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RESUMO

OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE OBTENGCAO DE QUITINA E QUITOSANA DE
EXOESQUELETOS DE CAMAROES ORIUNDOS DA INDUSTRIA PESQUEIRA
PARAIBANA

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, apdés a celulose,
estando presente principalmente em exoesqueletos de crustaceos. A quitosana, um outro
polissacarideo, € obtida a partir da desacetilacido parcial da quitina. Em virtude da
importancia destes biopolimeros, o presente trabalho foi proposto com o objetivo de obter
quitina e quitosana a partir de cefalotérax de camaréo da espécie Litopenaeus vannamei.
Todos os biopolimeros foram caracterizados por analise térmica (TG e DSC), Analise
Elementar, Difragdo de Raios X (DRX) e Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V).
Também foram obtidas fotomicrografias (MEV) em diferentes ampliagbes com a
finalidade de verificar possiveis alteracbes morfolégicas das amostras. A analise térmica
(TG e DSC) foi utilizada para determinar a eficiéncia do processo de desmineralizacao
das cascas de camarao (TG), bem como avaliar a estabilidade térmica de quitina e
quitosana (TG e DSC). A analise elementar constitui uma técnica eficiente para
determinar a relagdo carbono/nitrogénio, mostrando que o teor de nitrogénio da
quitosana C é muito proximo da quitina, indicando baixo grau de desacetilagao (GD).
Estes dados foram confirmados com a técnica de difracdo de raios X, que descreve a
cristalinidade relativa desses polimeros. A espectroscopia de absorgdo na regido do
infravermelho identificou o principal grupamento funcional presentes nas amostras de
quitina e quitosana. A Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (‘H-RMN) e a

titulagdo condutimétrica foram usadas para determinar o grau médio de desacetilagado
(G_D) das amostras de quitosanas e verificar possiveis interferéncias de contaminantes

nas amostras. O grau de desacetilagdo (GD) apresenta valores acima de 89%, com
excecao da quitosana B que possivelmente tenha ocorrido degradagéo, provocada por
hidrolise acida. A massa molar meédia (M) da quitosana C obtida pela viscosidade
intrinseca, apresenta valor de 2,12 x 10° g mol™, indicando que a quitosana n&o sofreu

degradacgao na cadeia polimérica.

Palavras-chave: Quitina, Quitosana, Grau de desacetilagao



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF THE PROCESS OF OBTAIN OF CHITIN AND CHITOSAN FROM
OF SHRIMP EXOSKELETONS DERIVED OF THE PARAIBANA FISHING INDUSTRY

Chitin is the second more abundant polysaccharide in the nature, after the cellulose,
being mainly present in the crustaceans exoskeletons. Chitosan, another polysaccharide,
is obtained starting from the partial deacetylation of chitin. In virtue of the importance of
these biopolimeros, the present work has been proposed with the objective of obtaining
chitin and chitosan from shrimp cefalotérax of the Litopenaeus vannamei species. All the
biopolimeros were characterized by thermal analysis (TG and DSC), Elementary Analysis,
X-ray study diffraction (XRD) and infrared region spectroscopy (IR). They were also
obtained photomicrographs (SEM) in different amplifications with the intention to verifiy
possible morphologic alterations of the samples. The thermal analysis (TG and DSC) was
used to determine the efficiency of the process of demineralization of the shrimp shell
(TG), as well as to evaluate the thermal stability of chitin and chitosan (TG and DSC).
Elementar analyzer it constitutes an efficient technique to determine the carbon/nitrogen
relationship, showing that the amount of nitrogen of the chitosan C is very next of the
chitin, indicating low degree of desacetylation (DD). These data were confirmed with the
technique of X-ray study diffraction (XRD), that describes the relative crystallinid of those
polymers. The absorption spectroscopy in the infrared region identified the principal
functional group present in the chitin and chitosan samples. The Nuclear Magnetic

Resonance (NMR) and the conductimetric titration were used to determine the medium

degree of desacetylation (ﬁ) of the chitosan samples and verify possible of
contaminates in the samples. The degree of desacetylation present above 89%, except

for the chitosan B possibly has happened degradation, provoked for acid hidrolyse. The

average mass molar (M ) of the chitosan C obtained by the intrinsic viscosity, it presents
value of 2.12 x 10° g mol™, indicating that the chitosan didn't suffer degradation in the

polymeric chain.

Key-words: chitin, chitosan, degree of desacetylation



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Estruturas polimérficas da quitina.............cooooeiiiiiii e 17
Figura 1.2. Estruturas da quitosana................euiiiiiiiiiiiiicce e 18
Figura 1.3. Representagdo esquematica das estruturas da (a) Celulose, (b) quitina e
(03 I [ 011 (o =1= 1 o = USRS 20

Figura 3.1. Curvas tipicas dos métodos termodinamicos (a) TG dinamico, (b) TG
isotérmico e (¢) TG quase-iSOtermico. .........ccccvvviiiiiiiiei e, 29
Figura 3.2. Esquema de um aparelho de Analise Térmica Diferencial. .................... 32

Figura 3.3. Grafico genérico de nes € nin em fungdo da concentragdo, onde a
extrapolacdo até a concentracdo zero fornece o valor da viscosidade

p] gt aIsY=Tor= T | o] OSSR 36
Figura 4.1. (a) Esquema representativo da morfologia externa do camar&do marinho e
(b) Regiao do cefalotérax do camarao Litopenaeus Vannamei............... 39

Figura 4.2. Esquema simplificado do processo de obteng¢do da quitina e quitosana.41
Figura 5.1. (a) Curvas TG/DTG de casca de camarao cinza, (b) Material desmineralizado

a 0,25mol.L™", 0,50mol.L™" € 1,0mol.L™......cccooeuinnnene. 51
Figura 5.2. Curvas TG/DTG da amostra de quitina-A. ..............ccoeeeiiiiiiiiiiieeeeee e 51
Figura 5.3. Curvas TG/DTG da amostra de quitina-B. ..............coooviiiiiiiiiieiieeeeees 52
Figura 5.4. Curvas TG/DTG da amostra de quitina-C.............ccccccooiiiiiiiiinneeees 53
Figura 5.5. Curvas TG sobrepostas das amostras de quitosanas A,Be C.............. 53
Figura 5.6. Curvas TG/DTG da amostra de quitosana A. ............cccooiiiiiieeeeeennnnes 54
Figura 5.7. Curvas TG/DTG da amostra de quitosana B. ...........ccccevviiiiiiiiiieieeninns 55
Figura 5.8. Curvas TG/DTG da amostra de quitosana C.............cccooiiciiiiieeiniiinnnes 55
Figura 5.9. Curva DSC de casca de Camarao. ............oouecuuirmiiieieeieeeiieeeeeee e 57
Figura 5.10. Curvas DSC das amostras de quitinas A,Be C.........ccccvvveeiieiiiinnnnnnn, 57
Figura 5.11. Curvas DSC das amostras de quitosanas A, Be C...........ouvvvvvirrreeenee. 59

Figura 5.12. Difratograma de raios X das amostras de quitina e quitosana A, B e C.61
Figura 5.13. Espectro na regido do infravermelho obtido para amostras de quitina A,

B 8 e 63
Figura 5.14. Espectro na regido do infravermelho obtido para as amostras de
quitosana A, B € C. ..o 64
Figura 5.15. Espectro de 'H-RMN da quitoSana A. ...........cccooeeeeeoioeeseeeeeeeseeeeens 67
Figura 5.16. Espectro de "H-RMN da quitosana B. ............cccoeueeeeeeeeeeeeeeeeseerenn. 68
Figura 5.17. Espectro de"H-RMN da quitoSana C. ..........c.ceeveeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeens 69
Figura 5.18. Curvas condutimétrica das amostras de quitosanas A,Be C.............. 71
Figura 5.19. Curva de viscosidade reduzida e viscosidade inerente versus
concentracao da solugdo de quitosana C..............ceeeeeiieiiiiiiiiicceeee, 73
Figura 5.20. Fotomicrografia de uma amostra de asca de camarao A= 300 X; B=700
X; C=1500 X € DZ400 X .oeveeeeeeiieieueneeeienuneeninenennnnnnesennnnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 75
Figura 5.21. Fotomicrografia de quitina, A= 200 X; B=500 X; C=1300 X e D=1500 X.
............................................................................................................... 76

Figura 5.22. Fotomicrografia de quitosana, A= 600 X; B=627 X; C=700 X e D=2000
K e ettt et e e e e e h e e e e e e e n e e e e e e e ae e e e e e e nnneeeeeanneeas 77



iNDICE DE TABELAS

Tabela 3.1 Areas de emprego de quitina € qUItoSaNa ...........cceeveeeeeeeeeeieeeeee, 25
Tabela 3.2 Principais Técnicas da Analise Térmica............ccceeeeevivieeieiiiieeeeeeieeeees 27
Tabela 4.1 Reagentes Utilizados nesse trabalho. ... 39
Tabela 5.1 Percentuais de Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e relagao C/N. ............ 60
Tabela 5.2 indices de Cristalinidades e Grau de Desacetilag&o. ............c.cocccvnne..... 61
Tabela 5.3 Os principais grupos funcionais e atribuigdes vibracionais dos
biopolimeros Quitina € Quitosana. ...............eeeeeuimiiiiiiiiiieeaaes 65
Tabela 5.4 Equacbes das retas para as curvas de titulagdes condutimétricas das
quitosanas A, B € C. e 70

Tabela 5.5 Valores de viscosidade intrinseca ([r7]), constante de Huggins (Ky),

constate a e massa molar viscosimétrica media (M ) determinada para
amostra de qUItoSaNa C. .........oiiiiiiiieeee e 72



NOMENCLATURA

TG — Termogravimetria;

DTG — Termogravimetria Derivada;

DTA — Analise Térmica Diferencial;

DSC - Calorimetria Exploratéria Diferencial;

'"H-RMN — Ressonancia Magnética Nuclear de Préton;

IV- Espectroscopia Eletrénica de Infravermelho;
GD - Grau Médio de Desacetilagdo

GA — Grau Médio de Acetilacéo

MEV — Microscopia Eletrénica de Varredura

D,0 — Agua Deuterada

H - Ac — Nucleo de Hidrogénio do Grupo Acetamido
|Er| / % — Erro Relativo

% | cr — indice de Cristalinidade relativa

Ic — Intensidade Cristalina

Ia— Intensidade Amorfa

H2.6 — Nucleos dos hidrogénios ligados aos carbonos 2, 3,4,5€e 6
HDO — Agua monodeuterada

NaAc — Acetato de sodio

HAc — Acido acético

Am — Massa da amostra.



