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RESUMO

BEZERRA, P. G. F. Filmes nanoestruturados a base de quitosana oriunda da casca de
camardo reforcados com nanofibrilas de celulose extraidas do residuo de acai. 75 f.
Dissertagdo — Departamento de Meio Ambiente e Desenvolvimento, Universidade Federal do
Amapéa, Macapa, 2021.

Na regido Amazonica, os subprodutos gerados na cadeia produtiva do acai e da pesca
do camaréo sdo fontes de fibras naturais e quitina, respectivamente, mas que necessitam os de
alguma transformacéo para gerar novos produtos e materiais. Nanofibrilas de celulose (CNF)
obtidas a partir dos residuos do processamento do acai podem ser utilizados como refor¢o de
matrizes poliméricas como a quitosana, a fim de garantir melhorias nas suas propriedades
mecanicas, térmicas e de barreira. Este trabalho tem como objetivo investigar o efeito da
adicdo de CNFs oriundas dos residuos do acai nas propriedades fisicas e mecéanicas de filmes
a base de quitosana de duas espécies de camardo Amazonicos, M. amazonicum (QMA) e M.
carcinus (QMC). A quitosana foi isolada atraves do método quimico e a CNF foi obtida por
desfibrilacdo mecénica das fibras do caro¢o do acai. Os filmes puros e nanoestruturados
foram preparados através da técnica casting e caracterizados em relacdo a taxa de
permeabilidade do vapor d’agua (TPVA), permeabilidade ao vapor d’agua (PVA),
solubilidade em agua (SA), absorcdo de dgua (AA). Também foram analisadas as superficies
dos filmes por meio de microscopia de forca atdmica (AFM) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A quitosana foi caracterizada em fungéo do grau de desacetilacdo (GD) e o
rendimento dos processos quantificados. Os resultados mostraram que a quitosana obtida a
partir das cascas do M. amazonicum apresentou GD superior a obtida do M. carcinus. A
superficie dos filmes puros de CNFs apresentou maior rugosidade e menos homogénea em
comparacdo aos filmes puros de QMA e QMC, conforme indicaram as imagens de AFM. A
adicdo de reforgo CNF na matriz de quitosana conferiu aos filmes nanoestruturados melhorias
nas suas propriedades mecanicas e fisicas. Por outro lado, 0 aumento da concentracdo do

reforco tendeu a formagéo de aglomerados.

Palavras-chave: M. amazonicum, M. carcinus, Grau de desacetilagéo.



ABSTRACT

BEZERRA, P. G. F. Nanostructured films based on chitosan from shrimp shell
reinforced with cellulose nanofibrils from acai residue. p. 75. Master Thesis — Department

of Environment and Development, Federal University of Amapa, Macapé, 2021.

In the Amazon region, there are numerous subproducts from extractivism economic
(e.g., fibers from acai fruit and chitosan by shrimp shells) that have been showed a great
potential for sustainable products development. Considering this scenario, cellulose
nanofibrils (CNFs) obtained from acai processing residues can be used as reinforcement in
polymeric matrices such as chitosan applied as polymer matrix, in order to guarantee
improvements on mechanical, thermal and barrier properties of nanocomposites. This work
aims to investigate the effect of adding CNFs from acai residues on physical and mechanical
properties of chitosan-based nanocomposite films from two Amazon shrimp species: M.
amazonicum (QMA) and M. carcinus (QMC). Chitosan was isolated from these two species
through the chemical method and CNF was obtained by mechanical defibrillation of the acai
stone fibers. The pure and composite formulations were prepared using the casting technique
and characterized in relation to water vapor permeability rate (WVPR), water vapor
permeability (WVP), water solubility (WS), water absorption (WA). Film surfaces were also
analyzed using atomic force microscopy (AFM) and scanning electron microscopy (SEM).
Chitosan was characterized as a function of the degree of deacetylation (DD) and the yield of
the quantified processes. The results showed that the chitosan obtained from the shells of M.
amazonicum presented a DD higher than that obtained from M. carcinus. Neat CNF films
showed a surface with greater roughness and less homogeneous compared to neat QMA and
QMC films, as indicated by AFM images. The nanostructured films exhibited an
improvement on physical properties (WVPR, WVP, WS and WA) after the CNF addition. On
the other hand, the increase in the concentration of the reinforcement tended to form

agglomerates.

Keywords: M. amazonicum, M. carcinus, Degree of Deacetylation.
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1 INTRODUCAO

O wuso de produtos derivados do petréleo, por exemplo, os polimeros néo
biodegradaveis e de baixo custo econémico, tem trazido grandes prejuizos ao meio ambiente,
acarretando em uma pressdo ecoldgica para sua substituicdo por fontes que sejam
ambientalmente corretas e apresentem certa viabilidade econémica. Neste cenario, pesquisas
cientificas e tecnoldgicas vém sendo desenvolvidas a fim de propor novos insumos renovaveis
e biodegradaveis para a industria quimica (CARVALHO, 2017).

Produtos naturais como proteinas, lipideos e polissacarideos tém se apresentado como
uma alternativa a substituicdo dos polimeros sintéticos para o desenvolvimento de novos
materiais de baixo custo. Estes produtos podem ser encontrados em diferentes fontes de
residuos, por exemplo, agroindustriais, agroflorestais, alimenticios e da pesca
(NASCIMENTO, 2013).

O Brasil apresenta grande disponibilidade de fontes vegetais, sendo muitas delas
geradas pela agroindustria e subutilizadas, transformando-se em rejeitos agroindustriais.
Igualmente, a industria do pescado é responsavel pela producdo de milhares de toneladas de
residuos por ano, 0s quais apresentam uma grande poténcia para 0 reaproveitamento
(ANEESH et al., 2020).

Na regido Amazonica, os subprodutos gerados a partir da cadeia produtiva do acai e da
pesca do camardo séo fontes de fibras naturais e quitina, respectivamente, mas que necessitam
de algumas transformacdes tecnoldgicas para gerar novos produtos e materiais de alto valor
agregado.

O acai (Euterpe oleracea Mart) é um fruto de grande apreciacdo regional e que tem
ganhado cada vez mais espago no mercado internacional. No entanto, sua cadeia produtiva
gera grandes quantidades de subprodutos que s&o tratados como rejeitos. Estes sdo compostos
em sua maioria por sementes envoltas de fibras lignoceluldsicas. Dentre as principais
destinacGes dadas para estes residuos estdo a geracdo de energia (COSTA et al., 2020),
formulacdo de produtos utilizados na construgéo civil (MARVILA et al., 2020; AZEVEDO et
al., 2021) e biocarvao (biochar) (SATO et al., 2019).

No estado do Amapa, ndo h& producdo de camardo advinda da carcinicultura ou pesca
industrial. Os recursos pesqueiros sdo provenientes da pesca artesanal no estuario amazoénico
por comunidades e povos tradicionais que residem naquela regido (FUNDO VALE, 2018). As

especies de maior interesse econdmico para 0 estado sdo 0 camardo-da-Amazoénia
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(Macrobachium amazonicum HELLER, 1862) e o camardo pitu (Macrobrachium carcinus)
(PINTO, 2014; LIMA; SANTOS, 2015).

Os residuos oriundos do processamento do camardo sdo ricos em componentes como
proteinas e quitina. Diversos trabalhos tém mostrado diferentes formas de reaproveitamento
desses residuos: producdo de racdo animal (CUNHA et al., 2006); fertilizantes ou adubos
organicos, e utilizacdo de biorrefinarias para reaproveitamento de compostos de maior valor
agregados presentes nos residuos (SEABRA et al., 2014; ANEESH et al., 2020).

A quitosana pode ser isolada por métodos bioldgicos e quimicos (HUANG et al.,
2108; DOAN et al., 2019; TOLESA; GUPTA; LEE, 2019). Dentre as propriedades de
interesse deste copolimero estdo sua biocompatibilidade, biodegrabilidade e bioatividade, o
que garante seu uso nas mais diferentes areas, tais como a agricultura, cosméticos, medicina
(ANDRADE et al.,, 2012; SRINIVASAN; KANAYAIRAM; RAICHANDRAN, 2018),
indUstria alimenticia e tratamento de adgua (ALI e al., 2018; BOUDOUAIA; BENGHAREZ;
JELLALLI, 2019).

Filmes produzidos com quitosana tém sido ha algum tempo objeto de avaliagdes
praticas. No entanto, a maioria dos processos de obtencdo desses filmes ainda € rudimentar,
conferindo irregularidades quanto sua forma e heterogeneidade (ASSIS et al., 2009). Além
disso, eles apresentam propriedades fisicas e mecéanicas inadequadas, como fragilidade, baixa
permeabilidade e deformacdo térmica, fatores que limitam sua aplicacdo (NASCIMENTO et
al., 2013).

A incorporacdo de micro e nanofibras de celulose em varias matrizes poliméricas,
incluindo a quitosana, fornecem materiais com propriedades mecanicas, térmicas e de barreira
superiores e transparéncia (ALMEIDA et al.,, 2010; FERNANDES et al., 2010;
STEFANESCU; DALY; NEGULESCU, 2012; FALAMRZPOUR; BEHZAD; ZAMANI,
2017). Estas podem ser obtidas de diferentes fontes vegetais e bactérias especificas
(TAOKAEW et al., 2013; WIDIYANTI; JABBAR; RUDYARDJO, 2017; ADEL et al., 2019;
BAGHERI et al., 2019; VENTURA-CRUZ; TECANTE, 2019).

Estudos envolvendo nanofibras de celulose a partir dos residuos do acai ainda séo
escassos. Braga et al. (2021) mostraram que essas estruturas quando adicionadas a matriz de
quitosana conferem melhorias nas propriedades fisicas e mecanicas dos nanoestruturados
dependendo da concentracao de reforgo aplicada.

De igual forma, filmes de quitosana a partir de residuos de camardo de agua doce

ainda sdo limitados. Em se tratando do género Macrobrachium, a literatura destaca as
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espécies M. jelskii e M. rosembergiil, por exemplo (CAMPANA-FILHO et al., 2007; ASSIS,
2009; HENNING, 2009).

Assim, a producdo de filmes nanoestruturados a partir de residuos de camardes do
estuario amazoénico e residuos do acai processados no Amapa apresenta-se como uma
alternativa para reducdo dos impactos gerados pela sua disposicdo incorreta, além de
contribuir para a geragdo de renda ao agregar valores a esses subprodutos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Quitina

O termo quitina ¢ derivado da palavra grega “yrtwv” (Quiton) que significa tdnica ou
cobertura, justamente por fazer parte da estrutura da carapaca de alguns artropodes. Registros
mostram que em 1811, o cientista francés Henri Braconnot isolou quitina a partir de
leveduras. Mais tarde, em 1823, outro cientista francés isolou quitina da carapaga de
caranguejo, sugerindo que esse polissacarideo fazia parte da estrutura do exoesqueleto desses
animais (SALABERRIA; LABIDI; FERNANDES, 2015).

Depois da celulose, a quitina é considerada o polissacarideo mais abundante na
natureza. Contudo, por ter solubilidade limitada em muitos solventes organicos, foi um
recurso subutilizado por muitos anos, em comparagdo a outros polissacarideos
(SALABERRIA; LABIDI; FERNANDES, 2015). Estas duas moléculas apresentam estruturas
similares (Figura 1), com diferencas no grupo presente no C-2. Na quitina, 0 grupo acetamida
(NH-CO-CH3) esta ligado a esse carbono, enquanto que na celulose estd o grupo hidroxila
(OH) (Figura 1) (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016).

Chitin
Figura 1 - Comparacao entre as estruturas das cadeias poliméricas da quitina e da celulose.
Fonte: (PINTO, 2014).

A quitina pode ser encontrada em diferentes fontes na natureza como na matriz
esquelética de invertebrados, como Arthropoda, Amnelida, Mollusca e Coelenterata, em algas
Diatomaceas, e paredes celulares de alguns fungos, como Ascomicetos, Zigomycetes,
Eusomycetes e Deuteromycetos (PINTO, 2014; VIEGAS, 2016).
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Toda quitina produzida comercialmente é obtida a partir de residuos da industria de
processamento de crustaceos (cascas de camardo e carapacgas de caranguejos) em varias partes
do mundo, incluindo os EUA, Japédo e Antartica. O polimero também é produzido em escala
na India, Noruega, Canada, Italia, Poldnia, Chile e Brasil (ANDRADE et al., 2012). A quitina
encontra-se associada a outros materiais, tais como proteinas, materiais inorganicos,
pigmentos e lipideos (PINTO, 2014; RIBEIRO, 2017). Em seu estado puro apresenta-se com
coloracdo branca ou amarelada, sendo também inodora e insipida (HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016).

