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PROJETO DE PESQUISA

1. TEMA
Extracdo de quitina da casca de crustidceos para producdo de biofilmes a base de

quitosana e 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus Officinalis).

2. DELIMITACAO DE TEMA
Extracdo e desacetilagdo da quitina obtida a partir da casca de crusticeos para
producdo de biofilmes a base de quitosana e obten¢do de Oleo essencial de alecrim

(Rosmarinus officinalis) por meio do processo de hidrodestilagdo para aplicagcdo nos mesmos.

3. PROBLEMA

O mercado pesqueiro de crustdceos gera grandes quantidades de residuos, entre eles
estdo as cascas de camarao e siri, estas apresentam o biopolimero quitina em sua composicao,
que apos sofrer o processo de desacetilagdo transforma-se em quitosana. Sabendo que a
inser¢do de Oleos essenciais nos biofilmes a base de quitosana alteram algumas de suas
caracteristicas, questiona-se: Quais as caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas que se
modificam ao adicionarmos 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) ao biofilme de

quitosana?

4. HIPOTESES

e A extra¢do de quitina terd um rendimento maior proveniente da casca do camardo em
relacdo a casca do siri;

e A sintese de biofilmes com a quitosana obtida serd de facil realizacdo e terd altos
rendimentos;

e A hidrodestilagdo com o uso do aparelho de Clevenger se mostrara eficiente para a
extracdo do oleo essencial;

e O biofilme com a presenca do 6leo possui um menor indice de absor¢do de agua em
relag@o ao filme de quitosana;

e O biofilme com a presenca do 6leo apresenta maior indice de transparéncia do que o
filme sem 6leo essencial de alecrim;

e O grau de desacetilagdo da quitosana sera maior que 50%;



e O biofilme contendo dleo essencial apresentard menor permeabilidade de vapor de

agua;
O biofilme sem a presenga do 6leo essencial apresentara maior espessura;
O biofilme contendo o 6leo essencial é mais resistente a tragdo em relagdo ao biofilme

sem Oleo essencial de alecrim.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Caracterizar e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas ¢ mecanicas do biofilme a base

de quitosana contendo ou ndo o 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis).

5.2 Objetivos Especificos

Extrair a quitina a partir da casca de dois crustaceos (camarao e siri);

Produzir a quitosana através do processo de desacetilacdo da quitina;

Caracterizar a quitina e a quitosana através de espectroscopia no infravermelho
Extrair o 6leo essencial de alecrim através do método de hidrodestilacao;
Caracterizar o 6leo essencial por meio da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS);

Produzir biofilmes a base de quitosana e 6leo essencial de alecrim através do método
de Casting;

Analisar as caracteristicas fisico-quimicas dos biofilmes de quitosana contendo 6leo
essencial de alecrim por meio de aparelho de incidéncia de luz, absor¢ao de agua, grau
de desacetilacdo, espessura e vapor de dgua;

Analisar a resisténcia mecanica através do aparelho de tragao;

Comparar as caracteristicas do biofilme a base de quitosana contendo 6leo essencial

de alecrim com o biofilme somente a base de quitosana.



6. JUSTIFICATIVA

A pesca de crustdceos como camardes € siris ocorre em Santa Catarina desde o inicio
da ocupagao e colonizagao do litoral catarinense, concentrando-se nos municipios de Sao
Francisco do Sul, Florianopolis e Laguna. Os meses de maior pesca encontram-se no intervalo
de dezembro a junho sendo pescados em média cerca de 100 toneladas desses crustaceos
nesse periodo. Vale ressaltar que grande parte ¢ descartado de volta ao mar, como a casca do
camarao ¢ do siri. Estas cascas sdo compostas por quitina, um polissacarideo que ao sofrer o
processo de desacetilagdo produz a quitosana, outro polissacarideo cuja resisténcia e ¢ alta e
de facil fabricagdo, podendo agregar valor comercial ao mesmo.

A quitosana ¢ um biopolimero que vem sendo aplicado em industrias de alimentos,
pois possui propriedades antimicrobianas, além de ser um polimero abundante na natureza e
de fonte renovavel. Outra aplicagdo da quitosana, ¢ na fabricagdo de biofilmes ativos para
auxiliar na duragdo dos alimentos, ou seja, as embalagens s3o necessarias para proteger o
alimento e estas combinadas a quitosana tornam o mesmo mais resistente € menos poluente.

Essas embalagens, além de conter somente quitosana, podem apresentar Oleos
essenciais em sua composi¢do, o 6leo altera as composi¢des fisico-quimicas do filme e
aumenta a atividade antimicrobiana do mesmo. Estudos foram realizados incorporando 6leo
essencial de canela com quitosana para producdao de biofilmes, que causou modificagdo a
resisténcia mecanica do biofilme, a permeabilidade ao vapor de adgua, o teor de umidade e a
solubilidade. Estes biofilmes sdo uma nova tendéncia da tecnologia de alimentos para
assegurar a qualidade dos mesmos, bem como a seguranc¢a do consumidor.

