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Resumo

As cascas de camardo sao um residuo abundante devido ao aumento do consumo
destes crustaceos a nivel mundial. Estas sdo depositadas em aterros, e, por vezes,
até nos oceanos, representando um grave problema econémico, ambiental e social.
Assim sendo, ha necessidade de lhes atribuir um uso rentavel e ambientalmente

vantajoso.

As cascas de camarao sao uma fonte de compostos antioxidantes, como a astaxantina
e outros carotenoides, assim como de quitina, que é 0 composto presente
maioritariamente na sua composicdo. Estes compostos tém o potencial para serem
usados em produtos de valor acrescentado na inddstria alimentar e cosmeética, por

exemplo.

Neste trabalho pretendia-se utilizar e avaliar a eficiéncia de diferentes técnicas de
extragdo para recuperar compostos bioativos das cascas de camardo e avaliar a sua
atividade biolégica e potencial aplicagdo em produtos de valor acrescentado na
indUstria alimentar e/ou cosmética. Para isso, foram testadas diferentes técnicas de
extracdo, nomeadamente a extracdo convencional (EC), extracdo assistida por
ultrassons (EAU) e extracdo com agua em condigbes subcriticas (ESA), com
diferentes solventes e temperaturas. Para avaliar a eficiéncia das técnicas de extracao
determinou-se o teor de polifendis total (TPT), teor de carotenoides total (TCT), a

atividade antioxidante pelo método ABTS e o poder redutor pelo método FRAP.

Das diferentes técnicas testadas, a ESA a 200°C foi a que se mostrou mais eficiente,
com um TPT de 5,36 + 0,07 mg EAG/g de casca de camardo e 59,8 + 1,0 mg
carotenoides/g de cascas de camardo, valores cerca de 5 vezes superiores aos
obtidos pela EC.

Paralelamente, pretendeu-se ainda avaliar a extracdo de quitina das cascas de
camardo e desacetilacdo em quitosano. O quitosano final obtido foi usado para a
producdo de um filme, com o intuito de os usar para embalar alimentos. Para isso
recorreu-se a técnicas convencionais de desmineralizacdo (usando acido citrico),
desproteinizacdo e desacetilagdo que foram aplicadas nas cascas de camardo e no
extrato sdlido resultante da ESA a 200°C para a obtencdo de quitina e respetiva
conversao em quitosano. A presenca destes compostos foi avaliada pelas técnicas de
espetroscopia FTIR e UV-Vis de primeira derivada, que mostraram a presenca de

quitosano e uma concentracdo do seu monémero, N-acetilglucosamina, de 1,12 x102
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mg/mL nas cascas de camardo e de 2,0 x102 mg/mL no extrato sélido da ESA.
Posteriormente prepararam-se filmes, adicionando &cido acético em diferentes
concentracdes para dissolver o quitosano e glicerol em diferentes quantidades, como
plastificante. O filme em que se adicionou 0,1g de glicerol e solvente com uma
concentragao de 2% (v/v) (filme 4) foi o que obteve melhor valor de opacidade e
barreira UV, mas apresentou piores propriedades mecanicas comparativamente aos

filmes preparados com quitosano comercial.

Palavras-chave: cascas de camardo, astaxantina, quitina, quitosano, extracdo com

agua em condi¢des subcriticas, flmes de biopolimeros.
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Abstract

Shrimp shells are an abundant residue due to the increased crustacean consumption
worldwide. These shells are discarded in landfills, and even in the ocean, representing
a severe economic, environmental, and social problem. Therefore, there is a need to

assign them a profitable and environmentally advantageous use.

Shrimp shells are a source of antioxidant compounds, like astaxanthin and other
carotenoids, and a source of chitin, which is the main compound present in its
composition. These compounds have the potential to be used in high-value products,

for example in the food and/or cometic industries.

The main goal of the present work was to evaluate the efficiency of different extraction
techniques to recover bioactive compounds from the shrimp shells and evaluate its
biological activity and potential application in high-value products in the food and
cosmetic industries. For that, different extraction techniques were tested, namely
conventional extraction (CE), ultrasound-assisted extraction (UAE), and subcritical
water extraction (SWE), using different solvents and temperatures. To evaluate their
efficiency, total polyphenol content (TPC), total carotenoid content (TCC), antioxidant
activity by the ABTS radical scavenging activity (ABTS) and reducing power by the
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) assays were determined.

From the different extraction techniques tested, SWE at 200°C was the most efficient
with a TPC of 5.36 = 0.07 mg GAE/g dry weight and 59.8 + 1.0 ug carotenoids/g dry

weight, values 5 times higher than the ones obtained in CE.

At the same time, it was intended to evaluate chitin extraction from the shrimp shells
and its deacetylation into chitosan. The obtained chitosan was used to produce a
biopolymer-based film to food packages. For that, demineralization (with citric acid),
deproteinization and deacetylation conventional techniques were applied in the shrimp
shells and in the solid extract from SWE at 200°C to obtain chitin and convert it into
chitosan. The presence of these compounds was tested using FTIR and first derivative
UV-Vis spectroscopy methods, which showed the presence of chitosan and a
concentration of 1.12 x102 mg/mL of its monomer, N-acetylglucosamine, in the shells,
and of 2.0 x102 mg/mL in the solid extract from SWE.

Afterwards, the films were prepared, using acetic acid in several concentrations to

dissolve the chitosan, and the plasticizer, glycerol, was also added in different
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amounts. The film prepared with 0.1g of glycerol and a concentration of acetic acid of
2% (v/v) (film 4) was the one with the best values of opacity and UV barrier but showed
weaker mechanical properties in comparison with the films prepared using commercial

chitosan.

Keywords: shrimp shells, astaxanthin, chitin, chitosan, subcritical water extraction,

biopolymer-based films.
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Lista de Abreviaturas

ABS ABSORVANCIA

ABTS ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DETERMINADA PELO
METODO ABTS

cc CASCA DE CAMARAO

CM CENTIMETROS

EAA EQUIVALENTES DE ACIDO ASCORBICO

EAG EQUIVALENTES DE ACIDO GALICO

EAU EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSONS

EC EXTRACAO CONVENCIONAL

ESA EXTRACAO COM AGUA EM CONDICOES SUBCRITICAS

ETOH ETANOL

FC FOLIN-CIOCALTEU

FRAP FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER, DO INGLES
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO FRAP

FTIR FOURIER-TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY, DO

INGLES ESPETROSCOPIA DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER

GD GRAU DE DESACETILACAO
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NAOH HIDROXIDO DE SODIO
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1. Introducao

1.1 Camaréao

Os camardes sdo uma espécie de crustaceos espalhada por todo o planeta e podem
ser encontrados no mar, estuarios, rios e lagos!. Estes animais sdo consumidos em
grandes quantidades e representam uma parte importante da cadeia alimentar de

varios animais marinhos?.

Algumas espécies de camardo, além de serem uma boa fonte de proteina e possuirem
uma baixa percentagem de gordura?, tém um sabor agradavel e, por isso, sdo

largamente consumidos por humanos.

Véarias espécies de camardo sdo capturadas e produzidas para consumo humano,

sendo as mais comuns as espécies da familia Penaeidae (figura 1)3.

Figura 1 — Espécie de camar&o Penaeus Monodon, comercialmente denominado Camar&o-tigre gigante®*.

1.1.1 Producdo de camarado e residuos gerados
Com o aumento do consumo de camardo pelos humanos houve uma necessidade de
aumentar também a sua producgédo, surgindo assim a aquacultura de camardo. Em

Portugal, a pesca do camarao foi aberta em 2020, apds estar moratéria desde 2010%.

Como qualquer industria, a aquacultura de camardo e o seu desenvolvimento
apresentam consequéncias a nivel econémico, social e ambiental®. Dentro das
consequéncias destacam-se a disseminacdo de doencas entre os camardes

cultivados, perturbacédo do ecossistema e contaminagdo das aguas®.

A aguacultura de camardo gera uma grande quantidade de residuos, nomeadamente
as cascas de camardo, cuja producdo global calculada em base seca € de

aproximadamente 1,44 milhdes de toneladas®.
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O processamento do camardo e a grande quantidade de residuos gerados constituem
um problema crescente’, pois aproximadamente 50% do peso deste animal é

descartado®.

As cascas de camardo sao biodegradaveis e ndo acumulam na natureza por longos
periodos. No entanto, ttm um cheiro intenso e desagradavel, o que pode atrair
algumas espécies de animais e gerar colénias de bactérias, que poderdo ser danosas

para a saude humana®.

Assim, o reaproveitamento destes residuos tem gerado grande interesse, pois séo
uma fonte de recursos renovavel®, sustentavel e permitiria resolver este problema

iminente.

Devido a sua composi¢cdo quimica, a casca de camardo pode tornar-se num residuo
altamente rentavel® para a industria alimentar ou até para a industria cosmética,

diminuindo assim a magnitude do problema que representa.

1.1.2 Composicao das cascas de camardo

A composi¢do do camarédo e da sua casca ird depender da espécie em estudo, assim
como da estacdo do ano em que a andlise as cascas é feital®. No entanto, varios
estudos foram realizados e tem sido possivel determinar valores aproximados da sua

CoOmposicao.

As cascas dos camardes apresentam trés componentes principais: quitina, proteina e
“cinza™ (minerais, enzimas, lipidos e pigmentos’). A quantidade de proteina varia
entre os 20 e os 40%, a de quitina entre 0s 15 e 0s 40% e a quantidade de cinza
representa mais de 50% da sua composicdo, sendo que de 20 a 50% é carbonato de

célcio®.

Alguns dos compostos presentes nas cascas de camardo apresentam atividade
antioxidante, como € o caso da astaxantina, que € o carotenoide presente em maior
guantidade nos crustaceos, como ira ser referido em 1.2. Os antioxidantes naturais
apresentam grande interesse comercial*?> devido as suas propriedades e beneficios
para a saude e, por isso, 0 estudo da presenca destes compostos nas cascas de

camardo é relevante.
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1.2 Astaxantina

A astaxantina (figura 2) € um carotenoide lipossollvel que apresenta uma cor
avermelhada, é o carotenoide presente em maior quantidade nos crustaceos e € o que
apresenta maior atividade antioxidante nestas espécies®, devido as suas ligacoes
duplas conjugadas e grupos hidroxilo (-OH) que reagem com radicais livres dentro e

fora das células membranares®s.

Figura 2 — Estrutura quimica da Astaxantina?®,

Apresenta varios beneficios para a salde® e tem propriedades antienvelhecimento e
anticancerigenas, assim como eficacia no tratamento de doencas cardiovasculares!4.
A astaxantina também tem aplicacdo na industria cosmética pois ajuda a aumentar a

elasticidade da pele e a melhorar a pele seca'’.

7

A sua capacidade antioxidante é mais forte que de compostos como a vitamina E,

vitamina C e B-Caroteno e também pode ser utilizada como corante em alimentos*t.

Os dois métodos mais comuns de producéo de astaxantina incluem sintese quimica e
biolégical. A sintese quimica deste composto é mais barata, no entanto, 0 consumo
de astaxantina obtida por sintese quimica por humanos ndo é permitido por questdes

de segurancal®.