Os residuos da industria do camardo podem chegar até 50% do volume total da
matéria-prima. Tem-se, portanto, que a reutilizagdo da quitina oriunda do residuos da
industria do pescado € muito importante do ponto de vista ambiental e econémico, uma vez
que elimina os residuos do ambiente e contribui na reducéo do custo final de producdo em até
60%.A parte do camardo comumente utilizada para a extragdo da quitina é o cefalotorax que
apresentam em sua composicdo 15 a 25% de quitina, 40 a 45% de carbonato de célcio e 25 a
40% de proteinas (ANTONINO, 2007; PINTO, 2014).

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas, propriedades e aplicacdes

A quitina é um polissacarideo que consiste em ligacGes glicosidicas de forma linear ou
ramificada entre dois monossacarideos adjacentes 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-glicose, unidos
por ligacOes glicosidicas do tipo B(1->4). A presenca de grupos acetil, amino e hidroxil na
cadeia polissacaridica torna a quitina altamente agregada, devido a formacéo de ligacdes de
hidrogénio intramolecular, tornando-a insolGvel em todos os solventes comuns, como agua,
solventes organicos, solucdes acidas ou basicas (ROY et al., 2017). No entanto, pode ser
solubilizada em alguns solventes, como hexafluoroisopropanol, hexafluoroacetona e
cloroalcoois em conjunto com solugdes aquosas de &cidos minerais e dimetilacetamida
contendo cloreto de litio a 5% (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016).

Trés diferentes polimorfos da quitina podem ser encontrados na natureza, de acordo
com o organismo fornecedor e da fun¢do que desempenham: a-, §- e y- (EL KNIDRI et al.,
2018). Na a-quitina, as cadeias poliméricas estdo dispostas de forma antiparalela, o que
favorece o estabelecimento de numerosas ligacdes inter e intramoleculares, além das ligacoes

inter e intrafolhas, gerando denso empacotamento. Esse tipo de quitina é geralmente isolada
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do exoesqueleto de crusticeos, particularmente de camarbGes e caranguejos, a qual esta
associada a proteinas e materiais inorgénicos (AL SAGHEER et al., 2009).

Na conformacao [, todas as cadeias estdo na mesma direcdo e paralela. A
conformagdo y ¢ uma variante da familia a em que duas cadeias paralelas, adjacentes e
unidirecionais sdo dispostas com uma cadeia direcional oposta (WANG et al., 2013). -
quitina e y-quitina podem ser encontrados em estruturas mais flexiveis e com menor rigidez,
como gladios de lulas e paredes celulares de alguns fungos e leveduras, respectivamente
(CUONG et al., 2016). Na Figura 2 sdo exemplificados os trés diferentes polimorfismos da

quitina.

& &

L L
o-Caitina p-Quitina f-Quitina

Figura 2 - Diferentes conformacdes da estrutura da quitina.
Fonte: Adaptado de Roy et al. (2017).

Dentre as propriedades de interesse desse polissacarideo, estdo sua
biocompatibilidade, biodegrabilidade e bioatividade, que garantem seu uso nas mais
diferentes areas, tais como a agricultura, cosméticos, medicina e tratamento de efluentes.
Wang et al. (2013) analisando as propriedades térmicas e cristalinidade da quitina presente
nas cascas do camardo da Antartica (Euphausia superba) verificaram que o seu potencial de
aplicacdo esta relacionado a sua estrutura cristalina e propriedades térmicas. Visto que essas
macromoléculas possuem grande capacidade de retengdo de agua e forga da interagdo agua-
polimero. As oléculas de 4gua formaram fortes ligacGes de hidrogénio com cadeia de polissacarideo e
eram dificeis de evaporar, conferindo maior estabilidade térmica a quitina (WANG et al., 2013). O
uso industrial da quitina em larga escala é pequeno quando comparado aos da celulose. No
entanto, alguns segmentos do mercado ja aproveitam derivados desta, como a quitosana
(CAMPANA-FILHO et al., 2007).
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2.1.2 Obtencao

A quitina pode ser isolada de diferentes fontes na natureza pelos mais diferentes
métodos. Geralmente, a extracdo desse polissacarideo a partir das cascas de camardo
compreende trés etapas sequenciais de tratamento quimico, a fim de remover substancias
associadas:  desmineralizacdo,  desproteinizagdo e  despigmentacdo/desodorizagdo
(ALCALDE; FONSECA, 2016). O isolamento da quitina do crustaceo requer a remoc¢éo dos
dois principais constituintes da casca, proteinas por desproteinizacdo e carbonato de calcio
inorganico por desmineralizacdo, juntamente com pequenas quantidades de pigmentos e
lipidios que geralmente sdo removidos durante as duas etapas anteriores.

Muitos trabalhos tém descrito a extracdo da quitina sob as mais diversas condicdes
(EL SAGHEER et al., 2009; BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; ZAHEDI;
SAFAEI GHOMI; SHAHBAZI-ALAVI, 2018). A desmineralizacdo e a desproteinizacdo
podem ser realizadas por meio de tratamentos quimicos ou enzimaticos. De acordo com
Younes e Rinaudo (2015), a ordem dos processos pode ser invertida com algum beneficio,
principalmente quando o tratamento enzimatico é considerado. A fermentacdo microbiana
também é empregada, mas, nesse caso, as etapas de desproteinizacdo e desmineralizacdo sdo
processadas simultaneamente.

O maior problema encontrado na extracdo da quitina é seu modo de preparo, pois é
dificil obter quitina com as mesmas caracteristicas da sintetizada anteriormente, como
exemplo, a massa molar e o grau de acetilacdo (ANTONINO, 2007).

A desmineralizacdo ocorre por meio de tratamento acido, com reagentes como &cido
cloridrico (HCI), &cido nitrico (HNOs3), acido sulfuroso (H,SO3), acido acético (CH3;COOH) e
acido formico (HCOOH), sendo o HCI o mais utilizado em diferentes concentracdes
(ANTONINO, 2007; YOUNES; RINAUDO, 2015). Esta etapa é facilmente alcancada porque
envolve a decomposicdo do carbonato de calcio nos sais de célcio sollveis em agua com a

liberacdo do didxido de carbono (Equacéo 1).

2HCl + CaCO; — CaCl, + H,0 + CO, 1 1)

Os tratamentos de desmineralizacdo séo geralmente empiricos e variam com o grau de

mineralizacdo de cada casca, tempo de extracdo, temperatura, tamanho de particula,
concentracdo de &cido e razdo soluto/solvente (YOUNES; RINAUDO, 2015). A
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desproteinizacdo € realizada por meio de solucBes alcalinas, incluindo hidroxido de sddio
(NaOH), carbonato de sédio (Na,COs), bicarbonato de sodio (NaHCOj3), hidréxido de
potassio (KOH), carbonato de potassio (K,COg), hidroxido de calcio (Ca(OH),), sulfito de
sodio (Na,SOs3), bissulfito de sdédio (NaHSOs), bissulfito de célcio (CaHSOs3), fosfato
trissodico (NasPOy4) ou sulfureto de sddio (Na,S). As condigdes reacionais variam em cada
estudo, porém o NaOH é o reagente mais utilizado nessa etapa. O seu uso invariavelmente
resulta em desacetilacdo parcial de quitina e hidrélise do biopolimero, diminuindo seu peso
molecular.

A despigmentacdo consiste na retirada de substancias como astaxantina, contetdo
carotenoide presente na estrutura esquelética de crustaceos (PINTO, 2014; RIBEIRO, 2017).
Esta etapa pode ser realizada por meio de solucBes de permaganto de potassio (KMnQ,),
hipoclorito de sédio (NaClO), diéxido de enxofre (SO;), NaHSO3, Na,SO3; ou perdxido de
hidrogénio (H,0O).

2.1.3 Desacetilacdo da quitina

O grau de desacetilacdo € geralmente definido como a razdo glucosamina/N-
acetilglucosamina, que aumenta a medida que a quitina é convertida em quitosana. A medida
do grau de desacetilagdo (GD) auxilia na definicdo do polimero como quitina ou quitosana.
Quando o GD é superior a 50%a quitina torna-se sollvel em solucdo aquosa &cida e é
chamada de quitosana (ROY et al., 2017).

A quitosana pode ser obtida em diferentes formas, tais como solucdes de viscosidade
controlada, géis, filmes e membranas, microesferas e nanoparticulas(VIEGAS, 2016).
Quitosanas comerciais apresentam GD variando entre 66% e 95%, o que influencia nas suas
propriedades fisico-quimicas e biologicas.Portanto, faz-se necessario sua determinacéo para o
conhecimento do teor dos grupos N-desacetilados e de grupos amino presentes na cadeia
polimérica (CARVALHO, 2017).

A desacetilagdo pode ocorrer por meio do método quimico ou enzimatico. Contudo, 0s
métodos quimicos sdo amplamente utilizados devido ao seu baixo custo e adequacdo a
producdo em massa (YOUNES; RINAUDO, 2015). Neste caso, é utilizada solucdo alcalina,
geralmente NaOH, sob temperaturas elevadas, acima de 100 °C (MOURA, 2014; RIBEIRO,
2017).
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No mecanismo de desacetilacdo (Figura 3), os grupos N-acetila sdo quebrados em
contato com a solucdo alcalina e ocorre a formagédo das unidades de D-glucosamina, as quais
contém grupos aminicos livres. A desacetilacdo é controlada por alguns fatores, tais como a
velocidade da desacetilacdo, a distribuicdo das unidades desacetiladas ao longo da cadeia e a
massa molar. Além disso, a concentracdo alcalina, a relagdo entre quantidade de solucdo e a
quantidade de quitina, o tempo e a temperatura também séo relevantes (MOURA, 2013)

1.0

NaOH ~——

c ‘ NsOH

Figura 3 - Mecanismo de desacetilacdo da quitina por hidrélise alcalina.
Fonte: (RIBEIRO, 2017).

2.2 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo linear que contém copolimeros de D-glucosamina
(unidades desacetiladas) e N-acetil-D-glucosamina (unidades acetiladas) ligadas por ligacdes
glicosidicas B(1->4) (Figura 4). Ela € obtida a partir da desacetilagdo parcial da quitina
(ALVARENGA, 2011; HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016).
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Figura 4 - Estrutura da quitina e quitosana.
Fonte: (Adaptado de Regattieri e Sena e Filho (2016).

As propriedades fisico-quimicas da quitosana dependem da quantidade de grupos
aminos protonados na cadeia polimérica e, portanto, da proporcdo de unidades acetiladas e
ndo-acetiladas de D-glucosamina (ALVARENGA, 2011). Os grupos aminos (pKa de 6.2 a
7.0) sdo completamente protonados em acidos com pKa menor que 6.2, tornando a quitosana
soltvel. Dessa forma, esta é solivel em solugdes acidas diluidas, como &acido acético, nitrico,
cloridrico, percldrico e fosforico. Por outro lado, € insoltvel em &gua, solventes organicos e
bases aquosas (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016).

A presenca de grupos aminos garante a quitosana carga positiva, que em conjunto com
outras propriedades, tais como biodegradabilidade, atoxidade, biocompatibilidade, alto peso
molecular e atividades antimicrobiana e antitumoral, permitem que esta seja utilizada nas
mais diversas areas, tais como industria alimenticia, biotecnologia, tratamento de efluentes,
agricultura, setor farmacéutico e setor biomédico de imobilizacdo enziméatica (ARREBATO et
al., 2010; KUMARI; RATH, 2014).

