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Resumo

SILVA, André da Silveira. Caracterizacdo fisico-quimica da carcaca da viola —
Loricariichthys anus. Tese de Doutorado — Programa de PO4s-Graduacdo em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas.

A atividade pesqueira representa uma importante fonte de alimento, empregos e de
beneficios econdmicos as pessoas que se dedicam a esta atividade. Além disso, a
crescente demanda por alimentos, especialmente de proteinas de origem animal
tem estimulado a criacdo e aprimoramento das técnicas de producédo das espécies
nativas, permitindo a exploracdo auto-sustentada. A viola (Loricariichthys anus), é a
espécie de maior interesse comercial da lagoa Mangueira. Nos anos de 2010 e
2011, a quantidade de viola capturada representou respectivamente 72,5% e 52,2%
do total capturado (SANTOS, 2012). Os residuos da filetagem representam 60% do
total capturado, sendo todo este produto descartado gerando danos ao ambiente.
Fica evidente a necessidade de um destino adequado a grande quantidade de
residuo gerada. Sua utilizacédo reduz o impacto ambiental causado pelo acimulo nos
locais onde é gerado ou estocado, evitando a contaminacdo do solo ou da agua.
Neste sentido foi desenvolvido um estudo sobre a composi¢cdo quimica da carcaca
da viola, para avaliar a quantidade e a qualidade das substancias a ela associadas,
principalmente proteina, gordura e minerais. Os residuos da filetagem da viola
apresentam caracteristicas bromatoldgicas, com altos niveis de proteina, gorduras e
minerais, com potencial para seu aproveitamento para alimentacdo animal. A
elevada concentracdo de acidos graxos pode ser de alto valor econémico, desde
que seu perfil seja determinado. Com o objetivo de avaliar os melhores parametros
para obtencdo de quitina, foram realizados tratamentos experimentais para as
etapas de desmineralizacdo e desproteinizacdo. Os resultados demonstram baixo
rendimento em quitina, mas uma elevada concentracdo de proteina na viola
desmineralizada, indicando a possibilidade de uso como substituinte proteico em
dietas para animais. Em cada etapa do processo foi feita caracterizacdo
bromatolégica e por espectroscopia na regido do infravermelho, confirmando a

presenca de quitina na forma beta (B-quitina).

Palavras-chave: Pesca artesanal, residuos, aproveitamento, Loricariichthys anus.



Abstract

SILVA, André Silveira da. Physicochemical characterization of the carcass of
Viola fish — Loricariichthys anus. Ph.D. Dissertation. Programa de P6s-Graduagao
em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas.

The fishing activity represents an important source of food, employment and
economic benefits to the people that dedicate themselves to this activity. Additionally,
the increased demand for food, especially animal protein, has been responsible for
stimulating the development and improvement of techniques for production of native
species, allowing the self-sustaining exploitation. Viola fish (Loricariichthys anus) is
the species of major commercial interest at the Mangueira lagoon region, Brazil. The
residues of filet production represent 60% of the total capture, and are directly
released to the environment. Therefore, a proper destination for such a large amount
of residues becomes evident, reducing the environmental impact and avoiding the
soil and fresh water contamination. For that reason, a study was conducted about the
chemical composition of Viola carcass in order to evaluate the amount and quality of
the related substances, mainly protein, fat and minerals. The residues of Viola filet
production present bromatology characteristics containing high levels of protein, fat
and minerals with potential to be used as a feedstuff. The high concentration of fatty
acids might have an elevated economic value if its profile is determined. With the
main purpose of evaluating the better parameters for obtaining quitin, experimental
treatments were developed for the steps of demineralization and deproteinization.
The results show a low yield of quitin but an elevated protein concentration in the
demineralized Viola, indicating the possibility of its utilization as a protein alternative
in animal diets. In each step of the process the bromatology characterization and
spectroscopy in the infrared region was carried out, confirming the presence of -

quitin.

Key-words: Artisanal fishing, residues, exploitation, Loricariichthys anus.
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1 Introducéo

A atividade pesqueira representa uma importante fonte de alimento, empregos

e de beneficios econdmicos as pessoas que se dedicam a esta atividade. Além

disso, a crescente demanda por alimentos, especialmente de proteinas de origem

animal tem estimulado a criacdo e aprimoramento das técnicas de producdo das
espécies nativas, permitindo a exploracao auto-sustentada.

A producdo mundial de pescado esta estimada em 130 milhdes de toneladas

por ano, sendo descartados cerca de 73 milhdes de toneladas (FAO, 2003).

A viola (Loricariichthys anus), entre as oito espécies de interesse comercial da
lagoa mangueira, representa atualmente a espécie mais capturada. Esta mudanca
ocorreu a partir de 2006 devido a procura por parte dos pescadores de uma
alternativa de diversificacdo da pesca explorando um recurso ainda nao utilizado.
Nos anos de 2010 e 2011, a quantidade de viola capturada representou
respectivamente 72,5% e 52,2% do total capturado (SANTOS, 2012).

Morfologicamente caracteriza-se pelo corpo depresso, revestido superior e
inferiormente por placas 6sseas quitinosas. Com um rendimento de carcaca
aproximado de 40% de musculo aproveitavel para o consumo. Os 60% restantes

nao sdo aproveitados e descartados como residuos.

Considerando-se a quantidade capturada e o rendimento, fica evidente a
necessidade de um destino adequado a grande quantidade de residuo gerada. Sua
utilizacdo reduz o impacto ambiental causado pelo acumulo nos locais onde é

gerado ou estocado, evitando a contaminacdo do solo ou da agua.

