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Resumo

Os residuos de crustaceos contém quitina, um biopolimero abundante com varias
aplicages biotecnoldgicas, sendo a quitosana seu principal derivado. Este estudo avaliou
a utilizacédo da carapaca de siri (Callinectes spp.) para a extragdo de quitina e producéo
de quitosana em escala laboratorial. O protocolo de extracdo de quitina foi otimizado
variando-se concentracfes de &cido cloridrico (HCI) na desmineralizagdo (C1 [0,5
mol/L], C2 [1,0 mol/L], C3 [1,5 mol/L], C4 [3,0 mol/L], C5 [5,0 mol/L]), enquanto para
a producdo de quitosana foram testadas diferentes concentracdes de hidréxido de sodio
(NaOH) na desacetilacao (C30 [30%], C40 [40%], C50 [50%]). Foram determinados 0s
rendimentos de quitina e quitosana, seguidos por caracterizacao fisico-quimica e analise
de custos de producdo utilizando o método TOPSIS para determinar a condi¢do 6tima.
Na etapa de desmineralizacdo, a condi¢do mais eficaz foi alcangada com o tratamento C3,
utilizando 1,5 mol/L de HCI, tempo de reacdo de 1 hora, relagcdo 1:10 (p/v) e particulas
de até 3 mm, resultando em um rendimento de 8,9%. Observou-se uma correlacéo
negativa significativa entre o teor de cinzas e o teor de N-quitina (R2=-0,93; p=2.2e-16),
além de uma correlacdo moderadamente negativa entre cinzas e umidade (R2=-0,58;
p=0.02529), e uma correlacdo positiva forte entre cinzas e rendimento (R2=0,83;
p=0.0001494). A anélise de componentes principais (PCA) corroborou esses resultados,
agrupando os tratamentos em dois grupos distintos: um com menor desmineralizacao e
maior rendimento (C1, C2), e outro com maior desmineralizacdo, umidade e teor de
Nquitina (C3, C4, C5). Para a quitosana, o grau de desacetilacdo (GD) foi determinado
por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando as
absorbancias A1655 e A3950 (associadas aos grupos acetila e hidroxila,
respectivamente). Os tratamentos com NaOH a 30%, 40% e 50% apresentaram GD% de
80,86£15,2; 94,39+0,79 e 97,97%0,78, respectivamente (p>0,05), solubilidade de 97,25%
a 98,86% (p>0,05), viscosidade entre 31,2+0,43 a 39,2+1,34mPa.s, rendimento medio de
86,94+0,57 a 88,69+0,22% (p>0,05), pH entre 8,42 e 8,61, umidade entre 4,39 ¢ 4,8% e
capacidade de retencdo de gordura e agua de 436,11+44,07 a 531,88+9291 e
482,54+45,56 a 590,26+64,89, respectivamente. A condicdo Otima identificada pelo
método TOPSIS foi a utilizacdo de NaOH a 40% em autoclave, por 15 minutos a 121°C.
Os custos para extrair quitina e producdo de quitosana em escala laboratorial foram de
US$ 8,30 e US$ 16,18, respectivamente, por cada 1kg de carapaca de siri, com um custo
inicial de equipamentos de US$ 10.863,00. Este estudo confirma a viabilidade da
utilizacdo da carapaca de siri para extracdo de quitina e producédo de quitosana.

Palavras-chaves: Desmineralizacdo, desacetilagéo, TOPSIS, PCA, FTIR.
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Abstract

Crustacean waste contains chitin, an abundant biopolymer with various biotechnological
applications, with chitosan being its main derivative. This study evaluated the use of crab
shells (Callinectes spp.) for chitin extraction and chitosan production on a laboratory
scale. The chitin extraction protocol was optimized by varying the concentrations of
hydrochloric acid (HCI) during demineralization (C1 [0.5 mol/L], C2 [1.0 mol/L], C3[1.5
mol/L], C4 [3.0 mol/L], C5 [5.0 mol/L]), while different concentrations of sodium
hydroxide (NaOH) were tested for deacetylation during chitosan production (C30 [30%],
C40 [40%], C50 [50%]). Chitin and chitosan yields were determined, followed by
physicochemical characterization and production cost analysis using the TOPSIS method
to determine the optimal condition. In the demineralization step, the most effective
condition was achieved with treatment C3, using 1.5 mol/L of HCI, a reaction time of 1
hour, a 1:10 (w/v) ratio, and particles of up to 3 mm, resulting in a yield of 8.9%. A
significant negative correlation was observed between ash content and N-chitin content
(R?=-0.93; p=2.2e-16), a moderately negative correlation between ash content and
moisture (R?=-0.58; p=0.02529), and a strong positive correlation between ash content
and yield (R2=0.83; p=0.0001494). Principal component analysis (PCA) supported these
results, grouping the treatments into two distinct groups: one with lower demineralization
and higher yield (C1, C2) and another with higher demineralization, moisture, and N-
chitin content (C3, C4, C5). For chitosan, the degree of deacetylation (GD) was
determined by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), using absorbances A1655
and A3950 (associated with acetyl and hydroxyl groups, respectively). Treatments with
30%, 40%, and 50% NaOH showed GD% of 80.86+15.2; 94.39+0.79, and 97.97+0.78,
respectively (p>0.05), solubility ranging from 97.25% to 98.86% (p>0.05), viscosity
between 31.2+0.43 and 39.2+1.34 mPa.s, average yield from 86.94+0.57 to 88.69+0.22%
(p>0.05), pH ranging from 8.42 to 8.61, moisture content between 4.39% and 4.8%, and
fat and water retention capacity ranging from 436.11+44.07 to 531.88+92.91 and
482.54+45.56 to 590.26+64.89, respectively. The optimal condition identified by the
TOPSIS method was using 40% NaOH in an autoclave for 15 minutes at 121°C. The
costs for chitin extraction and chitosan production on a laboratory scale were US$ 8.30
and US$ 16.18, respectively, per 1 kg of crab shells, with an initial equipment cost of
US$ 10,863.00. This study confirms the viability of using crab shells for chitin extraction
and chitosan production.

Keywords: Demineralization, deacetylation, TOPSIS, PCA, FTIR.
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1. Introducao

1.1 Contextualizacdo da pesquisa

A producdo mundial do pescado nas Gltimas seis décadas para o consumo humano
cresceu a uma taxa média anual de 3,1%, engquanto o crescimento populacional cresceu a
uma taxa de 1,6%. O consumo per capita de pescado aumentou de 9,0kg/ano, em 1961,
para 20,2kg/ano, em 2017 (FAO, 2022). Este desenvolvimento tem sido impulsionado
por uma combinacao de inovacdes tecnoldgicas em processamento, canais de distribuicao
mais eficientes; aumento crescente da renda e urbanizacdo, que se relacionam com o
crescimento do consumo por pescado e 0 aumento da conscientizagdo dos consumidores
sobre os beneficios do pescado para a saude (FAO, 2022). Por outro lado, 0 aumento do
consumo e da producdo geram residuos solidos, de acordo com a FAO (2016) os residuos
solidos gerados a partir da cadeia produtiva da pesca e da aquicultura de crustaceos
corresponderam a 20% do volume produzido.

Nesse contexto, a geracdo de residuos € um gargalo para a inddstria pesqueira,
pois cerca de 50% do volume diario processado nas industrias de beneficiamento de
crustaceos € residuo solido, ou seja, todo aquele material que é desprezado de forma
incorreta no meio ambiente ou esta fora do padréo e ndo tem valor comercial (PINTO et
al., 2017). Todavia esse material pode causar contaminacdo ambiental, especialmente por
causa de dois fatores: aglomeracdo de matérias-primas, que compreende perigos de
contaminacdo por destinacdo impropria; e a ineficacia dos métodos de conversdo dos
residuos em subprodutos (SARAVANAN et al., 2023). Estes residuos sdo, geralmente,
enterrados ilegalmente ou descartados proximos a corpos hidricos que dependendo da
quantidade adicionada pode causar efeitos danosos ao ambiente (REBOUCAS et al.,
2012). Além disso, a geracdo de residuos a partir da producdo artesanal de crustaceos
também é preocupante, sobretudo do processamento da carne de siri, pois a carapaca tem
uma lenta taxa de degradacdo natural causando impacto ambiental, e 0s grupos
extrativistas ndo possuem expertise para reaproveitar os residuos gerados (DECKER et
al., 2016).

Tais residuos sdo constituidos por quitina, proteinas, carbonato de calcio e
pigmentos, sendo possivel elaborar subprodutos a partir deles, mediante extracdo de
biomoléculas (ZHAO, 2019). A quitina (C8BH1305N)n é o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza constituida por um polimero de cadeia longa de N-
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acetilglicosamina (ELIEH-ALI-KOMI e HAMBLIN, 2016). Ademais, é um biopolimero
que pode ser encontrado numa extensdo de mais de 10 gigatoneladas anualmente, com
biodisponibilidade de 15 a 40% nas carapacas de siris (ZHANG et al., 2023). A quitina
tem diversas aplicagdes biotecnoldgicas, servindo para o tratamento de efluentes,
adsorcdo de Gleos e como fonte de substancias antimicrobianas. Além do mais, ela é
especialmente reconhecida pela producéo de quitosana (FAO, 2022; BERNARDI, 2022).