2.3 Celulose

A celulose é o polimero natural mais abundante na natureza e pode ser sintetizada
portunicados (criaturas marinhas), fungos e bactérias em condi¢bes de cultura especificas,ou
obtida das plantas. Portanto, é uma matéria prima de fonte renovavel, atoxica e relativamente
de baixo custo (GIBSON, 2012; NUNES, 2014). A unidade de repeticdo da celulose é a
celobiose (Figura 5), um dissacarideo representado por duas unidades de anidro-D-glicose

(CH1005) unidas por ligagdo glicosidica B(1-4), com angulos de 180°, que confere rigidez as
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cadeias e as orienta convenientemente para o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio
intramolecular (GIBSON, 2012; NUNES, 2014; PORTELLA, 2018).

-
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unidade de celobiose

Figura 5 - Estrutura molecular da celulose com destaque para sua unidade de repeticéo, a
celobiose.
Fonte: (BORJESSON; WESTMAN, 2015).

As cadeias de celulose sdo essencialmente lineares e contém cerca de 7.000 a 15.000
unidades de mondémetros de glucose. As moléculas de celulose se alinham para formar
microfibrilas, com diametros de cerca de 3-4 nm, as quais possuem regides cristalinas em
maior proporgédo interligadas por regides nédo cristalinas (Figura 6). As microfibrilas,
juntamente com outros materiais ndo celuldsicos, se unem para formar as paredes celulares da
fibra vegetal. Elas reforcam a matriz de hemiceluloses e lignina ou pectina em uma ou mais
camadas, com a fracdo volumétrica e a orientagdo variando em cada uma destas (EICHHORN
et al., 2010; GIBSON, 2012; NUNES, 2014).

As regides cristalinas apresentam elevada ordenacdo, estabilizadas por ligacbes de
hidrogénio intramoleculares, sendo uma area da fibra com maior dificuldade de acesso de
catalisadores em processos hidroliticos. Além disso, conferem rigidez, aumento de densidade
e resisténcia a tracdo as fibras. Ja as regides amorfas apresentam uma estrutura desorganizada,
0 que proporciona acesso facilitado de agentes hidroliticos na desconstrucdo desse material
(SIMPLICIO, 2017; PORTELLA, 2018).
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Figura 6 - Representacdo das estruturas de microfibrilas de celulose.
Fonte: Borjesson e Westman (2015).

2.4 Nanofibras de celulose

A definicdo de nanofibras de celulose ainda é diversa na literatura, visto que ao longo
dos anos tém sido utilizados diferentes termos que descrevem as diferentes escalas de
celulose, bem como os seus métodos de obtencdo (NUNES, 2014).

A celulose microfibrilada (MFC-microfibrilated celulose) ou microfibrilas e NFC
(nanofibrillated celulose) ou nanofibras sdo obtidas pelo método mecanico e apresentam uma
de suas dimensfes inferiores a 100 nm, requisito necessario para serem considerados
materiais nanométricos (NUNES, 2014). Outra literatura, definiu nanofibras de celulose
obtidas por desintegracdo mecanica como materiais com diametro compreendido entre 5 e 20
nm e comprimento entre 2 e 10 um (SEHAQUI et al., 2011).

Nanofibrila de celulose é outro termo utilizado para estruturas obtidas por um por
meio de um processo mecanico de desintegracdo da celulose. Este processo ocasiona um
aumento da superficie externa, possibilitando uma maior area de contato e maior capacidade
de gerar fortes ligages de hidrogénio entre as microfibrilas da parede celular, produzindo um
material com alta resisténcia. Outros termos como nanowhiskers, nanocristais, cristais de
celulose ou apenas whiskersreferem-se asnanoparticulas de celulose hidrolisadas em
condi¢Bes controladas que levam a formagdo de estruturas altamente cristalinas. Essas
estruturas sdo obtidas por meio de hidrélise &cida (NUNES, 2014; POTULSKI et al.,2016).
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As nanofibras obtidas pelo método mecénico ou quimico apresentam caracteristicas
distintas em virtude da sua fonte de celulose, visto que as dimens6es das fibras, composicgéo e
estrutura da parede celular e o percentual de celulose, hemiceluloses e lignina variam entre
espeécies vegetais (SEHAQUI et al., 2011; NUNES, 2014).

A celulose nanofibrilada é um material com as caracteristicas ja mencionadas, além de
ecologicamente correto e renovavel. Além do mais, as fontes das quais podem ser obtidas sdo
de baixo custo e alta disponibilidade na natureza. As principais caracteristicas de interesse das
nanofibras de celulose é sua elevada area especifica e excelentes propriedades mecanicas.
Além do mais, quando incorporada a outras matrizes garante melhorias das suas propriedades
fisicas e mecanicas (DENG; JUNG; ZHAO, 2017; GOUW et al., 2017; AHMADI et al.,
2019).

A abundancia de aplicacbes e possiveis variacBes nas propriedades dos materiais em
que a celulose nanofibrilada € aplicada justificam o interesse cada vez maior em estudos que
proporcionem o conhecimento das principais propriedades e caracteristicas deste tipo de
nanocelulose (POTULSKI et al., 2016).

2.5 Biocompdsitos e filmes a base de polissacarideos

Compositos sdo materiais constituidos por uma fase continua denominada matriz (que
pode ser metalica, ceramica ou polimérica) e por uma fase descontinua denominada fase
dispersa (fibras continuas, fibras picadas ou particulas), as quais conferem propriedades
mecanicas, térmicas, elétricase Opticas diferenciadas a matriz (MORAES, 2010). Estes
materiais tendem a apresentar caracteristicas melhoradas em relagdo aos seus constituintes
originais (BRAGA, 2019). Dependendo do tipo de refor¢o, os compdsitos classificam-se em:
fibrosos (composto de fibras na matriz), laminares (composto por camadas de materiais) e
particulados (composto de particulas em uma matriz) (GEHLEN, 2014). Quando um dos
componentes dos compdsitos apresenta pelo menos uma de suas dimensdes na escala
manométrica, o material passa a ser considerado como nanocomposito. Desta forma,
nanocompositos sdo materiais hibridos, cujo reforco apresentaelevada area superficial,
resultando em intensa interagdo com amatriz (ASSIS et al., 2012).

Os filmes poliméricos sofrem degradacdo pela acdo de micro-organismos.
Caracterizam-se por serem materiais de fina espessura, preparados a partir de macromoléculas
biolégicas, que agem como barreira a elementos externos (umidade, gases e 6leos),

protegendo produtos embalados e aumentando sua vida de prateleira. Adicionalmente, podem
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carregar compostos antimicrobianos e antioxidantes, sendo denominados filmes ativos
(ASSIS, 2009; SILVA, 2009; UGALDE, 2014).

Existem diversas técnicas para a deposicao de filmes como dip-coatinge spin-coatinge
casting. A técnica de castingé baseada no espalhamento da solucdo precursora da amostra
sobre um substrato (geralmente uma placa de vidro), sendo a mais utilizada em escala
laboratorial. Contudo, a producéo de filmes a partir de casting continuo mostrou que os filmes
obtidos apresentaram propriedades fisicas, mecénicas e térmicas (CLARO et al., 2019). No
casting em escala laboratorial, a espessura do filme exige bastante atencéo, visto que a ela é
diretamente dependente da viscosidade da solucéo (VIEGAS, 2016).

Dentre os diversos polimeros naturais que podem ser utilizados na producéo de filmes
estdo os lipideos, proteinas e polissacarideos (TRINDADE et al., 2011). Sua elaboragédo
envolve a utilizacdo de diversos componentes, cada qual com sua finalidade especifica
(MARGARITA; RITA; MENEGALLI, 2011; UGALDE, 2014).

Os filmes obtidos a partir de polissacarideos de alto peso molecular sdo classificados
em trés categorias (Figura 7) baseados na natureza de seus componentes: em hidrocol6ides
(polissacarideos, proteinas), lipideos (&cidos graxos, ceras) ou compositos (combinacdo de

substancias a partir de dois polissacarideos, por exemplo) (PAGNO, 2016).
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Figura 7 - Biopolimeros de ocorréncia natural.
Fonte: (Adaptado de UGALDE, 2014).
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De acordo com Viégas (2016), o maior desafio no uso dos filmes sustentaveis é que
eles mantenham a mesma qualidade dos filmes sintéticos, no que se refere as caracteristicas
mecanicas e de barreira. A sua funcionalidade e desempenho dependem, entre outras, de suas
propriedades Gticas, térmicas e microestruturas, as quais dependem da composicao e do seu
processo de formacdo (PELISSARI, 2009).

Dentre os varios materiais disponiveis para a formacdo de filmes biodegradaveis,
aquitosana tem recebido atencdo especial em funcéo das excelentes propriedades de formacao
de gel, capacidade filmogénica e boa barreira ao oxigénio e didxido de carbono (PELISSARI,
2009; CARVALHO, 2017). Somada a estas propriedades, 0 seu uso promissor se consolida na
formulagdo de revestimentos para alimentos, devido a sua atividade antimicrobiana e suas
caracteristicas de atoxicidade (VIEGAS, 2016).

Alguns estudos tém sugerido 0 uso da quitosana como revestimento de frutos a fim de
prolongar seu tempo de prateleira, seja na forma isolada ou misturada com bactericidas (CE,
2009; PAGNO, 2016) , producdo de filmes nanoestrturados utilizados para revestimento e
conservacao de alimentos industrializados (UGALDE 2014).

Filmes de quitosana podem ser misturados a outras matrizes a melhorar suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Desta forma, filmes de quitosana com reforco de
nanofibras de celulose se apresentam como uma boa alternativa para producdo de
biocompositos, em razdo das caracteristicas semelhantes da cadeia polimérica desses
polissacarideos, fazendo com que a matriz polimérica e a carga interajam positivamente
(CARVALHO, 2017).

2.6 Residuos da pesca e agroflorestais

A aquicultura, criacdo de animais aquaticos (peixes, moluscos e crustaceos) e algas
marinhas, é o setor de producdo de alimentos que mais cresce no mundo, com uma taxa de
crescimento anual média de 5,8% durante o periodo de 2000 a 2016 (FAO, 2018). Contudo,
ha grande preocupacdo no que se refere a sustentabilidade dessa atividade, umas vez que sdo
geradas grandes quantidades de residuo, tanto pela pratica de cultivo, quanto pelo pés-
processamento do pescado (CHOPIN et al., 2012; AHMED; THOMPSON, 2019).

Cerca de 45% dos frutos do mar processados sdo constituidos por camardo, cujos
residuos sdo compostos pelo exoesqueleto, cefalotdrax, cauda e carapaca, e representam 48-
56% da massa da matéria-prima (GORTARI; HOURS, 2013). Esses residuos podem ser
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reaproveitados de diferentes formas, incluindo: producdo de ragdo animal (CUNHA et al.,
2006); fertilizantes ou adubos organicos, aproveitamento de compostos bioativos maior valor
agregado por meio de técnicas de biorrefinaria, tais como proteinas, astaxantinas, quitina e
quitosana (SEABRA et al., 2014; ANEESH et al., 2020).

A principal parte do camardo utilizada para o isolamento da quitina é o cefalotorax,
que € composto em média de 25-40% de proteinas, 40-45% de carbonato de célcio e 15-20%
de quitina (PINTO, 2014). Contudo, esses valores podem variarem funcdo do organismo e da
sazonalidade do ecossistema em que estdo inseridos (RIBEIRO, 2017).

No estado do Amapa, os residuos da pesca do camardo sdo subutilizados e
apresentam-se como causadores de problemas ambientais e sanitarios. No estado, ndo ha
producdo advinda da aquicultura ou pesca industrial. Os recursos pesqueiros sdo provenientes
da pesca artesanal no estuario amazonico por comunidades e povos tradicionais que residem
naquela regido (FUNDO VALE, 2018). Os pescados séo distribuidos, por intermediarios, em
bares, restaurantes, feiras livres, comércios e aos consumidores finais (LIMA; SANTOS,
2014).

De acordo com Lima e Santos (2015), em 2014, a massa total de camardo
comercializado nas feiras de Macapa e Santana foi de aproximadamente 312 toneladas,
somando as formas vendidas in natura e salgadas. As espécies de maior interesse econdmico
para o0 estado sdo o camardo-da-Amazonia (Macrobachiumamazonicum HELLER, 1862) e o
camardo pitu (Macrobrachiumcarcinus). Outras espécies, como M. surinamicum e
Acetusamericanus (camarao aviu) sdo comercializados em menores quantidades, sendo que o
primeiro é vendido como fauna acompanhante do M. amazonicum.

