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EPIGRAFE

“Para nos os grandes homens ndo sdo aqueles que resolveram os problemas, mas aqueles

que os descobriram”. (Albert Schweitzer)



RESUMO

Os exoesqueletos de crustaceos, como camardo M. amazonicum (Heller, 1863) sdo uma das
principais fontes alternativas de obtencdo de quitina, precursor da quitosana. Diante das inUmeras
dificuldades de se trabalhar padronizadamente com biomaterias, este trabalho teve como
principal objetivo a extracdo de quitina e quitosana atraves de uma metodologia de planejamento
experimental por superficie de resposta, para otimizar as principais etapas de desmineralizaco,
desproteinizacdo e desacetilacdo,. Para o planejamento das trés etapas, as varidveis de resposta
foram respectivamente, porcentagem de cinzas remanescentes (%CR), porcentagem de
Nitrogénio total (%Nrtotais) e porcentagem do grau de desacetilacdo (%GD). As caracterizacdes
das etapas de Desmineralizacdo, Desproteinizacdo. e Desacetilacdo, foram analisadas
consecutivamente por andlise de cinzas, analise elementar e titulacdo potenciométrica. Apds as
conclusbes das analises de cinzas, tanto no material in natura quanto no desmineralizado, foi
possivel obter, respectivamente 32,03+0,05% de (%CR) e 0,0% de (%CR). Os parametros de
regressdo do modelo de superficie de resposta foram estatisticamente significativos, com valores
(R?) igual a 0,89. A superficie de resposta construida para a variavel % CR com regies de iso-
repostas indicaram HCI igual 1,2 M e razdo 0,08g/ml, isto determina a regido 6tima no modelo
adotado para a otimizacdo da desmineralizacdo. Para 0s ensaios de desproteinizacdo ressalta-se
que, mesmo nao havendo significadncia quanto as variaveis em estudo, o resultado da anélise
elementar mostrou que em todos 0s ensaios do planejamento, a extracdo de proteinas foi realizada
com eficiéncia, mostrando uma média de grau de desproteinizacdo proximo a 100%. Na etapa de
desactilacdo as variaveis também ndo se mostraram significantes, com % Grau de Desacetilacdo
variando de 18,24 — 57,22. Neste trabalho, pode-se concluir que nem sempre a literatura podera
ser 0 apoio para eficiente extracdo de quitina e quitosana, dependendo neste caso, exclusivamente

de testes preliminares e adapta¢@es exclusivas para cada espécie em estudo.

Palavras chave: quitina, quitosana, Macrobrachium amazonicum, otimizacéo.
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INTRODUCAO GERAL



1. INTRODUCAO

Os cefalotdrax dos crustaceos em sua maioria sao constituidos aproximadamente de 25 -
40% de proteinas; 40 — 55% de carbonato de calcio, e 15 a 20% de quitina (PACHECO et al.,
2009; AGBOH et al., 1996). O importante a ser observado é que a quitina, um biopolimero de
grande valor tecnolégico, constitui em aproximadamente um terco do total desses rejeitos. A
quitina € um polissacarideo versatil e precursor da quitosana que tem sido indicada como um
polimero de potencial aplicacdo (ASSIS; BRITO, 2008).

Na regido bragantina, assim como em outras regides brasileiras o camaréo do género
Macrobrachium séo utilizados na aqlicultura e também explorados pela pesca comercial,
entretanto ressalta-se que 0 M. amazonicum € o unico camardo explorado comercialmente nos
estados do Pard e Amap4, pela pesca artesanal (MACIEL; VALENTI, 2009).

As cadeias produtivas das principais fontes utilizadas de quitina (camardo e caranguejo)
geram residuos que podem ser responsaveis por até 50% do volume total da matéria prima
(ISLAM et al., 2004). Esses residuos sdo gerados principalmente em estabelecimentos
comerciais, praias e na manufatura das industrias, em sua maioria, sdo enterrados ou jogados
clandestinamente em rios ou no mar, ocasionando graves problemas de poluicdo além de
odores desagradaveis (ARAUJO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2002).

Uma das formas de aproveitamento dos residuos gerados no beneficiamento de
camarfes é a producdo de quitina e consecutivamente a transformacdo da mesma em
quitosana, por meio de reagfes quimicas. Os autores Abdou et al. (2008); Minagawa et al.
(2007); Yones et al. (2012); Weska et al. (2008) citam em seus trabalhos, condi¢es de
reacdes diferenciadas, mesmo em casos de mesma espécies, 0 que prever a necessidade de
uma otimizagé@o no processo de obtencgéo tanto da quitina quanto da quitosana, pois o grau de

pureza de cada uma determinara a sua aplicacao tecnoldgica
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1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo geral

Otimizar as etapas de desmineralizacdo, desproteinizacdo e desacetilacdo para a obtengéo

de quitina e quitosana a partir da espécie Macrobrachium amazonicum.

1.1.1. Objetivos Especificos

o Otimizar o processo de desmineralizacdo, visando retirar 0 maximo de minerais;
o Otimizar o processo de desproteinizacdo, visando a remogao total de proteinas;
o Otimizar o processo de desacetilacdo para a obtencéo de quitosana;

11



2. CONSIDERACOES GERAIS

2.1.QUITINA E QUITOSANA

Quitina € um polimero linear com unidades repetitivas de 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidos por ligacdo glicosidica do tipo
B (1—4), como mostra a Figura 1, definindo-se assim os terminais redutor e ndo-redutor das
cadeias poliméricas, 0s quais correspondem as extremidades que contém grupo hidroxila livre do
anel de glicopiranose (ABDOU et al., 2008; CAMPANA 2007; ARANAZ et al., 2009).

H

QUITINA =

h 1
: :: H
(o34

Figura 1 Estrutura molecular da quitina.
Fonte: ARANAZ et al., 2009

Na natureza, a quitina pode ser encontrada em trés diferentes formas de arranjo das
cadeias poliméricas: o (alfa), B (beta) e y (gama), conforme mostra a Figura 2, sendo esta Gltima
de dificil ocorréncia (ARANAZ et al., 2009; LAVALL et al., 2006). Na a-quitina, as cadeias
poliméricas estdo dispostas de forma antiparalela, o que favorece o estabelecimento de numerosas
ligacBes hidrogénio inter e intramoleculares e também inter e intrafolhas, resultando em um
empacotamento denso. Todos os grupos hidroxilas, no estado cristalino, estabelecem ligacGes
hidrogénio, e as formas entre cadeias de diferentes folhas sdo as responsaveis pela insolubilidade
da a-quitina na maioria dos solventes (CAMPANA, 2007).

12



F 1N L] r r

a-quitina B-quitina y-quitina

Figura 2: Representacdo esquematica das estruturas polimorficas de quitina, sendo que as setas

representam as cadeias poliméricas no sentido do terminal ndo-redutor para o redutor.
Fonte: ARANAZ et al., 2009.

A estrutura da a-quitina tem sido investigada de forma mais ampla do que as formas 3 e v,
por ser a forma polimoérfica mais comum. Poucos estudos foram realizados em y-quitina. Alguns
pesquisadores ja relataram a possibilidade de a y-quitina ser uma versao distorcida da a-quitina e
B-quitina em vez de ser uma terceira forma (ARANAZ et al., 2009; LAVALL et al., 2006).

A quitina em p6 com estrutura cristalina ou amorfa tem como caracteristica ser insoltvel
em agua pura, solvente organico e em alguns acidos e bases diluidas. Em &cidos minerais
concentrados ocorre degradacdo da cadeia polimérica (CAMPANA et al., 2007; KUMAR, 2000).

A quitosana ¢ um polissacarideo linear de B-(1-4)-acetamido-2-desoxi- glicopiranose,
como mostra a Figura 3, obtido por meio enzimatico ou por desacetilacdo parcial da quitina.
Fatores como fontes naturais de matéria-prima e métodos de extracdo irdo influenciar diretamente
no grau de desacetilacéo, distribuicdo de massa molar e conteudo de impurezas (ARANAZ et al.,
2009; DAMIAN et al., 2005). A massa molar média da quitina nativa é geralmente maior do que
10° Daltons, enquanto a quitosana comercial tem uma massa molar média na faixa de 1,0 x 10°—
1,2 x10° Daltons (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

13
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Figura 3: Estrutura molecular da quitosana.
Fonte: (ARANAZ et al., 2009).

A cristalinidade da quitina e quitosana, conforme avaliado através de estudos de difracdo
de raios-X, depende do grau de acetilacdo e do processo pelo qual o polissacarideo foi obtido. Ja
a estrutura espacial esta relacionada a forma na qual a quitosana se encontra no estado sélido, ou
seja, depende de a quitosana estar na forma hidratada, anidra, como complexos ou sais de
quitosana (SANEL; McCLURE, 2004).

2.2. FONTES DE QUITINA E QUITOSANA

A quitina encontra-se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados, como
Arthropoda, Annelida, Mollusca e Coelenterata, em algas Diatoméaceas, estando presente
também nas paredes celulares de alguns fungos, como Ascomicetos, Zigomycetes, Eusomycetes e
Deuteromycetos (CAMPANA et al., 2007). Sua extracdo em escala industrial geralmente se da
através do exoesqueleto de caranguejo e camardo (ADBOU et al., 2008). A Tabela 1 mostra
alguns organismos e seus respectivos contetdos em porcentagem de quitina em relacdo ao

exoesqueleto.
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Tabela 1: Principais fontes de quitina

Organismos Quitina do exoesqueleto (%)
Crustaceos
Caranguejo 14,00
Lagosta 69,80
Camaréo (M. 25,30
rosembergii)
Inseto
Borboleta 64,00
Mosca 54,80
Fungos
Mucos rouxil 44,50
Aspergillus Niger 42,00

Fonte: CAMPANA et al., 2007

A figura 4 mostra a representacdo esquematica do cefalotorax e carapaca de camaréo.
(CAMPANA et al., 2007; LERTSUTTHIWONG et al., 2002).