Frente a estas informacgdes, optou-se por extrair o Oleo essencial do alecrim
(Rosmarinus officinalis), pois 0 mesmo ¢ de facil acesso e pode ser obtido das folhas da planta
através do processo de hidrodestilacio com rendimento de 0,5% a 1,5%, além de apresentar

alto papel antimicrobiano e antifungico quando inserido em biofilmes a base de quitosana.



7. FUNDAMENTACAO TEORICA

Hoje existem varias pesquisas publicadas relacionadas a quitosana e materiais
desenvolvidos a partir dessa, que podem ser empregados em areas tecnoldgicas e biomédicas,
pois esta é uma esfera atraente (LARANJEIRA e FAVARE, 2009).

Outra utilizacdo dos rejeitos provenientes desses crustidceos, ¢ para a produgdo da
quitina e da quitosana através do processo de desacetilacao. Este biopolimero junto aos 6leos
essenciais, vem sendo aplicado na producdo de biofilmes afim de dar maior prote¢do aos

alimentos.

7.1 Quitina e Quitosana

A quitina € um polimero natural extraido de exoesqueletos de crusticeos e insetos,
porém quando extraida de crusticeos possui maior rendimento. A quitosana € um
polissacarideo que deriva da quitina, ¢ insolivel em dgua e em meio apolar, apresenta
estrutura cristalina, sendo soluvel em 4acidos fracos (DIAS, 2013).

Sua estrutura ¢ formada pela repeticdo de unidades B-(1,4) 2-amino-2-deoxi-D-
glucose, uma estrutura que apresenta semelhancas com a da celulose, mas apresenta
caracteristicas diferentes devido a presenca do grupo amino (Figura 1). A quitosana ¢ obtida
através da desacetilagdo da quitina, o que substitui os grupos acetilas (-COCH3) por grupos

aminos (-NH;), que protonam em meio acido (DIAS, 2013).
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Figura 1: Estrutura molecular da quitosana.

Fonte: Adaptado de Assis e Silva (2003).

A massa molar média da quitina é geralmente maior que 10° Daltons, enquanto a
quitosana comercial tem uma massa molar média na faixa de 1.0 x 10° - 1.2 x 10° Daltons.
Esse biopolimero pode facilmente se dissolver em solugdes de acidos fracos diluidos sendo o

acido acético o solvente mais empregado (LARANJEIRA e FAVERE, 2009).



A quitosana possui uma alta hidrofilicidade o que permite sua utilizagdo como
biomaterial na forma de microparticulas, gel e membrana em diversas aplicagdes. Ela pode ser
modificada fisicamente, sendo uma das vantagens mais interessantes a sua grande
versatilidade em ser preparado em diferentes formas, tais como pos, flocos, microesferas,
nanoparticulas, membranas, esponjas, colmeias, fibras e fibras ocas (LARANJEIRA ¢
FAVERE, 2009).

A quitosana, quitina e seus oligdmeros, possuem outras propriedades que vem sendo
estudadas tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade. Essas
propriedades fazem com que a quitina e seus derivados sejam utilizados em varias areas, tais
como: industria alimenticia, biomedicina, agricultura, biotecnologia, veterinaria entre outras

(LARANJEIRA ¢ FAVERE, 2009).

7.1.1 Aplicacoes

Segundo Ferreira e Ancelmo (s.d.) a quitosana apresenta grupos aminos livres que sao
muito reativos devido a sua tendéncia a adquirir carga positiva ao reagirem em certas
solugdes, sendo assim podem reagir com compostos dotados de cargas negativas tais como
proteinas, acidos graxos entre outros. Devido a esta caracteristica, ela pode ser utilizada nas
areas farmacéutica, alimenticia e da satude.

Na 4rea da satde a quitosana ¢ utilizada para inibir a absorcdo de gordura pelo
organismo. Em varios casos ja estudados foi visto que os cations da quitosana atraem a carga
negativa dos acidos graxos e biliares, resultando em um composto que o intestino ndo
consegue digerir, e que ¢ expelido do corpo com os demais coliformes fecais (LIMA, 2005).

Estudos foram realizados com a quitosana para utilizacdo como cobertura de alimentos
ou revestimentos protetores em frutas e alimentos altamente pereciveis (SHAHIDI, 1999).
Estas pesquisas tem maior enfoque nas propriedades fungicidas e bactericidas da quitosana
(COMA, 2002). A quitosana apresenta propriedades antimicrobianas e estimulantes do
sistema imune, as quais sdo manifestadas na acelera¢do de cicatrizacdo de feridas. Ja na
industria alimenticia, a quitina, através de pirdlise, forma importantes aromatizantes como a
pirazina, que esta presente em varios alimentos (DAMIAN et.al, 2005).

De acordo com Damian et.al (2005), foram inibidos totalmente o crescimento do
fungo Aspergillus flavus em milho e em amendoim apés tratamento com quitosana. Também

foi inibido o crescimento do fungo Botrytis spp com o tratamento de quitosana em beringela.



Outras pesquisas apresentam a eficiéncia da capacidade da quitosana em controlar o
crescimento de fungos em frutas e vegetais, durante a fase de estocagem e distribui¢ao dos

produtos.