Além dos residuos da pesca, a geracdo de residuos provenientes da biomassa
agroflorestal, por exemplo, residuos do processamento do acai, podem causar problemas
socioambientais, como 0 assoreamento e a contaminagdo dos cursos d’agua e poluigdo do ar
durante a sua queima a céu aberto.

Compostos principalmente por carocos envoltos de fibras lignoceluldsicas, estes
residuos tém sido subaproveitados. Contudo, 0s novos avancos no campo da tecnologia
favorecem fortemente o uso de celulose descartada na produgdo de nanofibras e no
desenvolvimento de novos materiais (BUFALINO et al., 2015).

Os residuos do processamento do acai possuem grande potencial na aplicacdo como
reforco de compositos, pois apresentam vantagens no que se refere a resisténcia fisica e
mecanica, além da possibilidade de desenvolver produtos mais leves de baixo custo e menor
densidade (ALMEIDA et al., 2017; BRAGA et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver filmes nanoestruturados baseados em matriz de quitosana provenientes
da casca de camardo de duas espécies da Amazonia (M. amazonicum e M. carcinus)
reforgados com nanofibrilas de celulose (CNF) extraidas do mesocarpo do caroco do agai com
propriedades adequadas para aplicacdes de revestimento.

3.2 Especificos

e Verificar qual dentre as espécies de camardo testadas geram quitosana com maior grau
de desacetilacdo e em maior rendimento;

e Avaliar a influéncia das diferentes concentracdes de nanofibrilas de celulose (CNF)
provenientes do residuo do acai na qualidade de compdsitos a base de quitosana
isolada de duas espécies de camardao, em comparacdo com filmes compostos 100% de

nanofibrilas de acai e 100% de matriz de quitosana néo reforcada.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencéo, pré-tratamento e caracterizacdo dos residuos do camarao

A quitina foi isolada a partir das cascas dos camardes das espécies M. amazonicum
(Figura 8a), conhecido popularmente na regido como camardo-da-Amazonia, e M. carcinus,
camarao Pitu (Figura 8b),oriundos do Distrito do Bailique. As amostras foram obtidas na

Feira do Agricultor do Perpétuo Socorro, na cidade de Macapa-AP.

Figura 8 - (a) M. amazonicum; (b) M. carcinus frescos.

As partes selecionadas para o isolamento da quitina foram as cascas do cefalotérax e
do abddmen (Figura 9).

Cefalotdrax

Abddmen

Figura 9 - Partes do camardo utilizadas para o isolamento da quitina.
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As porcBes comestiveis e ndo comestiveis dos camarfes foram separadas
manualmente (Figura 10) e os residuos foram quantificados de acordo com as Equacbes 2 a 5

e os resultados dados em porcentagem.

porgho comestihwel | Cefalondra ¢ abddsnen S poe o comestivel Celalotdrax ¢ sbddeoen

Canimm ) CanCmn

Figura 10 - Partes dos camardes (a) M. amazonicum e (b) M. carcinus separadas para
quantificacdo dos residuos.

PNC = % %100 (2)
PC = 100% — PNC 3
PEX = 224100 (4)
REJ = PNC — PEX ®)

Em que, PNC ¢é a porcao ndo comestivel (%); Mt é a massa total (g); Mc é a massa da
porcdo comestivel (g); PC é a porcdo comestivel (%); PEX representa as partes do
exoesqueleto utilizada para isolamento da quitina (%) e REJ é porcdo de rejeito (%),

composto por pernas, caudas, garras e cabecas.
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As cascas foram lavadas em &gua corrente para retirada de residuos presentes, seguida
da lavagem com &gua deionizada e secas em estufa de secagem a 60 °C por 24 h. As amostras
secas (Figura 11a) foram moidas em moinho analitico IKA® A1l Basic (Figura 11b) e
submetidas a separacdo granulométrica com auxilio de peneiras em ago inoxidavel (Figura
11c). O material retido na peneira de malha de 250 pum foi selecionado para dar andamento as

demais etapas de isolamento da quitina.

Figura 11 - Etapa de pré-tratamento. (a) cascas secas; (b) equipamento utilizado na moagem
das amostras e (c) separacao granulométrica das cascas secas.

41.1 Desmineralizacéo

As cascas moidas foram desmineralizadas em solucdo de acido cloridrico (HCI) a
1,0 mol.L™. O processo foi conduzido sob aquecimento a 80 °C e agitagdo constante 120 rpm
(Figura 12). A razdo entre a massa de cascas dos camardes e volume de solucdo foi de 1:20
(m/v). O tempo de reacdo para remocao dos minerais foi de 2 h. Apos esse periodo, a mistura

foi filtrada, lavada com agua deionizada até pH neutro e seca em estufa 60 °C durante 24 h.
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Figura 12 - Desmineralizacao das cascas do (a) M. amazonicum e (b) M. carcinus.

A umidade e o teor de cinzas das cascas brutas e demineralizadas foram determinadas
de acordo com Mohanet al. (2018), com adaptacdes. Para cada espécie, 0,5 g de material seco
foi adicionado em cadinhos de porcelana e submetidos a combustdo em forno mufla
(NOVATECNICA NT 380) a 600 °C por 8 h. A quantidade de minerais, representada pelo
teor de cinzas remanescentes (Equacdo 6), foi dada em porcentagem. Para determinacdo da
umidade, 0,5 g de amostra foram secas em estufa a 130 °C por 2 h e o resultado foi dado em
porcentagem.

CR (%) _ massa cinzas (g) + 100 (6)

massa de amostra seca (g)

4.1.2 Desproteinizacao

Para a remocdo das proteinas, as amostras desmineralizadas foram tratadas com
solugdo de NaOH na concentracdo de 1,0 mol.L™". O processo foi conduzido sob agitagdo e
temperatura constantes, 120 rpm e 80 °C, respectivamente, por um periodo de 3 h (Figura
13a). A razdo entre massa de amostra desmineralizada e solucéo alcalina foi de 1:20 (m/v).
Passado o tempo de reacdo, a mistura (Figura 13b) foi filtrada, lavada com &gua deionizada
até pH neutro (Figura 13c) e seca em estufa a 60 °C durante 24 h.
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Figura 13 - Desproteinizacdo das cascas M. amazonicum; (b) amostras apds a
desmineralizacéo; (c) amostras filtradas e lavadas.

4.1.3 Despigmentacédo

A despigmentacdo da quitina foi realizada por reacdo em solugdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 35%. A razdo de solido/solucdo foi de 1:40 (m/v). O processo foi
conduzido sob agitacdo constante (120 rpm) e temperatura ambiente (25 °C) por um periodo
de 3 h (Figura 14). Em seguida, a mistura foi lavada com agua deionizada até a neutralidade

(pH 7) e seca em estufa a 60 °C por 24 h.

Figura 14 - Despigmentagdo da quitina.
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4.1.4 Extracéo da quitosana

A quitosana foi obtida por meio da desacetilacdo da quitina. Para tal, seguiu-se a
metodologia proposta por Tokatli e Demirdovén (2017) com adaptagdes. O material seco
obtido apds a despigmentacdo foi suspenso em solucdo de NaOH a 40% (Figura 15) na
proporcao de 1:20 (m/v). O processo foi conduzido a temperatura de 105 °C e agitacdo
constante de 120 rpm durante 4 h. Em seguida, o material foi filtrado, lavado com agua

deionizada até pH neutro e seco em estufa a 60 °C durante 24 h.

Figura 15 - Desacetilacdo da quitina durante a primeira (a), segunda (b), terceira (c) e quarta
(d) hora de reagéo.

4.2 Caracterizacao da quitosana

4.2.1 Grau médio de desacetilacédo

O grau de desacetilagdo da quitosana foi determinado de acordo com Garcia et al.
(2020), com adaptagGes. Amostras em triplicatas de 200 mg foram dissolvidas em solugéo
padronizada de 4cido cloridrico (HCI) a 0,05 mol.L™. A mistura foi titulada com solugo
padronizada de hidréxido de sédio (NaOH) a 0,099 mol.L™* a 25 °C. A coleta dos dados
titulométricos foi realizada através de um pHmetro (EVEN PHS-3E) para obtencdo da curva
tipica de titulagio potenciométrica. O grau médio de desacetilagio (GD) foi determinado de

acordo com a Equacéo 8.

m

@ — (161,16X(V2—V1)XMN30H) + 100 (8)
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Em que, GD ¢é o grau médio de desacetilacdo (%); 161,16 é a massa molar média da
unidade de repeticdo do polimero (constante igual a 161,16 gmol™);V; o volume em mL de
titulante necessario para neutralizacdo do acido cloridrico;V, o volume em mL de titulante
gasto para neutralizar os grupos amino acidos (NHs") presentes no polimero;(V. — V1) 0
volume obtido entre os dois pontos de equivaléncia na curva de titulacdo; Mpaon ¢ @

molaridade da solucdo de NaOH (titulante) e m é a massa em miligramas da amostra;

A validacéo estatistica dos dados foi realizada por meio do estudo das derivadas das
curvas de titulacdo. A proje¢do dos pontos obtidos na primeira derivada (ApH/AV),
relacionando varia¢des de pH (ApH) e de volume de titulante (AV) foi avaliada pela formagao
de picos, em que 0s maiores picos apontam para os pontos de equivaléncia (Vi e V),
evidenciando, assim, os resultados com maior precisdo. A projecdo dos pontos obtidos na
segunda derivada da curva, que relaciona a variagdo da primeira derivada [A(ApH/AV)],
permite confirmar os pontos de equivaléncia (GARCIA et al., 2020).

4.3 Obtencdo das fibras do residuo do acai

O residuo do acai (Figura 16b) foi obtido logo apds o processo de despolpa do fruto
(Figura 16a) em um estabelecimento comercial localizado no municipio de Ananindeua, Para
(1°22°18”S 48°24°32”W), e transportado para a Universidade Federal Rural da Amazdnia em
saco plastico de 30 kg. O material foi lavado em agua corrente e seco em condic¢des naturais
(Figura 16c) para remocdo manual das fibras aderidas a superficie dos carogos, no

Laboratdrio de Tecnologia de Produtos Florestais.

Figura 16 - Despolpamento do a) fruto do acai, e residuos b) contendo restos de polpa e
C) apos serem lavados.
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4.4 Tratamentos quimicos das fibras do acai

O procedimento foi realizado segundo Braga et al. (2021). As fibras naturais (Figura
17a) foram mantidas imersas em agua deionizada durante 24 h, antes de iniciar o tratamento
alcalino. O tratamento foi realizado em uma solu¢do aquosa de NaOH a 5% (m:m), sob
agitacdo mecanica a 2600 rpm, com uma proporcao de 1:100 (g fibras/mL de solugdo). Ao
atingir temperatura de 80 °C, as fibras foram adicionadas a solucdo aquosa e ficaram sob
agitacdo por 2 h (Figura 17b). Apoés finalizagdo do processo e alcance da temperatura
ambiente, as fibras foram lavadas com agua deionizada até atingirem pH neutro. Retirou-se o
excesso de agua contido nas fibras para que fossem embaladas a vacuo e armazenadas em
geladeira.

Em seguida, foi determinada a umidade de uma pequena amostra de fibras para
descontar a massa de agua e iniciar o branqueamento, que foi realizado duas vezes. A
proporcao utilizada foi de 1g de fibras alcalinizadas para 80 ml de solucdo 24 % H,0, e 4 %
NaOH, a uma temperatura de 60 °C, agitando durante 3 h (Figura 17c). As fibras branqueadas

foram lavadas com &gua deionizada até pH neutro.

Figura 17 - Modificacdo das fibras lignoceluldsicas a) in natura, por meio da b) alcalinizacdo e
C) brangueamento.
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4.5 Producédo dos filmes de celulose, quitosana e biocompdsitos

45.1 Producéo de celulose nanofibrilada e filmes puros derivados

Para a preparacdo da suspensdo de celulose nanofibriladas (CNF) foram adicionados
36,5526 g de fibras branqueadas em 3 909 mL de agua destilada. A mistura foi submetida a
agitacdo mecanica a 700 rpm durante 1 h ao dia por trés dias consecutivos em intervalos de
24 h.

