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RESUMO

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, sendo a quitosana
seu principal derivado. A quitosana € um polissacarideo composto por unidades de N-
acetil-glucosamina e N-glucosamina unidas por ligacées (1-4). Suas propriedades de
biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade, a tornam um polimero de
escolha em aplicac6es biomédicas e farmacéuticas. Encontra-se quitina em insetos,
fungos e em exoesqueletos de crustaceos, sendo esta ultima a fonte de mais facil
obtencdo. Sendo assim, objetiva-se produzir quitosana a partir de exoesqueletos de
camarao (Litopenaeus vannamei Boone) visando aplicagbes biomédicas.
Primeiramente, fez-se necessario o beneficiamento da casca de camardo, para
posterior tratamento quimico. Sendo, portanto, retirado da casca a fase mineral, a fase
proteica, os pigmentos, extraindo assim, a quitina, e posterior desacetilagdo da
mesma para finalmente, obter a quitosana. Foram determinados tempos diferentes
nas etapas do processo a fim de se obter caracteristicas distintas entre os lotes. Foram
realizados ensaios de caracterizacdo quimica e fisica da quitosana obtida a fim de
verificar a pureza, como também a variabilidade nas caracteristicas obtidas quanto ao
processamento. As amostras de quitosana possuem aspecto de p6 e de coloragcao
branca. O método de desmineralizacao foi eficiente, observado pelo teor de cinzas
abaixo de 0,063%; o grau de desacetilacao esta acima de 90%, tal resultado corrobora
com a solubilidade adequada da quitosana em solucdes diluidas de &cidos fracos, e
o baixo teor de insoluveis determinado; por meio do ensaio de difracao de raios X
(DRX) foi possivel a identificagdo dos picos caracteristicos da quitosana e sua
distingdo com a quitina; a massa molecular obtida por viscosimetria, determinou que
a quitosana obtida nos cinco lotes, podem ser caracterizadas como de médio peso
molecular; e quanto ao aspecto morfoldgico, foi possivel observar semelhanca da
superficie entre os cinco lotes da quitosana obtida. Assim, as amostras de cada lote
obtiveram resultados satisfatérios para os ensaios de caracterizagdo para aplicagdes
farmacéuticas e biomédicas.

Palavras-chave: Quitina. Quitosana. Litopenaeus vannamei Boone.



ABSTRACT

Chitin is the second most abundant polysaccharide in nature, the chitosan being its
main derivative. Chitosan is a polysaccharide composed of N-acetyl-glucosamine and
N-glucosamine units linked by B (1-4) linkages. Their properties of biocompatibility, low
toxicity and biodegradability, make a polymer of choice for biomedical and
pharmaceutical applications. It lies chitin in insects, fungi and the exoskeletons of
crustaceans, the latter being the source easier to obtain. Thus, the objective is to
produce chitosan from shrimp exoskeletons (Litopenaeus vannamei Boone) aiming for
biomedical applications. First, it became necessary the processing of shrimp shells for
further chemical treatment. It is, therefore, taken from the bark mineral phase, the
proteinaceous phase, pigments, thereby drawing, chitin, and subsequent deacetylation
thereof to finally obtain chitosan. They were determined at different times of the
process steps in order to obtain different characteristics between batches. Chitosan
chemical and physical tests were performed as obtained in order to verify purity as well
as the variability in characteristics obtained on processing. Chitosan samples have
aspect powder and white coloration. The method was efficient demineralization,
observed by an ash content below 0.063%; The deacetylation degree is above 90%,
this result confirms adequate solubility of chitosan in dilute solutions of weak acids,
and certain low insoluble content; using the test X-ray diffraction (XRD) it was possible
to identify the characteristic peaks of chitosan and its distinction with chitin; the
molecular weight obtained by viscometry determined that the chitosan obtained in five
batches, can be characterized as average molecular weight; and as the morphologic
aspect, it observed like the surface of the five lots of chitosan obtained. Thus, samples
from each batch satisfactory results for the characterization tests for pharmaceutical
and biomedical applications.

Keywords: Chtin. Chitosan. Litopenaeus vannamei Boone.



PUBLICACOES

UFCG. Instituto Nacional da Propriedade Industrial (Campina Grande, PB). Rayane
Santa Cruz Martins de Queiroz Antonino. Producao de quitina e quitosana a partir
de exoesqueleto de camarao. BR10201600457, 12 fev. 2016.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura molecular da celulose e da quitina. ............ccccccimiiiiiiiiiiieeeeee. 18
Figura 2 — Esquema ilustrativo do arranjamento das cadeias poliméricas para as trés
formas de quitina (Campana-Filho et al., 2007)........ccoeveiiiiiieiiiieee e 20
Figura 3 — Esquema ilustrativo para estrutura hierarquica da quitina em cuticulas de
artropodes (Raabe et al., 2005; Pillai et al., 2009)...........uvvuimmiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeen 21
Figura 4 — Fluxograma esquematico das etapas de extracdo de quitina e obtencao de
(o011 (0 E7= 1 o = VTP UPPPPPPPPPRPPPPR: 22
Figura 5 — Estruturas moleculares da quitina e da quitosana. ............cccccuveeeeeeeeeeenen. 26
Figura 6 — Derivados da quitosana. Adaptado de (Campana Filho et al., 2007). ...... 27
Figura 7 — Patentes que utilizam quitosana entre os anos de 2000 e 2010 nas areas
de cosmética, farméacia, medicina, alimentos e agricultura. Adaptado de (Peniche e
BEChEraN, 2015). oo e e aaeas 29
Figura 8 — Fluxograma do processo de produc¢ao de quitosSana. ..............eeeeeeeeeeeeeen. 34
Figura 9 — Imagens obtidas por MEV da casca de camaréo (Litopenaeus vannamei
Boone) com magnificacdes a) 150x, b) 200X € €) 2000X. ...ceeevvuiereeeiiiieeeeeeeiiieeeeeees 41
Figura 10 — Imagens obtidas por MEV da casca de camarao apds desmineralizacao
com magnificacées a) 500x, b) 1000X € C) 2000X. ..cceeeeeeiiiiiiieiiiiiiiiiiee e e e e e eeeeeeeees 42
Figura 11 — Imagens obtidas por MEV da casca de camarao ap6s desproteinizacao

(quitina) com magnificagdes a) 500x, b) 500x € €) 1500X.......ccevrrrrrrrrriiiiiiiiinns 42
Figura 12 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote | com magnificacbes a)
500X, D) 4000X € €) 4000X. .eeteiiiiiieeeeeeeeeeeeeeieeeeeeesee s r e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaas 43
Figura 13 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote || com magnificacbes a)
500X, D) T000X € €) 2000X. ..eeeiiiieeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaeeas 43
Figura 14 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote Ill com magnificacées a)
500X, D) T000X € €) 2000X. .eetiiiieeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeseee e e e e e e e e e e eeeeeeaaaaaaaaaaaaeeens 43
Figura 15 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote IV com magnificagbes a)
1000X, D) 1500X € C) 2000X. ...uuvrurrreerereereierieearaaaaaaeaaaaaeeeaassaaaaaaaannnnnnennnssesssseeeeeeeeees 43
Figura 16 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote V com magnificacdes a)
1000X, D) 2000X € €) 2000X. ...uvvrrrrrrrrereeieierieeereeaaaaaaaaaeeeeesasaaasassssssssnnsssnnrasssrereeeeeeees 44

Figura 17 — Teor de insoluveis (%) para as amostras de quitosana em solucao de

ACIAO ACEHICO 1Y% (V/V). ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eens 46



Figura 18 - Espectros FTIR obtidos com pastilha de KBr para as amostras de
quitosana 1 - Lote |, 2 - Lote Il, 3 - Lote lll, 4 - Lote IVe 5 -Lote V. .ccoeeeeiriiirrieeees 47
Figura 19 - Espectro FTIR obtido com pastilha de KBr da amostra Lote | mostrando a
representacao das linhas de base adotadas. .........ooveeiviiiiieiiiiii 48
Figura 20 - Primeira Derivada do espectro UV das solugdes de Acido Acético e dos
padrdes de N-acetil-D-Glucosamina em solucdes de Acido Acético. ..........c.c.......... 49
Figura 21 - Curva de calibragdo de N-acetil-glucosamina para o método da primeira

[0 =T 1V Z= o F- TR 50
Figura 22 - Espectro UV-Visivel e a primeira derivada para as amostras de quitosana.
................................................................................................................................. 50

Figura 23 - Curvas de viscosidade reduzida (nsp/C) versus concentracdo C (g/mL) da
solugao de quitosana juntamente com o ajuste linear referente a cada amostra...... 52
Figura 24 — Padrao de difracao de raios X para quitina e quitosana (Lote ). ........... 54
Figura 25 - Padrdes de difracao de raios X para as amostras de quitosana............. 55



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Ocorréncia de quitina em 0rganisSMOS VIVOS. .........ceeeeeiieieiiiieiieeeaaaaaaaaenns 18
Tabela 2 — Parametros das células unitarias das formas polimérficas da quitina. .... 19
Tabela 3 — Principais aplicacdes de quitina e quitosana na éarea biomédica e
2= 0 F= Lot (o= VPSP 30
Tabela 4 — Critérios para cloridrato de quitosana e quitosana na Farmacopeia

Europeia 6.0 e na Farmacopeia dos Estados Unidos 34-NF 29. .........cccccovvvririnnnnnnn. 31
Tabela 5 — Lotes das amostras e seus respectivos tempos de reagao. .................... 33
Tabela 6 — Resultado de EDS para as amostras da casca beneficiada,
desmineralizada, quitina e de quitosana para cada Iote. ..........eevveuiiiiiieieiiieiiiieeeeens 44
Tabela 7 - Teor de cinzas sulfatadas para as amostras de quitosana. ..................... 45

Tabela 8 - Valores obtidos para os GD% por FTIR e pela primeira derivada (UV-Vis)
para as amostras de QUITOSANA. ......cccouiiiiiiiiiiiie ettt 51
Tabela 9 - Valores obtidos para viscosidade intrinseca [n] e massa molecular
viscosimétrica (Mv) para as amostras de quitoSana...........ooocvveeerieiiiriiiiieeee e 53
Tabela 10 - Graus de cristalinidade (%GCr) obtidos por DRX para as amostras de