Desta forma, se faz necessario um estudo sobre a composi¢cdo quimica da
carcaca da viola, para avaliar a quantidade e a qualidade de quitina que pode ser
obtida, bem como das demais substancias a ela associadas, principalmente

proteina, gordura e carbonato de célcio, fundamentais para o processo de extracao.
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Assim temos como hipétese de que os residuos resultantes da comercializagéao
do filé da viola apresentam produtos de alto valor nutritivo que podem resultar
beneficios econémicos e ambientais para a atividade pesqueira da regido.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Aviola

Loricariichthys anus (Valenciennes, 1840), é uma espécie conhecida
vulgarmente como viola ou cascudo-viola. Pertence a ordem Siluriforme, familia
Loricariidae. Esta familia € considerada a segunda maior em numero de
representantes na América do Sul, contando com cerca de 600 espécies (SUZUKI,
1981). Os loricarideos sédo dotados de respiracao acessoria, resistentes aos baixos
niveis de oxigenacao da agua e ocupam diversos habitats de agua doce, favorecidos
pelo habito alimentar detritivoro-herbivoro. A viola ocorre em clima temperado na

Argentina, nos rios costeiros do Uruguai e no Brasil.

Morfologicamente a viola é caracterizada por cabeca pontiaguda com a boca
posicionada na parte inferior e presenca de grandes labios. O corpo é revestido por
placas ésseas quitinosas com coloracdo parda amarelado-claro. Adaptada a
ambientes |énticos e semi-l6ticos, quando jovem alimenta-se de insetos, pequenos

moluscos e crustaceos e quando adulta alimenta-se de lodo e detritos organicos.

2.2 Residuos da pesca

De acordo com Seibel e Soares (2003) o setor pesqueiro deve estar engajado
nas propostas de emissado zero de residuos (ZERI, “Zeri Emission Research
Initiative”). Deve também gerenciar os residuos que venham a ser gerados,
garantindo a diversificacdo da linha de produtos, o crescimento sustentavel e a
responsabilidade sécio-ambiental (BERTOLDI, 2003). No entanto, a quantidade de
residuos de pescado gerada esta aumentando devido a fatores como aumento da
elaboracdo e processamento dos produtos da pesca e implantacdo de novas
industrias (BLANCO et al., 2007).

Os residuos gerados no processo de filetagem (cabeca, visceras, nadadeira,
cauda, coluna vertebral, barbatana, escamas e restos de carne) podem representar

mais de 60% da matéria-prima utilizada, variando conforme as espécies e 0
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processamento (PESSATTI, 2001; BATISTA et al.,, 2007). A composicao dos
residuos da industria pesqueira gera preocupacao relativa aos potenciais impactos
ambientais negativos decorrentes da disposicdo deste material diretamente no
ambiente ou oferecido in natura aos peixes cultivados (SILVA; CAMARGO, 2002).
Visceras de pescado sao ricas em proteinas e acidos graxos poli-insaturados,
principalmente da familia ©mega-3, apresentando grande variacdo na sua
composicdo em funcéo da espécie e diferentes periodos do ano (BHASKAR et al.,
2007; BHASKAR; MAHENDRAKAR, 2008; MAQSOOD; BENJAKUL, 2010).

As aguas residuéarias geradas na industrializacdo de peixe contém solidos
suspensos totais, restos de peixe e elevadas demandas quimica e bioquimica de
oxigénio (ARRUDA; BORGHESI; OETTERER, 2007) Toda a agua gerada no

processo deve ser tratada para posterior aproveitamento.

2.3 Aproveitamento dos residuos de peixe

A producdo mundial de pescado, no ano de 2004, foi de aproximadamente
cento e quarenta milhdes de toneladas, das quais estima-se que 25% foram
destinados a fins ndo alimenticios (FAO, 2007). Residuos de pescado séao
geralmente utilizados como adubo, racdo, producdo de produtos quimicos ou
depositados em aterro sanitario (CHEN; JACZYNSKI, 2007; CAVALCANTE JUNIOR
et al., 2005). Também pode ser utilizada para a producdo de alimentos para
consumo humano, mas a maior parte é destinada a producéo de farinha e 6leo de
pescado (ARRUDA, 2004).

A composicdo quimica desses residuos, ricos em nutrientes como proteinas e
acidos graxos 6mega-3, torna interessante a pesquisa e o desenvolovimento de
produtos para a alimentacdo humana buscando por alimentos saudaveis, com alto

valor nutritivo e preco acessivel (MIRANDA et al., 2003).
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2.3.1 Aproveitamento para consumo animal

Oleo de peixe produzido a partir dos residuos de processamento, possui
geralmente baixa qualidade, sendo por isso destinado a alimentacdo animal. A
obtencao industrial envolve as etapas de cozimento, prensagem e/ou filtracdo e
centrifugagcdo. Durante o cozimento em presséo elevada, séo liberados o dleo e a
agua da fase solida, da qual € posteriormente separada por prensagem e/ou

filtracdo, seguido de centrifugacéo para separar o 6leo bruto da agua (LEE, 1963).

A fase sdlida possui alto teor protéico, e € submetida a secagem para
producédo de farinha de pescado, que possui cerca de 70% de proteina e € destinada
a alimentacdo animal (ARRUDA et al., 2006; GUERARD et al., 2002).

Os residuos do beneficiamento de peixe podem ser valorizados mediante a
hidrélise da biomassa para a obtencdo de silagem de peixe, com grande potencial
para utilizacdo como fonte protéica em racées (BORGHESI; ARRUDA; OETTERER,
2007). A silagem é um produto com consisténcia semipastosa, quase liquida,
produzido a partir do peixe inteiro ou de partes dele, conservado pela acdo de acidos
(silagem quimica) ou por fermentacdo microbiana induzida por carboidratos (silagem
biolégica). A liquefacdo da biomassa € promovida pela atividade de enzimas
proteoliticas naturalmente presentes nos peixes ou adicionadas (silagem enzimatica)
(ARRUDA; BORGHESI; OETTERER, 2007).

