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“Na natureza nada se cria, nada se perde,

tudo se transforma”.

(Antoine Lavousier)

“A menos que modifiquemos nossa maneira de pensar, ndo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma de como nos

acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)

“E muito melhor lancar-se em busca de conquistas grandiosas, mesmo
expondo-se ao fracasso, do que alinhar-se com os pobres de espirito, que
nem gozam muito e sofrem muito, porque vivem numa penumbra

cinzenta, onde ndo conhecem nem vitoria nem derrota’.

(Theodore Roosevelt)
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RESUMO

Ribeiro, A. G. O. Producdo de Quitosana a partir dos Caranguejos Dilocarcinus pagei
Stimpson, 1861, Capturados na Regido de Itacoatiara (AM), 2017/Dissertacdo de Mestrado -
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia para Recursos Amazonicos, Universidade

Federal do Amazonas, Amazonas.

Os exoesqueletos de crustaceos sdo uma das principais fontes de obtencdo de quitina, um
biopolimero precursor da quitosana. Este trabalho teve como principal objetivo a extracdo de
quitina do residuo dos caranguejos Dilocarcinus pagei coletados no municipio de Itacoatiara
(AM) e posterior conversdo em quitosana, além de analisar as propriedades fisicas e quimicas dos
materiais obtidos. O tratamento de desmineralizacdo foi realizado empregando solucdes de HCI
de diferentes concentracGes e por diferentes periodos de tempo, no qual o tratamento utilizando a
solucdo &cida de 0,50 mol L™ e tempo de reagdo de 30 minutos exibiu maior perda de massa. A
remocdo do contelldo organico ocorreu através do contato do remanescente desmineralizado com
soluces de NaOH de 1,0 mol L™ & 70 °C por diferentes periodos de tempo, onde foi observado
maior perda de massa para o periodo de 24 horas. A obtencdo da quitina ocorreu através da
exposicdo do material desproteinizado com uma solugdo de NaClO 0,14 mol L por um periodo
de 8 horas. A partir da analise do rendimento final de cada etapa, encontrou-se que os residuos do
caranguejo amaz6nico sdo constituidos por 78,45 % de CaCOs e 21,55 % de matéria organica. Da
fracdo orgénica, 51,93 % (10,99 % da massa inicial dos residuos) é constituida por proteinas e
lipideos, enquanto 48,07 % (10,56 % da massa inicial dos residuos) é constituida por uma
associacdo de quitina e pigmentos. Dessa associagdo, 23,95 % (2,53 % da massa inicial dos

residuos) é formada por pigmentos e 76,05 % (8,03 % da massa inicial dos residuos) é formada
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por quitina. O contetdo encontrado de quitina é similar ao encontrado na literatura para outras
especies de caranguejo. Através das técnicas de difracdo de raios X e andlise termogravimétrica,
constatou-se que a quitina obtida possui padrdes de difracdo caracteristicos da fase cristalografica
a-quitina e a quitosana obtida possui uma estrutura semicristalina. O perfil de decomposicao
térmica é caracteristico de biopolimeros, com a existéncia de eventos nao oxidativos e oxidativos
de perda de massa. Constatou-se com auxilio da técnica de espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho que o grau de desacetilacdo das quitosanas obtidas apds processamento da
quitina em solugdo 10,0 mol L de NaOH a 105 °C pelos tempos de 60, 90 e 120 minutos foi de

68,45 % a 81,92 %

Palavras chaves: Crustacea, Trichodactylidae, biopolimero, quitina, grau de desacetilacéo.
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ABSTRACT

Ribeiro, A. G. O. Production of Chitosan from Dilocarcinus pagei crab Stimpson, 1861,
Captured in Itacoatiara Region (AM), 2017/Master Dissertation — Post-Graduation in Science

and Technology for Amazonian Resources Program, Federal University of Amazon, Amazon.

The exoskeleton of crustaceous is one of the main sources of chitin, a biopolymer precursor of
chitosan. This work aimed the extraction of chitin from the residues of the Dilocarcinus pagei
crab collected in the city of Itacoatiara (AM), and eventually converted to chitosan and also the
analysis of the physicochemical properties of the obtained materials. The demineralization step
used acid solutions of different concentrations and under different reaction times, in which the
condition using acid solution of 0.50 mol L™ and reaction time of 30 minutes exhibited greater
mass loss. Removal of the organic content occurred through the contact of the demineralised
remnant with 1.0 mol L™ NaOH solutions at 70 ° C for different time lengths, where a larger
mass loss was observed for the 24-hour period. Chitin was obtained by exposing the
deproteinized material to a 0.14 mol L™ NaClO solution for 8 hours. From the analysis of the
final yield of each stage, it was found that the residues of the Amazonian crab is constituted by
78.4 5% CaCOz and 21.55 % organic matter. Of the organic fraction, 51.93 % (10.99 % of the
initial mass of the residues) consists of proteins and lipids, whereas 48.07 % (10.56 % of the
initial mass of the residues) consists of an association of chitin and pigments. From this
association, 23.95 % (2.53 % of the initial mass of the residues) is formed by pigments and
76.05 % (8.03% of the initial mass of the residues) is formed by chitin. The content of chitin
found is similar to that found in the literature for other species of crab. According to X-ray

diffraction and thermogravimetric analysis, it was verified that the chitin obtained has diffraction
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patterns characteristic of the a-chitin crystallographic phase and the obtained chitosan has semi-
crystalline structure. The thermal decomposition profile is characteristic of biopolymers, with the
existence of non oxidative and oxidative events of mass loss. It was found through Infrared
spectroscopy that the degree of deacetylation of the obtained chitosan samples after chitin
treatment with 10.0 mol L NaOH solution at 105 °© for 60, 90 e 120 minute were between 68.45

% and 81.92 %.

Key words: Crustacea, Trichodactylidae, biopolymer, chitin, degree of deacetylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es gerais

Nos ultimos anos tém ocorrido grandes investimentos na producdo pesqueira em todo
mundo (FAO, 2014). Segundo a definicdo contida no Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitéria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) considera-se “pescado” todos os peixes,
crustaceos, moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos marinhos ou dulcicolas usados para a
alimentacdo humana (LEI N° 1.283, DE 18 DE DEZEMBRO DE 1.950). Conforme os dados
coletados pela Organizacdo das Nagfes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2014),
em 2012, a producdo mundial aquicola atingiu cerca de 66,6 milhdes de toneladas, sendo que
desta producdo, 6,4 milhdes de toneladas sdo de crustaceos (9,7 % do total), e cerca de 2,53

toneladas (3,7 %) sdo atribuidas a producado de crustaceos de agua doce.

O Brasil apresenta grande diversidade de crustaceos, entre elas o caranguejo
Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861. Essa espécie de crustaceo € muito comum na regido
amazonica, como também em demais estados do territério nacional (MAGALHAES, 2003;
MAGALHAES et al., 2016). Conforme informacdes contidas na Lei Estadual n® 2.898, de 29 de
outubro de 2004, essa espécie tem sido intensamente explorada como isca-viva na pesca
esportiva principalmente nas regides do estado do Mato Grosso do Sul (MATO GROSSO DO

SUL, 2004).

Apesar da ampla disponibilidade desta espécie na regido amazénica, o caranguejo D.
pagei ainda ndo é explorado comercialmente em larga escala. No entanto, pode ser considerado
uma importante fonte de renda alternativa no futuro, visto que tem sido reportado na literatura

gue a espécie tem potencial para ser explorado na indudstria alimenticia (COSTA, 2015). Assim,
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prevé-se a necessidade de realizar estudos que possam abordar tanto o potencial produtivo desta

especie quanto que possam contribuir para a sua preservacao.

De modo geral, seja para uso comercial ou experimental, de fonte extrativista ou
aquicola, todas as producdes de pescados geram residuos. Na maioria das vezes esses rejeitos sdo
despejados de forma inadequada e por consequéncia, podem provocar problemas ambientais
(HEU, 2003). Apesar dos inumeros beneficios atrelados a estas atividades, hd uma preocupacao
relacionada ao descarte adequado dos residuos que séo gerados. Nesse sentido, os residuos (parte
ndo comestivel do animal, como o exoesqueleto) provenientes de crustaceos tém sido utilizados
como matéria-prima para a producdo de materiais com maior valor agregado (HAMED,
OZOGUL e REGENSTEIN, 2016). Na literatura, existem trabalhos que descrevem o
aproveitamento destes residuos, tais como a elaboracdo de produtos flavorizantes (MATOS,
2005), pigmentos carotendides (OGAWA et al., 2007; CAHU et al., 2012), quitina e
consecutivamente a transformacdo da mesma em quitosana, por meio de reacdes quimicas

(RHAZI et al., 2000; OLORUNSOLA, 2015).

Depois da celulose, que é produzida a partir da fotossintese nas plantas, a quitina é o
segundo biopolimero mais abundante encontrado na biomassa (YOUNES e RINAUDO, 2015;
SHEN et al., 2016). Ap0s uma reacdo quimica realizada na cadeia da quitina por um processo
chamado de desacetilacdo, produz-se a quitosana. Estes polissacarideos tém sido produzidos por
uma gama de animais marinhos, principalmente caranguejos e camardes oriundos da producéo
alimenticia, mas também podem ser encontrados em insetos, alguns fungos e algas (MATHUR e
NARANG, 1990; KUMAR, 2000; RAABE et al., 2007; PILLAI, PAUL e SHARMA, 2009;

YOUNES et al., 2012; KAYA et al., 2015a).
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Nos crustaceos, a quitina é associada aos demais constituintes do exoesqueleto como
materiais inorganicos, principalmente o carbonato de célcio (CaCOs3) e materiais organicos nao
polimerizados como proteinas, lipidios e pigmentos (CANELLA, 2001; CAMPANA-FILHO et
al., 2007), e convencionalmente o seu isolamento tem ocorrido por tratamentos quimicos. Alguns
autores reportam em seus trabalhos reacdes em condicOes diferentes para extragdo da quitina e
producdo da quitosana, mesmo em casos de mesma espécies (WESKA et al., 2007; ABDOU,
NAGY e ELSABEE, 2008; YONES et al., 2012). Isso sugere a necessidade de otimizar o
processo de extracdo da quitina e consequente conversdo em quitosana, pois suas propriedades,

assim como o grau de pureza, definirdo a sua aplicacgéo.

Esses biopolimeros possuem propriedades e carateristicas peculiares o que os possibilita
multiplas aplicacdes (AKILA, 2014; ANITHA et al., 2014; PUVVADA; VANKAYALAPATI,
SUKHAVASI, 2012; TELI e SHEIKH, 2012; RINAUDO, 2006). Seja em sua forma natural ou
manipulada, essas macromoléculas apresentam excelentes propriedades para aplicacdes diversas,
como em filmes, emulsificantes, hidrogéis, carreadores de drogas e enzimas e suporte para
imobilizacdo de drogas (SENEL et al., 2000; KHOR; LIM, 2003; PRASHANTH,;

THARANATHAN, 2007; ORREGO et al., 2010).

Comercialmente, a producdo de quitina e quitosana sdo oriundas da producdo pesqueira
de crustaceos marinhos (ROBERTS, 1992; ABRAM e HIGUERA, 2004; KHANAFARI,
MARANDI e SANATEI, 2008) e os varios estudos voltados para extracdo e obtencdo de quitina
e quitosana sao realizados majoritariamente com espécies marinhas. Assim, poucos trabalhos tém
sido realizados com espécies de caranguejo de dgua doce (BOLAT et al., 2010), principalmente

da Regido Amazonica.
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O aproveitamento do exoesqueleto de crustaceos pode contribuir para reducdo dos
residuos gerados e agregar valor ao material descartado, gerando uma fonte de renda alternativa
para as comunidades ribeirinhas da Regido Amazbnica que vivem do processamento e
comercializacdo de crustaceos. Além do mais, servirdo de referéncia para producdo desses
biopolimeros, que permitirdo futuros estudos sobre as aplicacGes desses materiais em diferentes

areas da ciéncia.

1.2 Quitina e Quitosana

1.2.1 Fonte de Quitina

Na literatura, ha relatos que o abundante biopolimero quitina tenha sido isolado pela
primeira vez em 1811 por Henri Braconnot a partir das paredes celulares de fungos (ROBERTS,
1992; ABREU e CAMPANA-FILHO, 2005; PARK e KIM, 2010). O termo “quitina” tem origem
grega e deriva da palavra Quiton que significa tnica ou cobertura. Neste sentido, a quitina

funciona como revestimento protetor em animais invertebrados (ROBERTS, 1992).

