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EXTRACTION, STRUCTURES AND PROPERTIES OF o~ AND B-CHITIN. The fact that o- and B-chitin adopt different arrays
in the solid state is explored to emphasize their different properties and distinct spectral characteristics and X ray diffraction patterns.

The methods for their extraction from the biomass in view of the preservation of their native structures and aiming to fulfill the

claims of purity and uniformity for potential applications are discussed. The different arrays adopted by o~ and f-chitin also result
in distinct reactivities toward the deacetylation reaction. Thus, the deacetylation of B-chitin is more efficient owing to the better
accessibility to amide groups due to the lower crystallinity of this polymorph.
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INTRODUCAO

A quitina foi isolada por Braconnot em 1881, trinta anos antes
do isolamento da celulose, mas a falta de conhecimento bésico so-
bre suas propriedades, incluindo a reatividade quimica, limitou se-
veramente suas aplicagdes industriais até o inicio dos anos 1970'. A
partir de entdo, o interesse progressivo na quimica de quitina re-
sultou no desenvolvimento de muitos estudos que visaram aumen-
tar o conhecimento sobre as relagdes estruturas/propriedades deste
polimero e seus derivados. Atualmente, os usos industriais e em
larga escala de quitina ainda s30 muito menos importantes que os
de celulose, mas alguns importantes segmentos do mercado ja sdao
ocupados por derivados de quitina. A quitosana, por ex., ¢ um
polimero muito versatil com aplicagdes nas inddstrias cosmética’
e alimenticia®e que a mais de 25 anos é empregado como agente de
floculag@o no tratamento de efluentes aquosos®. Sua capacidade de
interagir com variada gama de substincias, tais como proteinas,
lipideos, pesticidas, corantes, fons metdlicos e radioisétopos, qua-
lifica a quitosana para aplicacdes voltadas tanto para deteccdo e
andlise dessas substancias como para sua concentragdo ou recupe-
ragdo'®. Além disso, a quitosana exibe atividade antimicrobiana e
devido a sua atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade
também tem grande potencial para aplicacdes na agricultura, em
medicina, odontologia e formula¢des farmacéuticas'>'%. As possi-
bilidades de aplicac¢des sdo ainda enriquecidas pelo fato que a
quitosana pode ser preparada em diferentes formas, tais como so-
lugdes de viscosidade controlada, géis, filmes e membranas,
microesferas e nanoparticulas.

Nos tltimos 40 anos foram realizados muitos estudos que de-
monstraram haver uma estreita relagcdo de dependéncia entre as
caracteristicas estruturais e morfoldgicas de quitina, quitosana e
seus derivados, suas propriedades e aplicacdes potenciais. De fato,
o interesse comercial nas aplicacdes de quitosana e derivados au-
mentou vertiginosamente nas Ultimas trés décadas, o que pode ser
constatado pelo depdsito de patentes no Japao, Europa, China,
Coréia e, principalmente, nos EUA. Assim, conforme o “United
States Patent and Trademark Office”, foram registradas 5946 pa-
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tentes relacionadas a quitosana no periodo 1976-2006 apenas nos
EUA'". Entretanto, apesar da enorme potencialidade e do conheci-
mento acumulado sobre quitina e quitosana, algumas de suas mais
importantes aplica¢des - principalmente na medicina, como
biomateriais, na drea farmacéutica, como vetores de medicamen-
tos e vacinas e em dispositivos para liberacdo controlada de
farmacos, mas também nas industrias alimenticia e cosmética -
nio vém sendo implementadas na extensdo esperada.

Alguns paises, como Noruega, Coréia, Itdlia e Japdo, aprovaram
0 uso de quitosana em alimentos e, no caso deste Ultimo, tal prética
estd aprovada a pelo menos 15 anos’®. Devido ao propalado efeito
anticolesterolémico da quitosana, sua aplicacdo em produtos
dietéticos tem conhecido um aumento explosivo nos dltimos anos em
todo o mundo, porém a “U.S. Food and Drug Admistration (FDA)”
ndo reconhece a relagéio estrutura/funcionalidade divulgada pelos fa-
bricantes de alguns produtos que contém quitosana, como “Super
Chitosan”"2. O uso de quitosana como excipiente em medicamentos
também ndo dispde de aprovacdo da FDA, visto que ndo consta da
lista de ingredientes inativos desse drgdo regulador, mas pelo menos
trés produtos que contém quitosana foram aprovados como ingredi-
entes de pesticidas no EUA e, muito provavelmente, outras solicita-
¢oes de registro/aprovagio estdo sendo consideradas. Assim, fica cla-
ro que ainda s@o necessdrios investimentos em pesquisa e desenvol-
vimento de modo a superar as dificuldades encontradas para realizar
o potencial de aplicagdes da quitosana. Parte dos obstaculos a serem
vencidos diz respeito ao grau de pureza das preparagdes contendo
quitina e quitosana, que nem sempre atendem aos padrdes exigidos
nas dreas ligadas a satde publica e alimentos'?, mas as dificuldades
também estao associadas a falta de uniformidade desses polimeros, o
que provoca variacdes em propriedades e funcionalidades e dificulta
sua inser¢do nas linhas de produgdo'.