(o011 01T g - VPP PEPPPPPP 55



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt st 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........coceeieeeeeeeeeeee e 17
P2 I O 1 = P 17
2.1.1  Fonte e Estrutura QUIMICA..........ccoiiiiiii e 17
2.1.2  EStrutura fiSiCa...ccuee e 19
2.1.3  MEtodo de eXtragan ........ccoeiiiiiiiiii e 21

P2 O U1 (o 7= o - PR 24
2.2.1  ProducGao de qQUItOSANA........cooiieiiiiiieiiieiteee e 24
2.2.2 Estrutura quimica e propriedades .........ccccuuurrmiiiriiiiiiiiiiieiiieeeeeeee e 25
2.2.3 Derivados € apliCagOes. .....cccueiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
2.2.3.1  Aplicagbes biomedicas e farmacéuticas...........cccceeuurrreiriiiiiiiieeennen. 28

3 MATERIAIS E METODOS ..ottt en e en e eenn e 33
K T N 1Y/ F= 1 (= =L PP 33

K IVZ N Y/ 1= (o Te (o] [ To | = NSO PPPTT 33
3.2.1  Preparagao das AMOSIIas .......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 33
3.2.1.1  Beneficiamento da matéria-prima............coooeiieiiiiiiiiiiieeeeeeee 35
3.2.1.2  DesmineraliZzagao.........ccouiiiiiiiiiiiiiiee et 35
3.2.1.3  DesproteiniZagan .........coeiiiiiiiiiiiiiiee et 35
3.2.1.4  Despigmentacao .......eeeeeeeiiiiiiiiaiaae e 35
3.2.1.5 DeSsacetilaGlo ........ueeeeiieiiiiiiiiiiii e 36

3.2.2 Caracterizagao das AMOSIIAS ......cceereiiiiciiiiiieeeeesiiiieeee e e e e eeeieeeeeeeeeenes 36
3.2.2.1  MOIOIOQIA ... 36
3.2.2.2  TEOMN UE CINZAS ..evveeeeeieiieiiiiieee e 36
3.2.2.3 Solubilidade e Teor de inSOIUVEIS..........cooveiiiiiiiiie e 37
3.2.24 Grau de desacetilagao .......ccuvveeieeeieeiiiiiiiieee e 37
3.2.2.5 Massa MOIECUIAr..........oooiiiiiiii e 38
3.2.2.6  Perfil Cristalino........ccooeiieeeeeee e 40

4  RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 41
4.1 MOrfolOQIa/EDS .......cuiiiiieeee et 41
2 = Yo g (=Y o] = T S 45

4.3 Solubilidade e Teor de iNSOIUVEIS ......ceneeeeeeee e, 46



4.4  Grau de desSacelilaGao .......uuueeeeeiiiiiiiiiii i 47

4.5  Massa MOIECUIAN .........cooiiiieiiiiie e 52
4.6 Perfil CristaliNO.......coeeureee e 53
5 CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt s s 56
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS........coiieieeeeeeeeee e 57

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 58



15

1 INTRODUCAO

Heteropolissacarideo formado a partir de ligacdes B(1-4) de D-glucosamina
com N-acetil-D-glucosamina, a quitosana é um copolimero obtida por meio de
desacetilacao alcalina da quitina. Esta é o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza, podendo ser extraido de diversas fontes na natureza. Possui fungao
energética e estrutural (Kumirska et al., 2011; Ngo et al., 2015).

A quitosana vem sendo bastante estudada e aplicada em diversas areas, como,
industria de fertilizantes, aplicagdes fisico-quimicas, industria alimenticia, e fortemente
na area biomédica, devido as suas propriedades: biodegradabilidade,
biocompatibilidade, baixa toxicidade, aceleracdo na formacao de fibroblastos em
tecidos vivos, aceleracdo da coagulacdo sanguinea, atividade antimicrobiana e
antifungica, complexacao de metais pesados, propriedades floculantes para limpeza
de efluentes industriais e controle de pragas na agricultura. A aplicacdo de quitosana
como biomaterial esta diretamente relacionada a baixa toxicidade, a
biocompatibilidade e a biodegradabilidade. A biodegradabilidade da quitina e da
quitosana é bem estabelecida devido a estrutura quimica similar com o acido sialico,
um dos principais componentes celulares dos seres eucariontes (Uragami e Tokura,
2006; Shukla et al., 2013; Chiappisi e Gradzielski, 2015).

Diferencas entre as estruturas da quitina e da quitosana distinguem-nas em
insoltvel e soluvel, respectivamente, frente a solucdes diluidas de acidos orgéanicos.
Esta restricao de solubilidade da quitina, faz com que a quitosana tenha mais facil
processamento e tenha mais aplicagcdes praticas quando comparada a quitina, visto
gue os solventes para a quitina sdo toxicos ao organismo humano (Kumirska et al.,
2010).

As fontes naturais de quitina podem ser artropodes, crustaceos, moluscos,
fungos, micro-organismos. Dentre as fontes naturais, os crustaceos representam a
classe com maior proporgao de quitina, 15 a 20% em relagdo ao peso seco, podendo
variar de acordo com a espécie e a sazonalidade (Thirunavukkarasu et al., 2011).
Outro aspecto relevante a ser abordado em relacdo a obtencdo de quitina e
subsequente producao de quitosana por meio de exoesqueletos de crustaceos € a
sustentabilidade do processo. Ou seja, uma fonte renovavel que nao é aproveitada

pela industria alimenticia e acaba gerando um residuo sélido (Tahim, 2008).
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O aproveitamento desse residuo sélido derivado das carapacas de crustaceos
para extracdo da quitina, torna esta cadeia de produgdo sustentavel, renovavel e
reciclavel. Uma vez que, aquilo que teoricamente nado seria mais utilizado para
determinados fins, vira matéria-prima para obtencao de produtos altamente aplicaveis
para outras finalidades. A obtencdo de quitina de exoesqueletos de crustaceos
caracteriza este processo (Rego et al., 2010).

No Brasil, a demanda de crustaceos, como o camarao, especificamente no
nordeste brasileiro € bastante relevante. A criacdo de camarao em cativeiro no
nordeste brasileiro vem aumentando, uma vez que as condigbes ambientais
favorecem a criacdo, como também a procura por esta fonte alimenticia é consideravel
(Castro e Pagani, 2004). No Brasil, algumas industrias utilizam camardo para
producao de quitosana. A quitosana obtida ainda ndo se encontra em grau de pureza
adequado para direta aplicacao, precisando ainda de processos de purificacdo. Sendo
necessaria a importacdo da quitosana para aplicacdo em pesquisas e
desenvolvimento de produtos na area biomédica, com grau de pureza adequado
(Cosgrove, 2010).

Dessa forma, o desenvolvimento de processo para extracdo de quitina e
subsequente producdo de quitosana a partir de exoesqueletos de camarao
(Litopenaeus vannamei Boone) utilizando tecnologia nacional, para aplicacbes

biomédicas e farmacéuticas € o objetivo deste trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao da literatura deste trabalho esta organizada em dois tépicos, dentro
dos quais serdo abordados aspectos historicos, estruturais, quimicos, fisicos,
propriedades e aplicacdes da quitina e de seu principal derivado, a quitosana. Como

também, algumas pesquisas e metodologias que buscam obter quitosana.

2.1 Quitina

2.1.1 Fonte e Estrutura Quimica

Polissacarideo nitrogenado, a quitina é classificada como um dos mais
abundantes materiais organicos, sendo o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza, estando atras apenas da celulose (Muzzarelli et al., 1986; Younes e
Rinaudo, 2015). Outras macromoléculas nitrogenadas como, o acido muranico, acido
hialurénico, condroitina e heparina contém o grupamento amina, contudo nao se
apresentam em grande abundéancia como a quitina. Este fato se deve a ocorréncia da
quitina em variadas fontes para extracdo, sendo elas, em animais, como, crustaceos,
moluscos, insetos, em parede celular de alguns fungos e bactérias (Goycoolea et al.,
2000), conforme apresenta a Tabela 1.

Com fungéo estrutural e protetora, a quitina € um polimero linear organizado
por ligagdes B (1-4) de varios grupamentos (2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranose)
ou N-acetil-D-glucosamina (Kumirska et al., 2010). A quitina e a celulose apresentam
enorme semelhanca estrutural, com diferenca apenas na presenca do grupamento
acetamida no carbono 2 da quitina (Figura 1). Esta similaridade estrutural entre estes
dois polimeros reflete na mesma funcao bioldgica, sendo, papel estrutural e na defesa

dos organismos que as contém (Pillai et al., 2009).



Tabela 1 — Ocorréncia de quitina em organismos Vvivos.
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Quitina Outros componentes
Organismo Estrutura %Fracao Tipo . .
o o Inorgénicos  Orgéanicos
organica cristalino
FUNGI Parece celular e
Ascomyceta membrana o Polissacaride
o Vestigios a
Basidiomyceta estrutural do 459, - - 0S, COMo
Phycomyceta micélio, caule e ° glucomanans
Imperfecti esporos.
ALGAE
Parade celular + - - Celulose
Chlorophyceae
Carapagas;
MOLLUSCA
cerdas; radula; Carbonato
Polyplacophora i o i
mandibulas; 12-37% o;Bsy de calcio; Proteinas
Gastropoda o
conchas Ferro; Silica
Cephalopoda N
calcificadas
ARTHROPODA
Crustacea .
) Exosesqueletos; Carbonato Proteinas;
Diplopoda ] 20-80% o . )
cuticulas de célcio Resinas
Insecta
Arachnida

Fonte: Adaptado de (Roberts, 1992).