Esse biopolimero tem importante funcdo nos exoesqueletos e paredes celulares nos
organismos nos quais sdo constituintes (AUSTIN et al.,, 1981; JEUNIAUX, 1982;), sendo
comumente encontrada no exoesqueleto de artropodes, como crustaceos, insetos e aracnideos
(ABDOU, NAGY e ELSABEE, 2008; YOUNES et al., 2012; KAYA et al., 2013; KAYA et al.,
2014a; KAYA et al., 2015a; KAYA et al., 2015b; KAYA et al., 2015c; KAYA et al., 2016a;
(KAYA et al., 2014b), conchas de moluscos como a de lula (ABDOU, NAGY e ELSABEE,
2008) mas também pode ser encontrada em outros organismos vivos, como fungos (SU et al.,

1997; IFUKU et al., 2011) e alguns tipos de algas (WU et al., 2005; CAMPANA-FILHO et al.,
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2007). Diferentes organismos podem apresentar diferentes quantidades de quitina e isso pode
estar relacionado com a prépria constituicdo bioldgica dos organismos, assim como, o habitat e
sazonalidade dos ecossistemas dos quais ocorrem (ASSIS e BRITO, 2008) como observado na

Tabela 1.

Tabela 1 - Principais fontes de quitina.

Organismos Quitina no exoesqueleto
%
Caranguejo
el 14,00
) Lagosta
Crustaceos 3 69,80
Camarao
. . 25,30
(Macrobrachium rosenbergiib)
Borboleta 64,00
Insetos
Mosca 54,80
Mucos rouxil 44,50
Fungos ) _
Aspergillus niger 42,00

Adaptado de CAMPANA-FILHO et al., 2007.

Como mencionado anteriormente, 0s crustaceos sao as principais fontes de quitina e
quitosana. Para o caranguejo D. pagei apesar de sua abundancia, ainda ndo ha relatos de estudo
dessa espécie como fonte de quitina para a producdo de quitosana. A Figura 1 mostra a
representacdo morfoldgica do exoesqueleto do caranguejo D. pagei, o qual foi fonte de matéria-

prima neste estudo.



Dissertagdo Ana Gracy Oliveira Ribeiro — Produgdo de Quitosana a Partir do Caranguejo Dilocarcinus pagei 21

Figura 1 - Imagem representativa da morfologia externa do caranguejo de agua doce Dilocarcinus pagei.
Fonte: Pedreno, 2015.

1.2.2 Propriedades fisica e quimicas da quitina e quitosana

A quitina [(CgH130sN)n] € um polissacarideo de cadeia linear formado por unidades de
N-acetil-2-dioxi-D-glicopiranose, que s&o interligadas por ligagdes glicosidicas B (1—4),
(ARANAZ et al., 2009; PARK et al., 2010) definindo-se assim os terminais redutor e ndo-redutor
das cadeias poliméricas, 0s quais correspondem as extremidades que contém grupo hidroxila livre
ligado ao carbono 1 e carbono 4 do anel glicopiranosidico (CAMPANA-FILHO et al., 2007;

ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008; ARANAZ et al., 2009).

A quitina € um polimero natural e apds seu isolamento se apresenta na forma de pé
castanho claro de estrutura semicristalina ou amorfa, que é altamente insollvel em &gua e em
solventes organicos e que em termos de solubilidade e reatividade quimica se assemelha a
celulose (ELIEH-ALI-KOMI e HAMBLIN, 2016). Entretanto, este biopolimero pode apresentar

solubilidade na presencga de hexafluoracetona, hexafluorisopropano, cloroalcoois, adicionados a



Dissertagdo Ana Gracy Oliveira Ribeiro — Produgdo de Quitosana a Partir do Caranguejo Dilocarcinus pagei 22

solucdes aquosas de &cidos minerais e dimetilacetamida contendo 5 % de cloreto de litio

(KUMAR, 2000).

Sabe-se que a quitina, dependendo da fonte e da funcéo que desempenha, forma arranjos
microfibrilares em organismos vivos (CARLSTROM, 1957). Esta pode apresentar trés formas
polimorficas, a a-quitina (cadeia anti-paralela), B-quitina (cadeia paralela) e y-quitina, sendo que
nesta Ultima ocorre a combinacdo das cadeias anti-paralelas e paralelas (ABRAM, HIGUERA,

2004; YOUNES; RINAUDO, 2015), conforme ilustrado na Figura 2.

A forma mais abundante encontrada na natureza ¢ a a-quitina (MUZZARELLLI, 1977) e
pode ser encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como exoesqueleto ou cuticula de
artropodes, sendo geralmente associada principalmente a materiais inorganicos ou proteinas,
isoladamente ou com ambos. A disposicdo cadeia anti-paralela da a-quitina favorece a formagéo
de numerosas ligacbes hidrogénio inter e intramoleculares, resultando em um empacotamento
denso. Além disso, os grupos hidroxilas auxiliam no estabelecimento de liga¢6es hidrogénio e as
formas entre cadeias de diferentes laminas tornam a a-quitina insolivel na maioria dos solventes

(CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Os polimorfos B-quitina e y-quitina podem ser encontradas em estruturas mais flexiveis
e com menor rigidez, como na lula e fungos (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ELIEH-ALI-
KOMI e HAMBLIN, 2016). Em lulas do género Loligo, a a-quitina constitui uma fina camada
que reveste as paredes do es6fago e do estdmago, a B-quitina ocorre na concha, e a y-quitina
integra uma espessa cuticula que recobre outras zonas do estbmago (ABRAM; HIGUERA,

2004).
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a-Quitina B-Quitina v-Quitina

Figura 2 - Disposicéo cristalina das cadeias poliméricas de quitina.
Fonte: Antonino, 2007.

Os biopolimeros quitina e quitosana sdo estruturalmente semelhantes a celulose,
diferenciando-se apenas pela substituicdo dos grupos na posicdo do carbono 2 do anel
glicopiranosidico. Enquanto na celulose ocorre a presenca de um grupo hidroxila (OH), na
quitina ha a substituicdo pelo grupo acetamida (NHCOCHS:) e na quitosana ha presenca do grupo

amina (NH.), como mostra a Figura 3.

A quitosana é um polissacarideo de cadeia linear de B (1—4)-2-amino-2-desoxi-
glicopiranose ¢ [ (1—4)-2-acetamino-2-desoxi-glicopiranose. Este pode ser obtido pela
desacetilacdo de sua precursora, a quitina (CLARK; SMITH, 1936; RINAUDO, 2006; ISLAM et
al., 2011; MOHAMMED; WILLIAMS; TVEREZOVSKAYA, 2013), e sua unidade monomeérica
completamente desacetilada pode ser descrita como [CsH11NOs]n. Esta € raramente solivel em
agua, mas torna-se solivel na presenca de solugdes de acidos organicos como &cido acético

(CH3COOH) e acido férmico (HCOOH) (BOLAT et al., 2010).
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~ -\= 0
_NHCOCH, | CHOH
~=="/n
Quitina
¢“ o Sy CHOH
< NH2 P 2
HO 0 0
0 HO _
CH,0H I I\ NH Celulose: R= OH

Quitina: R= NHCOCH3s
Quitosana

Quitosana: R= NH>

Figura 3 - Comparacdo entre as estruturas macromoleculares da celulose, quitina e quitosana.

Fonte: Ramirez et al., 2010.
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1.2.3 Obtencao de quitina e quitosana

A quitina e quitosana geralmente podem ser obtidas pelo método quimico ou métodos
bioldgicos, tais como a fermentacdo microbiana e reacdes enzimaticas (ZHANG et al., 1999,
RINAUDO, 2006; YOUNES et al., 2012; ARBIA et al., 2013). No entanto, a nivel comercial,
este Ultimo ndo tem sido utilizado em larga escala, uma vez que ndo é considerado um método

economicamente viavel (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Nos Gltimos anos, os métodos de extracdo de quitina do exoesqueleto de crustaceos tém
chamando bastante atencdo de pesquisadores (ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008; YEN;
YANG; MAU, 2009; AL SAGHEER et al., 2009; BENHABILES et al., 2012; KAYA et al.,
2013; HAJJI et al., 2014) e varias condicdes tém sido aplicada no processo de isolamento da
quitina. No entanto, ainda ndo ha um processo Unico padronizado, isso pode ser atribuido a
constituicdo bioldgica dos diferentes organismos utilizados, assim como as diferentes etapas

utilizadas no processo de extracdo da quitina.

Geralmente, em escala comercial, os procedimentos para o isolamento de quitina do
exoesqueleto de crustaceos envolvem tratamentos com acido e base para o processo de
desmineralizacdo e desproteinizacdo (ROBERTS, 1992; PERCOT; VITON; DOMARD, 2003;
ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008), assim como na sua desacetilacdo (YEN; YANG; MAU,
2009). A desacetilacdo da quitina € realizada para produzir seu principal derivado, a quitosana

(ROBERTS, 1992; CHIAPPISI; GRADZIELSKI, 2015).

No método quimico, a quitina, na maioria das vezes, é desacetilada com solucdo aquosa
concentrada de NaOH aquecida, consequentemente produzindo quitosana e tais concentragdes

geralmente variam em torno de 10,0 mol L™ a 12,5 mol L™ de NaOH (CANELLA; GARCIA,
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2001; GALED et al., 2005; YEN; YANG; MAU, 2009; PUVVADA; VANKAYALAPATI,
SUKHAVASI, 2012). A existéncia dos grupos acetila e extensa cristalizagdo tornam a quitina
insolivel em agua e outros solventes organicos. No entanto, durante o curso de desacetilacdo da
quitina, em partes do polimero, as ligacdes N-acetila sdo quebradas durante o contato com
solucdo alcalina, ocorrendo a formacdo de unidades de D-glucosamina que contém aminas livres

na cadeia da quitosana.

De fato, a quantidade e distribuicdo aleatdria dos grupos acetamida na estrutura
molecular da quitosana afetam as interac@es intra e intermolecular, uma vez que estes grupos
favorecem o estabelecimento das ligac6es de hidrogénio e apresentam carater hidrofobico através
de grupos metilicos. Os grupos amino determinam as interacdes eletroestaticas em meio acido
através dos sitios amino protonados e as ligacdes de hidrogénio, assumindo uma natureza
hidrofilica (ALVES, 2013). O aumento das ligacGes de hidrogénio intra e intermolecular e das
interacdes hidrofobicas promovem a formacéo de agregados em solugdo aquosa, o que favorece o
aumento da solubilidade da quitosana em condi¢des &cidas (RINAUDO, 2006; CHEN et al.,

2011; PHILIPPOVA et al., 2012).

Apesar da hidrolise alcalina dos grupos acetoamida constituidos na cadeia molecular da
quitina, que leva a obtencdo de quitosana, seja uma reagdo consideravelmente simples, esta ndo
ocorre de maneira homogénea e completa ao longo de toda a cadeia, (CAMPANA-FILHO et al.,
2007). Na Figura 4  mostrado o mecanismo reacional de converséo da quitina em quitosana
através da reacdo da molécula de quitina com o hidroxido de sodio (NaOH). A finalidade da
desacetilacdo alcalina é romper as ligacdes de N-acetil do biopolimero, permitindo a formacéo
das unidades de D-glicosamina que contém os grupos aminicos livres, principal fator das

multiplas aplicacdes tecnologicas (LERTSUTTHIWONG et al., 2002). Portanto, esse processo se
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trata de uma hidrdélise de amida, no qual o anion hidroxido (OH") da base ataca o carbono da acila
da ligacdo amida (a). Como a reacdo ocorre em meio aquoso, 0 intermediario de reacdo é
destruido através do reestabelecimento da dupla ligagdo C=0, promovendo a cisdo da ligacdo
entre carbono e nitrogénio e a formacdo de uma ligacdo covalente coordenada entre o atomo de
nitrogénio terminal da cadeia e um atomo de hidrogénio da agua (b). Com isso, forma-se ao final
da reacdo a estrutura da quitosana, hidroxido de sodio e acido acético (c) (SOLOMONS;

FRYHLE, 2006).

