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RESUMO

O avanco na histéria da humanidade pode ser rastreado através do progresso
na utilizacdo de materiais. Recentemente, materiais provenientes de residuos
da industria pesqueira, como quitina e seu derivado principal, a quitosana,
passaram a ser considerados como alternativas de grande potencial, para area
biomédica. Portanto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento do
processo de extragdo de quitina e obtencdo da quitosana para aplicagdo em
Biomateriais. Em um trabalho pioneiro, foram realizados ensaios de
Microscopia Eletrénica Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raios X (EDS), durante a extragdo de quitina, onde foi possivel
observar a disposicdo dos componentes na casca de camarao identificando as
zonas de maior acumulacado. Foram realizados ensaios, Espectroscopia na
Regidao do Infravermelho com Transformada De Fourier (FTIR, DRX) tanto na
extracdo de quitina quanto na obtencdo de quitosana, tendo sido obtidos
valores entre 2% a 6% de desacetilacdo na etapa da extracdo de quitina e até
60% de desacetilagdo para quitosana utilizando método com uUnica etapa. Pelo
método de multietapas, tendo 7h de desacetilagdo em trés etapas, os
resultados confirmaram uma quitosana com grau de desacetilacdo de 90%,
totalmente soluvel. Ainda por meio do ensaio de viscosidade dindmica e FTIR,
enquadrou-se como quitosana de baixo peso molecular. Também foram
determinados os rendimentos da quitina em diferentes épocas do ano,
confirmando que se pode utilizar a casca ao longo do ano e estudar diferentes
metodologias de FTIR para a determinacdo do grau de desacetilagao tanto da
quitina quanto da quitosana.

Palavras-Chaves: Residuos alimentares; Quitina; Quitosana; Producao
Biopolimeros; Biomateriais.
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ABSTRACT

The progress in human history can be traced through progress in the use of
materials. Recently, materials from the fishing industry, as chitin and production
of its main derivative, chitosan, have been considered as alternatives of great
potential for the biomedical area. Therefore, this work aims to study and
develop the process of chitin extraction and the production of chitosan for
biomaterials applications. In a pioneering work, Scanning Electronic Microscopy
and X-ray Dispersion Spectroscopy tests were performed during the extraction
of chitin, where it was possible to observe the arrangement of the various
components in shrimp shells identifying the areas of greatest accumulation.
Fourier Transform Infra-Red and X-ray Diffraction tests were performed both on
the extraction of chitin and chitosan production. For chitin where values
between 2%- 6% where and up to 60% deacetylation to chitosan using method
with single step. By the multistep process, having 7h deacetylation in 3 steps,
with a satisfactory results of chitosan with a deacetylation degree of 90% and
fully soluble chitosan. From dynamic viscosity test and FTIR fitted into low as
chitosan molecular weight. Also yields of chitin in different seasons and different
methods for the degree of deacetylation determination through FTIR were
successfully studied.

Keywords: Food waste; Chitin; Chitosan; Production; Biomaterials;
Biopolymers.
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1 INTRODUCAO

A importancia da ciéncia na engenharia de materiais ao longo da historia
é facilmente perceptivel observando simplesmente as nomenclaturas que os
historiadores tém usado, por exemplo, para os diferentes periodos da histéria
da humanidade: Idade da Pedra, do Bronze e do Ferro. Da mesma forma, o
avanco na histéria da humanidade pode ser rastreado por meio do progresso
em materiais e de técnicas de processamento desde o desenvolvimento do ago
produzido para armas até o silicio usado para chips em sistema de informatica.
Porém, no final do século 20, descobriu-se que a humanidade tinha
efetivamente avancado no desenvolvimento da tecnologia, mas que ainda
havia muito que aprender a partir da natureza (OLSZTA 2004).

Com essa nova descoberta, impulsionada pelo crescimento da
conscientizagdo da sociedade em relagdo ao desenvolvimento sustentavel, um
novo ramo da ciéncia dos materiais foi desenvolvido a fim de estudar
componentes organicos. Os polissacarideos, como uma classe de
macromoléculas naturais, passam a ser vistos como grande potencial de uso, e
amplamente estudados para area biomédica. Entre as novas familias de
polimeros naturais, cuja relevancia é cada vez mais evidente, tém-se a quitina
e o seu derivado principal, a quitosana, considerada um material de grande
importancia para os avangos das ciéncias e que apresenta varias vantagens
por ser biocompativel e biodegradavel (GIL e FERREIRA, 2006; AZEVEDO,
2007).

Além disso, a quitosana também é considerada como material com
grandes possibilidades para modificacbes estruturais com almejadas
propriedades para aplicacbes especificas. Pesquisa e desenvolvimento em
quitina e quitosana alcangam, atualmente, um nivel de intensas atividades em
varias partes do mundo (PILLAI, 2009).

Os exoesqueletos sdo fontes dessas substancias quimicas, importantes
tanto do ponto de vista econémico quanto ambiental, pois sdo provenientes de
residuos da industria pesqueira. Tradicionalmente, a quitina é preparada
principalmente a partir de residuos sélidos de cascas de camardo e

caranguejo. E, por ter um aproveitamento relativamente barato, tornou-se de
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grande interesse nao apenas como um recurso subutilizado, mas também
como um novo biomaterial (ANTONINO, 2007).

Dentro deste contexto, o Laboratério de Avaliacao e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, criado em 2006, tem atuado no
desenvolvimento e avaliagdo de biomateriais, sendo a maioria de suas

atividades de pesquisa direcionada ao uso de quitosana.

1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver o processo de extracao de quitina e obtencao de quitosana
para aplicagdo como Biomateriais, visando ao desenvolvimento destes

produtos, quitina e quitosana, com tecnologia nacional.

1.1.1 Objetivos Especificos

e Estudar os aspectos morfoldgicos da casca do camaréo;
e Extrair quitina da casca de camarao;

e Estudar a efetividade da desmineralizagcdo, por meio da andlise da
porcentagem (%) do caélcio, e a efetividade da desproteinizagdo, por meio da
analise da porcentagem (%) de proteinas;

e Produzir quitosana com grau de desacetilagdo 80 - 90% com diferentes
massas molares;

e Estudar a efetividade da desacetilacao, pela analise da cristalinidade e
do grau de desacetilagdo da quitosana;

e Aplicar a quitosana produzida como dispositivo biomédico utilizado no
CERTBIO.
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1.2 MOTIVACAO

A biomassa tem despertado grande interesse nos pesquisadores por ser
fonte renovavel de energia. Dentre os diversos materiais naturais que
potencialmente tém se destacado nos ultimos anos, os polissacarideos tém
sido os mais pesquisados (ANTONINO, 2007).

Os polissacarideos consistem em polimeros de condensacéao de elevado
peso molecular formados por milhares de unidades monossacarideos unidas
entre si por ligagdes glicosidicas B (1—4), formando longas cadeias lineares ou
ramificadas. As unidades de monossacarideos que os constituem podem ser
de natureza basica, neutra ou acida, o que resulta em um grupo de compostos
mais abundantes e diversificados na natureza. Podem ser encontrados em
plantas, animais e micro-organismos (fungos e bactérias), os quais possuem
duas fungdes bioldgicas principais, seja como forma armazenadora de energia
ou como material estrutural (GIL e FERREIRA, 2006; MCMURRY, 1997).

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza,
ficando atras somente da celulose, que € um importante componente orgéanico
dos artrépodes. Embora encontrada em exoesqueletos de crustaceos e nas
paredes celulares de alguns fungos, a maior parte de sua producéo aparece na
forma de exoesqueletos de animais marinhos. Na Tabela 1, encontram-se as
principais fontes naturais existentes de quitina (CRAVEIRO et al., 2004).

Tabela 1 - Fontes naturais de quitina

Animais Marinhos Insetos Micro-organismos Humanos
Anelidios Escorpides Algas verdes Unhas
Moluscos Aranhas Leveduras
Celenterados Formigas Fungos
Lagosta Besouros Esporos
Camarao Baratas Algas Marrons
Caranguejo Abelhas
Krill Borboletas

Fonte: Adaptado de CRAVEIRO, 2004.
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Considera-se o mar como principal fonte de quitina, uma vez que esta,
comparativamente a celulose, ndo requer grandes espacos para sua producao.
Conclui-se que os animais marinhos apresentam uma maior vantagem em
relagdo aos vegetais, em termos de fonte renovavel e sustentavel de
biopolimero. Embora a composi¢céo varie com a espécie e com a sazonalidade,
a carapaca dos crustaceos é constituida de 15% a 20% de quitina no peso
seco (LONGHINOTTI et al., 1996; SHAHIDI et al., 1999).

Outro fator importante a ser ressaltado é que a quitina € um subproduto
da industria pesqueira, pouco aproveitada em nosso pais, enquanto a
estimativa mundial para producao industrial de quitina, a partir de carapacas de
crustaceos, € de 60.000 toneladas anuais. Esses residuos biologicos contém,
em média, cerca de 10% de quitina no peso seco. A produgdo mundial anual
de quitina purificada é cerca de 1.600 toneladas, sendo o Japao e os EUA os
principais produtores (THIRUNAVUKKARASU et al., 2011).

Para derivados da quitina, ha uma estimativa recente de faturamento, no
mercado mundial, que chegara a US $ 63 bilhdes, enquanto o mercado global
de quitosana atingirda mais de US $ 21 bilhdes até o ano de 2015. A regido
Asia-Pacifico (incluindo o Japao) foi lider do mercado de quitosana com uma
estimativa de 7,8 mil toneladas em 2010 e uma previsao de 12 mil toneladas
em 2015. Os EUA representam o segundo maior mercado para a quitosana,
com uma dimensao de mercado, em 2010, de 3,6 mil toneladas. Seu precgo de
mercado varia muito, em média é vendida a US$ 5,0 por quilograma, para
produtos com aplicacdo agricola e ultrapassando US$1000,0 para aplicagoes
biomédicas (COSGROVE, 2010).

Neste contexto, espera-se que a produgéo brasileira contemple um novo
cenario, tendo em vista que a criacao de camarao em viveiros esta se tornando
uma atividade crescente no Brasil, principalmente no nordeste brasileiro, onde
se concentram as melhores condigbes ambientais para o pleno
desenvolvimento da atividade (CASTRO e PAGANI, 2004).

Segundo Sinimbu (2012), da Embrapa Meio-Norte, o camarao branco
(Litopenaeus vannamei Boone) predomina em 95% das criagdes no Brasil,
sendo o nordeste responsavel por cerca de 92% de toda a producgao brasileira
dessa espécie. Juntos, os estados do Rio Grande do Norte e Ceara respondem
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por 70% da producao. Em 2010, segundo a Associacao Brasileira de Criadores
de Camaréo, a produc¢éao brasileira chegou a 80 mil toneladas.

Quanto a adaptacédo de espécies, Rego (2010) afirma que houve varios
momentos de ajustes e adaptagbes, como também algumas crises de
producéo, até se chegar a espécie Litopenaeus vannamei, que foi totalmente
adaptada as condi¢cdes ambientais de cultivo e reproducédo em cativeiro e as
tecnologias de cultivo adotadas pelos pesquisadores brasileiros.

Introduzida, no Brasil, na década de oitenta, a procura pelo camaréo
Litopenaeus vannamei Boone, que nao é nativo desta regido, ocorreu devido
ao acelerado crescimento dessa atividade de beneficiamento, conversdes
alimentares excelentes e grande capacidade de adaptacdo as diferentes
condigbes climaticas. No Estado da Paraiba, a Fazenda Aquamaris S.A,
situada na cidade de Jodo Pessoa, € uma das empresas responsaveis pela
producdo de camardes brancos em cativeiro, cujo subproduto, a casca, foi
utilizado para o desenvolvimento desta pesquisa. (CASTRO & PAGANI, 2004).

O cultivo de camardo em cativeiro apresenta uma vantagem sobre o
ambiente costeiro e marinho, pois a qualidade da agua, que é a principal
variavel para o éxito da atividade, deve ser livre de poluentes, especialmente
dos metais pesados presentes em aguas profundas (TAHIM, 2008).

No beneficiamento desse crustdceo, a cabeca e o exoesqueleto séo
geralmente removidos, o que representa aproximadamente 52,83% do seu
peso total (14,81g). Tendo em vista a grande aceitacdo dessa espécie para
exportacdo, Vasconcelos e Silveira (2004) realizaram um estudo acerca do
rendimento e da composi¢cédo quimica dos diversos componentes estruturais do
camardo branco e obtiveram, como resultado para o rendimento do
exoesqueleto, o valor de 9,69%. E, para o estudo da composi¢cao quimica do
camarao, os valores encontrados foram de 14,94% de proteina e 6,05% de
minerais e 2,52% de lipideos.

Apesar da grande aceitacdo do camardo branco, seus residuos
continuam sendo descartados sem qualquer tipo de aproveitamento
tecnoldgico. Surgindo, entdo, a importancia de seu reaproveitamento, tendo em
vista o excelente potencial para aplica¢gdes biomédicas, tornando-se, para essa
finalidade, a matéria-prima mais valorizada (COSGROVE, 2010).
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Capitulo Il

ESTUDO DA MORFOLOGIA DO
CAMARAOQO?

! Trabalho publicado na revista “Journal of Chitin and Chitosan Science” e intitulado
originalmente como “Morphological Study of Chitin Extraction”
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2 ESTUDO DA MORFOLOGIA DA CASCA DE CAMARAO

2.1 INTRODUGCAO

O camardo é um dos principais representantes da classe dos
crustaceos. O termo crustaceo derivada do latim crusta, que significa crosta ou
pele grossa, que € responsavel pelo revestimento e protegcdo do corpo do
animal. Pertencem ao grupo dos Artropodes, sendo caracterizados por
apéndices articulados, simetria bilateral, corpo segmentado e exoesqueletos
rigidos (RIBEIRO-COSTA e ROCHA, 2002).