Assim sendo, ha necessidade de obter astaxantina via sintese biol6gica e, por isso, ha
grande interesse econdmico em extrair este carotenoide da forma mais barata e
eficiente possivel. Atualmente, as maiores fontes de astaxantina sdo a microalga

Haematococcus pluvialis (figura 3) e diferentes espécies de crustaceos*.

pl B4
02Mza0a

Figura 3 — Haematococcus pluvialis, a maior fonte de astaxantina utilizada.
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1.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos (figura 4) sdo compostos que estdo presentes na maioria dos
alimentos a base de plantas?®, como frutas, vegetais e cereais, sendo os compostos
antioxidantes mais presentes na dieta humana!®. Sdo caracterizados por possuirem

varios anéis fendlicos que formam ligagdo com grupos hidroxilo*®.

R,

[0
R2
R, 0 O
OH HO — |
Ry

o R;
Acidos fenélicos (acido hidrobenzoico e 4cido cinamico) Flavonoides
CH,0 CH,0H
HO O
O HO CH,0H
HO
OCH;
OH
Estilbenos Lignanos

Figura 4 — Estrutura quimica de diferentes tipos de compostos fendlicos?’.

Estes compostos apresentam imensos beneficios para a salde, nomeadamente na
prevencdo de doencas cardiovasculares, cancros, osteoporose, assim como funcbes
na prevencdo de doencas neurodegenerativas!®. Devido a sua capacidade
antioxidante, os polifendis podem atuar diretamente em espécies reativas ao oxigénio
e estimulando sistemas de defesa endégenos?®®. Os grupos fendlicos destas espécies
tém a capacidade de aceitar um eletrdo para formar radicais fenoxi (figura 5) estaveis,

guebrando assim as reacées de oxidacdo em cadeia nos componentes celulares?®.

Figura 5 — Estrutura quimica de um radical fenoxi*.

Os compostos fendlicos sdo muito variados, sendo que a sua estrutura pode ir de

moléculas simples a compostos altamente polimerizados!® e, por isso, sdo
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classificados em diferentes categorias, dependendo da sua estrutura quimica e da sua

funcao.

1.3.1 Classificacao
Como referido anteriormente, os compostos fendlicos podem ser divididos em
diferentes categorias, dependendo do numero de anéis fendlicos que os compdem e

da sua estrutura quimica.

Estes compostos podem ser classificados em vérias categorias, de acordo com a

forma como se formaram na natureza, a sua estrutura e funcdo, como descrito na

figura 62°,
Compostos
fendlicos
|
l |
Fenois simples Polifendis
: |
Acidos fentlicos Cumarinas Flavonoides Estilbenos Lignanos Taninos
Acidos .
| hidroxibenzéicos —  Flavondis
Acidos
| hidroxicinamicos — Flavonas
— Isoflavonas
—{  Flavononas
— Antocianinas

— Calconas

Esquema 1 — Diferentes tipos de compostos fenélicos?.
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1.3.2 Compostos antioxidantes presentes nas cascas de camarao

As cascas de camardo apresentam na sua composicdo alguns compostos com

atividade antioxidante.

Como ja referido anteriormente, a astaxantina é um carotenoide presente nas cascas
de camardo e que lhes atribui a sua cor caracteristica, tendo grande atividade
antioxidante e diversos beneficios para a saldde. A astaxantina representa cerca de
65% a 98% dos carotenoides presentes nas cascas de camardo, dependendo da

espécie em estudo, da dieta dos camardes, da estacédo do ano, entre outros fatores?*,

O B-Caroteno é também um carotenoide com atividade antioxidante presente em
grande quantidade nas cascas de camarédo?®?. Esta muito presente, também, em frutas
e vegetais amarelos e cor de laranja, para além de ser um precursor da vitamina A
guando este esta em falta no organismo humano?. Este composto bloqueia a acdo de
moléculas de oxigénio que possam causar dano nas células e o seu consumo em

alimentos apresenta beneficios anticancerigenos?.

A quitina e o seu derivado quitosano, gue serédo abordados com maior detalhe em 1.6,
sdo polissacarideos extraidos do exoesqueleto dos camarfes e que apresentam
atividade antioxidante, estando descrito na literatura como inibidores de espécies

reativas ao oxigénio®*.

Também alguns hidrolisados de proteinas preparados a partir de cascas de camarao
apresentaram atividade antioxidante, que poderdo ser utilizados na induastria

alimentar?>.

1.4 Meétodos de extracdo de compostos bioativos

1.4.1 Extracdo convencional

Os métodos de extracdo convencionais de diferentes compostos bioativos tém sido
amplamente utilizados durante varios anos. Consistem em Varias técnicas que
recorrem ao uso de temperatura, agitacdo ou uma combinacdo de ambos, incluido a
maceracédo, percolacéo e extracdo sob refluxo, exigindo um uso elevado de solventes

organicos e longos tempos de extracéo®.

Dada a pouca eficiéncia destes métodos, ha uma necessidade de os melhorar,

tornando-os mais amigos do ambiente e mais rapidos, surgindo assim métodos de
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extragdo mais verdes como a extragdo assistida por ultrassons, extracéo assistida por

microondas ou extracao subcritica e supercritica, por exemplo.

1.4.2 Extracdo assistida por ultrassons

A extracdo assistida por ultrassons (figura 6) é frequentemente utilizada e ha bastante
literatura focada neste método de extracéo®?’.

Ultrasound

|J.| chamber

| Ultrasound
probe

N /I Beaker

containing

D -/ sample

Ultrasound {

generator Temperature
controlled
waterbath

Figura 6 — Funcionamento de um extrator ultrassonico?,

As ondas de ultrassom sdo ondas mecanicas que fazem uso de meios elasticos para

se propagarem e tém uma frequéncia compreendida entre os 20 kHz e os 10 MHz?®,

Quando induzidas num meio liquido, ocorre um fenémeno denominado de cavitac&o?,
gue consiste na formacdo de bolhas no liquido causadas pela variagédo da pressdo. As
moléculas do solvente interagem entre si através de forgas atrativas e os ultrassons
exercem uma forca longitudinal, funcionando como um pistdo que comprime e
descomprime o solvente?®, como esquematizado na figura 7. As moléculas, com o
movimento de compresséo causado pelas ondas, saem, temporariamente, do sitio e
podem colidir umas com as outras. Quando o solvente descomprime, pode haver a

formagdo de um “vazio”’, que sdo as bolhas da cavitacdo formadas por gases
dissolvidos?®.
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~H =

Sound wave

molecules into the medium

© o0

Complesslon/

waves going
through the
medium

Figura 7 — Ag&o dos ultrassons no solvente?,

Quando as bolhas formadas colapsam na superficie, ha uma quebra da matriz e os

compostos que se pretendem extrair sdo libertados para o meio?®.

Esta técnica de extracdo € bastante usada em diversas inddstrias, como a
farmacéutica e alimentar, devido ao tempo de extragdo mais curto, baixo consumo de
energia e rendimentos elevados relativamente aos métodos de extracdo

convencionais®°.

1.4.3 Extracdo subcritica com agua

A extracdo subcritica com agua € um método de extracdo recente eficiente e consiste
em usar 4gua como solvente a temperaturas entre 0os 100 e os 374°C e com pressao
suficiente para a 4gua ser mantida no estado liquido®!. Este tipo de extracdo permite
extrair diversos tipos de compostos, dependendo da temperatura utilizada, ou seja,
compostos polares sdo extraidos a temperaturas mais baixas e compostos apolares

sdo extraidos a temperaturas mais elevadas®2.

A medida que a temperatura aumenta, ha uma diminuicio sistematica da
permissividade (capacidade de um composto se polarizar em resposta a um campo
elétrico), um aumento da taxa de difusdo e diminuicdo da viscosidade e tensdo
superficial®>. Como consequéncia, compostos polares (que sédo altamente solliveis em
adgua) sdo extraidos facilmente a temperaturas mais baixas e compostos menos
polares precisam de um meio menos polar para serem extraidos, que serd induzido

por temperaturas mais elevadas®2.
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Supercritical
fluid

Q  218atm ——
2 (Subcritical \ /|
3 \, liquid \
o solid Y | Critical point for water

> Te=374°C

10 Pc=218 atm
N [ | pc=0.32 g/mL
4.58 mm [ vapor |
0.99 100 374

Temperature (°C)

Figura 8 — Diagrama de fases da agua em func&o da temperatura e presséo?.

A extragdo subcritica com agua € um meétodo rapido e “verde”, que tem permitido obter

melhores resultados em comparacdo com métodos de extracéo convencionais®.

1.5 Métodos colorimétricos

1.5.1 Teor de polifendis total

Para determinar o teor de polifendis total utilizou-se o método colorimétrico Folin-
Ciocalteau®. Este método utiliza o reagente Folin-Ciocalteau (FC) que consiste numa
solucdo amarela de i6es poliméricos formada por acidos fosfomolibdico e
fosfotingstico, como agente colorimétrico®. Este reagente oxida fenolatos, reduzindo
os heteropoliacidos e formando um complexo de cor azul*®. Os fenolatos sé estéo
presentes em solucdes alcalinas, mas tanto os reagentes, como 0s produtos ndo sao
estaveis em solucbes basicas e, por isso, neste procedimento, € utilizada uma alta

concentracéo de reagentes e uma basicidade moderada®.

Quanto mais azul for a solucdo final, maior teor de compostos fendlicos totais

apresenta a amostra.

1.5.2 Teor de carotenoides total
A maioria dos carotenoides apresentam absorcao na zona do visivel entre os 400 e os
500 nm (zona do azul/verde)3*, dependendo do carotenoide em estudo. A astaxantina,

por exemplo, apresenta um pico de absorcdo maxima nos 492 nm?3.
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7

Assim sendo, € possivel medir a quantidade de -carotenoides presentes em
determinada amostra medindo a absorvancia (abs) nos comprimentos de onda
referidos. Para se obter uma maior precisédo de resultados, também se pode medir a

abs em comprimentos de onda maiores (correspondentes a zona do laranja e

vermelho), para detetar a presenca de compostos indesejados.

Por fim, subtrai-se os comprimentos de onda da zona do azul pelos da zona do
vermelho, e torna-se assim possivel identificar a concentracdo de carotenoides, ainda

gue este método ndo seja altamente preciso.

1.5.3 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de inibicdo de radicais
pelo catido ABTS

A inibicdo de radicais pelo catio ABTS (figura 9) € um método comumente utilizado
para a determinagdo da atividade antioxidante de compostos. Este método mede a
capacidade dos compostos antioxidantes de inibirem o catido ABTS, que tem uma cor

azul intensa.

N+ N

(
9 =N =

Figura 9 — Estrutura quimica do ABTS?.

A reacdo ocorre entre o radical ABTS e o persulfato de potassio, numa solucao que é
previamente preparada, produzindo o composto ABTS®'. Adicionando compostos
antioxidantes a esta solucao, o catido ird sofrer uma reacéo de reducédo até certo nivel,
dependendo da atividade antioxidante®’. Quando esta reagdo ocorre, o ABTS
descolora, ou seja, quanto mais escura for a solucdo final, menos o catido reduziu,
logo, menor atividade antioxidante existe®’, como se pode verificar no exemplo

fornecido na figura 10.
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Figura 10 - Diferentes niveis de inibicdo do catifio ABTS® (da esquerda para a direita verifica-se um aumento da
atividade antioxidante).

A inibicdo do ABTS é calculada em percentagem através da férmula:

L ) Abs (controlo) — Abs (amostra)
% Inibicao do radical ABTS = Abs (controlo) * 100

O controlo é feito medindo a absorvéancia da solugéo de trabalho ABTS.

1.5.4 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método da redugdo do Ferro (FRAP)
O FRAP ¢, também, um método largamente utilizado e simples para determinar a
atividade oxidante de determinado composto. Esta metodologia mede a capacidade

dos compostos antioxidantes de reduzirem o ido Fe®* para Fe?* (figura 11).

