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RESUMO

A quitina € um polissacarideo acetilado predominante em carapacgas de crustaceos. A sua
forma desacetilada, a quitosana, apresenta propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e atividade antimicrobiana, o que possibilita o seu uso em diferentes
aplicagcbes. Neste trabalho, realizou-se o processo de beneficiamento das carapacas de
crustaceos e, em seguida, foram realizadas as extragbes de cinco amostras de quitina
provenientes dessas carapacas em diferentes tempos de desmineralizacdo e
desproteinizacdo, sendo avaliada a influéncia desses tempos nas propriedades fisico-
quimicas destes materiais. Posteriormente, foram obtidas duas amostras de quitosana, com
e sem congelamento antes da desacetilagdo quimica, o que possibilitou investigar a
influéncia desta etapa nas suas propriedades fisico-quimicas. O redimento de obtencéo da
quitina foi de 14,6% para a obtencéo de quitina e de 6,75% para a obtencdo da quitosana,
ambos em base seca. Os resultados de FTIR-ATR confirmaram a presengca dos grupos
funcionais da quitina obtidos sob diferentes tempos de desmineralizacdo e
desproteinizacdo. O TGA/DTA indicou trés estagios de decomposicao do material e sugeriu
que a desmineralizagcdo prolongada reduz o teor de cinzas. O DSC identificou picos
endotérmicos tipicos da quitina, e o MEV revelou que o processo quimico alterou a
morfologia da quitina em relagéo as cascas beneficiadas, resultando em estruturas menos
irregulares. O DRX confirmou a obten¢&o de cinco amostras de a-quitina com um alto indice
de cristalinidade (superior a 96%). A determinagdo do nitrogénio total pelo método de
Kjeldahl nas cascas beneficiadas e nas cinco amostras de quitina demonstrou a obtengéo
de materiais com teor de nitrogénio abaixo de 6%, evidenciando a eficacia do processo de
beneficiamento. A obtencdo da quitosana foi eficaz e observou-se que o congelamento
antes da desacetilacdo favorece a obtencdo de um material com maior grau de
desacetilacao, alcangcando 85% em comparagao com 77,6% da quitosana nao congelada,
conforme evidenciado pelos resultados de FTIR. Este processo também reduziu a
estabilidade térmica do material, como indicado pelos resultados de TGA/DTA. Além disso,
os resultados de DSC e DRX evidenciaram que o congelamento permite a obtengao de uma
estrutura mais amorfa. A analise de viscosimetria intrinseca mostrou que o congelamento

favorece a obtencao de quitosana de baixo peso molecular, com 26,31kDa.

Palavras-chave: Quitina, Quitosana, Desmineraliza¢do, Desproteinizagdo, Congelamento.



ABSTRACT

Chitin is a predominant acetylated polysaccharide in crustacean shells. Its deacetylatt

form, chitosan, has properties such as biocompatibility, biodegradability, and antimicrobial
activity, which allows its use in different applications. In this work, the beneficiation process
of crustacean shells was carried out, followed by the extraction of five chitin samples from
these shells at different demineralization and deproteinization times, evaluating the influence
of these times on the physicochemical properties of these materials. Subsequently, two
chitosan samples were obtained, with and without freezing before chemical deacetylation,
which allowed the investigation of the influence of this step on their physicochemical
properties. The yield of chitin was 14.6% for the obtaining of chitin and 6.75% for the
obtaining of chitosan, both on a dry basis. The FTIR-ATR results confirmed the presence of
the functional groups of chitin obtained under different demineralization and deproteinization
times. The TGA/DTA indicated three stages of material decomposition and suggested that
prolonged demineralization reduces the ash content. The DSC identified typical endothermic
peaks of chitin, and the SEM revealed that the chemical process altered the morphology of
chitin in relation to the beneficiated shells, resulting in less irregular structures. The XRD
confirmed the obtaining of five samples of a-chitin with a high crystallinity index (greater than
96%). The determination of total nitrogen by the Kjeldahl method in the beneficiated shells
and in the five chitin samples demonstrated the obtaining of materials with a nitrogen content
below 6%, evidencing the effectiveness of the beneficiation process. The obtaining of
chitosan was effective and it was observed that freezing before deacetylation favors the
obtaining of a material with a higher degree of deacetylation, reaching 85% compared to
77.6% of the non-frozen chitosan, as evidenced by the FTIR results. This process also
reduced the thermal stability of the material, as indicated by the TGA/DTA results. In
addition, the DSC and XRD results showed that freezing allows the obtaining of a more
amorphous structure. The intrinsic viscosity analysis showed that freezing favors the

obtaining of low molecular weight chitosan, with 26.31kDa.

Keywords: Chitin, Chitosan, Demineralization, Deproteinization, Freezing.
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1. INTRODUGAO

A quitina, um polissacarideo acetilado composto por unidades de N-acetil-d-
glucosamina ligadas por ligacdes B(1 — 4), € o segundo polimero natural mais
abundante, superado apenas pela celulose (RINAUDO, 2006). Este composto é
extraido principalmente das carapacgas de crustaceos, como camarodes, caranguejos e
siris, além de exoesqueletos de insetos e paredes celulares de fungos. A quitosana,
derivada da quitina, se destaca pela sua solubilidade superior comparada a quitina,
ampliando seu uso em areas como a producao de fertilizantes, a industria quimica, o
setor alimenticio e a medicina (PELLIS; GUEBITZ; NYANHONGO, 2022; SANTOS, et
al, 2019).

Caracterizada por sua biodegradabilidade, compatibilidade com organismos
vivos, baixa toxicidade e eficacia na coagulacdo sanguinea, além de atividade
antimicrobiana, a quitosana tem aplicagdes promissoras em diversos setores
(ESSAWY; HEFNI; EL-NGGAR, 2019). Sua utilidade se estende a industria téxtil e de
papel, no tratamento de aguas residuais e na agricultura, onde atua como biopesticida
possibilitando o controle sobre fungos e bactérias. Também é utilizada como elicitador
e bioestimulante de plantas, contribuindo para um desenvolvimento agricola mais
produtivo e sustentavel. As aplicagcdes da quitosana como biomaterial sdo valorizadas
devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e capacidade de biodegradacao
(MALIKI, et al,, 2022; LI, K., et al., 2020).

Em termos de economia circular, o processo de produgcdo de quitina e
quitosana € um excelente exemplo de sua aplicabilidade. Uma vez que os residuos de
carapagas de crustaceos, um potencial agente poluidor do meio ambiente, séo
reutilizados como matéria-prima para o desenvolvimento de bens de consumo.
(TRIUNFO, et al,, 2022). Encontrar bons fornecedores de quitina e quitosana a um
bom custo € muitas vezes desafiador, haja vista que muitos produtos comerciais
encontrados contém principalmente carbonato de calcio e outras impurezas. Contudo,
técnicas adequadas de processamento quimico, como desmineralizacdo e
desproteinizacao, garantem a obtencdo de materiais com elevada pureza e sem a
presenca de minerais indesejados (JUNCEDA-MENA; GARCIA-JUNCEDA;
REVUELTA, 2023).
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Apesar do Nordeste brasileiro ser fundamental na producao de crustaceos, na
regido Sul, especialmente em Santa Catarina, também se observa um avango
significativo. O camarao criado em viveiros, da espécie Litopenaeus vannamei, € uma
espécie marinha exdtica que foi introduzida no Brasil na década de 1980 e se adaptou
muito bem &s nossas condicdes (AHIM; DAMACENO; ARAUJO, 2019). A crescente
producao de camarao em viveiros nesta regiao proporciona uma fonte de matéria-
prima mais controlada e acessivel, otimizando a extracdo e processamento desses
materiais (VALENTI, et al., 2021).

Os processos de extragao de quitina e obtencéo de quitosana de carapacas
do camarao do Pacifico Litopenaeus vannamei nao sao totalmente conhecidos,
especialmente quando aplicadas diferentes condicbes de processamento
(PHILIBERT; LEE; FABIEN, 2017; PELLIS; GUEBITZ; NYANHONGO, 2022). Por isso,
0 objetivo deste trabalho foi aprofundar o entendimento de como cada etapa do
processo influencia as caracteristicas finais dos produtos e seu impacto nas potenciais
aplicacoes, incluindo a utilizacdo de diferentes tempos para desmineralizagcdo e
desproteinizacdo na extracao da quitina, além do emprego de congelamento prévio a

desacetilagao para a producao de quitosana.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos paréametros de

processamento na obtencdo de quitina e quitosana provenientes das carapagas do

camarao do Pacifico Litopenaeus vannamei, tendo como objetivos especificos:

Determinar o rendimento de extragcdo da quitina e obtencdo de
quitosana;

Realizar as extragbes de quitina aplicando diferentes tempos de
desmineralizacdo e desproteinizacdo e avaliar a influéncia deste
parametro nas propriedades tecnolégicas deste material, como teor
de cinzas, teor de nitrogénio total, morfologia e cristalinidade;

Obter a quitosana e avaliar a influéncia do congelamento da quitina
em solucdo de hidroxido de sédio concentrado antes da etapa de
desacetilagcdo quimica em propriedades tecnoldgicas como o grau de
desacetilacdo (%GD), o indice de cristalinidade (IcrR) e a massa

molecular viscosimétrica média (Mv).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUITINA

3.1.1 FONTES DE OBTENGAO E METODOS DE EXTRAGAO

A quitina foi identificada pela primeira vez no ano de 1811 por Henri Braconnot.
E um carboidrato complexo formado por cadeias de N-acetilglucosamina e
normalmente esta presente nas carapagas de lagostas, caranguejos, camardes, nos
exoesqueletos de insetos e paredes celulares de fungos, como mostrado na Figura 1.
Este biopolimero esta presente na natureza em grande quantidade e apenas a
celulose o supera em termos de disponibilidade (RINAUDO, 2006). Geralmente, este
biopolimero acetilado € formado por cadeias de N-acetil-D-glucosamina ligadas por
uma ligacao B(1 — 4) (VERMA; FORTUNATI, 2019). Comercialmente, a quitina pode
ser obtida por meio de uma série de processos de desproteinizacdo e
desmineralizagao para remover proteinas e minerais que, junto com a quitina, formam
a estrutura das carapacas desses animais. A massa seca desses residuos de

carapacgas contém tipicamente cerca de 15-25% de quitina (QIN, 2016).
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Figura 1- Fontes biologicas de quitina.

Adaptado de MADDALONI; VASSALINI; ALESSANDRI, 2020.
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A remocao de minerais presentes nas carapacgas de crustaceos é realizada
comumente com acido cloridrico diluido, e o calcio € convertido em sais que sao
removidos por filtragdo. A desproteinizagao é feita utilizando bases como hidroxido de
sbédio. A despigmentacédo pode ser realizada com solucao diluida de hipoclorito de
soédio. Além disso, a extragdo da quitina pode ser feita por meio de um processo
bioldgico, que consiste em etapas de desmineralizacéo e desproteinizagao, realizadas
por bactérias produtoras de acidos organicos e protease, respectivamente em cada
uma dessas etapas. Este método resulta em uma producao segura e controlada (GIRI
etal, 2021). Os processos quimico e biologico tipicos de obten¢éo da quitina oriunda

das carapacgas de crustaceos estao ilustrados na Figura 2.

e Sl
S J

Exoesqueletos de
crustaceos
(camardo, caranguejo)

Tratamento Tratamento

quimico

biologico

1
Bactérias produtoras de Acidos

2% a 5% HCl . N
. * Desmineralizacdo « Drgﬁnicos
Temperatura ambiente
1 30°C por 5 dias

5% NaOH e . Bactérias produtoras de
Desproteinizagao
253 100°C por 3 h -’ ‘ protease

1 30°C por 5 dias

Figura 2- Etapas de obtencao de quitina oriunda de carapagas de crustaceos com extragédo pelo
método quimico e bioldgico.
Adaptado de KIM; PARK, 2015.

As etapas de desmineralizacdo e desproteinizacdo também podem ser
realizadas em ordem inversa, no entanto, se a recuperagao de proteinas for um
objetivo, recomenda-se extrair as proteinas antes da desmineralizagcdo para
maximizar o rendimento proteico e a qualidade (JOHNSON; PENISTON, 1982). O
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fluxograma para o isolamento da quitina, por tratamento quimico esta apresentado na

Figura 3.

[ Cascas de crusticeos J:> [ Reducio do tamanho deJ::> [ Desproteinizagdo ’
particulas (solucido de NaOH)

[ Lavagem ’

~ o Desmineralizagao
[ Obtencgao de quitina J<::[ Lavagem e secagem J<::[ (Solugiio de HCI) }

Figura 3- Etapas do processo de extragdo da quitina a partir carapagas de crustaceos.
Adaptado de NO; MEYERS,1995.

Em caranguejos e camardes, a quitina faz parte de uma complexa malha
proteica, na qual se acumula carbonato de calcio para constituir o exoesqueleto
resistente. A conexao entre a quitina e as proteinas € intensa, havendo ainda uma
fracdo minoritaria de proteinas que participa de uma matriz complexa com o
polissacarideo (HORST; WALKER; KLAR, 1993). A fermentacao bacteriana também
€ utilizada; neste caso, os processos de remocao de proteinas € minerais acontecem
conjuntamente (NO; MEYERS, 1995; YOUNES; RINAUDO, 2015).

A etapa inicial da extracao da quitina é a escolha adequada da matéria-prima,
que é crucial para o resultado do processo. Em casos como o de lagostas e
caranguejos, essa selecao tem um papel fundamental na qualidade do material
isolado obtido. O procedimento ideal envolve a escolha de conchas de tamanho
uniforme e da mesma espécie. Para camardes, que possuem carapacgas mais finas, o
processo de isolamento da quitina tende a ser mais facil do que com outros crustaceos
(HORST; WALKER; KLAR, 1993; YOUNES; RINAUDO, 2015).

3.1.2 DESPROTEINIZAGAO QUIMICA

O procedimento para retirar proteinas envolve desfazer as ligacbes quimicas
entre a quitina e as proteinas. Esta etapa é realizada de maneira desigual,
empregando-se compostos quimicos que também podem fragmentar o biopolimero. A
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eliminagao completa da proteina é essencial para aplicagdes na area de saude, como
biomateriais, visto que uma parcela da populagdo humana é sensivel a crustaceos,
sendo a parte proteica o principal agente alergénico (AYE; STEVENS, 2004; LOPES
etal., 2018).

As estratégias quimicas foram os primeiros métodos empregados na
desproteinizacdo. Uma extensa variedade de agentes quimicos foi testada para essa
fase, englobando hidroxido de sodio, carbonato de sodio, bicarbonato de saddio,
hidroxido de potassio, carbonato de potassio, hidroxido de calcio, sulfito de sédio,
bissulfito de sédio, bissulfito de calcio, fosfato de sodio tribasico e sulfeto de sddio. As
condi¢des de cada reacao diferem marcadamente em cada pesquisa. O hidroxido de
sédio é comumente o reagente preferido, sendo aplicado em concentragbes que
oscilam entre 0,125 a 5,0 molar, em temperaturas que podem alcancar até 160°C e
durante tempos que variam de alguns minutos até diversos dias. A utilizagdo do
hidroxido de sbédio pode provocar a desacetilacdo parcial da quitina e a sua
subsequente hidrélise, provocando a reducao do peso molecular do polimero, que
pode ser favoravel ou ndo para determinadas aplicacées. Em aplicagbes em que
propriedades antimicrobianas sao requeridas, a reducdo do peso molecular é
favoravel. Por outro lado, quando sao necessarias propriedades como maior
viscosidade, o maior peso molecular € mais favoravel (YOUNES; RINAUDO, 2015;
TOKATLI; DEMIRDOVEN, 2018).

3.1.3 DESMINERALIZAGAO QUIMICA

O processo de desmineralizacdo consiste na eliminagdo de minerais,
principalmente carbonato de calcio. Usualmente, € feito por tratamento acido
empregando reagentes tais como acido cloridrico, acido nitrico, acido sulfurico, acido
acético e acido férmico (NO; HUR, 1998; PERCOT; VITON; DOMARD, 2003). Dentre
estes acidos, o acido cloridrico diluido € frequentemente escolhido. A
desmineralizacao é realizada com a quebra do carbonato de calcio em sais de calcio
gue sao soluveis em agua com a liberacao de dioxido de carbono, conforme ilustrado

na Equacao 1.

2HCl + CaCO5; — CaCl, + H,0 + CO, Eq. 1
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Os demais minerais presentes reagem de maneira similar, originando sais que
sdo soluveis na presencga de acido, que podem ser separados por meio de filtragdo da
fase solida da quitina, seguida de lavagem com agua deionizada. Os procedimentos
de desmineralizagdo sao frequentemente baseados na experiéncia e variam de
acordo com o nivel de minerais na matéria-prima, o periodo de extracdo, a
temperatura, o tamanho das particulas, a concentracdo do acido e a proporcéao
soluto/solvente. A remogao completa depende da quantidade de acido, dado que duas
moléculas de acido cloridrico sdo necessarias para transformar uma molécula de
carbonato de calcio em cloreto de calcio (JOHNSON; PENISTON, 1982; SHAHIDI;
SYNOWIECKI, 1991). Devido a dificuldade de remover todos os minerais pela
heterogeneidade do solido, utiliza-se um volume maior ou uma solugéo de acido mais
concentrada. O processo de desmineralizagao pode ser acompanhado por titulagéo
acida, com a mudancga do pH para neutralidade indicando a concluséo do uso de acido,
enquanto a persisténcia de acidez sinaliza a continuidade da reacédo (TOLAIMATE et
al, 2003).

A desmineralizacdo com HCI pode ser geralmente alcancada em 2 a 3 horas
sob agitacdao (JOHNSON; PENISTON, 1982). No entanto, o tempo de reacao pode
variar de 15 minutos a 48 horas dependendo do método de preparacéo (PERCOT;
VITON; DOMARD, 2003). Um tempo de desmineralizagao mais longo, de até varios
dias, resulta numa ligeira redugédo do teor de cinzas, mas também pode causar a
degradacao do polimero (OKAFOR, 1965; SHIMAHARA; OHKOUCHI; IKEDA, 1992).