. Cefalotorax

/ _~Carapaca

Figura 4: Representacao esquematica do cefalotdrax e carapaca de camaréo.
Fonte: ANTONITO, 2007

A quitosana existe naturalmente apenas em algumas espécies de fungos, embora em
pequenas quantidades. Comercialmente, a quitosana é produzida a partir da desacetilagdo da
quitina em solucBes concentradas alcalinas, que é a principal via de obtencdo. O grupo acetamida
sofre hidrolise, formando a quitosana (GARCIA et al., 2008; AGBOH; QIN, 1996).

2.2.1. Macrobrachium amazonicum na Regido Bragantina
A Planicie Costeira Bragantina, situada no nordeste paraense, abrange

aproximadamente 40 km de linha de costa, possuindo ecossistemas de manguezal, estuario,
15



pantano salino, dunas costeiras, lagoa costeira e praias (FREIRE; SILVA, 2008). Entre estes
ambientes, 0 manguezal é uma verdadeira floresta de mangue, com arvores que podem chegar a
30 metros de altura e um metro de didmetro, sdo o refugio de diversas espécies de crustaceos,
peixes, moluscos e aves marinhas, mas ainda permanecem desconhecidas pela maioria dos
brasileiros (SOUZA-FILHO et al., 2006).

Os camardes do género Macrobrachium sdo caracterizados por uma ampla distribuicédo
mundial nas aguas doces e salobras. Numerosas espécies apresentam um grande interesse
comercial, tanto pela aquicultura quanto pela exploracdo de estoques naturais. Abundante nas
aguas brancas, ricas em sedimentos e sais dissolvidos, tendo pouca ocorréncia nas aguas pretas,
acidas e pobres em nutrientes. A (Figura 4) retrata a caracteristica morfologica do camarao,
visualizando seu tamanho médio alcangado na vida adulta (COLLART; MORREIRA, 1993)

Figura 5: Fotografia do camardao Macrobrachium amazonicum em seu estagio adulto e juvenil
Fonte: Evaldo Silva, 2012.
O M. amazonicum, palaemonidae, apresenta ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo

desde o Amapa até o Parand. Tem importancia ecologica e econdmica, sendo largamente
explorado pela pesca artesanal na regido Nordeste e nos estados do Para e Amapa. Além disso, é
a espécie nativa do Brasil com maior potencial para a aquicultura, sendo que cultivos em escala
piloto vém sendo realizado no Para (MACIEL; VALENTI, 2009).

O Macrobrachium amazonicum é um camardo pequeno, que pode alcancar até 16 cm e 30
g (VALENTI et al., 2003), e sua carne apresenta textura mais firme e sabor mais acentuado em

relacdo a carne de Macrobrachium rosenbergii e, por isso, € mais bem aceita nos mercados
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consumidores. E amplamente consumido pelas populagdes de baixa, média e alta renda na regio

amazonica e populacdo rural da regido Nordeste.

A producdo mundial de camarfes de dgua doce do género Macrobrachium é um dos
setores da aquicultura que mais cresce no mundo, tendo aumentado mais de 1300% na Ultima
década. No inicio deste milénio, a producdo mundial superou 300.000 toneladas, movimentando
mais de US$ 1 bilhdo. H& muitos dados informados como crustaceos de dgua doce e camardes em
geral que ndo sdo computados na producdo de Macrobrachium apresentada pela FAO (FREIRE;
SILVA, 2008).

Dados estatisticos da Associacdo Brasileira de Criadores de Camardo demonstram que a
producdo brasileira de camardes cresceu entre 0s anos 1998 a 2005; e sua produtividade subiu,
entre esses anos, de 7 mil para 65 mil toneladas por ano. Esta elevada producdo de camardes tem
gerado grandes quantidades de residuos sélidos, tendo em vista que cabeca e casca do animal
correspondem a aproximadamente 40% do seu peso total, culminando num forte impacto
ambiental (ASSIS et al., 2008).

2.3.  ISOLAMENTO DE QUITINA E PREPARACAO DE QUITOSANA

As etapas do processo de obtencdo da quitina através da carapaca e cefalotérax de
crustaceos, como 0 camaréo S&o0: desmineralizacdo, desproteinizacao,
desodorizacédo/despigmentacdo e secagem. A desmineralizacao consiste na extracao dos residuos
minerais, principalmente o0 CaCO3; com HCI; a desproteinizacdo consiste na extracdo de proteinas
com alcali; e a desodorizacdo/despigmentacdo consiste na agitacdo da matéria prima
desproteinizada em presenga de hipoclorito de sddio para a retirada da astaxantina. Entre cada
uma das etapas de obtencéo, sdo feitas sucessivas lavagens para a retirada dos reagentes (NO &
MEYERS, 1997).

As matérias primas empregadas em processos de extragdo de quitina e quitosana,
necessitam de prévio tratamento, para que assim os residuos (ovas, carnes, sujidades...) ndo sejam
mais um interferente na qualidade do produto final. A (Figura 6) abaixo, proposta por Sagheer et

al. (2002), é um breve esquema do isolamento de quitina e preparacdo de quitosana.

17
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Figura 6: Isolamento de quitina e preparacédo de quitosana
Fonte: Sagheer et al. (2002)

A quitosana é obtida por n-desacetilacdo de quitina, pré-purificada, como mostra a
(Figura 7). Embora a hidrolise alcalina dos grupos acetoamido presentes na quitina, que leva a
obtencdo de quitosana, seja uma reacdo relativamente simples, esta ndo ocorre de maneira
homogénea e completa ao longo de toda a cadeia, (CAMPANA-FILHO et al., 2007). O objetivo
da desacetilacdo alcalina é romper as ligacGes de N-acetil do biopolimero para formar as
unidades de D-glicosamina que contém os grupos aminicos livres, principal fator das aplicacGes
tecnoldgicas (LERTSUTTHIWONG et al., 2002).
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Figura 7: Mecanismo reacional para a producédo de quitosana a partir de quitina por via alcalina.
Fonte: HENNING, 2009

A quitosana ndo apresenta uma entidade quimica uniforme, mas um grupo de
biopolimeros parcialmente desacetilados, dos quais, 0s que apresentam grau de desacetilagdo
superior a 50%, sdo considerados quitosana, sendo que as aplicacdes e caracteristicas dependem

do grau de desacetilacdo e do tamanho da cadeia do biopolimero (CRAVEIRO et al., 1999).

Durante a producdo, condi¢Bes severas como altas temperaturas, oxigénio dissolvido e
pressdo, podem conduzir a degradacédo da quitosana, desconfigurando a estrutura molecular e, por
conseguinte, o peso molecular (DAMIAN et al., 2005). Geralmente a quitosana comercial contém
aproximadamente (75-95)% de unidades D- glicosamina e (5-25)% e unidades de n-acetil-D-
glucosaminas (HENNIG, 2009).

A quitosana € insolUvel em agua pura, em solventes organicos e em bases, mas é soltvel
na maioria das solucBes de acidos organicos com pH inferior a 6 (seis). O acido acético e o
formico s@o os mais usados para a solubilizagdo da quitosana. Alguns acidos inorganicos
diluidos, tais como: acido nitrico, cloridrico, perclérico e fosférico, também podem ser usados
para preparar uma dispersdo da quitosana, mas somente ap0s prolongada agitacdo e aquecimento
(DAMIAN et al., 2005; SANTOS et al., 2005).
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A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (—NH,") na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes grupos, maior a
repulsdo eletrostatica entre as cadeias e também maior a solvatagdo em agua. O grau de
protonacdo pode ser determinado pela variagdo da concentragcdo de quitosana. Para uma dada
concentracdo de &cido, o grau de protonacdo depende do pK, do acido usado para solubilizar a
quitosana (SANTOS; CAMPANA, 2003; AZEVEDO et al., 2007).

As elevadas temperaturas podem ocasionar varias mudangas fisico-quimicas, como a
formacéo de gases, liquidos e mudancas de coloracdo. A degradacdo térmica € uma reacdo que
envolve a ruptura das ligagcdes das cadeias principais e secundarias. A habilidade do polimero em
resistir a decomposi¢cdo quimica causada pelo agquecimento a altas temperaturas é chamada de
estabilidade térmica. A estabilidade térmica é geralmente caracterizada pela temperatura na qual
a decomposicdo do polimero se torna perceptivel pela formacdo de produtos e cinética do
processo. Um dos fatores determinantes da estabilidade térmica do polimero é a energia das
ligacOes da cadeia principal (LIM; WAM, 1995).