2.3.2 Oleo

Em geral, o 6leo de peixe € composto de uma variedade de &cidos graxos
(saturados, mono e poliinsaturados) e alto teor de vitaminas, em especial a vitamina
A. Esses acidos graxos 6mega-3, especialmente os acidos eicosapentaenoico (EPA)
e docosahexaenodico (DHA), atuam no combate e prevencdo de doengas
cardiovasculares e distarbios cerebrais (LANDS, 2005; MACLEAN et al, 2005).
Estudos recentes indicam a possibilidade de que o 6mega-3 atue na prevencéo e

terapia do cancer. Aléem dos beneficios citados, encontram-se a prevencao de
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doencas inflamatodrias, autoimunes e diabetes. Atuam diminuindo a concentracéo de
triacilglicerdis e colesterol e aumentando a fluidez da membrana celular (KINSELLA,
1986; WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998).

O 6leo de pescado possui 0s mesmos acidos graxos que qualquer outro 6leo ou
gordura, mas diferenciando-se na propor¢cdo de acidos poli-insaturados de cadeia
longa (BIMBO; CROWTHER, 1991).

A composicdo do 6leo de pescado pode variar em fungdo de diversos fatores,
incluindo espécie, estacdo do ano, sexo e ciclo reprodutor (BERNARDINI, 1986;
GONGCALVES; SOUZA-SOARES, 2000).

Espécies pelagicas parecem ser as melhores fontes de EPA e DHA
(GONCALVES; SOUZA-SOARES, 1998, 2000). Peixes de &gua fria como sardinha,
truta, bacalhau e salmdo sdo os que contém maior quantidade de EPA e DHA. No
0leo de sardinha, estes 6leos somam entre 20 e 40% do total de acidos graxos
(CONTRERAS,1994; STAUFFERT, 2000).

2.3.3 Proteina

A proteina de peixes, crustaceos e moluscos (excluidos plantas aquaticas e
mamiferos marinhos) representa cerca de 20% das fontes alimentares de proteina
animal consumidas no mundo (FAO, 2007). As proteinas musculares do peixe
possuem elevado valor biolégico, com uma composicdo balanceada em
aminodacidos, particularmente aqueles limitantes em proteinas de origem vegetal,

como a metionina e a cisteina.

Peixes de baixa expressdo econébmica podem ser utilizados para obtencéo de

concentrados protéicos como “minced fish” e/ou de surimi.

Isolamento de proteinas consiste basicamente em processo de extracao para

obtencéo de produto concentrado livre de interferentes (MARTINS, 2009).

A proteina de pescado pode ser obtida por dois processos diferentes: isolado

protéico ou concentrado protéico. Para producdo de isolado protéico as proteinas
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sdo solubilizadas utilizando-se valores extremos de pH e depois precipitadas
isoeletricamente. Os concentrados protéicos sao obtidos por hidrolise quimica da
proteina em processo de extracdo, sem interferir na extrutura original do musculo.

Entre os métodos aplicaveis para isolamento de proteinas encontram-se a
solubilizacdo acida ou alcalina que estd baseado na solubilizacdo das proteinas
guando submetidas a extremos de pH (NOLSJE; UNDELAND, 2009).

Entre os fatores que afetam a sua extragdo estdo a qualidade da matéria —
prima, relacdo solido/liquido, ph, temperatura, velocidade de centrifugacdo e forca
ibnica (KAIN et al., 2009).

A Precipitacdo das proteinas ocorre no pH equivalente ao seu ponto
isoelétrico, que € o pH em que as cargas positivas e negativas se equivalem
(SATHIVEL; BECHTEL, 2003; KRISTINSSON; DEMIR, 2003). A maioria das
proteinas tem seu ponto isoelétrico entre 4,5 e 6,5 e varia conforme a presenca de
residuos &cidos ou basicos (SGARBIERI, 1996). No ponto isoelétrico a solubilidade
€ minima pois desaparecem as forcas de repulsdo eletrostaticas devido a carga
(PARDI, M.; SANTOS; PARDI, H., 2001).

2.3.4 Quitina

Em 1811, a quitina foi descrita pela primeira vez pelo francés Henri
Braconnot. Foi denominada inicialmente de “fungina”, por ter sido extraida de fungos
superiores. A denominagédo de quitina foi sugerida por Odier em 1823 e deriva do
grego “chiton”, que significa tunica ou cobertura (AGULLO et al, 2004; ROBERTS,
1992). E o segundo polissacarideo mais abundante logo a seguir a celulose,
presente principalmente no exosqueleto dos artropodes e na parede celular de
certas algas e fungos entre outros organismos. Apesar da disponibilidade de quitina
em grande quantidade, e do reconhecimento das suas imensas aplicagbes

biotecnoldgicas, esta permanece relativamente subaproveitada.

Estudos realizados nos ultimos 40 anos demonstram a relacdo entre a

estrutura e morfologia da quitina e suas propriedades e aplicacbes potenciais.
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A quitina apresenta trés polimorfas: a, B e y-quitina que se diferenciam quanto
ao arranjo cristalino do polimero. As cadeias da quitina se organizam em folhas
dispostas paralelamente. A diferenciagdo entre as polimorfas ocorre em funcéo da
orientacdo relativa das extremidades redutora e ndo-redutora nos dominios

cristalinos.

Na a-quitina as cadeias poliméricas estdo dispostas de forma antiparalela.
Esta configuracdo favorece o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio entre
moléculas e folhas, resultando em empacotamento denso. As ligacdes de hidrogénio
entre grupos hidroxila formadas entre cadeias de diferentes folhas, sao responsaveis

pela insolubilidade da a-quitina na maioria dos solventes.

A B-quitina possui as cadeias dispostas paralelamente. Esta configuracéo
dificulta o estabelecimento de ligacbes de hidrogénio intermoleculares interfolhas.
Como resultado, observa-se um empacotamento menos denso, maior reatividade,
intumescimento em agua e solubilidade que a a-quitina (LAVAL, 2003; SAITO et al,
1997; SAITO et al, 2000).

Na y-quitina ocorre uma combinacdo de arranjos: Duas cadeias antiparalelas
s&o intercaladas com por uma cadeia paralela (AGULLO et al, 2004; ROBERTS,
1992).

Estas diferencas de arranjo e propriedades fisico-quimicas implicam em

diferentes métodos de obtencéo e finalidades diferentes para cada tipo de estrutura.