Para se extrair quitina, os métodos quimicos e bioldgicos tém sido os principais
meios adotados a partir de fontes marinhas, contudo, ainda ndo estdo completamente
padronizados. No entanto, 0 método quimico é o recomendavel para aplicacbes
comerciais devido a sua pureza, eficiéncia na extracdo e custo-beneficio (YANG et al.,
2019). Embora os metodos quimicos para a extracdo de quitina sejam similares, ha
variacOes nas escolhas de acidos e bases, proporcdes, tempo de incubacédo e temperatura.
A extracdo através do meétodo quimico compreende duas etapas principais:
desmineralizacdo, visando remover célcio, fosforo e outros minerais indesejados através
de tratamento acido, e desproteinizacdo, para eliminar proteinas e outros compostos
indesejaveis através de tratamento alcalino (KUMAR et al., 2019). Além disso é
utilizados agentes branqueadores para remover pigmentos, odores e gorduras, além de
garantir a desintegracdo completa (ZHANG et al., 2023).

A quitosana, por sua vez, é a principal matéria-prima comercial derivada da
quitina, é pluridimensional, que, em virtude de algumas propriedades como a
biodegradabilidade, biocompatibilidade, hidrofobicidade, atoxicidade, capacidade
hemostatica, além de ser insipida, inodora, cicatrizante e capaz de formar filmes; essas
caracteristicas a tornam amplamente requerida na area alimenticia, na biotecnologia, na
area farmacéutica e na agricultura (PHILIBERT, et al., 2016; ZHAO, 2019).

Outrossim a reacdo de desacetilagdo da quitina resulta na formacéo da quitosana
(C6H1104N)n, um polissacarideo linear composto de poli(p-1,4-D-glucosamina). Nessa
etapa, os grupos acetila (-COCH3) presentes na quitina sdo removidos através da
utilizacdo de uma base forte, como o hidroxido de sodio (NaOH), este fornece ions
hidroxila (OH-) que reagem com os grupos acetila. O grau de desacetilacdo é um fator
critico que influencia diretamente nas propriedades fisico-quimicas da quitosana (ZHAO,
2019).

Por fim, o presente estudo teve como objetivo otimizar a extracdo de quitina e
producdo da quitosana a partir da carapaca de siri (Callinectes spp.) em escala
laboratorial, tendo-se, para isso, utilizar: 1) diferentes tratamentos na etapa de
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desmineralizacdo para extracdo de quitina; 2) diferentes tratamentos na etapa de
desacetilacdo para producdo de quitosana e 3) analisar os custos de producdo de cada

protocolo.

1.2 Objetivos

Geral:
Avaliar o potencial uso de carapaca de siri (Callinectes spp.) para a extragdo de
quitina e producéo de quitosana em escala laboratorial.

Especificos:

e Otimizar desmineralizacdo com diferentes concentracdes (0,5 mol, 1,0 mol, 1,5
mol, 3 mol e 5 mol) de &cido cloridrico;

e Otimizar desacetilacdo com diferentes concentracdes (30, 40 e 50%) de hidroxido
de sadio;

e Determinar o rendimento de quitina e quitosana;

e Caracterizar fisico-quimicamente as quitinas e quitosanas;

e Avaliar os custos de producéo de quitina e quitosana.

1.3 Hipoteses

e A composicao centesimal da quitina varia em resposta as diferentes concentragdes
de HCI;

e O -rendimento da quitina varia em funcéo das diferentes concentracdes de HCI;

e O grau de desacetilagio da quitosana varia de acordo com as diferentes
concentracfes de NaOH.

Predicdes:

e Espera-se um menor teor de cinzas e maiores teores de N-quitina e umidade nos
tratamentos com 1,5, 3,0 e 5,0 mol/L de HCI,

e Espera-se um rendimento maior de quitina nos tratamentos 0,5 e 1,0 mol/L de
HCI;

e Espera-se que o tratamento com 50% de NaOH resulte em um maior grau de

desacetilacdo do que os tratamentos com 40% e 30% de NaOH.
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2. Artigo Cientifico

Os resultados obtidos durante a pesquisa desta dissertacao serdo apresentados
no artigo intitulado “Otimizacdo e viabilidade econdmica da extracdo de quitina e
producéo de quitosana a partir de carapacas de siri (Callinectes spp.)” (manuscrito).

Artigo cientifico a ser submetido ao periddico Bioresource Technology

https://www.sciencedirect.com/journal/bioresource-technology

ISSN 0960-8524
Fator de Impacto: 9.7
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OTIMIZACAO E VIABILIDADE ECONOMICA DA EXTRACAO DE QUITINAE
PRODUCAO DE QUITOSANA A PARTIR DE CARAPACAS DE SIRI (Callinectes

spp.)
RESUMO

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, sendo a quitosana seu
principal derivado. Este estudo avaliou o potencial uso de carapaca de siri (Callinectes
spp.) para extracdo de quitina e producdo de quitosana em escala laboratorial. As
carapagas de siri foram desmineralizadas utilizando cinco concentragdes de acido
cloridrico (HCI) em temperatura ambiente por 1 hora, na proporcdo de 1:10 p/v, com
particulas de até 3 mm de didmetro. De acordo com o método TOPSIS, a melhor condicéo
de desmineralizagdo foi com 1,5 mol/L de HCI, obtendo-se teor de umidade de
7,20+0,54%, teor de N-quitina de 60,55+6,84%, teor de cinzas de 6,65 g% e rendimento
de 8,9. %. A melhor condicdo de desacetilacdo foi com NaOH 40%, realizada em
autoclave a 121°C por 15 minutos, resultando em teor de umidade de 4,8+0,399%, grau
de desacetilacdo de 94,39+0,79%, solubilidade de 97,97% e rendimento de 86,94+0,97%,
viscosidade de 34,36+1,02mPa.s, capacidade de retencdo de agua de 533,70+44,09% e
capacidade de retencédo de gordura de 436,11+44,07%. O custo de producéo laboratorial
para extracdo de quitina e producdo de quitosana foi de US$ 8,30 e US$ 16,18,
respectivamente, por 1 kg de casca de caranguejo, com custo inicial do equipamento de
US$ 10.863,00. Conclui-se que a carapaca de siri € uma fonte viavel para extracdo de
quitina e producdo de quitosana.

Palavras-chave: Desmineralizagdo, desacetilacdo, analise fisico-quimica, TOPSIS,
biopolimero.

ABSTRACT

Chitin is the second most abundant polysaccharide in nature, with chitosan being its main
derivative. This study evaluated the potential use of crab shells (Callinectes spp.) for
chitin extraction and chitosan production on a laboratory scale. The crab shells were
demineralized using five concentrations of hydrochloric acid (HCI) at room temperature
for 1 hour, ina 1:10 w/v ratio, with particle sizes of up to 3 mm. According to the TOPSIS
method, the best demineralization condition was achieved with 1.5 mol/L HCI, resulting
in a moisture content of 7.20£0.54%, N-chitin content of 60.55+6.84%, ash content of
6.65%, and a yield of 8.9%. The best deacetylation condition was with 40% NaOH,
performed in an autoclave at 121°C for 15 minutes, resulting in a moisture content of
4.8+0.39%, a degree of deacetylation of 94.39+0.79%, solubility of 97.97%, yield of
86.94+0.97%, viscosity of 34.36x1.02mPa.s, water and fat retention capacities of
533.70+£44.09% and 436.11+44.07%, respectively. The laboratory production cost for
chitin extraction and chitosan production was $8.30 and $16.18, respectively, per 1 kg of
crab shells, with an initial equipment cost of $10,863.00. It is concluded that crab shells
are a viable source for chitin extraction and chitosan production.

Keywords: Demineralization, deacetylation, physicochemical analysis, TOPSIS,
biopolymer.
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2.1 Introducéo

A quitina (C8H1305)n é um dos polissacarideos mais abundantes depois da
celulose. Ela é composta por monossacarideos de N-acetilglicosamina ligado por ligacdes
glicosidicas B-1,4. A quitina &€ um polimero rigido, branco e nitrogenado presente nos
exoesqueletos de insetos e crustaceos, além de ser encontrada na parede celular de fungos
e leveduras (JOHNEY, EAGAPPAN, RAGUNATHAN, 2017). Além disso, na natureza,
podem ser encontradas o e f-quitina, porém a a-quitina € a forma mais comum e
explorada comercialmente dos crustaceos (ANITHA et al., 2014). Atualmente, cerca de
10 toneladas de quitina sdo produzidas a partir de residuos de organismos aquéaticos
(BASTIAENS et al., 2019).

A quitosana (C6H1105N)n é um polissacarideo derivado da N-desacetilacdo da
quitina (DU et al., 2014), composta por monossacarideos de D-glicosamina (GIcN,
unidades desacetiladas) e N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc, unidades acetiladas). Além
disso, a proporg¢do entre esses monossacarideos serve como um indicador para distinguir
a quitina da quitosana, pois para ser considerada quitosana, a quitina deve ser pelo menos
50% desacetilada e, portanto, conter pelo menos 50% de GIcN, o que afeta as
propriedades quimicas da quitosana (e.g. solubilidade e viscosidade) (MAO et al., 2017).