OH

HO

Celuluse

Quitina

“@w%‘a

CH3

Figura 1 — Estrutura molecular da celulose e da quitina.
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Isolada por Braconnot em seu trabalho, pela primeira vez, a quitina foi obtida
de alguns fungos superiores, estando ainda na sua forma impura (Braconnot, 1811).
A partir desta pesquisa outros trabalhos foram realizados a fim de extrair de diferentes
fontes e purificad-la. Doze anos ap6s o isolamento feito por Braconnot, o nome quitina
(do grego - yrtwv, tdnica ou revestimento) foi atribuido pela primeira vez por Odier
(Odier, 1823). Sendo assim, a literatura descreve quatro critérios quimicos estruturais
para a determinacao da quitina (Roberts, 1992), sendo:

a) Os componentes monossacarideos;

b) O tipo de anel — piranose ou furanose;

c) Posicionamento da ligacdo (glicosidica entre o0s sucessivos
monossacarideos; e

d) Estereoquimica da ligacao glicosidica.

Este polimero ndo estda na forma isolada em suas devidas fontes, estando
complexado com outras macromoléculas, como, proteinas e até mesmo, compostos
inorganicos, como carbonato de célcio. Na literatura apenas dois tipos de diatomaceas
Thalassiosira fluviatilis e Cyclotella cryptica foram reportadas com a presenca da
quitina na sua forma pura, ou simplesmente, isolada (Falk et al., 1966; Dweltz et al.,
1968).

2.1.2 Estrutura fisica

Altamente ordenada, a quitina apresenta estrutura cristalina evidenciada em
estudos por técnicas, como Difracdo de raios X (DRX), demonstrando padrdes
distintos e parédmetros caracteristicos das respectivas células unitarias (Dweltz, 1961;

Gardner e Blackwell, 1975; Minke e Blackwell, 1978)(Tabela 2).

Tabela 2 — Parédmetros das células unitarias das formas polimérficas da quitina.

Estrutura Polimérfica a(A) b(A) c(A) Grupo Espacial 1y (graus)

a-quitina 474 18,86 10,32 P21212; 90,0
B-quitina 485 926 10,38 P2; 97,5
y-quitina 470 284 10,30 P2; 90,0

Fonte: (Campana-Filho et al., 2007).
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Estudos estes demonstram que a quitina pode ser encontrada sob trés formas
polimérficas, a, B, v, e cada forma apresenta um arranjamento de cadeias e estruturas
cristalinas distintas, que as levam a propriedades variadas (Pastor De Abram e
Higuera, 2004). A a-quitina encontra-se com cadeias antiparalelas em diferentes
lamelas ou folhas, o que favorece a existéncia de numerosas ligagdes de hidrogénio
inter- e intra-cadeias da mesma lamela e de lamelas vizinhas. A B-quitina em cadeias
paralelas, o que dificulta o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intermoleculares
envolvendo cadeias de lamelas adjacentes e resulta em material menos densamente
empacotado. E a y-quitina a cada duas cadeias paralelas uma cadeia antiparalela,
sendo esta ultima forma menos estudada e conhecida, sugerindo-se ainda que possa
ser uma distor¢cao das duas formas anteriores (Roberts, 1992; Campana-Filho et al.,
2007)(Figura 2).

a=LUTTIMNA B=CYUITINA p=LIUITINA

A | 4| & PO W W A A 'Y 3

viv v

Figura 2 — Esquema ilustrativo do arranjamento das cadeias poliméricas para as trés formas

de quitina (Campana-Filho et al., 2007).

A forma mais abundante na natureza é a a-quitina, como também mostra ser a
forma mais estavel, quando em comparacéao as formas B-quitina e y-quitina, visto que
a conversao das ultimas formas na primeira é irreversivel. A forma mais abundante,
a-quitina, é encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como a cuticula de
artropodes, e nesses casos ocorre fortemente associada a proteinas, materiais
inorganicos ou ambos. As outras formas, B-quitina e y-quitina, encontram-se em
estruturas flexiveis, contudo também resistentes (Rudall, 1955; 1969; Rudall e
Kenchington, 1973; Rudall, 2011).

A estrutura das ligacdes quimicas e a estrutura cristalina das cadeias da quitina,
acarretam numa solubilidade limitada deste polimero em solventes. A literatura reporta
a solubilidade da quitina em solventes fortes como, HCI, H2SO4 em elevadas

concentragdes e outros acidos. Contudo a massa molecular da quitina diminui a partir
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da dissolugdo desta nos solventes, devido a degradacdo da cadeia polimérica.
Solventes como, tetréxido de dinitrogénio-N,N-dimetilformamida (DMF), litio-cloro-
N,N-dimetilacetamida (LiCI/DMAc), hexafluoroisopropanol e hexafluoroacetato sao
referidos para a solubilizagao da quitina, sem degradacgao polimérica. A dificuldade de
solubilizagdo da quitina leva a aplicagbes mais restritas, gerando uma menor
aplicabilidade em pesquisas biomédicas, quando em comparagdo com seu principal
derivado, a quitosana (Uragami e Tokura, 2006; Younes et al., 2016).

2.1.3 Método de extracao

Apesar da abundancia natural da quitina, muito da biomassa desta ndo €
aproveitada como matéria-prima, divergindo da celulose. A estimativa global para o
total anual de quitina que esta acessivel é de 150x10°3 toneladas de biomassa, dentre
o qual, 56x10°2 toneladas de krill, 39x108 toneladas de mariscos (caranguejo, camarao,
lagosta), 32x10° toneladas de fungos, 22x10° toneladas de ostras e 1x10° toneladas
de lula (Goycoolea et al., 2000).

As principais fontes de matéria-prima para obtencdo de quitina em escala
laboratorial sdo exoesqueletos de alguns crustaceos, como, caranguejo, lagosta e
camardo. Nestes casos, a quitina (20-30%) esta associada com proteinas (30-40%),
material inorganico, principalmente o carbonato de calcio (30-50%), lipideos (0-14%)
e pigmentos, como astaxantina, cantaxantina, luteina e B—caroteno (Synowiecki e Al-
Khateeb, 2003; Hayes et al., 2008; Al Sagheer et al., 2009)(Figura 3).

Figura 3 — Esquema ilustrativo para estrutura hierarquica da quitina em cuticulas de
artropodes (Raabe et al., 2005; Pillai et al., 2009).
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Apesar dos inumeros trabalhos, ndo existe um procedimento padréo para
retirada destes componentes, algumas vezes considerados como impurezas na
obtencao de quitina. De forma geral, a obtencdo de quitina a partir de exoesqueletos
de crustaceos pode ser esquematizada em quatro etapas de processamento, sendo,
beneficiamento da matéria-prima, desmineralizagdo, desproteinizacdo e

despigmentacgéo (Roberts, 1992)(Figura 4).

Desmineralizagao Desproteinizacdo  Desacetilacdo

Matéria = 24 A
Prima Despigmentacdo Despigmentacdo Despigmentagio
ermca Quitina Quitosana

Desmineralizada

Figura 4 — Fluxograma esquematico das etapas de extragdo de quitina e obtencado de
quitosana.

Varios trabalhos que tem como finalidade a extracao de quitina e subsequente
producdo de quitosana citam inUmeras metodologias e rotas de producao, pelas quais
pode-se obter quitosana com diferentes caracteristicas e propriedades. O processo
de desmineralizacao tem como objetivo a retirada do material inorganico (minerais)
da matéria-prima. Esta etapa € frequentemente realizada por um ataque &cido,
citando, acido cloridrico (HCI), &cido nitrico (HNOs), acido sulfurico (H2SOa4), acido
acético (CH3COOQOH), acido férmico (HCOOH) e outros (Younes et al., 2016). Dentre
estes exemplos o acido cloridrico é o mais utilizado, e a reagdo de desmineralizacao
para retirada do carbonato de caélcio segue conforme equacdo (1). Quanto ao
ambiente térmico, alguns trabalhos citam a possibilidade de temperaturas entre 0 a
100°C, contudo temperatura mais elevadas do que a ambiente favorecem a hidrélise
da cadeia polimérica, sendo, portanto, mais referido na literatura a desmineralizagéo
em temperatura de 20 — 30°C (Winterowd, 1995; Domard e Domard, 2001).

2HCl + CaC0; — CaCly, + H,0 + €O, 1 (1)
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Buscando minimizar este efeito, foi utilizado acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) em ambiente alcalino, seguido por outro tratamento acido (Foster e Hackman,
1957). A fim também de minimizar os efeitos agressivos dos tratamentos quimicos,
busca-se obter quitina por rotas biotecnologicas, como via enzimatica ou processos
por fermentacdo (via acido latico) microbiana, utilizando Lactobacillus salvarius,
Enteroccus facium, Pediococcus acidilactici e Bacillus como alternativa para a
desmineralizagcao da quitina em exoesqueletos de crustaceos (Beaney et al., 2005;
Ghorbel-Bellaaj et al., 2012; Francisco et al., 2015).

Outra etapa de fundamental importancia para a extragdo da quitina é a
desproteinizacao, na qual consiste em remover a parte proteica presente na matéria-
prima. Muitos estudos relacionam determinadas proteinas contidas no exoesqueleto
de crustaceos com a incidéncia de alergias a estes animais. O que ressalta ainda mais
a importancia de retira-las, a fim de garantir seguranca. Um variado numero de
reagentes pode ser utilizado nesta etapa, sendo ataque alcalino em temperaturas
moderadas a altas, 25°C a 100°C, o mais reportado. Sao citados carbonato de sédio
(Na=CO3), bicarbonato de sodio (NaHCOs), hidréxido de potéassio (KOH), carbonato
de potassio (K2COs), hidroxido de calcio (Ca(OH)z2), sulfito de so6dio (Na2SOs),
bissulfito de sodio (NaHSOg), bissulfito de calcio (Ca(HSOs)2), fosfato de sdédio
(NasPOa), sulfeto de sddio (Na=S) e, ndo menos importante, o hidroxido de sodio
(NaOH), sendo este ultimo o mais citado na literatura (Martin, 1982; Roberts, 1992;
Goycoolea et al., 2000).

Por meio de processos biotecnologicos, foi sugerido o uso de enzimas
proteoliticas, como pepsina e tripsina para a extracao da fragédo proteica (Broussignac,
1968). Como também, investiga-se o0 uso de enzimas proteoliticas, proteinase,
papaina, até mesmo, proteinases de bactérias, com um tratamento prévio usando
EDTA (Gagne e Simpson, 1993).