3 Capitulo 1 — Composicédo bromatoldgica da carcaca da viola (Loricariichthys

anus)

3.1 Introducéao

A atividade pesqueira representa uma importante fonte de alimento, empregos
e de beneficios econdmicos as pessoas que se dedicam a esta atividade. Além
disso, a crescente demanda por alimentos, especialmente de proteinas de origem
animal tem estimulado a criacdo e aprimoramento das técnicas de producdo das

espécies nativas, permitindo a exploracao auto-sustentada.

A viola Loricariichthys anus é uma das espécies mais capturadas por
pescadores artesanais do Rio Grande do Sul. Representa 52,2% (200
toneladas/ano) da quantidade capturada na lagoa Mangueira e passou a ter grande
aceitacdo comercial a partir de 1990 (SANTOS, 2012).

Morfologicamente caracteriza-se pelo corpo depresso, revestido superior e
inferiormente por placas 6sseas quitinosas. Com um rendimento de carcaca inferior
a 40% de masculo aproveitavel para o consumo. O restante € descartado como

residuo.

Entre os principais nutrientes encontrados nos peixes e afetando a qualidade
da carne encontram-se as proteinas e os lipidios (REGOST et al, 2001). As médias
de proteina e gordura encontradas por Britto et al (2014) foram respectivamente de
16,72% e 3,58%. De acordo Ackman (1989), a viola é classificada como um peixe

magro, com teor de gordura menor que 4%.

A industrializacdo do pescado produz uma grande quantidade de residuos que
se nao forem adequadamente direcionados geram desperdicio de matéria prima de
grande potencial tecnolégico. Entre as possibilidades de aproveitamento encontram-
se 0 uso como alimento, fertilizantes, produtos quimicos, minerais, 0leo e quitina
(NUNES, 2011).

Considerando-se a quantidade capturada e o rendimento, fica evidente a

necessidade de um destino adequado a grande quantidade de residuo gerada. Sua
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utilizacdo reduz o impacto ambiental causado pelo acumulo nos locais onde é

gerado ou estocado, evitando a contaminacado do solo ou da &gua.

Grande parte da tecnologia conhecida para a utilizacdo dos residuos das
industrias de pescado (entre elas a producao de farinha de peixe) ndo se mostra
economicamente atrativa, em vista do elevado investimento inicial. Normalmente as
areas costeiras ou de aguas interiores sao utilizadas como areas de lazer. Este fato
inviabiliza a disposicdo dos residuos em aterros sanitarios ou lagoas de
estabilizacdo, devido aos odores desagradaveis que podem gerar (LUSTOSA
NETO, 2004).

Entre as alternativas vidveis para o aproveitamento dos residuos gerados
mesmo em pequenas producbes encontra-se a extragcdo do Oleo, que pode ser
utilizado para consumo humano ou animal ou, se considerado impréprio, uma
alternativa para producéo de biodiesel (ARRUDA, 2004).

Desta forma, se faz necessario um estudo sobre a composi¢cdo quimica da
carcaga da viola, para avaliar a quantidade e a qualidade dos seus constituintes,

com foco principalmente no teor de 6leo e no perfil de acidos graxos.

3.2 Metodologia

Foi utilizado o residuo gerado na filetagem de viola (Loricariichthys anus)
obtido em experimento realizado no Laboratério de Ictiologia do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, que foi mantido congelado até
o inicio do processamento. O residuo, apés descongelamento, foi seco em estufa
com circulacdo de ar a 60 °C por 72 horas, triturado em moinho de bolas e

armazenado sob refrigeracéo.

Este material foi submetido as analises de umidade, cinzas, extrato etéreo, N-
proteina e N-quitina de acordo com metodologia oficial (AOAC, 1995). Tanto
proteinas como quitina sdo dosadas pelo método de Kjeldal para nitrogénio total e
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utilizados os fatores de converséo de 6,25 para proteina e 14,49 para quitina. Desta
forma, se faz necessaria a separagdo destes constituintes, que é feita através da
dissolucado da proteina com solugéo de hidroxido de sédio 5%. Assim determina-se o
nitrogénio total e o nitrogénio proveniente da quitina, sendo o nitrogénio proteico

determinado por diferenca.

3.3 Resultados e discusséo

Os constituintes da carcaca da viola (Tabela 1) tém como principal
componente, o extrato etéreo com 12,26 %, seguido de 11,47 % de proteina, 9,44 %
de cinzas e apenas 1,95 % de quitina, sendo 63,47 % umidade.

Estes resultados indicam um produto de qualidade propria para
aproveitamentos diversos, desde a obtencdo de Oleos e gorduras, assim como da
proteina. O produto obtido apresenta niveis de proteina considerados elevados e
semelhantes aos residuos de outras espécies, que tem seus residuos aproveitados
para alimentacdo animal. J& os niveis de gorduras, de 12,26 % s&o superiores aos
de outras espécies, que variam entre 5,0 e 10% (LIMA, M.; MUJICA; LIMA, A,
2012), podendo ser uma excelente fonte de renda para o sistema produtivo.

Tabela 1. Composicdo centesimal da carcacga de Viola - Loricariichthys anus

Variavel %
Proteina bruta 11,47+ 0,13
Extrato etéreo 12,26+0,49
Umidade 63,47+0,19
Cinzas 9,44+0,58
Quitina 1,95+ 0,43

O percentual de cinzas, que indica a presenc¢a de minerais € superior a outras
espécies, que apresentam valores entre 1 e 4%, sugerindo seu possivel

aproveitamento como complemento mineral na alimentacao animal.

A quantidade de quitina presente € considerada elevada para peixes,

entretanto é muito baixa para seu aproveitamento, quando comparada com fontes
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tradicionais de quitina, como crustaceos. O camarao apresenta na sua Composicao
cerca de 5 a 7% de quitina, e o siri, de 15 a 20% (MOURA et al. 2006).