Além do mais, a quitina, um material ndo toxico, possui vérias caracteristicas
biomédicas, como biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de propriedades
antifngicas, antivirais e antimicrobianas (JOHNEY, EAGAPPAN, RAGUNATHAN,
2017). Devido a suas diversas propriedades fisico-quimicas, tanto a quitina quanto seu
derivado, a quitosana, sao aplicados em diversas areas de interesse comerciais, tais como:
na agricultura - é usada como fertilizante organico, biopesticida, auxilia no crescimento
de plantas -; na biomedicina — auxilia no diagnostico e tratamento de cancer, cicatrizacao,
encapsulam medicamentos e engenharia de tecidos; na ambiental - adsorcao de corantes,
adsorcdo e imobilizacdo de metais pesados, tratamento de aguas residuais, decompde
compostos organicos e encapsulacdo de contaminantes organicos (DAVE et al., 2021);
na area de cosméticos; industria téxtil e de papel e na area de alimentos
(SHAHRAJABIAN et al., 2021; LV et al., 2023; SIRAJUDHEEN et al., 2021; KULKA
etal., 2023; ELAMRI et al., 2022).

Nesse sentido, empenham-se esforcos para transformar os residuos de crustaceos
em produtos bioldgicos, agricolas e industriais vidveis comercialmente. Nesse contexto,

varias pesquisas sdo conduzidas com o objetivo de maximizar a utilizacado desses residuos
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para a producdo de bioativos, como a quitina e a quitosana (AL SHAQSI et al., 2020 a,
b; KHERBACHE et al., 2022, 2024). Entretanto, mesmo apos anos de comercializacéo,
ainda ha muito o que se conhecer sobre a otimizacdo dos processos de isolamento de
quitina e quitosana a partir de residuos de crustaceos. Logo, sdo necessarios métodos
viaveis que sejam eficazes na extracdo da quitina e na producdo da quitosana, com pureza
e qualidade adequada para aplicacdes comerciais (KHERBACHE et al., 2024).

Atualmente, o isolamento de componentes da carapaca de crustaceos, que contém
entre 25% a 30% de quitina disponivel, é economicamente valorizado (GBENEBOR et
al., 2018). Nesse processo, 0s métodos quimicos se tornam os mais adequados para isolar
a quitina, devido a sua pureza, rendimento e custo-beneficio, todavia eles ainda ndo estdo
totalmente padronizados (YANG et al., 2019; ISLAM, BHUIYA, ISLAM, 2017). Além
disso, os métodos quimicos para extracdo de quitina sdo semelhantes, mas ha variages
nas escolhas de acidos e bases, proporcgdes, concentragdo, tempo de incubagdo e
temperatura (KUMAR, DOBRETSOV, DUTTA, 2019). O método quimico consiste em
duas etapas principais para o isolamento da quitina: desmineralizacdo, utilizando acido
para remocdo de carbonato e fosfato de calcio; desproteinizacdo, utilizando solucdes
alcalinas para remover proteinas; além de uma etapa adicional:
despigmentacdo/desodorizacdo, utilizando oxidantes fortes para retirar pigmentos e
lipidios (YANG et al., 2019; ZHANG et al., 2024). Além do mais, para se obter quitosana,
hé a etapa de desacetilacdo, que utiliza solucdes alcalinas concentradas para remover 0s
grupos acetil das unidades de N-acetilglicosamina (KHERBACHE et al., 2024).

Desse modo para otimizar a extracdo de quitina e producdo da quitosana dos
residuos de Callinectes spp. foram feitos os seguintes testes: 1) diferentes concentracoes
de é&cido cloridrico na etapa de desmineralizacdo, 2) diferentes concentracbes de
hidroxido de s6dio na etapa de desacetilacdo, e 3) avaliagdo do custo de producdo do
protocolo de quitina e quitosana em escala laboratorial. Por fim este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial uso de carapaca de siri (Callinectes spp.) para a extracao de

quitina e producéo de quitosana em escala laboratorial.
2.2 Material e Métodos
2.2.1 Matéria-prima

As carapacas de siri foram fornecidas por grupos de filetagem de Barra de

Catuama localizada em Goiana, Pernambuco. Elas foram previamente cozidas para a
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realizacdo da filetagem. No laboratério, foram lavadas, secas ao sol, trituradas até 3 mm
de diametro e conservadas em temperatura ambiente até 0 momento da elaboracao de

quitina.

2.2.2  Processo de extracédo de quitina

A etapa de desmineralizacdo foi realizada de acordo com a metodologia de Al
Shagsi et al., (2020) modificada para as concentracGes de &cido cloridrico (HCI), que é
apresentado a uma solugéo de 36,5 g/mol, e na relacdo da solucdo. Foram testados cinco
tratamentos com diferentes concentracdes de HCI e cada tratamento consistiu em trés
repeticdes. As concentracdes foram de 0,5 mol/L (C1), 1 mol/L (C2, controle), 1,5 mol/L
(C3), 3mol/L (C4) e 5 mol/L (C5) de HCI, por um hiato de 1 hora com agitacdo constante
na relagao de solucdo 1:10 (p/v) em temperatura ambiente; posteriormente foram lavadas
com agua corrente até atingirem pH 7,0.

Para a etapa de desproteinizacdo foi utilizado hidréxido de sédio (NaOH) a 5%
durante 2 horas com agitagdo constante na relacdo de solucéo 1:10 (p/v) em temperatura
ambiente; apds foram feitas lavagens com &gua corrente para remover vestigios de NaOH
até a neutralidade (MOURA et al., 2006).

No processo de despigmentacdo/desodorizacdo foi utilizado a metodologia de
Oliveira, Silveira e Bortolato (2023). Utilizou-se uma solucdo de Hipoclorito de Sédio
(NaClO) a 0,36% p/v, por 1 hora com agitacdo constante na relacéo de solucéo 1:10 (p/v)
em temperatura ambiente, em seguida foram feitas lavagens com agua corrente para
retirar o excesso de reagente até atingir pH 7,0.

A secagem foi realizada em estufa a temperatura de 80°C por 4 horas, obtendo-se
quitina seca (MOURA et al., 2006).

2.2.3 Processo de producéo de quitosana

Na etapa de desacetilacdo foi utilizada a metodologia de Salman et al. (2018) com
modificacbes na concentracdo de NaOH. Dessa forma foi utilizado a quitina do
tratamento C3 para realizar os testes com trés tratamentos (50% [C50, controle], 40%
[C40] e 30% [C30] p/v NaOH) com trés repeticdes na proporcdo de solucdo 1:10,
utilizando autoclave a 121°C por 15 minutos, apés a quitosana foi lavada sob vacuo com

agua destilada morna (50°C) até a neutralidade, por fim, a quitosana foi seca em estufa a
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60°C durante 4 horas e armazenada em recipiente hermético.

2.2.4 Grau de desacetilacdo (GD%)

O grau de desacetilacdo (GD%) se baseou na metodologia de Domard e Rinaudo
(1983). Uma aliquota de quitosana foi misturada com brometo de potassio (1:1000) e
comprimida em prato semitransparente com espessura de 0,5-1 mm. O GD% das
quitosanas dos tratamentos C50, C40 e C30 foi determinado usando um espectrometro de
infravermelho de frequéncia de 4000 a 400 cm™ (FTIR) com absorbancias observadas
A1655 e A3950 (associados aos grupos acetila e hidroxila). Por fim, para determinar o

valor do GD% utilizou 0 modelo matematico a seguir:

[1]

GD% = (A1655) o (100)
* = \43450 1,33

2.2.5 Capacidade de retencdo a agua e a gordura

Para determinar a capacidade de retencdo a agua (CLA) e a gordura (CLG),
utilizou-se 0 método descrito por Salman et al. (2018). Inicialmente, foi pesado o tubo de
centrifuga e adicionou-se 0,5g de quitosana dos tratamentos C50, C40 e C30 nele, junto
com 10mL de agua destilada para CLA e 10 mL de 6leos comerciais: coco, girassol, milho
e ricino, para CLG. Para cada tratamento, foram feitas trés repeti¢fes, cada uma com uma
duplicata. Em seguida, homogeneizou-se a solu¢do usando um agitador de vértice por 1
minuto para dispersar a amostra. Logo apds, agitou-se o tubo trés vezes a cada 10 minutos
por 5 segundos, & temperatura ambiente. Por fim, foi centrifugado a 3000 rpm por 25
minutos, também a temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado utilizando uma
pipeta automatica e, em seguida, pesado, assim como o tubo foi pesado novamente. Com
estes dados, calculou-se a CLA e CLG de acordo com as equacgdes (2, 3):

[2]
adgua liquida (g)

CRA=< )x100

peso da amostra (g)

[3]
gordura liquida (g)

CRG=( >><100

peso da amostra (g)
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2.2.6 Solubilidade em solucéo acida (%)