O fato que quitina pode ser extraida da biomassa, e mesmo a
partir de matérias-primas abundantes e relativamente baratas - con-
sideradas como refugos da atividade pesqueira voltada para explo-
racdo industrial de frutos do mar - tem sido destacado como um
fator importante em favor de sua producdo, visando a utilizacio
em larga escala. Entretanto, deve ser reconhecido que, em se tra-
tando de produto natural cuja biossintese ndo estd sob estrito con-
trole genético, ocorrem variagdes de composicdo e, além disso, a



Vol. 30, No. 3

quitina raramente ocorre em forma pura. Assim, a completa elimi-
nacgdo das substancias com as quais a quitina ocorre naturalmente
associada ndo € uma tarefa simples e € por vezes muito dificil atin-
gir um padrdo de pureza condizente com determinadas aplicagdes.
Por outro lado, embora a hidrélise alcalina dos grupos acetamido
presentes em quitina, e que leva a obtengdo de quitosana, seja uma
reagdo relativamente simples esta ndo ocorre de maneira homogeé-
nea e completa ao longo de todas as cadeias, pois a quitina € um
polimero semicristalino e a acessibilidade aos sitios reativos con-
tidos nos dominios cristalinos € limitada. Além disso, € comum a
ocorréncia concomitante de despolimerizacdo e de outras reacdes
colaterais. Como conseqiiéncia desses fatos a desacetilacdo de
quitina, como ¢ geralmente executada nos laboratdrios de pesquisa
e em escala industrial, leva a producdo de copolimeros de compo-
sicdo e massa molar varidveis em func@o das condi¢des e da exten-
sdo da reagdo. Dessa forma, a reprodutibilidade de caracteristicas
e de propriedades nem sempre se verifica, mesmo quando condi-
¢des reacionais semelhantes sdo empregadas na desacetilagio de
quitina visando a preparagdo de quitosana.

Neste artigo sdo abordados os aspectos fundamentais sobre a
quitina, sua ocorréncia, extracio e caracterizag¢do. As estruturas das
polimorfas o- e B-quitina e os métodos empregados para a prepara-
¢do de quitosana, seu principal derivado, sdo discutidos. Assim, os
processos de extra¢do de o- e B-quitina da biomassa e sua adequa-
¢do no que tange a natureza da matéria-prima, a preservacdo da
estrutura nativa do polissacarideo e ao grau de pureza da prepara-
¢éo sdo discutidos. A distin¢do entre o- e B-quitina em fungéo de
suas diferentes estruturas e as conseqiientes diferencas em termos
de suas propriedades e reatividade sdo exploradas. A susceptibili-
dade de o~ e B-quitina a reagfio de desacetilagdo, que resulta em
quitosanas com caracteristicas distintas quanto a grau médio de
acetilacdo e massa molar média viscosimétrica, sdo discutidas para
ressaltar a influéncia que as estruturas polimoérficas de quitina tém
sobre a reatividade do polissacarideo. O emprego de condig¢des que
favorecem a desacetilacdo de quitina e minimizam a ocorréncia de
despolimerizacio sdo também discutidos.

QUITINA
Estruturas e propriedades

Quitina € um polimero linear no qual a unidade repetitiva € o
dissacarideo formado por 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e
2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidos por liga¢do glicosidica
(Figura 1). Assim como na celulose as ligacoes sdo do tipo f(1—4),
definindo-se assim os terminais redutor e ndo-redutor das cadeias
poliméricas, os quais correspondem as extremidades que contém
grupo hidroxila livre ligado ao carbono 1 (terminal redutor) e car-
bono 4 (terminal ndo-redutor) do anel de glicopiranose. Em quitina
predominam as unidades repetitivas formadas exclusivamente por
2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, mas o processamento da
biomassa para sua extracdo resulta em desacetilacio parcial, mes-
mo quando sdo empregadas condi¢des brandas nas etapas de
desmineralizacio e desproteinizagdo. A quitina contém uma quan-
tidade pequena, usualmente 5-10%, de unidades 2-amino-2-desoxi-
D-glicopiranose. Por outro lado, alguns autores'>!® ressaltam que a
quitina nativa, tal como ocorre associada a outros materiais para
constituir, por ex., as carapacas de caranguejos e cascas de cama-
rdes, ¢ um produto natural de composicao varidvel quanto ao com-
primento das cadeias, conteido de unidades de glicosamina
acetiladas e desacetiladas e sua distribuicdo ao longo das cadeias.
Adicionalmente, também podem ocorrer variacdes em funcdo da
espécie considerada, bem como de seu estdgio de desenvolvimen-
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to. A Unica excecdlo conhecida € a quitina obtida a partir de algas
diatomdceas (Thalassiosira fluviatilis e Cytlotella cryptica), cuja
andlise revela que se constitui exclusivamente de unidades 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose®.