A ligacdo C-C é uma das mais resistentes a degradacédo térmica. A presenca de atomos de
hidrogénio na molécula do polimero diminui a energia entre a ligagdo C-C, motivo pelo qual 0s
hidrocarbonetos com elevada massa molecular e seus derivados possuem comparativamente
baixa estabilidade sendo facilmente degradados com o aquecimento a temperaturas mais
elevadas. Quitina e quitosana, quando aquecidas a temperaturas mais elevadas sofrem
degradacdo. A estabilidade térmica da quitina aumenta com o grau de acetilacdo. Quando a forma
acetilada prevalece, o efeito exotérmico aparece em 320°C, enquanto que, na forma desacetilada
o efeito ocorre a 280° C (DAMIAN et al., 2005).

2.4.  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA QUITINA E QUITOSANA

O grau de desacetilagdo (GD) tem um grande efeito nas propriedades fisico-quimicas da
quitosana e por tanto, em suas possiveis aplicacdes (ARANAZ, et al., 2009). Os principais fatores
que afetam a eficiéncia da desacetilacdo e as caracteristicas das quitosanas obtidas sdo: a)
temperatura e tempo de reacéo; b) concentracao da solucéo de alcali e adicdo de diluente (alcoois

de cadeia curta e cetonas sdo empregados); c) razdo quitina/alcali; d) tamanho das particulas de
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quitina; e) pressao atmosférica da reacdo e presenca de agentes que evitem a despolimerizacdo. A
caracterizacdo € de essencial importancia, para a indicacdo de aplicacdes tecnoldgicas (DASH et
al., 2011; AZEVEDO et al., 2007; CAMPANA et al., 2001).

As principais caracteristicas do conjunto de polimeros constituidos por quitina e
quitosana sdo o grau medio de acetilacdo, o grau médio de polimerizacdo, também expresso em
funcdo das massas molares médias dos polimeros, a polidispersibilidade e a distribuicdo de
unidades acetiladas e desacetiladas ao longo das cadeias poliméricas (ASSIS et al., 2008).

Andlises como, pureza (teor de cinzas), umidade, conteudo de metais pesados,
endotoxinas e proteinas sdo obrigatdrias em quitosana quando essa for aplicada a alimentos de
consumo humano e/ou aplicacdes médicas. As analises de caracterizagdes respondem a qualidade
da transformacdo de quitina em quitosana. A Tabela 2 descreve as principais caracteristicas que
uma quitosana podera apresentar dependendo do seu grau de desacetilacdo (ARANAZ et al.,
2009; TORRES et al., 2005).

As quitosanas comercializadas apresentam caracteristicas diferentes do ponto de vista
fisico-quimico, o que dificulta seu pleno uso na industria alimenticia. As quitosanas disponiveis,
principalmente no Brasil, sdo de procedéncias diversas e apresentam diferentes graus de pureza e
densidade molar, além de ndo seguirem industrialmente um procedimento comum de
desacetilacdo, o que torna os materiais comerciais consideravelmente diferentes entre si. Esse

fato dificulta o estabelecimento de aplica¢des tecnoldgicas (ASSIS; LEONI, 2003).

Tabela 2: Relacdo entre os parametros estruturais e propriedades da quitosana.

Propriedade Caracteristica Estrutural *
Solubilidade 1GD*

Cristalinidade LGD

Biodegradabilidade 1GD | Peso molecular
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Viscosidade 1GD
Biocompatibilidade 1GD

* 1 - Diretamente proporcional a dire¢do; | - Inversamente proporcional a diregdo
* GD: Grau de desacetilacdo
Fonte: DASH, 2011

2.5.  PRINCIPAIS APLICACOES

Atualmente, a quitosana tem recebido atencdo considerdvel para suas aplicacdes
comerciais nos alimentos, biomédica e industria quimica. A quitosana contém trés tipos de
grupos funcionais reativos, um amino/acetamido e o0s grupos primario e secundario de hidroxila
nos C-2, C-3 e C-6. Essas caracteristicas fisico-quimicas estao relacionadas as suas propriedades,
como a floculacdo, quelacdo e bioldgica. A variedade de aplicacdes € ainda maior quando sao
incluidos os varios derivados de quitosana obtidos por meio de reacfes quimicas em que Sao
inseridos diferentes grupos funcionais as suas moléculas, conferindo diferentes propriedades e
aplicacdes (XIA et al., 2011; DAMIAN, 2005; ZINANOVIC et al., 2005).

As possibilidades de aplicagdes sdo ainda enriquecidas pelo fato de a quitosana poder ser
preparada em diferentes formas, tais como solugfes de viscosidade controlada, géis, filmes e
membranas, microesferas e nanoparticulas (DASH et al., 2011; FAI et al., 2008). Isso leva a
aplicacdes importantes como a recuperacao de ions de metais pesados no tratamento de efluentes;
cosmeticos; aplicacGes biotecnoldgicas e biomédicas (COCOLETZI, 2009; DOTTO, 2008).

Quando relacionado a aplicagdo em alimentos, a quitosana pode ser empregada na
obtencdo de coberturas ideais para frutos frescos em virtudes de suas excelentes propriedades
bioguimicas de barreira aos gases e de formacdo de filmes, aliada a sua acdo antimicrobiana
(CAMILE et al., 2007). Devido a sua capacidade de formar revestimentos semipermeaveis, a
quitosana pode modificar a atmosfera interna minimizando a senescéncia dos frutos e

prolongando seu armazenamento (FAI et. al., 2008).

A acdo filmogenicidade, bactericida e fungicida deste polimero estd relacionada a

interacdo entre quitosana e importantes organelas das estruturas membranares, comprometendo
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fungdes como a respiragdo destes microrganismos (OLIVEIRA; NUNES, 2011; ZINANOVIC et
al., 2005; KIM et al., 2003). Essas caracteristicas importantes dos géis de quitosana levam ao uso

dos mesmos como conservante natural em alimentos como mostra a Figura 8.

Com cobertura do quitosana

Som cobertura

Figura 8: Acgédo conservante de quitosana em macas
Fonte: ASSIS; LEONE, (2003).

A quitosana vem sendo utilizada na industria de alimentos nos Estados Unidos, Alemanha
e Japdo, sendo reportado neste Gltimo, como agente conservante em macarrdo, molho de soja,
sardinha, entre outros; contudo, dados quanto as condic¢des de processamento/formulacdo, todavia
séo escassas (FAI et al., 2008).

A industria de alimentos vem cada vez mais se interessando por agentes coagulantes de
origem natural e suas diversas aplicagdes, como na clarificacdo de bebidas. A quitosana apresenta
afinidade por compostos fendlicos, como catequina, acidos cindmicos e seus derivados. Estes
constituintes sdo responsaveis pela alteracdo de cor em vinhos brancos, devido, principalmente, a
fenbmenos oxidativos (SHAHIDI et al., 1999).
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A preocupacdo com a seguranca alimentar tem levantado questionamento sobre a
agricultura moderna, aumentando a demanda pela producdo organica, a qual preserva 0s
agroecossistemas através do uso adequado dos recursos naturais, como 0 uso de polimeros
naturais que apresentam varias vantagens como ser de facil obtencdo, ser biocompativel,
biodegradavel dando consequéncia a obtencdo de alimentos de maior qualidade e isso tém sido de
vital importéncia para os avancos das ciéncias (AZEVEDO et al., 2007; MAIA et al., 2010).

Atualmente utilizada como revestimento protetor e biofungicida para pulverizacdo em
frutas, vegetais e sementes contra a deterioracdo por microrganismos, para estimular o sistema
imune da planta, proteger a planta contra o ataque de patdgenos e favorecer o seu crescimento e
consequentemente aumentar a producdo vegetal Nos Estados Unidos, ja se encontram registrados
varios pesticidas a base de quitosana. (RAMOS, et al., 2011).

Duas das propriedades farmacoldgicas da quitosana que vém sendo bastante explorada
pela comunidade cientifica mundial sdo a sua capacidade de auxiliar na reducao de peso corporal
através da captura de gordura ingerida e a sua capacidade de reducdo dos niveis de colesterol
LDL, sem que a mesma afete significativamente os teores de colesterol HDL e outros nutrientes
essenciais (CHEREM; BRAMOSRKI, 2008).

Pela excelente capacidade de floculagdo, a quitosana com seus grupos NH," podem
interagir com coldides carregados negativamente. Esta é capaz de aderir facilmente a polimeros
naturais como cabelo e pele, constituidos por proteinas e mucopolissacarideos com cargas
negativas. Assim, a capacidade bioadesiva da quitosana € uma das varias caracteristicas que a

torna atraente para a utilizacdo em cosméticos, como cremes e logdes (KUMAR, 2000).

Biomateriais baseados em quitosana constituem uma classe emergente com aplicacdo em
varios campos biomédicos, tais como, regeneracdo tecidual, particularmente para cartilagem;
dispositivos de liberacdo controlada de farmacos e sistemas de imobilizacdo de células em gel
(DASH et al., 2011; LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Tem sido tradicionalmente usada nos
paises orientais para o tratamento de queimaduras e cicatrizacdo de feridas, incluem também
inibicdo de células tumorais, efeito antifungico, atividade antiacida e antitlcera, acdo hemostéatica
e hipocolesterolémica (DAMIAN et al., 2005).
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De acordo com Assis et al., (2007), propriedades como a biocompatibilidade e
biodegradabilidade da quitosana permitem a este polimero atuar como material substituto 6sseo
que, ao longo do tempo, vai sendo substituido por osso natural e como revestimento curativo ou
como suporte para crescimento de células e recuperacao de tecido animal. Polimeros de quitosana
sdo constituidos por arranjos paralelos de pontes de hidrogénio que conferem melhores
propriedades mecanicas, com alta resisténcia a cargas, bem como estabilidade ao enxerto (SPIN-
NETO etal., 2008).