7.1.2 Extracio da quitina e producio da quitosana
O processo de obtencdo da quitina segue as etapas de pré-tratamento,

desmineralizagdo, desproteinizacdo, desodorizacdo e secagem, como apresenta a Figura 2.

Pré-tratamento ——P Materiais groseiros

Y

HCl  2,5% ou 7% ——3| Desmineralizagdo

Y

NaOH 5% ——| Desproteinizagio

Y

NaClO 0,36% ——| Desodorizagio

Y

Secagem —>» H,0
B CH; |
OH 9 <
2 NH
4o Jio
HO o)
NH
o : OH
CHj;
e . . —n
Quitina

Figura 2: Etapas de obteng¢do da quitina.
Fonte: Adaptado de Almeida et.al (2006).



Segundo Almeida et.al (2006), no pré-tratamento ha a retirada do material grosseiro
utilizando-se tratamento com agua corrente ¢ a diminui¢do da granulometria das cascas de
camardo e siri através da moagem. Ja a etapa de desmineralizagdo, utiliza de uma solugdo de
acido cloridrico reduzir o teor de cinzas da matéria prima.

A desproteinizagdo tem como finalidade reduzir o teor de nitrogénio e tem base em
adicionar uma solugdo de hidroxido de so6dio & matéria prima. Na desodorizacdo a matéria
prima ¢ disposta em um tanque com solu¢cdo de hipoclorito de so6dio sob agitacdo, assim
reduzindo o odor e os pigmentos. Apds esta etapa ¢ feita a neutralizacdo e secagem do
material (ALMEIDA et. al. 2006).

A sintese da quitosana ¢ realizada a partir da desacetilagao da quitina em solugdo de
hidroxido de sédio. No final da reacdo deve ser feita a lavagem da amostra até que esta
neutralize, em seguida a mesma deve ser filtrada e seca. Ao final desta etapa se obtém a
quitosana (ALMEIDA et. al. 2006).

Esta metodologia utilizada por Almeida et. al. (2006) para a producao de quitosana se
mostrou adequada, pois apresentou um bom rendimento, sendo que este foi de 2,4% para os
residuos de camardo e de 5% para os residuos de siri, comparando com a massa inicial de

camarao e siri.

7.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais sio compostos originarios do metabolismo de plantas aromaticas, os
seus componentes pertencem a dois grupos quimicamente distintos, os terpendides e os
fenilpropanoides. O 6leo pode ser extraido por diferentes métodos como a passagem a frio,
turbodestilagdo, arraste de vapor/destilacdo a vapor, hidrodestilagdo entre outros (KOCH,
LEITZKE e MONZANI, s.d.).

Entre os processos de obten¢do do 6leo essencial se destacam a destilagdo a vapor e a
hidrodestilagdo, porém essa ultima ¢ mais utilizada para menores escalas, pois resulta em
maiores rendimentos mesmo que necessite de uma maior quantidade de tempo para execugao.
O processo consiste em deixar a matéria-prima do vegetal submersa em agua com
temperaturas abaixo de 100°C evitando assim perda de compostos sensiveis a altas
temperaturas. Para este processo em laboratorio pode ser utilizado o aparelho de clevenger

para executar a extra¢do (Figura 3) (AZAMBUJA, 2012).
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Figura 3: Aparelho de Clevenger.
Fonte: Metaquimica (2016).

Segundo Miranda et.al (2016), o uso de oOleos essenciais vem aumentando nas
industrias, sendo utilizado como agente antioxidante natural no lugar de antioxidantes
sintéticos. Outro fator ¢ que uma grande gama dos Oleos essenciais apresentam caracteristicas
antimicrobianas, cerca de 35%, e 65% apresentam caracteristicas antifungicas (MONTES,
SANTANA e CRUZ, 2013), assim aumentando os beneficios que os dleos essenciais trazem.

Com esses beneficios e varias pesquisas utilizando os 6leos essenciais junto a
polimeros vem sendo feitas, podemos dar exemplo a pesquisa de Souza et. al. (2014) que traz
a utilizacdo de oOleo de canela com nanoparticulas de polimeros para repelir a atividade
microbiana. O 6leo de alecrim assim como o de canela, apresenta atividades antimicrobianas e

também vem sendo muito estudado quanto a suas aplicagoes (UGALDE, 2014).

7.2.1 Oleo essencial de alecrim

A espécie Rosmarinus officinalis ¢ uma planta da familia Lamiaceae originaria das
areas ao redor do mar Mediterraneo, sendo atualmente cultivada em quase todo territério
brasileiro. O 6leo essencial de alecrim ¢ obtido através de suas folhas e possui cor e odor
carateristico (UGALDE, 2014).

Normalmente se obtém o 6leo essencial a partir de destilagdo a vapor d’agua e esse
método possui um rendimento de 7 a 10g por kg da planta. Em sua composi¢do quimica sao

encontrados principios ativos terapéuticos, antioxidantes, aromatizantes, entre outros.
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(UGALDE, 2014). Os principais componentes do 6leo essencial de alecrim sdo: alfa-Pineno,

beta-Mirceno, 1,8 cineol e verbenona (Figura 4).