CH,OH o NHCOCH;
H ~.
NHCOCH; CH,0H

QUITINA

Figura 1. Estrutura primdria de quitina, onde n é o grau de polimerizagdo

n

A quitina € a segunda substincia organica mais abundante na
biosfera sendo superada apenas pela celulose, mas supera esta ulti-
ma em termos de taxa de reposicdo, que chega a ser duas vezes
maior que a da celulose. Quitina e celulose possuem caracteristicas
estruturais semelhantes e atuam como invélucros protetores e ma-
teriais de suporte e defesa nos organismos em que ocorrem. A quitina
encontra-se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados,
como artropodes, anelideos, moluscos e celenterados, em algas
diatomdceas, e também estd presente nas paredes celulares de al-
guns fungos, como ascomicetos, zigomicetes, basidiomicetes e
deuteromicetos (Tabela 1).

Em fungfo do organismo considerado, mas também do papel
que desempenha, a quitina adota estruturas polimérficas denomi-
nadas o-, B- e y-quitina. A o-quitina é encontrada em estruturas
rigidas e resistentes, como a cuticula de artrépodes, e nesses casos
ocorre fortemente associada a protefnas, materiais inorganicos ou
ambos. As formas - e y-quitina ocorrem em estruturas flexiveis
embora também resistentes. Nas lulas do género Loligo a a-quitina
constitui uma fina capa que reveste as paredes do esdfago e do estd-
mago, a B-quitina ocorre como o principal componente dos gladios,
ou plumas, e a y-quitina integra uma espessa cuticula que recobre
outras zonas do estdbmago’. A o-quitina € a forma mais abundante e
€ também considerada a mais estdvel, visto que a conversdo das
duas dltimas formas na primeira € irreversivel'.

As polimorfas de quitina correspondem a diferentes arranjos no
estado sélido, decorrentes de disposicdes distintas das cadeias do
polimero nas lamelas ou folhas que constituem os dominios cristali-
nos (Figura 2). A a-quitina corresponde a um empacotamento denso
resultante da disposicdo antiparalela das cadeias poliméricas em dife-
rentes lamelas ou folhas, o que favorece a existéncia de numerosas
ligagGes hidrogénio inter- e intra-cadeias da mesma lamela e de lamelas
vizinhas. No caso de B-quitina as cadeias pertencentes a diferentes
lamelas dispdem-se paralelamente, o que dificulta o estabelecimento
de ligacdes hidrogénio intermoleculares envolvendo cadeias de lamelas
adjacentes e resulta em material menos densamente empacotado. Em
Y-quitina parece ocorrer uma combinacdo dos dois arranjos anterior-
mente descritos, pois as cadeias de duas lamelas em disposi¢io para-
lela sdo intercaladas por lamela em que as cadeias se dispdem
antiparalelamente. Essa estrutura é a menos estudada e conhecida e
sugere-se que possa ser uma distor¢do das duas estruturas anteriores'.

a-QUITINA B-QUITINA v-QUITINA

Figura 2. Representagdo esquemdtica das estruturas polimorficas de quitina,
sendo que as setas representam as cadeias poliméricas no sentido do terminal
ndo-redutor para o redutor
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Tabela 1. Quantidade média de quitina em alguns organismos'”'®

Crustaceos Quitina (% em massa)
Cancer (caranguejo) 72,1©
Carcinus (caranguejo) 0,4-3,3®
Callinectes (caranguejo azul) 14,0@
Chionecetes (caranguejo Matsuba) 25,99
Erimacrus (caranguejo) 18,4@
Paralithodes (caranguejo rei) 10,6@
Pleuroncodes (caranguejo vermelho) 35,00, 10,4®, 1,3-1,8®
Camario do Alasca 28,09

5,89, 11,69, 69,1©
25,3+0,2©@, 24,4+1,00

Crangon (camario)
Macrobrachium rosenbergii
(camardo de dgua doce)®”

Metapenaeus 32,4@
Nephrops (lagosta) 69,8©
Homarus (lagosta) 60,8-77,0©
Peneus 25,09
Lepas 58,3
“Krill” (zooplancton de mares frios) 40,2-42,0@

(concha desmineralizada)

Insetos

Blattela (barata) 10®, 18,4©, 35©

Bombyx (bicho-da-seda) 44,2
Coleoptera (besouro) 5,0-15,0®
Diptera (mosca verdadeira) 54,8©
Galleria (minhoca) 33,7©
Gafanhoto 2,0-4,0®
Besouro de Maio 16,0®
Periplaneta (barata) 2,0©
Pieris (borboleta) 64,0©
Aranha 38,2@
Moluscos

Conchas de molusco 6,1
Conchas de ostras 3,6
Gladios de lulas 40,0
Fungos

Aspergillus niger 42,0®
Lactarius vellereus (cogumelo) 19,0
Mucor rouxii 44.5
Penicillium chrysogenum 20,1®
Penicillium notatum 18,5®
Saccharomyces cerevisiae 2,9@

a) massa imida do corpo; b) massa seca do corpo; c) fragdo organica
da cuticula; d) massa total seca da cuticula; e) massa seca do
abdomen; f) massa seca das cascas; g) massa seca da parede celular.

Os arranjos propostos para o.-, - e y-quitina ddo origem a di-
ferentes padrdes de difragdo de raios X e parametros caracteristi-
cos das respectivas celas unitdrias (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas das celas unitarias das estruturas
polimérficas da quitina'®?!