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT

iNDICE DE FIGURAS
iNDICE DE TABELAS

NOMENCLATURA
1. INTRODUGAOD .....ceeeueeiererneeressessessessesseesessessessessessssssssessssssssessessessssssssssssssessssnens 13
1.1 Fontes de quitina € qUItOSANA .........cooiiiiiiiiii e 13
1.2 HISTOIICO .t 14
1.3 Aspectos fisicos e quimicos da quitina e quitosana ..............cceeeeeiiiiiiieeeeeeeee. 16
IR Tt O 1U 1 o = P 16
G T2 @ U1 (1= o = PO 17
1.4 Obtencgao: Quitina € QUItOSANA ........ccoiiiiiiiiiee e 18
P 30 T O U1 ] = 18
1.4.2 QUITOSANA ... .. e 19
0 1= 1 I Y0 1 22
2.1 ODbjetivos €SPECITICOS .....ccoeeeieeeeeeee e 22
3. FUNDAMENTAGAO TEORICA .......couieriecieecrcnse e s ssensssssesssssssssssssssssssneas 25
3.1 Aplicagdes de Quitina € QUItOSANA........cccceeeiiiiiiiiiie e 25
B I N g 1T I o o= SO 26
3.2.1 Definiga0 € hiStOria.........ooeiiiiiiiiiiece e 26
3.2.2 Técnicas TermoanalitiCas ...........ccooovii i 27
3.2.2.1 Termogravimetria (TG) ...........uuuuummmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeaees 28
3.2.2.2 Termogravimetria Derivada (DTG) .........cceeiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeee, 31
3.2.2.3 Analise Térmica Diferencial (DTA) ........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 32
3.2.2.4 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) .........ooovvviiiieeeeeeeenee. 34
3.2.3 Fatores que podem influenciar nas curvas termogravimétricas .............. 35
3.2.4 ViSCOSIMELIIA ....ceeeiiiiiii e e 36
4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL .....cooveeeimeeeeeeeeeeemessssssesssssssssssssssssssssssssnssnnnes 39
4.1 Reagentes € SOIUGOES .........uuuuuumuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
4.2 Lavagem e moagem das cascas de Camarao (Litopenaeus Vannamei) ........ 40
4.3 Técnicas de CaracteriZaga0 .........cceeeiieiiiiiiiiiee e e et e e e e e e eeenees 45
4.3.1 Medidas Termogravimeétricas (TG) ........ccoovirriiiiiiiiee e, 45
4.3.2 Medidas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)........................ 45
4.3.3 AnaAlise ElemMentar....... ... 46
4.3.4 Difracao de Raios X (DRX) ...ccooeeiiiiiieeee 46
4.3.5 Espectroscopia de absorg¢ao na regido do infravermelho (IV) ................ 46
4.3.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ("H - RMN) .................. 46
4.3.7 Titulagdo Condutimétrica...........ooovviiiiiiiiiiiieece e, 47
4.3.8 Medidas de Viscosidade..........ooeeuiiiiiiiiii i 47
4.3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........c.ccocoiviiiiiiiciiiieeeeeeee, 48
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......cceeeeeererenessessessessessessessssssssssssssssssssssssssssnes 50

D ANAISE T MICA ..ot e 50



5.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial..............ccoooooiiiiiiiiiiiiiiiicceeee e 56

5.3 AnAlise ElemMentar..........oooiiiiiiiioe e 59
5.4 Difratograma de RaiOS X......oouuuiiiiiiiiiiieeie et 60
5.5 Espectroscopia de absorgao na regido do infravermelho ..............cccccooooooee 61
5.5.1 QUILING ... 61
5.5.2 QUITOSANA .. .coeiii e 63

5.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear ("H-RMN)...................... 65
SN A N (8] E=To= To Woto] o [U] 10 1= iy o= NP 69
5.8 Medidas de ViSCOSIAAE ..........oiiiiiiiiiiiiiiiie e 71
5.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ... 73
6. CONCLUSOES .......ocouieeicececcecee s saessesaesaessessesssssessessesasssssasssesasssesssssssssnsssnes 79
7. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS...........ccceerirerieeseeesesesesseeneas 82

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccccoirirrececrere e e e sesesasas e essasssseeees 84



Capitulo 1

Introducao



1. INTRODUGAO

1.1. Fontes de quitina e quitosana

A biomassa vem sendo vista com grande interesse pelos cientistas em fungao de
ser uma fonte renovavel de energia e fonte de matéria-prima industrial. A celulose,
polissacarideo produzido pela fotossintese das plantas, compde boa parte da biomassa.
Em segundo lugar, encontra-se a quitina, um polissacarideo encontrado em animais
marinhos, insetos e fungos. A quitina € encontrada principalmente em exoesqueletos de
crustaceos e nas paredes celulares de alguns fungos. A reutilizagdo dessa substancia
quimica é muito importante do ponto de vista ambiental e econémico, porque além de
eliminar os residuos da industria pesqueira, o custo final de producédo é reduzido em
cerca de 60% (MATHUR e NARANG, 1990).

Atualmente, toda quitina produzida comercialmente € obtida a partir de carapacas
de caranguejos e cascas de camardes, oriundos de residuos da industria de
processamentos desses crustaceos enquanto alimentos. Nestes materiais, a quitina esta
associada com proteinas, materiais inorganicos, pigmentos e lipideos. Os exoesqueletos
de crustaceos podem apresentar entre 15-20% de quitina, 25-40% de proteinas e 40-
55% de carbonatos de calcio e dependendo do método, pode-se também recuperar a
astaxantina, um carotendide que € usado na industria como corante (MATHUR e
NARANG, 1990).

A quitina € um pdé amarelado que apresenta estrutura cristalina ou amorfo,
insoluvel em agua, solvente organico e em alguns acidos e bases diluidas. Em acidos
minerais concentrados ocorre degradacdo da cadeia polimérica. Uma das poucas
tentativas de solubilizar a quitina é empregar uma solucdo de N,N-dimetil acetamida
contendo 5% de cloreto de litio ou empregando uma solugdo concentrada a quente de
tiocianato de litio, precipitando a quitina, em seguida pela adigdo de agua, alcool ou
acetona (MATHUR e NARANG, 1990).

Varias companhias produzem quitina e quitosana em escala comercial, a maioria
delas localizadas no Japao, onde mais de 100 bilhées de toneladas de quitosana é
produzida anualmente a partir de exoesqueletos de caranguejos e camardes, uma
quantidade que corresponde aproximadamente 90% da quitosana produzida no mundo

(aproximadamente 4 trilhdes de toneladas por ano). Somente a produgao de crustaceos



nos Estados Unidos (150.000 t de camardo, 25.000 t de lagosta e 85.000 t de
caranguejos) é capaz de fornecer matéria-prima para produgcado de aproximadamente
15.000t de quitina todo ano. No Brasil, ndo existe dados sobre a produg¢ao de carapacas
como residuo da industria pesqueira (TSIGOS et al., 2000; CRAVEIRO et al., 1999).

1.2. Histoérico

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 por Braconnot, quando trabalhava
com fungos. Em seu trabalho, o autor afirmou que os mesmos continham uma nova
substancia que, em sua opinido, 0 novo composto era completamente distinto da
encontrada nas madeiras (KNORR, 1991).

Odier em 1823 isolou uma substancia insoluvel contida na armadura/carapacgas
dos insetos, a qual passou a chama-la de quitina, que em grego quer dizer tunica,
envelope ou cobertura. Embora tenha falhado em n&o detectar nitrogénio na composigao,
foi o primeiro a relatar a semelhanca entre as substancias suportes presentes na armadura
dos insetos e nos tecidos vegetais. Existem duvidas se ele tinha conhecimento da
substancia encontrada por Braconnot nos fungos, pois neste e em trabalhos posteriores,
ele nao fez referéncia sobre trabalhos anteriores. Posteriormente, Odier também observou
a presencga de quitina na carapaga de caranguejo e sugeriu que ela seria o material basico
na formacdo do exoesqueleto de todos os insetos e possivelmente dos aracnideos.
Entretanto, s6 mais tarde, em 1843, Payen detectou a presenca de nitrogénio na quitina
(ROBERTS, 1992).

Os pesquisadores da época Odier e Children relataram que, isolaram a quitina
com multiplos tratamentos com solugdes de hidroxido de potassio concentrado. Isto pode
ter sido um problema, porque na realidade eles devem ter obtido quitosana ao invés de
quitina, pois a quitina ao ser tratada em meio alcalino concentrado pode sofrer
desacetilagdo. No entanto, a quitosana foi descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget.
Este nome foi proposto em 1894 por Hoppe-Seyler pelo fato de que esta substancia
possui quantidade de nitrogénio igual a quitina original. (ROBERTS, 1992, NIFANT'EV,

1998).

Devido a grande similaridade entre celulose, quitina e quitosana, uma enorme
confusdo estabeleceu-se entre elas e manteve-se até o inicio do século XX, quando as

pesquisas demonstraram definitivamente que se tratava de substancias diferentes. A



celulose na época, por ser ja bastante explorada principalmente nas industrias de papel e
téxtil, passou a ser alvo de grande investimento tecnoldgico. Por outro lado, a quitina ficou
restrita a pesquisa basica com pouco incentivo financeiro (NIFANT'EV, 1998).

Apesar da quitina ter sido descoberta ha séculos, seu estudo e aplicacdo soé
vieram intensificar-se por volta de 1970, quando observou-se o grande potencial de
aplicagcao que apresentavam tanto a quitina como a propria quitosana. (KNORR, 1991,
HONG, 1996).

A quitosana so foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971 no Japao.
Em 1986, o Japao ja possuia quinze industrias produzindo quitina e quitosana em escala
comercial (HIRANO, 1989).

Atualmente estes polissacarideos vém tomando destaque consideravel nas
pesquisas e aplicagdes, sendo até mesmo considerados um dos materiais de maior
potencial para o futuro préximo. Esta afirmagado vem sendo tomada com base na grande
versatilidade de aplicagdes encontradas para estes biopolimeros e muitos de seus
derivados (NIFANT’EV, 1998).

O Japéo e os EUA sdo os paises que vém se destacando como os maiores
produtores, consumidores e pesquisadores destes polissacarideos e derivados
(NIFANT'EV, 1998, HIRANO, 1989, KOBELKE, 1990). Para exemplificar, em 1993, o
Japao e EUA publicaram 214 patentes e 84 publicagdes, de acordo com “Chemical
Abstract Citations”, portanto, nesta época, juntos publicaram mais da metade do total no
mundo, que foram 501 publicagdes (PETER, 1995). O Brasil aparece em 24 posicao,
com 2 publicagdes e nenhuma patente.

Desde 1993, o Japao continua a frente das pesquisas seguido novamente pelos
Estados Unidos. Outros paises, passaram a se interessar mais por esta area, entre eles a
China, Italia e Brasil, conforme “Institute for Scientific Information Citation Databases”.

O Japao elege a quitosana como o material do século XXI, investindo anualmente
gigantesca quantidade de recursos financeiros nos desenvolvimentos cientifico e
tecnoldgico associado a quitina e a quitosana. (NIFANT’EV, 1998).

Acredita-se que no futuro bem proximo muitos materiais atualmente em uso vao
perder seu lugar para estes biopolimeros. Isto fica bem claro quando a quitina, quitosana
e derivados sdo testados na substituicdo de alguns materiais, eles mostram bons

resultados.



1.3. Aspectos fisicos e quimicos da quitina e quitosana

1.3.1. Quitina

A quitina € um polissacarideo de cadeia linear formado por unidades de N-acetil-2-
dioxi-D-glicopiranose, que séo interligadas por ligagbes glicosidicas B (1—4) (Fig. 1.1).

A quitina € um material biodegradavel, ndo-toxico, insoluvel em agua e em muitos
solventes organicos. E despolimerizada na presenca de acidos minerais fortes, sendo
parcialmente soluvel em solugao de dimetilacetamida com 5% de cloreto de litio (DMAc-
LiCl).

A fase cristalina da quitina € ordenada, como pode ser evidenciado por estudo de

difragao de raios-X. Ela ocorre em trés diferentes formas denominadas a, 3 € y, as quais

diferem no arranjo de suas cadeias nas regides cristalinas (Figura 1.1).

I

a-Quitina B-Quitina Y _Quitina

Figura 1.1. Estruturas polimérficas da quitina.

As trés estruturas polimérficas estdo possivelmente relacionadas a diferentes
fungbes no organismo. A forma a € encontrada onde € necessaria uma extrema dureza
(resisténcia), como em cuticulas de artropodes e frequentemente, é associada com
proteinas ou materiais inorgénicos ou com ambos. As formas B e y sdo encontradas
onde sdo necessarias flexibilidade e dureza. A forma dominante, a - quitina € mais

estavel que as forma B e y, entretanto estas ultimas, B ey , podem ser convertidas a

forma a por tratamentos adequados.



1.3.2 Quitosana

A quitosana pode ser definida como um copolimero de 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose, de composi¢cao variavel em
funcdo do grau residual de acetilagao, cujas unidades também sao unidas por ligacées

glicosidicas B-(1,4) (Figura 1.2).

H H H
H HNH CH, 0H
OH o -0
o 0
OH
H | NH; 'ﬁ-
H H

H CHO0H

QUITOSANA

Figura 1.2 Estrutura da quitosana.