Elevadas temperaturas potencializam o processo de remog¢ado de minerais,
pois facilitam a infiltracdo do solvente na estrutura da quitina. Portanto, algumas
reacoes para extrair os minerais sao efetuadas em ambientes de maior temperatura
(TRUONG et al., 2007). Ademais, a incursao do solvente na estrutura da quitina é
grandemente influenciada pela dimensao das particulas. O sucesso na extracao dos
minerais esta vinculado a superficie de contato entre a estrutura de quitina e o
solvente. No entanto, temperaturas altas, periodos de processamento extensos e
concentragdes elevadas de acido afetam as caracteristicas fisico-quimicas finais da
quitina obtida (MARQUIS-DUVAL, 2008).
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3.1.4 DESPIGMENTAGAO

Procedimentos acidos e alcalinos, isoladamente, tendem a produzir quitina
pigmentada. Para obter quitina incolor, os pigmentos podem ser retirados empregando
diversos agentes. Estes incluem etanol e éter (HACKMAN, 1954), preparado aquoso
de hipoclorito de sédio com 0,5% de cloro ativo (BLUMBERG et a/,, 1951), acetona
pura (KAMASASTRI; PRABHU, 1961; MIMA et al., 1983), triclorometano (ANDERSON
et al., 1978), peroxido de hidrogénio (BRINE; AUSTIN, 1981; MOORJANI et al.,, 1975),
acetato de etila (BREZSKI, 1982), ou uma sequéncia de tratamento com acetona
seguida de um composto aquoso de hipoclorito de sodio (NO et a/, 1989). Como
ilustracdo, HACKMAN (1954) obteve uma quitina de tom creme de lagosta com a
lavagem com etanol e éter. NO ef a/ (1989) conseguiram uma quitina branca de
lagosta, inicialmente extraida com acetona e depois branqueada com um preparado
aquoso de hipoclorito de sodio a 0,315%. A cor da quitina resultante pode variar de

branco a rosa.
3.1.5 PARAMETROS DE EXTRA(;AO

No estudo realizado por TOLAIMATE et al, (2003), foi sugerida uma
abordagem inovadora que utiliza banhos sequenciais com baixas concentracdes de
acido cloridrico (0,55 M) e hidréxido de sédio (0,3 M). A quantidade total de banhos
varia dependendo da espécie animal de onde a matéria-prima é derivada. Este método
provou ser eficiente na diminuicao de proteinas e minerais, bem como na manutencgao
da forma original da quitina em 12 espécies distintas de crustaceos e celacantos, como
ilustrado na Tabela 1. Os graus de acetilacdo das quitinas produzidas foram
determinados utilizando a técnica de ressonéncia magnética nuclear de carbono-13
('3C-RMN), variando entre 96% e 100% para todas as espécies. Por exemplo, para as
carapagas do camarao, a quitina extraida apresentou 100% de acetilagdo. Até o
presente momento, esse alto grau de acetilagdo nao havia sido relatado na literatura
(YOUNES; RINAUDO, 2015).
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Tabela 1-Comparagéao da producéo de quitina de diferentes fontes.

Numero de banhos Numero de banhos para Grau de
Fonte biolégica (crustaceos) para desproteinizagdo | desmineralizagéo (HCI; acetilagéo
(NaOH; 3M; 80°C; 1h) 0,55 M; 25°C; 2h (%GA)
Cirripedia Anatife 4 2 100
Caranguejo vermelho 3 5 97
Reptantia Brachyura Caranguejo 3 3 99
marmoreado
Caranguejo aranha 3 3 96
Lagosta 3 3 -
Lagostim 7 3 100
Reptantia Macrura
Lagosta “Slipper’ 3 2 -
Lagostim de 4gua doce 3 2 -
. Camarao rosa 3 3 100
Natantia Camaréao cinza 2 2 100
Stomatopoda Squilla 3 3 100
Cephalopoda Lula 2 2 100

Adaptado de TOLAIMATE et al., 2003.

3.1.6  ESTRUTURAS POLIMORFICAS

A quitina, um polissacarideo (aminoglicano) composto por unidades de N-

acetil-D-glicosamina unidas em B(1-4) (Figura 4), é encontrada nos revestimentos

externos, nas membranas de protecdo de muitos invertebrados e nas estruturas

celulares de algas verdes, além de alguns fungos e leveduras (FRANCESKO et al.,

2010).

Glucosamina C=0

Grupo N-Acetil

Figura 4- Cadeia molecular da quitina.

Adaptado de BEREZINA, 2016.




A quitina é estruturalmente e funcionalmente semelhante a celulose, ocorre
naturalmente em trés formas distintas: alfa (a), beta (B) e gama (y), cada uma com
diferentes orientagcdes de microfibrilas de quitina (RUDALL, 1963). A forma alfa,
composta por cadeias antiparalelas, € a mais comum na natureza e pode ser
encontrada em exoesqueletos de crustaceos, conchas de moluscos e cuticulas de
insetos. Também esta presente nas paredes celulares dos fungos (GARDNER;
BLACKWELL, 1975; KAMEDA et al, 2005). A forma beta é formada por cadeias
paralelas e € menos comum. Pode ser encontrada nos gladios (conchas) das lulas e
nas espinhas extracelulares das diatomaceas (microorganismos unicelulares que
habitam ambientes umidos e aquaticos) (HERTH; BARTHLOTT, 1979), assim como
nos tubos dos pogonoforos (animais marinhos vermiformes e tubicolas)
(BLACKWELL, 1969). A forma gama é composta tanto por cadeias paralelas quanto
antiparalelas e esta presente nos casulos dos insetos (RUDALL; KENCHINGTON,
1973). Na natureza, a quitina raramente é encontrada em sua forma pura; geralmente
esta associada as proteinas nas matrizes (KNORR, 1982). As trés estruturas

polimorficas da quitina sdo mostradas na Figura 5.

a quitina B quitina Y quitina

Figura 5- Estrutura de diferentes conformacgdes das cadeias de quitina (alfa, beta e gama).
Adaptado de PAKIZEH; MORADI; GHASSEMI, 2021.

As trés formas cristalinas alomorficas, denominadas alfa, beta e gama,
identificadas por estudos de difracao de raios X (ROBERTS, 1992; SUKSANGPANYA
et al., 2017), exibem caracteristicas e propriedades variadas que influenciam a funcéo

da quitina em tecidos e funcoes fisioldgicas dos seres vivos que contém esse material
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em sua estrutura. Por exemplo, a estrutura rigida dos camardes mantis (Stomatopoda)
€ definida pela presenca de fibras de quitina organizadas em uma estrutura espiral
torcida da quitina, seguida por mineralizacdo e ligagdo com proteinas
(SUKSANGPANYA et al, 2017). Esta configuragcdo especifica proporciona ao
camardo mantis propriedades mecanicas notaveis, permitindo flexibilidade,
tenacidade e resisténcia ao impacto, além de exibir uma adaptacdo evolutiva
significativa para defesa e predacédo (ZHANG et al., 2016).

A variante alfa da quitina € a mais estavel, com cadeias de polimeros
organizadas de forma antiparalela, resultando em fortes ligagcdes de hidrogénio,
conforme ilustrado na Figura 6 (SIKORSKI; HORI; WADA, 2009). A estrutura da a-
quitina tem um grupo espacial ortorrdbmbico P212121 com uma célula unitaria de
dimensdes a=4,74 A, b= 18,86 A e c (eixo da fibra) = 10,32 A (MINKE; BLACKWELL,
1978; BECKHAM; CROWLEY, 2011; ROBERTS, 1992; SUKSANGPANYA et al,
2017).

Estrutura polimorfica de a quitina

Figura 6-Estrutura polimoérfica da a-quitina.
Adaptado de HOU; AYDEMIR; DUMANLI, 2021.

As cadeias de polimeros da forma beta estdo dispostas de maneira paralela,
como mostrado na Figura 7. As ligagdes de hidrogénio (uma por célula unitaria) entre
as cadeias cristalizam-se no grupo espacial monoclinico P21. A célula unitaria

monoclinica dessa cadeia tem dimensdes a = 4,85 A, b = 9,26 A e c (eixo da fibra) =
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10,38 A, com um angulo y de 97,5° (NISHIYAMA; NOISHIKI; WADA, M., 2011;
CHIRIBOGA,; LEDUFF; RORRER, 2020; HAJJI et al., 2014; LIU et al., 2019).

Estrutura polimorfica de B quitina

Figura 7-Estrutura polimoérfica da B-quitina.
Adaptado de HOU; AYDEMIR; DUMANLI, 2021.

A configuracao das cadeias de B-quitina € semelhante a polaridade da cadeia
paralela encontrada nas estruturas polimoérficas de celulose. Um aspecto notavel é
que enquanto a maioria dos cristais de polissacarideo naturais exibe uma estrutura
paralela, o polimorfo estavel e comum da quitina, a a-quitina, apresenta uma
configuracdo de cadeia antiparalela e polaridade, sendo que o entendimento dos
processos de polimerizacédo ainda é limitado (HOU; AYDEMIR; DUMANLI, 2021). O
alinhamento da cadeia polimérica da a-quitina é resultado da presenca de uma
estrutura agregada formada por ligacdes de hidrogénio. Por outro lado, a B-quitina
possui uma estrutura mais flexivel e quimicamente "aberta", e os grupos funcionais da
quitina estao orientados de maneira a permitir uma maior atividade quimica.

Em relagcéo a terceira forma polimérfica da quitina, a y-quitina, a disposi¢cao
das cadeias poliméricas e da estrutura cristalina € um pouco mais complexa,
consistindo em trés cadeias de quitina com cadeias de polimeros paralelas e
antiparalelas alternadas (DAS; ROY; SEN, 2016). Comparada as estruturas a e B, a

ocorréncia da estrutura y ndo é tdo comum, sendo relatada em alguns estudos apenas

26



na presenca de fibras de casulo de escaravelho (MOUSSIAN, 2019). Esta estrutura
também pertence ao grupo espacial monoclinico P21, com dimensdes de célula
unitariaa =4,7 A, b=10,3 A e c (eixo das fibras) = 28,4 A e B = 90° (ROBERTS, 1992).

Estudos indicam que, embora a y-quitina seja distinta das demais, ela possui
uma estrutura similar a a-quitina. A difracdo de raios X (DRX) é frequentemente
utilizada para distinguir essas estruturas, e pode ser complementada por outras
técnicas como microscopia eletrénica de varredura (MEV), calorimetria diferencial de
varredura (DSC), espectroscopia de infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica
(TGA), espectroscopia Raman. As analises de FTIR e espectroscopia Raman auxiliam
na confirmagdo da semelhancga estrutural entre y-quitina e a-quitina. Além disso, o
MEV revela a existéncia de nanofibras nas estruturas de alfa-quitina e beta-quitina,
enquanto a gama-quitina € distinguida por ter microfibras em sua superficie (KAYA et
al., 2017).

CAMPANA-FILHO et al, (2007) destacaram que a a-quitina possui uma
cristalinidade superior a B-quitina, conforme evidenciado pela analise de DRX e FTIR.
Essas técnicas também confirmam a variacdo estrutural entre elas, apesar das
semelhancas existentes. A maioria dos solventes ndo consegue dissolver as
estruturas da a-quitina e B-quitina, exibindo uma solubilidade restrita e lenta em
substancias limitadas, como &cido férmico anidro e acidos fortes concentrados.
Adicionalmente, a dissolugdo em ambientes de alta acidez pode resultar na
despolimerizagao da estrutura. Mesmo apds um periodo extenso de tentativas de
solubilizacao, a B-quitina se dissolve em um intervalo mais curto do que a a-quitina e
mostra uma habilidade aumentada para absorver umidade - uma propriedade ligada

a sua menor cristalinidade quando comparada a a-quitina.

3.2 QUITOSANA

Nos ultimos anos, a quitosana tem sido altamente notada por suas
caracteristicas e propriedades, que englobam biocompatibilidade, biodegradabilidade,
atividade antimicrobiana e a habilidade de auxiliar em processos de cicatrizagao na
engenharia de tecidos. O interesse na quitosana é ampliado pela sua capacidade de
criar filmes e pela possibilidade de ser alterada tanto fisica quanto quimicamente (HUA
etal, 2021; KUMARIHAMI et al,, 2021; ZHANG et al., 2021).
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A quitosana € produzida por processo de desacetilacdo da quitina e
comercialmente tem geralmente uma massa molar em torno de 100g/mol (AGUILA-
ALMANZA et al.,, 2021; MOURA et al., 2011). As estruturas da quitina e da quitosana
sédo formadas por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) ligadas por ligacdes glicosidicas B(1—4).
Contudo, os polimeros exibem variagées na proporcao relativa dessas unidades,
afetando assim a solubilidade dos materiais. Por exemplo, a quitina é insoluvel na
maioria dos solventes devido a predominancia das unidades de GIcNAc, enquanto a
quitosana, que possui uma maior propor¢cao de unidades GIcN, é soluvel em meio
acido (GUINESI; CAVALHEIRO, 2006; PAVONI; LUCHESE; TESSARO, 2019).
Durante o processo de desacetilagcdo ocorre a transformacéo dos grupos acetamida
em grupos amino como mostrado na Figura 8 (YOUNES; RINAUDO, 2015).
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Figura 8- Representagéo das moléculas da quitina e quitosana.
Adaptado de YOUNES; RINAUDO, 2015.

A presenca do grupo livre NH2 na por¢cdo GIcN da quitosana aumenta sua
reatividade quimica e bioquimica em comparagcdo a quitina. O incremento na
reatividade da quitosana deve-se ao carater catidnico do grupo amina livre. Esse
aspecto contribui para propriedades como biocompatibilidade, baixa toxicidade,
biodegradabilidade e atividade antimicrobiana, despertando interesse crescente na
utilizacdo da quitosana em diversas aplicagées nas areas de agricultura, alimentos,
biomedicina, cosmética, entre outras (MORIN-CRINI et a/, 2019). Para avaliar a
capacidade da quitosana em uma aplicacao especifica, € crucial a identificacdo de
suas caracteristicas fisicas (solubilidade, densidade, dimensao das particulas e
viscosidade), quimicas (pH, nivel de desacetilacdo, habilidade de retencdo de agua,
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peso molecular) e bioldgicas (biocompatibilidade, citotoxicidade, pirogenicidade)
(RIANDE, 2000).

A transformacao da quitina em quitosana ocorre por um procedimento
adicional de desacetilacdo, utilizando solugbes alcalinas para transformar, em
diferentes niveis, os grupos acetamido (NHCOCHs3) em grupos amino (NH2). A medida
que o grau de desacetilacdao (GD) da quitina aproxima-se de 50%, dependendo da
origem biologica do polimero, ela torna-se soluvel em solu¢des aquosas acidificadas
e passa a ser denominada quitosana (QAVAMI et al., 2017; BRASSELET et al., 2019).
As variagcoes de processo e estruturas poliméficas justificam a complexidade do
processamento e as diferengcas nas propriedades quimicas da quitosana, mesmo
quando produzida da mesma fonte biologica (KOU; PETERS; MUCALO, 2021).

Em comparagdo com outros biopolimeros, a quitosana é notavel por seu
carater catibnico, em contraste com a maioria que apresenta carater neutro (como
amido, dextrana e celulose) ou anibnico (carragenina, xantana e alginato). Tal
particularidade é responsavel pelas propriedades exclusivas da quitosana, incluindo
métodos especificos para entrelacar suas cadeias (SANTOS et a/, 2003). A
solubilizacdo da quitosana normalmente se da com acidos orgéanicos, como férmico e
acético, embora também possa ser efetuada em acidos inorganicos diluidos, tais como
nitrico, cloridrico, perclérico e fosforico. A hidratagdo da quitosana em meio aquoso é
otimizada ap6s sua solugao em ambiente acido, uma vez que os grupos amino livres
se protonam, agregando versatilidade quimica ao composto e possibilitando
alteracdes, como a geracao de sais de quitosana, N-alquilagdo, N-carboxilagcdo, N-
sulfonacdo e bases de Schiff com cetonas e aldeidos, conforme demonstrado na
Figura 9 (FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007).
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Figura 9- Possiveis modificacdes da quitosana.
Adaptado de FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007.

As modificagbes quimicas em quitosana conduzem a obtencdo de
caracteristicas e propriedades especificas. Os derivados carboximetilquitosana (N-, O-
e O,N-carboximetilquitosana), por exemplo, sdo soluveis em amplo espectro de pH,
tornando-os adequados para aplicagbes médicas e farmacéuticas (ABREU;
CAMPANA-FILHO, 2005). Em contrapartida, os sais quaternarios de aménio em
quitosana adicionam cargas positivas permanentes nas cadeias poliméricas devido a
quaternizacdo dos atomos de nitrogénio dos grupos amino. A TMQ (N,N,N-
trimetilquitosana) é soluvel numa extensa faixa de pH, exibindo potencial para facilitar
a absorcao intestinal de farmacos (CURTI; DE BRITTO; CAMPANA-FILHO, 2003;
SENRA, 2015). Embora as modificagbes quimicas em quitosana ocorram
majoritariamente nos grupos amino, as hidroxilas presentes também s&o suscetiveis
a alteracdes estruturais (GONCALVES; ARAUJO, 2011). Tais mudancas estruturais
influenciam aspectos como solubilidade, cristalinidade, grau de desacetilacdo e massa
molar, fatores que afetam a capacidade do polimero de formar filmes (PAVONI;
LUCHESE; TESSARO, 2019).
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3.2.1 OBTENGCAO DA QUITOSANA POR DESACETILACAO QUIMICAE
BIOLOGICA

A quitina pode ser processada de forma homogénea ou heterogénea. No
método homogéneo, a quitina € dissolvida em alcali concentrado a 25 °C durante 3
horas e, ap6s isso, dispersa em gelo a cerca de 0 °C (ZAMANI; TAHERZADEH, 2010).
No processo heterogéneo, a quitina é tratada com uma solugdo alcalina quente de alta
concentragdo e, em seguida, lavada com agua destilada em temperatura ambiente até
que o pH seja neutralizado. Existe dificuldade para obter quitosana com um alto grau
de desacetilagdo. A adicao de tiofenol como catalisador durante este processo ajuda
a minimizar a degradacgéo do polimero, pois retém o oxigénio e melhora o processo
efetivo de desacetilagdo. Um processo eficaz de desacetilagdo da quitina permite a
preparacao de quitosana se a concentragao alcalina for quatro vezes maior que o total
de grupos amino no polissacarideo, a uma temperatura de cerca de 100 °C por 1 hora.
Contudo, para evitar a degradacao do polimero, € preferivel usar solu¢des alcalinas
de baixa concentracdo e um curto tempo de contato com o material (THOMAS;
THOMAS, 2013).

A desacetilagdo quimica apresenta desvantagens relacionadas ao consumo
de energia e a poluicdo ambiental, caso ndo sejam tomados os devidos cuidados e
otimizados os processos (RAVAL; RAVAL; MOERSCHBACHER, 2013). Como
alternativa ao método quimico, desenvolveu-se o método enzimatico para minimizar
esses inconvenientes. A enzima para desacetilacao da quitina atua como catalisador,
hidrolisando as ligacées de N-acetamida (PAGNONCELLI et a/., 2010). Esta enzima,
que é termicamente estavel e tem afinidade com as ligagdes poliméricas (1-4) ligadas
a N-acetil-D-glucosamina, pode ser extraida de fungos como Mucor rouxii, Absidia
coerulea, Aspergillus nidulans e duas cepas de Colletotrichum lindemuthianum
(SINHA; CHAND; TRIPATHI, 2014).