3.4 Conclusoes

Os residuos da filetagem da viola (Lorichariichthys anus) apresentam
caracteristicas bromatolégicas, com altos niveis de proteina, gorduras e minerais,
com potencial para seu aproveitamento para alimentacdo animal. A elevada
concentracdo de acidos graxos pode ser de alto valor econémico, desde que seu

perfil seja determinado.



4 Capitulo 2 - Determinacao do perfil de acidos graxos de residuos de viola por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas.

4.1 Metodologia

A extracdo dos lipideos foi realizada por método a frio, utilizando-se o hexano
como solvente. Foram utilizados quatro banhos consecutivos, com duracdo de duas
horas seguido de filtracdo e prensagem do residuo. Da fase liquida foi evaporado o
solvente em extrator de Soxlhet e o 6leo obtido foi levado a etapa seguinte para

determinacao cromatografica dos acidos graxos.

Hidrélise alcalina

Em um eppendorf foram pesadas 0,1 g de 6leo de viola e adicionado 1 mL de
hexano, em seguida, a amostra foi sonificada por 30 min em banho de ultrassom e
logo centrifugada a 13000 rpm. Em seguida, foram retiradas duas aliquotas de 300
uL e secas sob nitrogénio. Em um dos eppendorf foi realizada a hidrélise alcalina
com adicdo de 500 uL de hidroxido de potassio metandlico 6% (p/v), e colocado em
banho maria por 30 min a temperatura de 85 °C. Logo foi adicionado 500 uL de
hexano para separacéo das fases. A fase superior foi retirada com pipeta de Pasteur
de vidro e acondicionada em vial para secagem utilizando nitrogénio para posterior

derivatizacao.

A derivatizacao foi realizada com a adi¢cédo de 200 uL de BF3 e aquecimento a
60 °C por 10 min. Em seguida, a amostra esta foi injetada em equipamento
cromatografico gasoso acoplado a espectrofotdmetro de massas. Foram realizados
amostras de brancos utilizando apenas os padrdes de analise, ou seja, sem a

presenca do 6leo de viola.



23

Analise cromatografica

Os &acidos graxos foram analisados em Cromatégrafo Gasoso Shimadzu GC-
MS QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i, equipado com um processador de dados
LabSolution ®, utilizando-se uma coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) 100 %
dimetilpolisiloxano (RESTEK, USA). Injetou-se 1 uL de amostra com temperatura da
coluna de 140 °C; temperatura do injetor de 240 °C, razdo split 1:50, gas de arraste
hélio (33,7 kPa) com programacao de aquecimento iniciando em 140 °C por 10 min,
sendo entéo elevada para 240°C a uma taxa de 4 °C por minuto, ficando nesta
temperatura por 20 min, e tendo como tempo total de analise de 55 min. Para
espectrometria de massas as temperaturas da fonte de ions e interface foram de
260 °C e 270°C, respectivamente. A faixa de massa de 40 — 400 m/z; 0,2 varreduras
por segundo e tempo de corte do solvente em 3 minutos.

4.2 Resultados e Discussao

A separacédo e identificacdo dos acidos graxos, obtidos a partir de hidrdlise
alcalina, foram obtidas por cromatografo gasoso e esta ilustrada na Figura 1. Os

acidos graxos identificados estéo apresentados na Tabela 2.
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Figura 1. Cromatograma da amostra hidrolisada.
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Tabela 2. Acidos graxos na amostra hidrolisada.

Acido graxo Area
(%)
1 Dodecanoic acid, methyl ester (Laurico C12) 1.70
2 tetradecanoico (Miristico C14) 8.78
3 9-Hexadecenoic acid, methyl ester, (Z)- (Palmitoléico C16:1(9)w7) 5.23
4  Hexadecanoic acid, methyl ester (Palmitico C16) 31.82
5 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester (Linoléico C18:2(9,12)w6) 2.80
6  9-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)- (Oleico C18:1(9)w9) 19.97
7  6-Octadecenoic acid, methyl ester, (E)-(Petroselinico C18:1(6)w12) 11.09
8  Octadecanoico (Esterarico (C18) 8.85
9  11- Octadecenoic acid, methyl ester (Vacénico C18:1(11)w7 0.19
10 9,12-Octadecadienoico acid, methyl ester (Linolelaidico C18:2(t9,t12)w6 0.12
11 5,8,11,14-Eicosatetraenoic acid, ethyl ester, (all-2)- (Araquidénico C20:4(5,8,11,14)w6 2.45
12 6,9,12-octadecatriendico (gama linolenico C18:3(6,9,12)w6 0.43
13 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,2)- (alfa linolenico C18:3 0.50
(9,12,15)w3
14 cis-13-Eicosenoic acid, methyl ester (Paulinico C20:1(7)) 3.91
15 15-tetracosendico (Nervonico C24:1(15)w9) 0.78

16 4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic acid, methyl ester, (all-Z)- (DHA C22:6 0.93
(4,7,10,13,16,19)w3
17 cis-7,10,13,16-Docosatetraenoic acid, methyl ester (C22:4 (7,10,13,16)w6) 0.27

18 5,8, 11, 14, 17- Eicosapentaenoic acid, methyl ester (EPA C20:5(5,8,11,14,17)w3 0.18

Sabe-se que os valores da composi¢cdo nutricional, principalmente de acidos
graxos, apresentam composicdo diferenciada entre peixes de agua salgada e agua
doce, como a viola. Os resultados apresentados na Tabela 2 estdo de acordo com a
literatura onde se reporta que peixes de agua doce ndo possuem grandes
quantidades de &cidos graxos dmega-3 e de cadeia longa, diferentemente dos
peixes de agua salgada, no entanto, o 6leo de viola analisado neste estudo

apresentou 18 possiveis acidos graxos identificados.

De acordo com a Tabela 2, foram identificados 18 acidos graxos presentes no
6leo de viola, sendo os de maior concentracdo os acidos: Palmitico (C16:0); Oléico
(C18:1(9)w9); Petroselinico (C18:1(6)w12); Esterarico (C18:0); Miristico (C14:0) e
Palmitoléico (C16:1(9)w7), respectivamente, ainda foram identificados os acidos
graxos DHA e EPA encontrados, de acordo com a literatura em maior quantidade
em peixes de agua salgada, sendo estes acidos graxos importantes na dieta
humana devido a sua ingestao estar associada a diminuicdo dos riscos de doencas

isquémicas fatais do coracao.