Para determinacgédo da solubilidade seguiu o protocolo estabelecido por Ahing e
Wid (2016), com a inclusdo de uma etapa adicional de secagem. Inicialmente, os papéis
filtro destinados a filtracdo da quitosana foram pesados em uma balanca de preciséo de
0,0001. Em seguida, 1,0 g de quitosana foi dissolvida em 100 mL de solucdo de acido
acetico a 1% e com um agitador magnético realizou a homogeneizagdo. A solucdo acida
de quitosana foi filtrada usando um filtro de papel conectado a uma bomba de véacuo.
Posteriormente, tanto a quitosana quanto o papel filtro foram secos em estufa a 60°C por
um periodo de 4 horas. Ap6s a secagem, ambos foram pesados novamente em uma
balanca de precisdo de 0,0001. A solubilidade (%) foi calculada utilizando as seguintes
equacoes (4, 5, 6):
[4]
Insolavel (g): peso final do papel filtro (g) - peso inicial do papel filtro (g)
[5]

Insoliivel (%) = insoluvel (g) % 100
nsotuvet {7) = peso final da amostra (g)

[6]
Solubilidade (%) = 100 — insolavel (%)

2.2.7 Viscosidade

A determinacéo da viscosidade foi feita seguindo a metodologia de Salman et al.
(2018), logo utilizou 1g de quitosana em 100mL de acido acético 1%, agitou durante 24h,

apos foi utilizado o viscosimetro digital a 25°C.

2.2.8 Andlise de composicdo centesimal

Analises fisico-quimicas da carapaca de siri, além da quitina e da quitosana foram
realizadas no Laboratério de Experimentacdo e Andlises de Alimentos (LEAAL),
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os métodos
analiticos da caracterizacdo seguiram as normas da AOAC (1995), sendo eles: umidade
(método gravimétrico), cinzas (método de mufla), nitrogénio total (método de Kjeldahl),
em que se utilizou os fatores de conversdao 11,49 [N-quitina], todos os parametros

mensurados em gramas %. O protocolo foi realizado em duplicata e o resultado da analise
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foi apresentado com média e desvio-padréo.

2.2.9 Determinacéo do rendimento (%)

O rendimento de quitina e quitosana foi determinado a partir da equagéo (8):

[8]

Py
Onde,

Pf = Peso final da quitina ou da quitosana
Pi = Peso inicial da carapaga ou da quitina
Foi determinado o rendimento da quitosana a partir da carapaca (c/q) e rendimento

a partir da quitina (g/q).

2.2.10 Avaliacdo dos custos de producéo de quitina e quitosana

Para avaliar o consumo energético do processo de producéo de quitina e quitosana
foram utilizadas as informacGes técnicas dos equipamentos. Estas informacGes foram
obtidas através da ficha técnica ou no site do fabricante do equipamento. O consumo de
energia (kwWh) de cada equipamento foi calculado através da equacdo 9 e tabela 1.
Considerou-se as tarifas de energia elétrica de baixa tensdo, em quilowatt-hora, da
Neoenergia Pernambuco, o valor do kWh para classe B3 comercial, servicos e outras
atividades na modalidade consumo ativo de R$ 0,76447000, conforme tarifas vigentes a
partir de 14/05/2023 e Resolu¢do Homologatdria n° 3.195 de 09 de maio de 2023. Desta
forma, pode-se estimar o custo de cada equipamento dentro do processo de extracdo de
quitina e producdo de quitosana (Equacéo 10). Os precos dos equipamentos empregados
na producdo de quitina e quitosana foram determinados com base nos valores comerciais
encontrados nas lojas virtuais das marcas correspondentes durante o primeiro semestre de
2024. Todos os custos foram convertidos para dolares, utilizando a média do primeiro
semestre de 2024, que foi de R$5,05 por délar.

[9]
Consumo = P x At
[10]
Custo=Consumoxtarifa

Onde,



P= poténcia do equipamento (kW);

At = intervalo de tempo de uso (h)
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Tabela 1: Poténcias e os respectivos intervalos de tempo de uso dos equipamentos utilizados para

extracdo de quitina e producdo da quitosana.

Equipamento Poténcia (kW)

At (h)

Agitador de hélice 0,072
Balanca digital 0,007
Capela 0,14
Estufa 1
Liquidificador 0,6
pHmMetro 0,088
Autoclave 2
Bomba de vacuo 0,25

6
0,282
6,583

8

0,33
0,33
0,5
0,5

Foi determinada a quantidade de reagentes utilizados em gramas e/ou mililitros

para cada 100 g de carapagas.

Tabela 2: Quantidade de reagentes para cada 100g de carapacas.

Reagentes Tratamentos ~  c» c3 c4 C5 C30 CA0 C50
HCI (mL) 42 8 125 249 414 - - -

NaOH (g) 50 50 50 50 50 30 40 50
NaClO (mL) 180 180 180 180 180 - - -

C1-0,5mol/L de HCI; C2 - 1,0 mol/L de HCI; C3 - 1,5 mol/L de HCI; C4 - 3 mol/L de HCl e C5 - 5 mol/L

de HCI.

2.2.12 Relacdo custo-beneficio da extracdo de quitina e producgéo da quitosana

Para determinar o tratamento que possuiu 0 melhor custo-beneficio para extrair

quitina e producdo da quitosana, foi utilizado o Método de Decisdo Multicritério (MCDM

- Multicriteria Decision Making). Para isso contou com o auxilio da técnica TOPSIS

(Technique for Order of Preference by Similarity to Ideal Solution), conforme descrito

por Hwang e Yoon (1981). Quatro critérios foram considerados na andlise de quitina: taxa

de cinzas (g%), N-quitina (g%), rendimento (%) e quantidade de reagente HCI (mL). Ja
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para quitosana foram considerados: GD (%), umidade (g%), rendimento (q/q%), CRA
(%), CRG (%), solubilidade (%), viscosidade (mPa.s), ver equacdes 13 a 21 em Anexo.

2.2.13 Ensaio estatistico

Para a analise estatistica, foram empregados os softwares PAST, na versao 4.16c, e
RStudio, na versdo 2024.04.1. Os resultados sdo apresentados como média e desvio-
padréo.

e Quitina

O experimento avaliou cinco tratamentos (C1, C2, C3, C4, C5) com trés

repeticOes. Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar
normalidade e homogeneidade da variancia e aplicado o transformador de Box-Cox para
os dados de composicdo centesimal e rendimento quando necessario. Quando as
premissas da ANOVA néo foram atendidas, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Foi
realizado o teste de Tukey para observar diferengas estatisticas entre 0s grupos para
umidade e N-quitina; e teste de Dunn para rendimento e cinzas. A analise de componentes
principais (PCA) identificou padrbes de agrupamento entre variaveis de composicao
centesimal e rendimento. O coeficiente de correlagdo de Spearman avaliou a associa¢ao
entre a variadvel cinzas com N-quitina, umidade e rendimento. Foi calculada uma
regressdo polinomial para os coeficientes de aproximacdo (CCi) das concentragdes de
quitina. O nivel de significancia estatistica foi de 5%.

e Quitosana
Dados de GD, CLG, CLA, solubilidade, viscosidade, rendimentos e umidade dos trés

tratamentos com trés repeticdes de quitosana foram inicialmente submetidos a analises de
normalidade e homogeneidade da variancia e quando necessario aplicou-se o
transformador de Box-Cox. Dependendo dos resultados, aplicaram-se ANOVA ou
Kruskal-Wallis. Testes post-hoc de Tukey ou Dunn identificaram diferencas estatisticas,

com um nivel de significancia de 5%.

2.3. Resultados
Os resultados da composicgéo centesimal de todos os tratamentos para extracao de

quitina foram apresentados na tabela 3.
Tabela 3: Valores de média + desvio-padrédo da composicao centesimal e rendimento da quitina de cinco
tratamentos na etapa de desmineralizacdo. Letras minusculas (a, b, ¢) diferentes nas linhas indicam

diferenca estatistica pelo teste de Tukey ou Dunn (p<0,05).
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Parametros Tratamentos

C1 C2 C3 C4 C5
Umidade (g%o) 3,750,5b 4,83+1,18b  7,20+0,54a 6,72+0,86a 6,38+0,20a
N-Quitina (g%) 10,87+1,11b  16,58+1,86b 60,55+6,84a 69,78+1,67a 69,09+3,25a
Cinzas (9%o) 73,60+1,77a  64,57+3,52a 8,25%4,12ab 1,11+0,68b 1,96+1,54b
Rendimento (%) 54,26+3,13ac  30,88+2,04c 9,45+1,31bc 8,45+0,61bc 9,47+0,21bc

C1-0,5mol/L de HCI; C2 - 1,0 mol/L de HCI; C3 - 1,5 mol/L de HCI; C4 - 3 mol/L de HCl e C5 - 5 mol/L
de HCI.

Os parametros da composic¢do centesimal dos diferentes tratamentos apresentaram
diferenca estatistica. Os tratamentos C1 e C2 apresentaram 0s maiores percentuais de
cinzas, enquanto os tratamentos C4 e C5 foram os menores, no entanto o percentual de
cinzas do tratamento C3 foi semelhante ao dos demais tratamentos. Com relacdo a N-
quitina, C1 e C2 apresentaram menores taxas quando comparados aos tratamentos C3,
C4 e C5. Sobre o rendimento, C1 diferiu estatisticamente dos tratamentos C3, C4 e C5.