Este método é realizado a pH baixo utilizando um complexo de ferro e TPTZ. Quando
este complexo € reduzido, surge uma cor azul intensa com absor¢gdo maxima nos 593
nm*. Neste caso, o agente redutor seria 0 composto antioxidante em estudo e a

absorvancia é proporcional a capacidade antioxidante®°.

l = =
= = i Ny /
/N =N S N )q N~_=N
q% F )]
\ - \ 11 =
N \N / | = =N \N /N | =
xn x e =

Fe*’-TPTZ + reducing antioxidant ———p  Fe*-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figura 11 — Reagéo de redugdo do complexo Ferro — TPTZ*.
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Este método foi originalmente aplicado em plasma, mas comecou também a ser

aplicado a outros compostos, como fluidos bioldgicos, plantas e extratos.

1.6 Quitina e Quitosano

A quitina (figura 12) é um polissacarideo com mondmeros 2-acetoamido-2-deoxi-f-D-
glucose interligados pela ligacdo B (1-4)*'. E, também, o segundo polimero mais
abundante na natureza*?, sendo o componente mais abundante do exoesqueleto de
invertebrados, moluscos e das paredes celulares de fungos*. E biodegradavel, néo
téxico, é biocompativel com tecidos e érgdos de animais e plantas, podendo ser
processado para formar fibras, géis, membranas e esponjas®, e, por isso, tem

aplicacbes na industria alimentar e farmacéutica®!.

Chitin
o=( OJ\ H
[ B e e
Taw,o”? /\ W L~ )
‘OH 4
O'f’K 0'—‘-&
Chitosan
i” NHR OH /NHR :
LS -0 T ~L— -0 HO7 L o.
‘\\%M/ /\%o» O~ .4\ / if
NHR “~oH NHR o 4

Figura 12 — Estrutura quimica da quitina (em cima) e do quitosano (em baixo)*2.

O processo de obtencdo de quitosano dos crustdceos, normalmente, passa por trés
fases: desmineralizacdo, desproteinizacdo, e desacetilacdo®. Além disso, para o
quitosano ser extraido com o maior grau de pureza possivel, as cascas dos crustaceos

tém de passar por um processo que envolve a sua lavagem, secagem e moagem+*.

O processo de desmineralizagdo consiste na remocdo de minerais, no caso das
cascas de camardo, o carbonato de calcio, que é o mineral presente em maior
guantidade, como referido no subcapitulo 1.2.1. Este processo pode ser realizado
utilizando &cidos organicos ou inorganicos, sendo o mais utlizado o acido
hidrocloridrico diluido, ainda que outros acidos como acido acético ou citrico possam

ser utilizados*.

A desproteinizacdo é o processo em que as ligacdes quimicas entre a quitina e as

proteinas da casca € quebrada, utilizando uma solugéo basica, sendo que a solucao
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de hidréxido de sodio (NaOH) tem sido a mais utilizada e a que apresenta melhores

resultados*.

A desacetilacdo consiste na conversdo de quitina em quitosano (figura 13). O
guitosano é um composto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel*. Este
processo pode ser feito com recurso a reacdes 4cidas ou basicas, no entanto, a

desacetilacdo basica é a preferida pois ndo danifica as ligagGes glicosidicas*. O

quitosano é soltvel em solucdes acidas*.

CH, CHgq CHy
o] NH OH 0] NH O NH OH NH,
HO 0 HO o HO 0 HO 4
(@] Concentrated NaOH 0
(0] (0] (0] 0
HO 0 v HO 0
- 1
OH DYNH OH OH NH. OH
CHj
- -n - ~n
Chitin Chitosan

Figura 13 — Reac&o de convers&o de quitina em quitosano®.

O grau de desacetilacdo (GD) € utilizado para determinar a quantidade de grupos
amino (NH.) nos polissacarideos, permitindo assim determinar a quantidade de quitina
e quitosano presentes?’. A quitina, quando apresenta GD superior a 75% é
denominada quitosano*’, e, por isso, este valor é importante, dado que as

propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas irdo variar conforme o GD*.

Existem diversos métodos para a determinagdo do GD, como espetroscopia UV-Vis,

ressonancia magnética nuclear ou espetroscopia UV da primeira derivada“®.

1.7 Filmes baseados em biopolimeros

A producdo mundial de materiais de polimeros, ou plasticos, baseados em petréleo,
ronda os 400 milhdes de toneladas anuais, sendo que cerca de 40% desta quantidade
correspondia a plasticos de uso Unico. No entanto, nos ultimos anos, a sua producéo

tem vindo a ser proibida em diversos paises®.

O uso extensivo destes polimeros, que ndo sdo biodegradaveis, apresenta um
problema ambiental, pois s&o produzidas grandes quantidades de lixo que acabam em

aterros ou até mesmo no mar. Os polimeros baseados em petroleo também né&o
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podem ter incorporados em si compostos bioativos, o que no caso de embalagens de

alimentos é uma desvantagem relativamente aos filmes de biopolimeros®.

Os filmes baseados em biopolimeros sdo uma alternativa aos plasticos convencionais,
sendo naturais e renovaveis, contrariamente aos polimeros baseados em petréleo®,

tais como polietileno tereftalato (PET) (figura 14) ou policloreto de vinilo (PVC).

Figura 14 — Garrafas de agua fabricadas com plastico PET, um dos plasticos mais utilizados a nivel mundial.

O desenvolvimento de embalagens produzidas a partir de biopolimeros é uma
inddstria promissora e que tem como objetivo reduzir a produgédo do desperdicio de
plasticos e diminuir a emissdo de gases com efeito de estufa*. Além disso, os
biopolimeros tém potencial para substituir os plasticos convencionais devido a sua nédo

toxicidade, biocompatibilidade e capacidade de degradacéo rapida®.

Os filmes com base em biopolimeros podem ter origem em varios compostos
renovaveis, como celulose, quitosano, proteinas ou agarose. Além disso, € possivel
incorporar agentes antimicrobianos e com atividade antioxidante nestes o que

representa uma vantagem enorme para aplicacdes alimentares, por exemplo®.

Contudo, os filmes de biopolimeros apresentam algumas limitagbes, como por
exemplo, na maioria das vezes sdo sollveis em agua e nao sao tao resistentes como

os plasticos comuns®.

Desta forma, ha interesse em otimizar os filmes de biopolimeros, tornando-os mais
resistentes e com caracteristicas semelhantes ao plastico convencional, tendo ainda a
vantagem de poderem ter incorporados compostos ativos, como compostos

antioxidantes e antimicrobianos ou nanoparticulas, por exemplo®.
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2. Objetivos

Neste trabalho experimental recorreu-se a diferentes técnicas de extracdo para extrair
das cascas de camardo compostos bioativos com potencial atividade antioxidante de
forma a valorizar este residuo e a acrescentar valor aos seus constituintes. Para tal
foram testadas vérias técnicas de extracdo e diferentes solventes e a sua eficiéncia
avaliada através da aplicacdo de diferentes métodos colorimétricos, tais como TPT,

TCT e avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos ABTS e FRAP.

Paralelamente, pretendeu-se extrair do excedente sélido das extracdes em agua em
condi¢gBes subcriticas quitina e a sua respetiva transformagdo em quitosano para a
producdo de um filme com potencial aplicagdo para producdo de embalagens para

conservacéo de alimentos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nos trabalhos experimentais realizados encontram-se na lista

seguinte:

o 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Sigma-Aldrich)
e Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (Fluka)
e Acido acético glacial (VWR Chemicals)

e Acido ascorbico (Riedel-de-Haén)

e Acido citrico (Sigma-Aldrich)

e Acido cloridrico (Honeywell Fluka)

e Acido galico (Sigma-Aldrich)

e Agua ultrapura (Milipore)

e Brometo de potassio

o Cloreto de ferro (lll) hexahidratado

e Etanol absolute (Carlo Erba)

e Glicerol (Sigma-Aldrich)

e Hidroxido de sddio

¢ Metanol (Fisher Chemical)

e Persulfato de potassio (Sigma-Aldrich)

e Quitina comercial (Sigma-Aldrich)

e Quitosano comercial (Sigma-Aldrich)

e Reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich)

e Tampéo acetato

3.2 Preparacéo das amostras

As cascas de camaréo utilizadas foram cedidas pela empresa Mar Cabo. Estas foram
desidratadas e secas no forno a 100°C, seguido de um processo de trituracdo e

embalagem, em vacuo. Foram armazenadas em local seco e protegido da luz.

ApGs as cascas de camardo serem submetidas as extracdes, o liquido obtido foi

filtrado e o soélido seco obtido foi seco na estufa a 100°C.
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3.3 Métodos de extracdo de compostos bioativos

3.3.1 Extracdo convencional

Para avaliar a possibilidade de recuperar compostos antioxidantes da casca de
camarao testou-se uma extracdo convencional baseada no método descrito por Nunes
et al.® com ligeiras modificacdes. Para isso, 1,5 g de casca de camardo foram
misturados com 30 mL de solvente (Agua ou etanol ou etanol: &gua 50:50) e colocados
num banho-maria a uma temperatura de 40°C durante 20 minutos. Apds isso, 0s
extratos foram filtrados por gravidade e o extrato recolhido e armazenado a -20°C até

posterior andlise.

3.3.2 Extracdo assistida por ultrassons

A extragdo assistida por ultrassons foi igualmente testada para avaliar a sua eficiéncia
de remocéo dos compostos bioativos. De acordo com estudos descritos na literatura4,
diferentes condicGes foram testadas e que se encontram descritas na Tabela Al (em
anexo). Apds a extracao, os extratos foram filtrados por gravidade e o extrato recolhido
e armazenados em frascos a -20°C até posterior analise.

3.3.3 Extracdo subcritica com agua

A extragdo subcritica com agua foi realizada de acordo com o procedimento descrito
por Koomyart et al.>!, com algumas alteracGes. Para isso, usaram-se cerca de 7,5 g de
casca camardo com 150 mL de agua, tendo-se testado trés temperaturas diferentes
(100°C, 150°C e 200°C) durante 20 minutos. Para efeitos comparativos com as
restantes extracdes testadas, efetuou-se a extragdo com uma mistura etanol: agua
50:50, com o intuito de verificar se seria mais eficiente que as técnicas anteriores.
Apls a extragdo, os extratos foram filtrados por gravidade e o extrato recolhido e

armazenado a -20°C até posterior andlise.

3.4 Determinacdo do teor de polifendis e carotenoides totais e
atividade antioxidante

3.4.1 Determinagdo do TPT

O TPT foi determinado através do método descrito por Dorosh et al®?. Os extratos

foram analisados numa microplaca de 96 pogos. Em cada poco foram colocados 25 pL
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de &gua ultrapura (branco), ou solucdo padrao (acido galico) ou extrato, 75 mL de
agua ultrapura e 25 mL de reagente Folin-Ciocalteu (FC) (1:1). A placa foi reservada
no escuro durante 6 minutos. Depois, adicionou-se 100 mL de carbonato de sodio (75
g/L) a cada poco. A placa foi colocada no escuro durante 90 minutos e ao fim deste
tempo a absorvancia foi medida a 760 nm num leitor de microplacas (Multi Mode
Microplate Reader (leitor de placas LP), Bioteck, SynergyTM HT W/TRF (Model
Number SIAFRT; Serial Number: 267577)) apds 10 segundos de agitacdo média.