OH OH
0 .
0
" HO o
SNH
l|_..©
HO—C—03¢
..
+
CHj Na
@
OH
i
0 S 0 ;s c
S, —_— Jo) o + NaOH + HO/ \CH3
.' ,/ HO o
s, 2NH S/ NH2
@
HO-C—O H

(c)
CH 3 Na*

(b)

Figura 4 - Mecanismo reacional para a produc¢do de quitosana a partir de quitina por via alcalina.
Fonte: HENNIG, 2009.

O grau de desacetilacdo (GD) € uma das caracteristicas mais importantes da quitosana e

pode variar entre 40 % e 95 %, dependendo do método aplicado (YEN; YANG; MAU, 2009).
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Entretanto, condicdes de desacetilacdo mais fortes podem influenciar na massa molecular e na

viscosidade do produto final da quitosana (VARUM; OTTOY; SMIDIROD, 2001).

Nesse sentido, tém sido abordado por diversos autores (TOLAIMATE et al., 2000;
RHAZI et al., 2000; PAWADEE et al., 2003; TOLAIMATE et al., 2003; PERCOT, VITON;
DOMARD, 2003; CHANDUMPAIA et al., 2004; GALED et al., 2005) as barreiras enfrentadas
nos métodos de extracdo de quitina e producdo de quitosana, uma vez que, a funcionalidade e as
propriedades fisicas e quimicas da quitosana dependem de condi¢des importantes como o grau de
polimerizacdo, o grau de desacetilacio e a massa molecular. Tais condi¢cbes podem ser
influenciadas pelas fontes utilizadas, assim como pelas condi¢bes do processo de extracdo

(RABEA et al., 2003; GALED et al., 2005).

1.2.4 Aplicacgbes de quitosana

A quitina e seu derivado, a quitosana, sdo polimeros naturais que vém despertando
grande interesse cientifico e econdmico, principalmente pelo potencial de aplicacdo em diferentes
areas da ciéncia (ANITHA et al., 2014; PUVVADA; VANKAYALAPATI; SUKHAVASI, 2012;
RINAUDO, 2006). O interesse pela producdo da quitosana tem aumentado, uma vez que, a
mesma € um biopolimero biodegradavel, biocompativel, com baixa toxicidade, o que facilita sua

utilizacdo (YUAN et al., 2011; TENG, 2011; ANAYA et al., 2013).

Algumas das aplicacdes estdo, por exemplo, na industria de alimentos, na medicina, na
industria farmacéutica, no desenvolvimento de cosméticos, agricultura (MUZZARELLI et al.,
2012) e biomateriais (RINAUDO, 2008; FOSTER et al., 2015). Os biomateriais produzidos a

base de quitosana tém sido utilizados como géis, filmes, agente cicatrizante, agente
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antimicrobiano, material de bandagem, molde para enxerto de pele, material para lentes de
contato, capsulas, micro-capsulas ou solucGes (SENEL et al., 2000; SPIN-NETO; PAVONE;

FREITAS, 2008).

A quitosana apresenta ampla utilizacdo na inddstria farmacéutica, como excipiente em
formulac@es de farmacos, para liberagdo controlada de medicamentos, tem ampla aplicacdo como
um agente de entrega de drogas (HU; SUN; WU, 2013). Uma elevada variedade de propriedades
¢ obtida quando a quitosana €& misturada com compostos anfifilicos (CHIAPPISI;
GRADZIELSKI, 2015). Pode-se ainda enumerar outras aplicacdes na area farmacéutica como,
aglutinante na granulacdo Umida, diluente na compressdo direta de comprimidos, liberacdo
modificada de farmacos a partir de comprimidos e granulos, carreador de farmacos em sistemas
microparticulados, filmes para liberacdo controlada de farmacos, preparacdo de hidrogéis,
agentes para 0 aumento da viscosidade de solucBes, agente umectante e melhoramento de
dissolucdo de medicamentos, polimero bioaderente, intensificador de absorcdo (por via nasal ou
oral), polimero biodegradavel (implantes, microparticulas) e terapia génica (YOGESHKUMAR,;

ATUL; ADHIKRAO, 2013).

Na indastria de alimentos, a quitosana apresenta ampla variedade de aplicagdes, tais
como formacdo de filmes biodegradaveis, purificacdo de agua, recuperacdo de subprodutos,
clarificacdio de sucos, emulsificante de aromas, agente antioxidante, e estabilizante
(BORGOGNONI; POLAKIEWICZ; PITOMBO, 2006). Apesar de ainda controverso, tém sido
relatado na literatura, que a quitosana possui propriedades capazes de inibir a absorcdo de
gordura pelo organismo, sendo considerada uma fibra com efeito dietético, além de contribuir a
reducdo da pressao arterial associada a reducdo de peso (ZAHORSKA-MARKIEWICZ et al.,

2002; TRIVEDI et al., 2016).
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Na agricultura, a quitosana tem sido aplicada como modelador do tempo de liberacédo de
fertilizantes ou nutrientes no solo, revestimentos de sementes para controlar as pragas e melhorar
as defesas bioldgicas das plantas contra atividades microbiana e fungica (ZENG; MEI; WU,
2010). Mahdavi e Rahimi (2013) obtiveram resultados positivos quando testaram o efeito da
quitosana na germinacdo e crescimento de ajowan (Trachyspermum ammi). Em outro estudo
Zeng, Luo e Tu (2012) observaram beneficios significantes no crescimento e germinacdo na

producdo de soja quando esta foi revestida com quitosana.

Segundo llnicka, Walczyk e Lukaszewicz (2015) a quitosana também possui excelentes
propriedades antifungicas e antibacterianas. As caracteristicas antimicrobianas da quitosana, entre
outras, a distingue de outros polissacarideos. A inibicdo de microrganismos, tais como,
Escherichia coli, Alternaria, Fusarium, Helminthosporium (Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa (KUMAR, 2000), mostrou ser efetiva em testes laboratoriais. Dessa
forma, tem sido relatado por alguns pesquisadores que a atividade antimicrobiana da quitosana
ocorre através de seus grupos aminicos, que em contato com os fluidos fisioldgicos se tornam
protonados e se ligam a grupos anionicos destes microrganismos, provocando aglutinagcdo das
células microbianas e, como consequéncia, provocam a inibicdo do seu crescimento (KUMAR,
2000; OKAMOTO et al., 2003). Mohanasrinivasan, Mishra e Paliwal (2013) reportam que a
quitosana tem potencial para ser usado como um agente antibacteriano para controlar doengas de

plantas. Na Tabela 2 estéo citadas outras aplicacdes e potenciais usos da quitina e seu derivado.
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Tabela 2 - Areas de aplicacio e potenciais usos da quitina e seu derivado.

Areas Exemplos de aplicagdes
- Fabricacdo de andaimes para regeneracdo de
Biomédica tecidos;
- Desenvolvimento de pontos cirurgicos.
- Suportes para ingredientes farmacéuticos;
- Vectores ndo-virais para entrega de genes;
- Gene e constituintes ativos;
Produtos

farmacéuticos

- Encapsulamento e protecao;

- Liberacédo gradual de medicamentos;

- Melhorar a chegada de &cidos nucléicos aos
alvos terapéuticos.

Cosmeéticos

- Transportadores ativos de produtos cosméticos;
- Produtos para pele, cabelo e cuidados bucais;
- Hidratante e agente anti-envelhecimento.

Téxteis

- Fibras antimicrobianas e ndo alergénicas;

- Agentes coagulantes e floculantes para a
remocdo de corantes e produtos quimicos de
aguas residuais téxteis.

Papel

- Resisténcia ao papel contra a umidade;
- Embalagens biodegradaveis para alimentos,
involucro.

Alimentos

- Barreira protetora contra a deterioragdo dos
alimentos;

- Embalagens de biodegradavel para embalar
alimentos;

- Compostos estabilizadores e espessantes;

- Prebidticos (fibras dietéticas) ingredientes.

Adaptado de HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016.

31
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por finalidade a caracterizacdao da quitina extraida dos residuos
do caranguejo Dilocarcinus pagei capturado na regido do Médio Amazonas e a quitosana obtida

a partir da quitina através de técnicas fisicas e quimicas.

Nessa dissertacdo foram realizados os objetivos especificos:

. Determinacdo dos percentual de perdas de materiais inorganico e organico
oriundos dos residuos do caranguejo Dilocarcinus pagei nas etapas de desmineralizagéo,
desproteinizacao e despigmentacéo;

o Caracterizacdo dos produtos das etapas de desmineralizacdo, desproteinizagdo e
despigmentacdo pelas técnicas de difracdo de raios X e andlise termogravimétrica;

. Investigacdo do efeito da reacdo de desacetilacdo da quitina sob diferentes tempos

de reagéo para a producéo da quitosana;

o Caracterizacdo da quitosana obtida por difracdo de raios X, analise
termogravimétrica, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho por

Transformada de Fourier.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho se encontram na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na extracdo de quitina e producdo de quitosana.

Reagente Formula quimica Procedéncia
Acido cloridrico (solugdo 37% m/v) HCI Cinética
Hidroxido de sodio P. A. NaOH Cinética
Raimundo
Hipoclorito de sodio (solucdo comercial) NaCIlO da Fonte S.
A.
Nitrato de prata P. A. - ACS AgNO3 Labimpex

3.2. Equipamentos e materiais

Tabela 4 — Equipamentos e materiais utilizados na extracdo de quitina e producdo de quitosana.

Equipamentos Materiais

- Agitador Mecanico S P Labor, modeloRHB 1 - Erlenmeyers de 250, 500 e 1000 mL

- Pipetas volumétricas de 2, 10 e 25
mL

- Bomba a vacuo Prismatec, modelo 121 - Funil de bulchner

- pHMetro Bante instrument, PHS-3BW

- Balanga analitica Shimadzu, modelo AUY 220 - Filtros de papel

- Liquidificador doméstico Arno, modelo LN 27- Placas de Petri

110V

- Peneira granulométrica com malha 125 pm - Suporte e garra de argola
- Béqueres de 100, 1000 e 8000 mL
- Provetas de 100 e 500 mL

- Tubos de ensaio com rosca
- Dessecador
- Cronbmetro
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3.3. Procedimentos

Os residuos de caranguejo utilizados no presente estudo foram obtidos do laboratorio de
Zoologia do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia (ICET) da Universidade Federal do

Amazonas (UFAM).

O processo de extracdo de quitina seguiu as etapas de pré-tratamento, desmineralizagéo,
desproteinizacdo, despigmentacdo e secagem. ApOs processo anteriormente mencionado, a
quitina obtida foi exposta ao processo de desacetilacdo, originando a quitosana. A Figura 5

sumariza todas as etapas realizadas até a produc¢do da quitosana.

Pré-tratamento Residugs d ©
L caranguejo

Lavagem
—
Secagem $
Peneiramento (<125 um)

Desmineraliza¢ao

Solu¢do de HCl =

k4

Desproteinizagao

Solucao de NaOH —PJ

4

Despigmentacao

Solugdo de NaCIO ==,
\

( Quima )
L L
[ Desacetilacao ]

Solucdao de NaOH —"4

( Quitosana )

Figura 5 — Fluxograma do processo de obtencdo da quitina e quitosana.
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3.3.1 Extracdo de quitina e conversado em quitosana

Os metodos utilizados para o processo de extracdo de quitina e quitosana foram
adaptados dos métodos desenvolvidos por Percot, Viton e Domard (2003), Antonino (2007) e

Yen, Yang e Mau (2009).

O isolamento da quitina do exoesqueleto do caranguejo foi iniciado com a preparacao
das amostras seguido das etapas de desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo. Os
tratamentos de otimizacdo dos processos de desmineralizacdo e desproteinizacdo foram

realizadas com as amostras expostas em condi¢des e tempos distintos.

3.3.2 Pré-tratamento

No laboratorio, os residuos foram manualmente lavados e processados. Uma quantidade
de 700 g de residuos de caranguejo foi seca em estufa a temperatura de 70 °C por um periodo de
5 horas. O material seco foi mecanicamente moido em liquidificador doméstico e peneirado em
peneira com malha de abertura de 125 pm (120 mesh) para obtencdo de um sélido com

granulometria uniforme.

