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Resumo: Uma alternativa de valorizagdo de residuos da industria de pescado ¢ a producdo de gelatina, visando a
formagdo de filmes para embalagem de alimentos. Porém, o desafio € obter filmes com propriedades antimicrobianas.
Para isso, empregou-se nanoparticulas de prata sintetizadas por um processo verde, a fim de minimizar esta limitagdo. A
gelatina foi obtida por desnaturagdo do colageno. Os filmes foram obtidos por casting apds a formacdo das
nanoparticulas de prata pelo método in situ. A caracterizacdo da gelatina foi feita por Forga de Gel, Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Andlise Termogravimétrica (TGA). Os filmes foram obtidos nas
concentragdes de AgNO; de 0, 45, 90 e 180 mmol.L"! e caracterizados por: Espectroscopia de Ultravioleta/Visivel,
Permeabilidade ao Vapor de Agua e Atividade Antimicrobiana.
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Tilapia skin Gelatin: Alternative for obtaining films with antimicrobial property by nanosilver

incorporation

Abstract

A waste recovery alternative in the fish industry is the production of gelatin, aiming the preparation films for food
packaging. However, the challenge is to obtain films with antimicrobial properties. For this, it was used nanosilver
synthesized by a green process, aiming minimize this limitation. The gelatin was obtained by denaturation collagen. The
films were obtained by casting after the formation of nanosilver by in situ method. Characterization of the gelatin was
carried out by Gel Strength, Spectroscopy Infrared Region with Fourier Transform (FTIR) and thermogravimetric
analysis (TGA). The films were obtained in the concentration AgNQO; 0, 45, 90 and 180 mmol.L"!. The films were
characterized by ultraviolet — visible spectroscopy, permeability to water vapor and antimicrobial activity.

Keywords: Gelatin. Films, nanosilver.

Introducio

Dentre as inumeras espécies da aqiiicultura brasileira, a tildpia do Nilo € aquela que
apresenta maior destaque, devido a sua elevada produgdo. O rendimento médio em filé da tilapia ¢
de aproximadamente 30%, e os 70% restantes sdo residuos [1]. Com isso, como uma alternativa
para aproveitar os residuos de pescados tem-se a extracdo de colageno e gelatina [3]. O colageno ¢
uma proteina fibrosa constituinte de pele, ossos e de outros tecidos conjuntivos em animais. A
gelatina, um biopolimero obtido a partir da hidrolise do coldgeno [4] com capacidade de formar
filmes, pode ser aplicada em embalagens para o armazenamento de alimentos [5]. Porém, a
contamina¢do microbiana reduz a vida util dos alimentos, aumentando os riscos de infec¢des de
origem alimentar. Com isso, sistemas de embalagem ativa para alimentos estdo sendo utilizados
para aumentar a vida de prateleira, sendo a embalagem antimicrobiana uma alternativa promissora
para este fim [6]. Nanoparticulas de prata (NPAg) tém recebido ateng@o especial na industria de
embalagens de alimentos, devido a sua notavel a¢do antimicrobiana contra agentes patogénicos em
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alimentos [6], e por possuir atividade antibacteriana de grande espectro, incluindo aquelas que sdo
resistentes a antibioticos [7].

Com base nesse contexto verifica-se, como oportunidade para agdes de pesquisa, realizagdo
de estudos para elaboragfo, caracteriza¢do e avaliagdo de filmes de gelatina obtida a partir do
residuo (pele) do beneficiamento de tildpia incorporados com nanoparticulas de prata.

Experimental

Extragdo de gelatina a partir das peles de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Inicialmente, as peles de pescado foram desmineralizadas com HC1 1 mol.L"'. Em seguida, as peles
foram tratadas com NaOH 0,1 mol.L"!. Por fim, as peles foram misturadas com écido acético 0,1
mol.L!.Os pré-tratamentos foram realizados na proporc¢do de 1:5 pele/solugdo, durante 1 hora, sob
agitacdo constante. Entre cada etapa do pré-tratamento, o material foi neutralizado e lavado com
agua destilada para a remogao de sal. As peles pré-tratadas foram misturadas com agua destilada na
proporgao de 1:5, 60 °C, sob agitacdo, por 2 horas. Finalmente, o material foi tratado com resina de
troca i0nica mista, rotavaporado, filtrado e liofilizado.