A curva de calibracao foi preparada usando o padrdo de &cido galico numa gama de
concentracdes de 10 a 150 mg/L. Todas as analises foram realizadas em triplicado. Os

resultados estdo expressos em mg de EAG/g de casca de camarao.

3.4.2 Determinacdo do TCC

Para a execucdo deste método, os extratos foram analisados diretamente seguindo o
procedimento descrito por Stengel et al*®. Pipetou-se 300 uL de cada extrato para
uma microplaca de quartzo de 96 pogos. A absorvancia foi medida a dois
comprimentos de onda diferentes: a 480 nm e a 750 nm no leitor de microplacas.
Todas as analises foram realizadas em triplicado. Para o calculo do TCC, utilizou-se a

seguinte formula de calculo:
C(ng/mL) = 4 = (Abssgo — Abs7s)

Os resultados foram expressos em pg de carotenoides por g de amostra seca.

3.4.3 Determinacdo do poder redutor pelo método FRAP

A determinagdo do pode redutor pelo método FRAP foi efetuado seguindo o
procedimento descrito por Dorosh et al®®. A solucdo de trabalho FRAP foi preparada
misturando 30 mL de tampéo acetato (300 mmol/L), 3 mL de solugdo TPTZ (10
mmol/L em solucdo de HCI 40 mmol/L) e 3 mL de FeCl3;-6H,O (20 mmol/L). Para a
andlise, numa microplaca de 96 pogos, foram adicionados 20 pL de cada extrato ou
solucao padrao (acido ascorbico) a 180 uL do reagente FRAP. A placa foi colocada no
leitor de microplacas, onde ficou a incubar durante 10 minutos a 37°C e a absorvancia

foi medida a 593 nm ap6s 30 segundos de agitacdo média.

A curva de calibracédo foi preparada utilizando uma solucao padrao de acido ascorbico

com concentragdes entre 5 e 100 mg/L. Todas as analises foram realizadas em
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triplicado. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido ascérbico

por g de casca de camardo (mg EAA/g cc).

3.4.4 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS

A capacidade dos extratos obtidos para inibir o radical ABTS foi determinada seguindo

o procedimento descrito por Carvalho et al®*.

De forma a determinar a atividade antioxidante por este método foi necessério
preparar uma solucéo de trabalho ABTS. Para isso, comecou por se utilizar o reagente
ABTS para se preparar uma solucdo aquosa 7 mM. Depois, preparou-se uma solugéo
de persulfato de potassio 2,45 mM. Ambas as solu¢Bes foram preparadas com agua
ultrapura. ApOs a preparacdo das mesmas, quantidades iguais destas solugdes (10
mL) foram adicionadas a um frasco e deixou-se a reagir por 16 horas no escuro.
Prosseguindo para a preparacdo da solucdo de trabalho ABTS, 5 mL da solucdo que
esteve a reagir anteriormente foi filtrada com um filtro de nylon e adicionou-se 100 mL
de &gua ultrapura. Mediu-se a absorvancia a 734 nm, que deveria estar compreendida

ente 0,698 e 0,702, e ajustou-se para a absorvancia desejada.

Para a analise, colocaram-se 20 uL de padrdo ou extrato numa microplaca de 96
pocos e 180 uL de solugdo de trabalho de ABTS. Apds incubar 6 minutos no escuro, a
placa agitou durante 30 segundos a velocidade média e a absorvéancia foi medida a
734 nm no leitor de microplacas. A curva de calibracdo foi preparada utilizando uma
solucdo padrédo de acido ascorbico com concentracdes entre 5 e 100 mg/L. Todas as
amostras foram analisadas em triplicado e os resultados foram expressos em mg de

equivalente de acido ascorbico por g de casca de camarao (mg EAA/g cc).

3.5 Processos de desmineralizacdo, desproteinizacdo e

desacetilacdo da casca de camarao para obtencao de quitosano.

Estas reagGes foram otimizadas com base nos métodos sugeridos por Hosney et al.**
e foram feitas nas cascas de camarao e nos extratos da extracdo subcritica com agua
a 200°C, de forma a ser possivel comparar a presenca de quitina em cada um dos

extratos.
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Para remover o carbonato de calcio das cascas de camarao e dos extratos das cascas
de camardo da ESA (desmineralizagdo), misturou-se 10 g de cascas com 150 mL de

uma solucgédo de &cido citrico 2 M durante 48 horas.

Apo6s a reacgdo ter ocorrido, neutralizou-se as solugdes utilizando agua destilada
guente, seguido de uma filtragdo a vacuo. Por fim, secou-se o produto filtrado durante

2 horas na estufa a 100°C.

Para o processo de desproteinizagéo, preparou-se uma solucdo de NaOH 1,5 M. Esta
solucao foi adicionada as cascas e a mistura foi colocada a reagir durante uma hora a
60°C, com agitacao. Depois, fez-se uma filtragéo a vacuo, utilizando agua quente, que

foi adicionada até se atingir pH neutro.

Na desacetilagédo, por cada grama de casca utilizaram-se 50 mL de solu¢cdo de NaOH
50%. A mistura foi colocada a reagir durante 4 horas a uma temperatura de 90°C. De

seguida, esta foi filtrada a vacuo, utilizando agua quente, até se obter pH neutro.

O solido obtido (figura 15) foi entdo seco na estufa a 100°C, pesado numa balanca

analitica e reservado até uso posterior.

Figura 15 - Cascas de camarao apo6s as reagdes de desmineralizacdo, desproteinizacéo e desacetilacéo.
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3.6 Determinacdo da presenca de quitina e quitosano através da

espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

As amostras de quitina e quitosano foram caraterizadas por FTIR. Para isso foi

necessario preparar pastilhas com cerca de 5% do extrato e 95% de KBr.

Prepararam-se também amostras de quitina e quitosano comercial para analisar por
FTIR e comparar com os extratos obtidos neste trabalho. Os espetros de FTIR foram
obtidos num espectrémetro Jasco FTIR 460 Plus. Todos os espectros foram realizados
a temperatura ambiente, na faixa de comprimentos de onda entre os 400-4000 cm™

usando uma resolucdo de 4 cm™ e 32 varrimentos.

3.7 Determinacdo da quantidade de quitina e quitosano por

espetroscopia Ultravioleta-Visivel

De forma a garantir a presenga de quitina e quitosano nas cascas de camardo apos o
tratamento referido no subcapitulo 3.5 e calcular a concentracdo de quitosano, foi

aplicada espetroscopia UV-Vis com recurso a primeira derivada.

Para a determinacdo dos espetros, comegou-se por se preparar uma solucdo 0,1 M de
acido acético para se dissolver 10 mg de cascas de camardo e 10 mg de extrato em
dois baldes volumétricos de 10 mL com esta mesma solucdo, segundo o método
sugerido por Hao et. al®®. Como controlo foi preparada uma solucdo de quitosano

comercial nas mesmas as condigoes.

O branco foi feito com agua e procedeu-se a leitura das solu¢des preparadas entre 0s
200 e 400 nm.

Para a curva de calibragéo, foram preparadas cinco solucbes de N-acetilglucosamina
(GIcNAc) com concentracdes compreendidas entre os 0,005 mg/mL e 0,05 mg/mL,
utilizando acido acético 0,01M como solvente. De seguida, determinaram-se 0s
valores da primeira derivada, conforme descrito por Tan et al*®. Estes valores serdo

utilizados para a determinac¢éo do zero crossing point.

A utilizacdo deste composto deve-se ao facto de o0 quitosano ser um composto
derivado da GIcNAc.
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Todas as medicGes foram feitas em triplicado.

3.7.1 Determinacdo do zero crossing point
Foram preparadas trés solu¢des de acido acético de concentragcbes 0,01M, 0,02M e
0,03M e obteve-se o espetro UV-Vis para as mesmas, seguida da determinacdo dos

valores da primeira derivada de cada um destes espetros.

3.8 Preparacédo dos filmes com quitosano extraido das cascas de

camarao

Para se preparar os filmes, varias condi¢cdes foram testadas com base nos métodos
sugeridos por Eulalio et al. %, Pesou-se 1 g de quitosano, tanto do obtido a partir das
cascas de camardo, como de quitosano obtido através da ESA, ao qual foi adicionado
uma solucdo de 100 mL de &cido acético. A mistura ficou em agitacdo durante 48
horas a temperatura ambiente para dissolver o quitosano. Como agente plastificante,

foi adicionado glicerol.

As condicbes testadas estdo apresentadas na Tabela 1; foram avaliadas a
concentrac@o da solugéo de &cido acético (1 e 2% v/v) e a quantidade de glicerol (0;
0,1 e 0,3 % m/v).

Tabela 1 - Diferentes condi¢8es de preparagdo dos filmes de quitosano.

Condicdes de preparacéo
Filme Tipo de quitosano Conc. da solugéo de acido Quantidade de glicerol
utilizado acético (%) adicionado (g)
1 Comercial 1% 0
2 Comercial 1% 0,3
Direto das cascas 1% 0,3
Obtido na ESA a
4 2% 0,1
200°C
Obtido na ESA a
5 2% 0,3
200°C
Obtido na ESA a
6 1% 0,3
200°C
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A solucéo filmogénica foi colocada em moldes de silicone (10 x 3 cm, didmetro*altura),
e seca numa estufa com circulagdo de ar [(JPSelecta, Modelo 20002), vortex
(Heidolph, Reax Top, Schwabach, Alemanha)] a 50°C, durante 16 horas.

Os filmes desenvolvidos foram caracterizados relativamente ao teor de humidade,

solubilidade, espessura, propriedades mecénicas e oOticas.

Como foi obtida uma quantidade pequena de quitosano a partir das cascas de
camarao, so foi possivel realizar um ensaio para cada uma das condi¢gdes descritas na
Tabela 1.

3.8.1 Humidade

A humidade dos filmes foi determinada em triplicado numa balanca de humidade

(KERN MLS50 160-3 Infra Red analyser). Os resultados foram expressos em %.

3.8.2 Capacidade de retencdo de agua

Para a avaliacdo da capacidade de retencdo de agua (“Water Holding Capacity”,
WHC) foram cortadas amostras dos varios filmes com 2 cm de didmetro e registada a
respetiva massa. De seguida, os filmes estiveram em contacto com agua destilada (10
mL) por 24 h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Findo este periodo, os filmes
foram retirados da agua, o excesso de agua foi absorvido com papel absorvente, e
determinou-se a massa final dos filmes. Para cada tipo de filme, o ensaio foi realizado

em duplicado e foi calculada a média e o desvio padréo.

3.8.3 Solubilidade

Para a determinacdo da solubilidade, os filmes foram cortados em formato de circulos
de aproximadamente 2 cm de didmetro, secos numa estufa a 105°C, e apds avaliada a
massa inicial foram colocados num matraz em contacto com 10 mL de 4gua, por 24 h
a temperatura ambiente. Findo este periodo, o filme foi retirado da solugdo, seco em
estufa a 105 °C e avaliada a massa final. Para cada tipo de filme, o ensaio foi

realizado em duplicado e foi calculada a média e o desvio padréo.

massSQi,i — Mmassdars;
Solubilidade | WHC (%) = inical final 100

massQinicai
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3.8.4 Espessura
A espessura dos filmes foi determinada com recurso a um micrémetro digital (Mitutoyo,
0.01 mm, Japan), com uma precisdo de 0,001 mm. Foram feitas doze medi¢cdes em

diferentes pontos aleatérios dos filmes, e foi calculada a média destes valores.