5 Capitulo 3 — Planejamento experimental para obtencdo de quitina a partir de

residuo de viola (Loricariichthys anus)

5.1 Introducéao

A atividade pesqueira representa uma importante fonte de alimento, empregos
e de beneficios econdmicos as pessoas que se dedicam a esta atividade. Além
disso, a crescente demanda por alimentos, especialmente de proteinas de origem
animal tem estimulado a criacdo e aprimoramento das técnicas de producdo das

espécies nativas, permitindo a exploracédo auto-sustentada.

A lagoa Mangueira possui uma area de aproximadamente 950 Km?, e esta
localizada na porcdo oriental sul do Brasil (33 ° 4 '5 "S e 52 ° 44" 5" W),

representando uma importante area de pesca da regido.

A viola (Loricariichthys anus) é uma das espécies mais capturadas por
pescadores artesanais do Rio Grande do Sul. Representa 52,2% da quantidade
capturadas na lagoa Mangueira e passou a ter grande aceitacdo comercial a partir
de 1990 (SANTOS, 2012).

Morfologicamente caracteriza-se pelo corpo depresso, revestido superior e
inferiormente por placas 6sseas quitinosas. Com um rendimento de carcaca
aproximado entre 30 e 38% de musculo aproveitavel para o consumo. O restante é
descartado como residuo (BRITTO et al, 2014).

Considerando-se a quantidade capturada e o rendimento, fica evidente a
necessidade de um destino adequado a grande quantidade de residuo gerada. Sua
utilizacdo reduz o impacto ambiental causado pelo acumulo nos locais onde é

gerado ou estocado, evitando a contamina¢éo do solo ou da agua.

Residuos da industria pesqueira sdo normalmente aproveitados para producao
de farinha de pescado. O uso de residuos de composi¢cdo semelhante a carcaca de

viola, tais como cascas de camaréo e siri, ndo é recomendado para esta finalidade,
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pois reduz o valor nutricional do produto, devido principalmente a sua elevada
concentracdo de minerais. Uma alternativa para agregar valor aos residuos € a
extragdo da quitina e producao de quitosana, produtos com alto valor comercial e
ampla utilizacdo na medicina e nas industrias farmacéutica, quimica, de alimentos e
biomateriais (MOURA et al, 2006; AZEVEDO et al, 2007). Outra alternativa seria a
reducdo do teor de minerais do residuo, através de processo semelhante a etapa de
desmineralizagcdo para producdo de quitina, visando assim a obtencdo de um

concentrado proteico que pode ser utilizado em nutricdo animal.

Do ponto de vista quimico, a quitina é um polissacarideo precursor da
quitosana, muito semelhante a celulose. A diferenca estrutural entre elas é a
substituicdo dos grupos hidroxila na posicdo 2 da celulose por grupos acetamino. E
a segunda fibra natural mais abundante depois da celulose (CAMPANA-FILHO et al,
2007).

A quitina é encontrada em diversas espécies animais, tais como fungos, algas,
insetos e animais marinhos, ocorrendo alguma variagdo na sua estrutura e
composicdo, dependendo da espécie e estagio de desenvolvimento. As algas
diatomaceas (Thalassiosira fluviatilis e Cytlotella cryptica) sdo as Unicas excecdes
conhecidas cuja andlise revela quitina constituida exclusivamente de unidades 2-
acetamido-2desoxi-D-glicopiranose. Nas demais espécies ocorre quitina com uma
pequena quantidade (5-10%) de unidades 2-amino-2desoxi-D-glicopiranose,

caracteristico da quitosana.

Desta forma, se faz necessario um estudo sobre a composicdo quimica da
carcaca da viola, para avaliar a quantidade e a qualidade de seus constituintes
(proteina, gordura, minerais e quitina). O Residuo de viola possui elevado teor de
gordura, sendo a quantidade encontrada maior que no filé representando um grande
potencial para a industria de Oleo de peixe. A casca da viola, depois de seca e
desengordurada, apresenta grande concentracdo de proteina, mas também possui
um elevado teor de cinzas, que dificulta a etapa de desmineralizagdo. O objetivo

deste trabalho € avaliar os melhores parametros para o procedimento de

desmineralizagao e desproteinizacéo para obtencéo de quitina.
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5.2 Metodologia

Foi utilizado o residuo gerado na extracdo do 6leo de viola (Loricariichthys
anus) realizado no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. Este material foi submetido as analises de
umidade, cinzas, N-proteina e N-quitina de acordo com metodologia oficial (AOAC,
1995). Tanto proteina como quitina sdo dosadas pelo método de Kjeldal para
nitrogénio total e utilizados os fatores de conversdo de 6,25 para proteina e 14,49
para quitina. Desta forma, se faz necesséria a separacéo destes constituintes, que é
feita através da dissolucdo da proteina com solucdo de hidroxido de sddio 5%.
Assim determina-se o nitrogénio total e o nitrogénio proveniente da quitina, sendo o

nitrogénio proteico determinado por diferenca.

Foram realizados trés experimentos para determinacdo do melhor tratamento
na etapa de desmineralizacdo, considerando que o material utilizado possui elevado
teor de cinzas, e os tratamentos normalmente utilizados para camarao mostraram-se

insuficientes.

No primeiro experimento foi utilizado um planejamento experimental do tipo
fatorial completo 23, com trés fatores e dois niveis de variacdo, apresentados na
tabela 3.

Tabela 3. Variaveis e valores utilizados na matriz de planejamento experimental.