3.3.3 Desmineralizacéo do residuo de caranguejo

Esta etapa foi realizada com trés amostras (a, b e c). Inicialmente, os experimentos
foram realizados empregando solugdes de concentragdo 0,25 mol L, 0,50 mol L e 0,75 mol L*
de HCI, sendo que as duas primeiras foram realizados em 30 minutos, enquanto que o

experimento realizado empregando solugdo de concentragdo 0,75 mol L™ de HCI foi realizado
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em 60 minutos. Em todos os casos, empregou-se a propor¢do 1:40 (massa/volume), sob agitacéo

mecanica constante, a temperatura ambiente.

Ap0s o processo de exposicdo em solucdo acida, a mistura foi filtrada a vacuo e o sélido
remanescente foi lavado com agua destilada até a neutralidade da agua de lavagem (pH = 7). Em
seguida, o material foi seco em estufa a temperatura de 70 °C por 5 horas. O material resultante
foi obtido sob a forma de um p6é com aparéncia de cor castanho escuro. A amostra obtida
utilizando solugdo de HCI 0,25 mol L e tempo de reagdo de 30 minutos foi denominada de 1a,
enquanto a amostra obtida utilizando solucdo de HCI 0,50 mol L e tempo de reacdo de 30
minutos foi denominada de 1b. Por Gltimo, a amostra obtida utilizando solu¢édo de HCI 0,75 mol

L e tempo de reacdo de 60 minutos foi denominada de 1c.

3.3.4 Desproteinizacdo do remanescente organico

Apdbs a obtencdo do material desmineralizado nas condicGes otimizadas da etapa
anterior, o material desmineralizado foi adicionado & solugcdo de NaOH 1,0 mol L Os
experimentos foram realizados em triplicatas na proporcdo 1:30 (massa/volume), empregando
10 g de material desmineralizado em tempos de 8, 12 e 24 horas, utilizando agitacdo mecéanica
continua e temperatura constante de 70 °C. Posteriormente, a mistura foi filtrada a vacuo e o
solido obtido foi lavado com agua destilada até a neutralidade da agua de lavagem. Em seguida, o
material foi seco em estufa a temperatura de 70 °C por 5 horas. A amostra obtida utilizando o
tempo de reacdo de 8 horas foi denominada de 2a, enquanto a amostra obtida no tempo de reagéo
de 12 horas foi denominada de 2b. Por ultimo, a amostra obtida no tempo de reacdo de 24 horas

foi denominada de 2c.
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3.3.5 Despigmentacéo da quitina

O material desproteinizado obtido previamente foi adicionado a solucdo de hipoclorito
de sodio (NaClO) a 0,14 mol L na proporgéo 1:25 (massa/volume) e utilizando 5 g de material
solido. A mistura foi mantida a temperatura de 40 °C e sob agitacdo mecanica constante por 8
horas. Posteriormente, a mistura foi filtrada a vacuo e o solido obtido foi lavado com agua
destilada até a neutralidade e até o ponto que ndo se detectava mais a presenca de anions cloreto
na agua de lavagem apo6s mistura com solucéo diluida de nitrato de prata. Em seguida, o sélido

obtido foi seco em estufa a 40 °C por 12 horas.

3.3.6 Desacetilacéo da quitina

O processo de desacetilacdo da quitina foi baseado no método utilizado por Yen, Yang e
Mau (2009), empregando a proporcdo de 1:40 (m/v) de quitina despigmentada de caranguejo para
a solucéo de NaOH a 10,0 mol L em temperatura de 105 °C, sob agitagdo mecénica constante e
por diferentes tempos de reacdo: 60, 90 e 120 minutos. Apos o término das reacles, as quitosanas
obtidas foram filtradas a vacuo e passaram por repetidas lavagens com agua destilada até a atingir
a neutralidade da agua de lavagem, (pH = 7). Finalizou-se o processo com a secagem do material
em estufa a 40 °C por 6 horas. A quitosana obtida no tempo de reacdo de 60 minutos foi
denominada de Q60, enquanto a quitosana obtida no tempo de reacdo de 90 minutos foi
denominada de Q90. J& a amostra obtida no tempo de reagdo de 120 minutos foi denominada de

Q120.
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3.4 Analise estatistica das amostras

O rendimento global e das etapas individuais do processo de obtencdo da quitina a partir
do residuo de caranguejo foi calculado levando-se em conta a massa inicial da matéria-prima
processada e a quantidade da quitina obtida. Cada uma das etapas da obtencdo da quitina foi
realizada em triplicata e empregou-se 50,0 g de residuo no processo de desmineralizacdo, 15,0 g
de material desmineralizado no processo de desproteinizacdo e 5,0 g de material desproteinizado
no processo de despigmentacdo para finalmente obter um valor médio de rendimento dos

materiais produzidos por triplicata.

O rendimento da quitosana foi determinado a partir da determinacdo da massa final
obtida empregando-se 1,0 g de quitina despigmentada para cada um dos trés diferentes tempos de
reacao de desacetilacdo, realizando cada experimento em triplicata.

Para os rendimentos em cada procedimento foi aplicado a equacéo 1:

R= (PF/PI) *100 1)
Sendo:
R = rendimento (%)
PF = peso final do material processado (g)
Pl = peso inicial da amostra (g)
Os dados foram analisados com um programa de anélise estatistico BioEstat (versao
5.0). Para o rendimento das amostras de quitosana, os dados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) de uma via, com nivel de significancia 0<0,05, considerando os 3 tempos de

reacao distintos.
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3.5. Caracterizagdo das amostras

Os materiais produzidos foram caracterizados pelas técnicas de difracdo de raios X
(XRD) e andlise termogravimétrica acoplada a um espectrometro de massas (TGA/MS). Para as
amostras de quitina e quitosana, foi empregada adicionalmente a analise de espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Essas analises
foram realizadas no Laboratério de Sélidos Lamelares do Instituto de Quimica Universidade de

Sao Paulo.

Os materiais obtidos foram analisados pela técnica de difracdo de raios X em um
difratdbmetro Rigaku modelo Miniflex (raios X gerados por um anodo de Cu (K,) utilizando
30 kV de tensdo, 15 mA de corrente, fendas variaveis e filtro de Ni). O passo utilizado foi de
0,03 ° st e o intervalo analisado (20) foi de 1,5 a 70 °. As amostras obtidas na forma de p6 foram

colocadas em um porta-amostra de vidro para o registro de seus difratogramas.

As curvas TGA e as a andlise dos gases liberados por espectrometria de massa (TGA-
MS) foram registrados em um equipamento TGA-DSC Netzsch modelo STA 409 PC Luxx
acoplado a um espectrometro de massa modelo QMS 403 C Aeolos empregando cadinho de
alumina, fluxo de ar sintético (50 mL.mint) e intervalo de analise de 30 a 1000 °C, com uma taxa

de aquecimento de 10 °C min e utilizando uma massa de 15 mg por amostra.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrofotdmetro Bomem-Michelson FT-IR, modelo MB-102, na regido de 400 a 4000 cm™,
com acumulacdo de 64 espectros. Os espectros de foram obtidos usando pastilhas preparadas a
partir de amostras de quitina e quitosana secas em estufas por 12 horas a temperatura de 40 °C.

Cerca de 2,0 mg de amostra foram misturadas a 98 mg de KBr previamente seco em estufa, e a
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mistura homogeneizada em almofariz de agata. A mistura foi prensada em prensa hidraulica para
formar uma pastilha de aproximadamente 0,20 mm de espessura, em seguida foi analisada. Este
procedimento envolve o uso da banda de amida I, a 1655 cm™, e da banda de hidroxila em
3450 cm™. O céalculo do grau de desacetilagdo (GD) foi determinado através da equacio 2

(CANELLA; GARCIA, 2001).

GD = (A1655 / A3450).100/1,33 )

Sendo:
A1655 = Absorbancia em 1655 cm™
A3450 = Absorbancia em 3450 cm™
1,33 = constante que representa a razdo A1655/A3450 para amostras de quitina

completamente N-acetiladas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizacdo da quitina

Inicialmente, foram investigados os efeitos do tempo de reacdo e da concentracdo da
solucdo de HCI na etapa de desmineralizacdo nos residuos do caranguejo para remoc¢do do
conteldo inorganico presente e da solucdo de NaOH na etapa de desproteinizacdo do
remanescente desmineralizado para remoc¢do do conteddo organico ndo-polimérico. A
parametrizacdo adequada de cada uma dessas etapas € fundamental no estabelecimento de
metodologias que empregam de modo mais eficiente possivel as variaveis tempo e reagentes.
Serdo apresentados a seguir e discutidos os resultados das caracterizacbes do processo de

isolamento de quitina e quitosana.

4.1.1 Desmineralizacdo do exoesqueleto de caranguejo

Na literatura, tem sido reportado que a remocao de minerais deve ser a primeira etapa do
processo de isolamento da quitina, pois dependo da espécie, geralmente é a fracdo que possui
maior quantidade no exoesqueleto de crustaceos. Além disso, o contelido proteico ainda aderido a
cadeia polimérica promove a protecdo do biopolimero impedindo sua hidrélise e
despolimerizacdo (LERTSUTTHIWONG et al., 2002; AZEVEDO et al., 2007). Quimicamente,
0 processo desmineralizacdo ocorre quando o acido entra em contato com o carbonato de calcio

(PERCOT; VITON; DOMARD, 2003), como pode ser observado na equagao 3.

CaCO0Ogzs) + 2HCl(ag) — CO2(g)T + CaClogg) + H20() (3)
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O processo de remogdo de materiais inorganicos foi realizado utilizando amostras em
diferentes condicGes de reacdo, como concentracao da solucdo de HCI e o tempo de reacao e 0s
resultados estdo mostrados na Tabela 5. A amostra la teve uma reducdo de 63,0 % em
comparacdo a massa inicial, enquanto que tanto as amostras 1b e 1c tiveram uma reducéo
proxima de 71,3 e 71,4 % em comparacdo a massa inicial, respectivamente. Observa-se que, 0
percentual de rendimento (s6lido remanescente) diminuiu com o aumento da concentracdo de
acido cloridrico. Com isso, pode-se afirmar que para a primeira amostra (1a), a quantidade de
acido em solucdo ndo foi suficiente para a remocdo de todo o conteldo inorganico,
principalmente carbonato de célcio, o qual é encontrado em maior quantidade no exoesqueleto de

caranguejos (TOLAIMATE et al., 2003).

Tabela 5 — Condi¢des de reagdo no processo de otimizagdo da desmineralizacdo do exoesqueleto do caranguejo D.
pagei.

Massa do Tempode Massade Rendimento Denominacéo

exoesqueleto ( rL;'ICIi]'l) reacao solido médio das
(9) (min) (9) (9) amostras
3,678
3,670 +
10,0 0,25 30 3,660 0,006 la
3,672
2,861
2,863 +
10,0 0,50 30 2,863 0,001 1b
2,866
2,849
2,856 +
10,0 0,75 60 2,860 0.004 1c
2,858

Ambas as amostras 1b e 1c apresentam uma reducdo de massa maior que a amostra 1a,

indicando que as condi¢Oes empregadas para a obtencdo da primeira amostra ndo foram



Dissertagdo Ana Gracy Oliveira Ribeiro — Produgdo de Quitosana a Partir do Caranguejo Dilocarcinus pagei 43

suficientes para a remocdo de todo conteido inorgéanico. Porém, torna-se importante realizar esta
etapa de maneira cautelosa, uma vez que, condi¢des mais drasticas de processamento podem
afetar a estrutura molecular do produto final obtido, sendo preferido o uso de condi¢bes mais
brandas (TOLAIMATE et al., 2003). Uma vez que ndo foram encontrados valores
significativamente diferentes entre as massas obtidas nas amostras 1b e 1c, optou-se por utilizar a
condicdo experimental empregada para a amostra 1b, de 0,50 mol L de HCI e o tempo de 30
minutos para a sequéncia do estudo. Contudo, é importante frisar que os resultados obtidos nos
experimentos desta primeira etapa ndo comprovam a retirada de todo o contetudo inorganico do

material desmineralizado.

Segundo Tolaimate et al. (2003) o processo de desmineralizacéo € relativo e varia com o
grau de mineralizacdo, tempo de extracdo, temperatura, tamanho da particula, concentracdo do
acido e propor¢cdo empregada entre o sélido e a solugdo acida (m/v), sendo que este Gltimo
depende da concentracdo de &cido. Para que se tenha eliminacdo completa da carga mineral
presente no exoesqueleto, a quantidade de acido adicionada deve ser igual a quantidade de
minerais ou ainda superior (SHAHIDI; SYNOWIECKI, 1991). Neste trabalho, definiu-se como
condicdo de desmineralizacdo eficiente aquela que apresentou maior remocdao dos minerais

empregando menor tempo de reacdo e menor concentracao da solucdo acida.