3.8.5 Propriedades mecanicas

As amostras dos filmes de tamanho 3 x 6 cm? foram analisadas no equipamento
Autograph AGS-X da Shimadzu, de acordo com o método padrao (ASTM D882). As
amostras foram submetidas a uma tracdo com velocidade de 0,5 mm/s e a separagdo
das garras foi fixa nos 4,5 cm, obtendo-se os valores maxima tensdo (em kPa e Mpa),

a capacidade elastica (N/mm?), a percentagem de maxima deformacao.

3.8.6 Opacidade e capacidade da barreira UV
Para a determinacdo da opacidade dos filmes e da sua capacidade da barreira UV,
colocou-se uma tira de filme numa cuvete de quartzo e mediu-se a abs entre os 200 e

0s 700 nm.

A area sob a curva entre 200 e 400 nm, expressa em unidades de absorbancia por
nandmetro (UA x nm), estima a capacidade de barreira UV-vis dos filmes. A opacidade

foi calculada dividindo o valor da abs a 600 nm pela espessura média do filme.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Comparacao das técnicas de extracao testadas

4.1.1 Teor de polifendis total

De acordo com a Tabela A2 (em anexo), o TPT dos extratos varia entre 0,51 + 0,02
(amostra 11; EAU com &cido citrico) e 5,43 + 0,17 (amostra 9; ESA com 50% etanol a
200°C) mg EAG/qg cc.

Como é possivel observar pela analise da figura 16, os valores de TPT mais elevados
foram obtidos para a extragdo subcritica, mais precisamente quando foi utilizada a
temperatura mais elevada (200°C), independentemente do solvente usado (dgua ou

etanol 50%) uma vez que os teores de fendlicos recuperados foram semelhantes.

De acordo com o descrito na literatura, o metanol € considerado um solvente
relativamente eficiente na recuperagdo de compostos antioxidantes das cascas de
camarao devido a sua polaridade®’. No entanto, como se pode verificar pela analise da
figura 16, o TPT obtido para os extratos da subcritica foi similar ou superior, indicando
gue esta tecnologia podera ser uma forma mais eficiente e sustentavel de recuperar os
compostos bioativos das cascas de camarao. Estes resultados seriam de certo modo
esperados, uma vez que a constante dielétrica da agua baixa de 80 (temperatura
ambiente) para 27°® quando esta se encontra a temperatura subcritica adquirindo
propriedades similares & do solvente metanol®’. Deste modo seria expectavel que os
TPT obtidos fossem similares aos reportados usando solventes organicos nas

extracoes.

Das técnicas de extracao testadas, a EAU mostrou-se pouco eficiente na extracdo de
compostos fendlicos da casca de camardo, mesmo comparando com a EC. Os
resultados obtidos por EAU podem estar relacionados com as condi¢ges de extracao,
nomeadamente solvente, razdo massal/volume, temperatura e tempo de extracdo
testados, que poderéo néo ter sido as mais adequadas para a remog&do de compostos

fendlicos da casca de camarao.

Comparando o TPT obtido em todas as condicdes testadas, é possivel concluir que a
extracdo subcritica com agua a 200°C (tanto utilizando agua ou etanol 50% como
solvente) foi a que, no geral, apresentou resultados mais elevados, mostrando-se,

desde ja, promissora.
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Figura 16 — Teor de polifendis total para os extratos de casca de camarao; resultados expressos em mg de
equivalentes de acido gélico/g casca camaréo, média + desvio padrdo, n=3.

Maia et al?>. Também realizaram EC em cascas de camario, utilizando etanol como
solvente. O valor de TPT variou entre 4,7 e 10,4 mg/EAG, dependendo de fatores
como a espécie de camarédo, a estagcdo do ano e o local onde os camardes foram

recolhidos.

Estes resultados séo superiores aos obtidos neste trabalho experimental, que foram
de 4,159 + 0,374 mg/EAG (amostra 2; EC com EtOH), assim como superiores aos
valores da ESA tanto com agua como 50% etanol. Esta diferenca podera dever-se ao
tempo de extracdo, que foi de 2h no trabalho realizado por Maia et al, enquanto nas

condi¢des estudadas foi apenas de 20 minutos para a EC e 15 minutos para a ESA.

4.1.2 Teor de carotenoides total

De acordo com a Tabela A2 (em anexo), o TCT dos extratos varia entre 0,82 + 0,04
(amostra 2; EC com etanol) e 59,9 + 1,0 (amostra 6; ESA com agua a 200°C) ug

carotenoides/g cc.

Tal como reportado anteriormente para o TPT, a extracao subcritica, nomeadamente a
200°C, permitiu obter os teores de carotenoides mais elevados, independentemente
do solvente extrator aplicado. De acordo com os dados obtidos, foi ainda possivel
verificar que o valor de TCT aumentou linearmente conforme o aumento da

temperatura de extracdo utilizada. Esta diferenca podera estar relacionada com o
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aumento da solubilidade dos carotenoides em &gua, assim como no aumento da

transferéncia de massa, resultando numa extragdo mais eficiente®.

No caso da EAU, como se pode verificar na figura 17, o TCT foi mais elevado para os
extratos preparados com metanol, tal como era esperado®’. No entanto, quando se
compara com a extragdo subcritica a 200°C, os teores sdo mais baixos permitindo
demonstrar a potencialidade da ESA para a recuperacao dos compostos bioativos da

casca de camaréo e posterior aplicacdo noutros produtos.

No caso da EC, foi a técnica de extragdo testada menos eficiente, com valores de TCT
a variar entre 0.82 £ 0.04 e 9.04 + 0.17 pg carotenoides/g cc.

TCT

EC H20 EC EtOH EC, 50% EtOH ESA Han ESA HZOa ESA HZOa ESA E'.OH a ESA EOHa ESA ElOHa EAU ¢/ Metanol EAU o Acide EAU cF Elanul EAU ¢/H20 EAUC/35ml
citrico Etanal 50%

70

g carotenoides/g casca de camardo
8 & 8

8

3

H

o

Técnica de enlrat;éo

Figura 17 — Teor de carotenoides total para os extratos da casca de camarao; resultados expressos em pg de
carotenoides/g de casca camaréo, média + desvio padrdo, n=3.

Com isto, a ESA mostrou ser o método de extracdo mais eficaz na extracdo dos

carotenoides.

No estudo feito por Maia et al??., foram obtidos valores de TCT que variaram entre 32
e 134 ug carotenoides/g cc. Estes valores sdo muito superiores aos obtidos neste
trabalho experimental, mesmo comparativamente a ESA a 200°C, o que, mais uma

vez, podera dever-se ao tempo de extracdo em que estas foram feitas.

Ja no estudo feito por Lépez et al.?°, o TCT em nas cascas variou entre 8,27 e 9,16 ug
carotenoides/g cc. A extragéo foi feita por EC utilizando uma mistura 1:1 de etanol e

acetona. Mais uma vez, estes resultados sdo superiores ao obtidos neste trabalho
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experimental, o que, neste caso, se podera dever a utilizacdo de uma mistura com

solventes organicos.

Ainda segundo Maia et al.??, quando ha um aumento do valor do TCT, verifica-se que
h& maior quantidade de astaxantina presente nos extratos. Este facto comprova que a
quantidade de carotenoides nas cascas de camardo € diretamente influenciada pela
quantidade de astaxantina presente nas mesmas. Deste modo, seria necessaria uma
analise mais detalhada, como HPLC, para determinar quais carotenoides, e a sua

quantidade exata, estdo presentes.

4.1.3 Atividade antioxidante determinada pelo método ABTS

De acordo com a Tabela A2 (em anexo), a atividade antioxidante determinada pelo
método ABTS varia entre 0,177 + 0,007 (amostra 2; EC com etanol) e 7,93 + 0,01

(amostra 9; ESA com 50% etanol) mg EAA/g casca de camarao.

Das técnicas de extracéo testadas, a EC revela valores de atividade antioxidante mais
baixos, principalmente para quando foram usados solventes organicos como solventes
extratores. Estes resultados poderdo dever-se ao tipo de compostos presente em cada
um dos extratos, uma vez que diferentes compostos exibem propriedades
antioxidantes diferentes. No caso da EAU, também se verificou que a atividade
antioxidante é mais elevada para os extratos aquosos, 0 que podera mais uma vez
dever-se ao tipo de compostos que fazem parte da composicdo do extrato. Deste

modo, no futuro seria importante determinar a composi¢éo fendlica dos extratos.

A ESA mostrou os melhores resultados a temperaturas mais elevadas, tal como
reportando anteriormente para os restantes métodos, demonstrando a correlagédo

entre o teor de polifendis e a atividade antioxidante ja reportada por outros autores?.
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Figura 18 — Atividade antioxidante determinada pelo método de inibicdo de radicais pelo catido ABTS; resultados
expressos em mg de equivalentes acido ascorbico/g de casca camardo, média + desvio padrédo, n=3.

Lira et al.®* também fizeram extracdo de compostos antioxidantes utilizando etanol
como solvente, utilizando um liquidificador durante 5 minutos. Esta técnica permitiu
obter uma taxa de inibicdo de 45,23%. Contudo, ndo é possivel comparar diretamente

os valores obtidos pois séo utilizados padrdes de quantificacdo diferentes.

4.1.4 Atividade antioxidante determinada pelo método FRAP

De acordo com a Tabela A2 (em anexo), a atividade antioxidante determinada pelo
método FRAP varia entre 0,074 + 0.005 (amostra 7; ESA com 50% etanol a 100°C) e
4,35 + 0,31 (amostra 9; ESA com 50% etanol a 200°C) mg EAA/g casca de camarao.

Tal como verificado anteriormente para o0s restantes métodos usados para a
caracterizacdo dos extratos, a ESA a 200°C foi a condicdo de extracdo que se revelou
mais eficiente. No entanto, para a maioria das condic¢des testadas, independentemente
da técnica de extracdo usada, os valores de atividade antioxidante determinada pelo
método FRAP foram baixos demonstrando que, possivelmente, a maioria dos
compostos presentes nos extratos possuem uma baixa capacidade para reduzir o
ferro. No entanto, deve-se destacar o valor obtido por EAU quando se usou etanol
50% com uma razdo massa/volume diferente (35 mL de solvente), o que demonstra
que no futuro seria ainda importante aprofundar ainda mais a influéncia de alguns dos

parametros de extracao.
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FRAP

mg EAA/g casca de camardo

N | H .

EC, H20 EC.EtOH EC,50%EtOH ESA H20e ESA H20a ESA H20a ESAEOHa ESA EtOHa ESA EtOHa EAU ¢f EAU ¢/ Acido EAU ¢/ Etanol EAUG/H20 EAU c/35ml
100°C 150°C 200°C 100°C 150°C 200°C Metanol citiico 50% Etancl 50%

Técnicas de extragdo

Figura 19 — Atividade antioxidante determinada pelo método FRAP; resultados expressos em mg de equivalentes
acido ascérbico/g de casca camardo, média + desvio padrédo, n=3.

Para valores de FRAP, Maia et al.?? reportam valores entre os 3 e 0os 7 mg EAA/ g de
cc que se mostram inferiores aos obtidos neste trabalho experimental. Ja Lira et al.®!
demonstraram um valor de FRAP de 0,338 mg EAA/ g de cc, que vai de encontro ao

valor obtido na amostra 1 (EC com agua).