Em seguida, a mistura passou por um processo mecanico de fibrilacdo para obtencéo
das nanofibrilas de celulose, utilizando um moinho Super Mass Colloider Grinder (Masuko
Sangyo MKCAG6-2, Figura 18a), com rotacdo do disco inferior de 1500 rpm e 5 passagens

pelo equipamento, formando uma suspensao com concentracdo de 0,9% de CNF (Figura 18b).

Figura 18 - (a) Producdo de nanofibrilas de celulose em moinho grinder. (b)
Suspensad de nanofibrilas de celulose.

A suspenséo foi pesada e vertida em placas de Petri de poliestireno cristal a fim de
alcancar a gramatura pré-definida, 15,67 g.cm™, que foi calculada de acordo com Magalhées e
Claro (2018). As amostras foram colocadas em uma capela a temperatura ambiente (25+4 °C)
até a secagem dos filmes. Estes foram entdo armazenados em um recipiente hermético até

serem utilizados nas analises posteriores.
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45.2 Preparacao dos filmes de quitosana puro

Os filmes de quitosana foram preparados de acordo com Viégas (2016). 1 g de
quitosana foi dissolvido em 100 mL de acido acético a 1%. A solucdo ficou mantida sob
agitacdo constante a 200 rpm durante 2 h com o auxilio de um agitador mecéanico (Fisatom
713D) (Figura 19a). O processo foi conduzido em temperatura ambiente.

A solucéo filmogénica foi pesada e vertida em placas de Petri de poliestireno cristal
(Figura 19b) a fim de alcancar a gramatura pré-definida. As placas foram armazenadas na

capela até completa volatilizacdo do solvente.

Figura 19 - (a) Preparacdo da solucdo filmogénica. (b) Determinacdo da massa da solugédo
nas placas para preparo dos filmes.

45.3 Preparacéo dos filmes nanoestrturados

Os filmes nanoestruturados de quitosana/CNF foram produzidos a partir da suspensao
de nanofibrilas incorporadas a solucdo de quitosana em diferentes concentracdes, 0,50%,
1,00% e 2,00% (m/m), em relacdo a massa de quitosana seca.

Primeiramente, preparou-se a solucdo filmogeénica de quitosana 1%, conforme descrito
no topico anterior. A suspensdo de CNF foi incorporada a solucdo, que ficou mantida sob
agitacdo constante (200 rpm) por mais 30 min, totalizando 2 h e meia de agitacdo. A solugéo
foi pesada e vertida em placas de Petri de poliestireno cristal a fim de alcancar a gramatura
pré-definida. Diferentes formulacdes de compdsitos foram preparadas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Formulagdes dos filmes puros e nanoestruturados.

0,
Filmes Origem da quitosana Teor g: ;:(gil: (%) Tipo do filme
CNF - 100% 100% CNF
QMA M. amazonicum 0% 0 .
QMC M. carcinus 0% 100% Quitosana
QMA_CNFO05 0,50%
QMA_CNF1 M. amazonicum 1,00%
QMA_CNF2 2,00% Biocompdsito
OMC_CNF05 0,50% P
QMC_CNF1 M. carcinus 1,00%
QMC_CNF2 2,00%

As placas foram mantidas na capela a temperatura ambiente (3015 °C) (Figura 20) até

completa volatilizacdo do solvente, que durou em torno de 4 a 6 dias.

Figura 20 - Secagem dos filmes em capela.

4.6 Caracterizacao dos filmes
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46.1 Anélise Microestrutural por Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Para a analise de microestrutura, amostras da superficie dos filmes foram montados
em fitas de carbono e visualizados com microscopio eletrénico de varredura modelo
HITACHI — TM3030PLUS pertencente ao Laboratério de Pesquisa em Farmacos do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — UNIFAP, em uma voltagem acelerada de
20 kV.

4.6.2 Microscopia de Forca Atbmica — AFM

As caracteristicas da superficie dos filmes foram estudadas através de AFM, modelo
EasyScan 2 controler AFM & STM (nanosurf, Suica) em modo Tapping, com varredura de
256x256 pixels em uma area de 50 um?. O cantilever era do mesmo material, com constante
elastica e frequéncia de ressonancia de 48 N.m™ ' e 190 kHz, respectivamente. As varreduras
foram realizadas com umidade relativa de 45% a 23 + 2 °C. Filmes (~1,0 cm? de tamanho)
foram fixados no porta-amostras com fita adesiva dupla-face, e quatro areas escolhidas
aleatoriamente (50 um?) de cada filme foram avaliadas.

Depois de gerar as imagens topograficas, as matrizes de altura, raiz quadrada média
(RMS) rugosidade (Sq), rugosidade média (Sa), curtose (Sku) e assimetria (Ssk) foram
calculadas usando o software WSxM.

4.6.3 Medidas de Espessura dos Filmes
Os filmes foram cortados em tiras de 1,00 cm de largura por 7,50 cm de comprimento.
As espessuras foram obtidas com um micrémetro digital Mitutoyo (Maxitools Prestacdo de

Servicos em Metrologia Ltda®, Brasil), operando na faixa de 0 a 25 mm e com resolucdo de

0,001 mm.Foram realizadas medidas em trés regides das tiras e valor médio foi calculado.

4.6.4 Taxa de Permeabilidade e Permeabilidade ao Vapor D agua
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A taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA) e a permeabilidade ao vapor
d’agua (PVA) foram determinadas por pardmetros gravimétricos de acordo com a Norma
ASTM E96-00 (2000) e Braga et al. (2021).

As capsulas de permeabilidade foram adaptadas a partir de frascos de vidro tubular
com vedacdo na tampa. Os frascos possuiam dimensbes de 1,5cm de diametro na parte
superior e 2,0 cm na parte inferior e 7,0 cm de comprimento (Figura 21a) e foram preenchidos
com silica gel até completar 3/4 do seu volume (Figura 21b). Foram feitas aberturas circulares
nas tampas de 1,24 cm de diametro para que o filme pudesse manter contato com as partes

externa e interna as capsulas.

Figura 21 - Cépsulas utilizadas para o ensaio de TPVA e PVA.

Os corpos de provas utilizados possuiam 1,5cm de didmetro e foram fixados na
abertura circular das capsulas de permeabilidade, de modo a garantir que a migracdo de
umidade ocorresse exclusivamente através do filme (Figura 22). O sistema foi introduzido em

um dessecador a temperatura ambiente (2512 °C) contendo 800 mL de agua deionizada.
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Figura 22 - Ensaio de TPVA e PVA nos filmes.

Para a atmosfera em contato com a parte inferior do filme, foi definida a umidade
relativa do ar em torno de 75%, enquanto que na parte superior do filme, igual a 0%. O ensaio
para cada formulacdo foi realizado em triplicata para as quais foram realizadas pesagens
sucessivas a cada 24 h durante 7 dias.

O ganho de massa (m) foi representado graficamente em funcéo do tempo de analise
(t), determinando-se o coeficiente angular (m/t) e calculando-se a taxa de permeacéo ao vapor

de 4gua (TPVA), através da Equacéo 9:

TPVA = 22 9)

tA

Em que, m/t é o coeficiente angular da reta (g 4gua.s™) e A é a &rea de permeacéo da

amostra (m?).

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) foi determinada conforme a Equacao 10.

TPVA e
PVA = SRR (10)
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Em que, e é a espessura média da amostra (m); ps € a pressao de saturacdo de vapor de
agua a temperatura do ensaio (Pa); UR; é a umidade relativa da cdmara (%); UR; é a umidade
relativa no interior da capsula (%); PVA ¢é a permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes

(g.mm.m?2.d™* kPal).

A pressdo de saturacdo foi calculada de acordo com a equacao de Tetens (Equacao
11).

17,3.T )

ps (KPa) = 0,6108 x e(237'3+T (11)

Onde, T é a temperatura do ambiente em que foi conduzido o experimento (°C).
4.6.5 Absorcao de Agua

O ensaio de absorcéo de agua foi realizado conforme a Norma ASTM E104-02 (2002).
Corpos de prova de 3,0 cm de diametro foram previamente secos em estufa a 70 °C por 24 h e
suas massas determinadas em balanca analitica com 0,0001 g de precisdo. As amostras foram
mantidas em dessecador com umidade relativa de 100% a temperatura de 25 °C.

As amostras foram pesadas em intervalos de tempo de 1, 2, 3, 24, 48, 72 e 96 h. A

quantidade de &gua absorvida foi calculada de acordo com a Equag&o 12.

my—

AA = PT84 100 (12)

Onde, AA é a quantidade de agua absorvida pelo filme (%); m, é a massa do filme

umido (g) e msé a massa do filme seco (Q).
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4.6.6 Solubilidade em Agua

A solubilidade em &gua dos filmes foi realizada conforme Braga et al. (2021), com
adaptacdes. Foram utilizados corpos de provas de 2,0 cm de didmetro, previamente secos em
estufa, a 55 °C durante 24 h e suas massas determinadas em balanca analitica com 0,0001 g
de preciséo.

Os corpos de prova foram alocados em tubos Falcon de 50 mL e preenchidos com
50 mL de agua deionizada, nos quais permaneceram por 24 h. Os frascos foram colocados na
posicao vertical (Figura 23a) e agitados ocasionalmente de forma manual. Passado o tempo de
permanéncia em &gua, as amostras foram filtradas em cadinhos porosos N° 2 de 30 mL
(Figura 23b) previamente secos em estufa a 100+5 °C durante 24 h e suas massas pré-

definidas em balanca analitica com 0,0001 g de precisé&o.

Figura 23 - (a) Ensaio de solubilidade em agua dos filmes. (b) Filtragem das amostras ap6s a
solubilizagdo em &gua.

O conjunto foi levado a estufa para secagem a uma temperatura de 100 °C por 24 h
para posterior quantificacdo da massa retida em cada cadinho. A solubilidade dos filmes foi

expressa em percentual de massa solubilizada em relagdo a massa inicial (Equagéo 12).

Ma~Ms . 100 (13)
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Em que, S é a solubilidade dos filmes (%); md é a massa seca dos filmes (g) e ms é a

massa que ndo foi solubilizada (g).

4.6.7 Resisténcia a Tracdo e Modulo de Young

Foi considerada a norma ASTM D882-02 (2002), que atende a determinacdo de
propriedades mecénicas de plasticos na forma de filmes com espessura inferior a 1,0 mm.
Neste ensaio, 0 corpo de prova, preso a duas garras pelas extremidades, foi alongado a
velocidade constante até a sua ruptura, sendo registrada a forca que o material ofereceu a essa
deformacéo.

Para isso, foram cortadas tiras retangulares dos filmes de 75 mm de comprimento e
10 mm de largura, sendo mantidas em umidade controlada a temperatura de 23 + 2 °C durante
por 40 h antes da realizacdo do ensaio. Dez corpos de prova de cada filme foram utilizados
para a realizacdo deste ensaio mecanico. Os testes mecénicos foram realizados em uma
maquina universal de ensaios modelo DL2000 (EMIC, Parana, Brasil), no modo de tracéo,
sendo utilizada uma célula de carga de 500 N, taxa de deformacdo de 10 mm/min e distancia

entre garras de 25 mm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e caracterizacdo da quitosana

Na quantificacdo dos componentes estruturais entre as duas espécies, maiores
contribuicbes de residuos (caudas, pernas, cabeca) foram observadas para espécie M.
carcinus, em torno de 70% da massa do camardo. Contudo, ambas as espécies apresentam
mais residuo em sua composicdo do que a fracdo comestivel, ressaltando a importancia

econdmica e industrial do seu reaproveitamento (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantificacdo das por¢des comestiveis e residuos das cascas dos camaroes.

. Percentual (%
Constituinte (%)

M. amazonicum M. carcinus
Porcdo comestivel (carne) 41,20 25,79
Exoesqueleto 11,44 14,60
Rejeito 47,36 59,61
Total de residuos 58,80 74,21

Costa (2015) encontrou valores da porcdo comestivel para o0 M. amazonicum em torno
de 31,65%. De acordo com Moura (2014), a maior parte do camardo, 60 a 70%, sdo
residuosndao comestiveis. Portanto, M. amazonicum e M. carcinus se destacam pela pouca e
alta producdo de residuos, respectivamente, em relacdo a outras espécies de camardo
investigadas na literatura.