3.2.2 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

A quitina € um composto incolor, que pode apresentar formas cristalinas ou
amorfas, nao se dissolve em agua nem em solventes organicos, acidos diluidos ou
solugbes alcalinas. Ela s6 se solubiliza em acidos minerais concentrados, mas isso

provoca a degradacao do polimero (MATHUR; NARANG, 1990). A quitosana tem a
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mesma insolubilidade em agua que a quitina, mas pode ser solubilizada por varios
acidos, tanto orgénicos quanto inorganicos (acido acético, férmico, cloridrico, nitrico
etc). A forma e a composigao da quitina e quitosana dependem da origem biologica e
do método usado na sua obtencao (BRINE; AUSTIN, 1981). Estudos indicam que os
meétodos e as caracteristicas desses produtos sao variados. As propriedades fisico-
guimicas da quitina e quitosana sao influenciadas pelo peso molecular (Mw) e pelo
grau de desacetilacdo (%GD), que por sua vez sao definidos pelas condi¢gdes do
processo ou método de extracdo empregado (BRINE; AUSTIN, 1981; BOUGH et a/,
1978). O peso molecular e o grau de desacetilagdo sdo determinados pelas condigdes

processuais ou pelos métodos de extragao utilizados (CHO; NO; MEYERS, 1998).
3.2.3 GRAU DE DESACETILACAO

O grau de desacetilagdo (GD) € a razao molar de glucosamina (GIcN) nos
copolimeros de quitosana em comparacdo com N-acetilglicosamina (GIcNAc)
(SHIGEMASA et al., 1996), como mostra a Figura 10.
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Figura 10-Representacao das fragbes acetiladas e desacetiladas da molécula da quitosana.
Adaptado de ZHANG et al., 2016.

A analise do %GD é fundamental para determinar as composicoes quimicas,
propriedades fisicas e interagbes quimicas da quitosana. Isso € essencial para
estabelecer uma base para prever suas funcdes e aplicagcbes potenciais
(MUANPRASAT; CHATSUDTHIPONG, 2017). Assim, um processo confiavel para
medir os valores de GD € indispensavel para avancgar nas aplicagdes praticas deste
material (ZHANG et al.,, 2014; KUMIRSKA et al., 2010).
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Varias metodologias foram desenvolvidas e empregadas para identificar o GD
da quitosana, de acordo com os estudos de SHIGEMASA et al, (1996), que
investigaram o efeito de diversos niveis de desacetilagdo nas taxas de absorcéo
usando FTIR para analisar esse parametro em amostras de quitina; KUMIRSKA et al.,
(2010) examinaram a eficiéncia dos métodos espectroscépicos (DRX, FTIR, UV-VIS,
espectroscopia de massas, RMN) para a avaliagao estrutural e determinac¢ao do %GD
da quitina e quitosana; ZAJAC et al., (2015) quantificaram a fracdo dos grupos N-
acetilados empregando a espectroscopia Raman. Cada técnica apresenta diferentes
graus de precisao e confiabilidade. Portanto, é importante realizar técnicas ajustadas

a métodos de determinacao do GD mais precisos, como UV-VIS e RMN.

3.24 MASSA MOLECULAR

A massa molecular da quitosana sofre influéncia de aspectos como
temperatura, concentragoes dos reagentes, ordem das etapas e condi¢coes
atmosféricas (TOLAIMATE et al.,, 2003). O método quimico apresenta limitagdes como
dificuldades no controle dos parametros My e %GD (CHO; NO; MEYERS, 1998;
HWANG et al., 2002; KURITA, 2006).

O processo enzimatico € uma alternativa para sintetizar a quitosana,
oferecendo maior facilidade na obtencdo dos parametros desejados (ILYINA et al,
2000). Neste processo, sao utilizadas bactérias produtoras de acido latico para a
desmineralizacao de cascas de crustaceos. O acido latico reage com o carbonato de
calcio, facilitando a remocéao ao precipita-lo. A desproteinizacdo ocorre com o uso de
enzimas proteases de bactérias como Serratia marcescens FS-3, Bacillus subtilis.,
Serratia sp., Bacillus sp e Pseudomonas aeruginosa K-187 , pois sao bactérias que
produzem enzimas deacetilases, promovendo a desacetilagcdo da quitina para
obtencao de quitosana (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016). Uma desacetilacdo
eficaz pode ser alcangada com a lavagem intermitente do produto intermediario com
agua durante o tratamento alcalino (MIMA et a/,, 1983). O peso molecular médio da
quitosana obtida por este método € de aproximadamente 500 kDa, com um grau de
desacetilagao elevado, proximo de 100%. O GD aumenta rapidamente durante a
primeira hora de tratamento alcalino, alcancando cerca de 68% (com 50% m/V de
NaOH, a 100°C), e ap06s esse periodo, o0 aumento do GD se torna mais lento (BOUGH,
etal., 1978).
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Existem diversos métodos para estimar o peso molecular, abrangendo
técnicas de espalhamento de luz, cromatografia de permeacédo em gel (GPC) e
viscosimetria capilar. A viscosimetria capilar € o método mais simples e eficiente para
avaliar o My da quitosana. Durante o ensaio, um viscosimetro capilar do tipo
Ubbelohde é utilizado para medir o tempo de fluxo das solugbes que passam pelo
capilar a 25°C. Sdo usadas varias formulacdes da quitosana com diferentes
viscosidades, contendo concentragdes do polimero variando entre 0,00125% e 0,15%,
em diferentes composicdes solventes; por exemplo, foi relatado o uso de uma mistura
de NaCl 0,1 M e acido acético 0,2M. O viscosimetro é preenchido com a amostra e
mantido em um banho termostatico a 25°C. Os tempos de fluxo da amostra e do
solvente s&o registrados para calcular a viscosidade relativa. A equagao proposta por
Mark-Houwink-Sakurada (Equagédo 2), estabelece a relagcdo entre a viscosidade
intrinseca (n) e o Mw (HWANG et al,, 2002).

[n]=K=* [M,]? =3.04x107° = [M,]*?® Eq.2

Onde K e a sédo constantes definidas pelo sistema soluto-solvente (a = 0,83 e
K =1,4 x 104 em sistema de solvente composto por 0,25 M de acido acético e 0,25 M
de acetato de sédio) (HWANG et al., 2002).

Com base no My, a quitosana é classificada em trés tipos diferentes: quitosana
de baixo peso molecular (Mw < 50 kDa), quitosana de médio peso molecular (My = 50
a 250 kDa) e quitosana de alto peso molecular (Mw > 250 kDa). Varios autores afirmam
qgue a quitosana de baixo peso molecular apresenta caracteristicas excepcionais,
como propriedades antibacterianas e antifungicas, efeito no metabolismo lipidico e
dissacaridase intestinal (SONG ef a/, 2011), além de propriedades mucoadesivas
(LUO et al, 2008; CHIU et al, 2017). Além disso, o My também influencia
significativamente as caracteristicas reoldgicas do biopolimero, contribuindo
diretamente para a producao de biomateriais a base de quitosana (SOUZA; DOTTO,
2017). A quitosana de baixo peso molecular € usada para criar um acabamento
resistente, sendo posteriormente aplicada no tratamento antigordurante de tecidos de
algodao. Por outro lado, a quitosana de alto peso molecular é empregada na
fabricacao de filmes com sais quaternarios, exibindo caracteristicas como solubilidade
em agua e neutralizacao dos radicais livres. Esta variacdo da quitosana também é

utilizada na mistura dos polimeros e na separagao das fases (SOUZA; DOTTO, 2017).
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3.2.5 VISCOSIDADE

A quitosana apresenta propriedades unicas, com sua natureza policatidnica
evidente quando dissolvida em solucao acida (em valores de pKa = 6,0). A quitosana
pode ser dissolvida em solug¢éo acida, gerando um liquido viscoso. Essa viscosidade
da solucgéao esta relacionada com o My, com o %GD, a concentragcédo de polimero, o
pH e a temperatura. A viscosidade da solugcdo de quitosana, a nivel molecular, € uma
medida do volume das moléculas do polimero, que, por sua vez, € governada pelo
tamanho molecular ou comprimento da cadeia. A viscosidade e as propriedades de
fluxo das solugbes concentradas de quitosana com diferentes graus de desacetilagéo
sao distintas. As viscosidades e as propriedades de fluxo ndo newtonianas das
solugcdes aumentam com o grau de desacetilacdo (GD) crescente da quitosana
(KUMARI; KISHOR, 2020).

A quitosana apresenta caracteriticas que dependem da sua polidispersao e
massa molar. Se a massa molar for conhecida e houver uma boa compreensao da
conformacéao do polimero no meio solvente, as propriedades reoldgicas e mecanicas
podem ser estimadas (KASAAI, 2007). Em solucdes diluidas, as interagcdées entre o
polimero e o solvente podem fornecer informacdes sobre o volume hidrodindmico da
cadeia no solvente e as dimensdes da macromolécula. A viscosimetria capilar € um
método experimental que fornece essas informagdes. Ha um grande interesse em
desenvolver métodos experimentais e matematicos que possam simultaneamente
reduzir o tempo de determinacdo experimental desses parametros e fornecer
resultados com pequena margem de erro (DELPECH et a/, 2007; DELPECH,;
OLIVEIRA, 2005; DELPECH; COUTINHO; HABIBE, 2002; COUTINHO; DELPECH;
GARCIA, 2002; MELLO et al., 2006).

3.2.6 SOLUBILIDADE

A quitosana é facilmente soluvel em meio acido diluido abaixo de seu pKa (pH
= 6,5). Ja a quitina ndo apresenta solubilidade na maior parte dos acidos diluidos e
solventes orgénicos. Os grupos amino da quitosana aumentam a ioniza¢cdo em pH
acido, protonando o grupo amino (formando o grupamento NH3*), o que aumenta a
solubilidade do polissacarideo, enquanto que em pH mais elevado (superior a 6,0), o
polimero precipita. A capacidade dos meios acidos de protonar a quitosana influencia
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a ionizacao e a solubilidade dos polieletrolitos. A quitosana apresenta solubilidade em
meios acidos diluidos, como acido acético, acido formico (HUNT; HUCKERBY, 1987),
acido L-glutdmico, acido lactico, acido succinico, entre outros (ROMANAZZ| et al.,
2009).

A quitosana pode ser solubilizada em solug¢des acidas diluidas desde que
apresente um grau de desacetilagdo em torno de 50% ou mais, devido a presenca de
unidades de N-amino-D-glucosamina (CHO et a/., 2000). Outros parametros, como a
temperatura, o tempo de desacetilacdo e os tratamentos prévios aplicados durante o
isolamento da quitina, também afetam diretamente a solubilidade da quitosana. Por
conseguinte, a fragdo de unidades de N-amino-D-glucosamina tem uma grande

influéncia sobre a solubilidade e as propriedades da solugdo (SANNAN et a/,, 1976).

3.3 APLICAGOES DA QUITINA E QUITOSANA

A quitosana possui grupos funcionais, como hidroxilas e grupos amino, que
podem ser modificados por reagdes quimicas controladas para alterar suas
propriedades fisicas e de solubilidade. Devido as suas propriedades unicas, abre-se
um amplo horizonte de possibilidades de aplicagbes, como em biomedicina,
agricultura (bioestimulantes, recobrimentos para ampliacdo do tempo de prateleira
(shelf-life) de frutas, legumes e verduras, entre outros), embalagem de alimentos,

téxteis, bioplasticos, nanocompaositos, entre outras (SANFORD, 1989).

3.3.1 APLICAGOES BIOMEDICAS

A maior parte dos tecidos vivos apresenta carga negativa, enquanto a
quitosana apresenta carga positiva por conta da predominancia de grupos catiénicos
(NH>). Isso faz com que este biopolimero seja atraido por tecidos, pele, 0sso e cabelo.
A superficie externa da maioria dos microbios é também carregada negativamente
(ANTONINO et al, 2017). Portanto, a capacidade da quitosana de interagir
eletrostaticamente € uma propriedade fundamental no desenvolvimento de aplicagdes
biomédicas. Seu uso também depende das propriedades biolégicas que se deseja
explorar, sendo relevante a avaliagdo quanto a porosidade e ao tamanho. Esse
polimero também apresenta potencial para o transporte de medicamentos, bem como
para a imobilizagdo enzimatica e celular (RINAUDO; DOMARD, 1989). Na Figura 11
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apresentamos as principais propriedades biolégicas da quitina, quitosana e seus

derivados.
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Figura 11-Propriedades bioldgicas da quitina, quitosana e derivados.

Adaptado de THOMAS; PIUS; GOPI, 2020.

A quitosana apresenta biocompatibilidade, capacidade de promover a
regeneracao de tecidos, possui agdo antibacteriana, propriedades anti-inflamatdérias e
hemostaticas. Suas aplica¢des biomédicas estao relacionadas principalmente com a
sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (HARUGADE; SHERJE; PETHE, 2023;
JAGDALE et al., 2024; ELIZALDE-CARDENAS et al., 2024). A biocompatibilidade esta
diretamente relacionada com a citotoxicidade do material. O método de cultura celular
€ a forma mais acessivel e muito empregada para estudar tanto a toxicidade quanto
as interacdes da quitosana com as células (ALIl; AHMED, 2018; ZHAO et al., 2018).

Dentre as principais caracteristicas da quitosana, o fato dela nao induzir
inflamacdo e nao provocar reagdo do sistema imunolégico do organismo possui
grande relevancia. As avaliacdes deste material ttm demonstrado que a variagao do
seu peso molecular e grau de desacetilagao possibilitam otimizar as propriedades
biologicas da quitosana (HUANG; KHOR; LIM, 2004; CHIEN; YEN; MAU, 2016;
AIPING et al., 2006; YAN et al.,, 2015).
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Normalmente, devido a natureza catibnica do polimero, as solu¢des de
quitosana tém propriedades bacteriostaticas e bacterioldgicas. A carga positiva na
cadeia do polimero adere as superficies bacterianas, induzindo alteragées na
permeabilidade da parede da membrana que impedem o crescimento microbiano
(GOY; DE BRITTO; ASSIS, 2009; VALDEZ et al., 2022; ZHAO et al., 2022).

Um baixo grau de desacetilacdo e baixo pH da quitosana promovem melhor
atividade antibacteriana. A reducao do peso molecular pode aumentar as atividades
antibacterianas contra bactérias gram-negativas e diminuir as atividades contra
bactérias gram-positivas. Além disso, a quitosana apresenta uma ampla gama de
atividades antimicrobianas contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, com
uma elevada taxa de mortalidade por meio da interacdo entre a quitosana e seus
derivados e a parede celular bacteriana (YOUNES et a/,, 2014). Esta interagao entre
a quitosana e a célula bacteriana depende da hidrofilicidade da parede celular, o que
pode explicar a menor toxicidade da quitosana para as células de mamiferos (KONG
et al., 2010; ZOE; DAVID; RAJABALAYA, 2023; MANJUBAASHINI et al., 2023).

A capacidade da quitosana de aderir as superficies € uma de suas principais
caracteristicas. Isso ndo so6 gera novas abordagens para fornecer moléculas benéficas
através de vias mucosas, mas também ajuda a adsorver moléculas que ndo tém
afinidade com o muco (BUGNICOURT; LADAVIERE, 2016). Através da permeacéo, a
quitosana aumenta a aderéncia dos polimeros, o que € util para acessar jungdes
epiteliais que geralmente s&o de dificil acesso (YAMAMOTO et al,, 2005; MOINE et
al., 2021).

Ainda, a quitosana esta sendo amplamente usada em estudos relacionados
com a sua capacidade de coagulacdo sanguinea. De fato, a quitosana pode acelerar
a taxa de cicatrizacdo de feridas através de interagdes entre plaquetas e grupos
aminoacidos (OKAMOTO et al, 2003; FENG, et al, 2021). As propriedades
hemostaticas da quitosana tém sido largamente utilizadas na cicatrizacao de feridas.
Como material para cicatrizacdo de feridas, a quitosana apresenta varias
caracteristicas, tais como quimiotragdo, ativacdo de macrofagos e neutrofilos,
aceleracdo de processos de reepitelizagdo, propriedades analgésicas, resposta
fisiolégica do corpo para a prevencgéao e interrupgcao de sangramentos e hemorragias
e propriedades antibacterianas intrinsecas (BUSILACCHI et al., 2013; DO et al., 2022;
VALENCIA et al.,, 2021).
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Trabalhos demonstram que a quitosana e materiais que podem ser obtidos a
partir da mesma tém atividades antitumorais em modelos /n vitro e in vivo. O efeito
antitumoral dos derivados da quitosana € causado pelo aumento da secrecdo de
interleucina (IL)-1 e 2, que resulta na maturacao e infiltragao de linfocitos T citoliticos
(TOKORO et al., 1988; ADHIKARI; YADAV, 2018; ABEDIA et al., 2019).

E conhecido que os antioxidantes tém efeitos benéficos na satde, pois evitam
a destruicao de lipidos de membranas, proteinas e DNA pelas moléculas reativas dos
radicais de oxigénio do organismo (NGO; KIM, 2014). Estudos demonstraram que a
quitosana e seus derivados conseguem realizar a neutralizagao dos radicais livres de
oxigénio ativos in vitro. As moléculas de quitosana de baixo peso molecular
apresentam varias vantagens sobre as de alto peso no processo de eliminacdo dos
radicais livres (PARK; JE; KIM, 2003). Um estudo sugeriu que o mecanismo da
atividade antioxidante da quitosana pode ser através da estabilizacdo dos radicais
livres por grupos amino e carboxilo na quitosana (YOUNES; RINAUDO, 2015).

A degradacao da quitosana em organismos biolégicos pode ser catalisada por
bioenzimas para despolimerizar a molécula. Os produtos de degradacdo desta
molécula sdo N-acetil glicose e glucosamina, que sdo nao toxicos para o corpo
humano. Os produtos intermediarios de degradacao ndao se acumulam no corpo € hao

possuem imunogenicidade (WANG et al, 2011).

3.3.2 APLICACOES NA AGRICULTURA

O controle e a gestdao de doencas em plantas cultivadas sempre foram
considerados temas de grande interesse devido aos enormes prejuizos financeiros
que provocam. Durante muitos anos, o controle de agentes patogénicos foi realizado
principalmente pela aplicagdo de agrotdxicos quimicos, devido ao seu facil uso, ao
custo relativamente baixo e ao amplo espectro de agdo. A aplicagdo de venenos na
protecao das lavouras tem sido amplamente utilizada desde o periodo pds-guerra, a
partir de 1945, e contribuiu para um significativo aumento na produtividade agricola
fomentando o desenvolvimento econdmico, reduzindo a incidéncia de doencas
endémicas, protegendo e restaurando plantacées e diversos produtos agricolas
(ECOBICHON, 2000). Na realidade, as doencas das plantas representam um
problema critico para o sucesso da produgdo. A produtividade agricola tem se

beneficiado da utilizagao de pesticidas tanto quantitativa quanto qualitativamente; por
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exemplo, quando os pesticidas sdo devidamente utilizados, contribuem para uma
maior producdo e melhores caracteristicas de qualidade das culturas. No entanto, a
sua utilizagdo também provoca problemas e inconvenientes relacionados com dois
aspectos principais: a saude humana e o impacto ambiental. De fato, os produtos
quimicos fitofarmacéuticos, incluindo o cobre permitido na agricultura organica, sdo na
sua maioria téxicos, persistentes, bioacumulativos e extremamente prejudiciais ndo sé
para a saude humana, mas também para muitos organismos vivos (AKTAR;
SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009). Os pesticidas podem contaminar as matrizes
ambientais (como solo, agua da superficie) sobre aquiferos (HARIA; HODNETT;
JOHNSON, 2003), causando danos diretos e permanentes ao ecossistema. Além
disso, ha a possibilidade real de seus residuos entrarem na cadeia alimentar dos
consumidores (BOOBIS et a/, 2008). A utilizagdo macica dessas substancias
quimicas favorece também o aparecimento de fendmenos de resisténcia nas
principais pragas dessas culturas (HOLLINGWORTH; DONG, 2008) e o
desaparecimento contemporaneo de muitos inimigos naturais das “pragas”, tais como
abelhas, borboletas e demais insetos (VAN LENTEREN, 2003).