Entre os produtos da pesca, o camardo € um alimento bastante
apreciado pelos consumidores. A pesca extrativa do camaréo pode ser feita no
mar ou em agua doce, em escala industrial ou artesanal. Na tentativa de se
evitarem desastres ecoldgicos mais significativos e com o esgotamento dos
recursos pesqueiros onde muitos estoques atingiram seus indices maximos de
exploracdo, a carcinicultura surgiu como alternativa que apresenta grande
potencial de suprimento desse produto (SEBRAE, 2008)

Com relacao a producao mundial de camarao entre os anos de 1998 e
2008, esta passou de 3.629.976 toneladas para 6.519.671 toneladas,
representando um aumento de 244% nos referidos 10 anos (FAO, 2010). O
potencial do Brasil para exploracdo da carcinicultura marinha é de 600.000
hectares, com a utilizacdo de apenas um terco (1/3) dessa area (200.000
hectares), o que corresponderia a um numero pouco superior ao explorado
pelo Equador (180.000 hectares) e a apenas 25% da area utilizada atualmente
no Vietna (850.000 hectares). Com a utilizacdo tecnolégica atual, seria
possivel, no Brasil, a obtencdo de uma producao de 1.000.000 toneladas de
camarido ao ano, gerando 750.000 empregos diretos e uma receita de R$ 10
bilhdes de reais, com captacao de US$ 2, 0 bilhdes de divisas. Esses niUmeros
sdo significativos para transformar, por exemplo, a socioeconomia rural da
regido litorAnea do Nordeste brasileiro. De acordo com autores citados, isso ira
representar uma producéo de 100.000 exoesqueletos de camarao, que, se nao
forem direcionados para a industria de processo, esse material podera
provocar danos ao meio ambiente. (ROCHA E ROCHA, 2010).
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Entre as espécies de camardo mais comumente produzidas e
processadas pela industria alimenticia brasileira, destaca-se o camarao cinza
ou Litopenaeus vannamei ou simplesmente vannamei, originario do Oceano
Pacifico, introduzido, no Brasil, na década de oitenta e, atualmente, o mais
cultivado, correspondendo a 95% da produgao nacional (CASTRO e PAGANI,
2004).

2.2 REVISAO DA LITERATURA

Os camardes possuem um corpo alongado e comprimido lateralmente,
terminando em um leque caudal. O corpo esta dividido em duas partes: a
cabeca e o térax que juntos sdo nomeados cefalotérax e abdbébmen. O
cefalotérax é formado por 14 segmentos, seis pertencentes a cabeca e oito ao
térax. Esses segmentos formam uma peca Unica, a carapaca. Ainda estao
presentes na cabeca, dois pares de antenas e um par de olhos compostos. Na
regidao toracica, encontram-se apéndices (externos e internos) relacionados
com a defesa, a captura de alimento, a locomoc¢ao e a reproducédo. O abdémen
€ constituido por seis segmentos seguidos de uma estrutura pontiaguda, o
telso. A morfologia externa do camardao pode ser visualizada na Figura 1
(SEBRAE 2008).

Figura 1 - Anatomia externa do camaréao

Um aspecto importante para aceitabilidade do camardo pelos
consumidores € a sua coloracéo alaranjada associada ao frescor e a qualidade
do produto. Essa coloracdo é provocada pela presenca de pigmentos de
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carotenoides naturais, denominados por astaxantina, que estdo presos as
moléculas de proteina que o0s mascaram. A dissociacdo do pigmento
carotenoide ocorre quando os camardoes sao submetidos ao cozimento,
tingindo a cuticula fortemente de cor laranja. Além de promover a pigmentagao,
os carotenoides sdo importantes para o crescimento, a sobrevivéncia e o
desempenho geral do animal. Embora o padrdo de cor seja determinado
geneticamente, algumas mudancas de coloracdo estdo normalmente
associadas com mudancgas ontogenéticas, sexuais, alimentares ou sazonais
(FONTANA, 2000).

Os pigmentos dos camardes localizam-se na cuticula, cuja fungéo é
proporcionar suporte mecanico para o corpo, servindo como uma “armadura”
contra as cargas impostas pelos predadores e pelo meio ambiente. Também
permite a mobilidade ao auxiliar na formacéo de articulagdes e de pontos de
ligagcdo com os musculos (RAABE et al, 2005).

A cuticula é composta por duas camadas, a epicuticula e a procuticula.
Esta dltima formada por trés subcamadas: a exocuticula, a endocuticula e uma
camada membranar. Todas representadas na ilustragdo (Figura 2) a seguir
(PROMWIKORN et al., 2005).

Figura 2 - llustragdo esquematica sobre a constituigdo do exoesqueleto do camarao
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Na imagem 1 da Figura 2, observa-se que a epicuticula &€ mais externa,
€ uma camada bem fina que, segundo Giraud-Guille (1984), ndo contém
proteina e quitina, embora uma pesquisa recente, realizada por Seidl e Ziegler
(2012), comprove indicios de quitina na epicuticula. Verifica-se também uma
camada mais espessa, homeada procuticula, que € uma camada mineralizada
por calcita, onde também se encontra o complexo quitina-proteina.

Segundo Promwikorn et al., (2005), em termos de composi¢ao quimica,
0 exoesqueleto possui materiais inorganicos e organicos, numa proporgao de
60:40. Os materiais inorganicos presentes na cuticula incluem o calcio, o
cloreto de magnésio, o cobre manganés, o fésforo, o potassio, o enxofre. E os
materiais organicos incluem a glicoproteina de lipidios, as proteinas, os
glicosaminoglicanos, os mucopolissacarideos, os carboidratos, e a quitina.
Sendo a epicuticula rica em carboidratos, lipideos, calcio e proteina, contudo
sem fibras de colageno. Logo, o carboidrato presente na epicuticula esta sob a
forma de uma glicoproteina, que pode ser um precursor da quitina. Os mesmos
autores afirmam que a presenga de proteinas e carboidrato na camada
exocuticula e membranosa também indicam a presenca de quitina.

Na imagem 2 da Figura 2, é ilustrada uma estrutura repetitiva que forma
pequenas camadas que vao se sobrepondo umas as outras na procuticula.
Segundo Giraud-Guille (1998), essas camadas horizontais sdo visiveis tanto
nas camadas pigmentadas quanto na camada principal e na camada
membranosa. Essas camadas sédo facilmente reconhecidas pelos padroes
arqueados visiveis em secdes obliquas. As microfibrilas (imagem 4) e suas
diferentes associagbes formam um material fibroso, que se encontra na
horizontal e € regularmente sobreposto em toda a espessura da procuticula. No
entanto, através da espessura da procuticula, as fibras giram continuamente.
Esses padrbes correspondem a estrutura helicoidal (imagem 2), onde cada
camada corresponde a uma rotagdo de 180 °, conforme descrito por Bouligand
(GIRAUD-GUILLE e BOULIGAND, 1986).

Entre as camadas do complexo quitina-proteina, estdo presentes os
cristais de sais minerais (imagem 3), que sao tipicos de crustaceos, tanto
aquaticos quanto terrestres. Os sais sao principalmente carbonatos, presentes
como calcita e que, possivelmente, servem para proteger o camaréo das forcas
mecanicas externas (VINCENT, 2002).
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Segundo Mikkelsen et al., (1997) os cristais de calcio podem ser
observados na Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) como uma mancha
branca na forma de estrela tipica, que surge de um padrdo dendritico de
crescimento. Como visto na imagem 2, o exoesqueleto do camardo consiste de
varias camadas, e 0s pontos brancos (representados no desenho pela cor
marrom na imagem 3) sdo formados entre essas camadas .

Ao contrario dos cristais de calcio que ficam alojados na superficie das
camadas, o complexo quitina-proteina fica enovelado nas camadas. Esse
complexo € conhecido por apresentar grandes variagdes entre as camadas,
embora presente nas trés camadas da procuticula. Ainda ndo é possivel
determinar a forca da interagcédo interfacial entre a quitina e a proteina (fibra-
matriz), mas, segundo Vincent (2002), especula-se que, nas fases iniciais do
desenvolvimento da cuticula, a quantidade de proteina por unidade de quitina €
muito menor do que nas cuticulas maduras. Deduz-se que a proteina presente
nas camadas interage, preferencialmente, com a quitina. Portanto, a adicdo da
matriz na quitina € um processo de, no minimo, duas fases. As nanofibrilas de
quitina sdo, primeiramente, revestidas com uma proteina especifica; e, em
seguida, o resto da proteina é adicionado, havendo uma interacdo das
proteinas com a quitina. A Figura 3 exemplifica como ocorre essa interacao:

Figura 3 - Interacédo das proteinas com a quitina

beta-protein

Fonte: VINCENT, 2002
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A proteina é, provavelmente, sintetizada dentro da cuticula, e,
certamente, secretada a partir da epiderme. Ela interage com a quitina em uma
zona estreita (a camada de Schmidt) com quantidades relativamente grandes
de agua (cerca de 90%), presumivelmente, para conduzir as interagdes
hidrofébicas entre quitina e proteinas (VINCENT, 2002).

O fato é que a localizacao exata de quitina é incerta. O padrao é
geralmente hexagonal e é constituido por alvéolos claros enovelados em uma
matriz escura. Rudall (1965) e Neville (1975) propuseram que a quitina
corresponde as areas claras, enquanto que a parte escura nas imagens da
cuticula por MEV foram atribuidas aos componentes proteicos. No entanto,
esses estudos foram questionados, pois se verificou que o padrdao alveolar
pode ser observado independentemente da percentagem de quitina nas
cuticulas (GIRAUD-GUILLE, 1984).

2.3 ESTRUTURAS E PROPRIEDADES DA QUITINA

A quitina foi descoberta em 1811, em cogumelos, pelo professor francés
Henri Braconnot, recebendo a denominacao inicial de “fugine”, substituida,
posteriormente, pelo termo “quitina”, derivado da palavra grega “khitéon”. O
termo significa carapaga ou caixa de revestimento, uma vez que a fungao na
natureza é de revestimento e protecdo de invertebrados. Entretanto, s6 mais
tarde, em 1843, Payen detectou a presengca de nitrogénio na estrutura da
quitina. O conteudo de nitrogénio na quitina varia de 5 a 8 %, dependendo da
quantidade de proteina residual (RINAUDO, 2006; DOS SANTOS, 2003).

A quitina € um poé incolor, que apresenta estrutura irregular com parte
cristalina, parte amorfa e insolivel em &gua, solventes organicos, acidos
diluidos e solugdes alcalinas. Ela dissolve-se em acidos minerais concentrados;
porém, devido a degradacdo da cadeia polimérica, uma das poucas
possibilidades de solubilizar a quitina é empregar uma solucdo de N,N-
dimetilacetamida contendo 5% de cloreto de litio (MATHUR e NARANG, 1990).

Estruturalmente, a quitina € semelhante a celulose. Alguns
pesquisadores consideram-na um derivado da celulose por causa da grande
similaridade entre os polimeros que a compdem, exceto pela celulose conter
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grupo hidroxila (-OH) e a quitina conter um grupo N-acetil (-NHCOCH3;) na
posicdo C2 dos mondbmeros, como pode ser observado na Figura 4. Ambos
podem servir como suporte a componentes estruturais celulares e superficie
corporea (MERZENDORFER, 2005).

Figura 4 - Estrutura quimica da celulose e da quitina

Celulose | Quitina

A quitina € um polissacarideo linear contendo cadeias B-(1-4)-2-
acetamida-2-dexosi-D-glicose, que estdo espontaneamente reunidas em
microfibrilas de didmetro e comprimento variados apos a sintese do polimero e
transporte para o espaco extracelular. Ela é semicristalina com as cadeias
organizadas em folhas (ou lamelas) paralelas. Nos dominios cristalinos, o
arranjo das cadeias nas folhas possui variagées. A quitina é conhecida por
existir em, pelo menos, duas formas polimérficas cristalinas, denominadas de
a-quitina e B-quitina. Também existe a y-quitina, mas, segundo Rinaudo (2006),
€ uma variante da a-quitina.

Em cuticula de crustaceos, a quitina ocorre na forma de a-quitina,
fortemente associada a proteinas e materiais inorganicos ou ambos, e
apresenta grau de cristalinidade acima de 85%. Em moluscos, cascas de
braquiépodes e algumas larvas, a quitina encontra-se na forma de B-quitina. As
formas de quitina sdo encontradas em estruturas menos rigidas, mas
resistentes, e apresentam grau de cristalinidade de aproximadamente 72%. Em
ambas as estruturas, as cadeias de polissacarideos sao paralelas interligadas
por pontes de hidrogénio. As duas formas diferem na direcdo das cadeias em
folhas sucessivas (FALINI et al, 1996).
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A a-quitina esta arranjada com uma conformagéo antiparalela, enquanto
a B-quitina apresenta cadeias paralelas. Essa organizacao esta representada
na Figura 5.

Figura 5 - Conformacgao da a-quitina (a esquerda) e B-quitina, a direita

Quitina

Conformacao da Quitina

a-quitina - cadeias antiparalelas

A a-quitina é a forma mais estavel e o alinhamento antiparalelo pode
contribuir significativamente para a resisténcia mecéanica promovendo um
empacotamento denso entre as microfibrilas. Esta disposi¢do que permite uma
maxima ligacdo entre macromoléculas por pontes de hidrogénio € também

responsavel por sua insolubilidade. Enquanto no arranjo espacial B-quitina ha
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uma reducao do grau de empacotamento e o numero de pontes de hidrogénio
intercadeia € reduzido, o numero de pontes de hidrogénio formado com
moléculas de d4gua aumenta. Devido a uma menor forga intermolecular, exibe
maior reatividade, intumescimento em agua e solubilidade. As ligacoes de
hidrogénio sao feitas por dos grupos N-acetil e podem ser visualizada na Figura
6 (KHOR, 2002).

Figura 6 - Representacao das ligagdes por pontes de hidrogénio da a-quitina (a esquerda) a -

quitina, a direita

Fonte: (adaptado de KURITA, 2001); LISBOA, 2011

Segundo Campanha Filho et al. (2007), os diferentes arranjos no estado
sélido exibem propriedades diferentes. A a-quitina € um sélido denso, insoluvel
em agua, mas capaz de adsorver e reter umidade. A B-quitina tem aspecto
fibroso e também nao se solubiliza em agua, mas como seu empacotamento é
menos denso, adsorve mais umidade que a a-quitina.

Por fim, surge a y-quitina, considerada uma variagdo da a-quitina, que se
conforma em cadeias paralelas que se alternam com uma antiparalela. A a-
quitina é a forma mais abundante. As formas B- e y-quitina podem ser
convertidas a forma a por tratamentos adequados, mas tal conversdo é
irreversivel. (ANTONINO, 2007).

2.4 MATERIAIS E METODOS

2.4.1 Materiais
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e Matérias-primas
As cascas (sem a cabecga) dos camardes Litopenaeus vannamei criados
em cativeiro, fornecidos pela Fazenda Aquamaris S.A, situada na cidade
de Jodo Pessoa - Paraiba.

¢ Reagentes
Acido cloridrico (HCI) 36-38% - Vetec para etapa de desmineralizagao;
Hidroxido de sodio (NaOH) — Synth para a etapa de desproteinizacao.

2.4.2 Caracterizacao

Os ensaios de caracterizacao foram realizados no laboratério CERTBIO,
localizado da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da Universidade
Federal de Campina Grande. Nesta etapa inicial, Capitulo 2, foram realizados

os ensaios no MEV e EDS.

e Microscopia Eletréonica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A Microscopia Eletrbnica de Varredura, MEV, é um método que pode
fornecer rapidamente informac¢des sobre a morfologia e identificacdo de
elementos quimicos de uma amostra sélida. O MEV € um instrumento muito
versatil e usado rotineiramente para a observagcao e analise de caracteristicas
microestruturais de objetos sdélidos. A principal razdo de sua utilizacéo é a alta
resolucédo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas (DEDAVID
et al., 2007).