Devido a versatilidade, a quitosana tem também sido utilizada para imobilizar, ndo s6
enzimas, mas também células, principalmente pelo aprisionamento e confinamento de
membranas (ARANAZ et al., 2009). A imobilizagcdo de enzimas em quitosana para preparacao de
biocatalisadores é de grande interesse, pois pode ser empregados na biotransformacdo de
proteinas, modificacdo de Oleos e gorduras e materiais lignoceluldsicos, remocdo de conta-
minantes em aguas residudrias, sintese de compostos de alto valor agregado empregados nas
industrias farmacéutica e alimenticia e geracé@o de energia, purificacdo de enzimas, preparacdo de
sofisticados biossensores para medigdes in situ em &guas residuarias e quantificacdo de
metabdlitos produzidos pelo organismo humano no controle de enfermidades (MENDES et al.,
2011).

Estudos na area ambiental envolvendo quitina e quitosana tem mostrado que suas
principais aplicacdes estdo associadas aos sistemas de tratamento de agua, efluentes de industrias
alimenticias e na recuperacdo de proteinas. Os residuos secos resultantes da precipitacdo dos
efluentes e da quitosana, por exemplo, podem conter 34-72% de proteina e 36-58% de gorduras
(BARROS et al., 2006; SHAHIDI et al., 1999).

Outras aplicacdes da quitosana estdo associadas a remocdo de metais pesados, acidos e
corantes em sistema de tratamento de efluente de industrias téxteis, remocéo de Pb?*, Ni**, Cu?*,
Al*" e Fe** de aguas naturais e efluentes industriais (PAULINO, 2008).
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ABSTRACT

The exoskeletons of crustaceans, such as shrimp M. amazonicum (Heller, 1863) are a
major alternative sources of obtaining chitin, chitosan precursor. Given the many difficulties
of working with biomaterials standardly, this work was aimed at the extraction of chitin and
chitosan through a methodology of experimental design for response surface to optimize the
main stages of demineralization, deproteinization and deacetylation. For planning of the three
stages, the response variables were, respectively, the percentage of remaining ash (% CR),
percentage of the total nitrogen (Ntotais%) and percentage of degree of deacetylation (% DD).
The characterizations of the stages of demineralization, deproteinization. Deacetylation and
were analyzed consecutively by ash analysis, elemental analysis and potentiometric titration.
After the findings of analyzes of ash in both the material in nature as the demineralized, it was
possible to obtain, respectively 32.03 = 0.05% (CR%) and 0.0% of (% CR). Regression
parameters of the response surface model were statistically significant, with values (R2) equal
to 0.89. The response surface constructed for the variable% CR with regions of iso-responses
indicated equal 1.2 M HCI and reason 0.08g / ml, that determines the optimal region in the
model adopted for the optimization of demineralization. For tests deproteinization is
noteworthy that, even with no significance as the study variables, the result of elemental
analysis showed that in all trials of planning, protein extraction was performed efficiently,
showing an average degree of deproteinization close to 100%. In desactilacdo step variables
are generally not significant, with Grade% deacetylation ranging from 18.24 to 57.22. In this
paper, we can conclude that the literature can not always be supported for efficient extraction
chitin and chitosan, depending in this case, only preliminary tests and adjustments unique for

each species under study.

Keywords : chitin, chitosan, Macrobrachium amazonicum and optimization.
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1. Introducéo

A quitina, um polissacarideo constituido de B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose,
é 0 segundo biopolimero mais abundante na natureza, sua estrutura € muito semelhante a
celulose, diferindo apenas na ligagdo do C-2 (Agullar, et al., 2003; Kumar, 2000). A
quitina é encontrada principalmente no exoesqueleto de crustaceos e insetos, sendo
classificada como um polimero atdxico, biodegradavel, biocompativeis e produzidos por
fontes naturais renovaveis (AZEVEDO et al., 2007).

Os cefalotdrax dos crustaceos em sua maioria sao constituidos aproximadamente de 25
- 40% de proteinas; 40 — 55% de carbonato de célcio, e 15 a 20% de quitina (Pacheco et
al., 2009). O importante a ser observado € que a quitina, um biopolimero de grande valor
tecnologico, constitui em aproximadamente um terco do total desses rejeitos. A quitina é
um polissacarideo versatil e precursor da quitosana que tem sido indicada como um
polimero de potencial aplicagdo (ASSIS; BRITO, 2008).

Na regido bragantina, assim como em outras regides brasileiras o camardo do género
Macrobrachium séo utilizados na aquicultura e também explorados pela pesca comercial,
entretanto ressalta-se que o M. amazonicum € o Unico camardo explorado comercialmente

nos estados do Para e Amapa, pela pesca artesanal.

O M. amazonicum habita a agua doce, € um decapodes de maior importancia
econémica no leste do subcontinente sul-americano. Explorado artesanalmente no norte e
nordeste brasileiro, amplamente consumido pelos povos indigenas e brasileiros de todos
0s grupos econdémicos. Além disso, este camardo mostra um elevado potencial para a
aquicultura. Atualmente foram intensificados os esfor¢os nas pesquisas direcionadas aos
desenvolvimentos de tecnologias para a cultura comercial desta espécie (MACIEL,;
VALENTI, 2009).

Os estudos para a implantacdo de cultivo de camarbes foram direcionados para a
biologia da espécie, cultivo, estoques naturais, legislacdo e normalizacdo, manejo,
comercializacdo, entre outros, mas percebe-se que poucos trabalhos apreciam a utilizagao
dos residuos gerados pelo seu processamento. O Brasil necessita de trabalhos especificos
voltados ao aproveitamento desses residuos, que acumulados em determinados efluentes
causam mudangas boténicas, devido principalmente ao esgotamento de oxigénio e
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formacdo do gas sulfidrico (H,S), considerado indicador de ambientes altamente poluidos
por materiais organicos (SILVA; PEREIRA, 2010).

As cadeias produtivas das principais fontes utilizadas de quitina (camardo e
caranguejo) geram residuos que podem ser responsaveis por até 50% do volume total da
matéria prima (ISLAM et al., 2004). Esses residuos sdo gerados principalmente em
estabelecimentos comerciais, praias e na manufatura das indudstrias, em sua maioria, sdo
enterrados ou jogados clandestinamente em rios ou no mar, ocasionando graves problemas
de poluicdo além de odores desagradaveis (ARAUJO et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2002).

Uma das formas de aproveitamento dos residuos gerados no beneficiamento de
camardes é a producdo de quitina e consecutivamente a transformagdo da mesma em
quitosana, por meio de reagdes quimicas. Os autores Abdou et al. (2008); Minagawa et al.
(2007); Yones et al. (2012); Weska et al. (2008) citam em seus trabalhos, condicdes de
reacdes diferenciadas, mesmo em casos de mesma espécies, 0 que prever a necessidade de
uma otimizacgdo no processo de obtencdo tanto da quitina quanto da quitosana, pois o grau

de pureza de cada uma determinara a sua aplicacdo tecnoldgica

As quitosanas, por apresentarem caracteristicas particulares, como a presenca de
alguns grupos funcionais reativos, tém despertado diversos interesses cientificos e
industriais em areas como biotecnologia, farmacéutica, biomedicina, embalagens,
tratamento de A&guas residuais, cosméticos, ciéncia dos alimentos, entre outros
(FERNANDES et al., 2010). Porém sua qualidade esta diretamente ligada ndo sé ao tipo
de fonte utilizada como a eficiéncia do processo de desacetilagdo (CAMPANA-FILHO,
2007).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é otimizar os processos quimicos de
obtencdo da quitina e quitosana a partir da espécie Macrobrachium amazonicum,

enfatizando as etapas de desmineralizacao, desproteinizacdo e desacetilacéo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. OBTENCAO E PREPARO DA MATERIA-PRIMA

O Macrobrachium amazonicum foi obtido diretamente dos pescadores artesanais da
regido bragantina, estando o crustaceo recém capturado e congelado. Para a extracdo da
quitina as reacdes iniciaram com o pé do exoesqueleto do M. amazonicum, este material foi
obtido através das seguintes etapas: lavagem dos camardes em agua corrente; descascamento
manual (ressalta-se neste item, que os rendimentos melhoraram com o descascamento
realizado com o camardo ainda congelado); lavagem dos exoesqueletos para a remocao de
possiveis residuos de carnes; aquecimento dos exoesqueletos em agua fervente por um tempo
de 15 minutos; nova lavagem em agua corrente; secagem em estufa com temperatura de 40°C
por 24 horas; trituracdo em liquidificador doméstico; peneiramento em peneira
granulométrica (latdo) de abertura de 0, 250 mm (60 mesh) e armazenamento sob refrigeracdo
(AZEVEDOQO, et al., 2007: FAI, et al., 2008: WESKA et al., 2007).

2.2.  OBTENCAO DA QUITINA

A obtencdo da quitina se deu em 3 principais etapas: desmineralizagéo,
desproteinizacdo e despigmentacdo. Com excecao da despigmentacdo, pelo fato de boa parte
dos pigmentos ja serem removidos nas etapas anteriores, as outras duas etapas, foram

executas de acordo com planejamentos experimentais.