A aplicacdo de pesticidas e seus efeitos constituem um tema de grande
preocupacao. De acordo com as novas diretivas europeias a favor de uma agricultura
sustentavel, muitos produtos fitofarmacéuticos atualmente em uso serao substituidos
por substéncias de menor impacto ambiental. Por essa razdo, muitos estudos
cientificos e investigacbes tém se centrado no desenvolvimento de abordagens
alternativas a utilizacdo de pesticidas para a gestao de doencas das culturas. Essas
experiéncias tém seguido diferentes caminhos, incluindo métodos fisicos (SCHMITT
et al., 2009) de gestao integrada de pragas e controle biolégico (TINIVELLA et al.,
2009). Uma abordagem promissora consiste na utilizacdo de compostos naturais,
como extratos de plantas e seus principios ativos (alcaloides, fenodis, monoterpenos,
sesquiterpenos, isoprenoides), que tém sido estudados por suas varias propriedades
antifungicas, antibacterianas e antioxidantes (ISMAN, 2000; MARINELLI et a/.,, 2012;
RICCIONI; ORZALI, 2011), além de compostos derivados de animais, como a
quitosana. Esta tem se mostrado muito interessante para o controle de doencas das
plantas (EL HADRAMI et al/,, 2010), demonstrando possuir atividade antimicrobiana
de amplo espectro contra varios organismos fitopatogénicos e induzir numerosas
respostas bioldgicas nas plantas (MALERBA; CERANA, 2016).
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Uma das propriedades mais estudadas da quitosana € sua elevada atividade
antimicrobiana contra uma série de microrganismos, como bactérias, fungos e virus.
Uma substancia antimicrobiana é definida como uma substancia que elimina ou efetua
a inibicdo do crescimento de microrganismos (ANDREWS, 2001).

Foi descrita uma atividade fungicida de largo espectro da quitosana, que inibe
o crescimento fungico /n vitro de muitos fungos patogénicos, por exemplo, Botrytis
cinerea, Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporoides e Rhizopus stolonifer. A
inibicdo foi observada em diferentes fases do desenvolvimento patogénico, como
crescimento micelial, esporulagdo, viabilidade dos esporos, germinacdo e na
producao de fatores de viruléncia fungica (BADAWY; RABEA, 2011). Além disso, a
atividade antifungica foi também demonstrada /n vivo em muitos sistemas diferentes
de plantas-patdogenos, como na pera contra A. kikuchiana e Physalospora piricola
(MENG et al, 2010), na videira e no morango contra B. cinerea (FELIZIANI; LANDI,
ROMANAZZI, 2015; REGLINSKI et al, 2010) e na pitaia contra C. gloeosporoides
(ZAHID et al., 2015). No arroz, a atividade antifungica contra R. solan/ foi ainda
demonstrada por observagdes ao microscopio eletrénico de transmisséao e testes de
patogenicidade (LIU et a/., 2012).

A forma exata da atividade antimicrobiana direta da quitosana ainda é
ambigua, e diferentes mecanismos foram propostos e descritos (BADAWY; RABEA,
2011; XING et al, 2015), mas nenhum deles é mutuamente exclusivo. O principal
modo de agéo proposto esta relacionado com suas propriedades catidnicas (SHARP,
2013), hipotese apoiada pela falta de atividade antifungica dos oligdbmeros de quitina
ndo carregados (PARRA; RAMIREZ, 2002). Ao contrario da quitosana, a forma
polimérica da quitina € naturalmente ndo carregada e nao apresenta atividade
antimicrobiana substancial. Com base neste modelo, as cargas positivas nas
moléculas de quitosana interagem com as superficies patogénicas carregadas
negativamente (interacdes eletrostaticas), levando a destruicdo da estrutura celular,
causando uma extensa alteragao da superficie celular e aumentando a permeabilidade
da membrana (CHUNG et a/, 2004; RABEA et al, 2003; LIU et al., 2004). Outro
mecanismo proposto envolve a alteragcdo da permeabilidade celular pela quitosana,
que inclui sua deposi¢cao na superficie da célula patogénica, criando uma camada
polimérica impermeavel que impede a absor¢cdo de nutrientes na célula e, enquanto

isso, altera a excre¢ao de metabolitos na matriz extracelular (XING et al., 2015).
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A producao vegetal € um dos elementos mais importantes da agricultura e da
economia, que requer progresso continuo. A introducdo de varias tecnologias
inovadoras contribuiu para o rapido aumento do desempenho agricola, mas a busca
por solugdes ecologicas que aumentem a eficiéncia da produgao vegetal tornou-se
essencial atualmente (KATIYAR; HEMANTARANJAN; SINGH, 2015). As atividades
pré-ecoloégicas nesta area sdo também reforcadas pelas ultimas mudancas nas
politicas agricolas, como o Acordo Verde Europeu, que visa reduzir a utilizacdo de
produtos fitofarmacéuticos e promover a agricultura biolégica (A EUROPEAN GREEN
DEAL., 2021). Assim, o interesse na utilizagao de substancias de origem natural como
estimulantes do crescimento e desenvolvimento das plantas, os chamados
bioestimulantes, tem aumentado nos ultimos anos. O conceito de bioestimulantes foi
proposto no final do século XX, mas ainda nao foi claramente definido até a data. Além
disso, ndo existem regulamentos legais adequados para a sistematizacdo das
preparacdes disponiveis ou registro de novos agentes. No entanto, o termo
"bioestimulante vegetal" € usado para designar qualquer substancia ou formulagao
qgue nao seja um constituinte vegetal, fertilizante ou pesticida, mas que contenha
compostos naturais (simples ou misturas) ou microrganismos. Destina-se a ser
aplicado na planta inteira, numa parte da planta, ou na rizosfera (regido onde o solo e
as raizes das plantas entram em contato) para intensificar os processos fisioldégicos
naturais, aumentar a resisténcia das plantas ao estresse, melhorar a utilizacado de
minerais, e melhorar o tamanho e qualidade dos rendimentos das culturas (DMYTRYK
et al, 2014; MATYJASZCZYK, 2015; POSMYK; SZAFRANSKA, 2016).

A literatura destaca o potencial da quitosana na industria de fertilizantes como
ingrediente que atua na liberacao controlada de nutrientes. O interesse neste polimero
tem sido despertado principalmente pelo seu efeito benéfico no solo e nas plantas e
por algumas caracteristicas fisico-quimicas. Dadas as suas propriedades de formacao
de pelicula, bem como sua elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade, a
quitosana pode ser empregada como material de revestimento regulador da taxa de
liberagdo de minerais na solug¢ao do solo; além disso, pode ser utilizada para resolver
0 problema com a eliminagao de residuos de revestimentos produzidos de polimeros
nao biodegradaveis. Na industria agroquimica, as nanoparticulas de quitosana sao
utilizadas tanto para otimizar a atividade e eficiéncia de varios tipos de formulacoes
como para reduzir a sua toxicidade para o ambiente (LUBKOWSKI; GRZMIL, 2007;
MALERBA; CERANA, 2016; GUMELAR et a/., 2020). Um exemplo de tal aplicacao foi
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mostrado em uma experiéncia realizada por ABDEL-AZIZ et al., 2016, na qual a
aplicacao foliar de um fertilizante & base de nanoquitosana-NPK contribuiu para um
aumento do crescimento e rendimento do trigo em comparagdo com plantas tratadas
com formas tradicionais de nitrogénio, fosforo e potassio.

Frutas e vegetais frescos contém alta porcentagem de agua e continuam a
atividade metabolica apdés a colheita, resultando em maturagdo, aumento da
sensibilidade a fungos causadores de decomposicao e, consequentemente, perda e
desperdicio. Os revestimentos comestiveis, preparados de fontes renovaveis naturais,
podem contribuir para a reducao de residuos, respeitando o ambiente e a saude dos
consumidores. A quitosana e outros materiais utilizados na obtengéo de revestimentos
comestiveis formam uma camada fina ao redor do produto fresco, atuando como
agente protetor, prolongando a vida util e tendo o potencial de controlar o processo de
maturagao e manter as propriedades nutricionais do produto revestido (ROMANAZZI;
MOUMNI, 2022).

A quitosana € um material com grande potencial para desenvolvimento e
obtencdo de revestimentos comestiveis devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e bioatividade, sendo um material poderoso aplicavel em medicina
regenerativa, cosmética e agricultura. Quando aplicada em frutas e vegetais, a
quitosana promove estimulos que favorecem o sistema de defesa do hospedeiro,
proporcionando atividade antimicrobiana contra fungos causadores de decomposicao
e produzindo uma pelicula semipermeavel na superficie tratada. Contudo, é importante
destacar que nesse tipo de aplicagdo é necessario combinar a quitosana com outros
componentes a fim de obter um revestimento com melhor eficiéncia (ROMANAZZI;
FELIZIANI; SIVAKUMAR, 2019). Os revestimentos comestiveis tém sido amplamente
aplicados na conservacao pos-colheita de frutas e legumes frescos. A literatura
cientifica sobre revestimentos comestiveis utilizando quitosana tem aumentado nos
ultimos anos, explicado pela importancia da quitosana na protecao das plantas como
agente fungicida natural e estimulador da defesa das plantas, e pela sua utilizagao
para prolongar o armazenamento de uma variedade de frutas e vegetais
mundialmente. Este biopolimero pode formar uma pelicula semipermeavel em
superficies de frutas e vegetais, reduzindo a taxa respiratéria ao ajustar a
permeabilidade de O e a producao de CO», e ao aumentar a atividade antioxidante
(SHAH; HASHMI, 2020). A quitosana tem atividade antimicrobiana de amplo espectro
e efeitos inibidores comprovados em diversos agentes patogénicos fungicos pos-
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colheita (LANDI et al, 2021; RAJESTARY; LANDI; ROMANAZZI, 2021),
demonstrando que pode atuar como um elicitor exdégeno induzindo atividades de
varias enzimas relacionadas a defesa na fruta da papaia. Nos ultimos anos,
numerosos estudos revelaram a eficacia da quitosana aplicada sozinha ou combinada
com outros compostos naturais para manter as propriedades fisicas de varias frutas e
vegetais (SINGHA et al., 2023; HANANI et al., 2023; ROMANAZZI; MOUMNI, 2022).
A incorporacao de diversos Oleos essenciais em matrizes poliméricas atraiu grande
atencao, pois este biopolimero reduz a volatilidade dos 6leos essenciais e mascara o
mau sabor que podem promover (DANILA et a/, 2021; SANCHEZ ALDANA et al.,
2021; ZHANG et al., 2022).

Os revestimentos podem alterar a composi¢ao da atmosfera ao redor do fruto,
resultando na criagdo de uma barreira a troca de gases, como oxigénio, didéxido de
carbono e etileno, envolvidos no processo respiratério, conforme demonstrado na
Figura 12. Foram relatados diferentes revestimentos comestiveis para preservar o
valor nutricional dos frutos de forma semelhante ou até melhor que a embalagem
convencional (KARAGOZ; DEMIRDOVEN, 2019).

Revestimento comestivel

@ Retarda o amadurecimento

@® Induz a resisténcia do hospedeiro
@ Reduz a troca gasosa

@ Promove contengédo de fungos

+ @ Prolonga o tempo de prateleira

:
T

=T e

:

Reduz a perda de
frutas e vegetais

W Alto [
2 Baixo

Current Opinion in Biotechnology

Figura 12-Principais propriedades dos revestimentos comestiveis aplicados em frutas e vegetais, afetando a

permeabilidade ao etileno (C2H4), agua (H20), oxigénio (O2), e didxido de carbono (COy2).
Adaptado de ROMANAZZ|; MOUMNI, 2022.
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4. MATERIAIS E METODOS

Estdo apresentados os dois fluxogramas (Figuras 13 e 14) que demonstram

as etapas do trabalho e as respectivas analises de caracterizacao realizadas.

12 Parte: avaliagdo dos tempos dos processos de desmineralizacdo e desproteinizagdo da quitina.

Caracterizagéo \
fisico-quimica da

matéria-prima
beneficiada por:

Extracdo de amostras de quitina em
diferentes tempos de desmineralizagdo (1h,
3h e 6h) e desproteinizagao (1h, 3h e 6h)

~
Beneficiamento da
matéria-prima

- TGA
- MEV
Kjeldahl

J

ﬁeterminagéo do rendiment“
e caracterizagao fisico-
quimica das amostras de
Quitina por:

FTIR-ATR

« s s s e @

/

Figura 13-Etapas para extragcdo da quitina e respectivas analises de caracterizacao realizadas.

Elaborado pelo autor, 2023.

2° Parte: avaliagao da influéncia do congelamento no processo de obtengao da quitosana.

( Determinagdo

do rendimento e

" Obtengédo da nentc
Quitina Dezau?:::léaagao ’::> 12 amostra de > caracterizagéo
quitosana fisico-quimica

das amostras de
quitosana por:

* FTIR-KBr
Congelamento = ;(;2
‘ sglze;glglacra?i?\a Desacetilagio ggﬁgﬁ;%ae . DRX
quimica d . Vi T
concentrada quitosana iscosimetria
intrinseca

contendo quitina

Figura 14-Etapas para obten¢cdo das amostras de quitosanas e respectivas analises de caracterizacao realizadas.

Elaborado pelo autor, 2023.
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4.1 BENEFICIAMENTO DA MATERIA-PRIMA

As matérias-primas empregadas no trabalho foram cascas de camardo do
Padifico Litopenaeus vannamei, fornecidas pela Agroindustria de Pescados e
Camarao Lucrecio, localizada no municipio de Tavares, no estado do Rio Grande do
Sul (RS). As cascas foram beneficiadas pelo seguinte processo, apresentado na

Figura 15:

[ Lavagem preliminar J

U

[ Desodorizagdo por }
fervura

[ Lavagem final J
[ Secagem }
Trituracdo e
armazenamento

Figura 15-Processo de beneficiamento da matéria-prima.
Elaborado pelo autor, 2023.

Foram separadas cerca de 10kg de cascas de camardo, as quais foram
submetidas a lavagem continua com agua corrente durante 30 minutos, a fim de
eliminar impurezas grosseiras, como restos da proteina animal, sujidades e
pigmentos. Esse processo foi auxiliado por uma peneira para areia, confeccionada em
aro de poliproprileno com diametro de 55 cm e malha 8 (granulometria de 2 mm). Apos

a remocao dessas impurezas, visivel a olho nu, procedeu-se a fervura a 100°C do
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material por 2 horas em uma panela de ferro fundido de 30 litros, visando minimizar o
odor. Seguiu-se uma nova etapa de lavagem em agua corrente, hovamente com o
auxilio da peneira para areia, para remover as impurezas restantes, incluindo matéria
organica e pigmentos. Obtidas as cascas visualmente limpas (apresentadas na Figura
16), elas foram dispostas em bandejas de ago inox e secas em estufa com circulagao
forcada de ar a 80°C por 24 horas. Apds a secagem, o material foi triturado em um
liquidificador industrial (da marca Spolu, modelo SPL - 052). Em cada ciclo de
moagem, utilizou-se 1kg de casca, processada por 15 minutos, facilitando assim a
armazenagem em uma caixa de polipropileno de 30 litros com tampa. O material

obtido ao final esta apresentado na Figura 17.

Figura 16-Cascas de camarao apos processo de lavagem com remogéao de sujidades grosseiras.

Elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 17-Cascas de camaréao beneficiadas.

Elaborado pelo autor, 2023.

4.2 PROCESSO QUIMICO DE EXTRAGAO DA QUITINA

O processo quimico adotado neste trabalho para a extragdo da quitina das
cascas beneficiadas consistiu na realizagdo das etapas apresentadas na Figura 18.
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[ Cascas beneficiadas J

1

[ Desmineralizagao (HCI - 1 Molar) }

U

[ Desproteinizagao (NaOH — 1 Molar) }

[ Despigmentacao (NaClO — 4% V/V) }

U

{ Quitina 1

Figura 18-Etapas do processo quimico de extracdo de quitina.
Elaborado pelo autor, 2023.

As condi¢cdes para as etapas de desmineralizagcdo, desproteinizacdo e
despigmentacao estdo detalhadas na Tabela 2. A desmineralizacéo foi conduzida a
25°C, enquanto a desproteinizacao ocorreu a 80°C. A despigmentacao foi realizada a
25°C, com um tempo fixo de 30 minutos para todas as amostras. A nomenclatura
adotada para os tempos de desmineralizacdo e desproteinizacdo € baseada nos
intervalos de tempo, onde “M” representa o tempo em horas para a desmineralizacao
e “P” representa o tempo em horas para a desproteiniza¢do. Os tempos empregados
neste estudo foram estimados de forma a tornar o processo dinamico e eficiente,

tornando-o adequado para aplicagdes industriais e escalonaveis.
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Tabela 2- Condicdes e respectivos tempos adotados em cada etapa para obtengao de quitina.

Amostras Desmineralizacdo Desproteinizacdo (NaOH - 1 Despigmentacéo (NaClO
de Quitina (HCI - 1 Molar, 25°C) Molar, 80°C) — 4% VIV, 25°C)
M1P3 1 hora 3 horas
M3P3 3 horas 3 horas
M6P3 6 horas 3 horas 0,5 horas
M6P1 6 horas 1 hora
M6P6 6 horas 6 horas

Elaborado pelo autor, 2023.

M = tempos de desmineralizagao; P = tempos de desproteinizagao.

Todos os procedimentos para a preparacao da quitina foram realizados em

um béquer de 5L, com a mistura sendo efetuada por um agitador mecanico do tipo
hélice, modelo ONESENSE20 da Marte Cientifica. A partir de 200 g de cascas

beneficiadas por amostra, o processo de mistura ocorreu a 240 RPM, utilizando-se a

proporcao solido/liquido de 1g/10mL para desmineralizacdo e 1g/20mL para

desproteinizacdo e despigmentacéo. Essas proporcoes sdo geralmente empregadas
em outros trabalhos, como os de SALEH et a/, 2016, CARDOSO, 2008 e ANTONINO

et al., 2017. Quando necessario, o aquecimento foi feito com o apoio de uma chapa

de aquecimento, modelo SSAGA 10L da Solid Steel. Os equipamentos usados na

preparacao das amostras de quitina estao ilustrados nas Figuras 19 A e 19 B.
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Figura 19-Equipamentos utilizados nas etapas de obtengédo das amostras de quitina. A Figura 19 A
demonstra a realizacdo da etapa de desmineralizagao e a Figura 19 B demonstra a etapa de
desproteinizagao.