O exoesqueleto de crustaceos contém algumas classes de pigmentos,
principalmente, carotenoides, astacene, astaxantina, cantaxantina, luteina e [-
caroteno, sendo estes os responsaveis pela coloracdo avermelhada das cascas e
carapacas dos crustaceos. Estes componentes podem ser removidos por meio de
extracdo com solventes polares, como etanol e acetona. Reagentes inorganicos
também podem ser utilizados, sendo, permanganato de potassio (KMnQa), hipoclorito
de sédio (NaOClI), diéxido de enxofre (SOz2), bissulfito de sdédio (NaHSO3), hipossulfito
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de sédio (Na2S204) e perdxido de hidrogénio (H202)(Chen e Meyers, 1982; Muzzarelli
e Peter, 1997; No e Meyers, 1997).

2.2 Quitosana

2.2.1 Producao de quitosana

Para a obtencao de quitosana, faz-se necessaria uma transformacédo quimica
na quitina, realizando uma reacao de desacetilagdo como visto na Figura 4. Na qual
consiste na modificacdo do grupamento acetamida em amina. A amina (D-
glucosamina) acima de 50% em relagdo ao grupamento acetamida (N-acetil-D-
glucosamina) caracteriza a obtencao de quitosana. A presenca da subunidade D-
glucosamina permite que a quitosana possa ser soluvel em solucdes aquosas de
acidos organicos, ficando com a amina no seu estado protonado (Shukla et al., 2013).
Em principio a amida pode ser hidrolisada em condigdes 4cidas e alcalinas, contudo
a hidrélise acida nao é recomendada pela susceptibilidade da ligacao glicosidica ser
hidrolisada. Como também em sistemas heterogéneos ou homogéneos (Roberts,
1992; Goycoolea et al., 2000). Em sintese,

a) Desacetilacdo heterogénea de quitina no estado so6lido em meio aquoso;
b) Desacetilacdo homogénea de quitina intumescida em meio aquoso.

Sabe-se que tanto para condigdes heterogéneas ou homogéneas de reacao,
para acontecer a desacetilacdo, faz-se necessaria condicbes adequadas de
processamento, como concentracdo do reagente, tratamento prévio, tamanho das
particulas, quantidade de poros, temperatura (Muzzarelli e Rocchetti, 1985; Muzzarelli
e Peter, 1997; Younes et al., 2014). A desacetilagdo em condigdes heterogéneas
promove um grau de desacetilacdo (%GD) em torno de 85-95%. Em condicdes
homogéneas de processamento, obtém-se um %GD entre 70-90% (Nemtsev et al.,
2002). Variacoes no %GD entre as duas formas de processamento e na distribuicao
uniforme dos grupamentos acetamida ao longo da cadeia séo diferengas observadas
no produto final, quitosana, provocando diferencas quanto a solubilizacdo, a
polidispersdo, a massa molecular média e a viscosidade (Younes e Rinaudo, 2015).
Rinaudo e Domard reportam que a solubilidade da quitosana pode ser caracterizada
ndo apenas pelo %GD, mas também pela maneira como 0s grupamentos estao
distribuidos na cadeia (Rinaudo e Domard, 1989).
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Dessa forma, ataques alcalinos em altas temperaturas s&o os mais realizados
para a desacetilagdo, contudo n&o é estabelecido um método padrdo. Alguns
reagentes como, hidréxido de potassio (KOH), hidroxido de calcio (Ca(OHz2), fosfato
de sédio (NazPOa4) e hidroxido de sddio (NaOH) sao citados para a desacetilagdo em
condi¢cbes alcalinas (Rigby, 1936). As altas concentracées de solugdes alcalinas,
juntamente com temperaturas elevadas, sugestionam o menor tempo possivel para
que ocorra a desacetilagdo de forma adequada. Caso contrario, a degradacdo da
cadeia polimérica se da de forma muito intensa (Sannan et al., 1975; 1976; 1977).
Condicoes variadas nesta etapa do processamento influenciam em algumas
propriedades da quitosana como, grau de acetilagdo e massa molecular média da
cadeia polimérica (Huei e Hwa, 1996; Rege e Block, 1999; Berger et al., 2005).

Processos biotecnoldgicos baseados na desacetilacdo da quitina por via
enzimatica sdo uma alternativa para minimizar os efeitos da rota quimica. Algumas
enzimas denominadas desacetilases de quitina sdo utilizadas a fim de hidrolisar as
ligagbes N-acetamida com o objetivo de se obter quitosana (Hamer et al., 2015). Estas
enzimas podem ser obtidas em algumas espécies de fungos e insetos como, Mucor
rouxii, Aspergillus nidulans, Absidia coerulea e Colletotrichum lindemuthianum. A
obtencao de quitosana por reacdes enzimaticas € uma alternativa para maior controle
das propriedades e caracteristicas do produto final como, grau de acetilacdo, massa
molecular média. Sendo uma alternativa que ainda estd em escala laboratorial, devido
a sensibilidade do processamento (Younes et al., 2014; Younes e Rinaudo, 2015).

2.2.2 Estrutura quimica e propriedades

Principal derivado da quitina, a quitosana foi reconhecida e descrita
primeiramente por Rouget em 1859, por meio de tratamento a base de solucbes
concentradas de KOH, do qual obteve-se uma "quitina modificada”, com solubilidade
em solugbes diluidas de acidos organicos e com diferenga na coloracdo (Rouget,
1859). Em 1894 Hoppe-Seyler descreveu a metodologia com KOH a 180°C usando
carapacas de caranguejo, escorpido e aranhas, obtendo um produto altamente soluvel
em solucado de acido acético e acido cloridrico, ficando insoluvel pela adigcdo de
solugcdes alcalinas. Hoppe-Seyler nomeou o produto da sua pesquisa de quitosana,
diferentemente de Rouget (Hoppe-Seyler, 1894).
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A quitosana é um polimero linear com monossacarideos de N-acetil-D-
glucosamina com D-glucosamina ou 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose unidos por
meio de ligacoes glicosidicas B(1-4). Diferentemente da quitina, a presenca de
grupamentos amina livres nos monossacarideos D-glucosamina, promovem a
solubilidade da quitosana em solugbes diluidas de acidos organicos, devido a
protonacdo do grupamento amina quando em solugédo (Figura 5)(Kumirska et al.,
2010).

Assim como a quitina, a quitosana no estado sélido apresenta estruturas
organizadas e ordenadas quanto ao perfil cristalino coexistindo com regiées amorfas.
Como também, o fator de cristalinidade e a estrutura molecular sao fatores basicos e
chaves para o perfil de solubilidade, propriedades mecénicas, e outras propriedades
funcionais da quitosana (Goycoolea et al., 2000).
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Figura 5 — Estruturas moleculares da quitina e da quitosana.

A quitosana tem uma alta reatividade quimica e bioquimica quando comparada
a quitina, devido a porcdo D-glucosamina conter um grupamento amina livre. A
quitosana € um dos poucos polieletrélitos catidbnicos tanto para macromoléculas
naturais quanto sintéticas. Este é um dos fatores que promove o interesse mundial em
quitosana na area industrial de alimentos, cosméticos, biomédica, agricultura e outras.

Além disto, outras propriedades como, biocompatibilidade com o organismo humano,
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baixa toxicidade, biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e antifungica,
aceleracao na formagao de fibroblastos dentre outras inUmeras propriedades, tornam
a quitosana uma excelente alternativa em pesquisas biomédicas e em varias areas e

aplicagdes industriais (Kumirska et al., 2011).

2.2.3 Derivados e aplicacoes

Por meio da amina livre e reativa da quitosana véarias modificagdes quimicas
podem ser realizadas a fim de se obter derivados da quitosana, com propriedades e
aplicagdes bem definidas. No sentido de superar as limitagdes de solubilidade tanto
da quitina como da quitosana, conversoes estruturais destes polimeros em derivados
tem sido sugeridas (Kim et al., 1997; Campana Filho e Desbrieres, 2000).

Dessa forma, reagbes de conversdo do polimero em derivados a fim de
aumentar o espectro de solubilidade em uma maior faixa de pH com propriedades
especificas para determinada aplicacdo estudada, geralmente ocorrem nos
grupamentos -NH2 e —OH (Chen et al., 2015). Com o intuito de promover a
solubilizagdo da quitosana em meios neutros a alcalinos, muitas reagbes de
carboximetilacdo, de sais de aménio quaternario, de N-alquilacdo e N-acilacdo sao
realizadas (Abreu e Campana-Filho, 2005; Petit et al., 2015)(Figura 6).
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Figura 6 — Derivados da quitosana. Adaptado de (Campana Filho et al., 2007).
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A O-carboximetilagdo da quitosana é geralmente executada por reacédo do
polimero com &cido monocloroacético em suspensao de isopropanol/solugdo aquosa
de hidréxido de sédio a temperatura ambiente. Os derivados carboximetilados de
quitosana (O-, N- e O,N-carboximetilquitosana) sdo soluveis em ampla faixa de pH e
apresentam propriedades que os qualificam para uso em muitas aplicacées na area
médica (Kennedy et al., 1996; Costain et al., 1997; Campana Filho e Fiamingo, 2015).
A preparagao de sais de aménio quaternario de quitosana introduz cargas positivas
permanentes nas cadeias do polimero devido a quaternizacdo dos atomos de
nitrogénio dos grupos amino. A N,N,N-trimetilquitosana (TMQ), por exemplo, é soluvel
em amplo intervalo de pH (Curti et al., 2003) e alguns trabalhos tém comprovado sua
eficiéncia como auxiliar na absor¢ao de drogas no intestino (Thanou, Mm et al., 2000;
Thanou, M et al., 2000; Senra, 2015).

Os trabalhos tém se dedicado a esclarecer a relacdo entre as condigdes
empregadas na N-metilagdo de quitosana e as caracteristicas estruturais da TMQ
resultante (Hamman e Kotze, 2001; Snyman et al., 2002; Senra et al., 2015), como
também entre as caracteristicas estruturais e as propriedades de TMQ, tais como a
capacidade de auxiliar na absorcéao de drogas, toxicidade (Hamman e Kotze, 2001) e

atividade mucoadesiva (Snyman et al., 2003).