O
(+)-alfa-Pineno (-)-alfa-Pineno 1,8 cineol
: O 0
beta-mirceno (+)-verbenona (-)-verbenona

Figura 4: Estrutura molecular dos compostos que formam o 6leo essencial de alecrim.

Fonte: Adaptado de Prins, Lemos e Freitas (2000).

Os o6leos essenciais de alecrim podem ser classificados quanto a concentracao de seus
componentes principais: 6leos com concentragdo de eucaliptol acima de 40% e dleos com
concentragdes aproximadamente iguais de eucaliptol, a-pineno e de canfora, em torno de 20 a
30% (STEFFENS, 2010).

Estes 6leos sdo usados na medicina como agentes anti-inflamatorios, antivirais e
antimicrobiais. Apresentam propriedades carminativas (desintoxicam, estimulam a digestdo e
absor¢ao), antioxidantes ¢ aromaticas (STEFFENS, 2010).

Oleos essenciais extraidos de plantas tém demonstrado excelente agdo antimicrobiana,
inclusive interferindo no processo de formacao de biofilmes. Além disso, diversos deles tém
seu uso em alimentos autorizado. O 6leo essencial de alecrim possui alto teor antimicrobiano,
pela liberagdo de substancias nocivas a estes seres, o que possibilita a adicdo desse Oleo a

filmes, aumentando a vida de prateleira do alimento a ser conservado. (STEFFENS, 2010).
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7.3 Embalagens Ativas

Embalagem para alimentos, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (2012) ¢ aquele que estd em contato direto com alimentos, destinado a
conté-los desde a sua fabricagdo até a sua entrega ao consumidor, com a finalidade de
protegé-los de agentes externos, de alteracdes e de contaminagdes, assim como de
adulteragoes.

Agrega-se em filmes ou peliculas comestiveis, obtidos a partir de biopolimeros,
diversos aditivos alimentares como conservantes, antioxidantes, aromatizantes, para melhorar
a qualidade, aumentar a validade e as caracteristicas sensoriais do alimento. (COMA, 2002).

Atualmente, com o aumento da tecnologia e essa busca por maior condicionamento do
alimento, muitas empresas estdo focadas no descobrimento de novas embalagens que possam
interagir com o mesmo, aumentando e monitorando sua validade (AZEREDO, FARIA e
AZEREDO, 2000) e impedindo os mecanismos de deterioragdo fisiologicos, bioldgicos
(como exemplos os parasitas, mofos e bactérias), fisicos (a desidratacdo) e quimicos (a
oxida¢ao) (SANCHES, 2009).

Rooney (1992) afirma que embalagem ativa ¢ aquela que exerce algum outro papel na
preservacao de alimentos em vez de ser apenas uma barreira inerte a influéncias externas.
Para Gontard (1997), uma embalagem ativa ¢ aquela que, além de dar protegdo, também
interage com o produto, em certos casos, responde a mudangas.

Convencionalmente, uma embalagem se caracteriza pelo aumento da seguranca do
alimento de acordo com alguns mecanismos, como: barreiras a contaminagdes
(microbioldgicas e quimicas) e prevencao de migracao de seus proprios componentes para o
alimento. Ja os sistemas de embalagens ativas, devem proporcionar fungdes adicionais,
podendo ser destacadas: absor¢cdo de compostos que favorecem a deterioragdo, liberacdo de
compostos que aumentam e monitoram a validade (HOTCHKISS, 1995).

A utilizagao de biopolimeros como sistema carregador de agentes antimicrobianos nao
¢ um conceito recente. Tém sido apresentadas varias abordagens e demonstragdes do uso
destas peliculas na superficie de muitos alimentos, sento até em produtos carneos (CUTTER,
2006). Devido sua obtengdo ser a partir de materiais sustentaveis, esses novos revestimentos
vem recebendo notavel atencao j& que saciam a demanda do consumidor com um produto

sustentavel (DURANGO et. al., 20006).
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Segundo Cooksey (2001), os filmes antimicrobianos sdo diferenciados em trés
categorias:

e Substancias antimicrobianas volateis encontram-se em um saché, sendo liberadas
durante a armazenagem do produto. Podem ser utilizados materiais de embalagens
comuns;

e Incorporagdo direta do agente antimicrobiano na pelicula;

e A matriz do revestimento funciona como um veiculo para o agente antimicrobiano.
Estas categorias sdo capazes de liberar o agente antimicrobiano para a superficie do

alimento por meio da evaporagdo através do headspace (substancias volateis) ou ser

transferido para dentro do alimento por meio de difusdo (Figura 5).

Incorporagao na matriz do
alimento

Alimento Q o .

Dipping ou pulverizagao

Agente bioativo ——

| Incorporagao no filme I

Figura 5: Diferentes modos de incorporagdo de aditivos nos produtos alimentares.