Elaborado pelo autor, 2023.
4.2.1 DESMINERALIZACAO

Foi adicionada as cascas uma solu¢do 1 Molar de acido cloridrico (HCI - 37%
P.A. - Quimica Moderna, lote: 10426). Ao final, as cascas desmineralizadas foram
lavadas com agua destilada até atingir pH neutro, com o auxilio de um filtro de
poliéster. A agua destilada utilizada foi fornecida pelo Laboratorio de Biomateriais e
Ceramicas Avancgadas (Labiomat) e pela Incubadora Empresarial do Centro de
Biotecnologia (IECBiot), ambos localizados na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). Em seguida, o material foi submetido a secagem em estufa (marca
Solid Steel, modelo SSDc 180L) com circulagéo forgada de ar, a 80°C, por 24 horas,
a fim de garantir que a etapa subsequente apresente a proporcado sélido/liquido

desejada.
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4.2.2 DESPROTEINIZAGAO

Os processos de desproteinizagdo das cascas desmineralizadas foram
realizados por meio de reagao heterogénea em solugao de hidréxido de sédio (NaOH
- P.A. - Neon, lote: 34646), 1 molar. Em seguida, o material foi lavado com agua
destilada até atingir pH neutro, com o auxilio de um filiro de poliéster. Ao final, o
material foi submetido a secagem a 80°C em estufa com circulagao for¢cada de ar, por
24 horas, para possibilitar que a etapa subsequente apresente a proporcéo

sélido/liquido desejada.

4.2.3 DESPIGMENTAGAO

A despigmentacdo foi realizada com uma solu¢do de hipoclorito de sédio
(NaCIO 4% VIV - Marca Quimifel) por 30 minutos, mantendo uma propor¢do de
1g/20ml. Essa proporcao possibilitou uma remocao visual eficaz dos pigmentos,
garantindo que eles nao influenciem a aparéncia visual dos produtos derivados do
material. Foi adotada agitacao constante a 240 RPM e temperatura de 25°C. Apds, a
quitina obtida foi lavada com agua destilada para remover a solu¢gao remanescente de
hipoclorito de sédio. Ao final, o material foi submetido a secagem a 80°C em estufa
com circulacao for¢ada de ar, por 24 horas. O processo de despigmentacao realizado
em solugcdo de hipoclorito de sodio e a quitina seca ao final do processo estao

apresentados nas Figuras 20 A e 20 B.

Figura 20-Processo de despigmentagdo em solugéo de hipoclorito de sédio representada na Figura
20 A. Na Figura 20 B é possivel verificar a quitina apos o processo de lavagem e secagem.
Elaborado pelo autor, 2023.
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4.3 DESACETILAGAO QUIMICA DA QUITINA PARA OBTENGAO DA
QUITOSANA

Uma amostra de quitina foi selecionada e preparada de acordo com as
especificagbes do processo da amostra M6P6 para a obtengao de quitosana, tanto
com quanto sem congelamento prévio. Essa amostra foi escolhida porque um tempo
maior de desproteinizagcdo (6h) a uma temperatura de 80°C favorece uma
desacetilagao parcial da quitina, possibilitando a obtencdo de uma quitosana com
maior %GD (YOUNES; RINAUDO, 2015; TOKATLI; DEMIRDOVEN, 2018). Além
disso, baseia-se na premissa de que periodos mais longos resultam em maior
eficiéncia na reducao do teor de cinzas e proteinas. No entanto, € importante notar
que um tempo prolongado também pode levar a degradagdo da cadeia polimérica,
conforme apontado por YOUNES; RINAUDO (2015). As condi¢cdes especificas
adotadas para a obtencao de quitosana estao descritas na Tabela 3. A nomenclatura
consiste em: “Q” indica que é quitosana; “M” se refere ao tempo de desmineralizagéo;
“P” é referente ao tempo de desproteinizacdo; “F” indica o uso de ultrafreezer. O
congelamento da amostra QM6P6F foi realizado a -30°C durante 72h. O processo de
desacetilagdo quimica para a obtencdo das duas amostras ocorreu em solucao de
NaOH 12,5M, a 110°C durante 6h.

Tabela 3-Parametros do processo de obten¢ao de quitosana.

Amostra de Congelamento (-30°C, 72 horas) Desacetilagcdo (NaOH 12,5 M,
quitosana 110°C)
QM6P6 Nao
: 6 horas
QM6P6F Sim

Q = quitosana; M = tempo de desmineraliza¢do; P = tempo de desproteinizagdo; F = indica o uso de
ultrafreezer.

Elaborado pelo autor, 2023.

Para cada experimento (ensaio), foram empregados 20g de quitina, a qual foi
adicionada uma solucao de hidroxido de sodio 12,5M, huma razdo massa/volume de
1g/20mL, mesma proporcao utilizada por HORN, 2008, embora este tenha adotado
uma solucgao alcalina de 10 Molar. A solucao correspondente a amostra QM6P6F foi
preparada em um baldo de fundo redondo com 3 bocas e capacidade de 500mL. O

baldo foi submetido ao congelamento em um ultrafreezer, modelo DUO 240 D, da

53



marca Indrel Scientific, por 72 horas, tomando-se cuidados para evitar o rompimento.
Apos esse periodo, a amostra foi descongelada em uma estufa a 100°C por 60
minutos. Com o completo descongelamento, o sistema foi preparado para a
desacetilacdo quimica. Embora o meio seja altamente alcalino, utilizou-se um bal&o
de vidro, pois, para as condigoes de processo estabelecidas, o recomendado seria o
uso de um recipiente em aco inox 316. Este recipiente ndo estava disponivel, mas é
evidente que, para processos industriais, tal material € de suma importancia para este
processamento (WANG et al,, 2023).

As condi¢cdes de processo para a desacetilagdo quimica, adotadas para o
preparo das duas amostras, foram as mesmas: temperatura de 110°C (em banho de
glicerina), durante 6 horas. O sistema montado para esse procedimento consistiu no
uso de uma chapa aquecedora com agitacdo, modelo digital C-MAG HS 7 da IKA, um
termémetro de contato e controlador de temperatura eletrénico ETS-D5 da IKA, um
condensador de refluxo do tipo Allihn (Bola) e um resfriador tipo chiller, modelo CA-
1115 da marca Eyela, que manteve a agua de recirculagao a uma temperatura de 19°C
durante o procedimento. O sistema adotado esta apresentado nas Figuras 21 e 22. Ao
final de ambos os processos, procedeu-se a lavagem com agua destilada até atingir
pH neutro. Em seguida, o material obtido foi submetido a secagem em estufa com

circulagao forgada de ar a 80°C por 24 horas.

Figura 21-Sistema para realizagdo da desacetilagao quimica da quitina.
Elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 22- Chiller empregado para recirculagdo de agua no condensador de refluxo.
Elaborado pelo autor, 2023.

As quitosanas QM6P6F, obtida com congelamento, e QM6P6, obtida sem
congelamento, sdo apresentadas nas Figuras 23 A e 23 B, respectivamente. Ambas
as amostras foram depositadas em placas de Petri lisas, com dimensdes de 60mm x
15mm (didmetro X altura), e apresentaram cor cinza. Nota-se que a QM6P6F é

caracterizada por apresentar uma tonalidade mais escura do que a QM6P6.

Figura 23-Demonstracéo das amostras de quitosana QM6P6F (A) e QM6P6 (B), respectivamente.
Elaborado pelo autor, 2023.
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4.4 RENDIMENTO DE EXTRAGAO DA QUITINA E OBTENGAO DA QUITOSANA

A determinacdo dos rendimentos obtidos em cada etapa do processo de
extracdo de quitina foi realizada com base na amostra M1P3, que apresenta os
menores tempos de processo de desmineralizagdo e desproteinizacao. Isso favorece
processos em larga escala que requerem etapas com tempos otimizados. O
rendimento da obtencao da quitosana foi determinado com base na amostra QM6P6F.
O rendimento percentual foi calculado com base na matéria-prima beneficiada,
partindo de uma quantidade inicial de 200g de material seco. A massa do material foi
determinada apods cada etapa, com a pesagem sendo realizada apds a secagem em

estufa (em base seca).
4.5 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DOS MATERIAIS OBTIDOS

4.5.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER COM REFLEXAO TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR) E
FTIR POR TRANSMISSAO

Para identificar os principais grupos funcionais das amostras de quitina
(analise qualitativa), foi realizada uma analise por FTIR-ATR. Ultilizou-se um
espectrometro Nicolet 6700 ( Thermo Scientific), com resolugdo de 4 cm', no modo
ATR com cristal de Germanio. Os dados foram coletados na regido de 800 a 4000 cm-
1. Para a caracterizacdo das amostras de quitosana, utilizou-se o espectrémetro Ajpha
(Bruker) no modo de transmissao, tanto para analise qualitativa quanto quantitativa,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), na propor¢cao 10:1 (proporcao de
KBr : proporcdo de quitosana) em uma faixa de varredura de 400 a 4000 cm'. A
determinacéao do percentual de desacetilacao (%GD) por meio da técnica FTIR seguiu
as abordagens propostas por DOMSZY; ROBERTS (1985), e BRUGNEROTTO et al.
(2001). Neste processo, linhas de base foram aplicadas para calcular as areas
integradas dos picos caracteristicos da amida | (1655 cm-) e do grupo hidroxila (3450
cm ), bem como dos picos da amida Il (1320 cm'") e do grupo CHz (1420 cm),
conforme expresso nas equacdes 3 e 4, respectivamente. Posteriormente, os dados
obtidos foram processados no software Origin 2015.
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%GD = 100 — (M) . (ﬂ) Eq. 3

A3z4so 1,33

Aq420

%GD = 100 — <(M) - 0,3822) /0,03133 Eq. 4

Na equacgdo 3, as regides de absorbéancia Aiess € As4so correspondem as
bandas de amida | e a vibracdo de estiramento do grupo amina (NH) na quitosana,
respectivamente. Estas bandas sao caracteristicas da quitosana e da quitina. A razao
100/1,33 ¢ utilizada para normalizar a equagéao e corresponde a uma constante para
amostras de quitina completamente N-acetiladas. A confiabilidade desta equacéo foi
validada ao ser comparada com métodos analiticos de titulagao de sal de hidrobrometo
e determinacao de salicilaldeido residual. A titulacdo de sal de hidrobrometo é um
procedimento quantitativo baseado na medida da quantidade de um reagente de
concentracao conhecida consumida pelo analito. O salicilaldeido é frequentemente
utilizado em analises quimicas devido a sua reatividade com certos grupos funcionais.
Assim, a equacéao fornece uma maneira direta e confiavel de determinar o grau de
desacetilacdo da quitosana, que é uma caracteristica quimica importante
influenciadora em diversas aplicagdes da quitosana (DOMSZY; ROBERTS, 1985;
RINAUDO, 2006; KASAAI, 2008).

Quanto a equacdo 4, a regido A3 estda associada as vibragbes de
deformacéao do grupo acetilado na quitosana, o que a torna sensivel as mudancgas no
grau de desacetilagdo. Ja a regiao A1420 relaciona-se com as vibragdes de deformagéao
das ligacbes C-H em grupos metila e metileno, sendo menos afetada pela
desacetilacao e servindo como referéncia interna estavel. O fator de correcao 0,3822
ajusta a razao A1320/A1420 para alinhar os resultados da espectroscopia infravermelha
com os valores obtidos por métodos analiticos absolutos, como RMN e UV-VIS. O fator
de escala (0,03133) converte a razdo ajustada em um valor percentual, refletindo
diretamente o grau de desacetilagao da quitosana. Essa abordagem garante que a
medida do %GD obtido por FTIR seja precisa e comparavel a métodos analiticos mais
diretos e confidveis (BRUGNEROTTO et al., 2001; ANTONINO et al., 2017).
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4.5.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA E DIFERENCIAL TERMICA
(TGA/DTA)

A analise termogravimétrica e diferencial térmica (TGA/DTA) foi realizada nas
amostras de quitina e quitosana para avaliar a taxa de decomposic¢ao e determinar o
teor de cinzas, utilizando um equipamento modelo SDT Q600 ( 74 /nstruments). O gas
utilizado foi ar, com uma vazdo de 100 mL/min, em um cadinho de alumina, a uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min, entre 30 e 800 °C. Os termogramas foram gerados

utilizando o software Origin 2015.

4.5.3 ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Realizou-se a analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) nas
amostras de quitina e quitosana para identificar as transicdes fisicas e/ou quimicas
ocorridas durante o processo de decomposicao. Utilizou-se o equipamento NETZSCH,
modelo Pegasus® DSC 404 F3. As condi¢cbes do ensaio foram: forno de prata; cadinho
de Al203; gas N»; vazéo de gas de purga de 50mL/min; rampa de aquecimento de 30
a 500°C; taxa de aquecimento de 10°C/min. Os dados foram processados com o

auxilio do software Origin 2015 e Proteus 6.1.

4.5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Com o objetivo de analisar a morfologia das amostras de casca de camarao
beneficiada e das amostras de quitina obtidas, realizaram-se MEV utilizando o
equipamento Zeiss EVO MA 10, com o parametro de tensdo ajustado em 10 kV. Antes

de realizar as microscopias, as amostras foram revestidas com ouro.

455 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX) E DETERMINGAO DE
CRISTALINIDADE

O perfil cristalino das amostras de quitina e quitosana foi avaliado utilizando
um difratbmetro Philips, modelo X’pert MPD. O tubo de Raios X com radiacdo Cu Ka
foi empregado no intervalo de varredura de 5-50° para caracterizagcdo das amostras

de quitina e 10-50° para caracterizagcdo das amostras de quitosana, com uma
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velocidade de 0,05° por segundo, fenda de 1/2° e janela de 20mm. Da DRX, é possivel
estabelecer os niveis de cristalinidade da quitina. O indice de cristalinidade (Icr) pode
ser calculado utilizando a equacao 5 (ANDRADE, 2012).

[c—1
Icr = CI 2100 Eq.5
Cc

Sendo:

Icr= indice de cristalinidade;
I = Intensidades dos sinais nas regides cristalinas (20 = 20°);

I,= Intensidades dos sinais nas regiées amorfas (26 = 10° a 13°).

45,6 DETERMINAGAO DE NITROGENIO TOTAL PELO METODO DE
KJELDAHL

O teor de nitrogénio total foi medido para acompanhar o comportamento deste
parametro na casca de camarao beneficiada e nas amostras de quitina (amostras
M1P3, M3P3, M6P3, M6P1 e M6P6). O método de Kjeldahl determina o nitrogénio
total de uma amostra (HAYES, 2020). A base do processo de Kjeldahl é a conversao
do nitrogénio presente na amostra em sal amoniacal (sulfato de aménio, por meio de
H2S0O4). Em seguida, desloca-se o amdnio para uma solugao acida (acido bérico). A
quantidade de nitrogénio que deu origem ao aménio € determinada por titulagdo. A
equacao 6 expressa o calculo utilizado para a determinacao do teor de nitrogénio total
das amostras (ICTA UFRGS, 2017).

(Fc*VH,50,%0,14)
%Ntotal = = Eq. 6

Mamostra

Sendo:

F. = Fator de correcdo do Acido Sulftrico 0,1N;

VHSO04 = Volume, em mL, de Acido Sulfuarico 0,1N gasto na titulag&o;
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M amostra = Massa de amostra digerida, em g.
4.5.7 VISCOSIDADE INTRINSECA

A massa molecular das amostras de quitosana foi determinada utilizando o
método de viscosimetria intrinseca, conforme descrito por RINAUDO et al. (1993).
Esse procedimento baseia-se na férmula de Mark-Houwink-Sakurada, indicada na

equacao 7/ do estudo.
[n] = K* M,* Eq. 7
Onde:

[n] = Viscosidade intrinseca;
K e a = Constantes viscosimétricas (K = 0,076 mL/g e a = 0,76);

M, = Massa molecular viscosimétrica média.

As medicées foram realizadas com o auxilio de um viscosimetro de
Ubbelohde, em um ambiente composto por uma solucao de acido acético e acetato de
sbédio nas concentragdes de 0,3 mol/L e 0,2 mol/L, respectivamente. Para garantir a
precisao das medi¢des, as amostras foram analisadas em um banho maria de agua
potavel, mantido a uma temperatura constante de 25°C (o sistema utilizado esta

apresentado na Figura 24).
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Figura 24-Sistema empregado para determinagéo da viscosidade intrinseca.

Elaborado pelo autor, 2023.

Foram realizadas medi¢cdes dos tempos de fluxo tanto para o solvente puro
(to) quanto para as solucdes diluidas de quitosana (t), sendo estas ultimas preparadas
em concentragdes conhecidas. Utilizando a relagao entre esses tempos de fluxo (t/to),
calculou-se a viscosidade relativa (nrel) da solugao, conforme estabelecido na equacao
8.

N, =t=t 5= Eq. 8
rel—no_to'p = Po q.

ApoOs obtida a viscosidade relativa (n,.; ) € possivel calcular a viscosidade

especifica (ng,) de acordo com a Equagéo 9.

n t
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A viscosidade reduzida (n.q) das solu¢gbes de quitosana foi calculada
utilizando a equacao 10, baseando-se na proporgao entre a viscosidade especifica

(nsp) € a concentragéo das solugdes (c).

Npeqg = S Eq. 10

Consequentemente, gerou-se uma curva representando a viscosidade
. n ~ ~ . ~
reduzida (%) em funcgao da concentragao (c) para cada amostra, utilizando solugoes

de quitosana em diferentes concentragdes conhecidas. Da analise dessa curva e de
um ajuste linear preciso, extrapolou-se o valor de viscosidade intrinseca [n] no eixo
vertical (ordenadas). Posteriormente, realizou-se o tratamento matematico dos dados
obtidos, seguindo a equacao 6 e utilizando os valores previamente mencionados das

constantes viscosimétricas para obtencdo da massa molecular viscosimétrica média

(My).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DE EXTRAGAO DA QUITINA E OBTENGAO DE
QUITOSANA

A Tabela 4 apresenta os rendimentos obtidos em cada etapa do processo de
extracao de quitina (amostra M1P3) e obtencao de quitosana (amostra QM6P6F). O
rendimento percentual é calculado com base na matéria-prima beneficiada, a partir de
uma quantidade inicial de 200g de material seco. A massa do material foi determinada
ap0Os cada etapa, sendo a pesagem realizada apds a secagem em estufa (em base

seca).

Tabela 4-Rendimento de extragcdo de quitina (amostra M1P3) e de obtencédo de quitosana (QM6P6).