A andlise de componentes principais indicou um padrdo de agrupamento que
corroborou com o0s resultados dos testes estatisticos da composicdo centesimal e
rendimento. Dessa forma foi identificado dois grupos principais: o primeiro grupo inclui
os tratamentos C3, C4 e C5, que receberam maior contribuicdo dos pardmetros de
umidade e N-quitina; assim possuindo uma relacdo linear forte. JA o segundo grupo,
composto pelos tratamentos C1 e C2, destacou-se pela influéncia dos parametros de
cinzas e rendimento (figura 1).

As correlagOes entre cinzas e 0s demais parametros apresentaram significancia
estatistica. Sendo assim, foi revelada uma forte correlacdo negativa entre cinzas e N-
quitina (R2=-0,93; S=1086; p = 2.2%%), observa-se que conforme a quantidade de N-
quitina aumenta, a quantidade de cinzas diminui. Observou-se uma correlacdo negativa
moderada entre cinzas e umidade (R2= -0,58; S= 886; p= 0,02529), verificando-se que a
medida que a quantidade de cinzas aumenta, a umidade a diminui. Ja cinzas e rendimento
apresentaram uma forte correlacdo positiva (R2=0,83, S= 97.587, p = 0.0001494),
indicando que a medida que o percentual de cinzas diminui, o rendimento diminui.

Os dados de GD, umidade, cinzas, rendimentos, capacidade de retencdo a agua e

a gordura, solubilidade e viscosidade da quitosana sdo apresentados na tabela 4.
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Figura 1: Analise de Componentes Principais da quitina.

1.51
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Cinzas
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X
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% -2.25 -0.75 0.75 1.50 3.75
5
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-1.54

Componente 1 (93.05%)

Elipses representam agrupamentos de amostras associadas a valores dos tratamentos (C1, C2, C3, C4 e C5). Elipse rosa (C1 - 0,5 mol/L de HCI), elipse azul (C2 [controle] -
1,0 mol/L de HCI), elipse verde (C3 - 1,5 mol/L de HCI), elipse roxa (C4 - 3 mol/L de HCI) e elipse azul marinho (C5 - 5 mol/L de HCI). Os vetores verdes indicam a dire¢éo

e a magnitude da correlagdo das variaveis (umidade, cinzas, N-quitina e rendimento).
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Tabela 4:Valores de média + desvio-padrdo das propriedades fisico-quimicas, rendimento e capacidade de
retencdo a gordura da quitosana de trés tratamentos com variagdes na etapa de desacetilacdo. Letras

minusculas (a, b) diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey ou Dunn (p<0,05).

Tratamentos
Parametros
C30 C40 C50
GD (%) 80,86+15,20a 94,39+0,79a 97,97+0,78a
Umidade (g%o) 4,68+0,16a 4,8+0,39% 4,39+0,24a
Rendimento Q/Q(%o) 88,69+0,22a 86,94+0,57a 88,62+1,37a
Rendimento C/Q (%) 9,46 £0,04a 9,27+0,12a 9,12+0,75a
CRA (%) 590,26+64,89%a 533,70+44,09ab  482,54+45,56b
CRG médio (%) 531,88+92,91a 436,11+44,07b  466,41+102,1b
CRG 1 (%) 553,16+40,71a 430,04+23,13b 573,54+52,66a
CRG 2 (%) 426,82+70,60a 396,79+26,03ab  329,95+59,31b
CRG 3 (%) 547,19+105,78a 429,97+49,56b  495,87+36,49ab
CRG 4 (%) 600,35+46,78a 487,64+11,59b 466,27+56,36b
Solubilidade (%0) 93,98a 98,33a 97,19a
Viscosidade (mPa-s) 31,2+0,43c 34,36+1,02b 39,2+1,34a

C30 (30% de NaOH); C40 (40% de NaOH); C50 (50% de NaOH). GD: Grau de desacetilagdo; Q/Q(%):
relacdo quitina com quitosana; C/Q(%): relagdo carapaca com quitosana; CRA: capacidade de retengéo a
agua; CRG: capacidade de reten¢do a gordura; CRG1: 6leo de milho; CRG2: dleo de ricino CRG3: 6leo de

girassol e CRG4: 6leo de coco.

Quanto aos parametros de GD, umidade, rendimentos e solubilidade foram
semelhantes em todos os tratamentos.

O tratamento C30 apresentou o maior valor médio de CRA, seguido por C40, e
C50 apresentou 0 menor valor. Houve diferenca estatistica entre C30 e C50, enquanto
C40 se manteve intermediario, sem diferencas significativas em relacdo a ambos. Sobre
CRG o C30 apresentou 0 maior valor médio, enquanto C40 e C50 tiveram valores
significativamente menores, no CRG 1 e CRG 4, C30 também mostrou 0s maiores
valores, com C40 tendo os menores resultados para todos 0s parametros.

O espectro de FTIR da quitina apresentou bandas em 1380 cm™ (deformagcéo C-
Hs), 1658-1666 cm™ (estiramento C=0 da amida I), e 3109 cm™ (estiramento N-H). C30
apresentou picos em 1441 cm™ (deformacgdo N-H), e em 3494 cm™ (estiramento O-H e
N-H). C40 e C50 apresentaram um estiramento na banda C=0, com um pico em 1658
cm? e deformagéo na banda N-H com um pico em 1261 cm™, além disso C40 apresentou
estiramento na banda C-O com um pico em 1205 cm™. A manutencdo das bandas de

deformagéo C-Hs por volta de 1380cm™ e estiramento C-H entre 2800-3000 cm™ estdo
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presentes em todas as amostras. Além disso foram observadas bandas especificas do
glicosideo B(1—4) e do alongamento C-O E C-O-C absorvido entre 1074-1157 cm™
para todos os biopolimeros (figura 2).

O consumo energético para cada 1kg de carapagas de siri na extracdo de quitina e
producdo de quitosana em escala laboratorial foi de US$ 8,30 e US$ 16,18,

respectivamente, além do custo dos equipamentos em US$ 10.863,00 (tabela 5).

Tabela 5: Precos dos equipamentos e custos para extracdo de quitina e producdo de quitosana.

Custos (R$) Custos (R$)

Equipamentos Modelo Marca Preco (R$) o :
quitina quitosana
Agitador de hélice  RW 20 digital Ika 5.374,00 0,33 -
Autoclave AV-30 Phoenix 9 880,00 . 0,76
Luferco
Bomba de vacuo Q955Vv Quimis 7.853,00 - 0,09
Balanca digital UX620H Shimadzu 6.872,00 0,00 0,00
Capela Q216-2 Quimis 10.572,00 0,64 0,06
Estufa TE-394/1-MP Tecnal 12.000,00 3,06 3,06
Liquidificador BM 32NR S Bermar 1869,00 0,15

pHmetro B10OP SympHony 438,00 0,01 0,01
Total (R$) 54.858,00 41,90 81,70
Total (US$) 10.863,00 8,30 7,88

A partir da analise da tecnica TOPSIS se observou que para quitina o tratamento
C3alcancou o maior valor de CCi (0,7), enquanto o tratamento C5 mostrou o menor valor
(0,44). Esses resultados indicam que o tratamento C3 esta mais proximo da solu¢éo ideal,
enguanto o C5 possui o pior custo-beneficio (Figura 3a). Além disso, de acordo com a
equacao polinomial (y = -0,0265x"2 + 0,1198x + 0,4949) com R2= 0,66, a concentracédo
ideal para atingir um CCi de 1 foi estimada em 2,19 mol/L. Essa estimativa considera 0s
resultados praticos da composicédo centesimal e da quantidade de soluto.

Para quitosana, o tratamento com concentracdo de 40% de NaOH apresentou o
maior CCi (0,33), enquanto o menor CCi foi observado no tratamento com 50% de NaOH
(0,10) (Figura 3b).
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Figura 2: Espectros FTIR da quitina, quitosana com diferentes concentracfes de NaOH.
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absorcéo.
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Figura 3:Coeficiente de Aproximacéo (CCi) nos diferentes tratamentos para extragdo de quitina e produgédo
de quitosana.
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C1 - 0,5 mol/L de HCI; C2 (controle) - 1,0 mol/L de HCI; C3 - 1,5 mol/L de HCI; C4 - 3 mol/L de HCl e
C5 - 5 mol/L de HCI. C30 - 30% de NaOH; C40 - 40% de NaOH e C50 - 50% de NaOH.

Sendo assim, ap0Os todos os tratamentos experimentados, o procedimento
esquematico que otimiza a desmineralizacdo e desacetilacdo de quitina é apresentado na
figura 4. Portanto, este estudo sugere que na desmineralizacdo se utilize HCI 1,5 mol/L,
na relacdo de solucdo 1:10 (p/v), com agitacdo por 1h em temperatura ambiente e

desacetilacdo com NaOH 40%, na relacdo 1:10 (p/v) em autoclave a 121°C por 15
minutos.