2.2.1. Desmineralizagao

Para uma maior eficiéncia no processo de extracdo da quitina, os ensaios foram
realizados de acordo com um planejamento amostral, conforme Tabela 3, do tipo compdsito
central rotacional, com 6 replicatas no centro e modelo de 22 ordem. O planejamento
experimental foi elaborado no programa STATISTICA 7.0. Nesta etapa de desmineralizacéo,
a porcentagem de Cinzas Remanescente (%CR) foi a variavel dependente a ser otimizada e as

independentes foram: tempo (horas), concentracdo de HCI(M) e razdo(g/ml) massa de
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130  crustaceo por volume de solucdo. O intuito deste planejamento é avaliar a reprodutibilidade e

131  atender a critérios estatisticos de rotabilidade e ortogonalidade.

132 Tabela 3: Planejamento experimental para o processo de desmineralizagéo.
Valores codificados Valores Reais
Ensaio R C t R (g/mL) [NaOH] t’ (min.)

1 0,0 1,68 0,0 0,16 1,47 5
2 1,0 1,0 1,0 0,24 1.2 7
3 0,0 0,0 -1,68 0,16 0,8 1,63
4 1,0 -1,0 -1,0 0,24 04 3
5 -1,68 0,0 0,0 0,02 0,8 5
6 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5
7 -1,0 -1,0 1,0 0,08 0,4 7
8 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5
9 -1,0 1,0 -1,0 0,08 1,2 3
10 1,68 0,0 0,0 0,29 08 5
11 0,0 -1,68 0,0 0,16 0,12 5
12 1,0 1,0 -1,0 0,24 12 3
13 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5
14 0,0 0,0 1,68 0,16 0,8 8,36
15 1,0 -1,0 1,0 0,24 0,4 7
16 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5
17 -1,0 1,0 1,0 0,08 1,2 7
18 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5
19 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5
20 -1 -1,0 -1,0 0,08 0,4 3

133 *onde: R= Razdo quantidade de exoesqueleto/ Volume da solucdo (g/mL), C=Concentracdo HCI (M) e t’ =

134 Tempo em minutos

135 A massa de exoesqueleto em po e a solucdo de HCI com concentragfes delineadas no

136  planejamento experimental foram misturados em erlenmeyer de 125 mL e mantidos em
137  banho-maria a temperatura de 40°C por tempos determinados no planejamento. Ressalta-se
138  que ocorreram agitacGes manuais a cada 30 minutos de reacdo. O produto obtido da reacédo foi
139 lavado com agua destilada e filtrado a vacuo até atingir o pH proximo da neutralidade,
140  seguido de uma nova secagem em estufa durante 12 horas a 40°C. Posteriormente, 0 material
141 seco foi pesado para o célculo de rendimento com relacdo ao peso inicial do material in

142  natura.
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Para avaliar a efetividade da desmineralizacdo, foram realizadas analises de cinzas em

todos 0s ensaios, e as mesmas seguiram a metodologia proposta pela AOAC, (1997).

Apos o término de todos os ensaios de desmineralizacdo e a aplicacdo da anélise de
cinzas, 0s ensaios passaram por analise estatistica, a predicdo dos pontos de melhores
respostas quanto a reducao do residuo de cinzas. Ao fim, realizou-se a validacdo do ponto
6timo. Com a confirmacdo, procedeu-se entdo a uma desmineralizagdo de um grande volume

de massa de exoesqueleto para a extracao de proteinas no processo posterior.

2.2.2. Desproteinizacdo

Apbs a obtengdo do material desmineralizado nas condigfes otimizadas da etapa
anterior, 0s mesmos passaram pelo processo de desproteinizagdo, de acordo com o

planejamento experimental proposto.

As condicdes experimentais foram definidas através de um planejamento compdsito
central rotaconal, contendo 6 ensaios no ponto central. Todos os 20 ensaios, descritos na
Tabela 4, tiveram como variaveis independentes a temperatura (°C), concentracdo de NaOH
(Molar) e tempo (minutos) e varidvel dependente o percentual de Nitrogénio. Os dominios
experimentais foram estabelecidos de acordo com a literatura (CAMPANA 2008: YONES, et
al., 2012).
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Tabela 4: Planejamento experimental do processo de desproteinizacao.

Valores Codificados

Valores Reais

C T(°C) t [NaOH] Tempo
Ensaio (M) T (°C) (min)
1 10 10 -1,0 2,25 88 120
2 0,0 -1,68 0,0 1,50 50,45 210
3 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210
4 -1,0 -1,0 1,0 0,75 60 300
5 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210
6 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210
7 0,0 1,68 0,0 1,50 97,55 210
8 0,0 0,0 -1,68 1,50 74 59
9 1,0 -1,0 1,0 2,25 60 300
10 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210
11 -1,68 0,0 0,0 0,239 74 210
12 1,68 0,0 0,0 2,762 74 210
13 1,0 -1,0 -1,0 2,25 60 120
14 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210
15 -1,0 1,0 1,0 0,75 88 300
16 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210
17 1,0 1,0 1,0 2,25 88 300
18 -1,0 1,0 -1,0 0,75 88 120
19 -1,0 -1,0 -1,0 0,75 60 120
20 0,0 0,0 1,68 1,50 74 361

*onde: C=Concentracdo NaOH (M), T= Temperatura em °C na forma codificada e t=tempo em minutos.

Para esta etapa a razdo g/ml ficou estabelecida em um valor fixo de 0,8g de material
desmineralizado para cada 8ml de solucdo basica de NaOH (Razéo 1:10). Apos os tempos de
reacdo estabelecidos no planejamento, as amostras foram filtradas e lavadas em agua destilada
até a neutralidade do filtrado. Seguiu-se nova secagem nas mesmas condi¢des da

desmineralizacdo. A variavel de resposta para esta etapa € o porcentagem de nitrogénio (%N)

do material tratado.

Ao fim de todos os ensaios do planejamento de desproteinizacdo, foi realizada a
analise elementar, para avaliar a porcentagem dos residuos de Nitrogénio presente e, assim,

determinar o ponto 6timo de desproteinizacdo. Por fim realizou-se uma desproteinizagdo em

grande volume de massa para dar continuidade a etapa seguinte, despigmentacao.
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2.2.2.1. Anélise elementar

A analise elementar de Nitrogénio, Hidrogénio e Carbono, foram conduzidas em
analisador elementar. O objetivo principal desta técnica utilizada foi a determinacdo dos
teores de Nitrogénio total. Para as analises de CHN (Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio), as
amostras foram pesadas (5-10 mg) em céapsula de estanho logo ap6s foram queimadas em um
reator & 1000°C. A queima do estanho promove uma reacdo violenta em atmosfera de
oxigénio temporariamente enriquecida. A combustdo dos produtos CO;, NO, e H,O séo
levadas por um fluxo constante de gas carreador (Helio), atravessando uma coluna de vidro
empacotada. A esta temperatura, o 6xido de nitrogénio se reduz a N,. Os gases N,, CO, e SO,
sdo transportados pelo gas Helio e quantificada em detector (TCD). Por esta técnica analitica
foram determinados os teores de carbono (C), Hidrogénio (H) e Nitrogénio (N) nas amostras.

Ap0s a obtencdo dos valores de N, C, e H, pode-se utilizar os resultados para o célculo
da porcentagem do grau de desproteinizacdo (GDP%), utilizando a seguinte equacdo 01
(YONES, et al., 2012).

(P, x0)—(P; xR)]x100

%GDP = [ P.xO (Equacéo 01)
o)

Onde Po e Pg sdo, respectivamente, as concentracfes de proteinas antes e depois da
desproteinizacdo; e O e R representam a massa (g) da amostra antes e apds a remocao de

proteinas.

2.3.  PROCESSO DE DESACETILACAO

Apls a etapa de desproteinizacdo, as amostras passaram pelo processo de
despigmentacdo, realizada de acordo com testes baseados nas metodologias propostas por
Antonino, (2007) e Hennig, (2009), onde a concentracdo de hipoclorito € fixada a 5% e a
razdo solido/volume de solucdo foi de 1:10, durante 12 horas, posteriormente ocorreu a

lavagem das amostras com &gua destilada até a remocéo do reagente.
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Todas as reagdes de transformacdo de quitina em quitosana ocorreram em reatores,
(Figura 1), previamente planejados de acordo com descricbes, por meio de empresa
especializada em trabalhos com materiais inoxidaveis. Para maior interacdo entre a quitina e
solucédo forte de NaOH, as amostras passaram por processo de maceracdo durante 24hs. Em
seguida as amostras, ainda em reatores, foram aquecidas em autoclaves conforme as
temperaturas em planejamento. Apds o periodo de reagdo o produto obtido passou por vérias
lavagens e filtragens até pH proximo da neutralidade, em seguida realizou-se secagem em
estufa por 12horas (HENNIG, 2009).

Figura 1: Reatores em materiais inoxidaveis
Fonte: Pinto, 2013.

As condigdes experimentais foram definidas através de um plano central composito
contendo 6 ensaios no ponto central. Todos os 20 ensaios tiveram como varidveis
independentes a temperatura (°C), concentracdo de NaOH (Molar) e tempo (minutos). Para a
varidvel dependente, fixou-se o grau de desacetilacdo da quitosana, a qual pode ser medida
por varios métodos indiretos, tanto fisicos quanto quimicos, indicando pontos 6timos de
transformacdo de quitina em quitosana, onde determinada condigdo de transformacgédo podera
ser direcionado para vérias aplicacdes tecnoldgicas desse biopolimero. As faixas de dominios

experimentais foram estabelecidas de acordo com a literatura e de ensaios preliminares em
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laboratério. A Tabela 5 abaixo descreve os valores das condi¢Ges de variacdo de cada um dos

20 ensaios.