Estrutura a(A) b(A) c(A) Grupo 7y (grau)
Polimérfica Espacial

o-quitina 4,74 18,86 10,32 P222 90,0
B-quitina 4,85 9,26 10,38 P2, 97,5
Y-quitina 4,70 28.4 10,30 P2, 90,0

Quim. Nova

O espectro de o-quitina (amostra de origem comercial — Fluka/
Biochimica) mostra vdrios picos cristalinos, sendo os mais inten-
sos relativos aos planos cristalograficos (020) e (110,040) corres-
pondentes a 26=9,37 e 26=19,35, respectivamente*> (Figura 3a).
Por outro lado, o espectro de B-quitina extraida de gladios de lulas
exibe apenas dois picos cristalinos, referentes aos planos (010) e
(020,110), os quais correspondem a 20=8,21 e 26=19,76, respecti-
vamente®> (Figura 3b). A relativa escassez de reflexdes e a pre-
senca de picos relativamente mais largos e menos intensos demons-
tram que a PB-quitina extraida de gladios de lulas possui estrutura
menos ordenada que a amostra de ot-quitina comercial. Assim, a
utilizagdo do método proposto por Foch e colaboradores®, apds a
normalizacido dos espectros a intensidade constante, permitiu cal-
cular os indices de cristalinidade dessas amostras como sendo 85%
(a-quitina) e 72,3% (B-quitina)*?. Deve ser ainda salientado que
a cristalinidade das amostras depende de vdrios fatores, tais como a
natureza do organismo do qual a quitina foi extraida e as condi¢des
empregadas na extracdo do polimero. Dessa maneira, amostras de
B-quitina obtidas de algas diatoméceas e tubos de vertimentiferanas
possuem um padrdo de difracdo com picos bem definidos e
cristalinidade elevada? . Por outro lado, amostras de a-quitina
extraidas de cefalotérax de Macrobrachium rosenbergii (camarao
de dgua doce conhecido como “gigante da Maldsia”) exibiram
cristalinidades varidveis, no intervalo 88-92%, em funcdo do em-
prego de diferentes seqiiéncias de tratamentos da matéria-prima*.
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Figura 3. Difracdo de raios X de a-quitina comercial (3a) e 3-quitina extraida
de glddios de lulas (3b)

A espectroscopia no infravermelho também permite distinguir
as estruturas polimorficas da quitina, porém as diferengas sao sutis
e a distingdo ndo € tdo simples, pois as mesmas bandas caracteristi-
cas ocorrem nos espectros de o~ e -quitina (Figura 4).

As bandas de deformagdo axial OH préximas de 3480 e 3440
cm, referentes as ligagdes hidrogénio O-6-H:----- 0=C e O-3-
| S RN 0-5%031 respectivamente, ndo sdo facilmente verificadas nos
espectros devido a ocorréncia de superposicao. Entretanto, as ban-
das de deformagdo axial NH (pr6ximas de 3264 ¢ 3106 cm™), cor-
respondentes as ligagdes hidrogénio intermoleculares C=0::----- H-
N3] sdo bem evidenciadas no espectro da a-quitina (Figura 4a),
mas sdo menos definidas e ligeiramente deslocadas no caso da 3-
quitina (Figura 4b)
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Figura 4. Espectros no infravermelho de a-quitina comercial (3a) e 3-quitina
extraida de gldadios de lulas (3b)

As modificacdes quanto a forma e intensidade das bandas de de-
formagdes axial e angular do grupamento CH, estdo relacionadas a
mudangas de ambiente dos grupos CH,OH e, portanto, ao estabeleci-
mento de diferentes ligagdes hidrogénio. No espectro da B-quitina,
um pequeno ombro € observado em 1417-1421 cm™ e uma banda de-
finida em 1428-1435 cm. No caso da o-quitina o oposto € observado,
pois uma banda definida é observada em 1416-1418 cm™ e um peque-
no ombro em 1429-1430 cm’. Entretanto, o forte acoplamento entre
as bandas de deformagao angular de CH, ndo permite a distingdo quanto
ao tipo de ligagdo hidrogénio envolvendo os grupos CH,OH?'. Tam-
bém, o alargamento e a superposi¢do de bandas na regido correspon-
dente as vibragdes de deformagdo axial de CH, (v=2840cm™) ndo per-
mite a clara distingdo entre o- e B-quitina.

As diferencas nos espectros no infravermelho de o- e B-quitina
ndo sdo grandes e a maneira mais facil de distinguir as estruturas
polimoérficas € o exame da regido onde ocorrem as bandas devidas
as vibragdes de deformacdo axial de C=0. De fato, o desdobra-
mento da banda de amida I é observado no espectro da o-quitina
mas i$so ndo ocorre no caso da B-quitina (Figura 5). Assim, uma
banda em 1652 cm™ e um pequeno ombro em 1619 cm sdo obser-
vados no espectro de o-quitina. A banda € atribuida apenas aos
grupos C=0 envolvidos em ligacdes hidrogénio intermoleculares
com grupos NH enquanto o ombro abrange também a contribui¢io
das liga¢des hidrogénio intramoleculares C=0O-:------ HOCH,"*"*.
Apenas uma banda € observada (V=1660 cm™) no espectro da B-
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Figura 5. Regido ampliada dos espectros de infravermelho a-quitina comercial
e B-quitina extraida de glddios de lulas mostrando as bandas de amida I
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quitina, indicando que todos os grupamentos amida estdo envolvi-
dos em liga¢des hidrogénio de mesma energia® .