O principio de um microscépio eletrénico de varredura consiste em
utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da
amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a
uma tela catédica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela
do feixe incidente (DEDAVID et al., 2007).

Atualmente, a maioria dos equipamentos de microscopia eletrénica de
varredura vem acoplada com o detector de energia dispersiva (EDS). A analise
por EDS é uma ferramenta muito importante do MEV para a caracterizacao de
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materiais, pois permite ao pesquisador identificar a composicdo de sua
amostra, mesmo que, qualitativamente, em pontos especificos da imagem.
Para o processo de caracterizacdo usado neste trabalho, foi utilizado o
microscopio eletrénico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca
Hitachi, com aumentos de 180X até 10.000X, com profundidade de foco de 1
mm, resoluc¢do de 30 nm, 15 KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa),

sem recobrimento metdlico.

2.4.3 Método

Neste tépico, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
caracterizacao por Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de Raios X a partir da casca de camarao Litopenaeus
vannamei. Foi avaliada a morfologia da casca em cada etapa do processo de
extracao até obtencao da quitina pura.

Importante ressaltar que, para essa analise, foi selecionado somente o
exoesqueleto, usado em todas as etapas da extragdo de quitina de forma
integra, sem moagem.

As analises dos resultados foram divididas em duas partes, tanto na
superficie quanto nas seg¢des transversais (angulo de 90°).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

e MEV - Caracterizacao da secao horizontal (superficie)

Nos resultados obtidos da caracterizagado realizada na parte superior da
casca, nao foi possivel identificar as diferentes camadas que constituem a
casca, mas foi possivel observar mudangas na sua estrutura durante as etapas
de desmineralizacdo e desproteinizacdo. A micrografia da casca de camarao
em seu estado bruto como apresentada consta na Figura 7.
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Figura 7 - Micrografias da amostra da casca de camarao na forma bruta com aumento de 80X
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Na imagem, € possivel observar a presenga de areas mais claras na
superficie, algumas delas em forma de estrela tipica, que podem estar
relacionadas a depdsitos de carbonato de calcio na forma de cristais. Esses
cristais podem ser atribuidos, de acordo com a literatura, a forma poliférmica do
carbonato de calcio, a calcita, e aparecem e crescem dentro da rede organica
fibrilar, resultando na composicdo de um material rigido que forma o
exoesqueleto.

A cada nova cuticula calcificada, acontece uma nucleacdo e,
consequentemente, crescimento destes cristais. Os primeiros aparecem na
parte mais externa da camada pigmentada, onde os minerais progridem em
eixos verticais, em direcdo a camada principal (procuticula), com velocidades
diferentes. Porém, essa mineralizacdo permanece apenas no espago entre as
fibras orgénicas, ndo ocorrendo na camada membranosa (GIRAUD-GUILLE,
1990). As micrografias das cascas de camarao em seu estado desmineralizado

e desproteinizado estdo apresentadas nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8 - Micrografia da amostra da casca de camarao na forma desmineralizada com
aumento de 180X
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Figura 9 - Micrografia da amostra da casca de camar&o na forma desproteinizada com
aumento de 180X
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Apés o tratamento quimico da desproteinizacdo e da desmineralizagao,
conforme exposto nas Figuras 8 e 9, observou-se uma mudanca de perfil na
superficie, deixando o material com uma aparéncia fibrosa. Esse fenémeno de
alteragdo na superficie é descrito por Pillai (2009) como uma indicagao da
obtencao da quitina pura.
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Outra observacao é que alguns apéndices (internos) presentes, tanto na
casca bruta quanto na etapa da desmineralizacado, desaparecem na etapa da
desproteinizacdo. Essa observacdao também pode ser visualizada nas
micrografias da Figura 10.

Figura 10 - Micrografias das amostras da casca bruta (A), desmineralizada (B) e
desproteinizada (C) com aumento de 500X
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Segundo Guille (1998), as carapagas possuem uma matriz organica,
organizada por estruturas hierarquicas que sédo evidenciadas por um padrao de
secbes arqueadas, observadas por microscopia eletrénica de varredura. Essas
secdes produzem um efeito de sobreposicoes das orientagcdes sucessivas.
Essas secOes orientadas podem ser observadas nas Figuras 11A e 11B.

Figura 11 - MEV da amostra bruta (A) e desproteinizada (B) respectivamente com aumento
500X
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Foi observado também que ndo ha mudancgas entre a casca bruta
(Figura 11A) e a casca desmineralizada (Figura 11B). A principio, ndo se

observa uma mudanga estrutural, pois a parte mineral esta depositada apenas
na superficie do complexo proteina-quitina. Porém, na Figura 11B, apés a
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remocao da proteina, observa-se uma soltura dos apéndices (interno) na
superficie da casca. Neste fen6meno, ocorre uma diminuicdo da reticulagao
apoés a retirada da parte proteica, tornando a estrutura mais fragil e admitindo a

sua grande importancia estrutural.

e MEV - Caracterizacao da seccao transversal

A caracterizacdo da secao transversal da casca de camarao torna-se
importante para a visualizacdo das camadas caracteristicas do exoesqueleto
desses animais e o consequente efeito do tratamento de desmineralizagéo e
desproteinizacdo. As Figuras 12, 13 e 14 representam as micrografias das
secdes transversais das amostras da casca de camarao bruto, desmineralizada
e desproteinizada, respectivamente. Na Figura 12, encontra-se a micrografia da
secao transversal da amostra da casca bruta.

Figura 12 - Micrografia da secgao transversal da casca bruta revela a (A) Epicuticula (B)
Exocuticula (C) Endocuticula
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Na Figura 12, é possivel identificar com facilidade a epicuticula (A), a
exocuticula (B) e a endocuticula (C). Foi analisada, nesta imagem, a espessura
da epicuticula, descrita na literatura por Giraud-Guille (1984), como uma
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camada fina. Na procuticula, constituida pela exocuticula e endocuticula, surge
uma estrutura repetitiva que forma pequenas camadas que se vao sobrepondo
umas as outras. Estas camadas sao originarias de células que vao secretando,
empurrando sucessivamente as camadas mais velhas até o exterior. Estas
camadas menores tém como principais componentes o complexo quitina-
proteina, bem como a calcita depositada sobre as nanofibrilas formadas pelo
referido complexo. Verifica-se ainda uma densidade superior da epicuticula, em
relagdo as outras camadas, possivelmente devido a acumulagdo de maior
qguantidade de calcio nesta area.

Na Figura 13, amostra desmineralizada, verifica-se uma alteracdo da
coloracdao em algumas zonas, endocuticulas, quando comparada a Figura 12.

Figura 13 - Micrografia MEV da seccao transversal da casca desmineralizada
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Acredita-se que, devido a remogao do célcio presente nessa area, houve
uma maior evidéncia da estrutura quitina-proteina. E possivel verificar um
aumento no tamanho de cada subcamada a medida que elas se aproximam da
epicuticula, que desaparece, confirmando que esta camada é constituida
majoritariamente por cristais de carbonato de calcio.
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Esse aumento de tamanho nas pequenas camadas constituidas pelo
complexo quitina-proteina pode estar relacionado com a possibilidade de o
célcio realizar alguma reacao de aderéncia com os aminoacidos, funcionando,
desta forma, como um reticulante na estrutura, e, com a sua remoc¢ao, as
macromoléculas do complexo ganham liberdade. Esse aumento é verificado
pela facilidade do inchamento da casca quando em contato com as solugdes
aquosas. Esta discussao sustenta a selecdao da desmineralizagdo como o
primeiro processo de extragédo de quitina.

Na Figura 14, amostra desproteinizada, é considerada como quitina, pois
essa é a Unica fase restante. A casca apresenta zonas mais densas

especialmente nas jung¢des, como pode ser observado na Figura a seguir.

Figura 14 - Micrografia MEV da secgao transversal da casca desproteinizada
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Nesta Figura, ja& ndo é possivel diferenciar com clareza as camadas
constituintes, prevalecendo apenas um comportamento do esqueleto quitinoso,
que devera servir como suporte para a integragcao dos outros componentes.

Na estrutura da amostra, constata-se ainda uma organizacdo por
subcamadas, que, a medida que se aproximam da zona da epicuticula

(exterior), tornam-se cada vez menores. Conclui-se que 0s processos de
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extracdo ndo foram suficientes para desorganizar a estrutura quitinosa,
podendo, assim, explicar as dificuldades da desacetilagdo da a-quitina,
relacionados as questdes difusionais para o interior das cadeias poliméricas da
quitina.

2.5.2 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

Na analise realizada Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X
(EDS), foram identificados os elementos quimicos presentes no exoesqueleto
do camarao em seu estado bruto, desmineralizada e desproteinizada,
respectivamente. Na Figura 15, encontra-se o espectro de EDS da casca de

camarao no estado bruto.

Figura 15 - EDS espessura da casca bruta
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Espectro: casca bruta

Elementos AN Series norm. C Atom. C
(wt.%] [at.%]

Carbono 6 K-series 49,63 63,34

Oxigénio 8 K-series 29,098 28,72

Célcio 20 K-series 19,11 7,31

Fosfoéro 15 K-series 1,28 0,63

Total:100,00 100,00
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No espectro representado na Figura 15, pode-se constatar a presencga
de C, O, Ca e P. A presenca destes elementos confirma a anélise realizada por
meio da microscopia eletrdnica de varredura, ja discutida anteriormente.

Segundo Cardenas et al. (2004), encontra-se, nas carapagas dos
crustaceo sem pré-tratamento, o cloreto de sodio (NaCl), atribuido a agua do
mar. Contudo, ndo se observa a presenca deste elemento quimico por se tratar
de uma amostra proveniente de viveiros construidos em antigas salinas e areas
antes ocupadas por manguezais (CAVALCANTI, 2003).

Na Figura 16, encontra-se o resultado obtido por EDS, apés a casca de
camarao ser desmineralizada. Antes de discutir a Figura, vale ressaltar que o

maior pico remete ao aluminio atribuido ao porta amostra do equipamento.

Figura 16 - EDS espessura da casca desmineralizada
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Espectro: casca desmineralizada

Elementos AN Series norm. C Atom. C

[(wt.%] [at.%]
Carbono 6 K-series 50,73 56,99
Oxigénio 8 K-series 37,14 31,32

Nitrogénio 7 K-series 12,13 11,68

Total:100,00 100,00
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No segundo espectro da andlise EDS, verifica-se o desaparecimento do
célcio, confirmando-se que o processo utilizado foi eficiente na
desmineralizacdo da estrutura. Surge ainda a presenca de nitrogénio atribuido
ao grupo acetamida, que nao foi detectado na casca bruta, possivelmente
devido a superior concentragéo de elementos como o célcio e o carbono que
mascararam a detecgao deste elemento.

Na Figura 17, encontra-se o espectro de EDS da casca de camarao
desproteinizada.

Figura 17 - EDS espessura da casca desproteinizada
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Espectro: casca desproteinizada

Elementos AN Series norm. C Atom. C

[wt.%] [at.%]
Carbono 6 K-series 56,13 61,65
Oxigénio 8 K-series 25,31 20,87

Nitrogénio 7 K-series 18,56 17,48

Total:100,00 100,00

No terceiro espectro da andlise EDS, verifica-se que o C, O e o N
permanecem como 0s elementos quimicos principais, e, tal como indicado na
introducdo deste trabalho, sdo os elementos presentes na quitina, havendo
apenas um aumento do nitrogénio ocasionado pelo desaparecimento do calcio

no processo anterior. A razdo teorica entre o elemento carbono e nitrogénio
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para a quitina € de 0,14, tendo sido obtido um valor de 0,27 com estas analises
de EDS. Esta discrepancia indica que a quitina obtida ainda tem uma fracdo do
complexo quitina-proteina, sendo tal justificado pela dificuldade da permeacgéao
de NaOH para a solubilizagédo total da proteina. Desta forma, seria necessaria
uma desproteinizagdo mais longa, porém, no caso da producao de quitosana, é
considerado desnecesséria.

2.6 CONCLUSAO

O estudo sobre a morfologia e composi¢do quimica da casca do camarao
Litopenaeus vannamei Boone, executado durante as trés etapas da extracao
de quitina, foi um trabalho pioneiro. A partir das caracterizacbes que foram
realizadas, foi possivel identificar a disposicdo dos diversos componentes na
casca de camardo, identificando-se zonas de maior acumulacdo de cada
componente, e, compreendendo alguns fenémenos, por exemplo, a mudanca
de perfil na superficie que se tornou fibrosa, assim como o desaparecimento de
algumas camadas que constituem a casca, associadas ao processo de
extragao.

Atribui-se a quitina um efeito determinante sobre a estrutura da carcaca,
cujo complexo deve ser responsavel pelas caracteristicas mecanicas do
invllucro e pode servir como inspiracdo para o desenvolvimento de novos

Biomateriais.
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3 ESTUDO DA EXTRACAO DA QUITINA

3.1 INTRODUCAO

A producéo aquicola no ano de 2010 atingiu 60 milhées de toneladas,
representando um valor econémico estimado em US$ 119 bilhées. Desta
producgéo, 5,7 milhdes de toneladas (9,6% do total) referem-se a crustaceos
distribuidos entre os de agua doce (6,4%), agua salobra (57,2%) e agua
marinha (3,8%). A producado de espécies marinhas € dominada por camarao
branco (Litopenaeus vannamei), incluindo a producdo substancial em agua
doce (FAO, 2012).

Durante o processamento industrial, sdo gerados outros materiais de
origem nao intencional que apresentam papel significante na contaminacéo
ambiental, como o acumulo de matérias-primas e insumos, 0 que implica a
geracao de residuos, que geralmente sdo clandestinamente enterrados (aterro
sanitario) ou jogados no mar ou em rios (FREIRE et al., 2000).

Diversas tecnologias tém surgido para possibilitar a utilizagdo dos
residuos como fonte alimentar de boa aceitabilidade (OLIVEIRA, 2010;
GONCALVES, 2011). Os residuos da industrializacdo do pescado podem ser
direcionados para varias modalidades de aproveitamento: alimentos para
consumo humano ou animal (ragdes); fertilizantes ou adubos organicos;
produtos quimicos e, ainda, o aproveitamento de produtos funcionais como
quitosana, calcio de ostra, 6leo rico em w3 e outros produtos de alto valor
agregado (NUNES, 2011).

A medida que a geracdo de residuos de camardes e siris é significativa e
tais residuos sao constituidos por quitina, proteinas, carbonato de caélcio e
pigmentos, tem havido grande interesse em seu reaproveitamento, como
alternativa a sua disposicao final, com vistas ao desenvolvimento de produtos
de valor agregado (CRAVEIRO et al., 2004).