A comercializacdo do camardo na regido metropolitana de Macapa (Feiras de Macapa
e Santana) chegou a aproximadamente 402 toneladas no ano de 2015, segundo o
levantamento de Lima e Santos (2015). Isso representa aproximadamente 265 toneladas de
residuos, o0s quais sdo causadores de problemas ambientais e sanitarios, devido ao seu descarte
de forma incorreta.

A espécie M. carcinus foi a que gerou maiores quantidades de residuos. No entanto, a
espéecie M. amazonicum € a mais explorada economicamente no estado do Amapa. Os precos
médios de venda praticados nas feiras do estado variam de acordo com o tipo de
processamento, tamanho e época do ano. Contudo, 0 M. amazonicum é comercializado com
valores inferiores ao M. carcinus. Independente desses fatores, seu valor varia de R$ 5,00 a

R$ 18,00 no periodo de safra, enquanto no periodo de entressafra esses valores ficam entre R$



45

8,00 e R$ 25,00. O M. carcinus no periodo de safra é encontrado de R$ 25,00 a R$ 35,00 o
kg. Enquanto no periodo de entressafra esses valores podem chegar até R$ 50,00 por kg de
camarao (LIMA; SANTOS, 2015).

Os teores de minerais presentes nas cascas foram proximos para as duas espécies. A
maior parte da composi¢do mineral das cascas dos camardes é carbonato de calcio. Outros
elementos podem ser encontrados em menores quantidades. Contudo, considera-se que 0s
teores minerais sejam oriundos deste sal. Com isso, tem-se que os teores de carbonato de
calcio presentes nas cascas das duas amostras estdo de acordo com o descrito na literatura
(Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacdo das cascas brutas de outros camardes da literatura (valores médios).

Proteinas  Quitina

-~ 0 A
Espécie CaCO3(%) (%) (%) Referéncia
M. amazonicum 42,26%4,73 - - Neste estudo
M. carcinus 42,53+1,69 - - Neste estudo

. Al Sagheer et al.
P. semisulcatus 52,03 28,84 19,13 (2008)

. Al Sagheer et al.
M. affinis 45,66 37,59 16,75 (2008)
P. longirostris 20,00 40,00 24,00 Benhabiles et al. (2012)
Parapenaeuslongirostris 25,06 29,23 26,98 Arbia et al. (2013)
Penaeusdurarum 42,26 34,02 23,72 Abdou et al. (2008)
M. amazonicum 32,03 56,61 - Pinto (2014)

As cascas dos camardes sdo compostas por 25 a 40% de minerais, dos quais a maioria
é carbonato de célcio, 25 a 40% de proteinas e 15 a 20% de quitina (ASSIS; STAMFORD;
STAMFORD, 2008; ABDEL-RAHMAN et al., 2015).A espécie que apresentou composicado
mineral mais semelhante as deste estudo foi a Penaeusdurarum. Pinto (2014), por outro lado,
encontrou valores superiores nas cascas do M. amazonicum, em torno de 32%.

As diferencas qualitativas e quantitativas das composi¢fes quimicas dos exoesqueletos
dos crustdceos podem ser explicadas pelo estagio fisiolégico do organismo, variacdes
sazonais e espécie (BENHABILES et al., 2012; PINTO, 2014).
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5.2 Isolamento da quitina

521 Desmineralizacéo

Durante a desmineralizacdo ocorreu a remog¢éo dos minerais presentes no exoesqueleto
do camardo, principalmente o carbonato de célcio (CaCOj3). Este sal é facilmente decomposto
em sais de célcio, que sdo soluveis em agua, havendo a liberacdo de didxido de carbono (COy)
(ALABARAOYE; ACHILONU; HESTER, 2018).

A remocdo do conteddo mineral das amostras foi em torno de 100%, ndo apresentando
diferenga significativa entre as médias das duas espécies para um nivel de significancia de
95%.As duas espécies obtiveram rendimento médio na desmineralizacdo préximos a 24% e

ndo apresentaram diferencas significativas entre as médias (Figura 24).
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Figura 24 - Esquema da etapa de desmineralizacdo. (a) M. amazoniucm e (b) M. carcinus
antes da remoc¢do dos minerais. (c) e (d) cascas do M. amazonicum e M. carcinus apos a
desmineralizacéo, respectivamente.

A remogdo da carga mineral é influenciada por varios fatores, tais como tamanho das

particulas, tempo de reagédo, concentracdo da solucéo, temperatura e proporgdo entre massa de
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amostra e volume de solucdo. A completa eliminacdo da carga mineral é alcancada quando a
quantidade de acido adicionada é igual ou superior a quantidade de minerais presentes no
exoesqueleto (RIBEIRO, 2017). Neste estudo, a quantidade de acido em solucéo foi suficiente
para a remocdo de aproximadamente 100% de todo conteddo inorganico. Desta forma, as
condigdes testadas mostraram-se eficientes para a remogdo da carga mineral para as duas
espécies, visto que a composi¢do mineral de seus exoesqueletos foi semelhante.

Outros estudos demonstram que em concentracdes menores de acido pode haver
diminuicdo significativa do material inorganico presente nas cascas dos crustaceos. Tolaimate
et al. (2003), apds a desmineralizacdo das cascas do Palaemon fabricius com HCl a 0,55 M,
reduziram o conteudo de cinzas para 21,50% para 0,05%.

Por outro lado, Younes et al. (2012), apds desmineralizarem as cascas do Metapenaeus
monoceros em solucdo de HCI a 1,5 M, reduziram em aproximadamente 98% o contetdo

mineral em relacdo ao seu teor original que era de 33%.

5.2.2 Desproteinizacao

As amostras desproteinadasapresentaram mudanca na coloracdo quando comparada as
amostras desmineralizadas (Figura 23).

Figura 25 - Cascas do (a) M. amazonicum e (b) M. carcinusdesproteinadas.

Além da remocéo das proteinas, alguns pigmentos podem ser removidos nesta etapa,
conferindo alteracdo na coloracdo das amostras. De acordo com Oliveira (2017), a exposi¢édo

a maiores tempos de reacdo é capaz de realizar em maior extensdo a hidrélise do contetdo
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proteico, resultando em um produto com maior conteddo polimérico. Campana-Filho et al.
(2007) relatam que as condigdes reacionais no processo de desproteinizagdo devem ser
moderadas para evitar a ocorréncia de hidrélise dos grupos acetamida presentes na quitina e
sua despolimerizacéo.

A quantidade de proteinas removidas das cascas foi semelhante para ambas as
espécies. Desta forma, o rendimento médio desta etapa foi semelhante, acima de 70%, e ndo
apresentaram diferencas significativasnas médias para um nivel de significancia de 95%. Os
rendimentos de quitina obtida para as espécies ndo diferiram estatisticamente, sendo

superiores a 15% (Tabela 4).

Tabela 4 - Rendimento da desproteinizacdo das cascas dos camardes.

Rendimento (%)

Et - -
apa M. amazonicum M. carcinus

Desproteinizagao 71,97+4,55° 73,01+1,06°

Quitina 17,4142 232 16,00+0,972

média £ desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra mindscula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Esses valores estdo de acordo com os descritos na literatura para outras espécies de
camarao conforme descrito por EI Sagheer et al. (2008) para as espécies P. semisulcatus e M.
affinis.

O rendimento de quitina, por outro lado, foi inferior ao encontrado por Srinivasan et
al. (2017) para a espécie Penaeus. monodon, 30%. De acordo com Ibitoye et al. (2018), a
sequéncia de extracdo (desproteinizacdo, desmineralizacdo e descoloracdo) leva a uma

diminuicdo no rendimento deste polissacarideo.

523 Despigmentacéo

O objetivo da despigmentacdo é a remoc¢do de pigmentos carotenoides presentes nas
cascas dos crustaceos, por exemplo, a astaxantina. Durante as etapas anteriores podem ser
removidas partes dessas substancias, contudo, ainda era possivel observar que as amostras nao
estavam totalmente brangueadas, contendo pigmentos residuais (YOUNES; RINALDO,
2015). Apos a despigmentacdo, as amostras apresentaram coloracdo mais esbranquicada
(Figura 26).
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Figura 26 - Quitina isolada a partir do (a) M. amazonicum e (b) M. carcinus apos a
despigmentagéo.

Né&o foi determinado o rendimento desta etapa, pois considerou-se que o percentual de
pigmentos era baixo. Ribeiro (2017) encontrou pigmentos nas cascas do caranguejo

Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861 em torno de 2,53%.

5.3 Desacetilacédo da quitina

A quitosana obtida a partir das espécies M. amazonicum e M. carcinus apresentaram

diferengas na coloragdo (Figura 25).

Figura 27 - Quitosana obtida a partir do (a) M. amazonicum e (b) M. carcinus.
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O objetivo desta etapa é a conversdo em quitosana a partir da desacetilacdo parcial da
quitina. Esta reagdo promove a remogéo parcial de grupos acetamidas presentes na estrutura
da quitina. O polimero resultante recebe o nome de quitosana quando apresentar grau de
desacetilacdo superior a 50% (GARCIA et al., 2020).

As amostras apresentaram diferencas significativas no rendimento parcial (em relagdo
a quitina convertida em quitosana apos a despigmentacdo) e global (em relacdo as cascas

naturais moidas), tendo o M. carcinus valor superior ao M. amazonicum (Tabela 5).

Tabela 5 - Rendimento da desacetilacdo da quitina do M. amazonicum e M. carcinus.

Espécie Rendimento Parcial (%) Rendimento Global (%)
M. amazonicum 58,23+0,66° 9,87+0,75
M. carcinus 66,29 +0,45° 10,61+0,61°

média * desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra minuscula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os rendimentos parciais para as duas espécies foram inferiores ao encontrado por
Tokalti e Demidorven (2017), em torno de 75%. Os rendimentos globais estdo de acordo ao
relatado na literatura. Assis (2009) encontrou rendimento de quitosana a partir da casca de
camardo Litopenaeus. vannamei de 155% + 0,5. Andrade et al. (2012) encontraram
rendimento de quitosana de 22% a partir das cascas do camardo dessa mesma espécie.
Henning (2009) e Santos, Cirilo e Nunes (2011), por outro lado, encontraram rendimentos
inferiores para as espécies Penaeus brasiliensis e Macrobrachium jelskii Miers, 1877, 2,5% e

5,06%, respectivamente.

531 Grau de desacetilacéo

As curvas de titulacdo da quitosana possuem dois pontos de inflexdo, tipico da
titulacdo deste polimero. Esses pontos correspondem as diferentes etapas de neutralizacdo do
titulado. O primeiro ponto é referente a neutralizagdo do excesso de HCI na solucdo e o
segundo ponto a neutralizagdo dos grupos aminos protonados (Figuras 8a e 28b).

A projecédo dos pontos obtidos na primeira derivada demonstra picos (Figuras 28c e 28d),
sendo que os maiores apontam diretamente para os pontos de equivaléncia (V1 e V2). Os pontos

obtidos na segunda derivada sdo os valores que resultam em maior precisdo (Figuras 28e e 28f),
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sendo que os pontos de equivaléncia correspondem aos valores exatos que cruzam a abcissa
(volume de NaOH), considerando os maiores picos (GARCIA et al., 2020).
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Figura 28 - Curvas de titulacdo da quitosana do (a) M. amazonicum e (b) M. carcinus. (c) e
(d) Primeira e (e) (f) e segunda derivada da curva potenciométrica do M. amazonicum e M.
carcinus, respectivamente.

A partir dos pontos de inflexdo representados na primeira e segunda derivada foi

possivel determinar os volumes exatos de titulante utilizados e calcular o grau de
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desacetilacdo da quitosana. Tendo a espécie M. amazonicum apresentado GD superior a M.
carcinus (Tabela 6).

Tabela 6 - Grau de desacetilagd das quitosanas do M. amazonicum e M. carcinus em
comparagdo a outros estudos.