Fonte: Adaptado de Coma (2008).
Hé4 uma maior eficiéncia neste sistema do que em uma aplicagdo direta no produto

carneo, ja que retarda a migracdo do agente antimicrobiano para o interior do alimento,

conservando concentracoes elevadas onde é necessario.
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7.3.1 Filmes de Quitosana contendo Oleo Essencial

As embalagens sdo essenciais para proteger o alimento. Os o6leos essenciais sdo
substancias naturais que atualmente ganham destaque como agentes antimicrobianos
associados as embalagens para alimentos. Sdo produtos volateis organicos, de origem vegetal
e obtidos por processo fisico (UGALDE, 2014).

Foram utilizados Oleos antimicrobianos de alecrim, cravo, canela, orégano, noz-
moscada, manjericdo, dentre outros em filmes de acetato de celulose. Uma vez incorporados
aos polimeros e em contato com o alimento, pode ocorrer uma migragao lenta e constante dos
agentes bactericidas e/ou bacteriostaticos, por difusdo ou separacdo para a superficie do
produto, de modo que a atividade antimicrobiana ocorra com maior intensidade onde se faz
necessario (UGALDE, 2014).

Um estudo acerca do sinergismo entre a atividade antimicrobiana de trés
oleos essenciais (6leo de broto de cravo, 6leo de cancla e 6leo de anis-
estrelado), associado a filmes elaborados a base de quitosana, verificou que o
oleo de canela teve a melhor atividade antimicrobiana quando comparado
com os demais Oleos analisados contra bactérias e fungos, como por
exemplo: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus oryzae, e
Penicillium digitatum. (MONTES, SANTANA e CRUZ, 2013)

Ja na utilizagdo do filme elaborado a base de quitosana, efeitos inibidores foram
visualizados apenas contra as bactérias, excetuando-se os fungos, ndo tendo uma notéavel
atividade antimicrobiana (MONTES, SANTANA e CRUZ, 2013).

No entanto, o filme de quitosana contendo 6leo essencial de canela apresentou um
efeito melhor, pois esta associacdo aumentou a atividade antimicrobiana do oleo, fator que
estd associado a liberacdo constante do 6leo no filme. Este estudo também mostrou que a
incorporagdo de 6leos essenciais ao filme de quitosana modificou a sua resisténcia mecanica,
a permeabilidade ao vapor de agua, ao teor de umidade e a solubilidade (MONTES,
SANTANA e CRUZ, 2013).

O ¢leo essencial de alecrim muito se assemelha ao de canela. Segundo Machado
(2010), o dleo essencial de alecrim apresentou maior inibi¢do de bactérias em filmes ativos a
base de acetato de celulose, mostrando também maior resisténcia na tensdo em tragao do filme

quando utilizadas concentragdes menores.
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7.4 Instrumentacio de analise

A fim de comprovar a eficiéncia dos processos anteriores, ¢ necessario a realizacao de
caracterizacgdes, verificando quais foram os produtos obtidos. Por exemplo, para a quitina e
quitosana ¢ utilizado o infravermelho e para os oOleos essenciais a cromatografia gasosa

acoplada a espectroscopia de massas (GC-MS).

7.4.1 Espectroscopia no Infravermelho

Segundo Haack (2010) a espectroscopia no infravermelho ¢ embasada pelas vibragdes
dos atomos de uma molécula. Um espectro no infravermelho (regido de 4000 a 400 cm™) é
obtido através da passagem da radiacdo infravermelha no interior de uma amostra na qual ¢
determinada a fragdo da radiacdo incidente que ¢ absorvida em cada frequéncia ou
comprimento de onda.

O processo normalmente apresenta uma série de bandas em vez de linhas, isso ocorre
devido a cada alteracdo do nivel de energia vibracional que é equivalente a uma série de
mudangas nos niveis rotacionais. As linhas se sobrepdem expondo as bandas de vibragdo-
rotacdo resultante das massas relativas dos atomos, nas constantes de forca nas ligacdes e na
geometria do composto. Cada frequéncia de absor¢do existente num espectro no
infravermelho corresponde a uma frequéncia de vibragdo de uma parcela de uma molécula da
amostra, ¢ aparecem nos espectros no infravermelho em comprimento de onda (um) ou em
namero de ondas (cm™), com intensidades (HAACK, 2010).

Antonino (2007) em sua tese realizou experimentos com amostras da quitina e da
quitosana, sendo estas obtidas a partir da casca de crusticeos e a quitosana a partir do
processo de desacetilagdo da quitina e, afim de caracterizar esses biopolimeros, utilizou-se de
espectroscopia de infravermelho (IV). As principais bandas caracteristicas dos biopolimeros
quitina e quitosana, de acordo com o mesmo autor, estdo de forma resumida na Tabela 1. A
finalidade do uso da espectroscopia de infravermelho com a quitina e a quitosana ¢ identificar

os principais grupos funcionais pertencentes a esses biopolimeros.
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Tabela 1: Principais grupos funcionais e atribui¢des vibracionais dos biopolimeros Quitina e