A cristalinidade da quitina e quitosana, conforme avaliado através de estudos de
raios-X, depende do grau de acetilagdo 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 da quitosana estar na forma hidratada, anidra, como

complexos ou sais de quitosana.



1.4. Obtencao: Quitina e Quitosana

1.4.1. Quitina

As principais fontes para a obtencdo de quitina em laboratério sdo os
exoesqueletos de varios crustaceos, como caranguejos e camardes. A quitina esta
fortemente associada com proteinas, material inorganico, pigmentos e lipidios. Varias
condi¢cbes sdo usadas para remover essas impurezas e ainda ndo existe um processo

padrdo. Para isolar a quitina pode-se seguir as seguintes etapas:

a) desproteinizagéo;
b) desmineralizagéo;

c) despigmentacéo.

Embora sejam conhecidos varios processos de obtengdo de quitina, a maior
parte deles nao reproduz. O maior problema encontrado na extracdo da quitina é seu
modo de preparagao. Dificiimente se obtém uma quitina com as mesmas caracteristicas
da sintetizada anteriormente, como exemplo, a massa molar e o grau de acetilagao.

Para eliminar as proteinas, pode ser utilizado um grande numero de solventes,
tais como solugdes aquosas de NaOH, Na,COs;, NaHCO3;, KOH, K,CO3, Ca(OH)s,
Na,SO3;, NaHSO4, CaHSO3, NazPO4 e NayS, sendo o NaOH, o mais utilizado.

A desmineralizagdo ocorre através do tratamento com varios acidos, como HCI,
HNO3, HZSO3, CH3COOH e HCOOH, sendo o HCI o acido mais utilizado em diferentes

concentragdes. Os exoesqueletos de crustaceos contém pigmentos que ndo parecem
estar complexados com materiais inorganicos ou proteinas, pois ndo sédo eliminados
durante o tratamento para retirada de proteinas e na desmineraliza¢do. Eles podem ser
eliminados pela extracdo com etanol ou acetona, depois do tratamento de

desmineralizacdo ou por branqueamento com uso de KMnO4, NaClO, 802, NaHSO3,

NaS O ouHO .
2 2 3 2 2



1.4.2. Quitosana

A quitosana é obtida a partir da reacdo de desacetilacdo da quitina em solucdes

alcalinas. Durante a reagédo de desacetilacdo, os grupamentos acetamido (-NHCOCHS3)
da quitina sdo transformados, em graus variados, em grupos amino (-NHz2), dando

origem a quitosana.

Estruturalmente, a quitina (Figura 1.3 b) é semelhante a celulose (Figura 1.3 a)
Substituindo-se os grupos OH do carbono-2 de cada unidade glicosidica da celulose por
grupos acetilados (-NHCOCHS3;). Logo, a quitina € um polissacarideo linear contendo
cadeias de residuos B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. Ja a quitosana difere da
quitina, por ocorrer desacetilagdo na posigdo do carbono-2 de cada unidade glicosidica

por grupos aminas. (Figura 1.3 c)



(c) Quitosana

Figura 1.3. Representacao esquematica das estruturas de (a) Celulose, (b) quitina e (c)

quitosana.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo obter, caracterizar e estudar o comportamento
térmico e determinar o grau de desacetilacdo de quitinas e quitosanas obtidas de

exoesqueletos de camardes oriundos da industria pesqueira do litoral da Paraiba.

2.1. Objetivos especificos

e Obter e caracterizar quitina e quitosana a partir de rejeitos da industria de

processamento de camardes por um processo alternativo;

e Determinar a percentagem de perda de material inorganico oriundos de

cabecgas de camaréo tratados, utilizando Termogravimetria (TG);

e Utilizar o procedimento de desproteinacdo, com o intuito de diminuir o teor de

proteinas, que apresenta uma composi¢cao de 25-40% biopolimeros;

e Viabilizar um método de despigmentagcdo visando diminuir possiveis
interferéncias nos espectros de 'H-RMN, além de apresentar um bom aspecto

comercial;

e A partir das quitinas obtidas, caracteriza-las por espectroscopia de

infravermelho e acompanhar a perda de material através de Analise Térmica;

e Obter as quitosanas e determinar o grau de desacetilacdo (GD), usando
Condutimetria e Ressonancia Magnética Nuclear ('"H-RMN) e as identificaces

de seus grupos funcionais através de Espectroscopia de Infravermelho;

e Submeter os biopolimeros a analise elementar, verificando sua composigao

percentual e relacionando com o grau de desacetilagéo;



Determinar através de difratograma de raios X, o indice de cristalinidade
relativa da quitina A e das quitosanas e correlacionar com o grau de

desacetilagao;

Determinar a massa molar viscosimétrica (M, ) da quitosana e avaliar o grau

de polimerizagao;

Utilizar a microscopia eletrbnica de varredura para verificar o tamanho e
formato das particulas de casca de camardo, quitina e quitosana, destacando

suas caracteristicas de materiais quanto ao aspecto fisico.
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. Aplicagbes de Quitina e Quitosana

Muitas sdo as possiveis aplicacbes destes biopolimeros devido a sua
versatilidade. A lista de aplicagdes de quitina e quitosana (Tabela 3.1) sdo ainda mais
extensas quando sdo incluidos os varios derivados de quitosana obtidos por meio de
reagcdes quimicas através das quais s&o inseridos diferentes grupos funcionais as suas
estruturas, conferindo diferentes propriedades e aplicagdes (GAMZAZADE et al., 1997,
KUMAR, 2000).

TABELA 3.1. Areas de emprego de quitina e quitosana (KUMAR, 2000; TENG et al.,
2001; JAAFARI et al., 2001).

Area Emprego

Biomembranas artificiais

Biomédica C
Sutura cirurgica

Agente cicatrizante
Aditivo de medicamentos
Farmacéutica Liberacao controlada de drogas
Controle de colesterol

Lente de contato

Umectante
Cosmética Fungicida
Bactericida

Aditivos alimentares
Industria de Alimentos Nutricdo animal
Embalagem biodegradavel para alimentos

Imobilizagao de enzimas e de células
Separacao de proteinas
Cromatografia
Agente antibactericida

Biotecnologia

Industria Téxtil e de papel Tratamento de Superficie

Papel para Industria Fotografica Filmes

Devido as caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e

hidrofilicidade, além do fato de que provém de um recurso natural renovavel e



abundante, a quitina e a quitosana tém sido largamente utilizadas em estudos com vistas
ao tratamento de efluentes, sendo empregados como agentes quelantes de metais,
floculantes, adsorventes de corantes, adsorventes de &nions metalicos e outros
(SCHMUHL et al., 2001; HUANG et al., 2000; FELIX et al., 2000; GUIBAL et al., 2000).

3.2. Analise Térmica

3.2.1. Definicao e historia

Analise Térmica é definida como “um grupo de técnicas nas qual uma propriedade
fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida, enquanto a amostra é
submetida a uma programacao de temperatura” [MOTHE e AZEVEDO, 2002].

O que difere a Analise Térmica das outras técnicas analiticas instrumentais é o
desenvolvimento progressivo em fungcdo dos trabalhos exaustivos de pesquisadores
isolados ndo sendo caracteristicamente uma técnica de marketing ou de divulgacéo
intensiva, como ocorreu com outras técnicas instrumentais que foram surgindo ao longo
dos anos como panaceéia universal analitica.

Com a criacdao da Confederacao Internacional de Analise Térmica e Calorimetria
(ICTAC) e, também, o desenvolvimento dos equipamentos comerciais, respaldou a
Anadlise Térmica como um campo extremamente ativo, podendo ser aplicado em
inimeras direcdes (CONCEICAOQ, 2004).

3.2.2. Técnicas Termoanaliticas

As técnicas termoanaliticas podem ser consideradas como um instrumento
essencial nos estudos da cinética e mecanismo das reagdes devido ao fato do
fornecimento de muitas informagdes, o que em outros métodos convencionais, certas
informacdes podem ficar mascaradas. Os critérios para que uma técnica térmica possa
ser considerada termoanalitica devem ser (WENDLANDT, 1986):

e Medir uma propriedade fisica;

e Expressar a medida, direta ou indiretamente, em fung¢ao da temperatura;



e Realizar a medida sob um controle de temperatura.

A Tabela 3.2 mostra uma classificagdo geral das principais técnicas

termoanaliticas de acordo com a propriedade fisica acompanhada.

TABELA 3.2. Principais Técnicas da Analise Térmica.

TECNICA PROPRIEDADE ABREVIATURA
Termogravimetria TG
Termogravimetria Derivada Massa DTG
Analise Térmica Diferencial Temperatura DTA
Calorimgtria Exploratéria Entalpia DSC
iferencial
A’ntéllise .TeArm.omecénAic.a Propriedades Mecanicas TMA
Analise Dinamica Mecanica DMA
Termodilatometria Dimensdes -
Termossoni.metri.a Propriedades acusticas .
Termoacustimetria TS
Termoptometria Propriedades Opticas -
Termoeletrometria Propriedades Elasticas -
Termomagnetometria Propriedades Magnéticas -
Analise Termoparticulada Desprendimento de Particulas TPA

Pode-se aperfeigoar as técnicas de caracterizacdo dos materiais combinando-as
com outras técnicas analiticas, principalmente, para caracterizagado dos produtos gasosos
liberados, podendo ser possiveis, frequentemente, a realizagdo de medidas simultaneas
das mais variadas propriedades (BROWN, 1998).

Dentre os varios sistemas simultdneos existentes, pode-se citar: termogravimetria-
cromatografia gasosa (TG-CG); termogravimetria-espectrometria de massa (TG-MS) e
termogravimetria-cromatografia  gasosa-espectrometria de massa (TG-CG-MS)
(DOLLIMORE et. al., 1984 e SZEKELY et. al., 1992).

O sistema de analise avancada TG/CG/MS possui a capacidade de observar e
quantificar as mudangas que ocorrem na amostra de acordo com a variacdo de sua
massa, que esta sujeita ao aquecimento a uma velocidade constante (TG) e a
qualificagdo e quantificacdo da variedade de gases liberados, que sdo continuamente

medidos e analisados (CG/MS). O sistema TG/CG/MS oferece um completo



entendimento do estudo de mecanismo da decomposigao térmica, através da aquisicao

da curva TG e de dados moleculares.

As técnicas termoanaliticas mais usadas sdo TG e DTA, seguidas por DSC e TMA.
Algumas dessas técnicas serdo apresentadas, a seguir com suas respectivas aplicagdes
(WENDLANDT, 1986).

3.2.2.1. Termogravimetria (TG)

Baseando-se nos estudos da variagdo da massa de uma amostra, a
termogravimetria € o resultado de uma transformacéo fisica (sublimagado, evaporagao,
condensacgao) ou quimica (degradagcao, decomposicao, oxidagao) em funcdo do tempo
ou da temperatura. Os métodos termogravimétricos mais utilizados sao:

e Dinamico—» é o mais utilizado, pois a perda de massa é registrada

continuamente a medida que a temperatura aumenta.

e Isotérmico— a variagdo de massa da amostra € registrada em funcédo do
tempo, mantendo-se a temperatura constante. E um caso, usado geralmente,
em trabalhos cinéticos.

¢ Quase-isotérmico— a partir do momento que comecga a perda de massa da
amostra (Am = 0), a temperatura € mantida constante até que a massa se
estabilize novamente (Am = 0). Neste momento recomega o aquecimento e

este procedimento pode ser repetido em cada evento da decomposicao.

A Figura 3.1 mostra as curvas tipicas dos trés métodos mencionados.
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Figura 3.1 Curvas tipicas dos métodos termodinamicos (a) TG dinamico, (b) TG

isotérmico e (c) TG quase-isotérmico.

Quando se deseja acompanhar as variagbes de massa envolvidas em um
experimento € essencial a aplicacdo da termogravimetria. Esse tipo de medida é
realizada utilizando um equipamento denominado termobalanca.