Percentual em
Etapa Massaem g relagdo a matéria-

prima beneficiada

Matéria-prima beneficiada 200g 100%
Apo6s desmineralizacao 80,39 40,2%
Apés desproteinizacao 30,5¢g 15,2%
Apbs despigmentacao 29,29 14,6%

Apos desacetilagao 13,59 6,75%

Elaborado pelo autor, 2023.

A extracdo de quitina a partir da matéria-prima beneficiada (apdés a
desodorizagdo e secagem) resultou em um rendimento de 14,6%, enquanto a
obtencdo de quitosana resultou em um rendimento de 6,75%. E comum encontrar
variagdes nos rendimentos relatados na literatura, pois isso pode depender se a
matéria-prima considerada € antes ou apds o beneficiamento, e se esta em base
umida ou em base seca. No estudo de MOURA et al., 2007, que extraiu quitina e
obteve quitosana a partir de carapacas de camarao (sem especificar a espécie), os
rendimentos relatados foram de 4,8% para quitina e 2,4% para quitosana. Essa
diferenga pode estar relacionada ao percentual de massa associado a matéria-prima
antes do beneficiamento, o que pode levar a valores de rendimento inferiores aos
obtidos neste trabalho. No estudo de MACHADO, 2023, que avaliou a obtencao de
quitina e quitosana a partir de residuos da producao dos insetos Zophobas morio e
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Tenebrio molitor, os rendimentos de quitina e quitosana em percentual de massa de
exoesqueletos secos variaram de 11,21% a 20,89% e 6,26% a 7,07%,
respectivamente, mostrando compatibilidade com os resultados obtidos neste

trabalho.

5.2 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE QUITINA

5.2.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER COM REFLEXAO TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

Com o objetivo de avaliar os grupos quimicos das amostras de quitina obtidas,

realizou-se o ensaio de FTIR-ATR apresentados nas Figuras 25 a 29:
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Figura 25-Espectro de FTIR-ATR da amostra M1P3.
Elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 26-Espectro de FTIR-ATR da amostra M3P3.

Elaborado pelo autor, 2023.
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-Espectro de FTIR-ATR da amostra M6P3.

Figura 27

Elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 28-Espectro de FTIR-ATR da amostra M6P1.

Elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 29-Espectro de FTIR-ATR da amostra M6P6.

Elaborado pelo autor, 2023.
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Nos espectros, foram observadas bandas intensas em 3452 e 3266 cm™. De
acordo com CHEN et al. (2014), essas bandas sao, respectivamente, associadas ao
estiramento das ligagdes OH e NH. Estes picos sao esperados, pois a quitina possui
uma abundancia destes grupos funcionais, que desempenham um papel crucial em
suas propriedades e estrutura.

As bandas na regido de 2886 a 2961 cm' podem ser atribuidas a vibragdo de
estiramento simétrico de grupos CH e CHs e ao estiramento assimétrico de CH:. Essas
observacgoOes estao alinhadas com a presenca de grupos alquil em estruturas como a
quitina. Mais especificamente, as bandas em 1380 e 1312 cm™ indicam a deformacéao
de CHs e a agitacdo de CHy, respectivamente (CHEN et a/., 2014).

Quanto aos picos distintos em 1629 e 1662 cm™, ISLAM; ARNOLD; PADHYE
(2015) os associam a banda Amida |. Isso sugere a presenca de dois tipos de ligagoes
de hidrogénio em um grupo C=0 com os grupos NH e OH das cadeias de quitina,
evidenciando a complexidade da rede de interagcdes intramoleculares.

Finalmente, bandas que variam de 1027 a 1163 cm™ foram identificadas.
Segundo FATIMA (2020), estas bandas estdo associadas ao oxigénio da ponte
assimétrica e ao estiramento C-O, comuns em polissacarideos como a quitina.

Os resultados confirmaram qualitativamente a presenca dos grupamentos
funcionais tipicos esperados para a quitina e evidenciam que as etapas de
desmineralizagao e desproteiniza¢do nao alteraram os seus grupamentos funcionais,
em comparagao com os relatados na literatura (CHEN et a/., 2014; ISLAM; ARNOLD;
PADHYE, 2015; FATIMA2020). Além disso, a analise espectral demonstra a
manutencao dos grupamentos quimicos apos processamento. Isso € crucial, pois a
manutencdo desses grupos funcionais € fundamental para a preservacdo das
propriedades biolégicas e quimicas da quitina, o que, por sua vez, influencia sua
aplicabilidade (KUMIRSKA et al., 2011).

5.2.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA E DIFERENCIAL TERMICA
(TGA/DTA)

A analise de TGA / DTA foi realizada para avaliar a estabilidade térmica das
amostras de quitina obtidas, bem como para quantificar o teor de cinzas relacionado
com o teor de minerais remanescentes nas amostras apds o processo de

desmineralizagdo. Esta apresentada a curva de TGA / DTA obtida para a casca do
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camarao (Figura 30). A casca de camarao beneficiada foi considerada na analise para

avaliar o teor de cinzas inicial presente no material.
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Figura 30-Curvas TGA / DTA de casca de camarao beneficiada.

Elaborado pelo autor, 2023.

A Figura 30 apresenta as curvas TG / DTA sobrepostas para a amostra de
cascas de camarao, submetida a razdo de aquecimento de 10°C min-! sob atmosfera
de ar. As curvas apresentam 4 eventos térmicos, semelhante ao que é relatado no
trabalho de ANTONINO, 2007: perda de agua (11,51%), duas curvas que
correspondem a perda de material orgéanico, tais como proteinas e lipidios (37,86% e
21,05%) e, por final, perda de material inorganico e possivel formagcdo de oOxidos
(8,89%). O teor remanescente de 20,7% em massa na casca de camarao beneficiada
€ atribuido a sua parte inorganica, representando o teor de cinzas. O resultado revelou
um padrao de degradacao em multiplos estagios, com uma perda total de massa de
79,31%. Este comportamento é semelhante ao descrito por MIRON et a/,, 2022, em
relacdo aos diversos estagios, embora tenham encontrado uma perda total de massa
de 65,57%. Fatores como espécie do camarao empregado, etapas de pré-tratamento
da matéria-prima podem influenciar na obtencdo de diferentes percentuais de

degradacéo.
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As demais etapas do trabalho de MIRON et a/., 2022 também apresentam
semelhangas como: evaporacao da agua e compostos volateis na faixa de 30 a 150°C,
decomposi¢cdo das proteinas e lipidios no segundo estagio de degradacao, que
ocorreu entre 150 e 400°C. A etapa final de degradacao térmica, entre 600 e 700 °C,
corresponde a decomposi¢ao de CaCO3 em CaO e CO.. Este padrao de degradacao
térmica é reforcado por trabalhos como o de HAJJI et al,, 2017; QUEIROZ et al, 2015;
PHUNG HAI; SUGIMOTO, 2018, que também documentam eventos semelhantes na
decomposicdo de compostos de calcio a altas temperaturas. Esses estudos
corroboram a ideia de que a composicao e as propriedades térmicas das cascas de
camarao sao consistentes em diferentes amostras e métodos de analise, apesar das
variagdes inerentes as fontes naturais.

Sao apresentadas as curvas TGA / DTA das amostras correspondentes as
amostras M1P3, M3P3, M6P3, M6P1 e M6P6 de quitina (Figura 31). Todas
apresentam os trés estagios principais de degradacao: perda de agua, perda de
material organico e perda de material carbonizado, identificadas nas figuras como

estagios A, B e C, respectivamente.
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Figura 31-Curvas TGA / DTA das amostras de quitina M1P3, M3P3, M6P3, M6P1 e M6P6.
Elaborado pelo autor, 2023.

As cinco amostras apresentaram perfis de decomposicdo semelhantes,
representados pelos seguintes eventos: perda de agua (na faixa de 55°C a 100°C),
perda de material organico (de 185°C a 350°C) e perda de material carbonizado (de



367°C a 590°C). Os picos de temperatura correspondentes aos trés eventos citados
das amostras, bem como os respectivos percentuais de perda de massa associados,

estao apresentados na Tabela 5:

Tabela 5-Picos de temperatura para cada etapa de decomposicéo e respectivos % de perda de

massa correspondentes as curvas TGA / DTA obtidas.

Temperatura de Temperatura de pico de | Temperatura de pico
Amostra pico de perda de perda de material de perda de material Teor de
agua e % de orgéanico e % de massa carbonizado e % de cinzas
massa massa
M1P3 55°C € 5,9% 320°C e 63,4% 490°C e 29,4% 1,3%
M3P3 57,5°C e 4,6% 321,2°C e 64,7% 494,5°C e 29,4% 1,3%
M6P3 67,5°C e 54% 315,2°C e 64,1% 484,8°C e 30,1% 0,4%
M6P1 50,0°C e 4,3% 317,6°C € 67,8% 484°C e 27,9% ~0%
M6P6 57,0°C e 4,6% 318,2°C € 63,5% 483,6°C e 31,9% ~0%

Elaborado pelo autor, 2023.

O comportamento verificado apresentou similaridades, conforme também
relatado no trabalho de ANTONINO (2007), que descreve a obtengédo de curvas em
amostras de quitina tratadas com diferentes concentragdes de HCI (0,25M, 0,5M e 1M)
e NaOH (1% e 10% m/V). A faixa de perda de massa relatada nesse estudo para cada
etapa foi de 5,85% a 7,5% para a perda de agua, 59,8% a 64,6% para a perda de
material organico, através da degradacdo da estrutura sacaridica das moléculas,
incluindo a desidratacdo dos anéis sacaridicos e a decomposicdo das unidades
acetiladas da quitina, e 26,45% a 30,4% para a perda de material inorganico.

O teor de cinzas remanescente nas amostras de quitina variou de

aproximadamente 0% a 1,3% Especificamente, as trés amostras que passaram por
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um processo de desmineralizacdo de 6 horas (Amostras M6P3, M6P1 e M6P6) foram
as que apresentaram os menores percentuais de teor de cinzas. Nas amostras M6P1
e M6P6, o grafico apresentou um teor de cinzas negativo, possivelmente devido a um
erro de analise associado a calibragdo do equipamento. O tempo de desmineralizagao
no processo de purificagdo da quitina apresenta implicagbes significativas para a
otimizacdo de sua qualidade e para aplicagbes posteriores. Os resultados de
TGA/DTA evidenciam a eficiéncia do processo de desmineralizagdo na eliminagcao do

carbonato de calcio (ndo havendo degradacao entre 600 e 700°C).

5.2.3 ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Utilizando a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), analisaram-se as
amostras de quitina para identificar as alteragdes fisicas e/ou quimicas ocorridas
durante seu processo de decomposicao. As curvas de DSC ilustram o comportamento
térmico das amostras de quitina M1P3, M3P3, M6P3, M6P1, M6P6, como

demonstrado na Figura 32.
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Figura 32-Curvas de DSC das amostras de quitina.

Teva = Temperatura de evaporacao de agua; E = Calores de Transi¢cao; Tpoeg = Temperatura de
Degradacao da Quitina.
Elaborado pelo autor, 2023.

No trabalho de KAYA et al., 2017, que avaliam de maneira mais abrangente
as caracteristicas fisico-quimicas das diferentes estruturas polimoérficas da quitina (a,
B e y), sdao apresentadas informacdes relevantes para a caracterizacdo desse
polimero. No estudo, as analises de DSC identificam dois picos endotérmicos para as
trés formas de quitina. No entanto, para esta comparacéao, serao considerados apenas
os dados da a-quitina, a qual é predominante em carapagas de camarao e foi a
escolhida para o presente trabalho. O primeiro pico endotérmico, referente a
evaporacao de agua, segundo KAYA et al, 2017, ocorreu a 65,2°C (Teva), sendo
compativel com os valores de temperatura encontrados em todas amostras de quitina
(valores variando de 60,4°C a 66,4°C). Para o segundo pico, que esta relacionado a
degradacao do polimero (Tpeg), KAYA et al., 2017 encontraram para a a-quitina um
pico em 375,3°C. De acordo com o trabalho mencionado, a a-quitina € a estrutura
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polimorfica que apresenta a maior temperatura endotérmica para o segundo pico, e 0s
resultados encontrados neste trabalho foram compativeis com os dos autores
supracitados, variando de 379°C a 385,7°C, mantendo compatibilidade com o
comportamento da a-quitina.

No trabalho de JANG et al., 2004, as caracteristicas fisico-quimicas das formas
polimorficas a, B e y da quitina também s&o exploradas. Ao avaliar as curvas de DSC
nesse estudo, constatou-se um pico endotérmico amplo e fraco para a primeira
transicdo endotérmica da quitina, de 50°C a 140°C aproximadamente, atribuido a
evaporagao da agua adsorvida a quitina. Os resultados apresentados na Figura 32
também evidenciam uma transicdo endotérmica fraca e ampla para as cinco amostras
de quitina na mesma faixa de temperatura. Quanto ao segundo pico endotérmico, de
acordo com JANG et al., 2004, a a-quitina possui uma estrutura cristalina muito rigida
devido as ligagdes de hidrogénio intrafolhas (ligagbes na mesma camada da estrutura
cristalina) e interfolhas (ligagcdes entre as camadas da estrutura cristalina), refletindo
na maior temperatura de pico encontrada para esta estrutura cristalina em
comparacgao as estruturas 3 e y (B possui uma forca intermolecular relativamente fraca
devido a interacao intrafolha; ja a quitina y, com uma estrutura antiparalela e paralela,
apresenta um pico endotérmico entre aqueles da quitina a e quitina B). O pico
endotérmico para a a-quitina no trabalho citado foi o mais elevado entre as estruturas
o, B ey, sendo de 330°C. Destaca-se que o fato deste valor ser inferior aos 375,3°C
indicados por KAYA et al., 2017, reforgca que a fonte biolégica da matéria-prima, a
regido geografica e demais atributos conferem diferencas fisico-quimicas,
especialmente na avaliacdo dos calores endotérmicos identificados na analise de
DSC. Além disso, em ambos os trabalhos, informa-se que a fonte bioldgica € o
caranguejo, mas sem especificar a espécie utilizada e demais caracteristicas que
possibilitassem uma distingdo entre as fontes bioldgicas empregadas em ambos os
estudos.

Observa-se uma diferenca na regiao do segundo pico endotérmico entre as
amostras M6P3, M6P1 e M6P6 em comparacado as amostras M1P3 e M3P3. Isso
sugere uma relacao entre os tempos de processo e o pico de temperatura desta
transicdo térmica. De acordo com ANTONINO (2007), as diferentes entalpias
relacionadas a segunda transi¢cao endotérmica podem estar associadas a estabilidade
do material, que por sua vez se relaciona com a %GD deste material (valores que néao

foram determinados neste trabalho).

74



Pesquisas sobre as propriedades térmicas de polissacarideos, tais como
quitina e celulose, geralmente apresentam complexidades, sobretudo devido as
dificuldades na preparagdo das amostras e a sua decomposicao térmica antes da
Transicao Vitrea (Tg) e da Temperatura de Fus&o (Tm). Essa problematica origina-se
da presenca de cadeias rigidas nesses materiais, o que também dificulta a
identificacdo da T e Tm em outros polissacarideos. Consequentemente, esses dados

nao estao especificados na Figura 32.
5.2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

MEV é uma técnica que proporciona imagens de alta resolugao, superiores as
da microscopia optica. Esta técnica facilita a analise dos aspectos morfolégicos dos
materiais. Ao examinar as imagens obtidas por MEV da casca de camarao beneficiada
e das amostras de quitina, torna-se evidente que o processo quimico de
desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo altera a morfologia do
material, demonstrando diferencas visuais significativas entre a casca beneficiada e
as amostras de quitina.

Destaca-se que analises de MEV da quitosana nao foram realizadas, pois,
conforme relatado por ANTONINO eta/. (2017) e ANTONINO (2007), ndo ha variagdes
morfoldgicas significativas entre a quitina e a quitosana. A variagdo morfologica mais
significativa ocorre nas etapas iniciais do processo, que correspondem a
desmineralizagao, desproteinizacdo e despigmentagdo. Adicionalmente, de acordo
com JANTZEN DA SILVA LUCAS et al. (2021), a morfologia da superficie da quitina e
quitosana varia conforme a espécie da fonte biologica e também pode variar dentro
da mesma espécie, exibindo diferentes morfologias superficiais que vao desde lisas
sem nanoporos até fibrilares com ou sem nanoporos e nanofibras distintas,
provavelmente devido as diferengas na estrutura.

Sao apresentadas as imagens correspondentes a morfologia da casca de
camarao beneficiada (imagem A), comparadas com as amostras de quitina M1P3
(imagem B), M3P3 (imagem C), M6P3 (imagem D), M6P1 (imagem E) e M6P6
(imagem F) nas magnificagées de 500x (Figura 33), 5.000x (Figura 34) e 10.000x
(Figura 35). Na casca beneficiada, observa-se uma estrutura compacta, caracterizada
por uma textura rugosa e irregular (indicada por setas), promovida pela presenca de
fases minerais e organicas. As imagens das amostras de quitina, apds as etapas de
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desmineralizacao, desproteinizacdo e despigmentagdo, revelam um material com
menos irregularidades do que a casca original, mas com a presenca de multicamadas
fibrosas asperas e compactas sobre a superficie e presenga de poros, em especial

nas amostras M3P3 (Figura C) e M6P3 (Figura D), conforme indicado por setas

apresentadas nas Figuras 34 e 35, demonstrando compatibilidade com os resultados
de ANTONINO et al. (2017).

Figura 33-Imagens de MEV (magnificagdo de 500x) da casca de camarao beneficiada “A” (superficie rugosa e com
irregularidades) e amostras de quitina: M1P3 “B”, M3P3 “C”, M6P3 “D”, M6P1 “E” e M6P6 “F” (presenca de
multicamadas, asperas e compactas).

Elaborado pelo autor, 2023.
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Figura 34-Imagens de MEV (magnificagdo de 5.000x) da casca de camarao beneficiada “A” (superficie rugosa e com
irregularidades) e amostras de quitina: M1P3 “B”, M3P3 “C”, M6P3 “D”, M6P1 “E” e M6P6 “F” (presencga de poros,
multicamadas, asperas e compactas).

Elaborado pelo autor, 2023.

Figura 35-Imagens de MEV (magnificagdo de 10.000x) da casca de camaréao beneficiada “A” (superficie rugosa e
com irregularidades) e amostras de quitina: M1P3 “B”, M3P3 “C”, M6P3 “D”, M6P1 “E” e M6P6 “F” (presenca de
poros, multicamadas, asperas e compactas).