A extracao de quitina, a partir da biomassa, a exemplo do que acontece
com a extracdo de celulose de fibras vegetais, envolve a execugao de
tratamentos quimicos sequenciais, destinados a eliminar as substancias que a

acompanham nesses tratamentos (MOURA et al. 2005).
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Ainda nao existe um processo padrdao para obtencdo de quitina. Seu
modo de preparacao varia de acordo com os parametros e aplicacdo que se
desejam para ela. Sua extracdo envolve etapas de pré-tratamento, tais como,
desmineralizagao, desproteinizacao, despigmentagao e secagem (TOLAIMATE
et al. 2003).

Portanto, o objetivo especifico do Capitulo 3 é definir o0 método a ser
utilizado para extracdo da quitina a partir da casca de camarao da espécie
Litopenaeus vannamei, estudando a efetividade da desmineralizagdo, por meio
da analise da porcentagem (%) do calcio e a efetividade da desproteinizacao
por meio da andlise da porcentagem (%) de proteinas.

3.2 REVISAO DA LITERATURA

Para extrair a quitina a partir da casca do camarao, a primeira etapa é o
pré-tratamento, que é feito com agua corrente. Essa é uma das operacdes
preliminares a obtencao de quitina, e tem como objetivo a separacdo do
material grosseiro, entre eles o material vegetal, por¢cées de tecido e outros
materiais que eventualmente possam acompanhar o residuo (TOLAIMATE et
al., 2003).

Ap6s a lavagem, a matéria-prima deve ser encaminhada para a
secagem com o objetivo de remover a umidade da casca. Para realizar essa
etapa, existem dois tipos de pré-tratamentos. O primeiro, patenteado por
Mukherjee (2001), consiste na tentativa de modificar a estrutura cristalina da
quitina para amorfa secando a casca a uma temperatura de cerca de 80 °C
durante 48h e, em seguida, efetuando um rapido resfriamento da casca de
forma a “congelar” o novo arranjo amorfo. E a segunda forma, adotada por
Percot et al (2003), consiste em adicionar as cascas em solucao de cloreto de
sédio e deixa-los secar durante 2 a 3 dias, vindo, em seguida, a lavagem e,
posteriormente, a liofilizag&o.

Embora a segunda opcao pareca uma forma mais sustentavel, pois
economiza energia, precisa de uma area ampla e adequada de exposi¢ao solar
dependendo da quantidade elevada de casca. Todavia, para atender a
producédo industrial, devem-se submeter as amostras a temperaturas entre os
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60-80 °C em estufa parecem ideais. Tolaimate et al. (2000) afirmam que as
cascas secas de camarao podem ser armazenadas durante longos periodos de
tempo sem que haja deterioragao.

Apdbs seco, o material € encaminhando para a moagem, tendo como
objetivo reduzir o volume, transformando casca em p6. Assim, por meio de um
sistema de peneiramento, pode ser ftriturado até atingir a granulometria
desejada.

A etapa de desmineralizagdo tem como objetivo a remocao da parte
mineral da casca do crustaceo, principalmente carbonato de calcio. Este
tratamento é feito com acidos, sendo o acido cloridrico (HCI) o mais utilizado,
assim como é possivel utilizar solugées aquosas de diferentes acidos, como
acido nitrico (HNO3), acido sulfurico (H2SO3), acido carboxilico (HCOOH), &cido
aceético (HsCCOOH). Apos a filtragdo, seguem-se lavagens até atingir um pH
neutro. O processo de desmineralizacao é realizado com concentracées entre
0,275 e 2M, com tempos que variam de 15 min a 48h, a temperatura ambiente
ou mais baixa. Condigdes rigorosas devem ser evitadas, pois provocam severa
despolimerizagdo e consequente degradagdo das propriedades ligadas ao
carater macromolecular (LISBOA, 2011).

Uma alternativa para se evitar a quebra da massa molar, sugerida por
Roberts e colaboradores (1997), €& a ulilizagdo de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), que torna o processo mais brando; porém,
menos eficiente que o tratamento com &cido diluido. O tratamento com
solucdes diluidas de acido cloridrico, por tempos curtos e a temperatura
ambiente, assegura a completa remog¢do dos sais minerais sem promover a
degradacao das cadeias, mas a otimiza¢ao do processo deve levar em conta a
determinacao prévia do teor de minerais da matéria-prima (ROBERTS et
al.,1997; LISBOA, 2011).

Segundo Mikkelsen e colaboradores (1997), quando os camardes sao
capturados vivos, a casca aparece transparente com tonalidade alaranjada
devido ao carotendide astaxantina no interior da casca. Algum tempo depois,
quando o armazenamento dessas cascas é feito com congelamento para que
nao ocorra a degradacao, a tonalidade alaranjada desaparece dando lugar a
pontos brancos devido a migracdo do calcio para a superficie da casca
(MIKKELSEN et al.,1997). Logo, varios fatores, incluindo o tratamento quimico
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e temperatura de armazenamento, podem influenciar, mas nao inibir a
formagdo e crescimento de cristais. Os cristais de carbonato de célcio
presentes em cuticulas nucleiam e crescem formando a calcita. A disposi¢cao
das camadas em forma helicoidal facilita o processo de formagéo e deposigcéao
dos cristais devido ao aumento da superficie para a nucleacao.

Esta etapa do processo de desmineralizacdo pode ser visualizada na
Figura 18.

Figura 18 - llustracdo do processo de desmineralizacédo

Processo de Desmineralizacdo

Sais Minerais/Calcita

HCl HCI

De fato, a desmineralizagédo é facilmente alcancada por envolver a
decomposicao do carbonato de célcio em sais de calcio soluveis em agua, com
a liberacao de diéxido de carbono, principalmente se os cristais de calcio
estiverem presentes na superficie. Nesse caso, sua remocao torna-se ainda
mais facil. Pode-se entender a desmineralizagdo como uma reagao simples
entre o acido e o carbonato de célcio do tipo (para a reagdo com HCI) como
mostrado a seguir:
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2HCI (1) + CaCO; (s) ®» CO: (g) + CaCl(l) + H.O(l)

Apés a etapa de desmineralizagdo, a matéria-prima pode seguir para a
estufa ou pode continuar na etapa posterior, que seria a desproteinizagao. A
etapa de desproteinizacdo tem a fungéao de remover a fracéao proteica da casca,
podendo ser eliminada por tratamentos com solucbes aquosas de diferentes
substancias, como hidréxido de sédio (NaOH), carbonato de sédio
(Na2CQOg3), bicarbonato de sbédio (NaHCOs;), hidréxido de potassio (KOH),
carbonato de potassio K.COjs, hidroxido de calcio Ca(OH).. Contudo, o
emprego de NaOH (1-10%), sob agitacdo e temperatura, é a pratica mais
comum. O processo de desproteinizacdo consiste em adicionar solucao de
hidréxido de sbédio a matéria-prima com concentragbes de 0,275 a 2 mol/L.
Tipicamente, usa-se 1 mol/L, com tempos que variam de 1 a 72h, a
temperaturas que variam de 65 a 100 °C. Entretanto, as condi¢des reacionais
devem ser brandas, para evitar ou minimizar, a ocorréncia de hidrdlise dos
grupos acetamida presentes na quitina e também sua despolimerizagéo
(CAMPANHA FILHO, 2007).

Os tratamentos enzimaticos (pepsina, tripsina, alcalases e outras
proteases podem ser empregadas) sao mais brandos e menos eficientes que o
tratamento quimico e, embora ainda ndo sejam empregados em larga escala,
propiciam o aproveitamento potencial do hidrolisado proteico pela industria
alimenticia (CAMPANHA FILHO, 2007).Também foi feita uma ilustracao (Figura

19), mostrando o processo de desproteinizagao.
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Figura 19 - llustracdo do Processo de desproteinizagdo

Processo de Desproteinizacao

# Proteinas

Quitina

Nesta etapa, faz-se necessaria a destruicdo das fortes ligacbes
covalentes entre a quitina e as proteinas mediante elevagdo da temperatura. A
proteina, que tem como caracteristica ser enovelada, quando submetida ao
calor, sofre a quebra de algumas ligacbes quimicas intramoleculares,
provocando uma desnaturacdo. Esta separacdo entre o complexo proteina-
quitina realiza-se com alguma dificuldade, alterando também a sua estrutura.
Como apresentado no Capitulo 2, deve-se observar a fragilidade da reticulacao
apos a etapa de desproteinizacao (LISBOA, 2011).

Para aplicacdo biomédica, a remocdo completa das proteinas €
essencial, pois certos componentes seus sdo 0s principais responsaveis pela
existéncia de muitos casos de alergias relacionados a marisco na populagéao
humana (KHOR, 2002).

A Ultima etapa, processo de despigmentacdo, tem por objetivo a
remocao dos pigmentos. Esse processo nem sempre é necessario, deve ser
realizado apenas se 0s pigmentos ainda estiverem presentes. Nesse caso,
essa etapa €& realizada apdés as etapas de desmineralizacdo e
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desproteinizacdo. Almejando a obtencdo da matéria-prima branca, a remocao
do pigmento pode ser realizada por extragcdo com solventes, sendo que 0
etanol e a acetona sdao os mais empregados, ou por branqueamento, com
permanganato de potassio (KMnQy), hipoclorito de sédio (NaOCI) ou perdxido
de hidrogénio (H2O. ). A remogao destes pigmentos é feita por oxidagdo das
ligagbes duplas carbono-carbono presentes na molécula (HENRY et al., 2000).

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Materiais

e Matéria-prima:
Amostras de exoesqueletos de camardo Litopenaeus vannamei
moidos (com granulometrias variadas 53um, 53-150 um e acima de

150 um), como visualizadas na Figura 20.

Figura 20 - Amostras de casca em trés granulometrias (A) abaixo de 53um, (B) 53-150 um e
(C) acima de 150 pm

e Reagentes:

Acido cloridrico (HCI) 36-38%(v/v) Vetec;
Hidréxido de sédio (NaOH) Synth;

Di-metil acetamida (DMAC), Sigma-Aldrich, PA;
Cloreto de litio (LiCL), Sigma-Aldrich, PA;
Brometo de potassio, Sigma-Aldrich, PA.
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3.3.2 Caracterizacao

Os ensaios de caracterizacao foram realizados no laboratério CERTBIO,
localizado da Unidade Académica de Engenharia de Materiais, da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG).

o Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier- FTIR

Pela técnica de Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada De Fourier (FT-IR), é possivel estudar a interacdo da radiagéao
eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos o
estudo dos niveis de energia. Isso € possivel porque as ligacées quimicas das
substancias e as massas dos atomos envolvidos nessas ligacbes possuem
frequéncia de vibragao especifica (ALBUQUERQUE, 2008).

Para a caracterizacdo da quitina, utilizou-se a espectroscopia de
absorcao na regido do infravermelho. A amostra foi misturada com brometo de
potassio e prensada sob a forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos em
um espectrofotdbmetro Perkim Helmer, Spectrum 400, (equipamento), 0 nos
comprimentos de onda de 400-4000 cm™, com uma resolucdo de 4 cm™ e 64
varrimentos. Foi ainda realizada uma analise com diversas equacgdes para a
determinacao do grau de acetilacdo da quitina produzida.

O grau de desacetilacao foi determinado com o uso das equagdes 1, 2 e
3 apresentadas abaixo. Para as equacgdes 1 e 3, foi realizada uma linha de
base entre 1800cm™ e 1600cm™, e para a equacao 2 foi realizada uma linha de
base entre 1800cm™ e 1600cm ™.

%Graude Acetilacdo = A1655+ 41630 100 (Eq. 1)
A3450
A1560
Y0Graude Acetilagdo =
’ e =070 (Eq. 2)
o~ Al655
Y%Graude Acetila¢do = 13450 115 (Eq. 3)
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. Difracao de Raios X

A técnica da difracdo de raios X é apropriada para determinacao dos
indices de cristalinidade de quitosana e quitina. Para a realizacao deste ensaio,
foi utilizado o equipamento XRD SHIMADZU 7000, no intervalo de angulos 26

de 52 a 452, com uma velocidade de varrimento de 1¢/minuto.
3.3.3 Metodologia de Extracao

A metodologia adotada foi descrita por LISBOA (2011), apresentada a
sequir.

e Pré-Tratamento

As cascas foram colocadas em caixas térmicas e depois armazenadas
sob refrigeracdo (aproximadamente -19 °C) até o uso. Em seguida, foi
realizada a lavagem manual, embora n&o houvesse residuos. Depois, 0
material resultante foi colocado em bandejas de aluminio e encaminhado para
estufa (Figura 21) onde permaneceu pelo periodo de 24 horas, a uma
temperatura aproximadamente de 80 °C.

Figura 21 - Amostras de camaréo na estufa
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Uma pequena quantidade de cascas de camarao foi reservada para
andlise morfoldgica, discutida no Capitulo 2. As demais foram submetidas ao
processo de moagem e peneiradas com granulometrias diferenciadas (menor

que 53 pum, 53-150 um, e acima de 150um).

e Desmineralizacao

Inicialmente, pesaram-se 10g de casca com uma granulometria acima
de 150um. Em seguida, prepararam-se 200 ml de uma solug¢édo aquosa de HCI
a 1Tmol/L. Adicionaram-se as cascas de camarao a solu¢do aquosa e deixou-
se reagir por 20 min a temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Na
sequéncia, filtrou-se a vacuo o meio reacional e lavou-se com agua destilada
até atingir pH neutro. Depois, submeteu-se a secagem até atingir um peso
constante e registrou-se o peso final.

Figura 22 - Casca poOs-processo de desmineralizagao

e Desproteinizacao

Prepararam-se 200 ml de uma solucao aquosa de NaOH a 1mol/L e, em
seguida, adicionaram-se as cascas de camardao desmineralizadas a solucdo
aquosa e deixou-se reagir por 3 horas a temperatura de 80 °C, sob agitacéao
constante. Na sequéncia, filtrou-se a vacuo o meio reacional e lavou-se com

agua destilada até atingir pH neutro. Depois, submeteu-se a secagem até

atingir um peso constante e registrou-se o peso final.
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Figura 23 - Casca pos-processo de desproteinizacao

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Analise Visual

A analise visual, descrita neste Capitulo 3, permite caracterizar as
modificagdes observadas durante a preparacdao das etapas da extracdo de
quitina, importante para o desenvolvimento desta Tese.

Partindo do recebimento das amostras, observa-se um exoesqueleto
com uma coloragdo em tons de cinza, embora seja transparente. Essa cor
“cinza” refere-se a cor do camarao cru, uma vez que estas amostras foram
submetidas a secagem na estufa, e o exoesqueleto adquiriu uma cor laranja,
provocada pela presenca da astaxantina, que interage fortemente com
carreadores naturais (caroteno proteinas) em sitios de acomodagédo em certos
dominios da molécula proteica para as cabecgas polarizadas (oxigenadas) do
pigmento (FONTANA, 1996). A seguir, na Figura 24, tem-se uma amostra pés-

secagem do exoesqueleto.



