amount of positively charged residues (Lys, His and Arg) is
12.69 / 100 residues (Table 4). The level of these charged basic amino
acids is relatively small, and practically all of them participate in
electrostatic interaction. The increase in the number of particles in the

system due to the molecular interactions between gelatin and Gum
Arabic is also influenced by the temperature and centrifugal force of the
atomizer (Ishwarya et al., 2015).

3.3.3. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy

The interaction between gelatin and Gum Arabic molecules is also
confirmed by the band shift in the FTIR spectra (Fig. 3).

It is observed that the FTIR spectrum for piramutaba gelatin (Fig. 3)
is similar to commercial fish gelatin (Sinthusamran et al., 2017)and
trout (Altan Kamer et al., 2019).The gelatin spectrum distribution
(Fig. 3) exhibits characteristic absorption bands in specific bands. The
absorption bands near 3275cm ™! correspond to amide A and, ac-
cording to Jridi et al. (2014), refer to the vibrations of OH and NH
groups. The absorption bands near 2922 cm ! correspond to amide B
and, according to Hamzeh et al. (2018), correspond to the vibrations of
the groups =C—H and -NH3". Absorption bands at 1639 cm™ are
characteristic of amides I and according to Liu et al. (2012), they are
related to the elongation vibrations of C=0 and CN groups. Bands close
to 1535cm™! refer to amide II. Staroszczyk, Sztuka, Wolska, Wojtasz-
Pajak, and Kotodziejska (2014)), state that they correspond to the vi-
brations of NH and CN groups. Finally, the bands at 1242cm™ are of the
amide group III and, according to Staroszczyk et al. (2014), they cor-
respond to the elongation of the vibrations of NH and CN groups.

In the FTIR spectrum for FG-GA (Fig. 3), it is observed that several
absorption bands are displaced. A of amide A is displaced to 3267 cm
-1, and that of amide B is 2918 cm -1. These changes indicate the

FG-GA Marker

Fish gelatin

al

a2

225 kDa
150 kDa
102 kDa

Fig. 2. Electrophoretic analysis of polyelectrolyte complex between fish gelatin and gum arabic (FG-GA) and fish gelatin from piramutaba.
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Fig. 3. FTIR spectra for samples of fish gelatin, polyelectrolyte complex be-
tween fish gelatin and gum arabic (FG-GA) and native gum arabic.

formation of intermolecular hydrogen bonds between gelatin and Gum
Arabic(Lassoued et al., 2014; Staroszczyk, Pielichowska, Sztuka,
Stangret, & Kolodziejska, 2012, 2014). Similar effects were observed by
FTIR spectroscopy in studies involving gelatin and gelatin films added
with polysaccharides, such as k-carrageenan (Pranoto, Lee, & Park,
2007; Voron’ko, Derkach, Kuchina, & Sokolan, 2016), quitosana (Qiao,
Ma, Zhang, & Yao, 2017; Staroszczyk et al., 2014; Voron’ko et al., 2016)
or combinations of Gum Arabic, chitosan and gelatin (Gongcalves,
Grosso, Rabelo, Hubinger, & Prata, 2018).

The addition of Gum Arabic to the gelatin produces effects of de-
creasing the amplitude of the bands of amide I and amide III. The re-
duction of the amide bands I of 1639 cm ™! to 1628 cm ™! and the amide
III of 1242 cm™ to 1238 cm ™! corresponds to loss of the helical triple
structure attributed to the reduction of the intermolecular interactions
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between the chains of gelatin. The decrease of these steric protected
conformations makes the structure more susceptible to electrostatic
interaction as random coil (Fakhreddin Hosseini, Rezaei, Zandi, &
Ghavi, 2013; Jridi et al., 2014).

The use of Gum Arabic also results in the shift of the amide II bands
to 1523 cm ™~ !. The displacement confirms the presence of electrostatic
interactions between polyelectrolytes of the carboxyl group of Gum
Arabic, linked to the main monomer (3,6-linked B-D-galactopyranose
substituted in position 6 by side chains of 3-linked a-L-arabinofuranose)
and the amino groups of Lys, Hyl, His and Arg(Staroszczyk et al.,
2014).The displacement of the amide II between 1535cm™! to
1523 cm ™ L, Staroszezyk et al. (2012), 2014), results from the formation
of hydrogen bonds between -NH groups of the gelatin with other
groups.

3.3.4. Zeta potential

The Fig. 4 shows the effect of pH on the zeta potential of gelatin
(FG), gum arabic (GA) and complex formed (FG-GA).

The zeta potential of FG increased from 19.14 to -19.34 mV, in the
pH range from 3.1 to 11.3. Up to the isoelectric point (pH < 6.30), the
NH3 + groups are protonated in function of acid pH. As pH increases,
the deprotonation of NH3 + and COO— occurs, causing a decrease in
zeta potential (Meka et al., 2017). The isoelectric point (pH of 6.30) of
FG is characteristic of type B gelatins (Karim & Bhat, 2009; Prata &
Grosso, 2015). Similar behavior was observed in GA, with variation
-1.68 to -24.88mV, in function of the deprotonation of the COO—
groups (Hu et al., 2019).