Tabela 5: Planejamento experimental para a etapa de desacetilagéo.

Valores Codificados

Valores Reais

Ensaio C T t [NaOH] Temperatura Tempo
1 1 1 -1 54 115 125
2 0 -1,68 0 48 74,77 95
3 0 0 0 48 100 95
4 -1 -1 1 37,9 85 125
5 0 0 0 48 100 95
6 0 0 0 48 100 95
7 0 1,68 0 48 125,22 95
8 0 0 -1,68 48 100 44,54
9 1 -1 1 54 85 125
10 0 0 0 48 100 95
11 -1,68 0 0 37,9 100 95
12 1,68 0 0 58,09 100 95
13 1 -1 -1 54 85 65
14 0 0 0 48 100 95
15 -1 1 1 37,9 115 125
16 0 0 0 48 100 95
17 1 1 1 54 115 125
18 -1 1 -1 37,9 115 65
19 -1 -1 -1 37,9 85 65
20 0 0 1,68 48 100 145,45

*onde: C=Concentracdo NaOH (Molar), T= Temperatura e t= tempo.

Ap0s o término das reacBes, as mesmas passaram por repetidas lavagens com agua

destilada e filtragem a vacuo até pH neutro. Finalizou-se o0 processo com a secagem do

material em estufa a 40°C por 12 horas.
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2.4. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA QUITOSANA

2.4.1. Titulagio potenciométrica

Para a caracterizacdo das quitosanas obtidas, realizou-se a titulagdo potenciométrica
como forma de determinacdo do grau de desacetilacdo. De acordo com a metodologia
proposta por Hennig, 2009, 0,25g de quitosana foram pesados e dissolvidos em 20 ml de
solucdo de HCI. Para uma dissolucdo mais rapida e eficiente, as amostras passaram por
agitacdes magnéticas seguida de repouso e este processo se estendeu até a percep¢do de uma
solucdo viscosa livre da presenca de particulas sélidas de quitosana e, entdo foi finalizado

com a adi¢do de 100 ml de 4gua em cada amostra seguida de agitacao.

Em seguida, procedeu-se a titulacdo até o titulado alcancar pH préximo de 6,0. Os
valores de volume de solugdo de NaOH gasto foram identificados e utilizados na equacdo 02
para a determinagéo do f(x).

f (0 =[V°N;V j([H+]—[OH—]) Eauacio 02

Onde:

V,: Volume de solucgéo de quitosana (ml);

V: Volume de NaOH utilizado na titulagdo (ml);
Ng: Concentra¢do molar do NaOH.

Com o objetivo de calcular Ve (volume de NaOH ao fim da titulacdo), foi feita a
extrapolacdo da curva de titulacdo linear. Este valor de V. é necessario para o célculo de ¢ na

Equacdo 03 abaixo.

O grau de desacetilacdo da amostra de quitosana e calculado utilizando a seguinte

equacao.

GD(%) = ¢/[(W —161¢)/ 204+ #]*100  (Equacio 03)
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Sendo:
¢ = NA-VA—-NB -Ve /1000

Onde:

Na: Concentracdo normal de HCI,;

Va: Volume de HCI (ml);

Ng: Concentragdo normal de NaOH;

Ve: Volume de NaOH ao fim da titulagéo;

161: Massa molecular da unidade monomérica da quitosana;

204: Massa molar da unidade de quitina em mg mol™.

(Equacéo 04)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.  OTIMIZACAO DA DESMINERALIZACAO

Para autores como Lertsutthiwong et al., (2002); Azevedo et al., (2007) a
desmineralizacdo deve ser a primeira etapa do processo de obtencdo da quitina, pois esta
diretamente relacionada a um rendimento mais alto, isto ocorre devido a protecdo que a
proteina ainda aderida a cadeia promove, impedindo a despolimerizacdo e hidrolise da
quitina.

Inicialmente, como forma de referéncia comparativa para 0s ensaios do planejamento,
foi realizada a analise de cinzas na amostra in natura, obtendo-se o valor de 32,03+0,05% em
relacdo a matéria seca. Em estudos analogo a este foi observado pelos seguintes autores
Chorit et al., (2008); Ghorbel-Bellaje et al., (2009); Lertsutthiwong, et al., (2002), os
respectivos valores 42,7%, 46,1+06% e 34,8%. Segundo Assis; Brito, (2008), as diferencas
entre o conteido de minerais esta diretamente relacionada a espécie, géneros e a sazonalidade
de cada um, o que pode justificar as distintas porcentagens mencionadas anteriormente.

Assim como Agboh et al. (2008); Qin (2006), neste trabalho, destacou-se como
desmineralizagdo eficiente, o ensaio com maior remogdo dos minerais presentes na
constituicdo do exoesqueleto dos crustdceos. Além desse, outros fatores sdo as condicdes
experimentais 6timas de extracdo dos minerais, ou seja, as condi¢des mais brandas possiveis,
que ndo acarretem eventual destruicdo da constituicdo da quitina e também desperdicio de
reagentes.

Apobs todos os ensaios de desmineralizacdo do exoesqueleto de M. amazonicum,
realizou-se a determinacdo do percentual de cinzas remanescente (% CR) de cada amostra
obtida ao fim do processo de remocdo dos minerais. O resultado alcancaram amplitude de
variacdo de 0 a 25,33% de %CR (Tabela 6), o que nos permite dizer que ha uma relacdo
consequente entre as condi¢cdes de reacdo (concentragcdo, tempo e razdo) na extragdo de

quitina e seus resultados obtidos (%CR).

Tabela 6: Rendimento das cinzas residuais

47



Valores Reais Valor
Ensaio R C t Razéo [HCI] Tempo % CR
In natura - - - ) ) ) 32,03
1 1,0 1,0 1,0 0,16 1,473 5 0,67
2 0,0 0,0 -1,68 0,24 1,2 7 4,67
3 1,0 -1,0 -1,0 0,16 0,8 1,636 14,33
4 -1,68 0,0 0,0 0,24 0,4 3 25,33
5 0,0 0,0 0,0 0,025 0,8 5 2,00
6 -1,0 -1,0 1,0 0,16 0,8 5 4,33
7 0,0 0,0 0,0 0,08 0,4 7 3,33
38 -1,0 1,0 -1,0 0,16 0,8 5 4,00
9 1,68 0,0 0,0 0,08 1,2 3 0,00
10 0,0 -1,68 0,0 0,295 0,8 5 17,33
11 1,0 1,0 -1,0 0,16 0,127 5 25,33
12 0,0 0,0 0,0 0,24 1,2 3 4,67
13 0,0 0,0 1,68 0,16 0,8 5 4,33
14 1,0 -1,0 10 0,16 0,8 8,364 5,33
15 0,0 0,0 0,0 0,24 0,4 7 23,33
16 -1,0 1,0 1,0 0,16 0,8 5 4,33
17 0,0 0,0 0,0 0,08 1,2 7 0,33
18 0,0 0,0 0,0 0,16 0,8 5 5,33
19 -1 -1,0 -1,0 0,16 0,8 5 5,67
20 0,0 1,68 0,0 0,08 0,4 3 3,33

315

316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327

* R= Razdo quantidade de exoesqueleto/ Volume da solu¢do, C=Concentracdo, T= Temperatura (°C).

Através de regressdo multipla e ANOVA do modelo, pode-se observar que o
coeficiente de determinacéo (R? = 0,89) apresentou um valor elevado, o que indica que 89%
da variabilidade da resposta é explicada pelo modelo de 22 ordem, e que nem todos os fatores
do modelo sdo significativos para os valores de p igual a 0,05. De acordo com a Tabela 7,
todos os parametros lineares e quadraticos das variaveis foram significativos, porém, ndo se
observou interagdes significativas da varidvel tempo com as varidveis razdo e concentracao
de HCI.

As variaveis que atestaram significancias, foram baseadas em trabalhos literarios,
como os de Hossain et al., (2007); Leitdo et al., (2008), que as descreveram como principal
responsaveis pela eficiéncia do processo de remocdo dos minerais nas carapacas de
crustaceos, desta forma o resultado obtido reforcou ainda mais a importancia de se manter o

controle das vaidveis em questéo.
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Tabela 7: Coeficiente de determinacdo e ANOVA para os fatores utilizados na

desmineralizacdo do exoesqueleto de Macrobrachium amazonicum.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade  Quadratica
(1) Razdo (L) 431,748 1 431,748 971,43 0,000001
Razéo (Q) 17,991 1 17,991 40,47 0,001418
(2) [HCI (L) 556,151 1 556,151 1251,34 0,000000
[HCI] (Q) 75,959 1 75,959 170,90 0,000047
(3) Tempo (L) 20,673 1 20,673 46,51 0,001033
Tempo (Q) 19,938 1 19,938 44,86 0,001122
1L2L 136,125 1 136,125 306,28 0,000011
1L3L 0,681 1 0,681 1,531 0,270865
2L:3L 0,681 1 0,681 1,531 0,270865
Falta de ajuste 70,549 5 14,1099 31,74 0,000856
Erro Puro 2,222 5 0,444
Total SQ 1317,356 19
R 0,94476
R? Ajustado 0,89504

O grafico de pareto (Figura 2) é uma das formas de se avaliar visualmente a influencia
dos fatores estudados na resposta. A hierarquia dos efeitos € representada pelas colunas
enquanto que a linha transversal as colunas representa a magnitude dos efeitos com
significado estatistico para p < 0,05, ou seja, os fatores que sao estatisticamente significativos

ao nivel de 95% de confianca.
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Figura 2: Gréfico de Pareto do planejamento experimental 22 mostrando a influéncia

dos fatores estudados.