A termobalanga consiste na combinagdo de uma microbalanca eletrénica
adequada com um forno e um programador linear de temperatura, permitindo a pesagem
continua de uma amostra em fungcdo da temperatura, a medida que a amostra é
aquecida ou resfriada (WENDLANDT, 1986).

Em geral, a maioria das balangas baseia-se no principio da balanga de nulo,
operando em equilibrio continuo, pois os eventuais deslocamentos do travessédo sao
detectados por um arranjo de feixe luminoso e o restabelecimento ocorre através da
forga de um motor de torque magnético.

Os fornos, de um modo geral, sdo capazes de operar na faixa de 1000 - 1200°C,
existindo também fornos que podem operar até 1600 - 2400°C. A temperatura do forno e
da amostra € determinada através de um par termoelétrico e o sensor deve estar
localizado proximo da amostra (= 1 a 2 mm).

A escolha do porta-amostra ocorre de acordo com a substancia a ser analisada e
com a temperatura maxima de aquecimento aplicada a essa substancia. Esses porta-

amostras s&o, geralmente, constituidos de aluminio (temperatura maxima de 600°C),



alumina (temperatura maxima de 1200°C), platina, niquel, quartzo, tungsténio, grafite e
cobre, (temperatura maxima de 1200°C).

E possivel controlar a atmosfera que envolve a amostra, podendo viabilizar o
trabalho com atmosfera estatica ou dindmica a pressao ambiente, sob pressdo ou a
vacuo. Podem ser utilizados gases inertes (nitrogénio, argdnio), oxidantes (oxigénio) ou
corrosivos (WENDLANDT, 1986).

Como resultados desses experimentos termogravimétricos, tem-se curvas nas
quais pode-se observar variagbes de massa, de modo que possa originar produtos
volateis (IONASHIRO et al., 1980).

As curvas termogravimétricas podem ser utilizadas para analises em que se
observa mudanga de massa. Caso essa mudanca de massa n&o seja observada, pode-
se utilizar técnicas térmicas como: DSC, DTA e TMA. Se essa mudanga de massa for
muito pequena (<1%), pode-se empregar a analise de gas desprendido (EGA)
(FERNANDES, 1995 e CONCEICAQ, 2000).

Nos estudos termogravimétricos, as principais aplicagdes sao:

e Decomposicdo e estabilidade térmica das substancias organicas e inorganicas
e dos mais variados materiais, tais como: minerais, carvao, madeira, petréleo,
polimeros, alimentos, farmacos e outros;

e Corrosdo de metais em atmosferas constituidas por diferentes gases e em
faixas muito amplas de temperatura;

¢ Velocidade de destilacdo e evaporacao de liquidos e de sublimagao de sélidos;

e Desidratagao, higroscopicidade, absorgao, adsorgéo, dessorgao, determinagao
do teor de umidade, fracao volatil e teor de cinzas de varios materiais;

e Cinética das reacdes, inclusive de reagdes no estado sélido e, também, em
possiveis descobertas de novos compostos quimicos;

e Determinagdo da pureza e da estabilidade térmica de reagentes analiticos,
inclusive padrdes primarios e secundarios;

e Estudo sistematico das propriedades térmicas dos precipitados, de acordo com
os processos de precipitacdo utilizados;

e Desenvolvimento de processos analiticos gravimétricos;

e Curva de ignicdo dos meios de filtracdo e da conveniéncia de se secar ou

calcinar um precipitado;



e Determinacdo de um unico componente ou da composicdo de misturas com
dois ou trés componentes;

e Caracterizacao funcional de compostos organicos, TG-CG/MS;

e Definicdo da estequiometria;

o Estabelecimento da composicdo e estabilidade térmica de compostos
intermediarios;

e Composicao do residuo e decomposicdo térmica em varias condicbes de
atmosfera e temperatura;

e Sensibilidade do mecanismo e do registro.

3.2.2.2. Termogravimetria Derivada (DTG)

A Termogravimetria Derivada (DTG) € a derivada da variagdo de massa em
relagdo ao tempo ou temperatura da curva TG. Esta técnica é capaz de auxiliar na
visualizacao e esclarecimentos dos eventos que ocorrem na curva TG. A area dos picos
da curva DTG é proporcional ao total de massa perdida pela amostra, além de possibilitar
a determinacdo da temperatura de pico, e as temperaturas inicial e final do processo
(FERNANDES, 1995 e SILVA, 2005).

Pode-se citar como aplicagdes da curva DTG:

a) Separacao de reagdes sobrepostas;

Onde é possivel identificar as reacdes sobrepostas a partir da curva DTG, através
da formacgao dos picos, uma vez que, cada pico formado corresponde a um fendbmeno
ocorrido.

b) Identificacdo de uma determinada substancia;

Mantendo as mesmas condi¢gdes de analise, com os picos registrados na curva de
DTG, é possivel identificar a amostra, levando em consideragao a atmosfera envolvida,
fluxo de gas, massa da amostra, composi¢cao do cadinho e a razao de aquecimento;

c) Variagdo da massa calculada, em reagdes sobrepostas;
d) Medida da altura do pico analisada quantitativamente;

e) Diferenga entre os eventos térmicos comparados com a curva DTG.

3.2.2.3 Analise Térmica Diferencial (DTA)



A Analise Térmica diferencial € uma técnica térmica em que a temperatura de uma
amostra é comparada com a temperatura de um material termicamente inerte. A
mudanga de temperatura na amostra com relagdo a referéncia deve-se a processos
fisicos e quimicos e é detectada por um método diferencial, conforme ilustrado na Figura
3.2.

Amostra Referéncia

Sensorde
Temperatura

Resisténcia

Figura 3.2. Esquema de um aparelho de Analise Térmica Diferencial.

As mudangas na temperatura da amostra sdo ocasionadas pelas transicbes ou
reacdes entalpicas (endotérmica ou exotérmica) devido a mudanca de fase, fuséo,
inversdo da estrutura cristalina, sublimacéo, vaporizagao, reagdes de fase, desidratacéao,
reducdo e outras reagdes quimicas (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

As variagdes de temperatura da amostra sdo causadas por transicoes entalpicas,
endotérmicas ou exotérmicas, registrando-se a diferenga de temperatura entre a amostra
e a referéncia em fungao da temperatura (AT = T, — T,), dai o termo diferencial.

Quando se aquece uma amostra, seu calor especifico tende a variar, com a
mudanca de estado fisico ocorre uma alteragcao brusca, ocorre também, processos como
fusdo e decomposicdo, nos quais ha variagcdes de entalpia, como por exemplo: calor
latente de fusdo, calor de reacédo e outros. Caso uma reagao endotérmica acontega no
interior da amostra, a temperatura da amostra, comparada com a temperatura da
referéncia, produz uma diferenca de temperatura e, por analogia, uma diferenga oposta
de temperaturas aparece como efeitos exotérmicos (MOTHE e AZEVEDO, 2002).

Dessa forma, a técnica pode ser utilizada na identificagao qualitativa e quantitativa
de compostos organicos e inorganicos, metais, minerais, graxas, oleos, polimeros,

madeiras e outros. Essa técnica também pode ser utilizada na area farmacéutica para



determinar a estabilidade térmica, oxidacdo e transicao vitrea dos farmacos, além da

determinagao da pureza dos materiais bioldgicos. As técnicas térmicas DTA e a DSC

estdo sendo utilizadas na industria, especialmente na area de polimeros, metalurgia,

geologia e ceramicas, tendo como principal objetivo a identificacdo de materiais e,

também, a estabilidade térmica e oxidativa.

3.2.2.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma técnica que mede as

temperaturas e o fluxo de calor associado com as transicbes dos materiais em funcao da

temperatura e do tempo. Essas medidas informam, qualitativamente e quantitativamente

sobre mudangas fisicas e quimicas que envolvem processos endotérmicos (absorgao de

calor), exotérmicos (liberagéo de calor) ou mudangas na capacidade calorifica (MOTHE e
AZEVEDO, 2002).

Dentre as aplicagdes da DSC, pode-se citar:

Estudo de eventos térmicos: calor especifico, pureza, polimorfismo, transicdo
vitrea, gelatinizagdo, cinética de reagbes, comportamento de fusdo e
cristalizagao;

Identificacdo de substancias: através da forma, posicdo e numero de picos
endotérmicos ou exotérmicos em funcéo da temperatura;

Determinacdo quantitativa de substancias - pois o calor da reacdo é
proporcional a quantidade de substancia;

Identificagdo, composi¢cdo quantitativa de materiais e estabilidade térmica e
oxidativa: sendo utilizada na area de polimeros, metalurgica, geologia,
ceramica, alimentos;

Determinacao da estabilidade térmica, oxidacao e transigao vitrea de farmacos.

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), apresenta as seguintes vantagens:

Tempo de analise rapido (geralmente, 30 minutos);
Preparacgao facil da amostra;
Aplicabilidade em sdlidos e liquidos;

Faixa de temperatura larga;



Medidas quantitativas.

Desvantagens e limitagbes da Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC):

Sensibilidade reduzida quando a linha base esta em inclinagao ou curvatura;
Para aumentar a sensibilidade € necessario elevar as razbes de aquecimento,
mas com isso a resolugao € reduzida;

Algumas transicdes observadas sdo complexas e apresentam dificuldades para
interpretacdo (por exemplo, temperatura de transicdo vitrea, fusdao e

cristalizacao).

3.2.3. Fatores que podem influenciar nas curvas termogravimétricas

Como em qualquer técnica experimental, na gravimetria existem fatores que

afetam os resultados. A TG provavelmente tem um numero grande de variaveis devido a

natureza dindmica da variacdo da temperatura na amostra. Basicamente, os fatores que

podem influenciar na curva de variagao da massa da amostra sado classificados em duas

categorias: os fatores relacionados ao equipamento e as caracteristicas da amostra
(HAINES, 1995).

Fatores relacionados ao equipamento:

Atmosfera do forno;

Razao de aquecimento;
Geometria do forno e da amostra;
Registro;

Sensibilidade do mecanismo e do registro.

Fatores relacionados a amostra:

Calor de reacao;
Condutividade térmica;
Empacotamento da amostra;
Natureza da amostra;
Quantidade da amostra;

Solubilidade de gas desprendido na amostra;



e Tamanho da particula.

3.2.4. Viscosidade

Medidas de viscosidade de solucdes diluidas de polimeros sao muito utilizadas na
sua caracterizagao e na avaliagdo quanto a degradagao. A viscosidade relativa (nwe) €
definida como a raz&o entre o tempo de escoamento da solugdo (t) e do solvente (to):

Nrel =t/ to (Eq. 3.1)
Podemos definir, entdo a viscosidade especifica (nsp), viscosidade reduzida (Nred) €
viscosidade inerente (nin):
Nsp =t —1o/to; Nred = Nsp / CONCENtragéo; Nin = In Nl / concentragéo
Esbogando um grafico n,eq ou N, em fungéo da concentragdo espera-se obter um
grafico de acordo com a Figura 4 e extrapolando-se a diluicdo infinita, obtemos a
viscosidade intrinseca, [n], que esta relacionada a massa molar do polimero (KIRK-
OTHMER Encyclopedia of Chemical Technology, 1982)

] | |
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Figura 3.3. Grafico genérico de ned € nn em fungdo da concentragdo, onde a

extrapolacao até a concentragao zero fornece o valor da viscosidade intrinseca [n]

A viscosidade de uma solucao de polieletrdlito pode ser descrita como fungao de
sua viscosidade intrinseca e de sua concentracao, caso nao ocorram interagdes entre as
moléculas (sistema diluido). Assim, a equagao de Huggins pode ser usada (Eq. 3.2).

775p

c =[n]+Ky[n]'C (Eq. 3.2)




Em que: n,, é a viscosidade especifica; % é a viscosidade reduzida (ml g');[5] é a

viscosidade intrinseca (ml g"'); Ky é a constante de Huggins e C é a concentragdo da

solucdo (g mL™).