Lira et al.’* também demonstraram uma correlacdo entre o tratamento dos extratos
com temperatura e a atividade antioxidante obtida, verificando que tanto esta, como o
teor de carotenoides, diminuia com o aumento da temperatura. Contudo, este

decréscimo causado pela temperatura nao se verificou no método ABTS.

Ja Maia et al?? verificaram que o aumento do TPT resulta num aumento dos valores de
FRAP, indicando que os compostos fendlicos contribuem positivamente para o poder

antioxidante.

Assim sendo, comprava-se a importancia da otimizacdo dos métodos de extracdo para
maior obtencdo de compostos bioativos das cascas de camardo, seja por otimizacao

do tempo de extragéo, do solvente utilizado e da temperatura aplicada.

De acordo com os resultados anteriores, pode-se concluir que a ESA se revelou mais
eficiente, tendo-se destacado em todos os ensaios a amostra 9 (ESA com etanol 50%
a 200°C) com valores de compostos fendlicos e carotenoides totais de 5.43 + 0.17 mg

GAE/g casca de camardo e 56.3 + 1.5 ug carotenoides/g casca de camarédo, e de
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atividade antioxidante determinada pelos métodos ABTS e FRAP de 7.93 £ 0.01 e
4.35 + 0.31 mg EAA/g casca de camardo. Estes valores representam cerca de cinco
vezes os valores obtidos na EC, demostrando a potencialidade da extra¢do subcritica
na recuperacdo de compostos antioxidantes das cascas de camardo ainda que seja

necessaria uma otimizacéo dos parametros de extracao.

Contudo, apesar dos resultados promissores da extra¢ao subcritica comparativamente
as restantes técnicas de extracdo testadas, os extratos obtidos possuiam um aroma
caracteristico que limitava a potencial aplicacdo destes a produtos alimentares e ou
cosméticos. Deste modo, na etapa seguinte do trabalho testou-se a possibilidade de
incorporar estes extratos na preparacdo de um filme, cujos resultados obtidos seréo

discutidos no subcapitulo 4.2.

4.2 Espetro FTIR das cascas de camarao e dos extratos obtidos
da ESA a 200°C

Como referido no subcapitulo 1.1.2, as cascas de camardo sdo, também, ricas em
quitina, que pode ser convertido em quitosano. Devido ao elevado potencial deste
composto, nesta etapa do trabalho testou-se a possibilidade de extrair o quitosano e a
viabilidade de preparar um filme com propriedades Unicas associadas usando as

cascas de camardo como matéria-prima.

Utilizando as cascas de camardo, sem qualquer tratamento e os extratos solidos da
ESA a 200°C, o quitosano foi obtido apdés os processos de desmineralizacao,
desproteinizacdo e desacetilacdo, descritas no subcapitulo 3.5. Para determinar a
presenga de quitosano foram tragados os espetros FTIR entre os 400 e 4000 cm™ e os

resultados estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — Espetros de FTIR obtidos para o quitosano comercial, quitina comercial, quitosano extraido diretamente
das cascas e quitosano obtido a partir da ESA a 200°C.

Os espetros FTIR da figura 20 foram comparados com os valores tabelados®?, e com
espetros de FTIR de quitosano obtido de cascas de camardo e jA descritos na

literatura.

O gréfico azul apresenta uma banda estreita por volta dos 3640 cm™, o que podera
indicar a presenca de grupos -OH livres. Esta mesma banda n&o se verifica nos

restantes espetros.

H& também uma banda por volta de 3460 cm™ comum a todos os espetros, que indica
a presenca de grupos -OH, nomeadamente em polimeros, o que se confirma dada a
natureza do quitosano, assim como de aminas primarias®. Os restantes picos entre os

3550 e 3200 cm indicam a presenca de outros grupos -OH e aminas secundarias.

A banda observada a 2928 cm? pode ser atribuida a vibracdo de estiramento

assimétrico do grupo -CH,®.
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Ja as bandas observadas aos 1625 e 1660 cm™ podem ser atribuidos podem ocorrer
devido a presencga dos grupos carboxilo (C=0) nas amidas primérias e a banda a

1560 cm™ a presenca de amidas secundarias®?,

Na figura 21, vé-se o espetro FTIR obtido por Moosa et al®®. e que apresenta picos

semelhantes aos do espetro obtido neste trabalho experimental.

Ll e’

T T T T e T o e o T e B T T B T T B T P (!
=000 B500 =000 2500 2000 17E0 1500 1260 1000 Fao SO0
FTIR Measurem=nt 1fem

Figura 21 - Espetro FTIR do quitosano obtido a partir das cascas de camar&o; obtido por Moosa et al.®®

4.3 Determinacdo da concentracdo de quitosano nas cascas de
camarao

4.3.1 Determinacdo do zero crossing point
Quando se determina a primeira derivada de espetros UV-Vis de acido acético nas
concentracdes referidas, € possivel reparar que os graficos obtidos se cruzam

exatamente no mesmo ponto — aos 202 nm, tal como demonstrado por Muzzarelli®.

Este ponto coincide com o comprimento de onda de absorcdo méxima da GIcNAc
(mondmero acetilado do quitosano). Ou seja, é possivel determinar a concentracdo de
GIcNAc nas solugdes diluidas de quitosano, independentemente da concentracdo de

acido acético.

Ap6s se determinarem os espetros UV-Vis das solucbes de acido acético nas
diferentes concentracdes, foi obtida a primeira derivada para cada um dos espetros.
Tal como era esperado®, os graficos da primeira derivada cruzam-se nos 203 nm,

(zero crossing point), como se pode ver na figura 22.
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Figura 22 — Espetro UV-Vis das solucées de 4cido acético de concentracdes 0,01M, 0,02M e 0,03M. A esquerda esta o
espetro de ordem zero e a direita 0 espetro da primeira derivada.

O valor da absorvéancia nos 203 nm é de -0,006, que foi representado como dA/Aacon.

A partir deste ponto, ird ser possivel determinar a concentra¢do de GIcNAc retirando a

contribuicdo da absorvancia do &cido acético.

4.3.2 Determinacdo da curva de calibracao de GIcNAc

Foram também obtidos os espetros das solu¢des de GIcNAc comercial e determinada

a primeira derivada destes para tracar uma reta de calibracdo (figura 23).
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Figura 23 — Espetro UV-Vis da primeira derivada das solu¢des de GIcNAc de diferentes concentracdes em acido

acético 0,01M.
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A partir da sobreposicdo dos espetros da primeira derivada das solucdes de GIcNAc
nua solucdo de 0,01M de &cido acético, foi possivel determinar os valores de
absorvancia no comprimento de onda de 203 nm. A estes valores de absorvancia
retirou-se o valor correspondente a contribuicdo da primeira derivada da absorvancia

da solucdo de &cido acético 0,01M, valor designado por dA/dAcicnac - dA/dAacon. Estes

valores estéo expressos na tabela 2.

Tabela 2 — Valores de abs da primeira derivada para A = 203 nm do espetro de GIcNAc e valores de abs apéds

subtragéo da contribui¢édo do acido acético 0,01M.

Concentracédo de GIcNAc
dA/dAcicnac (NnM) dA/dAcicnac - AA/dAacon (NM)
(mg/mL)
0,005 -0,016480 -0,01033
0,01 -0,030345 -0,02419
0,02 -0,051886 -0,04574
0,04 -0,096297 -0,09015
0,05 -0,118511 -0,1124

Utilizando os valores de concentracdo de GIcNAc e os valores de dA/dAcicnac -

dA/diacon, foi possivel construir o grafico 1, de onde obteve a equacdo da reta de

calibracgéo.
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Gréfico 1 — Valores de dA/dAgicnac — dA/dAacon €m funcéo das concentragBes de GIcNAc.

A partir desta equacao obtida é possivel calcular as concentracdes de quitosano nas

cascas de camardo e nos extratos solidos da ESA, que seré feito no subcapitulo 4.3.3.
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4.3.3 Determinacdo da concentracdo de quitosano nas cascas de camardo e no

extrato da ESA

Apés a obtencdo da curva de calibracdo, procedeu-se a determinacdo da
concentracao de quitosano nas amostras. Comecgou por se determinar os valores da
primeira derivada dos espetros UV-Vis das amostras de quitosano obtidas em

laboratério e em quitosano comercial, tal como esté expresso no gréfico 2.

0,05 :
— Quitosano obtido diretamente das cascas
| H —— Quitosano obtido através da ESA
/\ Quitosano comercial
A i
0,00 ™ T T T T ]
200 205 / \ 210 215
1-0,02668 % (nm™)
; -0,04533
. —0,05 + |
£
=)
S
3
-0,10 o
-0,15 o
-0,20 - :
203

Grafico 2 — Valores da primeira derivada das amostras de quitosano obtido em laboratério e quitosano comercial.

De seguida, foi calculado a concentracdo de GIcNAc nas amostras, utilizando a
equacao da curva de calibracdo previamente obtida no gréafico 1. Os resultados estédo
expressos na tabela 3. Depois de obtida a concentracdo de GICNAc em mg/mL,
calculou-se a concentracdo deste mondmero na solucdo de acido acético em que

estava contido, como esta representado na tabela 3.
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Tabela 3 - Valores da 12 derivada do espetro do UV-Vis das solugdes de quitosano preparadas a A = 203 nm e valores
de concentracdo de GIcNAc (em mg/mL) nas amostras de quitosano.

Amostra de [GIcNAc] (mg/mL) na amostra
) dA/dA [GIcNAc] (mg/mL) ]
quitosano diluida em 10mL de AcOH 0,01M

Quitosano obtido

diretamente das

-0,02668 1,12 x102 1,12 x10?
cascas de
camaréao
Quitosano obtido
i -0,04533 2,0 x10 2,0 x101
através da ESA
Quitosano
. -0,02624 1,15 x10 1,15 x10?
comercial

Contudo, o espetro UV-Vis do quitosano obtido através da ESA (a verde) ndo é da
melhor qualidade, visto que tem varios valores dispares, 0 que pode significar que os

resultados n&o s&o precisos.

4.4 Propriedades dos filmes de quitosano

Um bom filme baseado em polimeros é caracterizado pela sua capacidade de
isolamento, ndo permitir a passagem de raios UV®, ser biodegradavel, ndo toxico e

resistente®®.

Os filmes preparados com quitosano comercial dissolveram-se sem dificuldade na
solucéo de 4cido acético e foi possivel fazer um filme mesmo sem adicionar o glicerol,
tal como seria esperado e ja esta descrito vastamente na literatura®®®’, dado que a
solucdo de quitosano e acido acético era suficientemente viscosa e ndo precisava de
plastificante. Ainda assim, de modo a se poderem comparar os diversos parametros,

foi preparado um filme com quitosano comercial e glicerol.

De entre varios acidos, o acido acético € o que se mostra ser mais eficaz para
dissolver o quitosano e formar filmes mais resistentes® e flexiveis®, dai ter sido o

solvente escolhido neste procedimento experimental.

Os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 24.
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Figura 24 — Filmes de quitosano obtidos nas diferentes condi¢@es: filme 1 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0%
glicerol); filme 2 (quitosano comercial, 1% acido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% &acido acético,
0,3% gliceral), filme 4 (ESA, 2% acido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 6

(ESA, 1% &cido acético, 0,3% glicerol).

E importante ressaltar, também, que os filmes preparados tinham uma grande
guantidade de bolhas de ar, principalmente o filme 2, o que podera influenciar diversos
parametros, nomeadamente a espessura e a resisténcia dos filmes.