59

Figura 24 - amostra do exoesqueleto de camaréo bruto

Depois de secas, as amostras passaram pelo processo de
desmineralizacdo. Observou-se, primeiramente, ao se inserir a casca do
camardao em uma solugdo aquosa de HCI, a formagédo de bolhas na solucao,
atribuidas a liberagdo de CO,. Essa amostra permaneceu imersa e sob
agitacao durante 20 minutos, e, apds esse periodo, observou-se que o
borbulhamento foi desaparecendo. Apds o término desta etapa, foi observado
que a cor laranja tornou-se branca, mas ndo completamente, aparecendo a cor
laranja na solu¢do apos a reacgao. Também foi verificado um inchamento na
casca, anteriormente discutido, no Capitulo 2.

No final da etapa de desproteinizacdo, aparentemente, todo o pigmento
foi retirado, tornando a casca totalmente transparente, que, apds a secagem,
ganhou uma coloracédo branca (Figura 25). Observou-se também, ao término

desta etapa, uma coloracédo escura na solugao cuja casca sofreu a reagao.

Figura 25 - Amostra do exoesqueleto de camarao apéds desproteinizacao
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3.3.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier- FTIR

Na figura 26, esta representada uma confirmag&o do espectro da quitina
apos sua extragao.
Figura 26 - Espectro da pastilha de quitina
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As bandas observadas no espectro de infravermelho, mostradas na
Figura 26 como uma consequéncia das vibragdes, aproximam-se dos dados da
estrutura de quitina obtidos por Lisboa (2011), como: amida | em 1630 cm™ e
1655 cm™, amida Il em 1560 cm™, grupo hidréxilo presente em 3450 cm™,
ligacdo C-H em 2878 cm™, banda de oxigénio em 1160 cm™, ligagdo C-O; 1070
cm’; ligacdo C-O em 1030 cm™ e 897 cm™.

Na regido de 3500 cm™, pode-se observar um ombro visualizado apenas
na quitina, atribuido ao grupo hidroxilo. Os grupos O-H ligados ao carbono da
posicao 6 do anel de glicopiranose e o grupo C=0 das acetamidas indicam a
estrutura mais ordenada da quitina, gerando maior empacotamento. As bandas
em torno de 3260 cm™ e 3100 cm™ no espectro de quitina podem ser atribuidas
aos grupos N-H da acetamida em ligacdes intermoleculares de hidrogénio.

Na regido de C—H, correspondente ao intervalo 3000 cm™ - 2800 cm™, o
espectro de quitina apresenta bandas intensas e em maior nimero devido ao
elevado teor de acetamidas. No intervalo 1800 c¢cm™ a 1500 cm™, séo
observadas as bandas denominadas de amida | e de amida Il; no espectro de
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quitina, onde podem ser observados dois sinais de intensidades semelhantes,
préximos de 1660 cm™ e de 1625 cm™, correspondentes & banda de amida I.

3.3.3 Determinacao do Grau de Acetilacao

Para determinar o grau de desacetilacédo, foram utilizadas as equacoes 1
e 2, desenvolvidas por Shigemasa (1996), que relacionou diferentes razées
entre bandas de Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier e resultados obtidos por ressonéncia magnética (SHIGEMASA et al.,
1996). Existem outras equacgdes, nomeadas de equacdo de Roberts que
relacionam a absor¢ao do grupo hidroxilo (OH), que serve de referéncia e se
situa no comprimento de onda 3450 cm™ com a absorcdo do grupo amida |
(NH-). O grupo OH serve de referéncia interna, uma vez que a presenga do
grupo nao é alterada pela extragdo, ao passo que o grupo amida | perde
intensidade ao longo do processo devido a remogéao do grupo acetil, tanto na
desmineralizagdo como na desproteinizacao, e, mais intensamente, durante a

desacetilagdo, que sera analisada posteriormente.

%GraudeAcetilag?o:A1655+A1630 100 (Eq. 1)
A3450
%GraudeAcetilagdon 100 (Eq- 2)
A1070
A1655
%Graude Acetilagdo = 115
oGraude Acetilacdo 3450 (Eq. 3)

No entanto, no trabalho de Shigemasa (1996), verificou-se que a
equacao 3 nao era aplicavel para todo o espectro de graus de desacetilagéo,
funcionando linearmente apenas para graus de acetilagdo entre 70-100%.
Decidiu-se, portanto, averiguar a validade das equacdes obtidas, tomando
como base que a quitina deveria possuir um grau de acetilacdo entre 90 a
100%. Os resultados encontram-se na Tabela 2. Os resultados foram ainda
tratados com uma linha de base entre os 1600 e 1800 cm™, tal como indicado
pelo trabalho de Shigemasa (1996).
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Tabela 3 - Determinacao do Grau de Acetilagao (%DA) com diferentes equacdes

Equacao Pico de Analise Pico de %DA
Referéncia

1 A1655+A1630=0,96  A3450=0,97 98%

2 A1560= 0,75 A1070= 0,79 94%

3 A1655=0,447 A3450=0,97 52%

Analisando a Tabela 3, confirma-se que os resultados obtidos pela
equacao 3 ndo se enquadram com os valores esperados. De fato, verifica-se
pelas Figuras 26 e 27, que o grupo amida | encontra-se dividido em dois picos,
pelo que a absorcdo da banda 1630 cm™ devera ser considerada tal como é

feito na equacao 1.

Figura 27— Evidéncia da divisao do pico de absorgao de amida | em
dois (picos 1633 cm™e 1650 cm™)

Absorgdo (u.a.)

1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700
Nimero de Onda (cm-1)

3.3.4 Difracao de Raios X

Pela difracdo de raios X, consegue-se distinguir a quitina de partida e
seus derivados desacetilados. Na literatura, encontra-se o difratograma da

quitina apresentando dois picos caracteristicos (Figura 28), assim como
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também é caracterizada por sinais mais resolvidos € em maior nimero do que
observado nos difratogramas de quitosana, atribuida a existéncia dos dominios
cristalinos (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 28 - amostra do DRX da quitina
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No difratograma da quitina, observaram-se 0s seguintes picos,

apresentados na Tabela 4:

Tabela 4 - Resumo dos picos detectados por DRX na quitina obtida

Pico Angulo 26 Plano Cristalografico
I 9,24 020
I 12,3 021
]! 19,2 110
v 23,1 120
\Y 25,9 130
Vi 27,6 013
VIl 34,3 -
VIII 38,4 -

Analisando a intensidade dos picos, verifica-se que existem dois picos
mais significativos, um de menor intensidade no angulo 26=9,24° e outro de
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alta intensidade no angulo 26=19,2°?, que evidenciam a parte cristalina.
Utilizando-se a Lei de Bragg, verifica-se que tais picos correspondem aos
planos cristalograficos de Miller de (020) para o primeiro, e (110) para o
segundo. Esses dados estdo em conformidade com a literatura para a a-
quitina, com o trabalho realizado por Campana-Filho e colaboradores em 2007
(CAMPANA-FILHO et al., 2007).

3.5 CONCLUSAO

Foi possivel, a partir da metodologia proposta, a obtengdo da quitina
pura, como evidenciam os resultados obtidos por FTIR, DRX bem como pela
cor branca da casca. Conclui-se ainda que o método empregado para a
extracao da quitina tem um efeito reduzido na desacetilacdo da macromolécula,
tendo sido obtidos valores entre 2% e 6% de desacetilagdo. Os picos
detectados por DRX confirmam a elevada cristalinidade da quitina.
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4 ESTUDO DA SAZONALIDADE DO CAMARAO
4.1 INTRODUCAO

O residuo da industrializacdo do camardao pode ser utilizado para a
producdo de diversos produtos. Os descartes de camardo, provenientes da
captura e das operacbes de bordo, sdo lancados ao mar e os residuos da
industrializagdo, em alguns casos, sdo descartados em areas adjacentes as
instalag6es industriais. Esses procedimentos vao, gradualmente, criando sérios
problemas de poluicdo ambiental (TRUNG, 2006; PRENTICE-HERNANDEZ,
2011).

Sabe-se que a quitina pode ser obtida de diversas fontes, sendo os
crustaceos uma das principais, devido, sobretudo, a sua abundancia e pelo fato
de se tratar de um residuo alimentar e, portanto, de baixo custo. O
aproveitamento do residuo como o exoesqueleto do camarao pode ser utilizado
para extragdo de quitina, que dé ao residuo um alto valor agregado.

Apesar de ser uma matéria-prima com amplo potencial de aplicacao,
ainda nao existe um processo padrao para extracdo de quitina, encontrando-se
sempre flutuacdes de caracteristicas de espécie para espécie e até mesmo de
lote para lote (KHOR, 2002). Embora essa composi¢cao varie com a espécie e
a sazonalidade, podem-se classificar esses rejeitos como constituidos de 30 a
40% de proteinas; 30 a 50% de carbonato de calcio, e 30 a 40% de quitina
(PETER, 1995).

Assim, 0 seu modo de preparacdo nao sO varia de acordo com 0s
parametros e aplicacdo que se deseja, mas também com a fonte utilizada para
a sua extracdo. Quando se considera o processo de extracao da quitina a partir
dos crustaceos, para além da espécie e/ou caracteristicas finais de quitina,
também existe a questdo da sazonabilidade, uma vez que o desenvolvimento
daquelas espécies animais varia ao longo do ano (BESSA-JUNIOR &
GONCALVES, 2013)

Deste modo, o objetivo especifico do Capitulo 4 é realizar um estudo

sobre a variacado da casca do camarao Litopenaeus vannamei ao longo do ano.
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4.2 REVISAO DA LITERATURA

De acordo com Rocha e Rocha (2010), o crescimento médio anual da
aquicultura mundial, observado entre 1998 e 2008 foi de 6,50%, sendo para
produgdo extrativa, no mesmo periodo, de 0,45% e provavelmente essa
tendéncia sera mantida até 2013. Dos quatro grandes grupos de organismos
aquaticos, destacam-se na producdo mundial de aquicultura: peixes (49,49%),
plantas aquaticas (23,09%), moluscos (19,16%) e crustaceos (7,33%).

De acordo com seu crescimento, os camarées mudam regularmente
seus exoesqueletos (muda = molting). As fémeas desovam uma vez por ano
em um periodo que compreende o final do verdo (abril) ao inicio do outono,
periodo de incubacao até a primavera. Logo apdés o momento de eclosédo dos
ovos do camardo, esses passam por uma primeira muda. Registros indicam
que os camardes sofrem cerca 2 a 4 mudas adicionais antes de uma nova
desova de ovos. Supbe-se ainda que nao ocorre muda quando o camarao
carrega os ovos (SHUMWAY, PERKINS, SCHICK, e STICKNEY, 1985).

O processo de muda envolve a produgdo de quitinases e enzimas
envolvidas na biossintese da quitina, o que sugere que a qualidade da quitina
pode variar com a estacao (RODDE ET AL, 2008). Portanto, neste Capitulo 4,
foi realizado um estudo envolvendo da pesagem e medidas de rendimentos
dos trés componentes principais das amostras: sais minerais (cinzas),
proteinas e quitina. Foram registradas as porcentagens do peso seco das
cascas de camarao colhidas em diferentes épocas do ano.

4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Materiais

. Matéria-prima:
10 gramas de amostra de exoesqueletos de camardo moidos com
granulometrias acima de 150 pum.
o Reagentes:
Acido cloridrico (HCI) 36-38% Vetec;
Hidréxido de sédio (NaOH) Synth.
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4.3.2 Meétodo

Tal como no capitulo anterior, para este experimento foram utilizados 10
gramas da amostra (acima de 150 um) para serem submetidos a extracao de
quitina. Durante a execucao de cada etapa, foi determinado o peso seco e
registrados os valores do rendimento da casca de camardo, com o intuito de
obter informacgdes sobre a porcentagem de sais minerais, proteinas e quitina.

4.3.3 Primeira pesagem — marc¢o

Na Tabela 5, estdao os pesos obtidos no final de cada etapa para as

cascas de camarao obtidas em margo de 2013:

Tabela 5 - Pesagem para as etapas de extracdo em margo

Peso (9) Perda Parcial (g)

Casca Inicial 10 -
Casca desmineralizada 6,5 3,5
Casca desproteinizada 2,7 3,8

Tendo em vista que, em cada etapa, apenas um dos constituintes é
removido, as porcentagens obtidas nesse processo da extragdo de quitina
encontram-se na Tabela 6:

Tabela 6 - Tabela de porcentagem da composigao da casca em margo

Elementos Composicao
Minerais 35%
Proteinas 38%
Quitina 27%

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.4.1 Segunda pesagem — junho

Na Tabela 7, apresentam-se os pesos obtidos no final de cada etapa

para as cascas de camarao obtidas em junho de 2013:

Tabela 7 - Pesagem para as etapas de extragdo em Junho

Peso (g) Perda Parcial (g)

Casca Inicial 10 -
Casca desmineralizada 6,2 3,8
Casca desproteinizada 2,7 3,5

As porcentagens obtidas nesse processo da extragcdao de quitina

encontiram-se na Tabela 8:

Tabela 8 - Tabela de porcentagem da composicao da casca em junho

Elementos Composicao
Minerais 38%
Proteinas 35%
Quitina 27%

4.4.2 Terceira pesagem — setembro

Na Tabela 9, apresentam-se os pesos obtidos no final de cada etapa

para as cascas de camarao obtidas em setembro de 2013:

Tabela 9 - Pesagem para as etapas de extragdao em setembro

Peso () Perda Parcial (g)

Casca Inicial 10 -
Casca desmineralizada 6,8 3,2
Casca desproteinizada 2,9 3,9

As porcentagens obtidas nesse processo da extracdo de quitina

encontram-se na Tabela 10:
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Tabela 10- Tabela de porcentagem da composicédo da casca em setembro

Elementos Composicao
Minerais 32%
Proteinas 39%
Quitina 29%

4.4.3 Quarta pesagem — dezembro

Na Tabela 11, encontram-se os pesos das cascas de camarao obtidos
no final de cada etapa, em dezembro de 2013:

Tabela 11 - Pesagem para as etapas de extragdo em dezembro

Peso () Perda Parcial (g)

Casca Inicial 10 -
Casca desmineralizada 6,4 3,6
Casca desproteinizada 2,4 4

As porcentagens obtidas nesse processo de extracdo de quitina estédo
descritas na Tabela 12:

Tabela 2 - Tabela de porcentagem da composicédo da casca em dezembro

Elementos Composicao
Minerais 36%
Proteinas 40%
Quitina 24%

Na Figura 29, encontram-se resumidos os resultados obtidos para cada
periodo de tempo.
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Figura 29- Tabela de porcentagem da composi¢cao da casca
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Verifica-se que ocorre variagdo dos valores de minerais, proteinas e
quitina ao longo do ano. As variagdes dos valores obtidos para cada um dos
componentes da casca estdo de acordo com aqueles apresentados pela maior
parte da literatura. No que toca a quitina, ela esta presente em maior
quantidade no més de setembro, e quantidade semelhante no més de margo e
junho, sendo encontrada em quantidade menor no més de dezembro. Ja no
que toca a proteinas, elas encontram um pico por altura de dezembro e menor
quantidade em junho. Os minerais atingem um pico maximo em junho e minimo
em setembro.