Quitosana.
Amostra Atribuicio Numero de Amostra Atribuigio Numero de
Ondas (cm-1) Ondas (cm-1)
v (O-H) 3450 v (O-H) 3450
vsim. {C-H) 2920 vsim. (C-H) 2925
Quitina A 8(c=0) 1650 Quitina A
vsim. (N-H) 1560 5 (N-H) 1630
5 (N-H) 1555
&sim. (C-H) 1380 & sim. (C-H) 1375
v (O-H) 3450 v (O-H) 3450
vsim. [C-H) 2920 vsim. (C-H) 2925
Quitina B 8(C=0) 1650 Quitina B
vsim. {N-H) 1560 § (N-H) 1654
5 (N-H) 1555
&sim. (C-H) 1380 & sim. (C-H) 1380
v (O-H) 3445 v (O-H) 3450
vsim. {C-H) 2315 vsim. (C-H) 2900
Quitina C 8(c=0) 1655 Quitina C
vsim. (N-H) 1560 § (N-H) 1650
& (N-H) 1555
8sim. (C-H) 1380 & sim. (C-H) 1380

Fonte: Antonino (2007)

7.4.2 Cromatografia Gasosa

Os oleos podem ser caracterizados através da Cromatografia Gasosa. Esta ¢ uma
técnica para andlise de misturas de substincias volateis. A amostra ¢ vaporizada e introduzida
em um fluxo de um gas adequado denominado de fase movel ou gas de arraste. Este fluxo de
gas com a amostra vaporizada passa por um tubo contendo a fase estacionaria (coluna
cromatografica), onde ocorre a separacdo da mistura. A fase estacionaria pode ser um so6lido
adsorvente (Cromatografia Gas-Sélido) ou, mais comumente, um filme de um liquido pouco
volatil, suportado sobre um soélido inerte (Cromatografia Gdas-Liquido com Coluna
Empacotada ou Recheada) (BAPTISTA e COSTA, 2009).

As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de arraste e passam por
um detector; dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de material
eluido. O registro deste sinal em fungao do tempo € o cromatograma, sendo que as substancias

aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, o que possibilita a analise
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quantitativa. A cromatografia gasosa ¢ aplicavel para a analise de misturas cujos constituintes
tenham pontos de ebuli¢ao de até¢ 300 °C e que sejam termicamente estaveis, que sao 0s casos
de oleos essenciais (BAPTISTA e COSTA, 2009).

Em um sistema de cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas (GC-MS) as
amostras provenientes do cromatografo a gas, no estado gasoso, sio bombardeadas por
elétrons e sao quebradas gerando ions positivos, negativos e radicais, € a partir da diferenca
entre massa/carga dos ions gerados ird separd-los. A Figura 7 apresenta um esquema da

aparelhagem da Cromatografia Gasosa (BAPTISTA e COSTA, 2009).

Figura 7: Esquema de um espectrometro de massas.

Fonte: Baptista e Costa (2009).

A andlise do dleo essencial de alecrim com CG-EM, segundo Ribeiro et.al (2012),
apresentou otimos resultados. Identificou-se 25 picos, porém, foi possivel identificar somente
23 componentes presentes no Oleo essencial de alecrim analisado. Os constituintes
majoritarios foram o a-pineno (19,8 %), B-mirceno (24,2 %), 1,8 cineol (22,2%) e verbenona

(9,3 %), correspondendo a 75,5 % do total do 6leo.
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8. METODOLOGIA

8.1 Extracao da quitina e producio da quitosana

O processo para obtencdo da quitina e da quitosana segue as etapas de pré-tratamento,
desmineralizagdo, desproteinizagdo e desacetilagdo, procedimentos propostos por Almeida
et.al (2006).

Para a etapa de pré-tratamento serd realizada a lavagem das cascas de camarao e siri
com agua destilada até os mesmos obterem pH neutro, entdo as cascas serdo secas em estufa
por 24h a temperatura de 40°C. As cascas de camardo irdo ser trituradas com o uso do
liquidificador e as cascas de siri serdo trituradas com o auxilio de um martelo, para se obter
particulas pequenas.

A desmineralizacdo da casca sera realizada em soluc¢do de acido cloridrico HCI 1,6 M,
onde 60g de casca de siri e camardo triturados sera adicionada na solugdo acida. Esta solucao
deve permanecer em agitacdo magnética durante 30 minutos. Apos essa reagdo, deve ser feita
a lavagem da amostra com agua destilada até¢ obtermos pH neutro e entdo esta solugdo deve
ser filtrada em funil de Biichner.

Na etapa de desproteinizagdo, deve-se adicionar uma solu¢do de hidréxido de sodio
NaOH 0,75 M, na amostra ja desmineralizada, permanecendo em agitagdo magnética por 30
minutos e aquecimento de 70°C. Ao término da reagdo deve ser feita a lavagem da amostra
com agua destilada até se obter pH neutro e filtrd-la com funil de Biichner. No final destas
trés etapas obteremos a quitina que deve ser seca em estufa a 40°C por 24h.