4.4.1 Resisténcia a humidade e solubilidade

A solubilidade descreve a capacidade dos filmes preparados se dissolverem em agua.
O quitosano nao € soluvel em agua nem em solventes organicos, mas o uso deste
polimero na preparacdo de filmes apresenta alguns problemas devido a sua grande
permeabilidade®, contudo, é possivel alterar alguns parametros na preparacdo dos
filmes, como alteracdo do pH e do acido utilizado para dissolver o quitosano, para

melhorar as suas propriedades.

J& a capacidade de retencdo da agua (WHC) caracteriza-se pela quantidade maxima
de 4gua que o filme consegue reter. Neste caso, um baixo valor de WHC é desejavel
para que os filmes ndo retenham humidade e, consequentemente, estraguem o0s

alimentos com mais rapidez.
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Como se pode ver na figura 25, os valores de WHC variaram entre O (filme 5) e 1,738
+ 0,600 (filme 1).

Capacidade de retencdo da agua
2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00
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Figura 25 — Capacidade de retencéo da agua dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% &acido acético,
0% glicerol); filme 2 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% &cido
acético, 0,3% glicerol), filme 4 (ESA, 2% acido acético, 0,1% glicerol), flme 5 (ESA, 2% &cido acético, 0,3% glicerol),
filme 6 (ESA, 1% acido acético, 0,3% glicerol).

Terminado o ensaio, o filme 1 apresentou uma consisténcia gelatinosa, sugerindo uma
maior absorcdo de agua, o que ndo é desejavel. Os filmes preparados com quitosano
extraido das cascas de camarao (filmes 3-6) apresentaram valores de WHC cerca de

duas vezes inferiores ao do filme desenvolvido com o quitosano comercial (filme 1).

O filme 4 (ESA, 0,1%, glicerol e preparado com 2% &cido acético) apresentou um valor
de WHC de 0,415, cerca de 4 vezes inferior ao valor reportado para o filme a base de

quitosano comercial.
Os resultados estdo descritos em maior detalhe na tabela A3 (em anexo).

Como se pode ver na figura 24, valores de percentagem de solubilidade variaram
entre 22,832% + 0,035 (filme 4) e 81,818% =+ 25,713 (filme 2). O filme 1 e o filme 3
apresentaram valor de solubilidade semelhante, que rondou os 48%. Ambos os filmes
tinham a mesma concentracdo de acido acético (1% v/v) ainda que o filme 3

contivesse 0.3% (m/v) de glicerol.
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Figura 26 - Percentagem de solubilidade dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% acido acético, 0%
glicerol); filme 2 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% acido acético,
0,3% glicerol), filme 4 (ESA, 2% &cido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% é&cido acético, 0,3% glicerol), filme 6

(ESA, 1% &cido acético, 0,3% glicerol).

Dado os resultados obtidos, é possivel concluir que para os filmes desenvolvidos com
0 quitosano preparado no ambito do estudo (quer por extragdo direta das cascas, filme
3, quer por ESA) uma maior composicdo de glicerol contribui para uma maior

solubilidade do filme.

No entanto, dado o elevado valor de desvio padrédo nos diferentes resultados, seria
prudente repetir este teste, o que, neste caso, ndo foi possivel dada a quantidade

limitada de quitosano disponivel.

Como descrito por Elhussieny et al.”°, o acido acético promove a formacdo de
interagbes fortes entre as cadeias dos polissacarideos, tornando os filmes mais
resistentes a solubilidade. Assim sendo, seria de esperar que o filme 4 apresentasse
menor percentagem de solubilidade, dado que tem maior concentracdo de solvente e

menor quantidade de glicerol, que foi 0 que aconteceu.

4.4.2 Espessura
A espessura média dos filmes esta expressa na tabela A5 (em anexo). Estes valores
foram usados para determinar a capacidade da barreira UV e opacidade, assim como

as propriedades mecéanicas. Como se pode observar na figura 27, o filme 5 (ESA; 0,3
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g de glicerol e 2% acido acético) foi o que obteve maior espessura média (0,215 mm +
0,025), o que se pode dever ao uso de maior quantidade de glicerol utilizada, assim
como de solvente mais concentrado. Ja o filme com menor espessura média foi o filme

1 (0,049 mm % 0,009), preparado apenas com quitosano comercial e sem plastificante.

Relativamente aos filmes preparados com o0 quitosano obtido neste trabalho
experimental, 0 que obteve menor espessura foi o filme 6 (ESA; 0,3 g de glicerol e
conc. de solvente de 1%), com um valor médio de 0,129 mm * 0,011. Este valor
podera ser explicado pelo facto de ao ter menor quantidade de acido acético, pode ter
havido maior dificuldade em dissolver o quitosano, o que resultou num filme néo tédo

€Spesso.
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Figura 27 - Espessura média dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% &acido acético, 0% glicerol);
filme 2 (quitosano comercial, 1% éacido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% acido acético, 0,3%
glicerol), filme 4 (ESA, 2% &cido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% &acido acético, 0,3% glicerol), filme 6 (ESA,
1% acido acético, 0,3% glicerol).

Euldlio et al.® obtiveram um filme com 0,078 mm de espessura. Este filme foi
preparado com acido acético e 2g de quitosano para uma concentracao de 2% (m/v),
ou seja, foi utilizado mais quitosano extraido das cascas que neste trabalho
experimental e ndo foi utilizado plastificante. Em condigcbes semelhantes foi preparado
o filme 1, que também n&o utilizou plastificante e possuia uma menor quantidade de

quitosano e, consequentemente, a menor espessura.
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Deste modo, pode concluir-se que tanto o plastificante, como o aumento da
quantidade de quitosano presente nos filmes ira aumentar a sua espessura. Porém,
uma espessura mais reduzida é o desejavel num filme desta natureza devido ao

aumento da sua transparéncia®.

Mesmo considerando este fator, este parametro ndo pode ser avaliado
individualmente, dado que um bom filme se caracteriza por um conjunto de bons
parametros, tal como ja foi referido. Assim, é importante ter os outros fatores

estudados em conta.

4.4.3 Propriedades mecanicas

Para as propriedades mecanicas foram determinados diversos parametros: a maxima
tenséo (tensdo maxima que um filme pode receber antes de se romper), capacidade
elastica (capacidade do filme de se deformar e voltar a forma original depois de lhe ser

aplicada tenséo), e a percentagem de maxima deformagéo.

7

O &cido escolhido para a preparagdo dos filmes € essencial para se obter boas
propriedades mecanicas®®, e o acido acético mostrou-se o melhor acido para a

formacdao dos filmes, tal como ja tinha sido referido.

Os valores das propriedades mecéanicas encontram-se descritos em maior detalhe na

tabela A4 (em anexo).

4.4.3.1 Mdxima tensdo

Como se pode observar na figura 28, o filme 1 (quitosano comercial sem glicerol) foi o
filme que obteve maior valor de tensdo a rutura (29,74 Mpa), enquanto o filme 2
apresentou um menor valor (1,91 MPa), como se pode verificar na figura 28. Esta
diferenca podera ter sido causada pela adicdo do glicerol, dado que ambos foram

preparados com quitosano comercial.

Melro et al.%® obtiveram um valor de cerca de 4 MPa. Este valor é mais préximo do que
foi obtido no filme 3 (4,40 MPa).

De entre os filmes preparados com o quitosano das cascas de camarao, o filme 4 foi o
gue apresentou maior maxima tensdo (16,53 MPa). Ja os filmes 5 e 6 apresentaram

valor de maxima tensao relativamente semelhantes.
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Estes valores estdo relacionados com a quantidade de glicerol adicionada, dado que

guanto mais glicerol se adicionou aos filmes, menor foi o valor de maxima tensao.

Maxima Tens&o (MPa) (N/mm2)
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Figura 28 - Maxima tenséo dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0% glicerol); filme
2 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% &cido acético, 0,3% glicerol),
filme 4 (ESA, 2% acido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% acido acético, 0,3% glicerol), filme 6 (ESA, 1% &cido

aceético, 0,3% glicerol).

Os plastificantes tém como funcdo aumentar a flexibilidade dos polimeros”™. Reduzem
a tensdo de deformacéo, densidade e viscosidade destes’, o que vai de encontro aos

resultados obtidos.

4.4.3.2 Capacidade eldstica

Os valores de capacidade elastica variaram entre 16, 89 N/mm2 e 414,33 N/mm?,
sendo que o filme 2 obteve o menor valor e o filme 1 um maior valor de capacidade
elastica, tal como se verificou na maxima tenséo. Este valor podera ser, novamente,

justificado pela adicéo do glicerol.

O filme 4 (0,1g de glicerol) apresentou uma capacidade elastica muito semelhante a
do filme 1 e muito superior a dos outros filmes preparados com quitosano das cascas

de camarao.

Contudo, durante a testagem destes parametros, os filmes 1, 4 e 6 rasgaram,

revelando que ndo séo tao resistentes a deformacao quanto os restantes.
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Capacidade elastica (N/mm2)
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Figura 29 - Capacidade elastica dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% acido acético, 0% glicerol);
filme 2 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% &acido acético, 0,3%
glicerol), filme 4 (ESA, 2% éacido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% acido acético, 0,3% glicerol), filme 6 (ESA,
1% acido acético, 0,3% glicerol).

4.4.3.3 Percentagem de mdxima deformacdo

Os valores de maxima deformacéo variaram entre 4,57% (filme 1) e 11,48% (filme 2).
Dado que a Unica variagéo entre estes filmes foi a adi¢cdo de glicerol, conclui-se que o
plastificante afeta este parametro, como ja seria esperado’. Apesar da grande

percentagem de maxima deformacéao, o filme 2 apresentou-se muito fragil.

Os restantes filmes, que foram preparados com o quitosano das cascas de camarao

apresentam valores de maxima tensao relativamente semelhantes.
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Figura 30 - Percentagem de maxima deformacéo dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% &cido

acético, 0% glicerol); filme 2 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1%

acido acético, 0,3% glicerol), filme 4 (ESA, 2% acido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% &cido acético, 0,3%
glicerol), filme 6 (ESA, 1% acido acético, 0,3% glicerol).

[=]
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4.4.4 Opacidade e capacidade da barreira UV

A luz, especialmente a luz UV, tem um papel importante no processo de oxidagéo e
por catalisar os processos de degradacdo dos alimentos. Logo, é necessario que um

filme apresente capacidade de proteger os alimentos da luz e da radiagcdo UV™.

Os valores de opacidade variaram entre 0,739 (filme 2) e 5,914 (filme 4). Seria
esperado que com o aumento da espessura, houvesse um aumento da opacidade,

mas tal ndo se verificou.

A opacidade é um parametro influenciado diretamente pelo tipo de acido e pela
percentagem utilizada, ainda que, no caso do acido acético, a percentagem néo tenha
grande influéncia®. Este facto pode explicar o porqué de um filme que utiliza menor
percentagem de acido acético apresentar um maior valor de opacidade, ou seja, ndo

faria diferenca a sua concentracao.
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Figura 31 - Opacidade dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% acido acético, 0% glicerol); filme 2
(quitosano comercial, 1% acido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% &acido acético, 0,3% glicerol),
filme 4 (ESA, 2% acido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 6 (ESA, 1% acido
acético, 0,3% glicerol).

Analisando a figura 31 percebe-se que o filme 2 foi o que obteve menor valor de
opacidade, sendo menos de metade que o valor obtido no filme 1, em que nao foi

adicionado o plastificante.

Dado que quando se utiliza quitosano comercial ndo ha necessidade de adicionar
glicerol, pode-se concluir que quando este estd em demasia também néao é ideal, pois

as caracteristicas do filme podem piorar.