Elaborado pelo autor, 2023.
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5.2.5 ANALISE DE DIFRAGAO DE RAIOS X (DRX) E DETERMINAGAO DO
NDICE DE CRISTALINIDADE

A técnica de DRX é amplamente utilizada na caracterizacdo de materiais,
permitindo obter informacdes detalhadas sobre a estrutura de um material, incluindo
o arranjo dos atomos e o perfil cristalino. Esta técnica € eficaz para diferenciar
claramente a quitina original de seus derivados desacetilados. O padrao de difracéo
da quitina exibe picos mais definidos e numerosos em comparagdo com os da
quitosana, o que é atribuido a presenca de dominios cristalinos maiores e em maior
quantidade na quitina (ROBERTS, 1992; ZHANG et a/., 2000).

Ao analisar o espectro de DRX da quitina, identificaram-se picos ocorrendo
nas regides de 9,3°, 12,7°, 19,2°, 20,6°, 23,4°, 26,5° e 39,2° - 26, que correspondem
aos planos cristalograficos (002), (012), (101), (110), (103), (031) e (211),
respectivamente, como ilustrado na Figura 36. Com base na analise dos picos obtidos
na DRX da quitina, foi possivel confirmar a presenca da forma a-quitina nas cinco
amostras, 0 que ja era presumivel dos resultados das curvas de DSC que indicavam
a presenca dessa forma polimorfica. Os picos identificados sdo compativeis com
aqueles relatados por CARLSTROM (1957), KUMIRSKA et al. (2010) e ANTONINO et
al. (2017).
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Figura 36-Padréo de DRX das 5 amostras de quitina confirmando a estrutura cristalina da a-quitina.

Elaborado pelo autor, 2023.

A Tabela 6 apresenta os valores de intensidades, considerando os sinais nas
regides cristalinas (20 = 20°) e nas regides amorfas (26 = 10° a 13°). Também sao
apresentados os resultados dos indices de cristalinidade calculados para as cinco

amostras de quitina, conforme a equagao 5 (item 4.5.5).
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Tabela 6-Determinacéo do indice de cristalinidade das amostras de quitina.

Amostra Intensidade na regido Intensidade naregido amorfa indice de

cristalina (20 = 10° a 13°) cristalinidade
(26 = 20°)

M1P3 4483,0 104,0 97,7%

M3P3 4472,3 103,3 97,7%

M6P3 2887,9 107,3 96,3%

M6P1 3257,7 62,3 98,0%

M6P6 3237,0 38,9 98,8%

Elaborado pelo autor, 2023.

Os resultados obtidos indicam a obtencdo de quitina com um indice de
cristalinidade superior a 97%, sendo o alto indice de cristalinidade uma caracteristica
da estrutura polimorfica da a-quitina. Contudo, de acordo com FAN; SAITO; ISOGAL.,
2008 e FAN; SAITO, 2009, o calculo do indice de cristalinidade de amostras de quitina
varia conforme o método empregado, podendo os valores oscilar entre 57% e 93%.
No estudo de IOELOVICH, 2014, que avalia a cristalinidade e hidrofilicidade de quitina
e quitosana, foi determinado um indice de cristalinidade de 93% para uma quitina
extraida de caranguejos e obtida da Sigma-Aldrich (com grau de desacetilagcédo de 85%
e My de 400kDa), usando a mesma metodologia de calculo adotada neste trabalho.
IOELOVICH (2014) também avalia a influéncia do processo de moagem sobre o indice
de cristalinidade, utilizando um moinho de bolas de laboratério com esferas de
ceramica por 5 e 24 horas a 250 RPM. Observou-se uma relacao direta entre a
reducao do indice de cristalinidade e o tempo de moagem, atingindo indices de 72% e
46% para 5h e 24h, respectivamente. Portanto, os resultados sugerem que os

processos quimicos de desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacao
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realizados neste trabalho nao influenciaram o indice de cristalinidade da quitina, uma
vez que todos os valores ficaram dentro da faixa de 96,3% a 98,8%. Contudo, é
evidente que tratamentos subsequentes, como a moagem prolongada em moinhos de

bolas, podem reduzir esse indice, conforme relatado por IOELOVICH, 2014.

5.2.6 DETERMINAGAO DE NITROGENIO TOTAL PELO METODO DE
KJELDAHL

A partir da metodologia de calculo apresentada na equacgao 6 (item 4.5.6),
obtiveram-se o0s seguintes resultados para o nitrogénio total na casca de camarao

beneficiada e nas cinco amostras de quitina, 0s quais estado sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7-Teores de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl.

Amostra Teor de Nitrogénio Total (%)
Casca de camarao beneficiada 5,8%
M1P3 5,3%
M3P3 5,5%
M6P3 5,8%
M6P1 5,3%
M6P6 5,8%

Elaborado pelo autor, 2023.

Os resultados indicaram que as cinco amostras de quitina e a casca de
camarao beneficiada apresentaram teores de nitrogénio total muito semelhantes,
todos abaixo de 6%. A proximidade do teor de nitrogénio da casca de camaréao
beneficiada em relacdo as amostras de quitina sugere a eficacia do processo de
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beneficiamento na redugcédo do teor de nitrogénio total, possivelmente associado a
presenca de proteinas no material. O beneficiamento incluiu etapas de lavagem
preliminar, desodorizacdao por fervura, lavagem final, secagem, trituracédo e
armazenamento. A literatura sugere que a submissdo do material a altas temperaturas
e lavagens sucessivas é eficaz na reducédo do teor de nitrogénio total, facilitando a
remogao das proteinas remanescentes. Isso € corroborado pela aplicacdo do
processo de desodorizagao por fervura, que envolveu a exposi¢cao do material a agua
qguente (aproximadamente 100°C). Estudos como o de BENHABILES et a/, 2013
relatam processos semelhantes, como lavagens em agua corrente morna para
remover substancias organicas soluveis, proteinas aderentes e outras impurezas,
seguidas de fervura por 1 hora para remocgao de tecidos. ALDILA et al, 2020
mencionam o enxague dos residuos de camarao varias vezes com agua fervente para
eliminar outras impurezas, seguido de lavagem com agua destilada e secagem ao sol
(aproximadamente 27°C) por 4 horas. ANTONINO et al, 2017 descrevem um
processo de lavagem das cascas com agua para remover impurezas, seguido de
secagem em forno de ar quente a 90°C por 6 horas. Portanto, o beneficiamento das
cascas de camarao, especialmente nas etapas de lavagens preliminares e finais,
assim como a exposicao a agua fervente por 2 horas, sugere uma significativa reducao
do teor de nitrogénio total, relacionado a presenca de proteinas e outras impurezas.
Destaca-se que o uso de agua fervente para separar a casca da carne do camarao é
uma pratica comum na culinaria, oferecendo vantagens também aplicaveis a
processos industriais de extragdo de quitina, possibilitando a obten¢cao de um material
com menor presencga de impurezas.

Os teores de nitrogénio total das cinco amostras de quitina mostraram-se
compativeis com a literatura. No estudo de ROSMAWATI; RUMHAYATI;
SRIHARDYASTUTIE, 2019, que aborda a biorecuperacdo de quitina a partir de
residuos de casca de camarao (Litopenaeus vanammei) utilizando fermentacao e co-
fermentacao de L. plantarum e B. thuringiensis, foi relatado um teor de nitrogénio total
inferior a 7%. Em outra pesquisa, conduzida por VALLEJO-DOMINGUEZ et al., 2021,
0 uso de ultrassom no processo de desproteinizagao para producao de quitina e
quitosana revelou que a quitina obtida pelo método quimico tradicional tinha um teor
de nitrogénio total de 5,66%, valor que se enquadra no intervalo encontrado neste
trabalho. Isso reforca a consisténcia do teor de nitrogénio total das amostras de quitina

com o geralmente reportado na literatura. Além disso, os resultados mostram que a
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etapa de desproteinizagcao € desnecessaria ou que ela foi totalmente ineficiente nos
tempos aplicados (de 1h a 6h), uma vez que as amostras de quitina n&o tiveram uma
reducao significativa nesse teor apos o processo de desproteinizagdo. Portanto, se o
material for submetido a um processo de beneficiamento eficaz (como o adotado neste
trabalho), a etapa de desproteinizagao poderia ser realizada em periodos mais curtos
ou em concentracdes menores, ou até mesmo essa etapa poderia ndo ser necessaria,

dependendo da aplicacao final desejada para o material.

5.3 CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DE QUITOSANA

5.3.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR) POR TRANSMISSAO

A analise de FTIR por transmissao foi conduzida para identificar os grupos
quimicos da quitosana e determinar seus graus de desacetilagdo, com base nas
equacdes 3 e 4 propostas por DOMSZY; ROBERTS, 1985 e BRUGNEROTTO et al.,
2001. Os espectros de FTIR da amostra QM6P6, sem congelamento, e da amostra
QMG6P6F, que passou por congelamento, estao apresentados na Figura 37. Esta figura
detalha os picos de FTIR caracteristicos, facilitando a identificacdo dos grupos

quimicos presentes na quitosana.
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Figura 37-Espectros de FTIR das amostras de quitosana QM6P6 e QM6P6F.
Elaborado pelo autor, 2023.

No estudo de BHARDWAJ et al. 2020, quitosanas de diversos graus de
desacetilacdo foram avaliadas em seu desempenho quimico para aplicagoes
superficiais em embalagens de papel. As analises de FTIR realizadas nessas
quitosanas, com desacetilacdo de 77%, 84% e 94%, revelaram mudancgas sutis nos
espectros, como deslocamento e alargamento de algumas bandas de absorgéo.
Essas variagdes indicam a influéncia do grau de desacetilagdo na intensidade e
largura das bandas caracteristicas.

Ambas as amostras exibiram todos os grupos quimicos tipicos da quitosana,
conforme descrito tanto por BHARDWAJ et a/.,, 2020 quanto por DRABCZYK et al.
2020. Foram identificadas bandas de absorcao devido a vibracédo de estiramento do
grupo OH a 3697 cm e na faixa de 3400-3200 cm™' em ambas as amostras. A
vibragdo de estiramento do grupo NH2 contribui para as bandas de absorcdo na
mesma faixa que o grupo OH. As vibrag¢des de estiramento dos grupos alquil (-C-H)

sao visiveis entre 2900-2800 cm'. As vibragdoes de estiramento carbonil (C=0) e
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Amida | (-NH2) sao identificadas entre 1750 cm' e 1634 cm-'. A vibragdo do grupo
alquil CH: foi observada entre 1417 e 1377 cm, enquanto o estiramento C-O-C
simétrico foi detectado em 1160 cm-' e 1001 cm'.

Para determinar o %GD, foram utilizados espectros de FTIR, aplicando-se
quatro linhas de base distintas. Estas foram categorizadas como L1-A, L1-B, L1-C e
L1-D para a amostra QM6P6 (sem congelamento) e L2-A, L2-B, L2-C e L2-D para a
amostra QM6P6F (com congelamento). As amostras QM6P6 e QM6P6F foram
analisadas em triplicata, ou seja, trés analises de FTIR foram realizadas para cada
amostra. Isso possibilitou a obtencdo de trés espectros para cada uma delas,
conferindo maior confiabilidade e precisao aos resultados obtidos. As linhas de base
correspondem a quatro regides especificas dos espectros, com picos centrais
localizados em 3450 cm-1, 1655 cm™!, 1420 cm' e 1320 cm'. As areas utilizadas para
o calculo do %GD foram determinadas com a fungdo de integracdo de areas do
software Origin 2015. Para melhor visualizacdo das areas entre as linhas de base e
0s espectros, os dois sao apresentados em figuras distintas (um espectro de cada
amostra). As linhas de base, adequadas para calcular as absor¢cdes conforme as
equacoes 3 e 4 (item 4.5.1), estdo posicionadas segundo o método proposto por
KHAN; PEH; CH'NG, 2002, e ANTONINO et al, em 2017. O espectro da amostra
QM6P6 ¢ exibido na Figura 38, e o da QM6P6F, na Figura 39.
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Figura 38-Espectro FTIR da amostra QM6P6 obtido com a utilizagdo de pastilha de KBr, exibindo a
representacao das linhas de base selecionadas.

Elaborado pelo autor, 2023.
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representacao das linhas de base selecionadas.
Elaborado pelo autor, 2023.



Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados de %GD para as amostras
QM6P6 e QM6P6F, ambas em triplicata, considerando as equag¢des de DOMSZY;
ROBERTS (1985) e BRUGNEROTTO et a/. (2001).

Tabela 8-Resuldados do %GD para as amostras de quitosana.

%GD médio calculado %GD médio
Amostra por DOMSZY e Desvio padréo calculado por Desvio padréo
n=3 ROBERTS BRUGNEROTTO
QM6P6 77,6% 2,2% 74,8% 1,5%
QM6P6F 85,0% 0,2% 84,8% 0,9%

Elaborado pelo autor, 2023.

Os resultados evidenciam que a amostra QM6P6F atingiu um %GD de
aproximadamente 85%, conforme comprovado por duas metodologias de calculo
distintas. Em contraste, a amostra QM6P6 alcangou um grau de desacetilagdo em
torno de 75%, indicando uma variacao percentual de cerca de 10%. Esta diferenca
sugere que o congelamento da quitina em solucao de hidroxido de sodio antes do
processo de desacetilagdo aumenta o grau de desacetilagdo na amostra QM6P6F. Tal
observagdo € particularmente relevante, visto que ambas as amostras foram
submetidas as mesmas condigdes de desacetilagdo, empregando solucao alcalina de
NaOH a 12,5M, temperatura de 110°C e tempo de reagao de 6 horas, com o auxilio
de um condensador de refluxo.

Este fenbmeno é corroborado pelas descobertas de MUKHERJEE, 2001, que
em sua patente argumenta que o resfriamento potencializa a formacgao de cadeias de
quitina em forma amorfa ou relaxada, tornando-as mais suscetiveis ao ataque de
acidos ou alcalis nas etapas subsequentes do tratamento. Esse processo resulta em
uma producdo mais eficaz de quitosana, reduzindo a necessidade de reagentes
quimicos como acido cloridrico e hidroxido de sddio, o que torna a produ¢do mais
sustentavel e menos poluente.

Em um estudo conduzido por LAMARQUE et a/., 2005, foi desenvolvida uma

nova técnica de desacetilagédo de quitinas a e B por ciclos de congelamento e extragao
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por vacuo, seguidos por descongelamento, aplicando quitina em solugdo de NaOH a
50% (m/V) em temperaturas de 80°C a 110°C. Este estudo comprovou que tais ciclos
aumentam significativamente a eficacia da reag&o ao tornar as estruturas cristalinas
das quitinas mais permeaveis as solugdes alcalinas, otimizando a desacetilacao.

Conforme LIU et al,, 2010, o tratamento de congelamento e descongelamento
altera as ligagdes de hidrogénio do polimero, desestruturando-o e tornando-o mais
reativo. Essa técnica tem sido aplicada com sucesso na producao de hidrogéis a base
de polissacarideos e na pesquisa de encapsulacdo (COSTA; XU; BURGESS, 2014;
MUTSCHLER; WOCHNER; HOLLIGER, 2015; Ql et a/, 2015).

No estudo de BAN et al.,, 2018, foi avaliada uma metodologia aprimorada para
a producdo de quitosana fungica, empregando congelamento e descongelamento.
Comparado ao método tradicional, o novo protocolo incluiu adicionar uma solu¢ao
aquosa de hidroxido de sodio (400 mL de NaOH a 50% - m/V) a quitina, seguido de
ciclos repetidos de congelamento com nitrogénio liquido e descongelamento a
temperatura ambiente. Apds 4 ciclos, a solucao foi aquecida e mantida a 104°C por
10 minutos, seguida de resfriamento e separacao da fase solida por centrifugacao. A
quitosana foi entdo neutralizada, lavada, centrifugada e secada. Este método elevou
o grau de desacetilacdo da quitosana para 72% a 85%, em comparagcdo com 50% a

70% pelo método tradicional.

5.3.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA E DIFERENCIAL TERMICA
(TGA/DTA)

Sao apresentadas as analises de TGA / DTA para as amostras QM6P6 e
QMG6P6F nas Figuras 40 e 41, respectivamente, com o intuito de avaliar a estabilidade

térmica e a decomposicado desses materiais.
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Figura 40-Curvas TGA / DTA da amostra QM6P6 de quitosana.
Elaborado pelo autor, 2023.
100
\ lgs“'%A Estigios
J A -Agua
B - Material organico
o- N
C - Material carbonizade
\ 44.5%B
o 60+ '
7]
]
= 1 ]
X2
404
44,7%C
20
J
0 T T I I T T I I '

I |
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 41-Curvas TGA / DTA da amostra QM6P6F de quitosana.
Elaborado pelo autor, 2023.



Os picos de temperatura correspondentes aos trés eventos das amostras
QM6P6 e QM6P6F de quitosana, assim como os respectivos percentuais de perda de

massa associados, estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9-Picos de temperatura para cada etapa de decomposi¢dao das amostras de quitosana e

respectivos % de perda de massa correspondentes as curvas TGA / DTA obtidas.

Amostra Temperatura de Temperatura de pico | Temperatura de pico
de pico de perda de perda de material perda de material Teor de
quitosana agua e % de orgénico e % de carbonizado e % de cinzas
massa massa massa
QM6P6 55°C e 7,1% 323°C e 57,4% 528°C e 33,7% 1,7%
QM6P6F 75°C e 9,4% 294°C e 44,5% 522°C e 44,7% 1,4%

Elaborado pelo autor, 2023.

Assim como nas amostras de quitina, as de quitosana também exibiram
curvas de decomposicdo com trés eventos térmicos: perda de agua, perda de material
organico e perda de material carbonizado, identificados nos graficos como estagios A,
B e C, respectivamente. O teor de cinzas remanescentes nas amostras, que €é de 1,7%
para a amostra QM6P6 e de 1,4% para a amostra QM6P6F, pode estar relacionado a
presenca de acetato de sodio residual que possivelmente nao foi totalmente removido
durante as etapas de lavagem. Isso ocorre porque a formacao deste sal durante a
desacetilacao é algo esperado, devido a reacao entre o hidroxido de sédio e os grupos
acetilados da quitina (LAMARQUE; CHAUSSARD; DOMARD, 2007). As diferengas
mais significativas nos perfis de decomposicao foram observadas nos estagios B e C.
Isso sugere que o processo de congelamento influenciou a estabilidade térmica do
polimero, reduzindo-a. A quitosana da amostra QM6P6, com grau de desacetilagdo de
aproximadamente 75%, apresentou um perfil de decomposi¢cdo muito similar ao das
quitinas, como mostrado na Figura 31 (item 5.2.2).

A relacao entre maior grau de desacetilacdo e menor estabilidade térmica é
confirmada pelo trabalho de BARBOSA et a/., 2019, que avaliaram a decomposicao
térmica de quitinas e quitosanas com diferentes graus de desacetilacao usando TG-
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FTIR acoplado. A ordem para a razao da perda de massa entre a segunda e a primeira

etapas (desconsiderando a etapa de perda de agua) foi a seguinte:
CCht > Cht 25= Cht 50 = Ch 70 > Ch 90 = Ch 100
Sendo:

CCht = quitina como recebida;

Cht 25 = quitina com GD de 26,9%;
Cht 50 = quitina com GD de 47,5%;
Ch 70 = quitosana com GD de 71,8%;
Ch g0 = quitosana com GD de 87,3%;
Ch 100 = quitosana com GD de 98,5%.