29

Figura 4:Esquema para o uso de residuos de carapaga de siri (Callinectes spp.) para extracdo de quitina e

producdo de quitosana.
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2.4. Discussao

2.4.1 Teor de umidade (g%)
Em geral, os residuos das carapacas de siris apresentam em torno de 21% de teor

de umidade (PARTHIBAN et al., 2017). No entanto, podem ocorrer varia¢cdes devido a
estacdo do ano, ao clima ou as condi¢cBes da matéria-prima (ISLAM et al., 2011).-A
quitina tem a capacidade de reter &gua em sua estrutura interna, sendo a umidade uma das
propriedades mais importantes devido a sua funcédo de consolidacdo e compactacdo do
polimero (MIR et al., 2011). Assim, o teor de umidade da quitina encontrada neste estudo
foi inferior ao encontrado para siris (9,32%), camardes (8,31%) e moluscos (12,9%)
(PARTHIBAN et al., 2017; ABDULKARIM et al., 2013), isso pode estar relacionado a
etapa de secagem. Todavia, a presenca de umidade depende das propriedades fisico-
quimicas do material e da umidade do ambiente (Mir et al., 2011). A quitosana possui
natureza higroscopica, que a leva a absorver umidade do ambiente quando exposta,
devido & sua capacidade de formar ligacGes de hidrogénio com moléculas de agua,
facilitada por certos grupos quimicos em sua estrutura (SALMAN, ULAIWI e QAIS,
2018). Além disso, a quitosana do presente estudo esta no padrdo comercial aceitavel,
pois possui menos de 10% de umidade, o que permite maior tempo de conservagado

(IBITOYE et al., 2018).

2.4.2 Teor de cinzas
O principal objetivo do processo de desmineralizacdo € remover minerais,

predominantemente carbonato de calcio e fosfato, utilizando soluc¢des acidas. A variacao
do contetdo mineral pode ser atribuida ao tempo de reacdo, a temperatura, ao tamanho
das particulas, a propor¢cdo amostra/solvente e, principalmente, para o presente estudo, a
concentracdo de &cido.

No presente trabalho, a concentracdo de HCI de 1,5 mol/L mostrou-se eficaz para
otimizar o processo de desmineralizacdo, reduzindo significativamente o teor de cinzas,
dentro da faixa ideal de 1 a 2 mol/L de HCI. A partir de concentragfes de 2,5 mol/L,
ocorre uma maior solubilizacdo dos minerais presentes na matriz da quitina, além de uma
intensificacdo da hidrdlise da estrutura da quitina (BENHABILES et al., 2012). Ademais,
concentracfes muito elevadas de HCI podem provocar uma lixiviagdo excessiva, devido
ao pH acido. Nessas condi¢des, causara hidrolise da quitina afetando suas propriedades
(FLORES-ALBINO et al., 2012).

O teor de cinzas para o tratamento C3 foi maior do que o indicado para se obter
quitosana de alta qualidade (<1%) (NO e MEYERS, 1995), visto que o teor de cinzas
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residuais afeta a solubilidade e, consequentemente, reduz a viscosidade da quitosana.
Assim, ainda sdo necessarios ajustes no protocolo (e.g., concentracdo de acido, aumento
da temperatura ou diminuicdo do tamanho das particulas), visto que esses parametros

possuem efeito significativo no teor de cinzas (KHERBACHE et al., 2022).

2.4.3 N-quitina
O teor de quitina nas carapacas de crustaceos pode variar conforme a espécie,

situando-se aproximadamente entre 15% e 40% (ZHANG et al., 2023). A quitina
comercial isolada geralmente atinge uma pureza de 99% (XU; GALLERT; WINTER,
2008). Além disso, a determinacdo do contetdo de N-quitina pelo método de Kjeldahl
envolve a analise de outros componentes principais, como cinzas e umidade. A variacado
no teor de quitina calculado por este método pode depender do processamento aplicado
as carapacas dos crustaceos, como secagem e cozimento prévios, ou se estavam frescas.
Por exemplo, diferentes teores de quitina foram reportados por Diaz-Rojas et al. (2006)
ao aplicarem pré-tratamentos para o isolamento da quitina: carapagas frescas (71,2%),
carapacas cozidas (35,1%), carapagas secas ao calor (55%), e carapagas cozidas e secas
ao calor (40%).

No presente estudo, as carapacas foram previamente cozidas durante o processo
de filetagem e, posteriormente, secas ao calor, resultando em teores de quitina mais
elevados quando tratadas com solugdes a partir de 1,5 mol/L de HCI. No entanto, parece
que este método de pré-tratamento, que envolve a combinacdo de altas temperaturas,
reduz o teor de N-quitina (DIAZ-ROJAS et al., 2006). Além do mais, a variag&o no teor
de quitina também pode ser influenciada pela umidade da amostra. Moura et al. (2006)
encontraram um percentual de N-quitina de apenas 9,4% em quitina Umida, destacando a

importancia das condi¢des de analise quanto ao monitoramento do teor de umidade.

2.4.4 Grau de desacetilacao
A desacetilacdo da quitina, neste estudo, realizada sob altas pressbes e

temperaturas por autoclavagem, resultou em quitosana com elevado grau de
desacetilacdo, tanto em solugdes alcalinas concentradas a 50% quanto para solugdes
menos saturadas (40% e 30%). O grau de desacetilagdo pode variar entre 56% e 99%,
sendo que 80% € considerado como quitosana de alta qualidade (NO, LEE, MEYERS,
2000; MAO et al., 2017). Este estudo apresentou quitosana de alta qualidade com valores

de graus de desacetilacdo superiores a 80% em todos os tratamentos, equivalente ao
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alcancado por Kherbache et al. (2024), (87,13%), ao utilizar metodologia semelhante para
desacetilacdo de quitinas extraidas de carapacas de camardes. Destaca-se que 0s graus de
desacetilacdo deste estudo com solucéo alcalina NaOH 40-50% apresentaram maiores
valores quando comparado a outros que utilizaram quitinas extraidas de siri Puspawati e
Simpen (2010), Paduretu et al. (2019) e de camardo Yee et al. (2023), Poothawan e
Lomthaisong (2015), com valores de 88,56%, 82,5%, 83,42% e 86,13%, respectivamente.
Além disso, o0 presente estudo conseguiu uma otimizacdo superior, uma vez que essas
pesquisas utilizaram solucdes alcalinas semelhantes ou mais concentradas (NaOH 50-
60%).

Dessa forma, comparagdes realizadas com outros estudos revelam que um menor
tempo de desacetilacdo em autoclave € ideal para a producdo de quitosana de alta
qualidade, pois maiores intervalos de reacdo podem causar hidrdlise excessiva dos
polimeros de quitosana, resultando na degradacdo do grupo amino e, consequentemente,
menor GD, como observado por Rani, Agerwal e Negi (2010), ao utilizarem intervalos
de reacdo de 1 a 3 horas de desacetilacdo, alcancando quitosanas com GD menor que
80%. Entretanto, além do tempo de reacdo, outros fatores podem alterar o grau de
desacetilacdo da quitina, tais como: temperatura, concentragdo da solucdo alcalina,
proporcao solido/liquido e qualidade da quitina (Salman et al., 2018).

2.45FTIR
As bandas observadas no presente estudo para quitosanas desacetiladas com

diferentes concentraces de NaOH, bem como quitina também foram verificadas em
outros estudos (BARBOSA et al., 2019; DONG et al., 2001; ZHANG et al., 2005;
HEIDARI et al., 2016; POOTHAWAN e LOMTHAISONG, 2015; KHERBACHE et al.,
2024; DUARTE et al., 2002, CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2018). O alongamento dos
grupos OH e NH, observado entre os niimeros de onda 3200-3600 cm™, foi identificado
em quitosanas de estudos anteriores devido ao processo de desacetilacao da quitina. Esse
procedimento remove o0s grupos acetil, resultando na presenca de grupos hidroxila (OH)
e amina (NH:) livres na estrutura da quitosana. As vibracdes de alongamento nas bandas
CH: (metileno) e CHs (metila), entre os nimeros de onda 2850 a 2975 cm™!, também sdo
comumente observadas em outras quitosanas. Além disso, quitinas apresentaram picos na
banda C=0 entre os numeros de onda 1700-1600 cm™', devido a presen¢a do grupo amida
1 (CONH>). Tanto para quitina quanto para quitosana, entre os nimeros de onda 1600-

1500 cm™, foram observadas deformagdes da banda N-H. Da mesma forma, nos nimeros
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de onda 1380-1365 cm™', foram registrados picos que representam as vibragdes de
deformacéo simétrica das ligacdes C-H no grupo metila. Outrossim, picos nas bandas C-
O-C e C-O, presentes nos numeros de onda entre 1000-1150 cm™ e 1050-1300 cm™,
respectivamente, também foram identificados em ambos os polimeros. Essas bandas
correspondem a ligacGes éter e alcoois, comuns em estruturas contendo ligacGes

glicosidicas, como polissacarideos e outros carboidratos, como quitina e quitosana.