The interaction between FG and GA can be observed in the graph
through an intermediate curve of FG-GA (Fig. 4). The zeta potential of
FG-GA increased from 10.66 to -24.88 mV, ranging from pH of 3.1 to
11.3. FG-GA has amphoteric characteristics, similar to native gelatin,
but with an isoelectric point at pH of 5.57. The amount of charge is
influenced by pH, however, this was not a deterrent factor to the for-
mation of the complex. Even though there is an unbalance of loads, the
polyelectrolyte interaction is favored by the friction (Meka et al., 2017)
generated during the atomization, mainly by the use of high pressure
(0.39 MPa) and rotation in the atomizer disc.

3.3.5. Morphological analysis of the polyelectrolyte complex between
gelatin and gum arabic (GP-GA)

The analysis of the data obtained in this study and in the literature,
gives subsidies to propose a general scheme of the formation of the
polyelectrolyte complex between fish gelatin and gum arabic (FG-GA)
(Fig. 5).

The formation of a polyelectrolyte complex between poly-
saccharides and proteins increases as the charges are neutralized, as in
the isoelectric point. Thus, for the polyelectrolyte pair of Gum Arabic
and gelatin the appropriate ratio should be 1:1(Boral & Bohidar, 2010),
for that the positive charges of the gelatin are neutralized by negative
charges of Gum Arabic. It is likely that each Gum Arabic macromolecule

zeta potential (mV)

——GP-GA GP GA

pH

Fig. 4. Effect of pH on the zeta potential of solutions at 2% (v / v). Null loads at pH of 6.30 for gelatin (FG) and pH of 5.57 for the complex (FG-GA).
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Fig. 5. Qualitative scheme illustrating the formation of polyelectrolyte complex between fish gelatin and gum arabic (FG-GA). Complex atomized in the extensions:

0x (i), 3880x (ii) and 4950x (iii).

is stabilized within the stoichiometrically balanced gelatin contained in
a polyelectrolyte gelatin shell which blocks the action of other fillers,
assuming a compact form (Fig. 5).(Kizilay, Dinsmore, Hoagland, Sun, &
Dubin, 2013; Wagoner et al., 2016).

In this study, the atomizer disc produced wrinkled, porous and
flattened particles (Fig. 5), similar to the results obtained in en-
capsulation of probiotics (Arepally & Goswami, 2019)and bioactives
compounds(Rajabi, Ghorbani, Jafari, Sadeghi Mahoonak, &
Rajabzadeh, 2015)where they used gelatin and gum arabic.

3.4. Characterization of the gelatin, gum arabic, polyelectrolyte complex

The characterization of the polyelectrolyte complex is shown in
Table 5.

The complex presented moisture below 15%, within the limit es-
tablished for gelatin for food and atomized products (Hamzeh et al.,
2018). The sugars levels detected are derived from the addition of Gum
Arabic. The pH > 5 provides conditions for proliferation of proteolytic
bacteria (GME, 2012), however, it is expected that the low moisture and
a,y associated with vacuum storage are sufficient for conservation. The
pH found is characteristic, mainly, of the pretreatment (saline, alkaline
and acid) of Type B ediblegelatin (GME, 2015; Jones, 1977).
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Table 5

Characterization of the gelatin (FG), gum Arabic (GA) and polyelectrolyte

complex (FG-GA) atomized under optimal conditions.

Parameters FG GA FG-GA
Moisture (g/100 g)* 7.68 = 0.13 6.10 = 0.13 9.42 = 0.43
Protein (g/100 g)* 88.77 + 0.87 4.25 + 0.05 66.04 + 0.22
Lipids (g/100 g)* 0.87 = 0.12 0.71 = 0.19
Ash (g/100 g)! 2.35 = 0.03 2.70 = 0.07 241 = 0.25
Total sugars (g/ ) 88.02 + 0.12 21.89 + 0.65
100 g)*
aw 0.63 = 0.01 0.36 = 0.01 0.27 = 0.01
pH 11.0 = 0.02 4.30 = 0.05 9.34 = 0.09
Foam Forming
Capacity (%)
Solution 1% 102.00 * 0.32 110.00 + 0.12 102 = 0.37
Solution 2% 106.00 = 0.45 111.00 * 0.09 107 = 0.37
Solution 3% 117.00 * 0.12 113.00 + 0.05 113 + 0.37
Emulsifying capacity = 35.01 = 1.04 24.17 + 2.89 5.01 = 1.69
(%)
Bulk viscosity (Pas) ~ 3.90107**=0.10 550-107°*0.10 6,90
1073+ 0,20
Bulk density (g/cm3) 0.41 = 0.10 0.72 = 0.01 0.66 = 0.02
Hygroscopicity 2 (%) 11.18 + 0.47 30.76 + 1.03 5.55 = 0.66
Water Solubility 86.22 * 0.47 94.87 + 0.24 88.10 + 0.89
Index! (%)
Water Absorption 9.32 = 0.01 5.13 = 0.14 6.91 = 0.85

Index 2 (g/g)

1Wet basis; 2Dry basis.
* Not detected.