. Condigdes de Grau de A
Materia-prima o s Referéncia
desacetilacdo desacetilacao
Cascas do M. NaOH 40%
amazonicum T=105°C 77,10+3,79%*° Neste estudo
t=4nh
Cascas do M. NaOH 40%
carcinus T=105°C 69,98+5,86%" Neste estudo
t=4h
Cascas de camarao NaOH 40%
T=100°C 93% Tolesa, Gupta e Lee (2019)
t=12h
Cascas de camarao NaOH 50% ]
an o Boudouaia,Bengharez e
T=90"C 88% Jellali (2019)
t=4h
3 0,
Cascas de camarao NatO:H26r? Yo 75% Ali et al. (2018)

média + desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra minuscula na coluna mostram
similaridade significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

O GD obtido para as quitosanas a partir das cascas do M. amazonicum e do M.
carcinus foram proximos aos valores descritos na literatura para outras espécies de camardes.
Este € um pardmetro que influéncia nas propriedades bioldgicas e fisico-quimicas da
quitosana, por exemplo, a viscosidade, que é umadas propriedades mais importantes para sua
utilizacdo comercial. Além disso, o GD tem influéncia sobre a solubilidade, hidrofilia,
cristalinidade e resposta celular da quitosana (KUMARI et al., 2017; EL KNIDRI et al.,
2018).

Maiores valores no GD da quitosana levam a um aumento na densidade de carga
positiva, ou seja, maior é quantidade de grupos aminos na estrutura polimérica. A solubilidade
da quitosana em meio &acido € atribuida a presenca desses grupos, que sdo protonados em pH
baixo, resultando em cargas positivas ao longo da cadeia, promovendo assim sua solubilidade
(SANTOS et al., 2019). Por outro lado, a presenca do grupo N-acetil na cadeia (baixo GD)
aumenta seu carater hidrofébico e modifica sua solubilidade na solucéo devido a formacao de
ligagBes de hidrogénio (BOUDOUAIA; BENGHAREZ; JELLALLI, 2019).
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5.4 Caracterizacao dos filmes a base de CNF e quitosana

Os filmes puros de quitosana e suas formulacGes apresentaram transparéncia adequada
e coloracao levemente amarelada, caracteristica desse polimero. A transparéncia dos filmes de

CNF foi inferior aos filmes puros de quitosana (Figura 29).

Figura 29 - Filmes puros de celulose nanofibrilada (a) e quitosana (b).

A suspensdo de CNF utilizada para a producdo dos filmes e reforco dos
nanoestruturados de quitosana/CNF apresentou coloracdo amarela intensa. Desta forma, 0s
filmes puros de CNF apresentaram coloragdo amarelada. No entanto, esse resultado foi
diferente ao encontrado em outros estudos com a utilizacdo de suspensdo de CNF a partir das
fibras do agai, os quais apresentaram coloragéo esbranquicada (BRAGA, 2019).

Os filmes de matriz de quitosana apresentaram coloracdo amarelada e boa

transparéncia como aspecto homogéneo em suas superficies (Figura 30).
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Figura 30 - Filmes nanoestrutrados de quitosana/celulose nanofibrilada

A coloracdo dos filmes foi semelhante a encontrada por Nascimento et al. (2013). A
transparéncia de um filme é uma propriedade desejavel, uma vez que o consumidor deseja ver
claramente o aspecto do produto. Essa propriedade é importante visto a destinacao que se dara
aos filmes considerando as aplicacbes a que serdo destinados, especialmente se forem
utilizados para revestimento de superficie de alimentos.

A opacidade € a propriedade dptica que desempenha o papel de maior importancia,
uma vez que determinados produtos, principalmente alimenticios, sdo suscetiveis a
fotodegradagdo ou fotoxidacdo, tornando a embalagem uma ferramenta fundamental de
barreira a acdo da luz (PELISSARI, 2009).

A aparéncia dos filmes obtidos neste estudo foi diferente a obtida por Carvalho (2017)
em seu estudo com filmes de quitosana reforcados com CNF, os quais apresentaram um
aspecto uniforme, denso e opaco.

Os filmes puros de quitosana obtidos pela técnica escoamento e secagem espontanea
(casting) apresentaram superficie mais homogénea quando comparados aos filmes puros de
CNF. Alguns defeitos sdo observados nos filmes puros de quitosana e nanoformulagdes
devido a presenca de impurezas na quitosana ou na solucdo filmogénica. Diferencas

gualitativas e macroscopicas na morfologia dos filmes foram observadas para o0s
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nanoestruturados de quitosana a partir do M. amazonicum com concentracdo de CNF de

0,50% e 1,00%, os quais apresentaram aspecto mais homogéneo (Figura 29).
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Figura 31 — Fotomicrografia da superficie dos filmes (a) 100% de nanofibrilas de celulose
(CNF), (b) 100% de quitosana do M.amazonicum (QMA), (c¢) 100% de quitosana do M.
carcinus (QMC) e dos filmes nanoestruturados de (d) quitosana com reforco de 0,5% de
nanofibrilas de celulose (QMA_CNFO05), (e) quitosana com refor¢o de 1,00% de nanofibrilas
de celulose (QMA_CNF1), (f) quitosana com refor¢o de 2,00% de nanofibrilas de celulose
(QMA_CNF2), (g9) quitosana com reforco de 0,5% de nanofibrilas de celulose
(QMC_CNFO05), (h) quitosana com reforco de 1,00% de nanofibrilas de celulose
(QMC_CNF1) e (i) quitosana com reforco de 2,00% de nanofibrilas de celulose
(QMC_CNF2).

Dentre os filmes nanoestruturados de quitosana a partir do M. carcinus 0s que
apresentaram superficie mais homogénea foram os com 2,00% de reforco de CNF. Alguns
dos filmes nanoestruturados apresentaram erupcGes na superficie, possivelmente devido a
processo de deposi¢cdo, que pode conduzir a uma secagem irregular, gerando "bolhas” e em
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alguns casos, destacamentos espontaneos em posi¢des localizadas, que levaram a ruptura do
filme ou a corrugacao da superficie.

A andlise de AFM indicou que os filmes puros de QMA e QMC apresentaram baixa
rugosidade e superficie mais uniforme quando comparados aos filmes puros de CNF. A
adicdo de CNF na matriz de quitosana levou a diminui¢do na uniformidade da superficie dos
filmes nanoestruturados, que apresentaram tendéncia ao acimulo de nanoparticulas em funcéo
do aumento da carga de CNF. Os filmes de QMC apresentaram superficie mais irregular do
que os de QMA (Figuras 32 e 33).

Figura 32 - Imagem topografica de AFM dos filmes (a) 100% denanofibrilas de celulose
(CNF), (b) 100% de quitosana do M.amazonicum (QMA), (c) filmes dequitosana com
reforco de 0,5% de nanofibrilas de celulose (QMA_CNFO05), (d) quitosana com reforco de
1,00% de nanofibrilas de celulose (QMA_CNF1) e (e) quitosana com refor¢o de 2,00% de
nanofibrilasde celulose (QMA_CNF2).
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Figura 33 - Imagem topografica de AFM dos filmes puros a) 100% de nanofibrilas de
celulose (CNF), (b) 100% de quitosana do M. carcinus (QMC), (c) filmes dequitosana com
reforco de 0,5% de nanofibrilas de celulose (QMC_CNFO05), (d) quitosana com refor¢o de
1,00% de nanofibrilas de celulose (QMC_CNF1) e (e) quitosana com reforco de 2,00% de
nanofibrilas de celulose (QMC_CNF2)..

De acordo com Sartori et al. (2018), o fendmeno de acumulacdo de CNF pode levar ao
desenvolvimento de agregados e orificios com influéncias negativas nas propriedades de
barreira e mecanicas dos filmes nanoestruturados. Bagheri et al. (2019) verificaram que o
aumento da concentracdo de CNF aumentou a rugosidade da superficie de filmes reforcados

com nanofibrilas.

5.4.1. Espessura dos filmes
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Os filmes de CNF puros apresentaram espessura inferior aos filmes puros de quitosana
(MQA e QMC) e aos seus nanoestruturados. Dentre os filmes nanoestruturados, os de QMC

foram os que apresentaram maiores espessuras (Tabela 7).

Tabela 7 - Espessura média dos filmes puros e nanoestruturados.

Amostra Espessura (mm)
CNF 0,0261+0,01f

QMA 0,0416+0,01e

QMC 0,0540+0,02bcd
QMA_CNFO05 0,0494+0,02cde
QMA_CNF1 0,0467+0,01de
QMA_CNF2 0,0496+0,01cde
QMC_CNF05 0,0719+0,02a

QMC_CNF1 0,0643+0,02ab
QMC_CNF2 0,0587+0,02bc

média * desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra minuscula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

A menor espessura nos filmes puros de CNF é esperada visto que durante a obtencédo
de nanofibrilas de celulose ocorre a redugdo das dimensdes das fibras possibilitando um
ndmero maior de ligacbes e melhor rearranjo das mesmas, levando a formacdo de uma
estrutura mais uniforme, compacta e de menor espessura (POTULSKI et al., 2016).

Quando a espessura é comparada entre 0s nanoestruturados de QMA, observa-se que
ndo houve diferenca significativa, 0 mesmo foi observado para os nanoestruturados a partir do
QMC. Na técnica utilizada para a formacdo dos filmes, a casting, € dificil controlar certas
variaveis que garantem a dispersdo mais homogénea da solucdo filmogénica na placa, o que
pode influenciar nas interacfes dos seus constituintes.

A espessura, por outro lado, apresentou diferenca significativa quando comparamos 0s
filmes nanoestruturados produzidos a partir do QMA e do QMC. Os filmes nanoestruturados
de QMA apresentaram espessura inferior aos obtidos do QMC. Isso pode ter sido influenciado
pelo GD da quitosana das espécies, em que o valor foi superior para a do M. amazonicum.

GD maiores significam mais grupos aminas livres, e consequentemente, maior carga
positiva na cadeia polimérica. Isso implica em maiores interacdes entre a matriz e o reforco,

conferindo a reducdo na espessura dos compositos.
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54.2. Taxa de Permeabilidade e Permeabilidade ao Vapor D’dagua

N&o foram observadas diferencas significativas na taxa de permeabilidade ao vapor
d’agua (TPVA) entre os filmes puros de CNF e de quitosana.Por outro lado, a adicdo de CNF
na matriz de aumentou a TPVA nos filmes nanoestruturados. A quitosana derivada da espécie
M. amazonicum conferiu aos seus nanoestruturados TPVA inferiores aos derivados do M.
carcinus. Em que o maior valor foi observadonas nanoformulacdes com 2% de reforgco de
CNF (Tabela 8).

Tabela 8- TPVA e PVA dos filmes puros e nanoestruturados.

Amostra TPVA (g.h.cm™) PVA (g.mm.m™?.dia”’.kPa™)
CNF 0,0044+0,00° 11,60+0,20°
QMA 0,0044+0,00 18,82+0,93°
QMC 0,0045+0,00 24,52+1,43°
QMA_CNFO05 0,0050+0,00° 25,02+0,69°
QMA CNF1 0,0052+0,00™ 24,49+0,10°
QMA_CNF2 0,0051+0,00" 26,07+1,85°
QMC_CNF05 0,005620,00% 40,67+0,45°
QMC_CNF1 0,0057+0,00° 37,30+0,58"
QMC_CNF2 0,0060+0,00 35,53+1,43"

média £ desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra mindscula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

A maior hidroficilidade da quitosana em comparacdo com a CNF levaria a uma maior
TPVA. Entretanto, a microestrutura dos filmes de CNF e a composi¢cdo quimica, como
residuos de hemiceluloses hidrofilicas possivelmente resultaram em filmes de
maiorhidroficilidade. Quando as CNF foram aplicadas como refor¢o, aumentaram a TPVA
dos compdsitos, confirmando sua afinidade com a &gua.

Além disso, alteracGes na superficie dos nanoestruturados apds adicdo do reforco
facilitaram a permeabilidade do vapor de agua por entre 0s espagos vazios criados, visto que
estas formulagdes apresentaram maior rugosidade quando comparadas aos filmes puros de
quitosana, permitindo maiores valores na TPVA.