Como conseqiiéncia de seus diferentes arranjos no estado soli-
do, a- e B-quitina exibem propriedades diferentes. A o-quitina &
um sélido denso, insolivel em dgua, mas capaz de adsorver e reter
umidade. A B-quitina tem aspecto fibroso e também ndo se solubiliza
em 4gua mas, como seu empacotamento ¢ menos denso, adsorve
mais umidade que a a-quitina. De fato, apds armazenagem em con-
di¢des de umidade controlada, foi determinado por termogravimetria
que a o-quitina apresentava 5-6% de umidade enquanto que 8-12%
da massa de B-quitina correspondia 2 dgua adsorvida na rede
polimérica, o que foi atribuido a menor cristalinidade e morfologia
mais favordvel de B-quitina®.

A solubilidade da quitina € restrita a uns poucos sistemas
solventes e embora possa ser dissolvida em 4cido férmico anidro
(B-quitina) e em solugdes concentradas de édcidos fortes, como clo-
ridrico, fosférico e sulfirico, a dissolugdo ¢ muito lenta, tanto de
o- como de B-quitina, e provoca severa despolimerizagdo'**3*. Deve
ser ainda ressaltado que no caso da dissolucdo em dcido sulfiirico
além da degradacdo das cadeias também ocorre O-sulfatacio e,
portanto, ¢ um derivado da quitina que se solubiliza nesse caso.
Solucdes concentradas a quente (>95°C) de sais neutros - LiCNS,
Ca(CNS),, Cal,, CaBr, e CaCl, - também sdo utilizadas para disso-
lu¢do da quitina, sendo que a forma [ se dissolve mais rapidamen-
te que a o-quitina’. Os sistemas bindrios de solvente, tais como
N,N-dimetilformamida/tetraéxido de dinitrogénio e N,N-
dimetilacetamida/cloreto de litio, sdo os mais empregados para
dissolucdo da quitina embora permitam apenas a formagdo de so-
lugdes relativamente pouco concentradas (C,<2g/L), pois ndo alte-
ram a estrutura quimica do polimero'>33%. O sistema solvente cons-
tituido pela mistura bindria N,N-dimetilacetamida/cloreto de litio
(DMACc/5%LiCl) é empregado para caracterizacdo de ambas
polimorfas em solugdo, mas a o-quitina é menos soltvel que a B-
quitina e suas solu¢des contém agregados”’. De fato, a B-quitina
também € mais solivel que o-quitina em dcidos clorados, como
dcido di e tricloroacético®-*.

Fontes e processos de obtencio

As principais matérias-primas para producdo industrial de
quitina sdo as carapacas de crustdceos originadas do processamento
industrial de frutos do mar'>'8. De fato, a sintese quimica de quitina
¢ uma tarefa demasiadamente dificil e custosa e sua producio pela
via biotecnoldgica ainda ndo é economicamente atrativa. O Japao,
os EUA e a China sdo os maiores produtores mundiais de quitina,
mas o polimero também € produzido, ainda que em menor escala,
na India, Noruega, Canadad, Itdlia, Polonia, Chile e Brasil, entre
outros’. Em 1990 a produgao mundial de quitina e quitosana foi
estimada em 10.000 t e ja se aproximava de 30 mil t em 2004,
correspondente ao processamento de aproximadamente 1.440.000 t
de rejeitos ricos em quitina gerados naquele ano, em nivel mundial,
pela indistria pesqueira.

As cascas secas de crustdceos possuem 15-20% de quitina, 25-
40% de proteina e 40-55% de carbonato de cdlcio, além de pigmen-
tos e lipideos em pequena quantidade. A partir dessa matéria-prima,
refugo abundante e relativamente barato da industria de alimentos
marinhos, € produzida a o-quitina. Os gladios de lulas, moluscos que
também sdo processados industrialmente, contém 35-40% de [3-
quitina, 60-65% de proteinas e uma quantidade minima de sais
inorgdnicos, constituindo-se em uma fonte potencialmente impor-
tante para a produgdo industrial de quitina em futuro préximo®.

A extracdo de quitina a partir da biomassa, a exemplo do que
acontece com a extragdo de celulose de fibras vegetais, envolve a
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execugdo de tratamentos quimicos seqiienciais destinados a elimi-
nar as substancias que a acompanham. Em funcé@o do valor de mer-
cado, algumas dessas substincias, como as proteinas e os pigmen-
tos, principalmente a astaxantina, também podem ser comercial-
mente exploradas, dependendo do processamento adotado para sua
dissociagdo da quitina. A matriz dos exoesqueletos ¢ formada por
epicuticula, que € a camada mais superficial e ndo contém «-quitina,
e endocuticula, na qual trés camadas se sobrepdem: pigmentada,
calcificada e ndo-calcificada®. A a-quitina ocorre na endocuticula
associada a pigmentos, carbonatos e protefnas e, assim, sua extra-
¢do a partir de exoesqueletos de crustiaceos envolve, geralmente, a
seqiiéncia desmineralizac@io, desproteinizacio e despigmentagdo'”.
Embora essa seqiiéncia possa ser alterada — a execug¢io da
desproteiniza¢do como primeira etapa leva a obtencdo de quitina
calcédrea, a qual tem suas proprias aplicagdes® — esta parece ser a
mais adequada a preservagdo da quitina, pois a associacdo protei-
nas/quitina preserva, em certa medida, a estrutura nativa do
polissacarideo do ataque dcido*®.