Variavel Nivel 1 Nivel 2
Tempo (h) 2 4
Concentragao HCI (%) 2,5 50
Relacao &cido/residuo (mL/qg) 2:1 4:1

O nivel 1 corresponde aos valores utilizados para residuo de camardo
(SOARES et al, 2003) e o0 nivel 2 ao dobro destes valores. A matriz de planejamento
experimental fatorial completo utilizada na forma codificada é apresentada na Tabela
4.
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Tabela 4. Matriz de Planejamento Experimental na forma codificada.

Tratamento Concentracéo HCI Tempo . .Rela(;ei’o
acido/residuo
1 1 1 1
2 1 1 2
3 1 2 1
4 1 2 2
5 2 1 1
6 2 1 2
7 2 2 1
8 2 2 2

Foram utilizados tubos Falcon de 50 mL e mesa agitadora. ApGs o tempo de
reacao, os residuos foram filtrados em cadinho de vidro poroso previamente tarado e
incinerados em mufla a 600 °C por 4 h, obtendo-se assim o teor de cinzas para cada
tratamento. Comparando-se ao teor inicial de cinzas obteve-se o percentual de

reducado de cinzas em cada tratamento.

Os dados foram analisados de acordo com um delineamento experimental
completamente casualizado. Foi realizada a andlise do fatorial usando o pacote
‘Remdr — The R Commander” do pacote estatistico R (R CORE TEAM, 2015), de

acordo com o seguinte modelo:
Yijk = p + di + hij + wij + eijk,

Em que: p = media geral, di = efeito fixo do tempo (i = 2 e 4 horas), hij = efeito
fixo da relagcé@o entre residuo e HCI (j = 2:1 e 4:1), wijk= efeito fixo da concentracdo
de HCI (k = 2,5 e 5%) e eijk = erro aleatdrio (erro residual). Apés foi realizado a
analise de variancia (ANOVA) utilizando o procedimento “LSM- least squares means”
sendo as médias comparadas através do teste t com um nivel de significancia P <
0,05.

A partir dos melhores resultados encontrados, foi realizado um teste de niveis
da relacdo entre o volume de solucdo de &cido cloridrico e a massa do residuo,
mantendo-se constante a concentracdo do acido em 5,0% e o tempo de reacdo em
2 horas. Foram utilizados quatro niveis: 6:1, 8:1, 10:1 e 12:1.
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Os dados para estabelecer a relacdo entre quantidade de acido para residuo
de viola foram submetidos a andlise de variancia e apoés foi realizado o teste de

Tukey a 5% de probabilidade para a comparacao das médias.

Para finalizar foi realizado um novo fatorial completo 23, utilizando-se uma
concentracdo maior de acido com o objetivo de reduzir o volume gasto de solucéo.

Os niveis e fatores utilizados sédo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Variaveis e valores utilizados na matriz de planejamento experimental.

Variavel Nivel 1 Nivel 2
Tempo (h) 2 4
Concentragéo HCI (%) 50 7,0
Relacao &cido/residuo (mL/qg) 8:1 10:1

Foram mantidos os tempos utilizados no primeiro experimento. A
concentracéo de 7,0% foi utilizada por Moura et al (2005) ao trabalhar com casca de
siri com teor de cinzas semelhante ao residuo desengordurado de viola. Para o
volume de solucdo, foi utilizado o melhor resultado do teste anterior e um nivel
abaixo. A matriz de planejamento experimental fatorial completo utilizada na forma

codificada € apresentada na Tabela 6.

Tabela 6. Matriz de Planejamento Experimental na forma codificada.

Tratamento Concentracgéo HCI Tempo . _Relagafo
acido/residuo
1 1 1 1
2 1 1 2
3 1 2 1
4 1 2 2
5 2 1 1
6 2 1 2
7 2 2 1
8 2 2 2

Os dados foram analisados de acordo com um delineamento experimental

completamente casualizado. Foi realizada a analise do fatorial usando o pacote
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‘Remdr — The R Commander” do pacote estatistico R (R CORE TEAM, 2015), de

acordo com o seguinte modelo:
Yijk = n + di + hij + wij + eijk,

Em que: u = media geral, di = efeito fixo do tempo (i = 2 e 4 horas), hij = efeito
fixo da relacdo entre residuo e HCI (j = 8:1 e 10:1), wijk= efeito fixo da concentracdo
de HCI (k =5 e 7%) e eijk = erro aleatdrio (erro residual). Apos foi realizado a analise
de variancia (ANOVA) utilizando o procedimento “LSM- least squares means” sendo

as médias comparadas através do teste t com um nivel de significancia P < 0,05.

Os dois melhores resultados foram repetidos, gerando amostras para analise
de infra-vermelho. Foi escolhido um tratamento para nova desmineralizacdo e o
produto obtido a partir de 100 gramas do residuo desengordurado foi submetido a
analises bromatoldgicas e um novo delineamento experimental para a etapa de

desproteinizacao.

Para este experimento foi utilizado um planejamento experimental do tipo
fatorial completo 2% com trés fatores e dois niveis de variacdo, apresentados na
tabela 7.

Tabela 7. Variaveis e valores utilizados na matriz de planejamento experimental.

Variavel Nivel 1 Nivel 2
Concentracdo NaOH (%) 3,0 50
Tempo (h) 0,5 2,0
Temperatura (°C) Ambiente 70

As varidveis e valores foram escolhidos combinando-se os parametros
utilizados por dois autores na etapa de desproteinizacdo em casca de camarao:
Soares et al (2003) utilizou 5% e 2 horas enquanto Santos (2016) trabalhou com 3%,
30 minutos e 70 °C.
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5.3 Resultados e discussao

Os resultados da analise do residuo desengordurado sdo mostrados na tabela

Tabela 8. Composi¢ao centesimal do residuo desengordurado de Viola - Loricariichthys anus

Variavel %
Umidade 9,7240,73
Cinzas 35,70+1,24
Proteina bruta 45,11+0,28
Quitina 5,67+0,67

Observa-se que a proteina € o principal constituinte deste residuo e que
poderia ser de alguma forma aproveitado. O processo de desproteinizacao utilizado
para obtencdo de quitina pode significar o desperdicio de uma boa fonte protéica
para nutricdo animal. Por outro lado, a presenca de polissacarideos ndo amilaceos
como a quitina na alimentacdo de nao ruminantes, pode ser prejudicial pois
modificam a digestibilidade, a viscosidade e o tempo de permanéncia no trato
digestivo (BRITO et al, 2008).