Percot, Viton e Domard (2003) realizaram a extracdo da quitina do exoesqueleto de
camardo com finalidade de obter quitina na sua forma natural com maior massa molecular
possivel e a menor quantidade de desacetilacdo. Em seu trabalho, relatam otimizagdo do processo
de desmineralizagdo utilizando uma solugdo de HCI 0,25 mol L™ na proporgéo de solido para
solvente de 1:40 (m/v) e um tempo de reacdo de 15 minutos. Essas condi¢Bes ndo sdo otimizadas

para o0 caranguejo D. pagei porque existe uma maior quantidade de carbonato de céalcio em seu
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exoesqueleto, requisitando maior quantidade de HCI para remové-lo completamente ou na maior
quantidade possivel. Em razdo dessa maior quantidade de material inorganico, é necessario ndo
somente aumentar a concentracdo de acido, mas também o tempo de reacdo, uma vez que nem
todo o CaCOs pode reagir prontamente com o HCI em virtude da alta compactagdo da estrutura

bioldgica.

Posteriormente a definicdo da condicdo adequada para desmineralizar o exoesqueleto do
caranguejo, novas amostras foram obtidas em triplicata com 50,0 g de exoesqueleto seco por
replicata para verificar o rendimento do processo, assim como percentual de mineral extraido. Os
resultados revelaram o rendimento médio de 28,7 % para a etapa de desmineralizacdo (71,3 % de
conteldo inorganico extraido), obtendo-se 14,367 * 0,059 g de material desmineralizado.
Portanto, observa-se que os residuos do caranguejo amazonico (D. pagei) possuem um alto teor
de minerais em sua composi¢do. Resultado similar foi reportado por Oliveira e Nunes (2011),
encontrando em residuos do caranguejo Ucides cordatus 61,2 % de fracdo inorganica. Segundo
0S mesmos autores, este elevado teor de minerais € um dos fatores que dificulta o processo de

desmineralizacéo na obtencao posterior de quitina.

Outros autores também reportam teores de cinzas tdo altos como 63,6 % para o lagostim
(sem identificacdo da espécie) (NO; MEYERS; LEE, 1989) e 54,7 % para lagostas Linuparus
trigonus (AHN; LEE, 1992). O percentual de minerais encontrados no presente estudo é
relativamente mais elevado em relacdo aos resultados relatados por outros autores a partir do
exoesqueleto de outros crustaceos. Para camardes marinhos, Lertsutthiwong et al. (2002)
encontraram percentual de 34,8 % de material inorganico para o camardo Penaeus monodon, e
Younes et al. (2014) encontraram percentual similar (35,3 %) de conteddo mineral do camaréo

Metapenaeus monoceros. Em outro estudo realizado por Charoenvuttitham, Shi e Gauri (2006),
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foi reportado um total de 31,2 % de cinzas para 0 camardo Penaeus monodon sobre a massa seca
inicial. O teor de cinzas para o siri Scylla serrata, para a lagosta Panulirus ornatus e camarao
Penaeus indicus foram de em 45 %, 35 % e 27 %, respectivamente (ODUOR-ODOTE;
STRUSZCZYK; PETER, 2005). Assis e Brito (2008), relatam que as diferencas entre o contetdo
de minerais estdo diretamente relacionadas a espécie, géneros e a sazonalidade de cada um, o que

pode justificar as diferentes condi¢Ges de experimentos empregadas em outros estudos.

4.2 Difracdo de Raios X do caranguejo desmineralizado

Os padrbes de XRD da estrutura cristalina a partir dos residuos de caranguejo apds o
processo de desmineralizacdo, expostos a diferentes tempos e concentracdes de acido estdo
presentes na Figura 6. Os resultados obtidos no experimento para a amostra (1a) mostraram a
presenca de picos de difracdo caracteristicos da fase cristalina da a-quitina nos valores de (26)
9,4 ° 196 °, 23,3 ° e 26,5 ° (CAMPANA-FILHO et al., 2007; AL SAGHEER et al., 2009).
Adicionalmente, foram observados uma série de picos finos que vao de (26) 29,7 ° até 50,0 ° que
estdo relacionados a fase cristalogréfica da calcita (carbonato de célcio) (RAHMAN; HALFAR;

SHINJO, 2013).

Através dessa analise pode-se verificar a existéncia de remanescentes inorganicos na
composicdo do material obtido e desta forma, avaliar se as condi¢bes experimentais aplicadas
foram adequadas para a remocdo do conteudo inorganico presente nos residuos do caranguejo.
Na amostra (1b), foram encontrados picos de difracdo (26) proximosa 9,3 °, 12,5°, 19,3 °, 26,5 °
e 35,0 °, os quais séo caracteristicos da fase cristalografica da a-quitina (CAMPANA-FILHO et

al., 2007; AL SAGHEER et al., 2009), enquanto que para amostra (1c) observou-se picos de
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difracdo similares a amostra 1b, com sinais registrados (26) proximos a 9,3 °, 12,5 °, 19,3 °,

265°e34,5°.
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Figura 6 — Difratograma de raios X de isolamento da quitina a partir do exoesqueleto do caranguejo de tamanho de
particula (menor que 125 um) em diferentes condi¢ces experimentais para a desmineralizacdo: (1a) 0,25 mol L de
HCI por 30 min; (1b) 0,50 mol L* HCI por 30 min e (1c) 0,75 mol L't HCI por 60 min.

*Estdo associados aos picos de difracdo da fase cristalogréfica da calcita (carbonato de célcio).

Portanto, foram observados sinais de difragdo mais intensos e em maior quantidade
referentes a fase polimérica nas amostra 1b e 1c do que em relacdo a amostra 1la. A partir desses
dados pode-se sugerir que, em termos de otimizacgéo, as condigdes experimentais aplicadas para a
amostra (1b) foram as mais adequadas para remoc¢do da maior parte do conteudo mineral do
exoesqueleto do caranguejo. Dessa forma, considerando condic¢des de reacdo mais brandas, que
ndo promovam eventual degradacdo do material polimerizado, ndo se utilizou as condicdes

experimentais aplicadas para a amostra (1c).
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4.3 Analise Termogravimétrica do material desmineralizado

O quantitativo de residuos inorganicos presentes nas amostras desmineralizadas
puderam ser registrados através de informacdes obtidas pela analise termogravimétrica. Essa
correlacdo pdde ser realizada conhecendo-se o percentual de massa remanescente do processo de
decomposic¢do térmica de uma amostra de carbonato de calcio pura e admitindo-se que o residuo
obtido apds o aquecimento das amostras corresponda apenas ao Oxido de célcio. A reagdo
quimica do carbonato de calcio, quando exposto a temperaturas elevadas, ocorre de acordo com a

equacdo a seguir:
CaCOgs) A CO2(g) 1T + CaOy) 4)

A Figura 7 mostra as curvas TGA sobrepostas para as amostras desmineralizadas 1a, 1b
e 1c, revelando os perfis decomposicdo térmica das amostras com contelido reduzido de CaCOs.
Observa-se nos perfis das curvas TGA gue a curva da condi¢do de reacdo (1a) se dispde de forma
diferenciada do perfil de decomposicdo térmica das demais, evidenciando ainda a presenca ainda
de uma maior quantidade de material residual. Uma andlise mais detalhada dos eventos de perda
de massa se torna dificil de ser realizada nessa etapa, uma vez que, embora haja predominancia
de material organico na forma polimérica, ainda ha outros compostos organicos presentes
(MATHUR et al., 1990; CAMPANA-FILHO et al., 2007). Ainda para a amostra 1a, observou-se
um conteudo residual de 8,59 % da massa inicial e que podem ser atribuidos ao 6xido calcio,
indicando que o material desmineralizado continha inicialmente cerca de 15,34 % de massa
inicial de carbonato de calcio e considerando que 6,75 % dessa massa inicial se decompds na

forma de COs».
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Figura 7 - Curvas TGA das condicBes experimentais de reacdo: desmineralizacdo com &cido cloridrico em solugdo
de concentragdo 0,25 mol L* (1a - vermelha), 0,5 mol L (1b - preta), por 30 min e 0,75 mol L* (1c - azul), 1 hora
sob agitacdo constante a temperatura ambiente.

Por outro lado, as curvas das amostras 1b e 1c apresentaram perfis de decomposicdo
térmica semelhantes e a analise do percentual de massa residual em ambos o0s casos € menor do
que aquele registrado para a amostra 1a. Para ambas as amostras obteve-se o percentual residual
préximo a 4,00 %, sendo que essa massa residual esta associada a um percentual de massa de
carbonato de calcio inicialmente presente em ambas as amostras de 7,15 %. Embora o contetido
inicial de CaCOs nas amostras 1b e 1c sejam inferiores a amostra la, esses valores sao
consideravelmente altos, o que pode ser decorrente do alto conteddo mineral encontrado para a
especie estudada frente a outras espécies reportadas na literatura. Somado ao total de 71,3 % de
CaCOg3 extraido no processo de desmineralizagdo, encontrou-se um total de 78,45 % da

constituicdo inicial dos residuos do caranguejo amazénico formada por material inorganico.
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Nos trabalhos de Percot, Viton e Domard (2003) e Younes et al. (2014) o percentual de
residuos minerais encontrados apds a etapa desmineralizacdo a partir de crustaceos foi cerca de
1,8 e 1,3 %, respectivamente. Outros autores sugerem que 0 baixo conteudo mineral deve ser
considerado como um dos principais fatores que determinam o grau de pureza da quitina

(TOLAIMATE et al., 2003).

Para este estudo, definiu-se como condi¢cdo de desmineralizacdo adequada o
experimento com maior remocao dos minerais que empregou a menor quantidade de reagentes e
ocorreu no menor tempo, na qual a condicdo de reacdo empregada na amostra 1b. Tal medida foi
adotada para que o material polimérico resultante obtido através de diferentes reacGes quimicas
apresente 0 maior grau de polimerizacdo possivel, uma vez que exposi¢bes prolongadas de
quitina em meio acido levam a fragmentacdo da cadeia (TOLAIMATE et al., 2003). Ao final de
todas as etapas de extracdo do material polimérico e de sua posterior desacetilacdo, é possivel
realizar procedimentos de purificacdo em condi¢Ges mais brandas, que diminuiriam a reducdo no
tamanho de cadeia. Portanto, confirma-se que dentre as 3 condigdes experimentais propostas, a
condicdo 1b foi considerada a mais adequada e ela foi empregada para producdo de maior
quantidade de material desmineralizado para dar continuidade aos estudos apresentados nesse

trabalho.

4.4 Desproteinizacao do exoesqueleto de caranguejo

O material desmineralizado obtido pela rota 1b foi tratado com solucdo de NaOH
1 mol L ! para promover a remocio do contetido proteico em conjunto com os lipidios
(MATHUR, et al., 1990; CAMPANA-FILHO et. al, 2007). Nesta etapa 0s experimentos foram

realizados em diferentes tempos, conforme os dados apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — CondicOes de reacdo e rendimento do remanescente orgénico na desproteinizacdo do exoesqueleto de

caranguejo em trés tempos distintos 8, 12 e 24 horas.

Massa de material [NaOH] Tempo de Massa de Rendimento Denominacgao

desmineralizado  (mol L- reacao solido médio das

(9) ) (h) * (9) (9) amostras
2,545

50 1 8 2,539 2,545 + 0,006 2a
2,551
2,456

5,0 1 8+4* 2,443 2,450 + 0,006 2b
2,450
2,409

5,0 1 12+12* 2,413 2,409 + 0,003 2c
2,407

* Nos tempos onde ha somatoério denotam-se experimentos que foram realizados em dias consecutivos.

