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RESUMO

O presente estudo visou avaliar a substitui¢do do agar nos meios de cultivos de plantas por gelatina extraida
da pele de tilapia do Nilo, gerando assim economia por se tratar de um subproduto nacional, além de gerar
valor agregado ao subproduto. As peles utilizadas foram obtidas por meio de parceria entre a UTFPR e uma
empresa regional. A extracdo da gelatina de tilapia se deu através de uma extragdo fisico-quimica e o
preparo do meio de cultivo utilizando o meio de cultivo MS e sacarose. Nao foi possivel fazer a inoculagio
das plantas no meio, devido o gel extraido ser liquido em temperaturas acima de 20°C e o agente reticulante
utilizado ndo favorecer a reticulagdo para o coloide extraido. Porém a incorporacdo do meio de cultivo MS
e da sacarose no gel gerou um 6timo resultado. Para fins favoraveis de pesquisa, sugere-se utilizar um outro
agente reticulante, a transglutaminase e avaliar a reacéo.

Palavras-chave: Gelatina, Meio de cultivo, Pele de tilapia do Nilo.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the replacement of agar in the plant growth media by gelatin extracted
from the skin of Nile tilapia, thus generating savings because it is a national by-product, besides generating
added value to the by-product. The skins used were obtained through a partnership between the UTFPR
and a regional company. The extraction of the tilapia gelatin was done through a physical-chemical
extraction and the preparation of the culture medium using MS culture medium and sucrose. It was not
possible to inoculate the plants in the medium, because the extracted gel is liquid at temperatures above
20°C and the crosslinking agent used does not favor crosslinking for the extracted colloid. However, the
incorporation of the MS medium and sucrose in the gel generated an excellent result. For favorable research
purposes, it is suggested to use another cross-linking agent, transglutaminase, and evaluate the reaction.

Keywords: Gelatin, Culture medium, Nile tilapia skin.

1 INTRODUCAO

O cultivo in vitro de plantas ¢ de extrema importancia e de grande interesse econdmico, visto que propaga
um numero significativo de plantas com qualidade e via de crescimento celular com controle microbioldgico
rigoroso e assertivo. Esse cultivo se da por meio da cultura de células e tecidos vegetais, chamados explantes,
em condi¢cdes sanitarias e fatores ambientais controlados, em um meio nutritivo sintético liquido ou
semisso6lido, no qual hé a adi¢do de um agente gelificante no meio (QUISEN & ANGELO, 2008).
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Usualmente na cultura de tecidos vegetais, o meio s6lido ou semissolido é o mais utilizado, nos qual utiliza-
se o agar, extraido de algas marinhas, como agente gelificante para dar estabilidade ao meio (QUISEM &
ANGELO, 2008). Porém no Brasil, o agar utilizado geralmente é importado, tornando o uso mais caro. Por
isso, utilizar outros agentes gelificantes, de outras fontes naturais e presentes no pais geraria uma grande
economia para esse tipo de cultura.

Ja ha trabalhos em que se substitui o agar por outros gelificantes como amido de milho (PEREIRA, M.R
et al, 2015), amido de mandioca (COSTA et al, 2007), goma de Angico (PEREIRA et al, 2013), hidrogel
(VIEIRA, 2018), entre outros.

A tilapia do Nilo € um peixe muito cultivado no Brasil, sendo o Parana o produtor de 34,14% de toda a
produgdo nacional (LOPES et al, 2021). Dentre os residuos gerados pela induastria alimenticia de filetagem do
peixe em questdo, esta a pele. A pele da tilapia do Nilo é rica em colageno do tipo I, que quando hidrolisado
forma a gelatina, que possui alta propriedade gelificante ¢ é soliivel em agua (SILVA & PENNA, 2012). Esta
pode ser vista como uma alternativa para o uso do agar, visto que o colageno em si possui a caracteristica de
dar sustentagdo aos tecidos nos quais se encontra além de ser biodegradavel (OLIVEIRA et al, 2017).

A gelatina pode ser extraida através de um processo fisico-quimico, utilizando bases fortes para a remogéo
dos pigmentos e gorduras presentes na pele do peixe e acidos fortes para hidrolisar o colageno, sendo de
extrema importancia o controle de temperatura de extragdo em banho termostatico, visando evitar a diminui¢do
da massa molecular do colageno que ocasionaria numa baixa taxa de viscosidade e gelifica¢do, ndo formando
gel. Diante disto, seria a gelatina extraida da pele de tilapia do Nilo um prospero substituto do agar? O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a substitui¢do do agar na composi¢ao de meios semissolidos, pela gelatina
de pele de tilapia, visando o estabelecimento do cultivo in vitro de plantas.

2  METODO
2.1 Material

As peles utilizadas para a extracdo do coldgeno foram obtidas em parceria com o Frigorifico de filetagem
de peixes Santa Clara, localizado na cidade de Francisco Beltrdo — PR. J4 as plantas para o cultivo foram
utilizadas do proprio acervo de cultivares da UTFPR-DV.

