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Resumo
O objetivo deste trabalho foi otimizar os parâmetros da extração de colágeno, obtidos a partir de pele de tilápia (Oreochromis niloticus) utilizando um planejamento fracionário 24-1. Os fatores e os níveis utilizados no planejamento foram: [NaOH] entre (0,15-0,35) M, [NaCl] entre (0,2-0,8) M, temperatura entre (40-60) ºC e tempo de extração entre (6-12) h, e as variáveis resposta foram rendimento e viscosidade. O rendimento médio obtido foi de 29,5% e apenas o tempo de extração teve influência significativa (p<0,05). As condições que forneceram melhor rendimento na obtenção da gelatina foram utilizando níveis mais altos de tempo. Já para a viscosidade nenhum dos fatores avaliados influenciou nos resultados. As viscosidades encontradas ficaram entre 3,4 e 6,9 cSt condizentes com a faixa de 2 a 7 cSt exigida para comercialização da gelatina.
Introdução
A aquicultura mundial vem crescendo nos últimos anos mais rapidamente que qualquer outro setor produtivo de origem animal. (Bordignon, 2010) O Brasil atualmente esta entre os vinte países com maior produção de pescado, destacando-se no cultivo da tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Esta espécie é a mais cultivada no país devido a sua facilidade em adaptar-se às práticas de manejo alimentar e também por tolerar altas densidades de estocagem (Martins et al., 2015).
Na cadeia produtiva da pesca um dos maiores problemas é a alta quantidade de resíduos gerados após a filetagem. No caso da tilápia esses podem chegar até 70% do peso bruto do peixe, distribuídos em cabeça (14%), carcaça (35%), vísceras (10%), pele (10%) e escamas (1%). (Vidotti & Gonçalves, 2006; Ferreira et al., 2015) Desses resíduos é possíveis obter subprodutos rentáveis, como por exemplo, o uso comercial da pele para produção de gelatina.
A gelatina é um produto de baixo custo e é usada em indústrias farmacêuticas na fabricação de cápsula e emulsificador, bem como nas indústrias de alimentos para melhorar características como elasticidade, estabilidade e consistência de produtos, devendo apresentar boas propriedades reológicas, como a viscosidade, que determina o valor comercial da gelatina (Bordignon, 2010; Ferreira et al., 2015).
 Além disso, o pescado é uma alternativa de substituição das matérias-primas tradicionais, como os ossos e peles de bovinos e suínos, as quais podem ter problemas sanitários como a Encefalopatia Espongiforme Bovina e a febre aftosa e, apresentam restrições em países com predominância do islamismo, do judaísmo e do hinduísmo. (Choi & Regenstein, 2000; Muyonga et al., 2004; Zang et. al., 2007). 
O presente trabalho teve como objetivo a otimização dos parâmetros para a extração de colágeno, obtido a partir de pele de tilápia, analisando-se [NaOH, M], [NaCl, M], temperatura (ºC) e tempo (h), utilizando como variável de resposta a viscosidade e o rendimento da gelatina, por meio de um planejamento fracionário 24-1, com três pontos centrais.
Material e Métodos

A matéria-prima utilizada foram peles de tilápia (Oreochromis niloticus), obtidas através de filetagem automatizada e mantida em refrigeração, sendo fornecidas pelo pesque pague Big-Peixe de Toledo-PR. Estas peles foram separadas em amostras de 110 g cada. 

Por meio de um planejamento fracionário 24-1, com três pontos centrais, avaliou-se a influência dos fatores [NaOH, M], [NaCl, M], temperatura (ºC) o tempo de imersão (h) no rendimento (%) e na viscosidade (cSt), como mostrado na tabela 1. Os dados experimentais foram analisados por meio do programa Statistica 7.0 para Windows (Statsoft™, Inc.,Tulsa, USA) com 5% de significância.
Tabela 1: Valores das variáveis do planejamento experimental e seus respectivos níveis codificados.
	Variáveis
	-1
	0
	+1

	(1) [NaOH] (M)
	0,15
	0,25
	0,35

	(2) [NaCl] (M)
	0,2
	0,5
	0,8

	(3) Temperatura de extração (ºC)
	40
	50
	60

	(4) Tempo de extração (h)
	6
	9
	12


Para o processo de extração do colágeno das peles de tilápia, inicialmente as amostras de pele foram lavadas em água corrente e imersas em solução de cloreto de sódio por dez minutos e enxaguadas novamente. O procedimento foi realizado em triplicata, sendo que o excesso de água foi removido. Em seguida, submergiu-se cada amostra em solução de hidróxido de sódio por trinta minutos também por três vezes. Depois, as peles foram imersas em solução de ácido acético por uma hora e posteriormente enxaguadas.