Os procedimentos experimentais das amostras 2a, 2b e 2c¢ tiveram uma reducdo de suas
massas inicias em 49,1, 51,0 e 51,8 %, respectivamente, embora ndo haja diferencas
estatisticamente diferentes entre os resultados obtidos. No entanto, pode-se concluir que na
condicdo que emprega menor quantidade de tempo de reagdo, ainda existe a presenca de
contetdo organico ndo polimérico que é retirado somente quando se aumenta o tempo de reacao.
Embora a perda de massa seja pequena em comparacdo com 0s procedimentos adotados nas
amostras 2b e 2c, a exposi¢do a maiores tempos de reacdo e capaz de realizar em maior extensao
a hidrdlise do contetdo proteico, resultando em um produto com maior contetido polimérico. Por
essa razéo, optou-se por utilizar a rota que gerou a amostra 2c como o procedimento base para a

etapa de desproteinizacao.

Resultado semelhante foi relatado por Percot, Viton e Domard (2003), que também

consideraram a mesma condicgéo de reacdo definida no presente estudo como condicdo suficiente
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para desproteinizacdo de exoesqueleto de camardo. De fato, o processo de desproteinizacao
ocorre com a utilizacdo de meio béasico para reagir com as macromoléculas organicas sob
condicdes de aquecimento. Nestas condicGes, ocorre a fragmentacdo da cadeia das proteinas,
permitindo a separacdo do conteddo proteico do solido remanescente rico em material
polimérico. O tratamento quimico é usado para destruir as ligagdes quimicas covalentes entre 0s
complexos quitina-proteina (HAMODRAKAS; WILIS; ICONOMIDOU, 2002; NAKAGAWA et
al., 2015). Campana-Filho et al. (2007) relatam que as condicBes reacionais no processo de
desproteinizacdo devem ser moderadas para evitar a ocorréncia de hidrdlise dos grupos acetamida

presentes na quitina e também sua despolimerizacéo.

Dessa forma, apds ser definida a condicdo adequada para a desproteinizacdo, as
amostras foram preparadas em triplicatas com 15,0 g de material desmineralizado pela rota 1b,
obtendo o rendimento médio de 48,07 % e apresentando massa final de 7,211 = 0,092 g de
material desproteinizado (6,852 g de material organico + 0,386 g de CaCOs (5,35 % segundo
analise do residuo pela TGA)), indicando que a perda do contetdo lipoproteico foi em torno de
51,00 % da massa inicial do material desmineralizado, confirmando o resultado obtido na fase

teste para esta condicdo experimental nesta etapa.

Portanto, a partir destes resultados determinou-se que os residuos dos caranguejos
D. pagei continham 10,99 % de contetdo lipoproteico em sua composic¢éo e 10,56 % de material
organico desproteinizado. Oliveira e Nunes (2011) relataram um resultado similar do obtido neste
estudo, a partir do exoesqueleto do caranguejo U. cordatus, com percentual de 13,20 % de

proteinas e lipideos.
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O percentual de proteinas encontrado neste estudo € significativamente menor quando
comparando com percentuais de proteinas reportados na literatura para diferentes espécies de
camardo. Em um estudo foi verificado que o exoesqueleto de camardo P. monodon continha
cerca de 47,4 % de proteina em sua composicdo (CHAROENVUTTITHAM; SHI; GAURI,
2006). Resultado semelhante foi relatado por Synowiecki e Al-Khateeb (2000) que encontraram o
teor proteico na estrutura esquelética do camardo de Crangon crangon em torno de 40,6 % a
partir da massa seca inicial. Benhabiles et al. (2012) também encontraram um percentual de
proteina de 40,6 % no exoesqueleto do camardo Parapenaeus longirostris. Diversos fatores
podem justificar os diferentes resultados citados, como por exemplo, as diferentes espécies

utilizadas, as condicdes de reacdo e os métodos de processamento utilizados.

4.5 Difracdo de raios X do material desproteinizado

A anélise de difracdo de raios X das amostras desproteinizadas 2a, 2b e 2c estdo
presentes na Figura 8. Observa-se nos padrdes de difracdo da amostra 2a picos (26) proximos a
9,2°,12,7°,19,3 ° e 26,4 °, enquanto que na amostra 2b foi observado picos de difracdo (26) em
9,5°129°,193°,235° 26,5 °, 34,8 °e 39,4 °. Para a amostra 2c foram observados picos de

difragéo (20) préximosa 9,3 °, 12,7 °,19,3°23,5°, 26,5 °, 34,8 °e 38,9 °.

A amostra 2a apresentou picos menos resolvidos e de menor intensidade atribuidos a
fase cristalografica da a-quitina quando comparados as amostras 2b e 2c. No caso das amostras
2b e 2c¢, 0s numeros de picos foram 0os mesmo para ambas, ocorrendo pequenas diferencas quanto
as posicdes dos picos em (260) 9,5 °, 12,9 ° e 34,8 ° na amostra 2b e (20) 9,3 °, 12,7 ° e 34,9 ° para
amostra 2c, 0s quais nesta Ultima também foram mais resolvidos e caracteristicos da fase

cristalografica da a-quitina. Os picos obtidos nas condi¢es experimentais para desproteinizacéo



Dissertagdo Ana Gracy Oliveira Ribeiro — Produgdo de Quitosana a Partir do Caranguejo Dilocarcinus pagei 53

na amostra 2c estdo similares com os resultados apresentados por outros autores (AL SAGHEER

et al., 2009).
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Figura 8 — Difratograma de trés condicbes de reacdo de desproteinizacdo do exoesqueleto do caranguejo
desmineralizado pelos procedimentos 2a, 2b e 2c. O difratograma (1b) corresponde ao resultado de difracéo obtido

para o exoesqueleto de caranguejo desmineralizado na condi¢do de reacéo 1b.

Comparando os padrdes de difracdo do material desmineralizado 1b e desproteinizado
(2c), os quais foram obtidos a partir de condigdes experimentais consideradas otimizadas para
cada etapa, pode-se observar que existem diferengas entre os sinais registrados, relacionadas
tanto a quantidade de picos associados a fase a-quitina quanto a intensidade e largura dos
mesmos. Esse fato pode ser explicado devido a existéncia, na amostra desmineralizada, de uma
grande quantidade de materiais organicos ndo polimérico que interferem de forma significativa
na difracdo sobre os planos atdmicos caracteristicos da fase cristalografica da o-quitina. 1sso

ocorre porque esses compostos impedem a formacdo de estruturas espacialmente mais
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organizadas das cadeias poliméricas, resultando na presenca de sinais mais difusos e menos

intensos de difracédo de raios X.

4.6 Analise Termogravimétrica do material desproteinizado

Os perfis téermicos das amostras 2a, 2b e 2c, bem como a curva TGA da amostra
desmineralizada obtida da condicdo 1b estdo mostradas na Figura 9. Primeiramente, observa-se
no perfil térmico do material desmineralizado (curva preta) que o processo de perda de massa
ocorre de forma menos pronunciada no evento ndo oxidativo, que ocorre entre o intervalo de
temperatura de 190 a 325 °C de que no evento oxidativo, que ocorre entre o intervalo de
temperatura de 325 a 610 °C. O evento ndo oxidativo refere-se a decomposicdo de matéria
organica sem a participacdo de gas oxigénio, enquanto o evento oxidativo refere-se a
transformacdo do material orgénico ou residuo carbondceo principalmente em CO:
(ANTONINO, 2007). Um dos fatores determinantes da estabilidade térmica de um polimero é a
energia das ligacGes da cadeia principal (LIM; WAN, 1995). A ligacdo C-C é uma das ligacGes
quimicas mais resistentes a decomposicdo térmica. A presenca de atomos de hidrogénio nas
cadeias do polimero diminui a energia entre as ligagdes C-C, motivo pelo qual os hidrocarbonetos
com elevada massa molecular e seus derivados possuem baixa estabilidade térmica, sendo
facilmente decompostos com o0 aquecimento a temperaturas mais elevadas (PENICHE-COVAS;
JIMENEZ, 1988). Esse efeito observado pode ser atribuido a presenca de maior quantidade de
material organico ndo polimerizado no material desmineralizado na forma de um conteudo
lipoproteico que se decompde termicamente de modo diferente do material polimérico presente

na estrutura do exoesqueleto do caranguejo.
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Figura 9 — Curvas TGA do processo de desproteinizacdo com hidréxido de sédio em solugdo de 1,0 mol L em
tempos de 8 horas (2a - azul) 12 horas (2b - verde) e 24 horas (2c - vermelha), e do processo de desmineralizacdo

com HCI em solugéo de 0,50 mol L no tempo de 30 minutos (1b - preta).

Observa-se também que a curva TGA da condicdo de reacdo realizada na amostra 2a
apresentou um perfil de decomposicéao térmica diferenciado em relacéo as curvas das amostras 2b
e 2c no intervalo de temperatura entre 325 e 610 °C. A amostra 2a exibe um menor evento de
perda de massa atribuido ao processo ndo oxidativo do que as amostras 2b e 2c, devido a
presenca de um maior contetdo lipoproteico na amostra que ndo se decompd@e termicamente de
modo ndo oxidativo em atmosfera oxidante. Por outro lado, as amostras realizadas nos tempos de
12 e 24 horas apresentaram perfis semelhantes, atestando que suas constituicdes quimicas séo

muito similares entre si.

Ressalta-se que o perfil térmico obtido para o material desproteinizado (2c) ndo esta
relacionado somente a perda de massa da quitina, uma vez que o material desproteinizado ainda

apresenta uma quantidade de contetdo organico ndo polimérico principalmente na forma de
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pigmentos que sdo somente removidos sob condi¢cdes mais oxidantes (SEABRA; PEDROSA,
2010). Portanto, a discussdo mais detalhada dos eventos de perda de massa pode ser mais bem

descrita apenas ap0s a remocao dessa impureza.

4.7 Despigmentacdo e obtencéo de quitina

A estrutura esquelética da maioria dos crustaceos é constituida também de pigmentos
carotenoides, como a astaxantina (OGAWA et al., 2007). A presenca de grupos (OH) e (C = O)
em cada anel ionona explica algumas das caracteristicas de astaxantina, tal como a capacidade de
ser esterificado, uma natureza mais polar e alta capacidade antioxidante (HIGUERA-CIAPARA,;

FELIX-VALENZUELA; GOYCOOLEA, 2006; LIU; OSAWA, 2007).

Para remover os pigmentos do material desproteinizado obtido pela rota 2c, foi
realizada a etapa de despigmentacdo. Observou-se que apds o contato desse material com a
solucdo de hipoclorito de so6dio, 0 mesmo apresentou uma coloracdo castanho mais claro que a

inicial, comprovando a remocao dessa fracdo organica conforme observado na Figura 10.

Figura 10 — Amostra desproteinizada (a) e amostra despigmentada (b).
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Para essa etapa, obteve-se uma massa final atribuida a quitina de 3,772 = 0,049 g
partindo-se de 5,0 g de material desproteinizado por replicata. Portanto, a massa de material
desproteinizado apresentou uma reducao de cerca de 22,81 % (3,772 g de material total, sendo
3,599 g de quitina + 0,173 g de CaCOs (3,46 % da massa inicial de 5,0 g de material
desproteinizado) que estdo associados a perda da massa inicial de pigmentos e possivelmente a
fragmentacdo do material polimérico. Assumindo que essa reducdo de massa seja exclusivamente
devido a retirada dos pigmentos o percentual de pigmentos encontrado no residuo inicial de

caranguejo foi de 2,53 %.

4.8 Padroes de Difracdo de raios X da a-quitina

A cristalinidade da quitina, conforme apreciado através de estudos de difracdo de raios
X, depende principalmente do grau de acetilacdo e do processo pelo qual esta foi obtida
(ANTONINO, 2007; CAMPANHA-FILHO et al., 2007). A Figura 11 mostra o difratograma da

a-quitina obtida ap6s o processo de despigmentacdo.

Os padrdes de XRD da amostra despigmentada de caranguejo exibiram picos nos em
(20) 9,32 °, 12,70 °, 19,38 °, 23,45 °, 26,37 °, 28,80 °, 32,01 °, 34,62 °, 39,09 ° e sdo atribuidos a
fase a-quitina. Observa-se reflexdes de alta intensidade em (26) 9,32 ° e 19,38 ° e sinais menos
intensos em (20) 12,70 °, 23,45 ° e 26,37 °. Esses sinais se encontram em posi¢cdes muito
similares conforme registrado na literatura para esse biopolimero (Al SAGHEER et al., 2009;
WANG et al., 2013; HAJJI et al., 2014; ABDEL-RAHMAN, et al., 2015). Além disso, esses
valores também se encontram muito proximos aos reportados na literatura para diferentes fontes
de quitina e quitosana (JANG et al., 2004; LIU et al., 2012; JUAREZ-DE LA ROSA et al., 2012;

MOHAMMED; WILLIAMS; TVEREZOVSKAYA, 2013; KAYA et al., 2013; KUMARI,
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RATH, 2014; KUMARI et al.,, 2015, KAYA et al., 2015d, ZELENCOVA et al., 2015;

ERDOGAN; KAYA, 2016).
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Figura 11 — Difratograma da quitina extraida do caranguejo D. pagei.