The Foaming Capacity (FC) showed expected behavior, where the
increase complex concentration produced higher FC. Studies show that
protein foams are more stable at pH near the isoelectric point, due to
the proximity of the cations and anions, which gives greater stability of
the interface (Phawaphuthanon, Yu, Ngamnikom, Shin, & Chung,
2019). The behavior of FC can be attributed to salting pre-treatment
(salting in), denaturation (extraction with hot water) and the presence of
Ca®" and Mg>" ions (supplementary material), which favor the for-
mation of crosslinks (Damodaran et al., 2007). Similar results were
found for FC on filhote fish gelatin (Silva, da Lourenco, de, Pena, & da,
2017).

In this study, low values of Emulsifying Capacity (EC) are associated
with the complex formation between gelatin and Gum Arabic, which
decreases the presence of free peptides to bind with the oil. In addition,
the EC found is close to atomized gelatin from marine sources (Kanwate
et al., 2019), indicating that it is directly affected by the drying process.
In proteins, EC is related to the degree of exposure of apolar residues
(Table 5), to the tyrosine content, extraction process, final pH, ionic
strength, presence of surfactants, sugars, among others (Shyni et al.,
2014).

Another parameter that demonstrates the complex formation stu-
died here is the bulk viscosity (6.9 x 102 Pass), which reflects the
degree of intermolecular interaction between gelatin and Gum Arabic.
This interaction, in aqueous medium, behaves as a non-Newtonian
pseudoplastic liquid (Pal, Giri, & Bandyopadhyay, 2016). The presence
of branching in the structure of the polysaccharide increases the visc-
osity, due to the interaction of hydrogen bonds with water, increasing
the surface of the three-dimensional network (Rafe & Razavi, 2017).

Bulk Density (BD) is related to particle size and integrity, friability
and flow properties (Mahdavee Khazaei et al., 2014). When the elec-
trophoresis (Fig. 3) and the microscopic structure (Fig. 5) are observed,
the high molecular weight (225kda to 150kda) and flattening, common
in atomized products, promotes better accommodation of the spaces
between the particles, resulting in higher bulk density. Thus, increasing
the concentration of gum arabic also promotes higher bulk density
(Fernandes, Borges, & Botrel, 2013; Tonon et al., 2010).

The formation of the polyelectrolyte complex and atomization re-
moved most of the water producing occupancy of the hydrophilic
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radicals (-O and —OH). Consequently, a lower concentration gradient
for the relative humidity of the air was formed, resulting in low hy-
groscopicity. This hypothesis is reinforced by the low aw (0.27), and by
the results of the molecular weight distribution (Fig. 3). Similar beha-
vior was found in coffee (Frascareli, Silva, Tonon, & Hubinger, 2012)
and essential rosemary oil (Fernandes et al., 2013), both using Gum
Arabic as a wall material.

Water Solubility Index (WSI) and Water Absorption Index (WAI) are
also related to the availability of hydrophilic radicals. Fig. 5B shows the
formation of a porous surface resulting from the high speed of rotation
of the atomizing disk, which gave rise to WSI and WAI. The solubility of
the complex is close to the atomized gelatin of squid skin (Hamzeh
et al.,, 2018)and swimming bladder of Labeo rohita (Kanwate et al.,
2019). The absorption of water is directly linked to the availability of
free hydrophilic radicals, depending on the extraction temperature and
the atomization. The tropocollagen structure tends to open with in-
creasing temperature, allowing higher interaction and higher Gel
Strength (Fig. 1C). However, complex formation provides fewer hy-
drophilic radicals available, limiting WAI.

4. Conclusion

The interaction between fish gelatin and gum arabic generated a
polyelectrolyte complex (FG-GA), as demonstrated by the results of
amino acid profile, electrophoresis, FTIR, zeta potential and MEV. The
FG-GA formation promoted positive changes, such as higher atomiza-
tion yield, adequate Gel Strength, low hygroscopicity and high solubi-
lity.

According to the proposed models, the optimal conditions for FG-
GA formation were 33.4% Gum Arabic concentration and atomization
at the inlet temperature of 130 °C. The desirability found (D = 0.866)
resulted in 6.62g/h yield, 0.27 a,, and 247 g of Gel Strength. The
technological properties of FG-GA are in accordance with the re-
commended for atomized products and gelatin for use in the food in-
dustry and other fields. The complex formed can be used for industrial
applications as food additive, as in the stabilizing function in dairy
products, increase the water retention capacity in meat products,
emulsifier in ice cream, among others.
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