A analise do grafico de Pareto indicou que o fator concentracdo [HCI] foi o que
influenciou de forma mais significativa na extracdo de minerais do cefalotérax. Na
desmineralizacdo, utilizando solucGes &cidas, ocorre como principal reacdo a eliminacéo
carbonato de célcio e magnésio, atraves da geracao de cloretos hidrossolUveis e liberacdo de
diéxido de carbono (CARDOSO, 2008).

A concentracdo de [HCI] atingiu um efeito estimado de -35,37, o sinal negativo
indicando que o aumento da concentragdo de HCI da solucdo utilizada no processo de
desmineralizacdo reduz proporcionalmente a quantidade de minerais presentes. Porém, de
acordo com Kamil et al., (2008); Talaimate et al., (2003); Chen et al., (2006), as condicdes
deste processo devem ser preferencialmente o mais branda possivel, evitando principalmente
uma degradacdo da quitina obtida.

Quanto a variavel razdo g/ml (massa/solucdo), um efeito igual a 31,16 também
influenciou de forma positiva essa resposta, enfatizando mais ainda a boa relacdo acido-
exoesqueleto na remocgdo de minerais, pois ha um limite maximo e minimo entre massa e
volume da solugdo para que ocorram interacbes moleculares necessarias, evitando o
desperdicio de reagentes e consequentemente a minimizacao de contaminacao do ambiente.

Quando analisado o tempo e a interacdo entre as variaveis [HCI] e razdo g/ml, verifica-

se que as mesmas também foram estatisticamente significativas, porém em menor relevancia,
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ja que os valores dos efeitos foram 17,50 e -6,82 respectivamente. Devido a resposta da
variavel tempo ter alcancado um efeito -6,82, realizou-se a predi¢do para que assim fosse
estabelecido um tempo limite para a extracdo e a ndo degradacdo do material. Apos esta
analise, determinou-se que possivelmente o melhor tempo de reacdo para a matriz
exoesqueleto de camardo M amazonicum seria 5 horas.

A concentragdo quadratica de HCI também teve efeito significativo (p < 0,05), assim
como o efeito linear e quadratico do tempo e efeito quadratico da razdo, mas estes tendo
menores impactos para o processo de desmineralizacao.

A andlise do grafico de superficies de resposta (Figura 3), indicou que regides
experimentais com maiores concentracfes de HCI e menores valores de razéo solido:liquido
foram as melhores para otimizar a desmineralizacdo. Com a analise da predicdo dos
resultados, percebeu-se que os melhores resultados foram encontrados a uma concentragéo de
HCI de 1,2M e razéo igual a 0,08.

LS

Figura 3: Superficie de resposta para o percentual de cinzas remanescente em funcdo das
variaveis [HCL], Razao s6lido-liquido (g/mL) e, usando modelo de superficie de resposta para

desmineralizar exoesqueleto de M. Amazénicum (o tempo foi fixado no ponto central).

Em seguida, procedeu-se a etapa de validacdo do processo. A validagdo de um ponto
otimo experimental é uma etapa necessaria e de fundamental importancia em otimizacéo de
processo por MSR, pois é preciso confrontar as respostas preditas com os valores
experimentais. Na Tabela 8 estdo descritas condi¢des para a validacdo do ponto 6timo, bem

como, as resposta que confirmam a significancia das variaveis.
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Tabela 8: Resultados da validacdo do ponto 6timo e de maior eficiéncia do processo de

desmineralizacdo do exoesqueleto de M. amazonicum.

Resposta (% CR)
Ensaio Razéo [HCI] Tempo Valor Valor
Predito Experimental
El 0,08 0,9 5h 0,00 0,00
El 0,08 0,9 5h 0,00 0,00
El 0,08 0,9 5h 0,00 0,33
El 0,08 0,9 5h 0,00 0,00

% CR: Percentual de cinzas residuais

Os resultados mostram que houve boa concordancia entre os valores preditos e 0s
valores experimentais, o que significa que a metodologia aplicada por MSR e o modelo
matematico de segunda ordem foram eficientes em otimizar o processo de desmineralizacéo,

ou seja, reduzir o teor de cinzas a um valor minimo.

3.3. OTIMIZACAO DO PROCESSO DE DESPROTEINIZACAO

Foram realizados todos 0s ensaios de desproteinizacdo seguindo as condicOes
estabelecidas no planejamento proposto. Os resultados obtidos estdo expostos em
porcentagem de rendimento na Tabela 9, apresentando uma variagédo de 39 — 43%, tal faixa se
encaixa nos valores descritos por Campana et al., (2008), que destacou o rendimento de

quitina sem despigmentacéo entre 30 a 40%.
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Tabela 9: Porcentagem do rendimento em massa ap0s 0 processo de desproteinizacdo

Ensaio [NaOH] T (°C) t’ (min.) R%
1 1,0 1,0 -1,0 2,25 88 120 4
2 0,0 -7 0.0 1,50 50,45 210 43
3 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210 40
A 1,0 1,0 10 0.75 60 300 42
5 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210 4
5 0,0 0,0 0,0 150 74 210 39
7 0,0 17 0,0 1,50 97,54 210 4
8 0,0 0,0 -1,7 1,50 74 59 40
9 1,0 -1,0 1,0 2,25 60 300 4
10 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210 41
11 -1,7 0,0 0,0 0,239 74 210 *
12 1,7 0,0 0,0 2,762 74 210 40
13 1,0 -1,0 -1,0 2,25 60 120 4
14 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210 40
15 1,0 10 10 0.75 88 300 42
16 0,0 0,0 0,0 1,50 74 210 42
17 1,0 1,0 1,0 2,25 88 300 39
18 -1,0 1,0 -1,0 0,75 88 120 4
19 1,0 10 10 0.75 60 120 4
20 0,0 0,0 1,7 1,50 74 361 40

*C: Concentracdo de NaOH; T: temperatura em °C, t: tempo em minutos

De acordo com a analise dos dados da Tabela 9 acima (Ultima coluna), fica evidente a
baixa variabilidade dos valores no que se refere a diferenca de porcentagem relacionada aos
rendimentos dos materiais tratados. Apds a ANOVA, os valores de p ficaram muito acima de
0,05, e R? foi igual a 0,44, é possivel determinar que para este estudo nem um das variaveis
foram consideradas estatisticamente significativas. Isto é um indicio de que ndo podemos
estender a otimizacdo de uma espécie baseado em outros estudos usando carapaca de

camarao.

De fato, o processo de desproteinizagdo para a obtencdo de quitina, apresenta-se pouco
estudado na literatura, talvez um dos fatores seja a baixa variabilidade nos resultados quanto a
esta etapa. Porém, para autores como Campana et al., (2007), as condi¢cOes reacionais no
processo de desproteinizacdo devem ser brandas para evitar, ou minimizar, a ocorréncia de

hidrolise dos grupos acetamida presentes na quitina e também sua despolimerizacéo.
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De acordo com Yones et al., (2012), a desmineralizacdo € um processo que também
reduz de forma significativa a porcentagem de proteinas presente na carapaga dos crustaceos,
isto deve-se a possivel hidrolise que algumas moléculas de proteinas sofrem em meio &cido.
Na Tabela 10 abaixo é possivel visualizar que ha uma reducdo do conteudo de proteinas do
material in natura, com 56,61% para o desmineralizado, 26,79%.

Tabela 10: Determinacdo da porcentagem de proteinas nos materiais in natura e
desmineralizado pelo método Kjeldhal.

Material % Proteinas
in natura 56,61+0,04
Desmineralizado 26,79+0,04

Os dados da Tabela 10, assim como as descri¢Oes redigidas por Assis et al, 2008;
Yones et al., 2012, enfatizam que as etapas para isolamento da quitina, principalmente
desmineralizacdo e desproteinizacdo nao eliminam exclusivamente 0s nutrientes aos quais
cada etapa de reacdo se propde, pois € percebivel na etapa de desmineralizacao, por exemplo,
a perdas significante de proteinas, enquanto que o objetivo da mesma € a remoc¢do de
minerais. Tais dados, apenas afirmam as dificuldades em se manter um padrdo de extracao

para cada etapa, pois ndo se tem um controle da interferéncia de uma etapa a outra.

3.3.1. Anadlise elementar

A andlise elementar é particularmente Gtil para determinar a formula empirica do
composto, correspondendo a proporcdo, em termos de quantidade de elementos de uma
molécula. A Tabela 11 exibe os valores em porcentagem dos elementos N, C e H presentes na
estrutura molecular dos materiais desproteinizados. Para esta analise foram selecionados os
ensaios 1, 4, 6, 11 e 12, por estar em condi¢bes mais diferenciadas e assim ampliar a

significancia de cada ponto.

54



450

451
452

453
454
455
456
457

458
459

460
461
462
463
464
465
466

467
468
469

Tabela 11: Determinacdo do percentual de N, C e H por analise elementar.