O estudo da viscosidade de solugdes poliméricas tem grande importancia pratica
pelo uso de polimeros em diversos produtos industriais, alimenticios ou farmacéuticos,
em muitos casos justamente como controlador da viscosidade. Além disto, do ponto de
vista molecular, o estudo viscosimétrico de solucbes de polimeros permite avaliar
informacgdes importantes sobre massa molar média do polimero, dimensdes da cadeia
polimérica em solucdo e, como consequéncia, da qualidade deste solvente para este

polimero (medida pela intensidade de solvatagéo do polimero).



Capitulo 4

Procedimento Experimental



4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e Solugodes

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico (PA) e
utilizados sem tratamento prévio, exceto quando indicado. (Tabela 4.1)

A agua utilizada no preparo de solugdes e nos ensaios foi obtida de um destilador

Servitech Equipamentos.

A procedéncia dos demais reagentes é apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Reagentes Utilizados nesse trabalho.

REAGENTES MARCA

Acido Cloridrico (HCI) Vetec
Acido Acético (C,H405) FM

Alcool Etilico (CoHsOH) Vetec
Alcool Isopropilico (CsH;OH) Vetec
Hidréxido de Sodio (NaOH) Synth
Hipoclorito de Sédio (NaClO) QM

Hidréxido de Amonio (NH4OH) Vetec
Tetrahidroboreto de Sédio (NaBH,) Vetec

As amostras de quitina foram extraidas de exoesqueletos de camarao Litopenaeus

Vannamei, cujo esquema morfologico esta representado na Figura 4.1.

(b)

Figura 4.1 (a) Esquema representativo da morfologia externa do camarao marinho e

(b) Regiao do cefalotorax do camarao Litopenaeus Vannamei.
Os exoesqueletos de Litopenaeus Vannamei foram fornecidos pela empresa

INBRAPEL, localizada no distrito industrial de Mangabeira — Jodo Pessoa - PB. Para



transportar o material utilizado, as cascas (cefalotérax) de Litopenaeus Vannamei
congeladas, foram colocadas em caixas térmicas e depois armazenadas sob refrigeragcao

(=-10°C) até o seu uso.

4.2 Lavagem e moagem das cascas de Camarao (Litopenaeus Vannamei)

Primeiramente, foram separadas manualmente as cascas de camarao
(cefalotérax). Em seguida, foi realizada a lavagem manual para a retirada de residuos de
carne, ovas, etc. A parte aproveitavel do Litopenaeus Vannamei esta representada na
Figura 4.1 b.

O material resultante foi colocado em bandejas de aluminio (30 x 40 cm) para
secar ao sol por 3 horas. Em seguida esse material foi colocado em estufa (Fanem
Modelo 315 SE) para secar a temperatura de 40° C por 24 horas.

O material ja seco foi triturado em um liquidificador, onde foi obtido um pé que em
seguida foi moido em um moinho de facas (TE-631 Tecnal). O material resultante foi
peneirado em peneira granulométrica (latdo) de abertura de 0,150 mm (100 mesch).

A quitina foi extraida do Litopenaeus Vannamei através da seguinte sequéncia.
(Figura 4.2)
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Aproximadamente 2 g do material (Cefalotérax) moido foi adicionado a 40 mL de
solucdo de HCI nas seguintes concentragdes: 0,25 mol L™, 0,50 mol L™ e 1,0 mol L™, sob

agitagdo constante durante 2 horas sob temperatura ambiente. Esse material foi



submetido a uma filtragdo a vacuo, onde o material foi lavado varias vezes com agua
destilada até o sobrenadante atingir a neutralidade, (pH = 7). O sdlido resultante foi seco
em estufa, por 12 horas a temperatura de 40°C.

O material foi submetido a Analise Termogravimétrica (TG), que foi utilizada para

determinar a quantidade de carbonatos na amostra.

b) Processo de Desproteinizagao

Em um béquer, foi colocado 2,0 g de material desmineralizado, em 20 mL de
solugao de NaOH a 1% e, em outro béquer, também 2 g do material em 20 mL de
solugcdo de NaOH a 10%. As duas suspensdes foram deixadas sob agitagao por 3 horas
a temperatura de 50°C. O material resultante foi filtrado a vacuo e lavado posteriormente
com agua destilada até pH neutro. Em seguida, a amostra foi secada em estufa, por 12

horas a temperatura de 40°C.

c) Processo de Despigmentagao

Foram adicionados 2,0 g de material desproteinizado a 50 mL de hipoclorito de
soédio 1% a temperatura de 40°C sob agitagdo constante por 8 horas. O material sdlido foi

filtrado e, em seguida, seco em estufa a 40°C por 12 horas.

d) Desacetilagao de quitina

A partir de trés amostras de quitina (amostras A, B e C), de lotes diferentes,
classificados como lote A, B e C, foram obtidas cinco amostras de quitosanas, para cada
lote, através do processo de desacetilagdo. Para a obtencao de possiveis quitosanas A1,
Az, A3, As e As., By, B2, B3, Bse Bse Cq, Cy, C3, C4 € Cs.

Quitosana A,

Cerca de 5,0 g de quitina A foram suspensas em 200 mL de solugdo aquosa de
NaOH (50% m/v). O sistema foi mantido sob refluxo e agitagcdo magnética durante 5
horas a temperatura de 100 + 5°C. Apds o sistema atingir a temperatura ambiente, o

material resultante foi lavado com agua destilada até pH neutro (pH = 7). Em seguida, o



material foi lavado com etanol e filtrado a vacuo. O soélido foi seco a temperatura
ambiente por 2 horas e, posteriormente, em estufa por 12 horas a temperatura de 40°C.

Nesse procedimento foi identificado que a quitina sofreu desacetilagao.

Quitosana A,

Cerca de 5,0 g de quitina A foram suspensas em 200 mL de solugdo aquosa de
NaOH (30% m/v). O sistema foi mantido sob refluxo e agitacdo magnética durante 5
horas a temperatura de 100 + 5°C. Apds o sistema atingir a temperatura ambiente, o
material resultante foi lavado com agua destilada até pH neutro (pH = 7). Em seguida, o
material foi lavado com etanol e filtrado a vacuo. O sodlido foi seco a temperatura
ambiente por 2 horas e posteriormente em estufa por 12 horas a temperatura de 40°C.
Nesse procedimento foi identificado que a quitina ndo sofreu desacetilacdo suficiente

para classifica-la como quitosana.

Quitosana A;

Cerca de 5,0 g de quitina A foram suspensas em 200 mL de solugdo aquosa de
NaOH (30% m/v) e 50 mL de alcool isopropilico, na tentativa de facilitar a desacetilagéo,
O sistema foi mantido sob refluxo e agitagcdo magnética durante 5 horas a temperatura de
100 £ 5°C. Apds o sistema atingir a temperatura ambiente, o material resultante foi
lavado com agua destilada até pH neutro (pH = 7). Em seguida, o material foi lavado com
etanol e filtrado a vacuo. O sdlido foi seco a temperatura ambiente por 2 horas e
posteriormente em estufa por 12 horas a temperatura de 40°C. Nesse procedimento foi
identificado que a quitina ndo sofreu desacetilacdo suficiente para classifica-la como
quitosana.

Quitosana A,

Cerca de 3,0 g de quitina A sdo suspensas em 200 mL de solugdo aquosa de
NaOH (10% m/v) e 50 mL de alcool isopropilico. Foi diminuido a concentracédo de NaOH
para evitar degradagdo do polimero. O sistema foi mantido sob refluxo e agitagéo
magnética durante 5,0 horas a temperatura de 100 + 5°C. Apds o sistema atingir a
temperatura ambiente, o material resultante foi lavado com agua destilada até pH neutro

(pH = 7). Em seguida, o material lavado com etanol e filtrado. O sdlido foi seco a



temperatura ambiente por 2 horas e posteriormente em estufa por 12 horas a
temperatura de 40°C. Nesse procedimento foi identificado que a quitina ndo sofreu

desacetilagao suficiente para classifica-la como quitosana.
Quitosana As

Cerca de 3,0 g de quitina A foram suspensas em 200 mL de solugdo aquosa de
NaOH (10% m/v) e 50 mL de alcool isopropilico e adicionado a mesma 1,0 g de
tetrahidroboreto de sodio (NaBH4). A presenca de hidreto foi para facilitar a redugao do
composto. O sistema foi mantido sob refluxo e agitagdo magnética durante 5 horas a
temperatura de 100 £ 5°C. Apos o sistema atingir a temperatura ambiente, o material
resultante foi lavado com agua destilada até pH neutro (pH = 7). Em seguida, o material
foi lavado com etanol e filtrado. O sélido foi seco a temperatura ambiente por 2 horas e,
posteriormente em estufa por 12 horas a temperatura de 40° C. Nesse procedimento foi
identificado que a quitina ndo sofreu desacetilagdo suficiente para classifica-la como
quitosana.

Esses procedimentos analogos foram realizados para as quitinas B e C.

Como a desacetilagao so foi eficiente nas quitinas A4,B; € C4, entdo se tem apenas

quitosanasA,Be C
e) Processo de purificagdo da quitosana

As amostras de quitosana foram purificadas dissolvendo-as em uma solugdo de
acido acético a 0,50 mol L™, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por 20
horas.

A solucao resultante apresentou-se viscosa e foi submetida a filtracdo a vacuo
para reter residuos insoluveis. O sobrenadante foi colocado em um béquer, sob agitacéo
constante, e a ele foi adicionado hidroxido de aménio, até a total precipitacdo da
quitosana. Esse precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada até pH
neutro. O sdlido resultante foi lavado com alcool etilico e colocado para secar por 2 horas

a temperatura ambiente e, em seguida, foi colocado em estufa a 40°C por 12 horas.

4.3 Técnicas de Caracterizagcao



4.3.1 Medidas Termogravimétricas (TG)

As curvas TG foram obtidas em uma Termobalanca (SHIMADZU TGA-50), com
razdo de aquecimento de 10°C min™" sob atmosfera dinamica de ar (vazao de 30 mL min’
), com massa aproximadamente de 5 mg em cadinho de platina no intervalo de
temperatura de 28 — 900°C. As curvas TG das amostras foram obtidas para verificar o
perfil da decomposigao téermica (CARRASCO, 1996 e WENDLANDT, 1986).

Para determinar os intervalos de temperatura correspondente as percentagens de
hidratagdo, decomposicdo de material organico e residuo formado, utiliza-se as curvas

DTG, correspondente a derivada primeira das curvas de TG
4.3.2 Medidas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um Calorimetro Exploratério Diferencial da
SHIMADZU modelo DSC-50, em atmosfera de N, com vazdo de gas de 50 mL min™,

razdo de aquecimento de 10°C min™', em um intervalo de temperatura entre 25 °C e 500

°C, com cadinho de aluminio aberto.

4.3.3 Analise Elementar

Para as analises elementares das amostras de quitina e quitosanas foram pesadas
aproximadamente 3mg de cada amostra e colocadas em analisador elementar (Carlo
Erba EA 1110).

4.3.4 Difragao de Raios X (DRX)



Os dados de difragao de raios-X foram obtidos utilizando o equipamento Siemens
modelo D-5000, nas seguintes condi¢cbes: 40kV e 40mA com radiagao de KaCu (A =
1,9373 e 260 = 5 a 40°) e monocromador de grafite, incidéncia normal a temperatura
ambiente. Os resultados da analise foram obtidos por meio da indexagao das fichas

cristalograficas JCPDS.
4.3.5 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotbmetro Bomem-Michelson FT-IR, modelo MB-102, na regidao de 400 a 4000
cm™'. Os espectros de IV foram obtidos usando pastilhas preparadas a partir de amostras
de quitina e quitosana previamente secas em estufas a pressao reduzida por 12 horas a
temperatura de 40°C. Apds periodo, cerca de 2,0 mg de amostra sdo misturadas a 98 mg
de KBr previamente seco em estufa, e a 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.
4.3.6 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ('H - RMN)

Os espectros de 'H-RMN foram obtidos em um espectrdmetro Varian Unity Plus
300 MHz. Com o objetivo de melhorar a resolugdo dos picos foram estipulados as
seguintes condigdes: pulso acumulado de 16 varreduras e LB de 0,30 Hz. A largura
espectral e os pontos foram de 5000 Hz e 64 K, respectivamente. Os espectros foram
calibrados a partir do sinal devido a HOD em 4,1 ppm.