2.2.3.1 Aplicacdes biomédicas e farmacéuticas

Observa-se um aumento consideravel em patentes no mundo que envolvem o
uso de quitosana em diferentes areas como, agricultura, cosmética, industria
alimenticia e aplicagbes biomédicas e farmacéuticas. As bases de dados e
publicacbes mostram um crescente nimero de pesquisas que envolvem quitosana e
seus derivados (Cheung et al., 2015; Peniche e Becheran, 2015)(Figura 7).
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Figura 7 — Patentes que utilizam quitosana entre os anos de 2000 e 2010 nas areas de
cosmeética, farmacia, medicina, alimentos e agricultura. Adaptado de (Peniche e Becheran,
2015).

As propriedades da quitina e da quitosana, para determinadas aplicagées,
tornam-nas bastante atrativas em aplicagdes farmacéuticas e biomédicas. Quitina e
mais facilmente a quitosana podem ser processadas, dependendo da aplicacao, em
diferentes conformagdes como, pd, filmes, fibras, esponjas, pérolas, solucdo, gel,
capsulas. Assim, a quitosana pode ser usada por via oral, nasal, ocular, de forma
implantavel, injetavel, tendo bastante atengdo para a engenharia de tecidos,
cosmetologia, aplicagcdes farmacéuticas, tanto para farmacotécnica como em
sistemas de liberacdo de farmacos, e aplicacdes biomédicas, como curativos, fios de
sutura, implantes (Peniche e Becheran, 2015; Younes e Rinaudo, 2015).

Quitosana ou compdsitos formados a partir desta com outros polimeros
sintéticos ou naturais e até mesmo compostos ceramicos sao utilizados como
materiais para liberacdo de farmacos como, microparticulas, encapsulacdo de
farmacos, proteinas, peptideos, genes, sistemas matriciais. Na engenharia de tecidos,
como gel, scaffolds. No reparo tecidual e cicatrizagdo de feridas. Como excipiente
farmacéutico (Anitha et al., 2014). As possibilidades de aplicagées e formas para
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sistemas de quitina e quitosana nas d&reas biomédicas e farmacéuticas estdo

sumarizadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais aplica¢des de quitina e quitosana na area biomédica e farmacéutica.

Formas

Aplicacoes

Pérolas
Microesferas
Nanoparticulas

Revestimento

Fibras
Nanofibras

Filmes

Po

Esponjas

Solucodes

Gel

Comprimidos

Liberagé@o de farmacos
Imobilizagdo de enzimas

Encapsulacao de farmacos

Modificadores de superficie
Sutura
Regeneracao 6ssea
Scaffold para regeneracgao de
tecido nervoso
Cicatrizacao dérmica
Membranas de dialises
Atividade antitumoral
Adsorvente para dispositivos
médicos e farmacéuticos
P6 para luvas cirdrgicas
Imobilizagdo de enzimas
Curativo hemostatico
Curativo
Liberacao de farmacos
Pele artificial
Cosmeéticos
Agente bacteriostéatico
Agente hemostatico
Agente antitumoral
Engenharia de tecido
Curativos para tratamentos
molhados
Implantes
Revestimentos
Diluente
Excipiente

Fonte: Adaptado de (Younes e Rinaudo, 2015).
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Para aplicacdes biomédicas e farmacéuticas exige-se um grau de qualidade e
pureza adequadas da quitosana para determinadas finalidades. O processamento
desde a matéria-prima até o produto final, a quitosana, é de fundamental importancia
para a qualidade e seguranga do produto, tendo em vista determinadas aplicacdes.
Busca-se produzir quitosana para variadas aplicagcées, contudo, para aplicagoes
biomédicas, faz-se necessario determinar pardmetros que assegurem a segurancga,
qualidade e eficacia (Szymanska e Winnicka, 2015). Embora a aplicabilidade de
produtos a base de quitosana destinados a area biomédica amplie cada vez mais,
ainda falta requisitos claros e bem definidos acerca do uso de quitosana como
excipiente farmacéutico. As primeiras monografias sobre quitosana e cloridrato de
quitosana foram reportadas pela primeira vez nas Farmacopeias Europeia e dos
Estados Unidos, respectivamente (Europe, 2007; USA, 2011)(Tabela 4).

Tabela 4 — Critérios para cloridrato de quitosana e quitosana na Farmacopeia Europeia 6.0 e

na Farmacopeia dos Estados Unidos 34-NF 29.

Critérios de aceitacao

Parametros Far. Eur. 6.0 USP 34-NF 29
Cloridrato de quitosana Quitosana
) P6 fino branco
Aspecto do po n.d.
Ou quase branco
Grau de desacetilacao 70,0 — 95,0% 70,0 — 95,0%
Polidispersao* n.d. 0,85-1,15
pH de solucao de 1%
4,0-6,0 n.d.
(g/mL)
Perda por dessecacao* n.d. <5,0%
Teor de cinzas <1% <0,5%
Insoluveis <0,5% <1,0%
Metais pesados <40ppm <10ppm
Ferro n.d. <10ppm
Proteinas n.d. <0,2%
Contaminacao Auséncia de
. . n.d. Pseudomonas aeruginosa
microbiana

e Staphylococcus aureus
Legenda: * determinado em 1g de amostra; n.d. ndo determinado. Fonte: Adaptado de

(Europe, 2007; USA, 2011).
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Encontra-se comercialmente quitosana em varios graus de pureza, massa
molecular e grau de desacetilacdo. A variada fonte e processamento para obtencao
da quitosana levam a grandes diferengas na qualidade e propriedades dos produtos.
O processamento para obtencao da quitosana envolve etapas béasicas de purificacao
como, desmineralizacao e desproteinizagcao, contudo, ainda assim, pode-se encontrar
impurezas como, elevado teor de cinzas, metais pesados e proteinas. O grau de
pureza da quitosana é um fator que afeta ndo sé as propriedades biolégicas como,
biodegradabilidade e a baixa toxicidade, mas pode afetar também a solubilidade e a
estabilidade (Cheung et al., 2015; Szymanska e Winnicka, 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Acetato de Sédio — (Grupo Quimica, lote: 1093)

Acido Acético Glacial - (Neon, lote: 21352)

Acido Cloridrico — (Isofar, lote: 141861)

Acido Sulfarico — (Synth, lote: 151095)

Agua destilada — CERTBIO

Brometo de Potassio — (Neon, lote: 3166)

Casca de camarao Litopenaeus vannamei Boone — (Fazenda Aquamaris S.A.)
Etanol — (Toscano, lote: 259)

Hidroxido de Sédio — (Neon, lote: 21025)

N-acetil-glucosamina — (Sigma Aldrich, lote:SLBF8809V)

3.2 Metodologia
3.2.1 Preparacao das Amostras

As amostras foram preparadas conforme a Tabela 5. Diferentes tempos de
reacdo nas etapas do processo foram testados a fim de se obter diferentes

caracteristicas e propriedades variadas.

Tabela 5 — Lotes das amostras e seus respectivos tempos de reacao.

LOTES DESMINERALIZACAO DESPROTEINIZACAO DESACETILACAO

1 24 horas 3 horas 6 horas
2 6 horas 3 horas 4 horas
3 2 horas 3 horas 6 horas
4 0,5 hora 3 horas 6 horas
5 6 horas 3 horas 6 horas

A Figura 8 resume esquematicamente como se deu o processo de producéo
de quitosana deste trabalho, desde o recebimento da matéria-prima até a obtencao
do produto final, a quitosana.



Mateéria
Prima

T—

Beneficiamento
- Lavagem

- Secagem

- Trituracao

Desmineralizacao
-HCI -1,0M
- Despigmentacao

Casca
' Desmineralizada

| Desproteinizacao
- NaOH - 1,0M
+ - Despigmentacgao

| Desacetilacao
- NaOH - 12,5M
* - Despigmentacao

—_—

Figura 8 — Fluxograma do processo de produgéo de quitosana.

34



35

3.2.1.1 Beneficiamento da matéria-prima

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi a casca de camarao da espécie
Litopenaeus vannamei Boone fornecida pela Fazenda Aquamaris S.A. O
beneficiamento da casca deu-se pelas seguintes etapas: recebimento da casca e
selecao das partes que foram utilizadas; retirada de impurezas, seguida de lavagem
com agua corrente; secagem em estufa com circulagédo de ar a 90°C por 6 horas e
seguinte trituracao, utilizando um triturador de laminas até 40-50 mesh.

3.2.1.2 Desmineralizacao

O processo de desmineraliza¢do foi realizado por meio de hidrdlise acida em
uma reacao heterogénea, utilizando a razao massa/volume (1g/10mL). A solucao de
acido cloridrico a 1 mol/L foi vertida sobre o pé da casca de camarao, sob agitacao
mecanica 250 rpm (rotagdo por minuto) em temperatura de 25°C e tempos variados
conforme os lotes. Apds o termino da reagéo, a casca desmineralizada foi filtrada a
vacuo e lavada com agua destilada até obter pH neutro, e posterior secagem em
estufa a 70°C.

3.2.1.3 Desproteinizacao

A etapa de desproteinizacdo € iniciada com a casca devidamente
desmineralizada e seca. A reacao heterogénea deu-se em um ambiente alcalino de
solucao de hidroxido de sédio a 1 mol/L, com uma razao de (1g/20mL), sob agitacao
mecanica 250 rpm e temperatura de 80°C por 180 minutos. Apés o tempo de reagao,
a quitina foi lavada e filtrada conforme o processo da etapa de desmineralizacao, e
posterior secagem em estufa a 70°C.