As solugdes aquosas de diferentes dcidos, como HCI, HNO3,
H,SO,, HCOOH, H,CCOOH, podem ser empregadas na desmine-
raliza¢do, etapa na qual sdo eliminados os sais minerais, principal-
mente carbonato e fosfato de cdlcio. O tratamento pode ser executa-
do em diferentes condi¢des — a temperatura e o tempo do tratamento
podem variar entre 0 e 100 °C e de 30 min até 48 h, respectivamen-
te'>¥ — mas as condigdes vigorosas devem ser evitadas, pois provo-
cam severa despolimerizac¢@o e a conseqiiente degradacdo das pro-
priedades ligadas ao cardter macromolecular da quitina. O tratamento
com solucdes de EDTA € muito mais brando, mas também muito
menos eficiente que o tratamento com acido diluido. O tratamento
com solugdes diluidas de HCI por tempos curtos e a temperatura
ambiente assegura a completa remog¢do dos sais minerais sem pro-
mover a degradacdo das cadeias, mas a otimizacdo do processo deve
levar em conta a determinac@o prévia do teor de minerais da maté-
ria-prima>#*. No caso dos glddios de lulas, visto o baixissimo teor de
minerais — o teor de cinzas ¢ inferior a 3% - a etapa de
desmineraliza¢do ndo ¢ necessdria, 0 que permite que a B-quitina
resultante tenha massa molar elevada (>10° g/mol) e alto teor de uni-
dades N-acetilglicosamina (GA >90%) 22541,

As protefnas podem ser eliminadas por tratamento com solu-
¢Oes aquosas de diferentes bases, como NaOH, Na CO,, NaHCO,,
KOH, K,CO,, Ca(OH),, mas o emprego de NaOH (1-10%) e de
temperaturas relativamente elevadas (65-100 °C) € a pratica mais
comum. Entretanto, as condicdes reacionais devem ser brandas para
evitar, ou minimizar, a ocorréncia de hidrdlise dos grupos acetamida
presentes na quitina e também sua despolimerizagdo. Os tratamen-
tos enzimaticos - pepsina, tripsina, alcalases e outras proteases nao-
quinoliticas podem ser empregadas - sdo mais brandos e menos
eficientes que o tratamento quimico e, embora ainda nido sejam
empregados em larga escala, propiciam o aproveitamento potencial
do hidrolisado proteico pela industria alimenticia.

A remocdo dos pigmentos, quando presentes, pode ser realiza-
da por extragdo com solventes, sendo que etanol e acetona sao os
mais empregados, ou por branqueamento, com KMnO,, NaOCI ou
H,0,. O aproveitamento de astaxantina, pigmento mais abundante
nos exoesqueletos de crustdceos, na industria alimenticia € possi-
vel se a extra¢do por solvente for adotada.

As condigdes empregadas nos tratamentos seqiienciais e a na-
tureza da matéria-prima empregada para extragdo de o-quitina afe-
tam o rendimento do processo, a qualidade do produto e também
da quitosana, o derivado mais importante da quitina. De fato, pro-
blemas de reprodutibilidade das caracteristicas de quitina e quitosana
comerciais t&m sido relatados'**?, os quais aparentemente podem
ser explicados com base nos fatores mencionados acima. Assim, €
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importante ressaltar que a pesca industrial de crusticeos resulta na
coleta de animais de diferentes espécies e em estdgios diferentes de
desenvolvimento, diretamente no seu complexo habitat natural. Além
disso, as diferentes partes dos exoesqueletos dos crusticeos ndo
tém composig¢des idénticas e, adicionalmente, as proteinas e a quitina
sofrem processo de biodegradacdo se os exoesqueletos ndo forem
conservados, seja por congelamento ou secagem e adicdo de ex-
cesso de sal, desde a despesca até 0 momento do processamento®.
Dessa maneira, a matéria-prima empregada para producdo indus-
trial de o-quitina tem natureza intrinsicamente heterogénea e pode
estar parcialmente degradada em funcédo das condi¢Ges de estocagem,
o que pode explicar a variacdo das caracteristicas e falta de unifor-
midade de produtos comerciais®. Nesse caso, o processamento de
diferentes partes dos exoesqueletos de camardes cultivados em con-
dicdes controladas pode representar uma alternativa interessante
para a producgdo de a-quitina com caracteristicas mais uniformes.
O emprego dessa abordagem em laboratdrio de pesquisa tem per-
mitido investigar a importancia dos fatores citados acima sobre as
caracteristicas e propriedades da a-quitina extraida de abdomens,
cefalotérax e quelipodos de Macrobrachium rosenbergii**¥, que é
a espécie de camardo mais cultivada no mundo®**. Seu cultivo em
larga escala foi introduzido no Brasil em 1977 e o fato de ser, em
nivel mundial, a espécie mais importante de camario cultivada sob
condicdes controladas faz do M. rosenbergii um dos crusticeos mais
estudados pela Aqiiicultura. Assim, os exoesqueletos de M.
rosenbergii empregados nesses estudos sdo coletados no Centro de
Aqiiicultura da UNESP (CAUNESP/Jaboticabal) a partir de indivi-
duos cultivados, desde o estado larval, sob condic¢des controladas, o
que assegura a homogeneidade da matéria-prima e a auséncia de
contaminantes e poluentes. Para preservar ao mdximo a matéria-
prima até o inicio de seu processamento, os exoesqueletos sdo ar-
mazenados a baixa temperatura (<-10 °C) até que sejam separadas
as suas diferentes partes, a saber, cefalotérax, quelipodos e
abdomens, as quais sdo em seguida processadas para permitir a
extracdo de o-quitina. Outros trabalhos tém relatado o uso de maté-
ria-prima originada da industria pesqueira, a qual foi previamente
submetida a secagem e salga e, entdo, os cefalotérax foram separa-
dos, exaustivamente lavados e submetidos a seqiiéncia de tratamen-
tos para extracdo de o-quitina***. No caso de gladios de lulas, é
também importante que estes sejam conservados a baixa tempera-
tura até 0 momento do processamento visando a extragdo de -
quitina®-253741,