2.4.6 Solubilidade
A solubilidade da quitosana obtida a partir de concentragdes alcalinas fortes (40-

50% NaOH) e 4acido acético a 1%, a partir da carapaca de camardo, resulta em
solubilidade préxima de 100% (KHERBACHE et al., 2024; YEE et al.,, 2023;
PADURETU et al., 2019; SALMAN et al., 2018; PARTHIBAN et al., 2017). Segundo
Ahing et al. (2016) uma quitosana de qualidade possui solubilidade maior do que 97%.
Neste estudo, as quitosanas obtidas a partir de quitinas desmineralizadas com 1,5 mol/L
de HCI alcancaram solubilidades superiores a 97,25%, resultados semelhantes aos
encontrados por Puspawati e Simpen (2010) (98%) utilizando a mesma concentracao de
HCI. Isso se deve a maior retirada de minerais, que influencia na solubilidade da
quitosana. Em contrapartida, Parthiban et al. (2017) obtiveram uma solubilidade de
85,25% para siri utilizando acido acetico a 1%, devido a desmineralizagcdo nédo efetiva,
resultando em um alto contetido de cinzas residuais na quitosana.

Além disso, o aumento da concentracdo alcalina na desacetilagdo da quitina
modifica suas propriedades fisico-quimicas e funcionais, removendo o grupo acetila e
favorecendo a producdo de mais grupos amino primarios, o que aumenta a solubilidade
em meios acidos. Solucdes entre 50-60%, com intervalo entre 10-15 minutos usando
acido acético a 1%, podem obter quitosana com solubilidade de até 95% (PADURETU
et al., 2019). No entanto, para este estudo, observaram-se valores de solubilidade
semelhantes para todas as concentracdes de NaOH testadas. 1sso pode ter ocorrido devido
ao uso de alta temperatura na etapa de desacetilagcdo, o que promove a quebra de ligacdes
de hidrogénio, possibilitando uma quitosana com maior taxa de dissolugéo (YEE et al.,
2023). Além do grau de desacetilacdo e temperatura, existem outros fatores que alteram
a solubilidade da quitosana, tais como: cinzas residuais, tempo de desacetilacéo,
proporcao soluto/solvente e tamanho das particulas (ZARGAR, ASGHARI, DASHTI,
2015).
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2.4.7 Capacidade de retencdo a agua e a gordura
A capacidade da quitosana de reter gordura e agua € um parametro importante,

pois serve como agente emulsificante em varias aplicacdes, como processamento de
alimentos ou farmacos (SALMAN et al., 2018). Quitosanas desacetiladas com NaOH
entre 40 e 50% provenientes de siri apresentaram CRA entre 554 a 775,89% e CRG entre
215 a 598% para o0s 6leos de soja, milho e oliva (PERYAANAAN et al., 2023; EWAIS
etal., 2023 ab; HAMDI et al., 2017; ZAGHBI, 2022; TAMZI et al., 2020). Ja quitosanas
desacetiladas com NaOH entre 45 a 80% provenientes de camardo apresentaram CRA
entre 197,4 a 762% e CRG entre 174,2 a 704% para os 6leos de soja, milho, girassol,
ricino, coco e azeite (SALMAN et al., 2018; AKITAR et al., 2017; DARZI et al., 2022;
EWAIS et al., 2023a).

O grau de desacetilacao interfere na capacidade da quitosana se ligar a moléculas
de agua e reter gorduras, dessa forma valores inferiores de CRA e CRG indicam baixo
grau de desacetilacdo (SALMAN et al., 2018). Dessa forma, as quitosanas extraidas com
alta grau de desacetilagdo s&o mais reativas eletronicamente devido ao aumento dos
grupos amino hidrofilicos na cadeia molecular da quitosana, resultando na formacéo de
ligacdes de hidrogénio com moléculas de agua e mostrando melhor higroscopicidade e
retencdo de umidade (LI et al, 2021; EWAIS et al.,2023a).

Além disso, outros fatores como presenca de ions residuais do NaOH,
temperatura, pressdo podem interagir com a relagdo da capacidade de retencéo de liquidos
e gorduras e o grau de desacetilacdo da quitosana, bem como as flutuacdes podem ser
atribuidas a cristalinidade da quitosana, a diferenca na quantidade de grupos formadores
de sal e presenca de proteinas (PUSPAWATI e SIMPEM, 2010; EWAIS et al., 2023b;
MULEY et al., 2015).

Outrossim, diferencas nos resultados observados neste estudo e estudos anteriores
podem ser atribuidas ao tipo de éleo usado no ensaio, como também aos diferentes taxons
e protocolos de preparacdo da quitina e quitosana (KUMARI et al., 2017), visto que a
ordem das etapas de processamento afeta CLG e CLA, recomendando seguir na ordem
de desmineralizacdo, desproteinizacdo, desacetilacdo e por Gltimo despigmentacdo
(PERYAANAAN et al., 2023; ZAGHBI, 2022).

Neste estudo foi observado valores de CLA maiores do que o valor médio de CLG,
isso pode ser atribuido ao fato de que a 4gua tem uma polaridade maior do que o 6éleo,
causando uma maior fixacdo da agua aos grupos amina e hidroxila da cadeia de quitosana
(EWAIS et al., 2023b).
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Ressalta-se que os valores de CRA e CRG das quitosanas do presente estudo estdo
dentro dos padr@es das quitosanas comerciais, pois quitosanas comerciais obtidas a partir
de diferentes residuos marinhos apresentaram CRA entre 340 a 923,58% e CRG entre
264,4 a 743,92 para os 0Oleos soja, milho, girassol e oliva (SHAVANDI et al., 2015;
MULEY etal., 2015; MARKOVIC et al., 2017). Quitosana com alto CRG pode ser usada
como um alimento ou suplemento nutricional (RASWEEFALI et al., 2021). Além disso,
novos protocolos estdo otimizando CRA 15% superior para siris comparados a quitosanas
comerciais (EWAIS et al., 2023a).

2.4.8 Viscosidade
Quitosanas com viscosidade reduzida desempenham diversas funcdes

fisiologicas, como inibicdo do crescimento de células tumorais, reducdo do colesterol e
aumento da imunidade (Hajji et al., 2015). A utilizacdo de altas temperaturas e pressao
tem sido favorecida na obtencdo dessas quitosanas devido a sua capacidade de reduzir a
viscosidade. Estudos demonstraram que o tratamento com altas temperaturas pode
despolimerizar a estrutura da quitosana e desacetilar entre 80% e 98% em apenas 30
minutos de exposi¢do (SJOHOLM, COONEY, MINTEER, 2009). Este efeito também foi
observado por Salman et al. (2018) em quitosanas desacetiladas com 50% de NaOH em
autoclave, que alcancaram uma viscosidade de 19 centipoises (cps).

Salienta-se que o aumento do grau de desacetilacdo esta associado a viscosidade
reduzida (NO, LI, MEYERS, 2000). Entretanto, Ewais et al. (2023b) destacam a natureza
antagonica entre viscosidade e grau de desacetilagdo, ao observarem uma viscosidade
intrinseca de 15,9 dL/g para quitosanas de siri com um grau de desacetilacdo de 83,8%.

A presenca residual de cinzas também é um aspecto a ser considerado,
especialmente em quitosanas derivadas de carapacas de siri, que tendem a conter
guantidades substanciais de minerais. Parthiman et al. (2017) compararam quitosanas de
siri com outras espécies de camardes, encontrando valores menores de viscosidade para
as quitosanas de siri (465 cps) em compara¢ao com camardes (2600 a 5300 cps). Embora
0 presente estudo ndo tenha fornecido os teores de cinzas residuais das quitosanas
analisadas, é sabido que os valores de cinzas do tratamento de quitina escolhido foram
acima do valor indicado. Além do mais, um aumento na concentracdo de solucdo de
NaOH, especialmente em altas temperaturas (>100°C) e longos tempos de rea¢édo (>30
min), pode resultar na reversdo do processo de desmineralizacdo, reintroduzindo minerais
na quitina desacetilada (TOAN, 2009).

35



36

2.4.9 Rendimento

O aumento da concentracdo do acido foi o principal par@metro observado para as
menores porcentagens de rendimento (AL SHAQSI et al., 2020b), visto que tratamentos
com concentracdes menos do que 1,0 mol/L de HCI apresentaram maiores rendimentos,
todavia com menores taxas de desmineralizagdo. No entanto, os rendimentos das quitinas
com concentracdes maiores do que 1,5 mol/L de HCI foram semelhantes ao encontrado
por Fadlaoui et al. (2019) (8,3%) para caranguejo (Potamon algeriense), porém inferior
ao encontrado por Parthiban et al. (2017) e Al Shagsi et al. (2020b) para outras espécies
de siri Scylla serrata 14,5% e Portunidae segnis 18,2%, respectivamente. Embora o
presente estudo tenha seguido a sequéncia indicada para os processos de extracdo, visando
manter a adesdo da proteina a quitina para prevenir uma hidrélise excessiva e aumentar o
rendimento durante a extracdo de cinzas (LERTSUTTHIWONG et al.,, 2014), o
rendimento obtido foi considerado baixo em comparag¢do com outros estudos. 1sso se deve
a perda de particulas de quitina durante o processo de lavagem, resultando em um menor
rendimento. Além disso, as carapacas foram submetidas a um processo prévio de coccdo,
0 qual também contribuiu para a diminui¢do do rendimento (FADLAOUI et al., 2019).