Ensaios Massa(qg) N% C% H% C/N %GDP
1 0,1007 6,665 45,814 5,686 6,86 101,36
4 0,1007 6,612 45,633 5,744 6,89 102,7
6 0,1003 6,415 45,553 5,718 7,1 115,37
11 0,101 6,458 46,018 5,703 7,13 116,74
12 0,1001 6,459 46,055 5,785 7,11 1155
x 0,1+0,00 6,52+0,11 45,81+0,22 5,72+0,03 7,01+0,13 110,33+7,61

*06N: Percentual de Nitrogénio; %C: Percentual de Carbono; %H: Percentual de Hidrogénio e %GDP: Grau de

desproteinizagdo.

Teoricamente a quitina € constituida N, O, H e C, do total de seu peso molecular cada
elemento representa em porcentagem os respectivos valores 6,9%, 39,4%, 6,4% e 47,3%
(Aranaz, et al., 2009). Para analise do teor de N, que é a varidvel dependente deste
planejamento, pode-se observar que ao compararmos o valor tedrico 6,9% com o valor médio
descrito na Tabela 11, 6,52+ 0,11 e, além disso, confrontar com o valor 6,27%, descrito por
Antonino, (2007), permite-nos concluir que se houvessem resquicios de proteinas, os valores ndo

estariam tdo proximos.

Cardoso (2008) em seu estudo com moluscos e crustaceos, obteve %GDP préximos a
89% ja& o autor Lavall, et al., (2007) em seus estudos sobre a extracdo de quitina, obteve
valores variando de 90,7 a 101,2%, tais dados estdo proximos aos descritos na Tabela 11,
110,33+7,61. De fato, 0 %GDP esta relacionado ao grau de pureza da quitina, livre de minerais
e proteinas, por consequéncia quanto maior %GDP, mais eficiente o processo, porém ressalta-
se a importancia de manter o mais proximo possivel a condi¢des brandas para ndo ocorrer a

descaracterizac¢do da quitina obtida.

Ao observarmos os %GDP, 110,33+7,61, na Tabela 11 e os rendimentos descritos na
Tabela 10, em especial o ensaio 11, pode-se dizer que em condicBes otimizadas, ou seja, 0%

de proteinas, as concentraces podem ficar até mesmo, abaixo de 0,239 M.
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3.4. DESACETILACAO DA QUITINA

Antes da desacetilacdo realizou-se a despigmentacdo que para Assis et al., (2008) é um
processo que inicia-se desde a etapa de desproteinizacdo, onde € possivel visualizar de forma
significativa a mudanca de cor do material. A despigmentacdo foi caracterizada como
eficiente apenas por analise visual, porém ressalta-se que a concentracdo estabelecida de
hipoclorito, bem como o tempo de reacdo, foram realizada de acordo com a literatura
pesquisada e ap0s testes laboratoriais preliminares.

Apl6s a realizagdo das titulagbes potenciométricas, pode-se determinar o grau de
desacetilacdo das amostras em estudo. A Tabela 13 abaixo descreve os resultados obtidos para

cada ensaio no processo de desacetilacao para a transformacéo de quitina em quitosana.

Tabela 13: Desacetilacdo da quitina com a porcentagem do grau de desacetilacao.

Ensaio C T t C T® t Vfinal % GD
1 1 1 -1 54 115 125 15,14 44,88
2 0 -1,68 0 48 74,77 95 16,7 31,43
3 0 0 0 48 100 95 17,19 24,1
4 -1 -1 1 37,9 85 125 18,3 18,24
5 0 0 0 48 100 95 15,94 20,4
6 0 0 0 48 100 95 15,26 27,02
7 0 1,68 0 48 125,22 95 12,15 54,12
8 0 0 -1,68 48 100 44,54 16,83 22,53
9 1 -1 1 54 85 125 13,63 42,18

10 0 0 0 48 100 95 15,23 30,27
11 -1,68 0 0 37,9 100 95 15,72 36,18
12 1,68 0 0 58,09 100 95 13,57 49,43
13 1 -1 -1 54 85 65 14,53 37,39
14 0 0 48 100 95 13,53 43,03
15 -1 1 37,9 115 125 13,84 47,78
16 0 0 48 100 95 13,02 52,84
17 1 54 115 125 11,83 57,22
18 -1 1 -1 37,9 115 65 15,43 37,82
19 -1 -1 -1 37,9 85 65 15,56 33,46
20 0 0 1,68 48 100 145,45 12,51 51,46
Média 38,08+11,98

*onde: C=Concentragdo, T= Temperatura, t= tempo em minutos, Vfinal= Volume final e GD = Grau de

Desacetilacéo.
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O valor medio 38,08+11,98, encontrados de grau de desacetilagdo ficou abaixo de 50%, o
gue ndo pode ser considerado como quitosana (Minagawa et al., 2007). Apenas 3 ensaios
ficaram acima desse valor (07, 16, 17 e 20), mas que ainda ndo caem na faixa de aplicacdo

industrial, ou seja, entre 75 e 95%.

Através de regressdo multipla e da ANOVA, foram encontrados valores de p maiores que
0,05 o que significa que todas as variaveis em estudo ndo foram estatisticamente significativas
para explicar a variabilidade ocorrida no grau de desacetilacdo medido. Dessa forma, estes
resultados ndo corroboraram a literatura empregada neste estudo, principalmente, em trabalho
em que se utilizou o mesmo tipo de reator e condi¢Oes reacionais a tipo de crustaceo (Weska
et al, 2008). Uma possivel explicacdo pode ter sido a ndo agitacdo do reator durante o

processo. Nosso reator ndo disponha de um sistema de agitacéo.

Na realidade, nos estudos feitos por varios autores, até mesmo com as mesmas espécies,
encontrou-se uma variacdo muito grande de condi¢Ges reacionais, a exemplo no quadro

abaixo temos 0s seguintes autores.

Quadrol: Autores e as condigdes de reacdo na transformacdo de quitina em quitosana

Autores Condicdes

Weska et al, (2007) Concentracdo — 45% de NaOH, temperatura
—125°C e tempo — 2 horas

Antonino, (2007) Concentracdo — 30% de NaOH, temperatura -
100£5°C e tempo — 5 horas

Gupta et al., (2006) Concentracdo — 40%, temperatura 80°C e

tempo 4 horas

Cardoso, (2008) Concentracdo - 5% de NaOH, temperatura —
150°C e tempo — 24 horas

Campana-Filho et al., (2007); Chaves, (2009); Lima, (2005) destacaram que, em se

tratando de produto natural cuja biossintese ndo esta sob estrito controle genético, ocorrem
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variacfes de composicdo e, além disso, a quitina raramente ocorre em forma pura,
influenciando diretamente na producdo de quitosana. Assim, a completa eliminacdo das
substancias com as quais a quitina ocorre naturalmente associada ndo € uma tarefa simples e é

por vezes muito dificil atingir um padréo de pureza condizente com determinadas aplicages.

Além disso, a maioria dos processos de producdo de quitosana estd protegida por
patentes. Quanto a literatura cientifica disponivel, ha muitas diferencas quanto as condicGes
reacionais e outro fator muito debatido é o equipamento utilizado na desacetilagdo. Autores
como Abdou et al., 2008; Antonino, 2007; Lertsutthiwong, et al., 2002; Sagheer et al,, (2009)
utilizaram, respectivamente, os seguintes meios reacionais: autoclave, agitador magnético
com aquecimento, estufa e micro-ondas. Essa diversidade ¢ mais um indicio de que o
processo de desacetilagdo deve passar por testes preliminares, para entdo, haver uma definicao

de um protocolo confiavel de transformacao de quitina em quitosana.
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4. CONCLUSAO

Diante dos planejamentos experimentais realizados na obtencdo de quitina foi
possivel visualizar o qudo eficiente foi a primeira etapa, a desmineralizacdo, a mesma
apresentou-se como o melhor momento de controle do processo, pois foi possivel visualizar
através de andlise estatistica pontos 6timos com varidveis significativas e principalmente,
materiais com quase 100% de extracdo de minerais ndo despolimerizados, alcangando desta

forma o principal objetivo desta etapa.

A etapa de desproteinizacdo apresentou-se com um grau mais elevado de dificuldade
no controle de extracdo das proteinas, porém € possivel destacar de forma muito positiva a
extracao eficiente das proteinas na maioria das amostras. Esta etapa ndo apresentou variaveis
de influencia, visto que todas as respostas apresentaram-se muito préximas entre si. Nesses
processos foi possivel perceber que ndo existe protocolo definido, mesmo em se tratando da
mesma espécie, ressaltamos a necessidade de sempre haver testes preliminares para direcionar

fielmente as extracdes em questéo.

A desacetilacdo da quitina mostrou-se como um processo de alta dificuldade no
controle da reacédo de transformacdo, visto que para esta etapa ndo se pdde determinar até que
ponto um fator, como agitacdo, tamanho de particula, tempo de maceracdo, etc. pode ser
determinante na obtencéo da quitosana. O que nos leva a concluir que para cada processo de
desacetilacdo, podera ser necessario ajustes como métodos, equipamentos e condices de

transformacéo, que possam influenciar diretamente na obtengdo do polimero.

Sugerimos para proximos estudos, se utilizar concentragfes mais baixas de hidroxido de
sodio na desproteinizacdo da carapaca do camardo amazbnico. Quanto a desacetilacdo,
recomendamos a aplicacdo de novos processos, como a desacetilacdo por micro-ondas, ou 0

uso de sistema de refluxo.
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