Independentemente da origem da quitina — comercial ou extraida
da biomassa em laboratério de pesquisa, o~ ou B-quitina - ¢ impor-
tante determinar suas caracteristicas basicas e sua pureza, principal-
mente se 0 objetivo ¢ empregi-la em aplicacdes na medicina, drea
farmacéutica e industria alimenticia. Nesses casos pode ser impor-
tante determinar o contetido residual de metais, principalmente me-
tais pesados. Quitinas comerciais podem apresentar teores de ferro e
manganés até cem vezes mais elevados que os encontrados em [3-
quitina extraida de gladios de Loligo plei e L. sanpaulensis®™?>. De
fato, os exoesqueletos de crusticeos contém uma quantidade muito
maior de sais minerais que os gladios de lulas, entretanto a extragdo
de o-quitina de cefalotérax de M. rosenbergii também resultou em
preparagdo com teores de metais muito mais baixos que aqueles en-
contrados em produtos comerciais?. Tais diferengas podem ser atri-
buidas aos custos do processamento industrial de grandes quantida-
des de exoesqueletos, os quais ndo permitem que sejam executadas
lavagens exaustivas como as realizadas em laboratério. Entretanto, a
comparagio acima € util para enfatizar a necessidade de determinar
a pureza da quitina permitindo, assim, que a qualidade de diferentes
produtos seja comparada e que seja determinada a necessidade ou
ndo de proceder sua purificacio. E importante ressaltar que, embora
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seja possivel eliminar os metais residuais presentes em quitina, os
procedimentos empregados para esse fim podem causar modifica-
¢des estruturais no polimero, tais como a desacetila¢@o e ruptura das
cadeias, com conseqiiente degradac@o das caracteristicas e proprie-
dades ligadas ao cardter macromolecular de quitina’.

Desacetilacao

A desacetilagdo da quitina leva a obten¢do de quitosana, seu mais
importante derivado, cuja estrutura primdria € idéntica a da quitina a
ndo ser pelo fato que em quitosana predominam as unidades 2-amino-
2-desoxi-D-glicopiranose (Figura 6). De fato, a completa desacetilagdo
da quitina raramente € realizada, pois sdo necessarias muitas reagdes
consecutivas, que também favorecem a sua progressiva despolime-
rizagdo. Assim, o termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros
que contém ao menos 50-60% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose. O grau médio de acetilacio (GA ) define a porcentagem
de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose presentes, em
média, nas cadeias do polimero'”. Ndo hd limites bem definidos em
termos dos conteddos de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose para a distingdo de
quitina e quitosana mas, em funcio de suas composigdes distintas os
polimeros exibem propriedades bem diferentes. Do ponto de vista pra-
tico € a solubilidade que permite a distingdo mais simples e rapida,
pois quitosanas sdo soliveis em solucdes aquosas diluidas de varios
dcidos —as solugdes de dcido acético e cloridrico sdo as mais comumente
empregadas - mas quitina ndo € soltivel nesses meios, sendo dissolvida
apenas em poucos sistemas solventes'”.