Varios outros estudos empregam a técnica de XRD para determinar a estrutura cristalina
de a-quitina obtida de outras fontes. Cardenas et al. (2004) reportaram que os padrdes de difracdo
de raios X de a-quitina extraida de camardo, lagosta, e caranguejo rei e -quitina obtida a partir
de concha de lula, apresentaram seus picos caracteristicos principais em posicoes ligeiramente
diferentes, em (260) 9,22 °, 12,76 °, 19,18 °, 22,98 ° e 26,18 °; (20) 9,32 °, 12,62 ° 19,26 °, 23,16 °
e 26,22 °; (20) 9,34 °, 12,66 °, 19,20 °, 23,12 ° e 26,28 °, (260) 8,64 °, 10,42 °, 12,55 °, 18,78 °,

23,94 ° e 26,24 °, respectivamente.
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4.9 Analise termogravimétrica da quitina

A estabilidade térmica € um fator importante para determinar as potenciais aplicacdes da
quitina e seus derivados (VILLETTI et al., 2002). Na Figura 12 esta registrada a curva TGA da
amostra despigmentada, bem como o sinal de espectrometria de massas associados aos
fragmentos m/z = 18 (H20), m/z = 30 (NO), m/z = 44 (CO2) e m/z = 46 (NO3). O perfil da
decomposic¢do térmica da quitina despigmentada exibe trés etapas distintas, sendo que o primeiro
evento de massa, que ocorre desde a temperatura ambiente até 120 °C refere-se a liberacdo de
moléculas de agua adsorvidas na estrutura polimérica, conforme também pode ser observado pelo
pequeno sinal incialmente presente no inicio da curva 12b com variacdo de massa registrada

1,6 %.

O segundo evento de perda de massa, que ocorre entre 215 °C e 350 °C esta relacionado
com o processo de decomposicdo térmica ndo oxidativo da cadeia polimérica. Nesse processo ha
a decomposicdo das unidades glucopiranosidicas da macromolécula, incluindo a desidratacdo da
estrutura via condensacao dos grupos hidroxila e fragmentacdo das ligagdes C-C e C-O, além da
liberacdo de atomos de nitrogénio na forma de Oxidos de nitrogénio (NO e NO3)
(TANODEKAEW et al., 2004; PAULINO et al., 2006; ANDRADE et al., 2012). Portanto, neste
evento se observa a perda de, além das moléculas de agua, 6xidos de carbono (CO e COy) e

oxidos de nitrogénio com perda de massa de 61,4 %.
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Figura 12 — Curva TGA (a) do material despigmentado e fragmentos MS obtidos para (b) m/z = 18 (&gua), (c)

m/z = 30 (6xido de nitrogénio), (d) m/z = 44 (dioxido de carbono) e (e) m/z = 46 (diéxido de nitrogénio).

Ao final do evento ndo oxidativo, o conteudo remanescente é formado por um grande

quantitativo de atomos de carbono e por essa razdo é denominado de residuo carbonaceo. No
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intervalo de temperatura entre 350 °C e 580 °C ha uma reducdo de massa de 34,7 %, sendo que
esse remanescente rico em carbono sofre decomposicdo na forma de um evento oxidativo, onde
se combina com gas oxigénio, liberando principalmente CO e CO; (IQBAL et al., 2011). Apds a
fragmentacdo das ligacbes C-C, ocorre concomitantemente a fragmentacdo das ligagbes C-N
existentes no material despigmentado, com a liberacdo de Oxidos volateis de nitrogénio,
conforme pode ser observado nas Figuras 12c e 12e. Apds o terceiro evento de perda de massa,
observa-se a presenca de uma massa residual de 2,3 %, constituida principalmente de 6xido de
calcio proveniente da decomposi¢do térmica do carbonato de célcio presente na amostra 2c¢ antes
do processo de despigmentacdo. Através desse valor, foi determinado que a quantidade presente
de CaCOz na amostra desmineralizada é de 4,10 %. Esse valor € menor que aquele inicialmente
encontrado para a amostra desmineralizada (1b = 7,15 %), indicando que as sucessivas etapas
para obtencdo de uma fase rica em a-quitina sdo capazes de reduzir o conteddo inorgénico que

ndo foi removido por tratamento &cido.

4.10 Desacetilacdo da quitina e obtencéo da quitosana

Apds a obtencdo da quitina despigmentada, realizou-se os procedimentos para converté-
la em quitosana, gerando as amostras visualizadas na Figura 13. Nesta etapa colocou-se a quitina
em contato com solucdo de NaOH, conforme representado na equacdo 5 (EL FARGANI et al.,
2016), que representa o processo de hidrolise dos grupos acetamida para a geracdo de aminas
livres:

R-NHCOCH; + OH" — R-NH, + CH3COO" (5)
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Figura 13 — Amostras das quitosanas obtidas através de diferentes tempos de reacéo.

Os rendimentos das quitosanas obtidas foram em torno de 61,0-63,0 % a partir da massa
inicial (quitina), como consta na Tabela 7. Apos andlise estatistica dos dados verificou-se que ndo
existem diferengas significativas entre os rendimentos das quitosanas obtidas em diferentes

tempos de reacdo (F= 3,5182; GL=2; P>0,05).

O rendimento de quitina e quitosana varia em diferentes organismos. Oduor-Odote,
Struszczyk e Peter (2005) relataram que o rendimento de quitina e quitosana obtidos a partir de
exoesqueleto do siri S. serrata, lagosta P. ornatus, camardo P. indicus foi de 23,0 %, 15,7 % e
28,0 %, enquanto que o rendimento de quitosana foi de 74,6 %, 74,3 % e 75,0 % a partir da
quitina. Demir et al. (2016) reportaram que o rendimento de quitina obtida a partir do
exoesqueleto do siri azul Callinectes sapidus foi de 11,73 % e o rendimento de quitosana foi em
torno de 77,78 % a partir da quitina seca. Resultado foi similar foi obtido por Kaya et al. (2016b)
para a mesma espécie, onde o rendimento de quitosana foi em torno de 76,00 %. Em outro estudo

Yen, Yang e Mau (2009) reportaram que o percentual de quitina a partir do caranguejo
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Chionoecetes opilio foi cerca 63,3 % e ap0s a desacetilacdo, os rendimentos das quitosanas foram

em torno de 30,0-32,2 %.

Tabela 7 — Rendimentos das quitosanas obtidas em diferentes tempos de reacéo.

Mas_s_a de [NaOH] Temp? Rend?mento Média + I?esvio Denominagéo
quitina ) de reacdo de quitosana padréo das
@ (mol L) (min) ) () amostras
0,657
1,0 10,0 60 0,620 0,630 + 0,010 Q60
0,635
0,626
1,0 10,0 90 0,625 0,620 + 0,007 Q90
0,613
0,604
1,0 10,0 120 0,616 0,610 + 0,006 Q120
0,614

Portanto, os residuos do caranguejo D. pagei apresentaram em torno de 8,03 % de
quitina e que apds desacetilacdo geraram 5,04 % de quitosana a partir da massa inicial. Ressalta-
se que o contetdo de quitina no exoesqueleto do caranguejo pode ser maior, uma vez que nos
residuos também continham restos de carne e dessa forma, acaba reduzindo a quantidade final de

polimero mensurada.

O rendimento de quitina obtido neste estudo é inferior aquele encontrado por Shahidi e
Synowiecki (1991) para o caranguejo Chifroeceles opilio e camardo Pandalus borealis nos quais
o percentual de quitina encontrada nessas espécies foram de 17,0 e 32,2 %, respectivamente.
Tharanathan e Kittur (2003) reportaram que o conteido de quitina a partir do exoesqueleto do siri

azul C. sapidus foi de 14,0 %.
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Em contrapartida, valores menores de percentual de quitina e quitosana também sao
reportados na literatura como aqueles estudados por Bolat et al. (2010) para caranguejo de agua
doce Potamon potamios, no qual foi encontrado os valores médios de 6,83 e 4,65 %,
respectivamente. Em outro estudo, Bilgin e Fidanba (2011) verificaram que o percentual de
quitina e posterior conversdo em quitosana para as fémeas do caranguejo P. potamios ficou em
torno de 7,80 % e 5,86 %, respectivamente. Estes resultados sdo inferiores ao reportado por
Sakthivel, Vijayakumar e Anandan, (2015), os quais determinaram que o rendimento de quitina e
quitosana a partir do caranguejo Sesarma plicatum, o valor encontrado para a quitina foi de 18,46

%, enquanto para a quitosana o valor encontrado foi de 41,37 % a partir da quitina.

Em comparacdo com outras espécies de crustaceos, encontraram-se diferentes relatos do
percentual de quitina e quitosana presente na composicdo desses animais. Um desses estudos
reporta a quantidade desse polimero para o camardo marinho Penaeus brasiliensis, onde foi
encontrado um total 5,3 % da massa inicial do exoesqueleto na forma de quitina que
posteriormente foi convertida em quitosana, cuja massa correspondeu a 2,5 % da massa inicial

(HENNIG, 2009).

Em outro estudo envolvendo camardo de &gua doce Macrobachium jelskii, Santos,
Cirilo e Nunes, (2011) determinaram que os valores de rendimentos de quitina e quitosana foram
de 59 e 506 %, respectivamente. Portanto, total de quitina e quitosana encontrada no
exoesqueleto do caranguejo de dgua doce D. pagei possui valores proximos aqueles encontrados
para uma grande quantidade de crustaceos. Vale ressaltar que as diferencas no rendimento de
obtencéo de quitina e quitosana entre diferentes crustaceos podem variar de acordo com a espécie
e efeitos sazonais (GREEN; MATTICK, 1979; CHO; NO; MEYERS, 1998). O caranguejo D.

pagei, por se encontrar em uma area de varzea Amazonica, estd sob influéncia dos periodos de
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cheia e seca (MARENGO; ESPINOZA, 2016) e com as alteracdes do nivel do rio ocorrem
alteracdo e disposicdo da quantidade de alimento. Dessa forma, a exposicdo a esse tipo de

condicdo ambiental pode alterar composicéo dos animais.

4.11 Padrdes de Difracao de raios X da quitosana

Na Figura 14 estdo representados os padroes de XRD das amostras das quitosanas Q60,
Q90 e Q120 de caranguejo, as quais apresentaram picos nos valores de (26) 9,8 - 10,3 ° e 20,0 -
20,4 °, respectivamente. Nota-se que os picos de difracdo nas amostras Q90 e Q120 se
posicionaram em valores mais elevados de (26), 10,2 ° e 20,3 °. Observa-se adicionalmente que a
quantidade de picos foram inferiores aos encontrados para a-quitina obtida, indicando um menor
nivel de cristalinidade ap6s a realizagdo do tratamento quimico para obtencdo da quitosana. Outro
parametro observado € o alargamento dos picos da quitosana em relagdo a a-quitina, atestando a

menor cristalinidade do soélido obtido.

Além disso, 0s grupos aminos terminais da estrutura de quitosana também podem
contribuir para a sua estrutura amorfa, uma vez que as ligaces de Hidrogénio atuam como elos
secundarios e contribuem com a mudanca no angulo da ligacdo entre as moléculas de quitosana.
De fato, quitosana possui uma estrutura semicristalina e sua cristalinidade é reduzida durante o

processo de desacetilagéo da quitina.
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Figura 14 — Difratogramas de raios X das quitosanas obtidas a partir da quitina extraida do exoesqueleto do
caranguejo D. pagei, as quais foram produzidas em diferentes tempos de racdo: Q60 (azul), Q90 (preto) e Q120

(vermelho), as quais foram produzidas em diferentes tempos de reacéo.