Desta forma, considera-se que a melhor época para recolha de casca de
crustaceos com a finalidade de produzir quitina e quitosana seja 0 més de
setembro, uma vez que esta se encontra em maior quantidade. Verifica-se
ainda que a percentagem em minerais € minima, o que facilita o processo de
desmineralizag&do e a quantidade de proteinas € maxima, o que permite prever
uma necessidade de desproteinizacdo mais intensa para a casca recolhida
neste periodo.
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45 CONCLUSAO

Através do presente estudo, foi possivel concluir que existem diferengas
ao longo do ano na casca de camarao. Apesar de se considerarem pequenas
as diferengas, estas permitem realizar uma programacao em relagéao as etapas

extrativas e, assim, conseguir otimizar o processo.
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5 ESTUDO DA PRODUGAO DE QUITOSANA

5.1 INTRODUCAO

A quitosana é obtida a partir da reagéo de desacetilagdo da quitina, em
um processo que pode ser executado por diferentes metodologias. A quitosana
€ um copolimero formado por unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, de
composicao variavel quanto a proporcao relativa dessas unidades (ROBERTS,
1992).

A quitosana foi descoberta por Rouget em 1859, ao ferver a quitina em
uma solucdo concentrada de hidréxido de potassio. Ele obteve um produto
soluvel em &cidos organicos, ao contrario da experiéncia com quitina que
apenas mudou de coloracao para marrom. Mas o nome quitosana foi proposto
em 1894 por Hoppe Seyler, que verificou que esta substancia possuia a
quantidade de nitrogénio igual a quitina original (ROBERTS, 1992). A estrutura
deste importante polimero apenas ficou totalmente conhecida no ano de 1950
(CAMPANHA FILHO, 2007).

A quitosana €& de interesse comercial, devido a sua elevada
percentagem de nitrogénio (6,89%) em comparagdo com a celulose
sinteticamente substituida (1,25%). A quitosana foi produzida industrialmente
por volta de 1971, no Japao e EUA, paises lideres do mercado mundial deste
produto. Por volta de 1993, o Brasil também passou a comercializar quitina e
quitosana em larga escala, sendo esta ultima atualmente comercializada por
diversos fornecedores em variados graus de pureza, peso molecular e grau de
desacetilacdo. Dentre as empresas brasileiras que produzem quitosana, duas
tém obtido destaque na producédo e comercializagdo destes biopolimeros. Sao
elas: Polymar Industria Comércio Exportacdo e Importacdo, situada em
Fortaleza-CE, e Kito Quimica Fina, localizada em Palhoca-SC (KUMAR, 2000;
SANTQOS, 2004).

5.2 REVISAO DA LITERATURA

A quitina possui um grupo funcional caracteristico de N-Acetil, trata-se

de uma amida secundaria. Para realizar a conversao da quitina em quitosana,
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77

Essa conversao

ocorre a partir da reacdo de desacetilacdo, que serd descrita na Figura

seqguinte.

Figura 30 - conversao da quitina em quitosana
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grupamento amina
(amida primaria)
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estabelece ligacdo com
anion acetil formado.

Certamente, o parametro que diferencia quitosana e quitina é o grau de

desacetilagdo ou grau de acetilacao, ja que sdo complementares entre si para

o valor de 100% do grau determinado. Esta é uma das caracteristicas quimicas
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mais importantes, que pode influenciar no desempenho e em diversas
aplicacb6es da quitosana. O termo quitosana € usado para identificar 50% de
unidades desacetiladas, enquanto a quitina produz muito mais acetilados.
Contudo, o correto grau de desacetilagédo que diferencia a quitina da quitosana
nao esta totalmente definido (GOY et al, 2004)

Quando realizada em meio alcalino, a desacetilacdo da quitina
raramente é completa. Assim, condicbes muito severas de reacdo podem
provocar degradagédo das cadeias poliméricas. Tais reagbes sao empregadas
na desacetilacdo da quitina por hidrolise alcalina, e o emprego de solug¢des
alcalinas concentradas, por tempos prolongados e a temperaturas elevadas, é
evitado quando o objetivo é a obtencao de quitosana de massa molar elevada
(ROBERTS, 1992).

A desacetilagdo da quitina pode ser realizada por processos quimicos
(via heterogénea) ou enzimdticos (via homogénea). Porém, esse ultimo é de
aplicacao restrita a laboratérios de pesquisa, pois o custo de extracdo de
purificacdo é muito elevado e a eficiéncia € muito baixa, obtendo quitosana
pouco cristalina e baixa massa molar. O processo quimico da desacetilacdo de
quitina, que se realiza com hidrélise alcalina, é o procedimento mais
empregado para grau médio de acetilagdo moderado (% GA= 15-30%), pois
utiliza bases fortes, altas temperaturas e intervalos prolongados de tempo
(CARDOSO, 2008).

A reacdo de desacetilacdo da quitina envolve a remocdo dos
grupamentos de acetamida (-NHCOCH;) que sao transformados, em graus
variados, em grupos amino (-NH), dando origem a quitosana. A versatilidade
da quitosana depende principalmente destes grupos amino altamente reativos.
O grau de desacetilacao depende principalmente do método de purificacédo e
das condicdbes de reacdo para sua obtencdo. Portanto, é importante
caracterizar a quitosana por meio da determinagcado do grau de desacetilacao
antes da sua utilizacdo. Essa caracterizacdo € muito importante, devido a
ocorréncia no mercado de comercializacao indevida de quitina como quitosana
(BAXTER et al., 1992).

Considera-se que o grau de desacetilagdo e o peso molecular essenciais
na determinagédo da qualidade e as variagdes das propriedades da quitosana,
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resultantes de varios fatores relacionados ao processo de fabricacao, podem
influenciar nas caracteristicas do produto final.

Para obtencdo de quitosana, utiliza-se, geralmente, a quitina suspensa
em solugdes aquosas concentradas de NaOH ou KOH (40 - 60%) por tempo
variaveis (0,5 - 24 h) e a temperaturas relativamente elevadas (50 - 130 °C),
como ilustrado na Figura 31. As caracteristicas da quitosana obtida sao
determinadas pela concentracdo da solugdo alcalina e razdo quitina/solucéao
alcalina, tamanho das particulas de quitina, temperatura, tempo e atmosfera de
reagdo. As condicbes mais severas promovem acentuada desacetilacéo,
resultando em acentuada despolimerizacdo via hidrélise alcalina das pontes
glicosidicas o que limita fortemente sua aplicacdo (CAMPANA-FILHO, 2007).

Figura 31 - llustracdo esquematica do processo de desacetilagcdo
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Processo de Desacetilacao

O que acontece, no processo de desacetilacdo, é que a quitosana, que
tem uma estrutura morfolégica semicristalina, constituida de unidades

acetiladas e menos cristalinas, e unidades desacetiladas, que sdo mais
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cristalinas devido as ligacdes intermoleculares por pontes de hidrogénio - o que
explica a forte resisténcia da quitina a desacetilagcdo, quando em contato com a
solucao de NaOH 50% permitird a quebra dessas unidades e vao enfraquecer
as ligacoes intramoleculares, consequentemente reduzindo a cristalinidade até
que estas se tornem amorfas, pois 0 acesso do reagente aos sitios reativos da
quitina ocorre principalmente nas regidbes nao ordenadas das cadeias.
(BLACKWELL 1980).

A forma aleatéria (amorfa) favorece a solubilizagdo do polimero, fato
muito importante para obtengado de quitosana. Para que esses polimeros sejam
soluveis em solucdo de acido, é necessario que as cadeias estejam
extensivamente desacetiladas (CARDOSO 2008). Portanto, o grau de
desacetilagdo tem influencia direta na solubilidade da quitosana, por determinar
o conteudo de grupos amino livres, diferenciando-o da quitina (PETER, 1995).

E a solubilidade que permite a distingdo mais simples e rapida, pois a
quitosana € solluvel em solugdes aquosas, enquanto que na quitina este é o
principal fator limitante da sua utilizagéo. O fato de ser soluvel em meio acido
diluido forma um polimero catiénico, com a protonacgéo (adicdo de proétons) do
grupo amino (NHz*), que confere propriedades especiais diferenciadas em
relacdo as fibras vegetais, como a celulose (LARANJEIRA & FAVERE, 2009;
AZEVEDO et al., 2007).

Tendo em vista a importancia do grau de desacetilagdo e a dificuldade
em se obterem cadeias majoritariamente desacetiladas, alguns estudos estéo
sendo realizados por pesquisadores aplicando o método de varios estagios de

desacetilagao.
5.2.1 Multietapas de desacetilacao para obtencao de quitosana

Como citado no topico anterior, alguns estudos recentes na obtencao de
quitosana estdo aplicando uma nova metodologia, cujo objetivo é obter
produtos mais desacetilados e soluveis.

Um estudo realizado por Yaghobi & Hormozi (2010) mostrou diferencas
significativas entre os procedimentos multietapas e Unicos. Segundo os
autores, esse novo método foi eficaz para aumentar o grau de desacetilacdo da
quitina e, consequentemente, ideal para a quitosana com aplicagdo biomédica.
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Em geral, em uma Unica etapa de desacetilagao, teoricamente, a quitina
reage mais rapidamente, mas, por outro lado, a quitosana originada pela
primeira etapa de desacetilacdo resulta em produtos com grau de acetilacdo
relativamente elevado. As condicdes morfologicas da quitina podem assumir
uma fungéao limitada da acessibilidade quanto a molécula de NaOH (YAGHOBI
& HORMOZI 2010; CARDOSO, 2008).

Logo, o tratamento multietapas pode tornar os grupos acetamida mais
acessiveis, devido as alteragbes morfoldgicas induzidas, como representando

na Figura 32.

Figura 32 - llustracao esquematica do efeito da estrutura morfoldgica quitina
em desacetilagao multietapas
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Tendo por base esta interpretacdo, o processo de desacetilacdo
multietapas pode ser mais vantajoso, pois, embora as etapas subsequentes
sejam menos eficientes do que a primeira, novos sitios sdo atingidos e a
otimizacdo das condicoes pode levar a desacetilacdo mais completa
(CARDOSO, 2008).

Também outro fator relevante desta etapa seria a lavagem apds cada
etapa, pois efetuando a lavagem apds cada fase do tratamento alcalino,
provavelmente, ocasionar-se-a um inchago em um maior nimero de particulas
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de quitina, tornando-as mais expostas ao processo de desacetilacdo
(YAGHOBI & MIRZADEH, 2004).

5.3 MATERIAIS E METODOS
5.3.1 Materiais

e Matéria-prima:

Cascas de camarao da espécie Litopenaeus vannamei.
¢ Reagentes:

Hidroxido de sddio (NaOH), Vetec

Acido acético glacial (CHsCOOH), Sigma Aldrich.

5.3.2 Metodologia de Desacetilacao
A desacetilacao da quitina foi realizada por dois métodos diferentes:

e Método 1:

No método 1, prepararam-se 250mL de uma solugdo aquosa de NaOH,
a 12,5 M. Em seguida, pesou-se 1 grama de quitina, medram-se 20mL de
NaOH a 12,5M, e colocou-se num erlenmeyer de 50mL. Na sequéncia,
colocou-se o0 erlenmeyer numa placa de aquecimento com agitacado magnética,
e aqueceu-se até atingir a temperatura de 100°C. Quando a solucao atingiu
esta temperatura, adicionou-se a quitina. Depois, deixou-se reagir por “X” h e,
ao fim deste tempo, filtrou-se. O produto sélido foi lavado com agua até pH
neutro e, finalmente, o produto sélido foi seco até atingir peso constante. O
mesmo procedimento repetiu-se para X horas = 1h, 2h, 3h, 4h, 5h e 6h;

¢ Método 2:

No método 2, prepararam-se 250mL de uma solugdo aquosa de NaOH,
a 12,5 M. Em seguida, pesou-se 1 grama de quitina e mediram-se 20mL de
NaOH a 12,5M, e colocou-se num erlenmeyer de 50mL. Na sequencia,

colocou-se o erlenmeyer numa placa de aquecimento com agitacado magnética,
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e aqueceu-se até atingir a temperatura de 100°C. Quando a solucao atingiu
esta temperatura, adicionou-se a quitina. Depois, deixou-se reagir por 1h e, ao
fim deste tempo, filtrou-se a solug&o. Ao filtrado foi novamente adicionado uma
solugédo de NaOH 12,5M a 100°C, deixando-se reagir por um periodo de tempo
indicado na Tabela 13. No fim de cada etapa de desacetilagdo, o produto sélido
foi filtrado. No final das etapas de desacetilacdo, o produto sélido foi filtrado,
lavado até pH neutro e seco até atingir peso constante;

Tabela 13 - Resumo das etapas de desacetilacao

Método Etapas Horas de desacetilagéo

Singulares 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h
(6 amostras)

[ 1h+1h+1h; Th+2h+2h;
Multiplas
(8 amostras) 1h+3h+3h

5.3.3 Caracterizacao

Os ensaios de caracterizacado foram realizados no laboratério CERTBIO,
localizado da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG).

Foram realizadas trés caracterizagdes do Capitulo 3: Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com transformada de Fourier- FTIR, Difracdo de

Raios X, Insoluveis e Viscosimetria Dindmica ou Aparente.

. Viscosimetria Dinamica ou Aparente

Os ensaios de viscosimetria dindmica foram realizados com um
viscosimetro de Brookfield, modelo DV-Il+ PRO, com dispositivo para amostras
pequenas e com spindle 21. O ensaio foi realizado e repetido trés vezes a
20°C, numa solucdo de quitosana a 1% (p/v) dissolvida em uma solucao
aquosa de &cido acético a 1%(v/v), tal como é indicado pela norma ASTM
F2103-11 “Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts
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as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue- Engineered

Medical Product Applications”.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier- FTIR
o FTIR em etapa singular

Foi realizado um estudo da conversdo da quitina em quitosana
utilizando-se seis (6) tempos diferentes no processo de desacetilagdo, como

exposto na Figura 33.