A sintese da quitosana serd realizada a partir da desacetilacio de
aproximadamente 50g de quitina, em solucdo de hidroxido de so6dio NaOH 42,3%, a
temperatura de 160°C, agitacdo de 7rpm e tempo de 60min, com sistema de refluxo e agitacao
magnética. No final da reagdo sera feita a lavagem da amostra até obter-se pH neutro, e em
seguida esta deve ser filtrada em funil de Biichner e seca em estufa com temperatura de 40°C

por 48h.

8.1.1 Caracterizacio da quitina e da quitosana

A caracteriza¢do da quitina e da quitosana sera realizada através do método proposto
por Antonino (2007). Os espectros na regiao do infravermelho (IV) serdao registrados em um
espectrofotometro de infravermelho na regido de 400 a 4000 cm-1. Os espectros de IV serdo

obtidos usando pastilhas preparadas a partir de amostras de quitina e quitosana, sendo que
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cerca de 2,0 mg de amostra serdo misturadas a 98 mg de KBr previamente seco em estufa, e
esta serda homogeneizada em almofariz de 4dgata. A mistura serd prensada para formar uma

pastilha de aproximadamente 0,20 mm de espessura, € em seguida sera analisada.

8.2 Extracao e caracterizacao do d6leo essencial do alecrim

A extragdo do O6leo essencial do alecrim sera feita através do método de
hidrodestilagdo, utilizando o aparelho de clevenger para o mesmo. O alecrim sera submerso
em agua deionizada e a destilagdo procedera por cerca de 90 a 120 min, sendo que esse tempo
de destilagao favorecera o maior rendimento da extracdo (PRINS, LEMOS, FREITAS, 2000).

Apos feita a extragdo sera obtida uma mistura heterogénea de 6leo e dgua. Como a
mistura possuiu duas fases, em que a de 6leo essencial ¢ menos densa que a dgua, pode
separa-la utilizando uma pera de decantagdo e entdo obter o 6leo essencial. Esse 6leo serd
armazenado em ambiente inerte a baixas temperaturas, para que ndo tenha a perda de
substancias volateis, até que seja feita sua caracteriza¢ao ou uso.

Na execu¢do do projeto serd utilizada a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM). A andlise qualitativa do dleo essencial serd realizada
dispondo de um cromatdgrafo gasoso dotado com coluna capilar de silica fundida anexada a
um espectrometro de massa. O espectro de massa sera utilizado com a voltagem de ionizacao
proxima de 70 V (temperatura da fonte 250°C).

A identificagdo dos compostos sera realizada pela comparacdo de seus espectros de
massa com o banco de dados da literatura. Os dados quantitativos serdo obtidos das

percentagens das areas do cromatograma por meio da normalizagao.

8.3 Producio de biofilmes a base de quitosana e aplicaciio do 6leo essencial de alecrim

Para a produgdo de biofilmes sera utilizada uma adaptacdo da metodologia de Ugalde
(2014), que se baseia na técnica de Casting. Esta técnica consiste na desidratacdo da solugao
coloidal, chamada de solugdo filmogénica (SF) na qual sera produzido o biofilme sobre uma
placa de Petri.

Sera preparada uma solugao filomogénica contendo 2 % (m/v) de quitosana, 30 %
(m/m) de glicerol como agente plastificante, suspensos em uma solug@o de acido acético 1 %
(v/v). A solugdo sera submetida ao processo de esterilizagdo em autoclave a 120°C durante 10

minutos, sendo em seguida filtrada.
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Apbs isso, a solugdo sera resfriada até a temperatura de 40 °C para a adigdo do
6leo essencial de alecrim 1% (v/v) e em seguida, agitado até obter-se uma mistura
homogénea. Uma pequena quantidade de solucdo filmogénica serd mantida sem o Oleo
essencial, para ser utilizada como um padrdo inicial. Serd vertida uma amostra de 90g de
solugdo filomogénica com oleo essencial em moldes de acrilico previamente higienizados
com alcool 70% (m/m), buscando a formagdo de filmes de espessura homogénea, e
submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar a 40 °C por um periodo de 24 h. Apds a
secagem, o filme serd retirado da placa e conservado em recipientes lacrados a temperatura de

4 °C para posteriormente ser analisado.

8.4 Analise das caracteristicas fisico-quimicas dos biofilmes
8.4.1 Indice de Transparéncia

Na caracteriza¢ao do indice de transparéncia, serd utilizado o aparelho de medigdo de
intensidade luminosa chamado Luximetro (INSTRUTEMP) com capacidade de medi¢ao de 0
a 2000 lux. Segundo o site Engenharia Audiovisual (2012) Lux (Ix) ¢ a unidade de medida no
SI que mede a incidéncia perpendicular de 1 limen em uma superficie de 1 metro quadrado.

Para a analise do biofilme de quitosana, serda montado um trilho onde serdo
equipados o Luximetro, a fonte de luz e o biofilme devidamente esticado para incidir a luz
proveniente da fonte luminosa.

O indice de transparéncia sera determinado através da comparagdo do valor da
intensidade luminosa registrada pelo Luximetro sem a interferéncia do biofilme, com a

intensidade obtida com a presenca do biofilme.