Sintese das Nanoparticulas de prata (NPAgs) e preparagdo dos filmes

As NPAgs foram sintetizadas utilizando uma solug¢do de gelatina 3% (m/v), sob agitagdo por 30
minutos a 40°C. O pH da solug@o de gelatina foi ajustado para 11 e mantida sob agitagdo a 90°C
por 30 minutos, em seguida 1 mL de AgNO3 em diferentes concentragdes (0, 45, 90 e 180 mmol.L"
1 foi adicionado a solugdio com o sistema a 90°C por 1 h. A solucfo foi neutralizada e dialisada
contra agua em uma membrana de didlise por 24 h. Na preparacdo dos filmes, utilizou-se a técnica
de casting (deposicio), obtendo-se quatro formulacdes: gel, gel-NPAg 45 mmol.L!, gel-NPAg 90
mmol.L! e gel-NPAg 180 mmol.L"!. Adicionou-se glicerol 20% (em relagdo ao peso da gelatina) e
agitou-se durante 30 minutos. As solucdes filmogénicas obtidas foram depositadas sobre placas de
vidro (30 x 30 cm) cobertas por superficie de poliéster (Mylar®), puxadas com o auxilio de uma
barra de aluminio na espessura de 1,5 mm, e mantidas a 35°C, em uma estufa de circulacio de ar,
por 24 horas para secagem do filme.

Resultados e Discussiao

Caracterizagdo da gelatina de pele de Tilapia do Nilo

Forc¢a de gel

A andlise de forca de gel foi medida em um analisador de textura (Stable Micro Systems Ltd,
Surrey, Inglaterra) modelo TA-XTplus, com uma conentragdo de 6,67%, e é uma propriedade
funcional importante da gelatina, uma vez que est4 diretamente relacionada com sua resisténcia [1].
A forca de gel encontrada para a gelatina de pele de tilapia foi de 747 g. As gelatinas comerciais
podem ter for¢a de gel que variam de baixo Bloom (<150), médio Bloom (150-220) e alto Bloom
(>220) [8]. A gelatina apresentou forca de gel alta, com alto Bloom.

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos utilizando um
espectrofotometro da marca Varian, modelo FT-IR, na faixa de comprimento de onda entre 400-
4000cm™!, em pastilhas de KBr para a gelatina e em ATR para os filmes. Observou-se no espectro
de FTIR (Fig. 1) uma banda referente 4 amida A em 3285 cm’!, vibragdo de estiramento N-H [9].
Uma banda em 2930 cm’!, referente ao estiramento CH», denominado, por conveng¢do, amida B.
Amida I foi observada em 1626 cm’!, atribuida ao estiramento C=0 dos grupos peptideos [10].
Amida 1I, observada em 1535 cm™', é caracteristica de modos vibracionais atribuidos a uma
combinagdo fora de fase de deformag¢do NH no plano acoplado com estiramento CN [11-12].
Amida III, em 1234 cm’! representa as vibragdes no plano dos grupos C-N e N-H a partir das
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ligagdes das amidas ou vibragdes dos grupos CH> da glicina [13] e das cadeias laterais do
aminoacido prolina [14], sendo sensivel a alteragdes na estrutura secundaria do colageno.

Os grupos N-H e COOH na estrutura da gelatina sdo ligantes ou sitios de ligacdo que podem reduzir
a Ag’, formando complexos metalicos através da a¢do quelante da gelatina. Esses grupos atuam
como agente estabilizante, impedindo a agregacdo das particulas [15].
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Figura 1: Espectro de FTIR para a gelatina de pele de Tilapia do Nilo.

Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA foi avaliada em um analisador termogravimétrico da marca Perkin Elmer modelo
STA 6000, em atmosfera de ar sintético, com taxa de fluxo de 5S0mL/min. A faixa de temperatura
foi a partir de 25-800°C. A curva de TGA, apresentada na Fig. 2 revela o comportamento da
degradacdo térmica da gelatina. Observa-se que a decomposic¢do térmica ocorre em dois eventos. O
primeiro evento inicia-se a uma temperatura de aproximadamente 51°C até 122°C (Am;=4,9%),
provavelmente associado a perda de 4agua livre e ligada presente na gelatina. A segunda perda de
massa (Amo= 44,6%) inicia-se a temperatura de 222°C, terminando na temperatura de 416°C, e esta
associada a degradacdo da cadeia principal da gelatina. Esse evento apresenta Tmax de
decomposi¢do em 305°C, que pode ser atribuido a ruptura térmica das ligagdes peptidicas da cadeia
principal da gelatina [16].
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Figura 2: Grafico de TGA para a gelatina de pele de Tilapia do Nilo
Caracterizagdo dos filmes
Espectroscopia no UV-Visivel