2.2 Extracio da gelatina de tilapia do Nilo

As peles em tamanho original passam por um tratamento basico, visando a remoc¢do de gordura e
pigmentos, seguido de um banho 4cido, no intuito de promover a hidrélise acida do gel.

Tratamento bésico: as amostras sdo colocadas em uma solu¢io de NaOH, 2 mol L', onde a permanecem
por 40 min sob agitacdo constante num agitador magnético. Apos esse processo as peles sdo lavadas com agua
destilada, para neutraliza¢do de pH.

Tratamento 4cido: nesta etapa, as peles sdo imersas numa solugdo de HCl 1 mol L™, onde permanecem em
agitacdo, durante 40 min. As peles sdo lavadas com agua destilada para neutralizacao e ajuste de pH, medido
com auxilio de tiras universais de pH.

Ap0s o tratamento acido e basico a pele esta pronta para a extracdo em banho termostatico a 40 °C, por
aproximadamente 75 min. A solugdo ¢ filtrada num funil de Buchner com papel filtro, utilizando bomba a
vacuo. E a solucao foi armazenada em um local adequado para posterior uso.
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2.3 Preparo do meio de cultura

O meio foi preparado utilizando o colageno extraido em duas concentragdes, sendo os experimentos em
triplicata:
1. 10 % do gel extraido em 200 mL de agua e acrescido com o meio de cultivo MS e sacarose
2. 100 % do gel, ou seja, 200 mL de gel acrescido com meio de cultivo MS e sacarose.

Entdo os frascos foram autoclavados e resfriados para determinar se o meio de cultivo ¢ a sacarose
incorporaram no gelificante utilizado, fazendo uma analise qualitativa em relagdo ao meio preparado com agar,
que consiste em analisar a gelificacdo do meio, a dispersdo total do meio MS e da sacarose no coloide e a cor
do meio formada. tratamento acido e basico a pele esta pronta para a extragdo em banho termostatico a 40 °C,
por aproximadamente 75 min. A solugéo ¢ filtrada num funil de Buchner com papel filtro, utilizando bomba a
vacuo. E, a solug¢do é armazenada em um local adequado para posterior uso.

2.4 Reticula¢ao do meio de cultura

A inoculagdo das plantas acontece em temperatura ambiente, para que o meio ficasse estavel e gelificasse
a 25 °C, foi adicionado ao meio preparado 4 % (m/v) de cloreto de célcio, um agente reticulante usualmente
utilizado para reticular solugdes de alginato de sodio.

3 RESULTADOS

A extracdo do colageno de tilapia do Nilo obteve éxito em extrair um gel com temperatura e concentracdo
dos reagentes usados no processo que ndo interferissem na qualidade do produto, sendo de boa gelificagdo.

O meio preparado com 10 % de gel, ndo obteve éxito, pois ficou muito diluido impedindo a gelificacdo do
meio. Ja com 100 % e incorporacdo do meio MS e Sacarose teve um bom resultado no que tange a incorporacao
com o agente gelificante e formagao de gelatina quando resfriado a -4 °C em refrigerador. Além disso, a cor
do gel extraido ficou muito préxima ao agar, como podemos ver na Fig. 1 e 2 a seguir.

Figura 1 - Gel extraido acrescido de meio de cultivo e sacarose resfriado

Pt R W
Fonte: Autoria propria (2021)

Figura 2 - Gel extraido acrescido de meio de cultivo e sacarose
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Fonte: Autoria propria (2021)

A utilizagdo de cloreto de calcio como agente reticulante para a gelatina ndo obteve um bom resultado, ndo
interferindo em nada no meio, que continuou liquido. Isso pode ter ocorrido porque o reticulante utilizado ndo
conseguiu promover uma grande interacdo entre cadeias para promover a diminui¢do da solubilidade do meio.
Para que este inconveniente seja resolvido, propomos utilizar um outro agente reticulante a transglutaminase.
Uma proteina amplamente utilizada na reticulagdo de proteinas de origens diversas, que age através da
catalizacdo de reacdo de transferéncia de grupos C carboxi-amida de peptideos ou residuos de glutamina
ligados a proteinas, fazendo uma reticulagéo intra/intermolecular das ligagdes peptidicas (WANG et al, 2015).
Sendo assim, uma boa alternativa para o problema exposto.

O fato de o meio ficar liquido em temperatura ambiente de aproximadamente 25 °C se deve ao fato do
hidrocoloide utilizado ser liquido em temperaturas acima de 20 °C e ao retirarmos da geladeira e deixarmos
em temperatura ambiente ele voltou a ser liquido.

4 CONCLUSAO

Diante do exposto, podemos concluir que a gelatina extraida da pele da tilapia do Nilo possui um grande
potencial para substituir o dgar, tendo como base o resultado relacionado a incorporagdo do meio de cultivo
MS e a sacarose. E, para que o resultado seja ainda mais prospero ¢ necessario resolver a questdo da
temperatura de transi¢do de fase do gel extraido, utilizando reticulagdo, visando uma maior unido das cadeias
polipeptidicas presentes no meio em temperatura ambiente, para entdo poder realizar andlises quanto a
inoculacdo de plantas no meio de cultivo.
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