Islam et al. (2011) também investigaram o padrdo XRD de quitosana a partir do
exoesqueleto de camardo (sem identificacdo da espécie) e encontraram picos de difragdo em (26)
10 ° e 21 ° que também foram atribuidos a uma estrutura semicristalina. Os sinais de difracdo
encontrados neste trabalho estdo em regides muito proximas aos valores reportados por Yen,
Yang e Mau, (2009) para quitosanas obtidas a partir da quitina purificada extraida do caranguejo
C. opilio. Os mesmos reportaram que os padrbes XRD das quitosanas obtidas exibem duas
reflexdes em (20) 8,8-9,0 ° e 18,9-19,1 ° e que os valores de (20) foram mais acentuados com o
maior tempo de reacdo. Zhetcheva e Pavlova (2011) reportaram que a quitosana de caranguejo
(ndo informado a espécie) apresentou picos nos valores de (20) 10 ° e 20 °, os mesmos valores

foram reportados por Ameh et al. (2013) para a quitosana extraida de uma espécie de camarado
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ndo identificada. EI Fargani et al. (2017) também reportaram posi¢cGes dos picos de difracdo

similares para as quitosanas obtidas a partir camardo P. borealis e caranguejo C. crangon.

4.12 Anédlise termogravimétrica da quitosana

Na Figura 15 estdo registradas as curvas TGA das amostras de quitosanas obtidas. As
amostras das Q60, Q90 e Q120 apresentaram perfis de decomposicdo térmica semelhantes entre
si, as quais exibem em trés estagios de perda de massa. O primeiro estagio refere-se a perda de
moléculas de agua adsorvidas (PEREIRA et al., 2013) ocorrendo desde a temperatura ambiente
até a temperatura de 130 °C, com variacdo de massa registrada de 7,7 %. O segundo estagio
refere-se a um evento ndo oxidativo de perda de massa, ocorrendo em um intervalo de
temperatura de 213 a 303 °C, com perda de massa registrada de 39,8 %. Esse evento nao
oxidativo é atribuido a despolimerizacdo das cadeias das quitosanas, decomposi¢do dos anéis de
piranose por desidratacdo e finalmente a reacdo de abertura do anel (PAWLAK; MUCHA, 2003;
WANJUN; CUNXIN; DONGHUA, 2005). Ja o terceiro estagio de perda de massa se refere ao
material inorgéanico carbonizado que sofre reacdo em temperaturas entre 303 a 663 °C na

presenca de atmosfera oxidante, sendo registrada uma perda de massa de 53,7 %.
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Figura 15 - Curvas TGA dos quitosanas obtidas em diferentes tempos: Q60 (preta), Q90 (vermelha) e Q120 (azul).

Apdbs os eventos de perda de massa, observou-se uma massa residual de 2,3 % para a
amostra Q60 e para as amostras Q90 e Q120 foram encontradas uma massa residual de 0,29 %. A
massa residual é provavelmente constituida de 6éxido de célcio proveniente da decomposicdo
térmica do carbonato de célcio ainda remanescente, uma vez que as amostras de quitosanas
obtidas ndo foram submetidas a um processo de purificacdo. Contudo, percebe-se que o tempo de
reacdo na etapa de desacetilacdo influenciou positivamente na remogdo de material inorganico

das amostras.

4.13 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho por transformada de Fourier

Apos andlise da estrutura cristalina e determinacdo perfil de decomposic¢do térmica
verificou-se o grau de desacetilacdo (GD) das quitosanas obtidas em diferentes tempos. O GD é

definido como a quantidade de grupos amino em relacdo aos grupos amida presentes da cadeia
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polimérica (JANEGITZ et al.,, 2007). As Figuras 16 e 17 mostram os espectros FTIR
correspondentes a quitina (material desproteinizado) e as amostras de quitosanas,

respectivamente.
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Figura 16 — Espectro vibracional na regido do Infravermelho da a-quitina de caranguejo.

O espectro de absor¢do da quitina apresenta bandas de absorcdo caracteristicas da amida,
nas regides de 1660 cm™ (estiramento C=0) conhecida como banda de amida I; 1561 cm™
(deformagdo N-H) banda de amida Il e 1315 cm™ (deformagéo angular das ligagdes CO-NH e ao
grupo CHa que ocorrem na mesma regido) denominada banda de amida 11, devido a deformacao

do grupo CO-NH (CANELLA; GARCIA, 2001; LIU et al., 2012; KAYA et al., 2013).

A banda a 1377 cm™ é atribuida a deformacdo angular do grupo CHs. A banda em
3261 cm™ é atribuida ao estiramento da ligacdo N-H e a observada a 3454 cm™ ao estiramento da

ligacdo O-H. Observa-se que a banda amida I de a-quitina se divide em 1660 e 1629 cm™, o que
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estd associado a dois tipos de ligacdes de Hidrogénio formadas por grupos amida no alinhamento
antiparalelo presentes nas ligacGes cristalinas neste biopolimero (AL SAGHEER, 2009; LIU et
al., 2012; ERDOGAN; KAYA, 2016). A presenca das referidas bandas no espectro vibracional
registrado corrobora com os resultados mostrados das técnicas analiticas mostradas anteriormente

de que amostra analisada se trata da a-quitina.

Através da técnica de FTIR pode-se comprovar a hidrolise dos grupamentos acetila da
estrutura da o-quitina, através do monitoramento da reducdo da banda de estiramento da
carbonila da amida (CANELLA; GARCIA, 2001). A Figura 17 mostra os espectros vibracionais

das quitosanas obtidas em diferentes tempos de reacéo.
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Figura 17 - Espectros vibracionais na regido do Infravermelho das quitosanas obtidas em tempos de reacdo de 60

(Q60), 90 (Q90) e 120 (Q120) minutos.

Observa-se a presenca da banda 1652 cm™ correspondente a deformagio axial de -C=0

que refere-se a amida | e os picos em 1079 cm™ e 1034 cm! se referem ao deformagao angular C-
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O (WANULE et al., 2014). Os sinais em 1317 cm™ e 1360 cm™ correspondem & deformagéo
axial da ligacio -N-H e a banda em 1379 cm™ se refere & deformacédo angular do grupo -CHs,

conforme reportado por (SOUZA; ZAMORA; ZAWADZKI, 2010).

O pico 1590 cm™ corresponde & deformacio da ligacio do grupo —NH, enquanto as
bandas observadas entre 1600-1670 cm™ estdo associados & deformacgdo angular da ligago
presente na amida. Em 1569 cm™ observa-se a banda referente a deformacéo do grupo -NH; e a
regido proximo de 1153 cm™ corresponde a deformagéo angular da ligagdo —COC. A banda em
2926 cm™ esta associada ao estiramento da ligagdo -C-H e a banda em 3458 cm™ refere-se ao
estiramento da ligacdo -OH (SILVA et al.,, 2016; DEMIR et al., 2016; EL FARGANI et
al.,2016). Além disso, observa-se ainda a alteragdo da intensidade das bandas em 1658 cm™ e
1590 cm™ nas diferentes amostras. Esse resultado esta intimamente ligado com a quantidade de
quitina que foi transformada em quitosana através do processo de desacetilacdo, uma vez que
esse processo reduz o total de ligagdes amida presentes e como consequéncia, ha a reducédo da
intensidade da banda em 1658 cm™ & medida que se converte mais quitina em quitosana
(YAGHOBI; HORMOZI, 2010). Assim, percebe-se que com 0 aumento no tempo de reacdo das
amostras a banda 1590 cm™ cresce discretamente, na mesma propor¢do em que a banda
1658 cm™ decresce, indicando que as quitosanas obtidas apresentaram diferentes graus de
desacetilacdo (PAULINO et al., 2006). Além disso, observa-se uma diferenca em algumas faixas
de absorcdo entre quitina e quitosana: a banda principal, que corresponde ao estiramento da
ligagio -OH na quitosana ocorre em 3458 cm™. A banda em 1658 cm™ (amida 1) que aparece
para a quitosana € mais fraca do que para a quitina, que aparece em 1660 cm™ e isto explica por
que a desacetilacdo esta sempre associada com um enfraguecimento da banda amida I. Essas

bandas encontradas nos espectros FTIR de quitosanas obtidas a partir dos residuos do caranguejo
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D. pagei foram similares as bandas de quitosana reportadas na literatura (BRUGNEROTTO et
al., 2001; PAULINNO et al.,2006; ANDRADE et al, 2012; RAMYA; SUDHA;

MAHALAKSHMI, 2012; SILVA et al., 2016; EL FARGANI et al.,2016).

A partir dos valores obtidos nos espectros vibracionais no infravermelho pode-se
calcular o GD das amostras de quitosana. A amostra Q60 teve o GD de 68,45 %, enquanto que a
amostra Q90 apresentou 0 GD em torno de 81,92 %. Por Gltimo, a amostra Q120 obteve o GD de
77,65 %. O que se observa € uma tendéncia crescente no GD com o0 aumento do tempo de reacéo.
Entretanto, ndo foi observado um aumento do GD de Q90 para Q120, mesmo que a andlise
estatistica da massa de quitosanas obtidas ndo sejam diferentes entre si. Uma explicacdo para tal
fato se deve que a banda utilizada para a realizacdo dos célculos € muito sensivel a presenca de
umidade na amostra, 0 que pode ter contribuido para que o valor utilizado na equacdo ndo seja o

valor apropriado, levando a essa distor¢ao no resultado.

Neste processo, 0s experimentos foram realizados a temperatura constante de 105 °C e
em solugdo de NaOH a 10 mol L. Geralmente, ha uma tendéncia a se obter porcentagem de NH-
em torno de 70 % na primeira hora de reacdo quando a reacgdo ocorre entre 100 e 120 °C e em
concentragio de NaOH de 10 mol L™ a 12,5 mol L, sendo que apds uma hora de reacio, a
desacetilacdo ocorre de forma mais lenta (CANELLA; GARCIA, 2001). Os resultados obtidos
neste processo estdo proximos aos reportados por Yen, Yang e Mau (2009), os quais aplicaram as
mesmas condi¢des experimentais no processo de desacetilacdo da quitina do caranguejo marinho
C. opilio. O GD afeta as propriedades fisicas e quimicas, como reatividade, solubilidade,
biodegradabilidade e por consequéncia suas aplicagdes (ABDEL-MOHSEN et al., 2011;
ABDEL-MOHSEN et al., 2012; ACHARYULU; GOMATHI; SUDHA, 2013; WANULE et al.,

2014).
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5 CONCLUSAO

A partir dos parametros experimentais empregados para o obtencdo da quitina foi
possivel concluir que a remocdo dos compostos inorganicos, realizada através da etapa de
desmineralizacéo, utilizando concentragdes mais elevadas de acido cloridrico produziu resultados
semelhantes entre si. Através da analise desses resultados pode-se constatar que a composicao
estrutural dos residuos do caranguejo D. pagei apresenta um elevado percentual de contetdo

mineral na forma de carbonato.

Na etapa de desproteinizacdo, foi observado que a cinética da reacdo de é muito mais
lenta que a etapa de desmineralizacdo, requisitando periodos de tempo superiores a 12 horas para
remocdo do conteldo lipoproteico da estrutura, além de resultar em menor percentual de massa
extraida que foi atribuida a um contetdo organico ndo polimérico quando comparado a massa
extraida do conteddo mineral pelo processo de desmineralizacdo. Contudo, a etapa de
desproteinizacdo ndo € suficiente para a remocao de todas as impurezas existentes na fracdo rica
em quitina, sendo necessario a exposicdo dessa fracdo a solucdo oxidante para retirada dos

pigmentos.

A caracteriza¢do dos materiais produzidos por técnicas de difracdo de raios X e analise
termogravimétrica permitiram ndo somente a identificacdo adequada das fases obtidas, mas
também auxiliaram na determinacdo mais precisa da composicdo das amostras do caranguejo
amazobnico. Observou-se pela analise de difracdo de raios X a predominancia da fase
cristalografica a-quitina no material polimérico obtido apds a série de reagdes quimica. Esta
anélise mostrou que a quitosana tem uma estrutura semicristalina em compara¢do com a quitina.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho permite de maneira simples e rapida a
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determinacdo do GD da quitosana. Os resultados revelaram ainda que o contetdo polimérico
presente na carapaca dessa espécie de caranguejo possui valores similares ao de outras espécies
de crustaceos. Dessa forma, conclui-se que o caranguejo D. Pagei pode ser considerado como

uma fonte vidvel de quitina para a producédo de quitosanas com diferentes graus de desacetilacéo.
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