3.2.1.4 Despigmentacao
A despigmentacao foi efetuada em cada etapa ap6s o processo de lavagem e

filtracdo. Foi utilizado o etanol como solvente para o pigmento ficando em contato com

o material por um tempo de 10 minutos, e posterior secagem em estufa a 70°C.
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3.2.1.5 Desacetilacao

A desacetilacdo ocorreu em um ambiente fortemente alcalino, utilizando
solucao de hidréxido de sdédio 12,5 mol/L, utilizando a quitina extraida das etapas
anteriores. A reacdo heterogénea com razdo de (1g/15mL) foi submetida ao
congelamento em ultrafreezer por 24 horas Posteriormente, o material congelado foi
aquecido a temperatura de 115°C sob agitagdo mecanica 250 rpm por periodos de 4
ou 6 horas. Ap6s o tempo de reacéo, a quitosana foi filtrada com agua destilada até
pH neutro, e posterior secagem em estufa a 70°C. Quando seca, a quitosana foi

triturada em triturador de laminas até 40 — 50 mesh.

3.2.2 Caracterizacao das Amostras

3.2.2.1 Morfologia

A andlise morfolégica das amostras foi obtida por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Foi utilizado o microscépio eletrdnico de varredura de bancada
Hitachi, modelo TM-1000, profundidade de foco de 1 mm, resolucao de 30 nm, e
potencial de aceleracéo de elétrons 15 KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270
Pa). O MEV é equipado com detector de espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

3.2.2.2 Teor de cinzas

Para determinar a quantidade de matéria inorganica presente nas amostras foi
realizado um ensaio (em triplicada) do teor de cinzas sulfatadas, segundo a
Farmacopeia Brasileira 5° Edicao Vol. 1 — 5.2.10 (Brasil, 2010). Nesse procedimento,
aproximadamente 1g da amostra (em triplicata) foi colocada em cadinho de porcelana
previamente calcinado, esfriado em dessecador, tarado e, em seguida, umedecida
com 1mL de &cido sulfurico (H2SO4). Em seguida, o cadinho foi brandamente aquecido
até a incineracdo a uma temperatura nao superior a 600°C + 50°C por 30 minutos.
Entdo, o cadinho foi esfriado e o residuo foi umedecido com 1mL de H2SOa.
Prontamente, aquece-se o cadinho ponderadamente até 600°C = 50°C, para a
carbonizacao. Logo apés, o cadinho foi esfriado, pesado e incinerado novamente por
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mais 30 minutos. O procedimento foi repetido até que a diferenca entre pesagens
consecutivas fosse menor que 0,5 mg. Por fim, foi calculado o percentual de cinzas
sulfatadas em relagdo as amostras iniciais, utilizando a equacéo 2.

%Cinzas sulfatadas = Pzp;:l x 100 (2)

onde;

P1 = Peso do cadinho apés a calcinacao e esfriamento (tara do cadinho);

P2 = Peso do cadinho com amostra apds a calcinacao e esfriamento em dessecador;
P3 = Peso da amostra inicial.

3.2.2.3 Solubilidade e Teor de insoluveis

A quitosana obtida em cada lote foi avaliada quanto a solubilidade em solugéo
acida diluida de acido acético a 1% (v/v). O teor de insoluveis foi quantificado de
acordo com o proposto pela ASTM F2103-11 “Standard Guide for Characterization
and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and
Tissue- Engineered Medical Product Applications” (Astm, 2011), na qual propde a
quantificacdo em massa do total de residuos insoluveis retidos por filtracdo em

comparag¢ao com a massa inicial.
3.2.2.4 Grau de desacetilacao

O %GD das amostras foi determinado a partir das técnicas espectroscoépicas,
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de UV-Visivel.

O equipamento utilizado para a andlise foi o Spectrum 400 Perkin Elmer
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), com razao de 1:60 (amostra:KBr),
em uma faixa de varredura de 400 a 4000 cm™'. Por FTIR a determinagdo do %GD
seguiu as metodologias propostas por (Domszy e Roberts, 1985; Roberts, 1992;
Brugnerotto et al., 2001), sendo utilizado linhas de base para o calculo das areas
integradas dos picos centrais caracteristicos da amida | (1655 cm™) e do grupamento
hidroxila (3450 cm™'), como também dos picos centrais do grupamento amida Ill (1320
cm') e do grupamento CH2 (1420 cm), conforme a equacdo 3, 4 e 5,
respectivamente. E assim, posterior tratamento matematico dos dados obtidos.
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_ A 100
%GD =100 — (“1655/, ) x (1007, 35) (3)
%GD = 100 — (A1655/A3450) x 115 (4)
%GD = 100 — ((A132°/ A1420) — O,3822> /0,03133 (5)

O equipamento utilizado para analise foi o espectrometro UV-Visivel Cary 50
Bio - Varian com cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1cm e volume de 4mL com
faixa de varredura compreendida entre 190 — 240 nm. Foi utilizada a metodologia da
primeira derivada para a determinacédo do %GD das amostras de quitosana proposta
por (Muzzarelli e Rocchetti, 1985). Foram preparadas trés solugdes de acido acético
0,005 mol/L, 0,01 mol/L e 0,015 mol/L para determinacdo do ponto invariante da
concentracao de acido acético. Solugdes de N-acetil-glucosamina foram preparadas
tendo como solvente solucdo de acido acético 0,01 mol/L, nas seguintes
concentragdes, 10, 15, 20, 25, e 30mg/L para obtencdo da curva de calibragao, na
qual foram plotados os valores das concentra¢des no eixo das abcissas, e no eixo das
ordenadas os valores para a diferenca entre as distancias do ponto invariante das
solucdes de acido acético para as solucoes de N-acetil-glucosamina.

As solugdes de quitosana para cada lote foram preparadas com concentracao
de 1mg/mL em solucdo de acido aceético 0,01 mol/L. De forma semelhante ao método
empregado para curva de calibracdo, foi calculado na curva da primeira derivada, a
diferenca entre as distancias. Sendo assim, foram calculados os %GD de acordo com
a curva de calibracao. E posterior tratamento matematico dos dados obtidos.

3.2.2.5 Massa Molecular

A massa molecular (MM) das amostras foi obtida por viscosimetria intrinseca.
A técnica estd baseada na equacédo de Mark Houwink Sakurada (equacao 6). Foi
utilizado um viscosimetro de Ubbehlode, como sistema solvente solucdo de acido
acético e acetato de sédio 0,3 mol/L /0,2 mol/L, utilizando um banho termostatico de
silicone a 25°C. Os valores para as constantes utilizadas foram K=0,076 mL/g e a=
0,76 (Rinaudo et al., 1993).
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[n] = K.M,* (6)

onde;
[n] = Viscosidade intrinseca;
K:a = Constantes viscosimétricas;

My = Massa molecular viscosimétrica média.

Foram medidos os tempos de escoamento para o sistema solvente (to) e para
as solucdes de quitosana diluidas (t). A partir da razao entre os tempos de escoamento

(t/to), foi obtido o valor da viscosidade relativa (nrer), conforme equagao 7.

_n__tr -
Mret Mo topo

t
— PO (7)
0

A partir da viscosidade relativa, obteve-se a viscosidade especifica (nsp)

conforme equagao 8.

N—No n
= =11 8
nsp Mo Mo ( )

A razao entre a viscosidade especifica e a concentracdo das solugdes de

quitosana, permitiram o calculo da viscosidade reduzida (nred) conforme equacao 9.

Nrea = — = = 9)

A partir disto, obteve-se uma curva da viscosidade reduzida (nsp/C) em funcéao
da concentragéo (C) para cada amostra com solugdes de quitosana em distintas e
conhecidas concentracdes. A partir da curva construida e com ajuste linear adequado,
foi extrapolado o valor de [n] no eixo das ordenadas, e assim, posterior tratamento
matematico dos valores obtidos de acordo com a equacéo 6 e com os valores, antes

citados, das constantes viscosimétricas.
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3.2.2.6 Perfil cristalino

Para avaliagao do perfil cristalino das amostras foi empregando um difratémetro
modelo XRD 7000 (Shimadzu), com radiacdo Cu Ka (A=1,5418 A), passo de varredura
0,02° e varredura angular de 5°< 20 < 40°, tensao de 40kV e corrente 30mA. O grau
de cristalinidade (%GCr) foi calculado estimando a relagdo entre a contribuicdo da
fase amorfa e da fase cristalina de acordo com o proposto por (Osorio-Madrazo et al.,
2010) (equacéo 10).

%GCr = 100 X ACriSt/ATotal (1 O)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia/EDS

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma técnica que possibilita a
obtencdo de imagens com poder de resolugdo elevado, quando comparado a
microscopia 6ptica. Permitindo através da técnica a andlise dos aspectos morfolégicos
de materiais. Como também, a analise espectroscopica por energia dispersiva,
determinando a composi¢ao quimica dos mesmos.

A partir das imagens obtidas por MEV da casca beneficiada de camaréo, apés
as etapas de desmineralizacao e desproteinizagao, assim como da quitosana obtida
para cada lote, pode-se observar diferencas nas superficies das particulas,
evidenciando que o tratamento quimico modifica o aspecto morfolégico do material.

Para as imagens da casca beneficiada (Figura 9), observa-se uma superficie
compacta com diferentes niveis de estrutura, assim como, a presenca de particulas
menores com forma arredondada destacada com cor branca na superficie, sendo
associadas a fase mineral, o carbonato de célcio, como pode-se constatar no EDS da

area total e no EDS pontual (Tabela 6).

EC
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Figura 9 — Imagens obtidas por MEV da casca de camarao (Litopenaeus vannamei Boone)
com magnificagées a) 150x, b) 200x e c¢) 2000x.

Para as imagens da casca apés a desmineralizagao (Figura 10), observou-se
um aspecto distinto em comparacao a casca beneficiada. Para esta etapa, nota-se a
presenca de canais de poros na superficie da casca (a) (Baticados et al., 1987).
Observou-se também, a mudancga no aspecto da superficie, estando as particulas,

visivelmente com aspecto fibroso, indicando o efeito do tratamento quimico.
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Figura 10 — Imagens obtidas por MEV da casca de camardo ap6s desmineralizagdo com
magnificagcbes a) 500x, b) 1000x e c) 2000x.

As imagens obtidas da quitina, ou seja, da casca ap6s a desmineralizacéo e
desproteinizacdo (Figura 11), também apresentaram uma mudancga de aspecto em
relagdo a casca beneficiada. Nota-se a partir das imagens, o aspecto fibroso mais
acentuado comparado a etapa de desmineralizagao.