O carater mais hidrofilico da quitosana conferiu maior PVA para os filmes puros
(QMA e QMC) quando comparados aos filmes puros de CNF. Os menores valores na PVA
para os filmes puros de CNF podem ser atribuidos a maior superficie de contato entre as

nanofibrilas, que proporcionam maior disponibilidade de grupos hidrofilicos (OH) e aumento
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do numero de ligagdes de hidrogénio, resultando em uma rede mais densa com maior forca e
rigidez, diminuindo a PVVA nos filmes puros.

A maior permeabilidade observada nos filmes puros de QMC em comparagdo aos
filmes puros de QMA pode ser atribuida ao maior GD da quitosana utilizada para suas
formulagdes. Visto que, menores GD significam menos grupos desacetilados e menor
interagdo com grupos polares. Além disso, a analise de AFM mostrou que os filmes puros de
QMC apresentaram superficie com maior rugosidade em comparacdo aos filmes puros de
QMA.

Para os nanoestruturados de QMA n&o foram observadas diferencgas significativas na
PVA em funcdo do aumento da concentracdo de CNF na matriz polimérica. Entre os filmes de
QMC maiores valores nesta propriedade foram para os filmes com 0,50% de reforco.

Esperava-se maior interacdo entre o refor¢o e matriz, pois estes apresentam estruturas
e conformacdes semelhantes (DENG; JUNG; ZHAO, 2017). Contudo, pode ter ocorrido a
agregacao das CNF formando vazios na matriz composta e aumentando a permeabilidade nos
filmes nanoestruturados.

A espessura dos filmes nanoestruturados também pode influenciar na permeabilidade
(PEREDA et al., 2011). Isso foi observado nos filmes de QMC que apresentaram maiores
espessuras e maiores PVA quando comparados aos filmes nanoestruturados de QMA.

A variagdo no carregamento de CNF modificou a matriz de quitosana. 1sso permite um
caminho para o controle do fluxo e da permeacdo de espécies bioativas, por exemplo, sendo

um aspecto importante a ser aproveitado destes sistemas (CARVALHO, 2017).
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5.4.3. Absorcéo de 4gua

As curvas de absorcdo de agua (AA) apresentadas na Figura 32 mostram que houve
aumento na absorcao de agua dos filmes a partir de 24 h. a AA dos filmes puros QMA e QMC

aumentou até o tempo de 72 h e a partir desse tempo houve diminui¢do no seu valor.

Figura 34 - Curvas de absorcao de dgua dos filmes puros e nanoestruturados.

A absorcao de agua pelos filmes puros de quitosana e suas nanoformulacdes se deve a
propriedade hidrofilica desse polimero. A partir de determinado tempo os filmes encontram-
se saturados e AA apresenta uma ligeira queda, exceto os filmes puros de CNF, que
demonstram um aumento apds 72 h.

Os filmes puros de CNF apresentaram AA superior aos filmes puros de QMA e suas
formulacGes e também em relacdo aos filmes nanoestruturados do M. carcinus. Ndo foram
observadas diferencas significativas nesta propriedade entre os filmes puros de CNF e QMC.
A adicdo de CNF na matriz de quitosana reduziu a absor¢cdo de &agua dos filmes
nanoestruturados. Para o M. amazonicum, a maior reducdo nesta propriedade foi observada
nos filmes com 1,00% (m/m) de carga de CNF, cerca de 12% em relacdo ao filme puro
(QMA). Para os filmes nanoestruturados do M. carcinus, menor reducdo nesta propriedade foi
observada nos filmes com 2,00% (m/m) de reforgo de CNF, os quais apresentaram reducdo de

aproximadamente 52% na AA em relacéo aos filmes puros (QMC) (Tabela 9)
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Tabela 9 - Absorcéo de agua dos filmes puros e nanoestruturados no tempo final (7 dias).

Amostra Absorcao de agua (%)
CNF 64,12+9,39%
QMA 38,89+2,91bcd
QMC 48,32+4,90ab
QMA_CNFO05 40,78+3,76bc
QMA_CNF1 34,01+3,82bcd
QMA_CNF2 37,32+8,50bcd
QMC_CNF05 25,57+7,46¢d
QMC_CNF1 35,92+6,62bcd
QMC_CNF2 22,82+4,71d

média * desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra minuscula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Tanto a quitosana quanto as CNF sdo polimeros com elevada hidrofilicidade. No
entanto, as CNF apresentam maior grau de cristalinidade (Carvalho, 2017). Esperava-se, desta
forma, que os filmes de CNF apresentassem absorcao de agua inferior aos filmes de quitosana
puros, o que nao ocorreu. Os filmes de CNF apresentaram superficie mais irregular, criando
vazios que facilitam a permeacdo de moléculas de agua, as quais ficam retidas por meio de
interacdes com os grupos hidrofilicos presentes na sua cadeia polimérica.

As interacBes fisico-quimicas entre os grupos hidroxilas presentes na CNF com o0s
grupos polares presentes na estrutura polimérica da quitosana (amino e hidroxila) eliminam
parcialmente a presenca destes grupos, acarretando menor interacdo comas moléculas de agua
e levando a uma diminuicao da AA dos filmes nanoestruturados.

Entre os nanoestruturados de QMA e QMC os que apresentaram diferencas
significativas na AA foram os filmes QMA_CNF1 e QMC_CNF5, tendo o primeiro
apresentado valor superior. Essa diferenca pode estar relacionada a quitosana utilizada na
formulacdo dos filmes. A hidrofilicidade da quitosana, em particular, se d& como funcéo de
seus grupos desacetilados que naturalmente associados aos grupos hidroxilas caracterizam
forte afinidade por moléculas polares.

A AA dos filmes puros de CNF estdo proximos aos valores encontrados por Braga et

al. (2021) para filmes de nanofibrilas de celulose do caroco do acai, 60,42%.
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5.4.4. Solubilidade em 4gua

A solubilidade dos filmes nanoestruturados ndo apresentaram diferencas significativas
apos a adicdo de CNF na matriz de quitosana, exceto para os filmes QMC_CNF2. Em que a
adicdo de 2,00 % (m/m) de CNF reduziu em torno de 42% a solubilidade dos filmes

nanoestruturados em relagéo aos filmes puros de QMC (Tabela 10).

Tabela 10 - Solubilidade em &gua dos filmes puros e nanoestruturados.

Amostra Solubilidade em agua (%)
CNF 13,47+3,92b
QMA 24,24+0,49ab
QMC 31,20+1,59a
QMA_CNFO05 22,82+2,89%ab
QMA_CNF1 15,95+2,36b
QMA_CNF2 16,29+1,29b
QMC_CNF05 30,44+9,44a
QMC_CNF1 19,84+4,96ab
QMC_CNF2 17,86+4,17b

média £ desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra mindscula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Turkey.

A solubilidade dos filmes puros de CNF foi inferior a dos filmes puros de QMC. Néo
foram observadas diferencas significativas dessa propriedade entre os filmes puros de CNF e
os filmes puros de QMA.

A solubilidade dos filmes de quitosana esta relacionada a presenca de grupos
hidrofilicos na cadeia polimérica, como aminas e hidroxilas. Isso explica o porqué de nédo
haver diferengas significativas na solubilidade entre os filmes puros de QMA e QMC e em
suas formulacdes.

A interacdo entre os grupos hidroxilas da CNF e grupos polares da matriz de quitosana
diminuiram a interacdo do polimero com a &gua, e por consequente a sua solubilidade. Além
disso, em solucgdes &cidas diluidas ocorre a protonacdo dos grupos aminas presentes na matriz
quitosana (NHs"), conferindo menor interagdo entre o polimero e as moléculas da 4gua. Outro
fator que pode ter implicado na reducdo da solubilidade das nanoformulages é a aglomeracao
das CNF, que ocorre em pH baixo (TOIVONEN et al., 2015).

Em seu estudo Deng, Jung e Zhao (2017) observaram que a adi¢do de quitosana na
matriz de CNF conferiu diminuigdo na diminuiu a solubilidade dos filmes nanoestruturados,

pois a interacdo entre matriz/reforco diminui a quantidade de grupos OH disponiveis.
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5.4.5. Maodulo de Young (MY) e resisténcia a tracdo (RT)

O modulo de Young e resisténcia a tracdo dos filmes puros de QMA foram superiores
aos dos filmes puros de CNF e QMC. Os filmes nanoestruturados de QMA e QMC néo
apresentaram diferencas significativas no médulo de elasticidade em comparacdo aos filmes
puros. A adicdo de 1,20% e 2,00% de CNF na matriz de quitosana conferiu diminuicdo da
resisténcia a tracdo aos nanoestruturados de QMA. Para as formulagdes a partir do QMC néo

foram observadas diferencas significativas (Tabela 12).

Tabela 9 - Mddulo de Young e resisténcia a tracao dos filmes puros e nanoestruturados.

Amostra Mddulo de Young (MPa) Resisténcia a Tracdo (MPa)
CNF 718,93+299,63bcd 19,84+9,53e

QMA 1077,29+236,72a 60,50+15,70a

QMC 665,43+180,61cd 35,3949,14cd
QMA_CNFO05 944,51+170,5ab 53,53+£11,21ab

QMA _CNF1 883,82+81,95abc 43,7949,67bc

QMA _CNF2 873,59+147,09abc 43,84+10,58bc
QMC_CNF05 576,77+85,33d 30,6245,69cde
QMC_CNF1 586,80+78,52d 27,3345,75de
QMC_CNF2 667,73+155,94cd 37,95+10,92cd

média * desvio padrdo e n = 3. Valores com a mesma letra minascula na coluna mostram similaridade
significativa (p> 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os filmes puros de QMA apresentam mais grupos aminas livre na cadeia polimérica, o
gue pode resultar em mais interacGes intermolecular, conferindo propriedades mecéanicas
superiores aos filmes puros de QMC e CNF.

Esperava-se que a adi¢cdo de CNF na matriz de quitosana melhorasse as propriedades
mecénicas dos nanoestruturados, tal como foi observado em outros estudos com essas duas
matrizes (LI; ZHOU; ZHANG, 2009; RONG; MUBARAK; TANJUNG, 2017; TANG et al.,
2018; MAHARDIKA et al., 2019).No entanto, ndo foi alcangada uma alta densidade de
ligacOes entre a matriz e o reforgo.

A resisténcia a tracdo e médulo de Young desses filmes sdo altamentes dependentes da
interacdo interfacial entre as matrizes envolvidas na reacéo, e controlar essas variaveis é um
processo complexo. O proprio mecanismo exato de ligacdo entre a CNF e a quitosana ainda

permanece obscuro, sugerindo que possam ocorrer atraves de ligacdes de hidrogénio,



65

interacOes ibnicas, ligacdo de imina covalente e interacdes hidrofébicas (TOIVONEN et al.,
2015). Além disso, de acordo com os autores, ha uma faixa de pH muito restrita em que a
dispersdo de CNF na matriz de quitosana é mais bem sucedida. De outra forma, pode ocorrer
a aglomeracdo ou floculacdo da CNF.

Imagens de AFM mostraram que apos a adicdo de CNF os filmes apresentaram
regibes como vales, possivelmente resultantes do processo de floculagdo das CNF na matriz

de quitosana.
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6 CONCLUSAO

As espécies M. amazonicum e M. carcinus apresentaram elevada quantidade de
residuos, no entanto, a maior contribuicdo destes nos componentes estruturais foi verificada
para a espécie M. carcinus, superior a 70%.

As condicBes utilizadas para extracdo da quitosana a partir das cascas de camarao das
espécies M. amazonicum e M. carcinus produziram quitosanas com grau de desacetilacdo
acima de 70%. N&o foram encontradas diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos nas etapas de isolamento da quitosana, exceto na desacetilacdo, em que o M.
carcinus apresentou rendimento superior ao M. amazonicum.

Os filmes nanoestruturados obtidos pela técnica casting apresentaram aspecto
homogéneo e boa transparéncia. A adicdo do reforco de CNF na matriz de quitosana
melhorou as propriedades fisicas e mecéanicas dos filmes nanoestruturados, por outro lado, as
imagens de AFM indicaram que houve tendéncia a aglomeracdo de nanoparticulas em funcéo

do aumento da carga CNF na matriz de quitosana.
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