As analises de UV-Vis foram realizadas em espectrofotometro de UV-Vis Shimadzu UV-2450,
utilizando esfera integradora ISR-2200. A absorbancia dos filmes foi lida na faixa de 300-800 nm.
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A Fig. 3 mostra o grafico de UV-Vis para os filmes de Gel-NPAg. O filme de gelatina ndo
apresentou nenhum tipo de absor¢do no intervalo de 300 a 600 nm. Isso era esperado devido a
auséncia de NPAg no filme. Essa tendéncia também € observada para o filme Gel-NPAg 45, devido
a baixa concentragdo de prata utilizada, ndo ocorrendo a absorc¢do. Esse resultado é condizente com
o resultado da atividade antimicrobiana, onde o filme de menor concentracdo ndo apresentou
atividade. Os filmes Gel-NPAg 90 e Gel-NPAg 180 apresentaram uma banda de absor¢do em torno
de 420 nm, e essa banda ¢ mais acentuada com uma maior concentracio de prata. A metodologia in
situ para a sintese verde de nanoparticulas de prata foi eficaz para a formagdo de NPAg, posto que
as nanoparticulas de prata absorvem radiag¢do na regido do visivel do espectro eletromagnético no
comprimento de onda entre 380 ¢ 450 nm [17].
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Figura 3: Espectro de UV-Vis para os filmes.

Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A andlise de PV A foi realizada através do método gravimétrico ASTM E96-00(ASTM, 200). Foram
cortadas oito amostras de cada filme e medida sua espessura em um micrometro digital em oito
pontos diferentes dos filmes. Os valores de PVA, apresentado na Fig. 4 foram de: 0.801, 0.705 e
0.700 para os filmes Gel, Gel/NPAg 45 e Gel/NPAg 90, respectivamente. Nao foi possivel
determinar a PVA para o filme Gel/NPAg 180, pois ele apresentou-se quebradico, e com a
montagem das células todos os filmes se desfaziam apenas com o vapor da dgua. Isso pode ter
ocorrido devido a elevada quantidade de NPAg formadas na interface do filme, tornando os filmes
quebradicos. A alta hidrofilicidade dos filmes deve-se a alta polaridade da gelatina, favorecendo a
permeacdo de dgua. Esta ¢ uma das limitagdes dos filmes protéicos como materiais de embalagem
de alimentos [18].
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Figura 4: Grafico de PVA para os filmes.
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Atividade antimicrobiana

Utilizou-se os patogenos, S. Aureus (Gram-positiva), E. Coli (Gram-negativa) ¢ uma levedura, S.
cerevisiae. Como mostra a Fig. 5, as peliculas de Gel e de Gel-NPAg 45 mmol.L! ndo apresentaram
atividade bactericida e bacteriostatica para nenhuma espécie. A inatividade da pelicula de Gel-
NPAg 45 mmol.L! deve estar associada a baixa formacdo de NPAg, tendo em vista que ndo houve
absor¢do na regido do visivel no comprimento de onda de aproximadamente 400 nm. J4 as peliculas
Gel/NPAg 90 e 180 mmol.L"! apresentaram atividade bacteriostatica para o patégeno E. coli e
bactericida para S. aureus, sendo os filmes mais eficientes para o patégeno S. aureus. Os filmes ndo
apresentaram atividade inibidora para a levedura S. cerevisiae.

LEGENDA: (1) Gel, (2) Gel/NPAg 45, (3) Gel/NPAg 90 e (4) Gel/NPAg 180.

Figura 5: Atividade antimicrobiana para os patogenos: E.coli, S. aureus e S. cerevisiae.

Conclusodes

Foi possivel obter nanoparticulas de prata pelo processo verde, utilizando gelatina de pele de
tilapia do Nilo como agente redutor e estabilizante, bem como obter filmes incorporados com NPAg
com atividade antibacteriana.
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