{arthi - 20115 DO i 2075 N gt - HI1S o

Figura 11 — Imagens obtidas por MEV da casca de camarao apos desproteiniza¢do (quitina)
com magnificagdes a) 500x, b) 500x e c) 1500x.

As imagens obtidas por MEV para a quitosana de cada lote I, II, lll, IV e V
(Figura 12, Figura 13, Figura 14, Figura 15 e Figura 16), respectivamente,
apresentaram-se semelhantes quanto ao aspecto morfoldgico. Observou-se, também,
o aspecto fibroso da superficie para todos os cinco lotes, e o perfil multicamadas nas
bordas das particulas.
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Figura 12 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote | com magnificagées a) 500x, b)
4000x e c) 4000x.
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Figura 13 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote || com magnificagdes a) 500x, b)
1000x e ¢) 2000x.

y Iu Caritn - 2015 Hum
Figura 14 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote Ill com magnificagdes a) 500x, b)
1000x e c) 2000x.
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Figura 15 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote IV com magnificagcdes a) 1000x, b)

1500x e c) 2000x.
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Figura 16 — Imagens obtidas por MEV da quitosana — Lote V com magnificagées a) 1000x, b)
2000x e c) 2000x.

Na Tabela 6 séo exibidos os resultados qualitativos para a composi¢cao quimica
da casca beneficiada em dois pontos distintos, apdés a desmineralizagdo, apés a
desproteinizac¢do (quitina), como para a quitosana de cada lote obtidos por EDS.

Tabela 6 — Resultado de EDS para as amostras da casca beneficiada, desmineralizada,
quitina e de quitosana para cada lote.

Carbono Oxigénio Nitrogénio Calcio
Amostra

(M%) (M%) (M%) (M%)

Casca* 29,77 28,68 7,33 34,23
Casca 42,10 32,38 12,51 13,02
DM** 56,70 32,30 11,00 0,00
Quitina 50,51 40,33 9,16 0,00
Lote 1 45,36 43,06 11,57 0,00
Lote 2 46,03 41,65 12,32 0,00
Lote 3 44,26 4418 11,56 0,00
Lote 4 45,80 43,36 10,84 0,00
Lote 5 50,70 41,99 7,31 0,00

Legenda: * Resultado para regido rica em circulos brancos; ** Casca desmineralizada.

Os resultados obtidos para a casca, evidenciam uma percentagem em massa
para calcio consideravel de 13%, estando relacionado a fase mineral, carbonato de
calcio. Para a analise pontual das particulas menores com forma arredondada foi
observado um percentual de célcio de 34%, indicando que a composi¢ao quimica
destas particulas € predominantemente célcio.
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Os resultados para a casca apds a desmineralizacado confirmam a eficiéncia
neste processo, uma vez que, ndo foi mais identificado calcio na amostra, estando
presente, portanto, carbono, nitrogénio e oxigénio, elementos representativos do
material analisado. Para a quitina também ndo se observou a presenca de calcio,
como também nao foi identificado nenhum outro elemento possivel de contaminacao
Ou impurezas.

Para as amostras de quitosana dos cinco lotes, foi evidenciado a presenga de
carbono, nitrogénio e oxigénio, elementos representativos da quitosana. Nao foi
identificado calcio em nenhuma amostra, como também, nenhum outro elemento

guimico possivel de contaminagédo ou impurezas.

4.2 Teor de cinzas

O teor de cinzas sulfatadas para as amostras de quitosana estabelece um
critério de pureza quanto a fase mineral ou possivel contaminagdo com outros
compostos minerais ou até mesmo metalicos. Os resultados obtidos para o teor de

cinzas das amostras de quitosana para cada lote estdo sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 - Teor de cinzas sulfatadas para as amostras de quitosana.

Amostra Teor de cinzas
(n=3) (%)
Lote 1 0,007
Lote 2 0,063
Lote 3 0,053
Lote 4 0,010
Lote 5 0,047

Os resultados obtidos para o teor de cinzas sao satisfatérios quanto ao exigido
pelos compéndios oficias para quitosana e seus derivados com elevado grau de
pureza, visando aplicagdes biomédicas. Para as amostras, o teor de cinzas ficou entre
0,007 — 0,063% estando dentro das especificacbes normatizadas pela USP 34-NF 29,
visto que esta estabelece valores abaixo de 0,5% de cinzas.

A etapa de desmineralizacdo das amostras se mostrou efetiva e capaz de

retirar a fragcdo mineral encontrada na casca do camardo, estando na sua maioria
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representada pelo carbonato de calcio. O resultado para o lote 4 mostra que o tempo
de 30 minutos de desmineralizagdo foi efetivo para a descarbonatacédo da matéria-
prima empregada.

4.3 Solubilidade e Teor de insoluveis

A solubilidade da quitosana em solugdes aquosas de acidos organicos € um
parametro de extrema importancia tanto para o processamento quanto para
determinadas aplicagcdes. Uma maneira pratica de diferenciar a quitosana da quitina
€ a solubilidade daquela em solugdes aquosas de acidos organicos, quando em
comparagao com a quitina, que, por sua vez, solubiliza-se em solventes mais
especificos.

De forma objetiva a solubilidade da quitosana quando em solucao de acidos
fracos € realizada de maneira visual. Quando na solucdo existe a presenca de
particulas insolUveis e dispersas no sistema, infere-se que a quitosana nao é
totalmente soluvel, podendo ser alguma impureza, grau de desacetilacdo baixo ou
problemas na obtencdo. Uma maneira mais precisa de andlise da solubilidade da
quitosana é avaliar o teor de insollveis presentes em solugcédo por analise da massa
residual restante, quando em comparag¢ao a massa inicial de quitosana pesada para
a solucao (Figura 17).
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Figura 17 — Teor de insolUveis (%) para as amostras de quitosana em solugéo de acido acético
1% (V/V).
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Os valores obtidos para o teor de insolUveis das amostras de quitosana para
cada lote se apresentaram dentro das especificacbes da USP 34 NF-29, estando,
portanto, abaixo de 1,0%. A partir deste resultado, infere-se que a obtengéo de
quitosana se deu de forma adequada e satisfatéria para aplicacbes biomédicas e
farmacéuticas quanto ao teor de insoluveis. Uma vez que, a presencga de insoluveis
pode ser ocasionada por impurezas, processo de desacetilagdo ineficaz, perfil
cristalino e distribuicdo dos grupamentos acetamida na cadeia polimérica, conforme
afirmam Rinaudo e Domard (Rinaudo e Domard, 1989).

4.4 Grau de desacetilacao

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € uma
ferramenta laboratorial bastante versatil e sensivel, que possibilita a identificacdo de
ligacées quimicas em compostos, por meio da interagdo do feixe de infravermelho
com a energia das ligagbes quimicas, compreendendo o espectro rotacional e
vibracional. Através dos espectros obtidos por FTIR, pode-se visualizar as bandas
caracteristicas da quitosana (Figura 18).
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Figura 18 - Espectros FTIR obtidos com pastilha de KBr para as amostras de quitosana 1 -
Lotel,2 - Lote ll, 3- Lote lll, 4 - Lote IVe 5 - Lote V.
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Dessa forma, os espectros obtidos para os cinco lotes mostraram-se
semelhantes quanto as bandas caracteristicas da quitosana, sendo elas, amida | em
1655 cm™', ou da amida Il em 1560 cm™, o estiramento de OH em 3450 cm™, o
estiramento de C-H em 2870 - 2880 cm™', a banda centrada em 1420 cm™ como
referéncia a ligagdo —CH2, a amida lll em 1315 — 1320 cm’, o alongamento
assimétrico de C-O-C em torno de 1160 cm™ e a banda em 897 cm™ referente a
ligacao glicosidica C-O-C (Kumirska et al., 2010). A semelhanga entre os espectros
das amostras obtidas por FTIR evidenciam a reprodutibilidade na producédo de
quitosana, quanto ao perfil das ligagdes quimicas.

A partir dos resultados de FTIR obtidos para as amostras de quitosana,
determinou-se o0 grau de desacetilagdo, por ser uma técnica simples e acessivel.
Foram obtidas as quatro linhas de base, sendo elas, B1 com pico central em
3450 cm', B2 com pico central em 1655 cm™', B3 com pico central em 1420 cm™ e B4

com pico central em 1320 cm™ (Figura 19).
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Figura 19 - Espectro FTIR obtido com pastilha de KBr da amostra Lote | mostrando a
representacdo das linhas de base adotadas.

Outra técnica empregada neste trabalho para a determinagédo do %GD esta
baseada na primeira derivada do espectro de UV-Visivel proposto por Muzzarelli
(Muzzarelli e Rocchetti, 1985). Determinou-se o ponto invariante, sendo este em
199 nm, por meio do comportamento da primeira derivada das solu¢des de acido

acético (Figura 20).
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Figura 20 - Primeira Derivada do espectro UV das solucdes de Acido Acético e dos padrdes

de N-acetil-D-Glucosamina em solugdes de Acido Acético.

Para a realizacao dos calculos que determinam o %GD, a curva de calibragao
construida a partir de solugcdes de N-acetil-glucosamina com concentracdes
conhecidas e determinadas (10, 15, 20, 25 e 30 mg/L), obteve um satisfatorio ajuste
linear com fator de correlagcao de 0,9997, permitindo assim, calcular os %GD com

maior confiabilidade e correlagdo entre os valores (Figura 21).
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Figura 21 - Curva de calibracao de N-acetil-glucosamina para o método da primeira derivada.

Foram, entdo, obtidas as primeiras derivadas dos espectros das solugcbes de
quitosana (1mg/mL) de cada lote (Figura 22) para determinacao do %GD de cada

amostra.
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Figura 22 - Espectro UV-Visivel e a primeira derivada para as amostras de quitosana.