Logo após, colocou-as em um banho termostático sobre agitação por um tempo determinado pelo planejamento estabelecido. Filtrou-se a mistura por meio de uma bomba a vácua e polpas de celulose e, o liquido obtido foi seco em estufa com circulação forçada de ar. Por fim, o material foi moído e armazenado, calculando o rendimento do produto final obtido pela equação 01. A metodologia empregada foi descrita por Montero & Gómez-Guillén (2000).
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A viscosidade das amostras foi determinada com o uso de um viscosímetro Cannon-Fenske nº 75, fazendo o uso de uma solução 6,67% de gelatina e considerando a constante do viscosímetro fornecida pelo fabricante como sendo 0,008 cSt/s (Bordignon, 2010).
Resultados e Discussão
Seguindo o procedimento descrito, determinou-se o rendimento e a viscosidade para cada ensaio, exceto para um dos pontos centrais (ensaio 10). Nesse ensaio não havia amostra seca para realizar o experimento da viscosidade, obtendo-se apenas o seu rendimento. Na tabela 2 é exposta a matriz de planejamento juntamente com os rendimentos e as viscosidades obtidos.
Tabela 2 – Matriz de planejamento experimental e resultados obtidos para o rendimento.
	Ensaio
	[NaOH] (M)
	[NaCl] (M)
	Temperatura (ºC)
	Tempo (h)
	Rendimento (%)
	Viscosidade (cSt)

	1
	-1 (0,15)
	-1 (0,2)
	-1 (40)
	-1 (6)
	22,91
	3,87024

	2
	+1 (0,35)
	-1 (0,2)
	-1 (40)
	+1 (12)
	30,91
	3,73888

	3
	-1 (0,15)
	+1 (0,8)
	-1 (40)
	+1 (12)
	37,96
	3,80784

	4
	+1 (0,35)
	+1 (0,8)
	-1 (40)
	-1 (6)
	24,36
	3,97464

	5
	-1 (0,15)
	-1 (0,2)
	+1 (60)
	+1 (12)
	35,27
	4,25776

	6
	+1 (0,35)
	-1 (0,2)
	+1 (60)
	-1 (6)
	24,36
	3,49464

	7
	-1 (0,15)
	+1 (0,8)
	+1 (60)
	-1 (6)
	25,27
	3,80392

	8
	+1 (0,35)
	+1 (0,8)
	+1 (60)
	+1 (12)
	33,00
	3,79784

	9
	0 (0,25)
	0 (0,5)
	0 (50)
	0 (9)
	28,91
	6,82992

	10
	0 (0,25)
	0 (0,5)
	0 (50)
	0 (9)
	31,18
	-

	11
	0 (0,25)
	0 (0,5)
	0 (50)
	0 (9)
	30,73
	6,03056


Nota-se pela tabela 2 que os maiores rendimento obtidos foram nos ensaios 3, 5 e 8, onde o tempo de extração é maior (12h). O rendimento apresentou uma média de 29,5%. Os rendimentos obtidos mostraram-se maiores do que os obtidos por Rawdkuen et. al. (2013) e Huang et. al. (2016), que obtiveram respectivamente, rendimento entre 19,5% e 23,34%, e entre 7,5 e 12,3%. Na tabela 3 é apresentado o efeito das variáveis analisadas sobre o rendimento.
Tabela 3 – Efeitos estimados para o rendimento em função das variáveis analisadas.
	
	Efeito
	Erro Padrão
	t(6)
	P

	Média
	29,53273
	0,538397
	54,85305
	0,000000

	(1) [NaOH, M]
	-2,19500
	1,262653
	-1,73840
	0,132803

	(2) [NaCl]
	1,78500
	1,262653
	1,41369
	0,207178

	(3) Temperatura (ºC)
	0,44000
	1,262653
	0,34847
	0,739387

	(4) tempo (h)
	10,06000
	1,262653
	7,96735
	0,000208


Analisando a tabela 3, percebe-se que apenas o tempo de extração teve influência significativa no rendimento (p<0,05). Quando aumentamos o tempo de extração de 6 para 12h, o rendimento aumenta em média 10%. Deste modo, é possível otimizar o processo trabalhando nos níveis mais altos de tempo de extração. E ainda, considerando que as demais variáveis não tiveram influencia, podem-se utilizar esses fatores em seus níveis mais baixos no intuito de economizar reagente.
Observando a tabela 2, os valores de viscosidade da gelatina de tilápia encontram-se entre 3,4 e 6,9 cSt, resultado semelhante aos obtidos por Alfaro et. al. (2014), que obtiveram viscosidades entre 2,56 e 6,12 cSt. Além disso, as viscosidades obtidas estão dentro da faixa especificada para a comercialização da gelatina de peixe, sendo entre 2 e 7 cSt (Rawdkuen et. al., 2013). O efeito das variáveis avaliadas sobre a viscosidade está mostrado na tabela 4. Verifica-se que nenhuma das variáveis avaliadas teve influência significativa (p>0,05) na viscosidade. 
Tabela 4 - Efeitos estimados para o rendimento em função das variáveis analisadas.
	
	Efeito
	Erro Padrão
	t(5)
	P

	Média
	4,360624
	0,474573
	9,188512
	0,000256

	(1) [NaOH, M]
	-0,183440
	1,061178
	-0,172864
	0,869538

	(2) [NaCl]
	0,005680
	1,061178
	0,005353
	0,995936

	(3) Temperatura (ºC)
	-0,009360
	1,061178
	-0,008820
	0,993304

	(4) tempo (h)
	0,114720
	1,061178
	0,108106
	0,918116


Conclusões

Entre as variáveis avaliadas apenas o tempo de extração teve influência no rendimento, já para a viscosidade nenhuma das variáveis influenciou significativamente. A condição que forneceu os melhores rendimentos na obtenção da gelatina foi à utilização dos níveis mais altos do tempo de extração (12h). A gelatina apresentou um rendimento médio de 29,5% e uma viscosidade entre 3,4 e 6,9 cSt condizente com a faixa de 2 a 7 cSt exigida para comercialização dessa.
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