Para obter os espectros de 'H-RMN a amostra foi dissolvida seguindo o
procedimento descrito na literatura (HIRAI et al., 1991; SIGNINI; CAMPANA FILHO,
1998).

Inicialmente, uma solugao acidificada 1% (v/v) foi preparada pela adi¢ao de 0,01
mL de HCI concentrado a 0,99 mL de D,O. Cerca de 10 mg de amostra foram
adicionadas a 1 ml desta solugdo e mantida sob agitagdo constante por 24 horas a
temperatura ambiente. Uma aliquota dessa solugcdo viscosa foi colocada em tubos de
quartzo de 5 mm de didmetro. Para diminuir a interferéncia do sinal do solvente (HDO)

com os picos da amostra, o experimento foi conduzido a uma temperatura de 70°C.



4.3.7 Titulagao Condutimétrica

Aproximadamente 20 mg de quitosana foram adicionadas a 5 mL de HCI 0,10 mol
L™, sob agitacao constante por 20 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a solugao
viscosa foi diluida e titulada com solucdo aquosa de NaOH 0,1 mol L™, previamente
padronizada. Durante a titulagdo, a temperatura foi controlada a 25 + 0,3 °C com auxilio
de um banho termostatizado Tecnal (Modelo TE 184). As variagbes de conduténcias
durante a titulagdo foram medidas em um condutivimetro Trans Instruments (Modelo
B330), equipado com célula Condutimétrica Digimed (Modelo DMC-010)

4.3.8 Medidas de Viscosidade

Cerca de 50 mg de amostra de quitosana foram dissolvidas em 25 mL de solugéo
tampao (acido acético/acetato de sddio, pH = 4,5), sob agitacdo constante por 15 horas.
A solugéo foi, entdo, imersa em banho-maria a 80°C durante 2 minutos e, em seguida,
resfriada a temperatura ambiente. Acrescentou-se 25 ml de solugdo tampao e emergiu-se
novamente a 80°C por 2 minutos. Apos atingir a temperatura ambiente, a solugao foi
fitrada em membrana de celulose (Millipore) de porosidade 0,45 mm termostatizado a
25,0 £ 0,1°C para diluicdo seriada.

Os tempos de escoamento foram determinados em viscosimetro Schott-Gerate
(Modelo AVS 20). A solugao com viscosidade relativa menor que 1,8 foi sequencialmente
diluida no préprio capilar, através da adigdo do tampéao acido acético/acetato (pH = 4,5),
até atingir uma viscosidade relativa de 1,2. Foram medidos valores de tempos de
escoamento de viscosidade intrinseca [n] correspondente a quatro determinacgdes
independentes, que ndo apresentassem variagdo maior que 0,09%. Todos os tempos de
escoamento foram automaticamente corrigidos para efeitos cinéticos, pelo acionamento

de dispositivo especifico no sistema de gerenciador de medidas.
4.3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das quitosanas foi analisada em microscopio eletrénico de varredura
digital — marca LEO — modelo 1430.



As amostras, armazenadas em dessecador com silica gel, foram colocadas fitas
adesivas de carbono no porta-amostra de aluminio. A corrente do feixe utilizado foi de
500 pA e a poténcia do feixe de 20 KV.



Capitulo 5

Resultados e Discussao



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos da obtencao
e caracterizacdo de quitina e quitosana a partir de casca de camarao, litopenaeus
vannamei, bem como avaliar a estabilidade térmica (TG/DSC) das amostras envolvidas.
Na caracterizagdo das amostras, usou-se a Espectroscopia na regidao do Infravermelho
(IV), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ("H-RMN), Titulagdo condutimétrica,
comportamento reoldgico usando a viscosimetria, analise elementar, difracdo de Raios X

e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

5.1. Analise Térmica

Inicialmente, foi realizado um estudo do efeito da concentracdo de HCI nas
amostras de cascas de camarao, a fim de determinar o teor de carbonatos.

Esse parametro é de grande importancia para se estabelecer uma metodologia
adequada e, assim, racionalizar gastos com reagentes e consequentes danos ao meio
ambiente.

A Figura 5.1 apresenta as curvas TG/DTG sobrepostas para a amostra de cascas
de camarao, submetida a razdo de aquecimento de 10°C min™' sob atmosfera de ar.

As curvas TG, apresentadas na Figura 5.1, apresentam trés eventos térmicos:
perda de agua, perda de material organico e, por final, perda de material inorganico e
possivel formacao de 6xidos.

O processo de desmineralizacéo foi realizado em trés concentragdes diferentes de
HCI com a finalidade de obter-se um processo mais eficiente. Com base na Figura 5.1,
observa-se que os perfis das curvas termogravimétricas (TG) sdo semelhantes. De
acordo com os resultados obtidos, € preferivel utilizar uma concentragdo menor no

processo de desmineralizagao.
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Figura 5.1 (a) Curvas TG/DTG de casca de camarao cinza. (b) Curvas TG do material

desmineralizado em HCI 0,25 mol L™, 0,50 mol L™ e 1,0 mol L™.

A Figura 5.2 descreve o perfil da decomposigdo térmica de uma curva
TG/DTG da amostra de quitina A.

A primeira decomposicédo, referente a perda de agua, ocorreu numa
temperatura de pico de 61,0°C, com perda de massa de 5,85%, j4 a segunda
decomposicao, referente a perda de material organico, ocorreu numa temperatura de
pico de 326,6°C, com perda de 64,6%. No terceiro evento de decomposigdo, referente a
material carbonizado, ocorreu numa temperatura de pico de 496,0°C, com perda de
massa de 26,45%.

100 100
_ QA [Quitina A]
&\Q’ ~ 80 ] Tp =326,6°C
i =326,
(1] 80- X i m=64,6%
% ‘N" 704 perda de material organico
[1+] 3 i
Za S 60
[ s |
© © 50
1] T i
e © o
40 - Tp=496°C
E 3 s 7] = 26,41%
[} perda de material inorganico
a 30
20 Tp=61,1°C
20 me585%
10  perdadesgua
ot 1 1
0 — T T ' T T T T T T 0 100 20Q 300 409 500 600
0 100 20 300 40 50 60 700 Temperatura ("C)

Tenperatura(°C)

Figura 5.2. Grafico de uma curva TG/DTG da amostra de quitina-A.
A figura 5.3 descreve o perfil da decomposicao térmica TG/DTG da amostra de

quitina-B.



A primeira decomposicao, referente a perda de agua, ocorreu numa temperatura
de pico de 73,0°C, com perda de massa de 7,7%, ja a segunda decomposigao, referente
a perda da material organico, ocorreu numa temperatura de pico de 316,1°C, com perda
de 59,8%. No terceiro evento de decomposicdo, referente a material carbonizado,

ocorreu numa temperatura de pico de 510,0°C, com perda de massa de 29,5%.
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Figura 5.3 Curva TG/DTG da amostra de quitina-B.

A Figura 5.4 descreve o perfil decomposigdo térmica de uma curva de uma
TG/DTG da amostra de quitina-C.

A primeira decomposicao, referente a perda de agua, ocorreu numa temperatura
de pico de 75,5 °C, com perda de massa de 5,98%, j4 a segunda decomposicao,
referente a perda de material organico, ocorreu numa temperatura de pico de 304,1°C,
com perda de 60,36%. No terceiro evento de decomposigdo, referente a material
carbonizado, ocorreu numa temperatura de pico de 505,0 °C, com perda de massa de
30,4%.
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Figura 5.4. Curvas TG/DTG da amostra de quitina-C.

Observando o comportamento térmico das quitinas A, B e C, com relagéo a perda
de agua, a quitina C apresenta moléculas de agua mais fortemente agregada ao
polimero que a quitina B e a quina A. Com relagdo ao material organico, verifica-se que a
quitina A, apresenta uma temperatura de pico maior que a quitina B e que a quitina C,

apresentando maior estabilidade energética, como descrita na curva do DSC.
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Figura 5.5. Curvas TG sobrepostas das amostras de quitosanas A, B e C.

A Figura 5.6 descreve o comportamento térmico da curva TG/DTG da amostra de
quitosana A.
A figura 5.6 (b) relaciona a perda de massa em funcdo da temperatura. Na

primeira decomposicdo, houve uma perda de 9,36% de massa numa temperatura de pico



de 78°C, correspondente a perda de agua, a segunda decomposicdo, ocorreu numa
temperatura de pico de 330°C, com perda de massa de 59,6%, referente a material
carbonizado. No terceiro evento, ocorreu decomposicio, referente a perda de material
inorganico, numa temperatura de pico de 553°C, com perda de massa de 31,1%.

O comportamento da quitosana A se assemelha bastante com o tratamento da

quitina correspondente.
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Figura 5.6. Curvas TG/DTG da amostra de quitosana A.

A Figura 5.7 descreve o comportamento térmico da curva TG/DTG da amostra de
quitosana B.

A Figura 5.7 (b) relaciona a perda de massa em fungdo da temperatura. Na
primeira decomposig¢ao, houve uma perda de 8,0% de massa numa temperatura de pico
de 73°C, correspondente a perda de agua, a segunda decomposi¢do, ocorreu numa
temperatura de pico de 314°C, com perda de massa de 61,6%, referente & material
carbonizado. No terceiro evento, ocorreu decomposicdo, referente a material

carbonizado, numa temperatura de pico de 511°C, com perda de massa de 30,4 %.
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Figura 5.7 Curvas TG/DTG da amostra de quitosana B.
A Figura 5.8 descreve o comportamento térmico da curva TG/DTG da amostra de
quitosana C.

A Figura 5.8 (b) relaciona a perda de massa em fun¢cdo da temperatura. Na
primeira decomposi¢ao, houve uma perda de 6,1% de massa numa temperatura de pico
de 75,5°C, correspondente a perda de agua, a segunda decomposi¢ao, ocorreu nhuma
temperatura de pico de 304°C, com perda de massa de 62,4%, referente a perda de

material organico.
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Figura 5.8 Curvas TG/DTG da amostra de quitosana C.
No terceiro evento, ocorreu decomposicdo, referente a material carbonizado, numa

temperatura de pico de 505°C, com perda de massa de 31,3%.



5.2. Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As anadlises de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) dos biopolimeros foram
realizadas com o objetivo de verificar as transicbes fisicas e/ou quimicas ocorridas
durante o processo de decomposigao.

A Figura 5.9 descreve o comportamento térmico das curvas DSC das amostras de
casca de camardo. A curva DSC para amostra de casca de camarao apresentou
transicdo endotérmica, com temperatura de pico de 88°C e entalpia de 441,7 J/g.

A Figura 5.10 apresenta as curvas de quitina A, B e C. A curva DSC para a amostra
de quitina A apresentou duas transicoes endotérmicas, a primeira decomposi¢cdo a uma
temperatura de pico de 100°C e uma entalpia de 223,3 J/g e a segunda temperatura de
pico de 390°C e uma entalpia de 30,10 J/g. A curva DSC para a amostra de quitina B
apresentou duas transigdes endotérmicas, a primeira decomposi¢do a uma temperatura
de pico de 98°C e uma entalpia de 151,42 J/g e a segunda temperatura de pico de 370°C
e uma entalpia de 14,00 J/g. A curva DSC para a amostra de quitina C apresentou dois
eventos endotérmicos, a primeira decomposi¢cao a uma temperatura de pico de 110°C e
uma entalpia de 195,27 J/g e a segunda temperatura de pico de 388°C e uma entalpia de
26,05 J/g.

As energias envolvidas nesse processo estdo associadas a estabilidade do
material, observando as primeiras energias absorvidas. A quitina A € mais estavel que a
quitina B e a quitina C é mais estavel que a quitina B, e isso pode ser associado com o
grau de desacetilacdo dessas quitinas. Quanto maior a estabilidade maior sera o grau de
desacetilagao.