No presente estudo, o rendimento de quitosana calculado a partir do peso inicial
das carapacas de siri foi maior do que o observado por Fadlaoui et al. (2019) para
caranguejo (5,9%) e por Hogani et al. (2021) para camardo (5,31%); no entanto, foi
inferior ao obtido por Kherbache et al. (2024) para camardo (16%). Ao considerar 0
rendimento calculado a partir da quitina, o presente estudo obteve valores superiores ao
encontrado por Salman et al. (2018) (64%), que ja considerava o seu rendimento elevado,
utilizando o mesmo método de desacetilagcdo a partir de quitinas extraidas de carapacas
de camardes.

Salienta-se que o método utilizado no presente trabalho para a desacetilacdo da
quitina, que empregou alta temperatura e menor tempo de reacdo, resultou em maior
rendimento de quitosana. Métodos que utilizam tempos de reacdo mais curtos reduzem a
perda de massa da amostra durante a desacetilacdo, além de causar menor degradacao
térmica, assim aumentando o rendimento (SALMAN e KHALEEL, 2009). Além disso,
Parthiban et al. (2017) observaram que o rendimento de quitosana varia de acordo com
diferentes taxons, sendo que residuos de carapacas de camardo apresentaram maior

rendimento de quitosana do que os de siri e esquilas.
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2.4.10 Avaliacdo dos custos de producdo de quitina e quitosana

Os custos energéticos e com equipamentos para a producdo de quitina e quitosana
a partir de carapacas de camardo em paises da América Latina e Europa, demonstraram
uma taxa de retorno positiva, com o periodo de retorno geralmente alcangcado entre os 3
e 4 anos; o custo para a producdo de 1 kg de quitosana varia de 8 a 14 dolares (GOMEZ-
RIOS, BEZERRA-ZAPATA, RIOS-ESTEPA, 2017; RIOFRIO, ALCIVAR,
BAYKARA, 2021), valores significativamente menores em comparacdo aos observados
no presente estudo. Essa diferenca pode ser atribuida aos conceitos de escala, uma vez
que estudos anteriores focaram na producdo em grandes volumes, resultando em reducéo
de custos de reagentes e outros componentes em niveis industriais. Além disso, fatores
econdmicos como a taxa de risco do pais e a metodologia de investimento podem variar
as analises de custos projetados em até 20%; a vista disso o custo de producgédo estimado
para paises sul-americanos se situa entre 10 e 11 ddlares por quilograma de quitosana,
com um preco de venda de 58 dolares, o que é considerado competitivo no mercado
(MORENO, 2019). Além disso, uma anélise temporal de 30 anos na industria de producao
de quitosana reportou um custo médio de fabricagdo de 11,5 dolares por quilograma
(RIOFRIO, ALCIVAR, BAYKARA, 2021, apud ROBERTS et al., 2008).

Outrossim, o método TOPSIS se torna importante na industria devido as
consequéncias irreparaveis de decisdes equivocadas. Ao utilizar essa abordagem de
classificagdo, observou-se a racionalidade e previsibilidade da influéncia da adigéo de
diferentes concentracbes de reagentes nos parametros fisico-quimicos da quitina e
quitosana. Esta metodologia ja é aplicada em outros estudos que utilizam quitosana em
diversos produtos alimenticios para resolver desafios de tomada de decisdo multicritério
(ANSARIFAR et al., 2015). Além disso, essa ferramenta é recomendada para uso na area
de biopolimeros, pois facilita a selecdo dos materiais brutos mais adequados
(RIERA e PALMA, 2021).

O método TOPSIS varia de 0 a 1, sendo que, no presente estudo, a maior
pontuacdo encontrada para os testes de isolamento de quitina foi 0,7. Em termos de custo-
beneficio, o tratamento ideal seria aproximadamente 2,19 mol/L. E viavel considerar essa
concentracdo, pois a zona critica, onde pode ocorrer lixiviagcdo excessiva, comeca a partir
de 2,5 mol/L de HCI (BENHABILES et al., 2012). Sobre a desacetilagdo outros estudos
também utilizaram concentracdo de NaOH 40%, observaram resultados fisico-quimicos
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e rendimento satisfatorios (Paduretu et al., 2014; Aktar et al., 2017; Li et al., 2021,
Fernandes et al., 2023)

2.5. Concluséo

Portanto, a avaliacdo dos custos de producdo indicou que o tratamento com 1,5
mol/L de HCI e 40% de NaOH apresentou o melhor custo-beneficio, reduzindo o
conteudo de cinzas e aumentando as taxas de N-quitina na etapa de desmineralizagdo. Ja
na desacetilacdo os grupos amina e hidroxila foram elevados apresentando grau de
desacetilacdo de 94,39%. O rendimento na extracdo de quitina foi de 8,9%, enquanto que
na producéo de quitosana foi 86,94%. Estes resultados sdo promissores e as carapacas de

siri (Callinectes spp.) se mostrou ser uma fonte de quitina viavel.
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deacetylation of chitin and chitosan by X-ray powder diffraction. Carbohydrate
research, v. 340, n. 11, p. 1914-1917, 2005.

ZHANG, Z.; MA, Z.; SONG, L.; FARAG, M. A. Maximizing crustaceans (shrimp, crab,
and lobster) by-products value for optimum valorization practices: A comparative review
of their active ingredients, extraction, bioprocesses and applications. Journal of
Advanced Research, 2023.

3. Considerac0es Finais

Este estudo investigou trés hipoteses principais relacionadas a extragdo e
caracterizacdo da quitina e quitosana a partir da carapaca de siri (Callinectes spp.). A
composigdo centesimal da quitina variou em resposta as diferentes concentragdes de HCI,
verificou-se que os tratamentos com concentragdes de 1,5 mol/L ou superiores de HCI
resultaram em menor teor de cinzas, maior teor de N-quitina e umidade. O rendimento da
quitina variou com as diferentes concentragdes de HCI, sendo que os tratamentos com 0,5
e 1,0 mol/L de HCI apresentaram os maiores rendimentos, assim, aceita-se ambas
hipdteses nulas. Por fim, o grau de desacetilacdo da quitosana ndo variou de acordo com

as diferentes concentracdes de NaOH, assim, refuta-se a hipotese nula.

Todos os objetivos no presente estudo foram alcancados, pois o experimento
utilizando 1,5 mol/L de HCI reduziu a quantidade de minerais e aumentou a N-quitina.
Alem disso, a quitosana produzida com 40% de NaOH apresentou resultados satisfatorios
quanto a solubilidade, viscosidade e umidade, além de um grau de desacetilacao elevado,
diferenciando-se dos métodos comumente usados comercialmente (50% de NaOH), além

de se mostrarem ser os tratamentos com melhores custos-beneficios.
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No entanto, este estudo apresentou limitacdes, como a restricdo no tamanho da
amostra devido a dificuldade em obter reagentes onerosos. Além disso, o rendimento
poderia ser maximizado com um equipamento de filtragem que utilizasse fios menos
espacados, o que pode ser considerado em estudos futuros para otimizagdo dos processos.
Sugere-se também a realizacdo de analises robustas, como o0 uso da Espectrometria de
Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) para determinar
minerais como célcio e fosforo nas amostras de quitina e quitosana, assim como 0

Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) para avaliar a porosidade destes polimeros.

Além disso, a andlise de componentes principais e 0 método TOPSIS foram
eficazes para determinagdo de padrdes de agrupamento em tratamentos na area da
biotecnologia e como uma ferramenta qualiquantitativa para auxiliar na escolha do

produto com melhor custo-beneficio.

Por conseguinte, este estudo contribui para o avan¢o do conhecimento na area ao
combinar metodologias atualizadas para otimizar a desmineralizacdo e desacetilacdo da

quitina para producdo de quitosana a partir das carapacas de siri.
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c; G, C;i Cn

Aq diy diz dyj dim
D= A;|ldy dip dij dim
An dnl dnz dnj dnm

W = [Wl; Wz;"';Wm]
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[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

AT = {MAXjnl-j|j =1.2,..,m} = {n{r,,nj’ o din )

[18]

A = {MINjnl-j|j = 1,2,..,m} = {nl",..,nj_ ,..,d;l}

n
D} = Z(nij —nj)?
i1

n
D; = Z(nij —-n;)?
i=1

CCi = Dl_/(Dl+ + Di_)

[19]

[20]

[21]
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Onde,

D: matriz de deciséo correspondente ao desempenho das alternativas;
A: alternativas avaliadas;

Cj: critérios avaliados;

i=1, 2 ... n: indica o0 nimero das alternativas;

j=1, 2 ... m: indica 0 nimero de critérios de decisao;

CCi: coeficiente de aproximacao;

W: vetor de pesos;

MAX: nimero maximo de critério das alternativas;

MIN: nimero minimo de critério das alternativas.
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