Os resultados para o %GD das amostras (Tabela 8) utilizando duas
metodologias distintas, espectroscopia no infravermelho e no UV-Visivel foram, de
modo geral, todos acima de 90% de desacetilagdo, tanto para as amostras com 6
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horas de desacetilacdo como também para a amostra com 4 horas. Sendo, portanto,
a desacetilagdo em uma unica etapa e com 4 ou 6 horas eficaz para obtengcdo de
%GD acima de 90%.

Tabela 8 - Valores obtidos para os GD% por FTIR e pela primeira derivada (UV-Vis) para as

amostras de quitosana.

FTIR
Amostra .

Domszy e UV-Vis

(n=3) Roberts Brugnerotto
Roberts

Lote 1 97,2% 95,8% 92,7% 93,7%
Lote 2 97,3% 95,9% 92,1% 91,1%
Lote 3 97,40/0 96,00/0 92,2°/o 91 ,4°/o
Lote 4 97,5% 96,1% 91,9% 91,1%
Lote 5 97,5% 96,1% 92,4% 91,3%

Observa-se que os resultados obtidos tendo como base a equagéo proposta
por Roberts foram semelhantes para todos os lotes, ficando em 97% com variagdes
para as casas decimais. O mesmo se observou para a equacao de Domszy e Roberts,
em que 0s %GD estdo entre 95% - 96%. E para a equacgao de Brugnerotto, os valores
obtidos ficam em torno de 92% de desacetilagdo para todos os lotes. Os resultados
para a primeira derivada por UV-Vis ficaram em torno de 91% - 93% de desacetila¢ao.

Diante dos resultados obtidos, evidencia-se que nao ha notéria variacao entre
as amostras quando se utiliza a mesma equacéao, embora, perceba-se uma diferenca
entre os %GD quando em comparacao com as trés equacdes utilizadas para a técnica
de FTIR.

Os resultados obtidos pela primeira derivada da UV-Vis nao exibem grandes
variacdes para %GD, e estdo muito préximos aos valores obtidos pela equacao
proposta por Brugnerotto. Sugerindo uma maior confiabilidade na determinacdo do
%GD, visto que sdo técnicas distintas, e conforme a literatura, a metodologia de
determinacdo do %GD pela primeira derivada UV-Vis apresenta maior acuracia e
robustez para a mensuragao dos valores, sendo uma técnica amplamente utilizada na
rotina laboratorial (Da Silva et al., 2008; Kumirska et al., 2010). Assim como, a
equacao proposta por Brugnerotto também aporta uma relagcdo de bandas mais

sensivel para a determinacao do %GD (Brugnerotto et al., 2001).
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Dessa forma, os valores obtidos utilizando a equacao de Brugnerotto e pelo
método da primeira derivada do UV-Vis mostram-se mais seguros e consideraveis
quanto a mensuracgao do %GD para as amostras de quitosana.

4.5 Massa Molecular

A massa molecular da quitosana é um parametro relevante tendo em vista as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da quitosana frente a determinadas
aplicacoes. Dentre as inUmeras técnicas que possibilitam a mensuragdo da massa
molecular de polimeros, a determinagcao por viscosimetria intrinseca se destaca pelo
baixo custo, simplicidade e confiabilidade.

As curvas de calibragdo para cada amostra (Figura 23), com solugdes de
quitosana em distintas e conhecidas concentracées, obtiveram ajuste linear
satisfatorio, exibindo um coeficiente de correlagdo acima de 0,99%.
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Figura 23 - Curvas de viscosidade reduzida (ns,/C) versus concentracao C (g/mL) da solugao

de quitosana juntamente com o ajuste linear referente a cada amostra.

Com base nos valores das constantes K e a foi possivel calcular o valor da My

(Massa Molecular viscosimétrica) conforme a equacgédo 6. Os resultados obtidos da
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massa molecular por viscosimetria intrinseca das amostras de quitosana para cada

lote estao na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores obtidos para viscosidade intrinseca [n] e massa molecular viscosimétrica

(My) para as amostras de quitosana.

Amostra
(n=3) Viscosidade Intrinseca [n] Massa Molecular (My)
Lote 1 1150 £ 15 3,2E+05
Lote 2 1051+ 9 2,8E+05
Lote 3 1030 + 19 2,7E+05
Lote 4 898 + 19 2,3E+05
Lote 5 998 + 6 2,6E+05

Os resultados obtidos para massa molecular viscosimétrica de cada lote
apresentam-se semelhantes e numa faixa entre 3,2E+05 — 2,3E+05 g/mol, sendo
assim, uma quitosana de médio peso molecular (Szymanska e Winnicka, 2015).

A partir dos resultados obtidos, infere-se que variagcbes no tempo de
desmineralizacdo nao provocaram mudancas consideraveis na massa molecular, uma
vez que todas as amostras passaram pelo mesmo tratamento alcalino para a
desproteinizacdo, como também, de desacetilagdo. Inferindo-se que o tratamento
alcalino estabeleceu uma forte influéncia na massa molecular das amostras, estando

estas, numa faixa de médio peso molecular.

4.6 Perfil cristalino

A difragdo de raios X (DRX) € uma técnica de caracterizacdo de materiais
amplamente utilizada. Na qual é possivel obter informacbes estruturais como,
arranjamento atdémico, bem como, o perfil cristalino de um material. Para o padrédo de
difragéo de raios X da quitina, observou-se os picos centrados em 9,3°, 12,79, 19,2°,
20,6°, 23,49, 26,5° e 39,2° - 20 que correspondem aos planos cristalograficos (002),
(012), (101), (110), (103), (031), (211), respectivamente (Figura 24). A partir dos picos
determinados no DRX da quitina, identificou-se a presenca de a-quitina (Carlstrém,

1957; Kumirska et al., 2010). A a-quitina possui propriedades de menor solubilidade,
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menor reatividade com solventes e é menos susceptivel ao intumescimento quando
comparada a B-quitina.

A a-quitina e a quitosana diferem em seus padrées de DRX, uma vez que s6
sa0 observados dois picos principais para a quitosana. Para a quitosana, a diminuicao
da cristalinidade observada, deve-se a diminuicdo das intensidades e o aumento das
larguras a meia altura para os picos mais intensos, centrados em 10° e 20°- 20,

indicando assim, que o processo de desacetilacao foi efetivo (Figura 24).
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Figura 24 — Padrao de difracdo de raios X para quitina e quitosana (Lote I).

A partir dos padroes de difracdo de raios X para as amostras em pd de
quitosana, analisou-se o perfil cristalino das mesmas (Figura 25). Com base nos DRX,
observa-se que os picos caracteristicos da quitosana centrados em 10° e 20° -
20, referentes aos planos cristalograficos (002) e (101), respectivamente. Estes estao
presentes em todos os padrdes de difracao de raios X para as amostras dos cinco
lotes produzidos. A similaridade nos DRX das amostras indica a reprodutibilidade do

processamento e que o tratamento para desacetilacéo foi efetivo.
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Figura 25 - Padrdes de difracdo de raios X para as amostras de quitosana.

O %GCr para as amostras de quitosana foram mensuradas de acordo com a

equacao 10 e estao sumarizadas na (Tabela 10).

Tabela 10 - Graus de cristalinidade (%GCr) obtidos por DRX para as amostras de quitosana.

Amostra %GCr
Lote 1 34%
Lote 2 45%
Lote 3 40%
Lote 4 40%
Lote 5 46%

Diante dos resultados obtidos, observa-se que o lote | apresenta um menor
%GCr quando comparado com 0s outros lotes, provavelmente tudo indica que isto
esta atribuido ao longo periodo de ataque acido, desmineralizagcao de 24 horas. Os
lotes II, lll, IV e V apresentaram um %GCr em torno de 40%, sugerindo,
provavelmente, que os periodos de tempo de ataque acido nao influenciaram téao
fortemente, uma vez que nao foram processos tdo longos.
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5 CONCLUSAO

O beneficiamento da casca de camardo, a desmineralizacdo, a
desproteinizacdo para extragcao da quitina, e a desacetilagcdo para produgcao de
quitosana foram efetivas.

A quitosana obtida tem aspecto de pd, coloracdo branca e obteve resultados
satisfatérios para os primeiros ensaios de caracterizagdo. O método de
desmineralizacao foi eficiente, sendo obtido teor de cinza abaixo de 0,063%, como
também a auséncia de célcio observada por EDS das amostras de quitosana. Assim
como a desacetilagdo, uma vez que, o grau de desacetilacdo estd acima de 90%. Tal
resultado corrobora com a solubilidade adequada da quitosana em solu¢des diluidas
de acidos fracos, e o baixo teor de insoluveis determinado em solucéo. Por meio do
ensaio de DRX foi possivel a identificacdo dos picos caracteristicos da quitosana e
sua distincado com a quitina. A massa molecular obtida por viscosimetria determinou
gue a quitosana obtida nos cinco lotes, podem ser caracterizadas como meédio peso
molecular. E quanto ao aspecto morfoldgico, foi possivel observar a semelhancga entre
0s cinco lotes quanto ao aspecto da superficie da quitosana obtida.

Sendo assim, pode-se afirmar que o método empregado para obtencédo de
quitosana em escala laboratorial é satisfatorio, pratico, permitindo ainda, adequacao
nas etapas de producao visando especificas propriedades e caracteristicas quimicas,
fisicas e bioldgicas da quitosana obtida. Para a determinacao de grau farmacéutico
ainda sao sugeridas outras analises, como, teor de proteinas, metais pesados entre
outras. E valido ressaltar que o desenvolvimento desde trabalho buscou a producéo

de quitosana a nivel laboratorial.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Visando adequacdes e o aperfeicoamento dos resultados obtidos com esta
pesquisa, propde-se outras caracterizacées ao material obtido, quanto ao seu perfil
quimico e bioldgico.

E valido ainda, a otimizacdo das etapas de produgdo, como na etapa de
desmineralizagdo, desproteinizagdo e desacetilacdo, visando um processo mais
eficiente. Tempos de reacdes adequados para obtencdo de determinadas
caracteristicas no produto.

Sugere-se a utilizagdo de subprodutos (proteinas, fase mineral), reciclagem de
reagentes, otimizacdo do consumo de agua destilada e tratamento de residuos,
quando se objetiva um processo em larga escala e por meio de processos
biotecnolégicos.
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