A energia da casca de camarao é bem maior que as energias das quitinas,

conferindo-lhe maior estabilidade, como indicado nas Figuras 5.9 e 5.10.
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Figura 5.9. Curva DSC de casca de camarao.
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Figura 5.10. Curvas DSC das amostras de quitinas A, B e C.

A Figura 5.10 descreve o comportamento térmico das curvas DSC das amostras
de quitosanas A, B e C.

As analises de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) do biopolimeros
quitosana foram realizadas com o objetivo de verificar as transi¢des fisicas e/ou quimicas

ocorridas durante o processo de decomposigao (Figura 5.10).



A curva DSC para a amostra de quitosana A apresenta dois eventos térmicos, um
endotérmico, com uma temperatura de pico de 97°C e uma entalpia de 18,13 J/g € um
segundo pico exotérmico com uma temperatura de pico de 304°C e uma entalpia de
119,75 J/g.

A curva DSC para a amostra de quitosana B apresenta trés transicdes térmicas,
uma endotérmica, com uma temperatura de pico de 101°C e uma entalpia de 181,90 J/g
e um segundo pico exotérmico com uma temperatura de pico de 312°C e uma entalpia de
44,39 J/g e um terceiro pico, endotérmico, com uma temperatura de pico de 388°C e uma
entalpia de 54,85 J/g.

A curva DSC para a amostra de quitosana C apresenta trés transicdes térmicas,
uma endotérmica, com uma temperatura de pico de 107°C e uma entalpia de 185,21 J/g
€ uma segunda transicdo exotérmica com uma temperatura de pico de 312,14°C e uma
entalpia de 44,4 J/g e um segundo pico endotérmico, com uma temperatura de pico de
390°C e uma entalpia de 47 J/g.
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Figura 5.11. Curvas DSC das amostras de quitosanas A, B e C.



5.3. Analise Elementar

A anadlise elementar é outra técnica utilizada para se avaliar a eficiéncia do
processo de desacetilacdo da quitina, pois se espera que, quanto mais eficiente for a
desacetilagdo da quitina, maior sera o percentual de nitrogénio encontrado na quitosana
e, consequientemente maior o grau de desacetilagao (GD).

A Tabela 5.1 mostra os percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio e a
relagdo carbono/nitrogénio encontrados nos biopolimeros. Colocando-se em ordem
crescente de percentual de nitrogénio, tem-se a seguinte sequéncia C= B < A, sendo
assim, o comportamento da quitosana C se aproxima da quitina, com percentuais de
nitrogénio de 6,765% e 6,27%, respectivamente, comprovando que a quitosana C é
apontada como a que possui 0 menor grau de desacetilagao.

Os valores apresentados dos percentuais de nitrogénio pelas quitosanas B e C,
sao proximos entre si, ou seja, 6.77% e 6.76%, respectivamente, e inferior a quitosana A
com 6,89%. Foi observado também o comportamento no percentual de carbono, ja que
no processo de desacetilagdo ocorre saida do grupo acetamido, isto €, redugcdo na
quantidade de carbono, logo seu percentual deve diminuir nas estruturas mais
desacetiladas, comprovando que a quitosana A possui um maior grau de desacetilagao.
Este comportamento também foi observado com os valores do grau de desacetilagao
obtido na espectroscopia na regido do infravermelho. Desta forma, os resultados da
analise elementar estdo de acordo com os resultados apresentados pela analise

condutimétrica.

Tabela 5.1. Percentuais de Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e relagao C/N.

QUITINA | QUITOSANA A | QUITOSANA B | QUITOSANAC

C 43,50 39,52 41,62 41,94
H 6,69 7,32 6,86 7,09
N 6,27 6,88 6,76 6,76

C/N 6,93 5,74 6,15 6,20




5.4. Difratograma de Raios X

O emprego de difragdo de raios X também permite distinguir claramente a quitina
de partida de seus derivados desacetilados. De fato, o difratograma de quitina apresenta
sinais mais resolvidos e em maior numero do que observado nos difratograma de
quitosana (Figura 5.12). O que é atribuida a existéncia de dominios cristalinos, maiores
em maior numero no caso da quitina. (ROBERTS, 1992 e ZHANG et al., 2000).

A finalidade do uso de difracdo de raios X é apropriada para determinagao dos
indices de cristalinidade de quitosana e quitina. O indice de cristalinidade (Icr) pode ser

determinado com o emprego da equagéao 5.1 (LI et al, 1998).

e :ICI;IAxloo (Eq. 5.1)

C

Sendo: Ic e Ix as intensidades dos sinais das regides Cristalinas (26=20°) e
amorfas (26=12°), respectivamente.

A relacdo entre o grau de desacetilagdo e o indice de cristalinidade relativo é
inversa, quanto maior indice de cristalinidade menor sera o grau de desacetilagdo, ja que

€ caracteristica das quitinas possuirem elevado grau de cristalinidade.

Tabela 5.2. indices de Cristalinidades e Grau de Desacetilagdo.

Amostras Ia Ic % | cr %GD
Quitosana-A 83,7 176,1 52,4% 95,40%
Quitosana-B 48,9 2371 79,3% 82,80%
Quitosana-C 44,9 219,9 79.5% 89.56%

Quitina-A 174,56 1043,94 83,2%
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Figura 5.12. Difratograma de raios X das amostras de quitina e quitosana A, B e C.

5.5. Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho

5.5.1. Quitina

A espectroscopia na regidao do infravermelho € uma das técnicas utilizadas para
caracterizacao de quitina e quitosana, de forma que, a caracterizacdo destes
biopolimeros nesta regidao do espectro foi de fundamental importancia para este trabalho
(BRUGNEROTTO et al., 2001 e SAIMOTO et al., 1996).

Os espectros das amostras das quitinas A, B e C estdo apresentados na Figura
5.13. Observa-se as seguintes bandas caracteristicas no espectro: a banda na regiao de
3400 cm™, intensa e larga, é devido as vibracdes de estiramento axial do grupo OH
presente na quitina, a qual esta sobreposta a banda de estiramento de N-H, e as bandas
na regido de 2900 cm™ sado atribuidas ao estiramento C-H.

As quatro bandas consideravelmente fortes, observadas entre 1700 cm™ e 1300
cm’’, sdo bem caracteristicas. A banda em 1655 cm™ é atribuida & deformacao axial de

C=0 presente na quitina, denominada de amida |. A banda em 1560 cm™ corresponde a



mistura de dois modos vibracionais, N-H no plano e o estiramento C-H, que é chamada
de amida Il. Essa banda pode ser observada em todas as amostras.

A banda em 1380 cm™ é atribuida & deformagao angular simétrica do grupo CHs. A
banda em 1313 cm™ é menos intensa que as outras trés e é atribuida as ligacbes C-N e
C-H.

Além destas bandas caracteristicas, pode-se observar em todas as amostras
investigadas, as bandas de polissacarideos na regido entre 890 — 1150 cm™. Todas as
bandas observadas sdo semelhantes aquelas descritas na literatura (BRUGNEROTTO et
al., 2001 e SAIMOTO et al., 1996).
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Figura 5.13. Espectro na regido do infravermelho obtido para amostras de quitina A, B e
C.

5.5.2. Quitosana

Os espectros na regidao do infravermelho de quitosana A, B e C estdo
apresentados na Figura 5.14.

Embora os espectros na regido do infravermelho de quitina e quitosana
apresentem certas semelhangas, € possivel observar algumas diferengas, que sao
atribuidas aos diferentes indices de grupos acetamida, principalmente nas regides

correspondentes aos seguintes intervalos de nimero de onda: 3700 a 3000 cm™ e 1800



a 1500 cm™'. Comparando-se os espectros das quitosanas com os da quitina, verifica-se
que houve significativas modificagdes na regido entre 1700 a 1300 cm™.

No caso das amostras de quitosana, € visivel o desaparecimento do ombro em
torno de 3480 cm™ presente no espectro da quitina Figura 5.13. O surgimento de uma
nova banda a 1600 cm™, O desaparecimento da banda em 1560 cm™ é devido a
deformacdo NH, que predomina sobre a banda em 1655 cm™, esta Gltima banda esta
associada a carbonila (C=0) que tende a diminuir, conforme vai aumentando o grau de
desacetilagao da quitosana.

O desaparecimento das duas bandas entre as regides 3200 e 3100 cm™, como ja
mencionado, esta relacionado a desacetilacdo do grupo NHCOCHj;, transformando a
amida em amina primaria. Entretanto, nota-se a permanéncia das bandas nas regides em
torno de 3400 cm™, que esta relacionada a hidroxila.

Quando o mesmo espectro é observado na regido entre 1500 a 1700 cm™ nas
amostras de quitosana B e C a desacetilagao nao foi tdo efetiva quanto no processo de
desacetilagdo da amostra A, isto fica evidenciado na Figura 5.14. As principais bandas
caracteristicas dos biopolimeros quitina e quitosana estdo de forma resumidas na Tabela
5.3. A finalidade do uso da espectroscopia de infravermelho nesse trabalho foi identificar
os principais grupos funcionais pertencentes aos biopolimeros quitina e quitosana.
Observando que a quitosana sofreu desacetilagdo, conforme verificado através de 'H-
RMN e Titulagdo Condutimétrica.
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Figura 5.14. Espectro na regido do infravermelho obtido para as amostras de quitosana
A, BeC.

Tabela 5.3. Os principais grupos funcionais e atribuigdes vibracionais dos biopolimeros

Quitina e Quitosana.

Amostra | Atribuigao | ol'4me '(‘;:'ﬁ) Amostra | Atribuigao o"::é';‘:r(‘; n‘:ﬁ)
v (O-H) 3450 v (O-H) 3450
Vsim. (C‘H) 2920 . ]
Quitina A | & (C=0) 1650 . Vsim. (C-H) 2925
Quitosana A
Vsim. (N'H) 1560 )
6 (N-H) 1555 o (N-H) 630
Ssim. (C'H) 1380 5sim. (C-H) 1375
v (O-H) 3450 v (O-H) 3450
Vsim. (C‘H) 2920 . ]
QuitinaB | § (C=0) 1650 , vsim. (C-H) 2925
Quitosana B
vsim. (N-H) 1560 1654
6 (N-H) 1555 6 (N-H)
Ssim. (C'H) 1380 5sim. (C-H) 1380
v (O-H) 3445 v (O-H) 3450
Vsim. (C‘H) 2915 . ]
Quitina C d (C=0) 1655 . Vsim. (C-H) 2900
Quitosana C
Vsim. (N'H) 1560 )
6 (N-H) 1555 o (N-H) 650
dsim. (C-H) 1380 S sim. (C-H) 1380




5.6. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (*H-RMN)

A determinacdo do grau médio de desacetilagao (ﬁ) por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear ('H-RMN) foi usada nesse trabalho para comparar com

as demais técnicas usadas para caracterizagao dos biopolimeros quitina e quitosana.

O grau médio de desacetilagdo de quitosana, GD, é uma medida do numero
médio de unidades 2-acetoamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose. A proporgao relativa dessas unidades nas cadeias macromoleculares de

quitosana tem efeito na solubilidade e nas propriedades das solugdes de quitosana.

Varias técnicas tém sido propostas para determinacdo do GD as quais incluem:
métodos espectroscopicos IR e 'TH-RMN (SABNIS e BLOCK, 1997). métodos titrimétricos
(BROUSSINGNAC, 1969)., analise térmica (ALONSO, 1983)., analise por hidrolise e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, meétodos enzimaticos e analise elementar
(ROBERTS, 1992).

Para analisar as amostras de quitosanas a técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio tem mostrado boa reprodutibilidade, rapidez nas analises e exige
pouca quantidade de amostra. A obtencdo de um espectro de 'H-RMN quantitativo
depende de parametros, tais como tempo de irradiacdo da amostra, tempo de varredura,
tempo de espera antes do pulso seguinte, numero de varredura entre outros.