Figura 33 - Espectros de infravermelho de cada amostra desacetilada
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Os resultados obtidos pela espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (apresentados na Figura 33) confirmaram a presenca
de bandas dos grupos presente na quitina/quitosana, que sdo: 1655 cm™ amida
l; 1630 cm™ amida I; 1560 cm™ amida II; 3450 cm™ grupo hidroxilo; 2878 cm™
ligacdo C-H; 1160 cm™ banda de oxigénio; 1070 cm™ ligacdo C-O; 1030 cm™
ligagdo C-O; 897 cm™ ligacdo C-O. Pela Figura 33, pode-se observar uma
diferenga relevante na quitina submetida a desacetilagdo em 6 horas, com
aparecimento de um pico agudo em 1665 cm™, que é atribuido aos grupos

acetamida. Outras mudancas também foram observadas, como na banda em
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3450 cm™ do grupo hidroxilo, que se torna bastante definida, ligacdo C-O.
Apesar de existirem outros métodos, o Unico método disponivel para
determinar o grau de desacetilacdo da quitina, ou seja, sem dissolucao é a
partir da determinacdo da percentagem de N-acetilacdo a partir de diferentes
bandas de absorcdo do grupo amina e da banda de absorcdo do grupo
hidroxilo. Aqui foram utilizadas as mesmas trés equagdes (Eq 1 — 3) do
Capitulo 3.

Figura 34 - Grau de desacetilagdo em funcao do tempo de reagéo
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Analisando-se os resultados da Figura 34, verifica-se que a equacao 1
nao fornece resultados confiaveis de grau de desacetilacdo. No entanto, nas
equagodes Il e lll, tal como no Capitulo 3, os resultados apresentados sao
valores mais confidveis no que se refere ao grau de desacetilagdo. Verifica-se
que o aumento do grau de desacetilacdo na primeira hora € significativo,
evoluindo de uma forma discreta apds a primeira hora de desacetilagdo, como
pode ser visto pela equacéao 3. Ja analisando a equacéao 2, verifica-se 0 mesmo
salto na primeira hora, embora menos significativo, evoluindo somente depois
da 3h de desacetilacdo para valores perto de 50% de desacetilagao.

Para fundamentar os resultados de desacetilacado, foi também realizado
um estudo sobre a quantidade de insollveis para as 6 amostras, apresentado
na figura 35.
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Figura 35 - Quantidade de insollveis presentes nas amostras
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Com esse estudo, foi possivel observar que se utilizando apenas uma
etapa de desacetilacdo, o efeito no processo torna-se limitado e o grau de
desacetilagdo aumenta lentamente. Uma provavel explicagdo para esse
fendbmeno vem a partir da morfologia da quitina, em que alguns grupos amidas
ficam inacessiveis a molécula de NaOH. Sendo a quitina um polimero
semicristalino, nas regidbes amorfas, a acessibilidade aos sitios reativos é
maior, enquanto que, nas regides cristalinas, ndo sao completamente
acessiveis. Segundo estudos realizados por Yaghobi (2010), os processos de
desacetilagdo, realizados com mais de uma etapa, permitem que 0s grupos
acetamida se tornem mais acessiveis, pois, a cada nova etapa, a lavagem é o
principal fator da eficacia desse método, pois provoca ainda mais o inchaco da
quitina e mais cadeias ficam expostas ao processo de desacetilacdo.

Verifica-se que, apesar de o grau de desacetilagéo ser baixo e inferior a
60%, acima de 5h a fracdo soluvel torna-se significativa. Tal fato pode estar
relacionado com o0 mecanismo de desacetilagdo das cadeias, ocorrendo
primeiramente nas fragbes amorfas das cadeias, que ficam soluveis. No
entanto, grande parte das cadeias restantes encontra-se ainda pouco
desacetilada.

o FTIR Multietapas
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Apébs analisar os resultados da conversdao da quitina em quitosana,
utilizando seis (6) tempos diferentes, em que se observou que grau de
desacetilagdo aumentou lentamente, foi realizado um novo ensaio, baseado na
literatura, em que a quitosana foi submetida, em trés (3) etapas, ao contato de
uma nova solucdo de NaOH. Os resultados obtidos estdo representados na
Figura 36 a seguir (YAGHOBI & HORMOZI 2010).

Figura 36 - Espectros de infravermelho da quitosana pelo processo multietapas
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O que pode ser observado na Figura 36 € que os resultados continuam
confirmando a presenca de bandas dos grupos presentes na quitina/quitosana.
Nota-se que o pico 3450 cm™, conforme o aumento das horas, em relagéo as
etapas foi se tornando mais agudo. Esse comportamento é tipico do processo
de conversao da quitina em quitosana (ROBERTS et al.,1997).

Também foi observado o aumento da banda de absor¢do em 2878 cm'
que influencia diretamente no grau de desacetilacdo. Outras mudancas
também foram observadas, o pico tornou-se mais agudo em 1665 cm™, o que é
atribuido aos grupos acetamida. Os resultados para o grau de desacetilacao,
descrita na equacgéao 1, no tépico anterior esta apresentado na Figura 37.
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Figura 37 - Grau de desacetilagao em fungao do tempo de reagdo com as 3 equacgdes
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As mesmas equacbes utilizadas para determinagcdo do grau de
desacetilagdo do método | foram adotadas para analise do grau de
desacetilagdo das amostras desacetiladas pelo método Il. Verifica-se, mais
uma vez, a incapacidade da equacao | para fornecer valores concordantes com
as equacoes. Ja as equacoes Il e lll apresentam valores mais aproximados,
apesar de diferentes. Verifica-se que, logo na amostra 1+1+1, é possivel obter
um valor de desacetilacdo elevado, com valores entre 60-80%, subindo este
valor para perto de 90% com as amostras 1+2+2 e 1+3+3. Desta forma, é facil
perceber a diferenga entre os dois métodos quanto ao grau de desacetilacéo, e
evidenciada pela Figura 38. Pode-se afirmar que o método por multietapas é

mais eficaz na desacetilagdo da quitina.

Figura 38 - Grau de desacetilagdo em funcao do tempo de reacéo pelo método 1 e 2
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Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Chebotok &
colaboradores (2007), quando afirmam que a lavagem da quitina parcialmente
desacetilada com agua reduz parte da cristalinidade devido ao inchamento. Tal
inchamento permite a penetragcdo das moléculas de NaOH mais facilmente,
conseguindo-se melhores resultados em termos de grau de desacetilacdo. No
entanto, apesar dos valores de grau de desacetilacdo para as duas primeiras
amostras ser acima de 50%, continua-se a observar valores de insolUveis
relativamente altos. O mesmo resultado foi obtido por Percot e colaboradores
(2003). A explicagao para tal fenbmeno é a fragao cristalina encontrar-se ainda

por desacetilar e permanecer insolivel em acido acético.

5.4.2 Difracao de Raios X

. DRX em etapa Unica

Para este ensaio, foram caracterizadas, primeiramente, amostras de
quitosana exposta a desacetilacao por periodos de 1h, 2h,3h, 4h, 5h, 6h, cujos
resultados obtidos por difracdo de raios-x (DRX) estao representados na Figura
39.

Figura 39 - amostra do DRX da quitosana
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Pelos difratograma, mostrados na Figura 39, observam-se dois picos
caracteristicos, igualmente verificados no difratograma obtido da quitina. Esses
picos tém maior ou menor intensidade de acordo com a exposicao de tempo de
desacetilagdo, mas continuam aparecendo em 10° e 20°. De acordo com a
Figura 40, pode-se observar as amostras que contém maior intensidade em
20°.

Figura 40 - Grau de intensidade em 20°
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Analisando-se a Figura 40, verifica-se que a intensidade do pico
cristalino da quitina se mantém praticamente constante até 4h de
desacetilagdo, comecando a partir deste ponto a diminuir de intensidade.
Verifica-se, no entanto, que essa diminuicao nao é muito significativa, pelo que
se pode determinar com a metodologia |, onde a diminuicao cristalinidade néo
foi efetiva, confirmando-se, assim, o motivo pelo qual o grau de desacetilacao

nao aumenta.

o DRX multietapas

Os resultados das amostras multietapas estdo representados na figura
41.
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Figura 41 - DRX multietapas (A) 1+1+1, (B) 1+2+2 e (C) 1+3+3
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No difratograma da quitosana, as primeiras amostras A e B permanecem
com os picos 102 e 20° Porém, para amostra C, houve um deslocamento
perdendo a sua caracteristica de pico mais agudo, e, consequentemente,
observando a presenga de um pico mais largo, indicou a predominancia de
uma forma amorfa do material. Na figura 42, verifica-se o grau de intensidade

dos picos para essas trés amostras:

Figura 42 - Grau de intensidade em 10°
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Analisando-se a Figura 42, visualiza-se, entdo, uma diminuigcdo na
intensidade dos picos de cristalinidade, indicando uma mudanca morfolégica,
tornando um material cada vez mais amorfo. Esses resultados, de acordo com
os resultados obtidos com FTIR e o ensaio de insoluveis, mostram a
efetividade na desacetilacdo da amostra C, corroborado em uma diminuicao
acentuada na intensidade do pico na regido cristalina, confirmando a eficiéncia

do método Il (multietapas).
5.4.3 Insoluveis

Na figura 43, apresentam-se os resultados do ensaio realizado para
determinar a quantidade de insoluveis, onde foi verificado que um percentual

de 30% para amostra A (1+1+1) e 39% para amostra B (1+2+2) e a amostra

C(1+3+3) tornou-se soluvel.

Figura 43 - Quantidade de insollveis presentes nas amostras de quitosana multietapas
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Verifica-se que a metodologia Il proporcionou a obtencdo de valores
significativamente melhores no que concerne ao grau de insoluveis, sendo
possivel transformar totalmente o produto em quitosana com a metodologia
1+3+3.

No que toca a producéo de quitosana, o resultado obtido com a amostra
C é o ideal, dispensando-se, assim, etapas de purificacdo para a separacao

das moléculas de quitina ainda insoluveis.
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5.4.4 Viscosidade dindmica ou aparente

A viscosidade dinamica determinada em fungao da taxa de deformacao
variavel esta representada na figura seguinte.

Figura 44 - Taxa de deformacéo da quitosana 1+3+3
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As solugbes de quitosana apresentam um comportamento nao-
newtoniano, exceto uma vez em que a viscosidade se mantém praticamente
constante com o aumento da taxa de deformacdo (DESBRIERE, 2002).
Segundo o mesmo autor, para solugdes muito diluidas de quitosana, existe
uma taxa de deformacado critica, a partir da qual ocorre a passagem do
comportamento newtoniano para um comportamento pseudoplastico. Nos
resultados obtidos, a taxa referenciada ndo pode ser observada.

O objetivo inicial para esta caracterizacdo seria determinar o peso
molecular das quitosanas obtidas. Contudo, conforme os dados descritos pela
literatura, ndo foi possivel estabelecer uma relagéao direta entre os valores de
viscosidade dinamica com valores de peso molecular. Os valores de
viscosidade obtidos para a quitosana enquadram-se dentro de valores
associados a quitosana de baixo peso molecular, sendo esta uma
denominacao comercial que costuma corresponder a valores entre os 20. 000
g/mol e os 100. 000 g/mol.

Tipicamente, a quitosana de baixo peso molecular € obtida por vias de
despolimerizagdo da quitosana de alto peso molecular, adicionando-se mais
uma etapa ao processo produtivo (HUANG, 2007). No presente trabalho,
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considera-se que se introduziu uma melhoria na producdo de quitosana de
baixo peso molecular, uma vez que ela é obtida naturalmente a partir da
desacetilagdo da quitina, sem ser necessaria nova etapa.

O numero de possibilidades de aplicagdo da quitosana de baixo peso
molecular ndo é menor que aquele considerado para a quitosana de alto peso
molecular (>400 000 g/mol) ou médio peso molecular (>100 000 g/mol). Dentre
as propriedades principais da quitosana com baixo peso molecular, estao as
suas propriedades biolégicas, como antimicrobianas, antifungicas (JEON,
2001) e antitumorais (QIN, DU, & XIAO, 2002), rapida biodegradacgao, baixa
viscosidade e melhor solubilidade.

5.5 CONCLUSAO

Foi possivel obter quitosana totalmente solivel com grau de
desacetilagdo acima dos 90% por meio do método de multietapas. Para tal,
foram necessarias 7h de desacetilacdo em 3 etapas. A total solubilidade das
amostras € importante por questdes de economia, ja que, desta forma, ndo é
necessaria uma nova etapa de purificagéo para a remogao da quitina insoluvel.
Conclui-se ainda que a cristalinidade da quitina € um fator importante no
processo de desacetilacdo, verificando-se que, quanto menor for a sua
cristalinidade, maior a cinética de desacetilagdo. Finalmente, determinaram-se
ainda duas equacdes, que relacionam picos de absorcao de infravermelhos
distintos, para a determinacdo do grau de desacetilacdo de quitosanas
diferentes.

Em relagcdo ao ensaio de viscosidade, os valores obtidos estdo
associados a quitosana de baixo peso molecular.
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Capitulo VI

APLICACAO EM BIOMATERIAIS
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6 APLICAGCAO DA QUITOSANA EM BIOMATERIAIS

6.1 INTRODUCAO

Existem muitos tipos de materiais com diferentes aplicagbes, e esta
multiplicidade sempre inspirou a humanidade. Os materiais naturais ou
elaborados pelo homem tém simplificado de forma significativa as fun¢des do
nosso dia a dia (PASSOS, 2006).

Entretanto, os primeiros seres humanos tiveram acesso apenas a um
namero limitado de materiais, os naturais, que, a principio, foram usados para
aumentar ou reparar o corpo, tais como a madeira, utilizada na tentativa de
substituir tecidos perdidos por doenga ou trauma. Neste contexto, a partir da
ideia de reconstrucao de membros quebrados, comegou a surgir um interesse
relevante pelos Biomateriais ha mais de um século.

Através da percepcao de que o produto “implantado” tinha de ser forte o
suficiente para sustentar tensdes funcionais do corpo por um periodo de tempo
adequado, sem que este sofresse fratura ou que houvesse efeito adverso
sobre o paciente, ficou estabelecido o principio da sele¢cdo dos materiais para
aplicacbes médicas para as préximas décadas (HUEBSCH e MOONEY 2009;
ANDERSON, 2006).

6.2 REVISAO DA LITERATURA

6.2.1 Biomateriais

Biomateriais podem ser definidos como substancias de origem natural,
sintética ou artificial que sao toleradas de forma transitéria ou permanente
pelos diversos tecidos que constituem os érgaos dos seres vivos. Eles séo
utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou substitui
algum tecido, 6rgao ou fungdo do corpo, ou ainda como um material ndo
biolégico utilizado em um dispositivo médico, com intencdo de interagir com
sistemas biolégicos (WILLIAMS, 1987). Consequentemente, uma grande
variedade de materiais, que engloba todos os materiais classicos, como metais,
ceramicos e os polimeros, foram investigados como Biomateriais (NAIR e
LAURENCIN 2007), representados na Figura 45.
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Figura 45 - Materiais investigados como Biomateriais

polimeros

Compésito

Biomateriais

ceramicos ¢ metais

Manufaturados ou processados, os materiais devem se adequar a
utilizacdo em dispositivos médicos que entram em contato intimo, desde o nivel
microscopico, como proteinas e células, até o nivel macro, como tecidos,
orgaos e sistemas organicos. Todos provocam, em maior ou menor grau, uma
resposta imunolégica do receptor. Com a pesquisa € o desenvolvimento de
novos materiais biomédicos, o material, antes considerado "passivo", passa a
interagir ativamente e se integrar com o seu ambiente bioldgico (DALAPICULA
et al 2006 ; ANDERSON, 2006).