R o o g
NH, CH,0H

QUITOSANA

n
Figura 6. Estrutura primdria de quitosana, onde n é o grau de polimerizagdo

A desacetilagdo da quitina pode ser realizada por processos qui-
micos ou enzimaticos, porém esses ultimos ndo sdo empregados em
escala industrial, devido aos custos elevados de extracdo das
desacetilases bem como sua baixa produtividade. Os processos qui-
micos da desacetilagdo de quitina podem ser realizados pela via ho-
mogénea, a qual se realiza com dlcali-quitina*, ou heterogénea, sendo
esta a mais extensivamente usada e estudada. Geralmente a quitina ¢
suspensa em solugdes aquosas concentradas de NaOH ou KOH (40 -
60%) por tempo varidveis (0,5 - 24 h) e a temperaturas relativamente
elevadas (50 - 130 °C). As caracteristicas da quitosana obtida sdo de-
terminadas pela concentracdo da solucdo alcalina e razdo quitina/so-
lugdo alcalina, tamanho das particulas de quitina, temperatura, tempo
e atmosfera de reacdo'>*. As condi¢Oes mais severas sdo geralmente
empregadas no sentido de favorecer a eficiéncia da desacetilagdo, po-
rém disso resulta acentuada despolimerizac@o via hidrélise alcalina.
Embora 0o mecanismo da despolimerizag¢do ndo esteja estabelecido, a
suposicao que oxigénio molecular participe do processo tem suscita-
do o emprego de aditivos e de condigdes reacionais especificas para
evitar seu efeito oxidante'*. O borbulhamento do meio reacional com
gases inertes”* ¢ a adicdo de agentes redutores** sdo medidas rela-
tivamente eficazes no sentido de minimizar a despolimerizagio. Ou-
tras medidas incluem o tratamento de explosdo a vapor®, a extrusdo
reativa®® e a irradiacdo com microondas™ e ultra-som™.

Em funcdo de suas diferentes estruturas, o- e B-quitina ndo séo
igualmente susceptiveis a reagdo de desacetilacdo. A execugdo das
reagdes de desacetilagdo de o-quitina comercial e B-quitina extraida
de gladios de lulas nas mesmas condi¢des — [NaOH]=40%; razdo li-
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quido/sélido=48/1; temperatura=115 °C, tempo=6 h) — resultou em
quitosanas com GA =12% e GA =3%, respectivamente. Entretanto,
ambas quitosanas apresentaram massas molares médias viscosimétricas
(117‘ ) proximas de 10° g/mol, mostrando a ocorréncia de severa
despolimerizagao®>*. Um estudo recente relata que a execucdo de
ciclos térmicos de congelamento a temperatura do nitrogénio liquido e
aquecimento a temperatura ambiente intercalados com succdo do rea-
tor com bomba de vdcuo resulta em desacetilagdo eficiente e menor
taxa de despolimerizagdo quando comparado a processos executados
na mesma condi¢do, porém sem a execugio dos ciclos mencionados®.
A eficiéncia do processo ¢ maxima apds a execucdo de a0 menos oito
ciclos térmicos e também nesse caso € observado que a [3-quitina reage
mais completamente que o-quitina. A exclusdo do oxigénio molecular
do meio reacional e a destrui¢do parcial dos dominios cristalinos sdo,
segundo os autores, responsdveis por minimizar a ocorréncia de
despolimerizac¢@o e promover a acessibilidade aos sitios reativos do
polimero, respectivamente®. Resultados semelhantes foram obtidos em
estudo no qual as suspensdes de o e B-quitina em solucio aquosa de
NaOH 40% foram previamente submetidas a tratamento de ultra-som,
sugerindo que a sonicacdo também favorece a exclusdo do oxigénio
molecular e a acessibilidade aos dominios cristalinos™.

CONCLUSOES

E comum encontrar problemas de reprodutibilidade das ca-
racterfsticas de quitina e quitosana comerciais mesmo quando a
mesma matéria-prima e o mesmo fabricante, mas diferentes lotes
da producao, sdo considerados. Tais problemas podem estar vin-
culados a intrinseca variabilidade da matéria-prima empregada
pelos produtores de quitina, seja porque as diferentes partes dos
exoesqueletos ndo sdo processadas separadamente e/ou porque
esta € proveniente, essencialmente, de uma industria pesqueira
que coleta os animais, sem discriminag@o de espécie, idade e fase
de desenvolvimento, diretamente da natureza. Constatagdes des-
sa natureza, i. €., associadas a variabilidade das caracteristicas e
propriedades de quitinas e quitosanas comerciais, tém sido
freqlientemente relatadas em congressos internacionais e artigos
cientificos e muitos grupos de pesquisa tém se dedicado, recente-
mente, a estudar a influéncia dos vdrios fatores que afetam as
caracteristicas e propriedades desses polimeros, desde a natureza
da matéria-prima até as condicdes empregadas nos tratamentos
que levam a sua obtencdo e, também, a escolha da seqiiéncia de
tratamentos. Assim, as diferengas entre o~ e B-quitina, a disponi-
bilidade de produtos comerciais e a possibilidade de extrair o
polimero sob condic¢des controladas no laboratério de pesquisa
podem ser mais bem exploradas no sentido de fornecer alternati-
vas e para subsidiar os estudos fundamentais e as aplicagdes des-
ses polimeros e de seus derivados. Também, o controle da quali-
dade e pureza da quitina através de andlises espectrais e a deter-
mina¢do do teor de metais pode contribuir para validar suas apli-
cagdes nas dreas em que um elevado grau de pureza € exigido.
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