A espectroscopia de 'H-RMN é util nas andlises das amostras de quitosana em

ampla faixa de valores de GD e ¢ independente da viscosidade da amostra, pois a
anadlise é realizada a 70°C. No entanto, é necessario que a varredura do espectro e a
aquisicdo dos dados sejam realizadas rapidamente ao se efetuar a analise a 70°C, de
modo a minimizar problemas tais como a reagdo de hidrolise acida que leva a
desacetilagdo e/ou degradagédo da amostra (SANTOS et al., 2003)

Para calcular os valores de grau médio de desacetilagdo (GD), foi utilizada a

seguinte equacao:
G_Dzloo[l—(USHAc 1/6H2_6ﬂ (Eq. 5.2)

Em que: Hac = nucleos do grupo acetilado e Haz.¢ = nucleos dos hidrogénios ligados aos
carbonos 2,3,4,5 e 6.



A atribuicdo dos sinais observados no espectro das Figuras 5.15; 5.16 e 5.17
correspondem a:

- Na regiéo entre 4,6 e 5,2 ppm o sinal é atribuido ao hidrogénio da posigédo 1 de
anel glicosamino com vizinhanga do grupo acetamido na posigao 2;

- Entre 3,6 e 4,2 ppm sao observados, superpostos, os sinais dos hidrogénios
ligados aos carbonos 6, 5, 4 e 3 do anel glicosamino;

- O tripleto em 3,2 ppm é devido ao hidrogénio localizado na posi¢do 2 do anel
glicosamino;

- O singleto na regido de 2,1 ppm corresponde ao hidrogénio da metila do grupo

acetamido.
Os valores de GD para as amostras de quitosana A, B e C s&o:
Para quitosana A, GD = 92% e para quitosana C, GD = 89%. Para quitosana B,

nao foi possivel determinar seu GD, pois ocorreu degradagdo da amostra, por uma

possivel hidrolise acida;

— 1/3H,, )
GD_100[1—( A 1/6H2_6ﬂ _




Figura 5.15. Espectro de '"H-RMN da quitosana A.

Figura 5.16. Espectro de '"H-RMN da quitosana B.
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Figura 5.17. Espectro de'H-RMN da quitosana C.



5.7. Titulagao condutimétrica

O grau médio de Desacetilagao (@) € definido como o numero de grupos amino
em relagdo aos grupos amida da cadeia polimérica, podendo ser determinado por meio
de titulagao condutimétrica (SANTOS et al., 2003).

O principio basico da titulagdo condutimétrica € a substituicdo de ions que tém
certa condutividade por outros ions, com condutividade diferente.

As curvas condutimétricas das amostras de quitosana A, B e C sao representadas
na Figura 5.18.

O primeiro ramo linear representa a neutralizagdo do acido presente, o segundo
ramo linear corresponde a neutralizacdo de protons dos grupos amino da quitosana e o
terceiro conjunto de pontos refere-se ao excesso de base, apds o ponto de equivaléncia.
Estas trés retas, (Figura 5.18) originam por extrapolagado dois pontos de inflexdo, que
correspondem ao volume de base necessario para neutralizar os grupos amino
protonados. O numero de equivalentes de grupos acidos foi calculado usando a seguinte

expressao:

16,1[(base).(V, -V, )]
m

%GD = (Eq. 5.3)

%GA =100% — GD (Eq. 5.4)

Em que: GD éo grau médio de desacetilagao, GA éo grau médio de acetilacao,
V4 é o volume de base usado para neutralizacdo de HCI em excesso, expresso em mL,
V, — V1 é o volume de base usado para neutralizagdo dos grupos aminos acidos de
quitosana, expresso em mL; (Base) € a concentracdo da base e m é a massa da

quitosana.

O GD foi determinado usando a Equacao 5.3, levando em conta as equacgdes das

retas, formadas em cada titulagao.

Tabela 5.4. Equacdes das retas para as curvas de titulacbes condutimétricas das

quitosanas A, B e C.



QUITOSANA-A

QUITOSANA-B

QUITOSANA-C

Y 1= 4,42844 - 0,70604 X

Y 4= 3,95704 - 0,62716 X

Y 1= 3,88107 — 055479 X

Y »=0,78+0,10 X

Y »= 0,489 + 0,125X

Y .= 0,328 + 0,14X

Y 3=-0,40762 + 0,30143 X

Y 3=-0,80778 + 0,35X

Y 3=-1,05467 + 0,35606X

%GD =95,4

%GD = 82,8

%GD = 89,6

Fazendo Y=Y, , 0 “X” equivale ao volume de base utilizada para neutralizar o HCI,

isto &, V4, e quando Y,=Y3 , o valor de “X” equivale ao volume de base utilizada para

neutralizar os grupos aminos protonados. Isto €&, V.

Os valores encontrados estdo de acordo com os valores determinados pelas

técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio ("H- RMN).
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Figura 5.18. Curvas Condutimétrica das amostras de quitosanas A, B e C.



5.8. Medidas de Viscosidade

A Tabela 5.5 apresenta os valores de viscosidade intrinseca ([77]), da constante de

Huggins (Ky), da constate a e massa molar média (M) da amostra de quitosana C

determinados por viscosimetria, (RINAUDO et al.,1993):

Tabela 5.5. Valores de viscosidade intrinseca ([]), constante de Huggins (Ky), constate

a e massa molar viscosimétrica media (M ) determinada para quitosana C.

Amostra % GD [7]/ (mI g™ K a (M ) /g mol'®
Quitosana C| 89,56% 848,77 0,076 0,76 2,12 x 10°

@yalor calculado usando uma solucao tampao NaAc/HAc (RINAUDO et al., 1993)

A Figura 5.19 apresenta a curva de viscosidade reduzida [;,.] versus

concentracao da solugao de quitosana C.

A viscosidade intrinseca é determinada pela extrapolacdo a C—0 da reta obtida no
grafico (Figura 5.19). As retas obtidas apresentaram coeficiente de correlagdo da ordem
de 0,9986, e os valores de constante de Huggins, determinados no tamp&o acido
acético/acetato sao relativamente pequenos (Tabela 5.5) indicando que solugdes
limpidas e com viscosidade adequada foram obtidas pela dissolucdo da amostra
purificada. Tais solugdes foram preparadas previamente por diluicdo de estoque, de
acordo com os testes para otimizar sua concentragao (SANTOS et al, 2003; SIGNINI e
CAMPANA FILHO,1998).

A Figura 5.19 mostra curvas de viscosidade reduzida e viscosidade inerente versus

concentracido da solugcdo da amostra de quitosana C em solugao tampao NaAc/HAc.
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Figura 5.19. Curva de viscosidade reduzida e viscosidade inerente versus concentragao

da solucao de quitosana C.

(pH= 4,5) a temperatura de 25°C. A viscosidade, assim determinada, satisfaz a relagéo
de Marc-Houwink (Eq 6).
[7]= KM, * (Eq. 5.5)

Em que: [77] € a viscosidade intrinseca da solugdo, K € a constante dependente da

temperatura e do solvente e caracteristica do polimero; « € uma constante caracteristica
da geometria da molécula e o My é massa molar média determinada por viscosimetria
(RINAUDO et al., 1993).

O valor de viscosidade intrinseca determinada a partir da Equacao 5.5 permite

determinar a massa viscosimetrica M, da amostra de quitosana C.

5.9. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As Figuras 5.20, 5.21 e 5.22 representam as fotomicrografias das amostras de
casca de camarao, quitina e quitosana, respectivamente.
Observa-se a morfologia da casca de camardo, quitina e quitosana as quais

apresentaram homogeneidade e compactagcdo, além de evidenciar presenga de



agregados com formagao de orificios, devido as particulas se difundirem umas nas
outras, processo que promove o fendmeno do transporte de massa entre as particulas.

Comparando entre as Fotomicrografias de Casca de camarao, quitina e quitosana
ao aumento maximo de cada polimero, descrito nas figuras 5.20 D, 5.21 D e 5.22D
observou-se que na casca de camarao as particulas apresentavam-se homogéneas e
com aspecto mais compactado, formando grandes particulas com pequenos orificios
como mostrado na Figura 5.20 D.

Na amostra de quitina, a superficie apresentou um comportamento fibroso,
observado na Figura 5.21 D e sem zonas de orificio, as quais possuem tamanhos
regulares e com mesmo aspecto em todas as particulas. Enquanto na quitosana as
particulas possuem tamanhos irregulares, sem orificios e bem maiores que o tamanho da

quitina e com aspecto fibroso, descrigdo da figura 5.22.
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EHT = 15.00 kv WD= 16mm  PhotoNo.=3220 Time :13:38:01 A EHT = 15.00 K/ WD= 16mm  PhotoNo.=3223 Time :13.45:34

Figura 5.20. Fotomicrografia de uma amostra de casca de camarao: A= 300 X; B=700 X;
C=1500 X e D=400 X.
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Figura 5.21. Fotomicrografia de amostra de quitina: A= 200 X; B=500 X; C=1300 X e
D=1500 X.
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Figura 5.22. Fotomicrografia de amostras de quitosana: A= 600 X; B=627 X; C=700 X e
D=2000 X.
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6. CONCLUSOES

No processo de desmineralizagdo das cascas de camardo, as concentragdes de
acidos reproduziram um perfil bastante semelhante, descrito na curva TG. Em sintese, foi
importante usar a menor concentracao de acido para minimizar gastos de reagentes e
possiveis agressdes ao meio ambiente.

A desmineralizag&o da quitina foi eficiente, como justificado pela Analise Térmica,
através das técnicas TG e DSC, verificando que em todos os processos as amostras
obtidas possuem um perfil semelhante.

A caracterizagdo por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio "H-RMN, foi
bastante importante para verificar o grau de desacetilagdo das quitosanas A, B e C,
apesar da quitosana B sofrer degradacdo, mas ela foi determinada por Titulagcéo
Condutimétrica, mais os valores estao dentro da faixa de erro relativo permitido.

A analise de Difratograma de Raios X foi bastante util para verificar o grau de
cristalinidade da quitina em relagdo a quitosana, onde o grafico da quitina apresenta
maiores picos e em maior numero que o grafico da quitosana. Podendo até relaciona-lo
com o grau de desacetilagao

A analise elementar foi importante, para verificar a percentagem de cada elemento na
estrutura, conferindo quitina e quitosana, na propor¢ao de seus grupos funcionais,
relacionando o grau de desacetilagdo com o percentual de nitrogénio de cada polimero.

O Estudo viscosimétrico determinou a massa molar viscosimétrica, mostrando que o
biopolimero nao sofreu degradagao, pois ele apresenta alta massa molar. (Quitosana C).

As identificagdes dos grupos funcionais através de espectroscopia de infravermelho,
foram de grande importéncia, para identificar realmente os biopolimeros quitina e
quitosana contribuindo para determinagao do grau de desacetilagao.

A Titulagdo Condutimétrica foi relevante pois além de determinar o grau de
desacetilagao, serviu de suporte para comparar o grau de desacetilagao determinado por
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio. Dessa forma o processo de obtengao de
quitosana a partir de cascas de camardo, apresentaram boas condicbes de
reprodutibilidade e baixo custo financeiro, comparado com o valor de mercado.

A analise de Microscopia Eletrébnica de Varredura foi essencial para analise do
tamanho e formato das particulas de quitina e quitosana, destacando suas caracteristicas

de matérias quanto ao aspecto fisico.
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7. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Obtencdo de quitosana a partir de cascas de camardo utilizando catalise
homogénea, em meio alcalino mais brando por mais tempo.

Sintese de quitosanas modificadas a partir de uma amostra de quitosana
previamente definida com suas propriedades fisico-quimicas, para producdao de
farmacos.

Estudo e andlise de pigmento astaxantina, derivado da despigmentagdo, no
tratamento de obtencio de quitina.

Estudo de filmes finos a partir de quitosana, para conservacao de alimentos.
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