8.4.2 Absorcao de agua

O procedimento para identificar o indice de absorcdo de 4gua serd o mesmo
proposto por Silva (2011). Primeiramente o biofilme serd colocado em estufa a 105°C por 24
horas, em seguida a amostra devera ser pesada (mi) e inserida em um béquer com
aproximadamente 80 mL de agua destilada. Serdo preparadas trés amostras de biofilme

somente a base de quitosana e trés amostras de biofilme com quitosana e 6leo essencial, sendo

21



que ambos ficardo submersos sob agitacio magnética durante 2, 6 e 24 horas,

respectivamente.

Apbs este procedimento as amostras serdo pesadas para obten¢do da massa final
(mf). Através deste método serd possivel determinar a perda de massa (pm) do material por
solubilizacdo através da equagao:

mi—mf
pm = —
TrLd

8.4.3 Grau de Desacetilaciao:

O grau de desacetilacdo pode ser medido através da titulagdo potenciométrica da
quitosana em que esta estara diluida em écido cloridrico ou acético e o titulador serda NaOH.
Feita as titulagdes sera calculado o grau de desacetilacdo da quitosana utilizando a seguinte

equacao:
%GD = (M (V,-V;) 161x100)/W

Em que %GD ¢ o grau desacetilagio, M ¢ a concentragdo de NaOH, V2 ¢ o
volume de NaOH utilizado, Vi é o volume de base utilizada para neutralizar o 4cido do
solvente, 161 ¢ a massa de um mondmero de quitosana e W ¢ a massa de quitosana. Dessa

maneira sera encontrado o grau de desacetilagdo da quitosana.

8.4.4 Espessura

A determinacdo da espessura serd feita utilizando um paquimetro, o filme vai ser
colocado entre as esperas internas (1 e 2 da Figura 8) e entdo estas serdo fechadas de forma
que as duas partes toquem no filme, sem danificd-lo. Apds esse processo a espessura sera

medida através da observacdo do nonio e da escala inferior (3 e 4 da Figura 8).
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Figura 8: Elementos do paquimetro.

Fonte: Adaptado de UNIVAP, 2012.

Caso essa metodologia nao seja eficiente serd usado o micrometro, cuja metodologia

vai ser estudada se necessario.

8.4.5 Vapor de agua

A taxa de permeabilidade ao vapor de dgua sera baseado no teste ASTM E96-80
(American Society for Testing and Material, 1989). Os biofilmes serdo aplicados em células
de permeacdo de vidro, contendo silica gel e entdo colocadas em dessecadores contendo dgua
destilada pura. As células serdo pesadas diariamente, em uma balanga semi-analitica durante
8-9 dias. Primeiramente serd calculada a taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (Tva), com
a equagao:

Tva=g/tA

Em que A ¢ a é4rea de permeagdo e termo g/t sera calculado por regressao linear

entre os pontos de ganho de peso e tempo, no regime constante. Em seguida, a permeabilidade

ao vapor de agua (Pva) seré calculada utilizando-se a equagao:

Pva = (g/tA)(x/AP)
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Em que x ¢ a espessura média dos biofilmes e AP ¢ a diferenca de pressdo de

vapor do ambiente contendo silica gel e contendo agua pura.

8.5 Analise da resisténcia a tracao do Biofilme

Para a realizagdo dos testes de tragdo sera utilizado um dinamometro ligado aos
filmes, que terdo uma area de 2x2 cm, de forma que todos tenham o mesmo tamanho para que
seja possivel a comparacdo dos resultados. Os filmes também estardo ligados a um prato
suspenso onde neste sera adicionado pequenas quantidades de pesos, para assim identificar o
maximo de peso que o filme consegue suportar.

Os testes serdo aplicados nos filmes de quitosana sem a adi¢dao de 6leo essencial,
que sera o branco, e nos filmes de quitosana com a presenga do 6leo. Esses testes serdo feitos
em triplicatas para diminuir o risco de erro durante o teste. Apos realizados os testes
poderemos comparar os dados e verificar se hd uma mudanga consideravel quanto a

resisténcia a tragao do filme, com a adi¢ao de 6leo essencial de alecrim no mesmo.
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9. CRONOGRAMA

Atividade/Periodo

Agosto

Setembro

Outubro

Novembro

Dezembro

Extrag¢ao da quitina a partir da
casca de dois crustaceos (camarao
e siri).

X

Produc¢ao da quitosana através do
processo de desacetilacdo da
quitina.

Caracterizagao da quitina e da
quitosana por espectroscopia no
infravermelho.

Extracdo oleo essencial de
alecrim por hidrodestilacao.

Caracterizagao do 6leo essencial
por meio GC-MS.

Producao de biofilmes a base de
quitosana e 0leo essencial de
alecrim.

Analise das caracteristicas fisico-
quimicas dos biofilmes de
quitosana e dos biofilmes
contendo 0leo essencial de
alecrim.

Comparagao das caracteristicas
do biofilme a base de quitosana
contendo oOleo essencial de
alecrim com o biofilme somente a
base de quitosana.

Redacao da primeira versao do
artigo.

Redacao da versao final.

Apresentacdo do relatorio final
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