O critério de selecdo de Biomateriais € baseado principalmente na
aplicacdo a que se destinam. E, a partir do cumprimento de cada uma das
exigéncias primarias, que se tém o0s conceitos de biocompatibilidade e de
biofuncionalidade. A biocompatibilidade dos materiais é estudada pelo emprego
de testes de natureza hematoldgica, bioldgica e fisica. Os métodos
hematoldgicos visam estabelecer a extensdo de alteragcbes do sangue
causadas pelo contato com o material. Os métodos biol6gicos avaliam o grau
de toxicidade dos materiais para os tecidos. E os métodos fisicos
correlacionam as propriedades fisicas das superficies e seus eventuais efeitos
no sangue (SOUZA e ELIAS 2006).

O outro requisito é a biofuncionalidade, que se refere a um conjunto de
propriedades (propriedades fisicas, mecanicas, quimicas e biolégicas) que
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habilitam um determinado dispositivo a realizar uma funcao semelhante aquela
do material que esta sendo substituido (SCHNEIDER, 2001).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, estas sdo responsaveis pela
sua integracdo ao tecido vivo e devem ser avaliadas antes da sua aplicagéo.
As propriedades fisicas sdo especificas a area de superficie como, por
exemplo, formato e cristalinidade do produto. Estas ndo deverdo ser afetadas
durante a sua utilizagdo in vivo, ou seja, devem desempenhar a funcao
determinada durante o periodo de tempo necessario. As propriedades quimicas
estdo ligadas a composicdo quimica, ao grau de impureza elementar e a
substituicdo i6nica na estrutura atébmica. Estas propriedades somadas ao
ambiente mecénico influenciam o indice de dissolugdo do material, assim como
a indicacao ou restricdo da sua aplicagéo clinica (DALAPICULA et al., 2006).

Do ponto de vista mecénico, a resisténcia a corrosdo e degradacgao esta
intimamente relacionada com a qualidade e o comportamento do implante no
hospedeiro, tornando-se necessdrio um bom conhecimento das suas
caracteristicas e consequéncias do uso em longo prazo, assim como da
resposta do hospedeiro ao mesmo, dependendo da avaliacao do desempenho
desse material destas duas vertentes (CORDAS, 2006).

Os biomateriais podem ser classificados em conformidade com a sua
origem, mecanismo de agdo e comportamento fisioldgico. Em relacdo ao seu
comportamento fisioldgico, podem ser classificados pela forma como interagem
com os tecidos adjacentes. Bioinertes ou Biotoleraveis sdo materiais que nao
interagem com os sistemas biolégicos, consequentemente, ndo provocam
rejeicdo. Bioativos sdo materiais duraveis que interagem superficialmente com
tecidos préximos em fungdo da similaridade quimica. Reabsorviveis sao
materiais que, apos certo periodo de tempo em contato com os tecidos,
acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo
(eventualmente substituem ou se incorporam ao tecido com o qual estdao em
contato) (SCHNEIDER, 2001).

Logo, a selecdo do material € apenas uma das etapas que garantirdo, ou
nao, o sucesso. Desde a identificacdo das necessidades de um paciente até a
producdo e comercializacdo de componentes biomédicos, passando pelo
projeto, fabricagcdo e testes, um longo caminho deve ser percorrido, dele
participando engenheiros (projetistas e de materiais), médicos, dentistas,
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bidlogos, bioguimicos e até profissionais com formacdo em desenho industrial
(SOARES, 2005).

Os polimeros naturais ou biopolimeros interagem melhor com as células
e fluidos do organismo, justamente por serem de origem orgéanica e, por isso,
facilitarem os mecanismos regenerativos. Derivados de fontes renovaveis, tais
como plantas, animais, e microorganismos, os polimeros naturais tém sido
utilizados, por exemplo, como arcaboucos. Além disso, apresentam
componentes similares aos das matrizes extracelular (MEC) nativas, que
podem também evitar o estimulo de inflamagdo cronica ou reagdes
imunoldgicas e toxicidade, geralmente detectada com polimeros sintéticos
(NAIR e LAURENCIN 2007).

Atualmente, existem estudos e discussdes sobre os tratamentos que
fazem uso de processos bioldgicos e fungdes celulares para interagir com o0s
materiais. Novos materiais tém sido projetados para mimetizar estruturas
biolégicas ou fungdes, com objetivos que abrangem também aspectos
ambientais, através da utilizacdo de materiais de origem bioldgica, tais como
quitosana, colagenos, celulose e polimeros de acido hialurénico.

Biomateriais, baseados em quitosana, constituem uma classe emergente
com aplicagdo em varios campos biomédicos. O aumento desse interesse tem
sido corroborado pelo grande numero de publicagbes cientificas e patentes,
principalmente com novas modificacbes quimicas e fisicas, as quais tém
promovido novas atividades biol6gicas para fins especificos como, por
exemplo, na engenharia de tecidos, liberagao de farmacos e biossensores para
diagnésticos clinicos (LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

No Quadro 1, estdo exemplificados alguns tipos de biomateriais
utilizados para diferentes aplicacoes.
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Quadro 1 - Aplicagao clinicas dos Biomateriais

BIOMATERIAIS 'VANTAGENS DESVANTAGENS APLICAGOES

POLIME

METAIS E LIGAS

COMPOSITOS

Fonte: adaptado de KAWACHI et al (2008)

6.2.2 Aplicacoes com quitosana de baixo peso molecular para
biomateriais

A partir dos resultados obtidos no capitulo 5, no ambito das aplicagdes
em Biomateriais, procurou-se indicar as areas pelas quais essa quitosana,
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caracterizada com alto grau de desacetilacdo e baixo peso molecular, podera
ser utilizada. Dentre as aplicacdes disponiveis para a area médica deste tipo
de quitosana, encontram-se as atividades antimicrobiana e antitumoral, sistema

de cicatrizagdo, liberacao de gene, entre outras.

e Atividade antimicrobiana e aceleracao da cicatrizacao

No que se refere as aplicac6es biomédicas, a quitosana pode conjugar
propriedades, atuando, por exemplo, como agente cicatrizador a medida que
age como agente antimicrobiano. Os sistemas de cicatrizacdo compreendem
desde o0 uso de bandagem ou membranas para regeneragdo da pele,
ferimentos, lesées e queimaduras, até a sua utilizagdo para fios de sutura em
sistema de multifios. Estes dispositivos sdo aplicados como protecao contra
agentes exteriores ao corpo, utilizando assim as propriedades antimicrobianas
e antifungicas deste peso molecular (ARANAZ et al., 2009).

Esta associacdo da quitosana como potencial para propriedades
reparadoras acontece por esta apresentar na sua formulacdo basica grupos
aminos estruturalmente semelhantes aos aminoacidos que constituem a pele.
Esta caracteristica é um aspecto favoravel na reducdo de irritacbes ou
rejeicdes localizadas, além de atuar na reducdo do sangramento. Somada a
capacidade de estimular a regeneracdo da derme, outra caracteristica que
reforca o potencial médico da quitosana € sua natureza hidrofilica (ASSIS,
2007).

Em relacdo a utilizacdo da quitosana de baixo peso molecular, pode ser
efetiva ndo apenas sua capacidade de ativar o macréfago, mas também pela
facilidade de biodegradacao desse polimero no organismo. O macréfago, por
sua vez, libera interleucina-1, que estimula a proliferacdo de fibroblastos e
influencia na estrutura do colageno. Também promovem a migracdo de
neutrofilos, facilitando a resposta inflamatéria. Pesquisas indicam que feridas
ou lesdes tratadas com quitosana mostraram menor grau de fibroplasia, o que
favorece a reepitelizagdo com formacéao de cicatriz lisa (SILVA, 2006).

No que diz respeito as atividades antimicrobianas e antifungicas,
ZHENG e ZHU(2003) indicam que, quanto menor for a massa molecular do

polimero, maior sera sua atividade antimicrobiana. Isto ocorre, principalmente,
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porque a quitosana de baixo peso molecular pode penetrar a parede celular
das bactérias e, ao se combinar com o DNA, conduzir a inibigdo de algumas
enzimas e provocar uma interferéncia na sintese de RNA e,

consequentemente, de proteinas.

e Vetor de DNA

Na industria farmacéutica, pesquisas mais recentes visam a utilizacao
da quitosana de baixo peso molecular na terapia genética, no tratamento de
reagbes imunologicas ou alérgicas, através da absorcdo de particulas de
quitosana carregando fragmentos de genes através da parede intestinal,
inativando alérgenos de origem alimentar.

Entre outras pesquisas, destaca-se um estudo comparativo entre a
quitosana de alto peso molecular e baixo molecular, indicando que a quitosana
de baixo peso molecular tem maior potencial como vetor de DNA e liberagao do
mesmo na mucosa oral, aliado a vantagem da biodegradacéo ocorrer de forma
mais rapida (YANG, 2009). A biodegradabilidade é um atributo explorado, uma
vez que é desejavel que um material introduzido no organismo desapareca
depois de cumprida sua fungcédo, sem a necessidade de intervengdes para sua
retirada.

o Liberacao de farmacos

O sistema de liberacédo controlada define a quitosana como um agente
ativo liberado independentemente de fatores externos e com uma cinética bem
estabelecida (BAKER,1987). Novos sistemas de liberacdo de farmacos tém
interagido com a quitosana, permitindo o uso de varias técnicas para
encapsulamento de muitos compostos em sistemas de multiparticulas, como
microesferas e microcapsulas, no intuito de proteger, estabilizar, mascarar os
sabores indesejaveis ou modificar as propriedades de liberacdo. Além da facil
degradacdo, esse biopolimero pode ajudar na eficacia terapéutica, com
liberagdo progressiva e controlada, assim como diminuir a toxicidade e ter

maior tempo de permanéncia na circulacao (LEE et al., 2009).
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Dentre as aplicacbes de liberagdo de droga, encontram-se, ainda,
pesquisas que indicam as nanoparticulas, feitas com quitosana de baixo peso
molecular, como portadoras de perfis rapidos de liberacdo e completa
biodegradacdao em 3h (YANG, 2009).

6.2.3 Dispositivos produzidos com quitosana de baixo peso molecular

Para comprovar a eficacia da quitosana produzida, esta foi aplicada em
duas metodologias utilizadas pelo grupo. Primeiramente, utilizou-se a
metodologia de Fideles (2010) e Holanda (2011), para producdo de

membranas, como é mostrado na Figura 46.

Figura 46 - Membrana produzida com quitosana de baixo peso molecular

Para producao de scaffold, Figura 47, utilizou-se a metodologia aplicada
nos trabalhos de Sampaio (2012) e Cavalcanti (2013).
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Figura 47 -. Scaffold produzido com quitosana de baixo peso molecular

6.3 CONCLUSAO

O objetivo principal deste capitulo foi apontar, no a&mbito das aplicagdes
em Biomateriais, as areas em que a quitosana produzida pode vir a ser
utilizada. Logo, optou-se por ndo se descreverem os materiais e méetodos, visto
que néo foi realizado qualquer tipo de caracterizacado. Apenas foi explicada a
viabilidade de aplicacao da quitosana, com base na metodologia ja utilizada
pelo grupo do CERTBIO.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve como principal objetivo o aproveitamento de residuos
alimentares da casca de camarado, visando a produg¢do de duas matérias-
primas destinadas ao desenvolvimento de materiais: a quitina e a quitosana.
Ambas, devido ao seu grau de pureza, permitem sua aplicacdo em dispositivos
médicos.

Com o objetivo concretizado, considera-se que o trabalho académico
realizado estabeleceu metodologias processuais que visam ao aproveitamento
efetivo dos residuos de casca de camardo. Portanto, o estudo justifica-se e se
faz relevante, tendo em vista a escassez de trabalhos e resultados realizados
sobre essa espécie de camarao, a Litopenaeus vannamei. O que, por si so,
traduz o seu valor, tanto do ponto de vista académico quanto para a area
geografica em questdo — 0 nordeste brasileiro —, que produz este residuo em
grande escala.

Sob essa perspectiva, surgiram ainda diversas ideias que poderao ter
continuidade a partir do trabalho ja realizado. Assim, considerando a totalidade
do residuo alimentar, somente uma pequena parte € aproveitada, tendo ainda
como possibilidades a utilizagdo do componente mineral, componente proteico
e 0s pigmentos como alternativas de aproveitamento e com aplicagdes
comerciais. Para viabilizar seu aproveitamento, pode-se usar o carbonato de
célcio, extraido do componente mineral da casca pds-processo de
desmineralizagdo, como cloreto de calcio, que j& é um sal com aplicagéo
comercial, necessitando apenas realizar estudos para a precipitacdo do
mesmo, uma vez que este fica dissolvido no meio acido.

Partindo desses pressupostos, deverdo ainda ser realizados estudos
que otimizem o processo de extracdo das proteinas e pigmentos para que
estas moléculas ndo sejam degradadas, tornando seu aproveitamento ainda
mais efetivo do que o realizado no processo atual.

Dentre outras possibilidades, esse estudo visa ao scale-up do processo
produtivo, e, por consequéncia, tornar viavel a instalacdo de uma unidade piloto

para a producao de quitina e quitosana de grau médico.
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Durante o presente trabalho, procuraram-se ainda — embora sem
sucesso devido a indisponibilidade dos equipamentos em tempo util —
alternativas para a determinacdo do grau de desacetilacdo, nomeadamente
através de ensaios termogravimétricos. Considera-se que seria interessante
realizar um estudo termogravimétrico comparativo com os resultados de FTIR
obtidos.

Dentre os estudos sobre a conformacdo da quitina, outro fator
importante diz respeito a conformagdo alpha (a) como a mais dificil no
processo de desacetilacdo. Portanto, considera-se adequada a busca por
novas metodologias que visem alterar a conformacgéo alpha (a) para beta (B),
tornando esta alteracdo como meio facilitador do processo de desacetilacao e,
consequentemente, otimizando um aspecto relevante na globalidade do
processo de producao da quitosana.

Finalizando, reconhece-se a grande importancia tanto da quitina como
da quitosana na obtencdo dos valores do peso molecular, assim como o
desenvolvimento de metodologias que visem a producdo da quitosana com
elevado grau de desacetilagdo em diferentes pesos moleculares, com o
objetivo de se obter uma matéria-prima mais aplicavel em diversos dispositivos

médicos.