O filme 4 e o filme 6 utilizaram tanto quantidades de quitosano diferentes, como
diferentes concentracdes de acido acético, no entanto, obtiveram valores semelhantes
de opacidade, ainda que a sua espessura tenha valores relativamente diferentes
(0,163 e 0,129, respetivamente).

Ja o filme 5, apesar de ser o que apresenta maior espessura, ndo € o que tem maior

valor de opacidade.

Quanto ao filme 3, que utilizou quitosano obtido diretamente das cascas de camaréo,

apesar de apresentar maior valor de opacidade do que os filmes preparados com
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guitosano comercial, ndo mostrou tdo bons resultados comparativamente aos filmes

feitos com quitosano obtido pela ESA.

Melro et al.®® prepararam um filme em condicdes semelhantes as deste trabalho
experimental em que utilizaram uma concentracéo de 4cido acético de 2% e obtiveram
um valor de opacidade de 1,6, que é um valor inferior aos apresentados na tabela A8

(em anexo).

Relativamente a capacidade da barreira UV, os resultados estdo expressos na figura
32. O filme 4 foi 0 que obteve maior capacidade de barreira UV (365 AU x nm) e o
filme 1 a menor (103,133), um valor cerca de trés vezes menor. Os filmes 5 e 6
apresentaram valores muito semelhantes, mostrando que o acido acético ndo mostra
grande diferenca neste parametro, dado que ambos contém a mesma quantidade de

glicerol, tal como acontece na opacidade.

Relativamente ao filme 3, verifica-se a mesma situacdo que na opacidade, apesar de
apresentar valores superiores aos do quitosano comercial, ndo apresenta 0s mesmos

resultados que os filmes preparados com quitosano obtido na ESA.
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Figura 32 - Capacidade da barreira UV dos filmes de quitosano; filme 1 (quitosano comercial, 1% acido acético, 0%
glicerol); filme 2 (quitosano comercial, 1% &cido acético, 0,3% glicerol), filme 3 (direto das cascas, 1% &cido acético,
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0,3% glicerol), filme 4 (ESA, 2% &cido acético, 0,1% glicerol), filme 5 (ESA, 2% acido acético, 0,3% glicerol), filme 6
(ESA, 1% &cido acético, 0,3% glicerol).

Portanto, os filmes preparados a partir do quitosano das cascas de camaréo, tanto o
obtido diretamente das cascas de camardo, como o quitosano obtido a partir da ESA,
apresentaram melhor opacidade e melhor capacidade UV relativamente aos filmes
preparados com quitosano comercial, mostrando desde j& potencial na preparacao de

um filme eficiente.

Considerando todos os parametros, é possivel concluir que o filme 4 foi o que obteve
melhores caracteristicas: € o filme mais forte e resistente, menos sollvel e com

reduzido valor de WHC, ainda que apresente algumas fraquezas.

O uso do &cido acético, apesar de se apresentar como o mais eficaz na dissolug¢édo do
quitosano, atribui um cheiro a este aos filmes, que podera limitar o seu uso em

alimentos.

Assim sendo, os filmes de quitosano extraido das cascas de camardo apresentam
potencial, mas ha necessidade de melhorar as suas caracteristicas e os aspetos da

sua preparacéo, abrindo portas para a realizacdo de trabalhos futuros.
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5. Conclusao e perspetivas de trabalho futuro

Atualmente, as cascas de camardao representam um problema ecoldgico pois séo
descartadas nos oceanos ou em aterros. Devido as suas caracteristicas fisico-
guimicas apresentam grande potencial para a extracdo de compostos bioativos, como
a astaxantina e outros carotenoides, assim como a quitina que pode ser convertida em
quitosano, e ter diversas aplicacdes em diferentes industrias, como a induastria

alimentar e cosmética para formular produtos de valor acrescentado.

Neste trabalho, pretendia-se extrair compostos bioativos de forma eficaz e usando
solventes mais “verdes”. ApOs aplicacdo de diferentes técnicas de extragdo, foi
possivel concluir que a ESA a 200°C é uma alternativa rapida, sustentavel e eficaz,
permitindo obter valores de TPT e TCT de 5,43 + 0,17 mg EAA/g cc e 59,9 + 1,0 pg
carotenoides/g cc, respetivamente, que sao cerca de cinco vezes superiores aos
valores obtidos na EC. A atividade antioxidante dos extratos obtidos também foi
superior quando se aplicou a ESA, sendo mais do dobro comparativamente a outros
métodos também conhecidos como verdes, como é o caso da EAU. E também
importante ressaltar que a razdo massa de casca de camardo/solvente mostrou
influéncia nos resultados obtidos, sendo por isso interessante estudar de que forma

este aspeto influencia os resultados das extracoes.

No futuro, seria interessante determinar por HPLC qual a composicao fendlica e que
tipo de carotenoides foram extraidos das cascas de camardo, assim como o teor que
foi obtido individualmente de cada composto de forma a potencializar a sua aplicacdo

noutros produtos.

Paralelamente, foi extraido quitosano das cascas de camardo, assim como dos
extratos da ESA a 200°C, permitindo obter filmes que poderdo ser utilizados para
embalar alimentos. Estes filmes sdo biodegradaveis e, por isso, mostram-se desde ja
como uma alternativa aos plasticos baseados em petrdleo. Os filmes apresentaram
algumas caracteristicas desejaveis, como boa opacidade e capacidade de barreira UV
(valores cerca de 3 vezes superiores aos filmes preparados com quitosano comercial),
que permite proteger os alimentos de uma rapida degradacdo. No entanto,
apresentam-se mais frageis que os filmes de quitosano comercial preparados em

condi¢cdes semelhantes.

Assim sendo, apesar do potencial do quitosano extraido das cascas de camardo na

aplicagcéo dos filmes, o desenvolvimento destes encontra-se ainda numa fase precoce
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e surge a necessidade de melhorar alguns aspetos, nomeadamente o aumento da sua
resisténcia e assim como melhorar o seu odor devido a utilizagdo de acido acético no

procedimento experimental.

Considerando o grande aumento da cultura em viveiros de marisco a nivel mundial, o
uso das cascas de camardo para recuperacdo dos compostos bioativos e a sua
incorporacdo em produtos de valor acrescentado pode representar um impacto
positivo a nivel econdémico, social e ambiental. Com este trabalho € possivel concluir
que o potencial das cascas de camardo é inegavel e h& diversas aplicacdes possiveis,

gue podem ajudar na resolucéo dos problemas ambientais por elas gerados.
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Anexos

Tabela Al - Designacao da amostra e condi¢des de extracdo em que foram preparadas.

Designaca
o da

amostra

Método de

extracdo

Massa de
cascade

camaréao

(@)

Solvente

Volume de

solvente (mL)

Tempo de
extracéo

(min)

Temperatura
de extracao
(0

Extragao

convencional

15

Agua

30

20

40

Extragao

convencional

15

Etanol

30

20

40

Extracao

convencional

15

50% Etanol

30

20

40

Extracao
subcritica com

agua

7,5

Agua

150

20

100

Extracao
subcritica com

agua

7,5

Agua

150

20

150

Extracao
subcritica com

agua

7,5

Agua

150

20

200

Extracao
subcritica com

agua

7,5

50% Etanol

150

20

100

Extracao
subcritica com

agua

7,5

50% Etanol

150

20

150

Extracao
subcritica com

agua

7,5

50% Etanol

150

20

200

10

Extracao
assistida por

ultrassons

0,75

Metanol

15

15

TA

11

Extracao
assistida por
ultrassons

Acido citrico

60

15

TA

12

Extragcao
assistida por

ultrassons

50% etanol

60

15

TA

13

Extracao
assistida por
ultrassons

Agua

60

15

TA

14

Extragcao
assistida por

ultrassons

50% etanol

35

15

TA
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Tabela A2 - Teor de polifendis totais (TPT), teor de carotenoides totais (TCT) e atividade antioxidante, determinada
pelos métodos ABTS e FRAP, para os diferentes extratos obtidos para as condi¢cdes de extracado testadas e descritas
em detalhe na Tabela A3 (anexo); os resultados correspondem a média + desvio padréo (n=3).

TPT TCT ABTS FRAP
. ~ Hg
Designacéo | mg GAE/g . . . mg EAA/g . mg EAA/g .
Desvio | carotenoides/g | Desvio Desvio Desvio
da amostra cascade cascade cascade
. padréao cascade padrao . padrao . padrédo
camarao camarao camarao
camaréo

1 1,179 0,273 9,04 0,17 1,507 0,018 0,329 0,033

2 4,159 0,374 0,82 0,04 0,177 0,007 NDa ND?
3 1,369 0,201 8,8 0,5 0,507 0,047 0,238 0,029
4 1,587 0,007 12,559 0,335 6,021 0,463 0,14 0,013
5 3,844 0,215 23,331 0,242 7,283 0,131 0,738 0,027
6 5,359 0,069 59,865 1,039 7,849 0,02 0,785 0,062
7 1,486 0,016 11,669 0,48 4,099 0,158 0,074 0,005
8 4,116 0,157 29,418 1,015 7,407 0,099 1,736 0,044
9 5,43 0,166 56,316 1,481 7,929 0,013 4,35 0,312

10 2,238 0,145 46,4 1,584 1,121 0,014 ND ND?
11 0,511 0,024 11,44 0,339 0,738 0,046 0,2 0,035
12 0,926 0,034 6,88 0,679 3,064 0,065 1,607 0,075
13 1,273 0,043 8,64 0,226 4,31 0,035 1,422 0,159
14 1,152 0,029 7,653 0,528 3,016 0,108 3,512 0,255

ND?2: Ndo detetado.

Tabela A3 - Percentagem de solubilidade e WHC dos filmes de quitosano; os resultados correspondem a média +
desvio padrao (n=2).

Filme Solubilidade (%) WHC
1 48,810 1,684 1,738 0,600
2 81,818 25,713 0,391 0
3 47,248 4,947 0,878 0
4 22,832 0,035 0,415 0
5 44,816 1,892 0 0
6 38,158 16,747 0,801 0
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Tabela A4 - Propriedades mecénicas dos filmes de quitosano.

Maxima Maxima Capacidade Méaxima
Filme Espesura (mm) Tenséo Tenséo (MPa) elastica deformacgéo Forca (N)
(kPa) (N/mm2) (N/mm?2) (%)

1 0,0490 29738,20 29,74 414,33 4,57 43,72

2 0,0880 1913,79 1,91 16,89 11,48 5,05

3 0,2060 4396,10 4,40 97,28 5,08 27,17

4 0,1630 16531,00 16,53 383,55 4,73 80,84

5 0,2150 6818,48 6,82 132,19 6,28 43,98

6 0,1290 6075,53 6,08 72,80 6,75 23,51

Tabela A5 - Propriedades oticas dos filmes de quitosano (capacidade da barreira UV e opacidade).
Capacidade da barreira UV
Soma das abs da Soma das abs da area Abs (600 Espessura :
) s _ ! Opacidade
Filmes area abaixo da abaixo da curva 400-700 nm) (nm)
curva 200-400 nm nm

1 103,133 36,2015 0,105 0,049 0,0051
2 177,555 26,339 0,065 0,088 0,0057
3 267,8535 184,713 0,593 0,206 0,1222
4 365,851 300,295 0,964 0,163 0,1571
5 328,633 311,842 1,008 0,215 0,2167
6 316,8405 235,4955 0,758 0,129 0,0978
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