Conforme BARBOSA et al, 2019, as quitosanas mostraram uma
decomposicao térmica em duas etapas (excluindo a perda de agua), enquanto as
quitinas se decompuseram principalmente na primeira etapa, com a segunda sendo
mais lenta. O estudo de GAMIZ-GONZALEZ et al., 2017, que analisa a cinética da
degradacao térmica da quitosana em func¢do do %GD, constataram que o segundo
processo de degradagéo se apresenta como uma curva que se estende no lado de
alta temperatura do pico principal. Este estudo também observou que a estabilidade
térmica aumenta a medida que o %GD diminui, indicando uma relagdo inversamente

proporcional entre a estabilidade térmica e 0 %GD.

5.3.3 ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Sao apresentadas na Figura 42 as curvas de DSC obtidas para as amostras
QM6P6 e QM6P6F de quitosana.
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Elaborado pelo autor, 2023.

Na Tabela 10 sdo apresentadas as transi¢coes identificadas, bem como os

respectivos picos de temperatura.

Tabela 10-Transi¢cGes endo/exotérmicas e temperaturas de pico das amostras de quitosana.

12 transicdo endotérmica e | 22transicao endotérmica | Transi¢cdo exotérmica
Amostra temperatura de pico e temperatura de pico e temperatura de pico
QM6P6 172,1J/ge 75,1 °C 57,4 J/g e 394,9°C 24,9 J/g e 309,1 °C
QM6P6F 268,9J/ge865°C | - 121,2 J/g e 302,2 °C

Elaborado pelo autor, 2023.

Os termogramas das amostras QM6P6 e QM6P6F revelaram uma transicao
endotérmica com temperaturas de pico de 86,5°C e 75,1°C, respectivamente,
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associadas a desidratagdo do polimero (evaporagdo de agua), ou seja, aos grupos
hidrofilicos da quitosana. Adicionalmente, observou-se um segundo pico, exotérmico,
com variagdes em sua intensidade entre ambas as amostras: na amostra QM6P6F,
esse pico exotérmico foi bem definido, ocorrendo a 302,2°C, enquanto na amostra
QMG6P6, ele foi menos intenso, a 309,1°C. O pico exotérmico € atribuido a degradacao
térmica da quitosana que promove a desidratagcdo do monémero, quebra da ligacao
glicosidica e decomposicao das unidades acetiladas e desacetiladas (CHANDRA DEY
et al., 2016). Adicionalmente, a amostra QM6P6 também exibiu um pico endotérmico
a 394,9°C, similar ao observado nas amostras de quitina, conforme ilustrado na Figura
32. Este segundo pico endotérmico da amostra QM6P6 pode estar relacionado ao seu
menor grau de desacetilacdo em comparagcdo com a QM6P6F, sendo esta uma
caracteristica conhecida da quitina com menor grau de desacetilagdo (%GD<50°),
conforme relatado por CHANDRA DEY et al, 2016, CHEUNG; WAN; YU, 2002, e
KITTUR et al, 2002. Este terceiro evento da amostra QM6P6 também pode
corresponder a queima de material carbonizado (SANTOS et al., 2003). Cabe destacar
gue a quitosana apresenta fortes interacoes intermoleculares resultantes das ligacdes
de hidrogénio, de modo que sua transicao vitrea (Tg) € dificilmente observada por
analises térmicas uma vez que as fortes ligacbes de hidrogénio inter e intra-
moleculares reduzem a mobilidade molecular. Algo semelhante ocorre com a
temperatura de fusdo (Tm) da quitosana que sé pode ser observada em condi¢des
muito bem controladas em laboratério e sem fins praticos. Efeito similar ocorre com a
celulose, outro polimero natural em que as ligagbes de hidrogénio intermoleculares
exercem papel fundamental (GRANDE, R., 2010).

5.3.4 ANALISE DE DIFRAGAO DE RAIOS X (DRX) E DETERMINAGAO DO
iNDICE DE CRISTALINIDADE

Os resultados de DRX para as amostras QVMI6P6 e QM6P6F s&o apresentados
na Figura 43, evidenciando as intensidades caracteristicas da quitosana nas regides
de 20 = 20° e 206 = 10° a 13° (intensidades correspondentes as regides cristalinas e
amorfas). Contudo, observa-se uma diferenca nas intensidades entre as duas

amostras.
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Figura 43-Padréo de DRX das amostras QM6P6 e QM6P6F de quitosana.
Elaborado pelo autor, 2023.

A amostra QM6P6 mostrou picos mais definidos e intensos, revelando uma
cristalinidade superior, incluindo alguns picos caracteristicos que possuem posicdes
semelhantes as da quitina, especialmente nas regides de angulo 26 de 23,4°, 26,5° e
39,2°. Isso ocorre porque 0 menor grau de desacetilacdo nessa amostra favorece a
presenca de picos de DRX de seu precursor. Por outro lado, a amostra QM6P6F exibiu
uma intensidade ampla na regido de angulo 26 = 20°, indicando a forma¢do de uma
quitosana menos cristalina e, portanto, mais amorfa (a intensidade correspondente a
regido amorfa ndo esta bem definida). Esse resultado estd em concordancia com
KUMAR; KOH, 2012, que estudaram as propriedades fisico-quimicas, Opticas e
biologicas de derivados de quitosana combinados com cromonas para aplicacoes
biomédicas. Na analise de DRX deste estudo, a amostra de quitosana pura exibiu um

padrao de difracdo amplo na regidao de 20 = 20°, com um pico menos intenso entre
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10° e 15°. Resultados similares foram observados por AZIZ et al, 2019 em seus
estudos sobre eletrdlitos poliméricos de alta condugéao de prétons a base de quitosana,
onde um pico na regido de 20 = 15,1° aparece quase sobreposto pelo pico amplo em
20 = 20°.

As diferengas dos difratogramas entre as duas amostras demonstram que o
comportamento da cristalinidade do material esta alinhado com o que a literatura
estabelece, ja que um maior grau de desacetilacdo favorece a diminuicdo da
cristalinidade, sendo estes parametros inversamente proporcionais (ANDRADE et al.,
2010). A amostra QM6P6F, que apresentou um %GD aproximado de 85%, apresentou
intensidades amplas indicando uma estrutura mais amorfa, enquanto a QM6P6, com
%GD proximo a 75%, apresentou maior cristalinidade com picos mais bem definidos
e mais intensos. Portanto, o tratamento realizado durante a preparacdo da QM6P6F
nao so favoreceu a obtengcdo de uma quitosana com maior grau de desacetilagado, mas
também possibilitou a producdo de uma quitosana mais amorfa. Isso favorece o
desenvolvimento de novas estratégias para garantia de um maior controle sobre
parametros fisico-quimicos deste material, como solubilidade, massa molecular,

viscosidade, entre outros.

5.3.5 VISCOSIDADE INTRINSECA

A massa molecular da quitosana € fundamental para avaliar suas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas em diversas aplicagdes. Diversas técnicas
podem ser empregadas para medir a massa molecular de polimeros, destacando-se
a viscosimetria intrinseca, que € uma técnica de baixo custo, simples e confiavel
(MARANI; HJELM; WANDEL, 2013). Inicialmente, observou-se que apenas a amostra
QMG6P6F pbde ter sua massa molecular avaliada, uma vez que a amostra QM6P6 nao
se solubilizou adequadamente no solvente utilizado. Essa falta de solubilidade pode
estar relacionada ao menor grau de desacetilacao (entre 75% e 78% dependendo do
método), j& que a solubilidade é influenciada pelo grau de desacetilagdo, sendo
necessario pelo menos 85% de desacetilagdo para alcancgar a solubilidade apropriada
(AL-HASSAN, 2016). A amostra QM6P6 ficou decantada na solug&o de acido acético
e acetato de sédio, com concentrac¢des de 0,3 mol/L e 0,2 mol/L, respectivamente, o
que impediu a determinacado da massa molecular dessa amostra especifica. Na Figura
44 A e 44 B, é apresentado um comparativo entre as duas solucdes concentradas
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(5000ppm), evidenciando claramente a diferenga de solubilidade entre ambas as

amostras.

Figura 44-Diferenca visual da solubilidade das solu¢des concentradas das amostras de quitosana
QMG6P6F (A) e QM6P6 (B).
Elaborado pelo autor, 2023.

Na Figura 45, é possivel observar o material que decantou (indicado por seta)
durante o preparo das solugbes diluidas da amostra de QM6P6, em tubos do tipo
Falcon.

Figura 45-Amostra QM6P6 decantada durante o preparo das solugdes diluidas devido a baixa
solubilidade no meio.
Elaborado pelo autor, 2023.
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Portanto, baseando-se nos dados médios de viscosidades relativa e
especifica da amostra QM6P6F, obtiveram-se os valores de viscosidade reduzida
média, os quais foram empregados na plotagem do gréafico de viscosidade reduzida

em funcado da concentracdo, apresentado na Figura 46.
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Figura 46-Viscosidade reduzida (nSp/C) em funcao da concentragédo (g/mL).
Elaborado pelo autor, 2023.

A curva de calibragcdo obtida das solucdes de quitosana em diferentes
concentragcdes conhecidas apresentaram um ajuste linear apropriado, demonstrando
um coeficiente de correlagdo superior a 0,98. Sado apresentados na Tabela 11 os
resultados de viscosidade intrinseca média (n) e massa molecular viscosimétrica
média (My).
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Tabela 11- Resultados de viscosidade intrinseca média e massa molecular viscosimétrica média.

Viscosidade Massa molecular
Amostra (n=3) intrinseca média [n] viscosimétrica Massa molecular média
média (g/mol) em kDa
QM6P6F 172,83 +1,31 26.313,87 £ 574,80 26,31 +0,57

Elaborado pelo autor, 2023.

Diante dos resultados obtidos, € possivel afirmar que se obteve quitosana de
baixo peso molecular. Baseando-se em seu peso molecular, a quitosana pode ser
classificada como de peso molecular baixo (<100 kDa), médio (100-1000 kDa) e alto
(>1000 kDa) (SANTOSO et al., 2020). Durante a etapa de desacetilagdo, o peso
molecular é influenciado por fatores como concentragao de alcali, tempo de reagéo e
temperatura. O processo de congelamento favorece a formacgao de cadeias de quitina
em estado amorfo ou relaxado, tornando-as mais suscetiveis ao ataque da solucao de
hidroxido de sédio na etapa subsequente de desacetilacdo. Esse processo sugere
que, além de uma desacetilacdo mais acentuada, ocorre também um favorecimento
da hidrdlise da cadeia de quitosana, levando a uma maior reducado do peso molecular.
No entanto, tratamentos prolongados ou em altas temperaturas podem causar a
degradacao da cadeia polimérica (AZEVEDO et al,, 2007; MUKHERJEE, 2001). As
quitosanas de baixo peso molecular sdo conhecidas por suas altas atividades
biolégicas, permitindo seu uso como elicitores de defesa em plantas, estimuladores
de crescimento, aditivos alimentares, agentes antimicrobianos, entre outros (MINH;
VAN HOA; TRUNG, 2020).
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6. CONCLUSAO

O processo de obtencao de quitina, que envolve etapas de desmineralizagao,
desproteinizacdo e despigmentagcdo, bem como a obtencdo de quitosana apods a
desacetilacdo quimica, demonstrou ser eficaz. Os rendimentos foram de 14,6% para

a obtencao de quitina e de 6,75% para a obtenc¢ao da quitosana, ambos em base seca.

Em relacéo a extragao da quitina, € possivel concluir que:

e Cinco amostras (M1P3, M3P3, M6P3, M6P1 e M6P6) foram obtidas
satisfatoriamente, apresentando caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com o que € descrito na literatura;

e Os resultados de FTIR-ATR confirmaram qualitativamente a presenca dos
grupamentos funcionais tipicos esperados para a quitina, evidenciando que
0 processo quimico utilizado para sua obtencdo ndo alterou esses
grupamentos;

e A analise de TGA/DTA confirmou as curvas de degradacao caracteristicas
da quitina. Essas curvas s&o caracterizadas pelas perdas de agua (de 4,3%
a 5,9%, com temperatura de pico de 50,0°C a 57,5°C), perda de material
organico (de 63,4% a 67,8%, com temperatura de pico de 315,2°C a
321,2°C), perda de material inorgéanico (27,9% a 31,9%, com temperatura
de pico de 483,6°C a 494,5°C) e teor de cinzas de aproximadamente 0% a
1,3%, sugerindo que um tempo de desmineralizacdo mais longo tende a
favorecer a obtencdo de um material com menor teor de cinzas;

e O DSC apresentou os calores endotérmicos caracteristicos deste material,
relacionados a perda de agua (de 15,7J/g a 66,2 J/g, na regido de
temperatura de 60,4°C a 66,5°C) e degradacao do polimero (de 95,4 J/g a
176,3 J/g, na regiao de temperatura de 379,0°C a 385,8°C). Essas
variagbes de entalpia entre as amostras podem estar associadas a
estabilidade e ao %GD das mesmas;

e O DRX, em conjunto com o TGA e o DSC, confirmou a obtencao da quitina
na sua forma polimérfica a, caracterizada por um alto indice de

cristalinidade (de 96,3% a 98,8%). Os difratogramas sao caracterizados por



apresentar o mesmo perfil de difracdo (alguns deslocamentos dos picos
podem estar associados a calibragdo do equipamento);

O MEV mostrou que o processo quimico de obtencdo da quitina
(desmineralizagdo, desproteinizacdo e despigmentagdo) altera a
morfologia do material, possibilitando a reducdo das irregularidades em
relacdo a casca beneficiada, com a presenga de multicamadas fibrosas
asperas e compactas sobre a superficie e presenga de poros;

A determinagé&o do nitrogénio total pelo método de Kjeldahl evidenciou que
os diferentes tempos da etapa de desproteinizagado nao influenciaram o teor
de nitrogénio total, pois a casca beneficiada e as amostras de quitina
apresentaram teor de nitrogénio total abaixo de 6%, demonstrando a
eficacia do processo de beneficiamento na reducdo do teor de nitrogénio

total.

Em relagcédo a obtengdo das amostras de quitosana, é possivel concluir que:

Foi observada a presenca de grupos quimicos caracteristicos deste
polimero, com variacao nos picos de FTIR que refletem diferentes niveis de
desacetilacado. Isso evidencia que o congelamento potencializa a obtencao
de amostras com maior %GD, tornando as cadeias mais vulneraveis ao
alcali. Isso permitiu que a amostra QM6P6F apresentasse %GD de 84,8%
a 85% (de acordo com o método de calculo), enquanto a QM6P6
apresentou 74,8% a 77,6%;

As analises de TGA/DTA das amostras indicaram as curvas de degradacao
caracteristicas, perda de agua (de 7,1% e 9,4%, com temperatura de pico
de 55°C e 75°C para as amostras QM6P6 e QM6P6F, respectivamente),
perda de material organico (de 44,5% e 57,4%, com temperatura de pico
de 323°C e 294°C para as amostras QM6P6 e QM6P6F, respectivamente)
e perda de material carbonizado (de 33,7% e 44,7%, com temperatura de
pico de 528°C e 522°C para as amostras QM6P6 e QMG6P6F,
respectivamente). Os teores de cinzas foram de 1,4% (QM6P6) e 1,7%
(QM6P6F), o que pode estar relacionado a presenca de sal residual
(acetato de sodio) que pode nao ter sido totalmente removido apds as
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etapas de lavagens. Também foi evidenciado que a maior desacetilagdo
diminui a estabilidade térmica do polimero;

e O DSC revelou transi¢des térmicas tipicas. A amostra QM6P6 apresentou
duas transigdes endotérmicas (172,1 J/[gem 75,1°C e 57,4 J/g em 394,9°C)
e uma transicdo exotérmica (24,9 J/g em 309,1°C) associada ao menor
%GD. Enquanto isso, a amostra QM6P6F apresentou uma transigao
endotérmica (268,9 J/g em 86,5°C) e uma transi¢cao exotérmica (121,2 J/g
em 302,2°C);

e A partir do DRX, notou-se uma cristalinidade acentuada na amostra
QM6P6, evidenciando uma correlagcdo inversa entre cristalinidade e
desacetilagcdo. A amostra QM6P6F apresentou predominancia de regides
amorfas, proporcionada pelo maior relaxamento das cadeias favorecido
pelo processo de congelamento;

e Em relagcdo a massa molecular viscosimétrica média, a amostra QM6P6F
(26,31kDa) se enquadrou na categoria de quitosanas de baixo peso
molecular. Isso sugere que o processo de congelamento favorece a

hidrolise da cadeia, levando a diminuicao do peso molecular.

A obtencdo da quitina e quitosana representa uma oportunidade para o
desenvolvimento de novas tecnologias e produtos voltados a resolucdo de desafios
reais da sociedade. Isso abre caminho para a geracao de novos negocios, startups,
processos de inovacao aberta e cooperacao com grandes empresas de diferentes
segmentos, alinhando-se totalmente com os objetivos de desenvolvimento sustentavel
da ONU. Além disso, esta fortemente relacionado com a responsabilidade ambiental,
social e de governancga (ESG). Considerando que um residuo proveniente da industria
pesqueira, que impacta negativamente o meio ambiente, pode se transformar em uma
oportunidade de geragcdo de uma nova cadeia de valor com grande potencial para
trazer solucdes aos mais diversos problemas e desafios globais, como seguranca
alimentar, agricultura sustentavel, consumo e producao sustentaveis, entre outros.
Para isso, o empreendedorismo e a academia devem avangar conjuntamente,
proporcionando assim que o conhecimento académico possa ser aplicado na vida real
das pessoas, e nao se concentre apenas na geragao de conhecimento ndo aplicado

na resolucao dos problemas reais da sociedade.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar a extracao de quitina aplicando tempos reduzidos, inferiores a 1h,
para a etapa de desmineralizacao e avaliar a influéncia no teor de cinzas e
na presenca de carbonato de calcio por meio da analise de EDS;

e Avaliar o teor de nitrogénio total por Kjeldahl em amostras da casca de
camarao antes do processo de beneficiamento para avaliar a eficiéncia do
processo;

e Avaliar a influéncia de tempos de desacetilagdo quimica inferiores a 6h na
obtencao da quitosana e determinar o %GD por técnicas complementares
como titulacdo potenciométrica, RMN e UV-VIS;

e Realizar congelamentos da solugao alcalina contendo quitina em tempos
inferiores a 72h e determinar a influéncia no %GD e My apds a
desacetilacao quimica;

e Determinar o My utilizando outros sistemas de solvente que ndo sejam
baseados na mistura de &cido acético e acetato de sodio, com
concentragdes de 0,3 mol/L e 0,2 mol/L, respectivamente, a fim de avaliar
a confiabilidade do método;

e Determinar o Mw da quitosana a partir da técnica de cromatografia de

permeacao em gel (GPC).
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