O teor de quitina é consideravelmente maior que no residuo in natura, com
1,95%, que seria inviavel para seu aproveitamento. O valor € um pouco maior que o
encontrado por Moura et al (2006) para camardo, com 4,8%, uma das principais
fontes de quitina utilizadas no Brasil.

A quantidade de minerais pode ser um fator limitante para obtencédo de
quitina. O camardo e o siri apresentam respectivamente 6,1 e 32,8% de cinzas
(MOURA et al, 2006). Moura et al (2005) alcancou resultados satisfatorios de
desmineralizacdo utilizando siri com 40,5% de cinzas. O teor de cinzas do residuo
desengordurado de viola encontra-se préximo ao valor encontrado para siri,
indicando a possibilidade de realizar a desmineralizacdo utilizando-se tratamentos

adequados.

Para a analise estatistica da resposta percentual de reducéo do teor de cinzas

~

em relacdo a matéria-prima, foi realizada uma analise de variancia (Quadro de
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ANOVA), com o auxilio do software estatistico R, tendo como fatores de estudo o
tempo, concentracdo do &cido e relacdo acido/residuo. Os resultados sdo mostrados
nas tabelas 9 e 10

Neste experimento, ndo foi verificada uma eficiéncia satisfatoria na
reducdo do teor de minerais, pois em todos os tratamentos o percentual de reducéo
de cinzas ficou abaixo de 50%.

Tabela 9. Efeito da concentracdo de HCI, tempo e relagdo HCl/residuo no percentual
de reducdo do teor de cinzas em residuo de Viola.

Reducéo de cinzas (%)

Tempo Relacao’ HCI (%)
25 5,0
2h 2:1 11,00+0,22 18,83+0,78
2h 4:1 20,38+1,60 42,81+2,22
4h 21 11,21+1,19 18,45+0,61
4h 4:1 21,35+1,47 42,78+1,56
Efeitos | Probabilidades (P<0,05)
Tempo 0,6880
Relacéo <.0001
HCI <.0001
Tempo*Relagéo 0,5682
Tempo*HCI 0,4082
Relacao*HCI <.0001
Tempo*Rela¢do*HCI 0,8336

" Relacéo entre solugéo de HCI e residuo (mL/g)

Tabela 10. Desdobramento do fatorial entre Rela¢éo e HCI
(%) sobre a reducéo de cinzas em residuo de Viola.
Reducéo de cinzas (%)

Relacdo® HCI (%)
2,5 5,0
2:1 B 11,10+0,71 b B 18,63+0,70 a
4:1 A 20,86+1,53 b A 42,79+1,89 a

' Relacdo entre solucdo de HCI e residuo (mL/g); Médias
seguidas por letra miniscula na linha diferem-se entre si
pelo teste t & 5% de significAncia; Médias seguidas por
letras mailsculas na coluna diferem-se entre si pelo teste t
a 5% de significancia.

Os resultados do estudo de niveis sdo mostrados na tabela 11.

Neste experimento foi alcancado o valor proximo de 100% nos niveis 10:1 e

12:1, e foi escolhida a relagéo 10:1 para novo teste fatorial.
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Tabela 11. Relagéo entre volume de acido e residuo tratado sobre a reducao de cinzas de carcaca
de viola

Relacdo Reducéo de cinzas (%)
6:1 63,18+4,98 c
8:1 82,65+4,53 b
10:1 94,00+0,80 a
12:1 97,11+4,26 a
P <.0001

Médias seguidas por letras minasculas diferem-se entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados da anélise de variancia para o percentual de reducado de cinzas

sdo mostrados nas tabelas 12 e 13.

Tabela 12. Efeito da concentragcdo de HCI, tempo e relacdo HCl/residuo no
percentual de reducéo do teor de cinzas em residuo de Viola.
Reducéo de cinzas (%)

Tempo Relagao’ HCI (%)
5,0 7,0
2h 8:1 87,20+£2,43 97,23+1,58
2h 10:1 100,29+2,14 101,10+2,15
4h 8:1 84,55+1,43 97,13+1,19
4h 10:1 97,93+0,97 97,57+0,85
Efeitos Probabilidades (P<0,05)
Tempo 0,002
Relacéo <.0001
HCI <.0001
Tempo*Relacéo 0,52
Tempo*HCI 0,24
Relacdo*HCI <.0001
Tempo*Relacao*
HCl 0,14

Médias de quatro repeticdes + desvio padrdo. * Relacdo entre solucdo de HCI e
residuo (mL/g)

Tabela 13. Desdobramento do fatorial entre Relag&o e HCI
(%) sobre a reducdo de cinzas em residuo de viola
Reducéo de cinzas (%)

Relacdo* HCI (%)
5,0 7,0
8:1 B 85,87+2,33 b A 99,11+1,99 a
10:1 A97,18+1,29b A 99,58+2 47 a

" Relacao entre solucdo de HCI e residuo (mL/g); Médias +
desvio padrdo seguidas por letra mindscula na linha
diferem-se entre si pelo teste t a 5% de significancia;
Médias + desvio padrdo seguidas por letras mailsculas na
coluna diferem-se entre si pelo teste t a 5% de
significancia.
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Estes resultados mostram uma melhor eficiéncia na remocdo de minerais
utilizando-se concentracdo de acido cloridrico de 7,0%. Foi encontrado o mesmo
resultado com a relacdo HCl/residuo de 8:1. Em escala industrial, isto significa

diminuicdo no consumo de agua e residuos liquidos gerados.

Comparando-se com os resultados obtidos por Moura et al (2005), observa-se
que este atingiu resultado semelhante utilizando volume menor de solucdo acida
(proporcéo de 4:1) e tempo maior (12 horas). Esta diferenca pode estar relacionada
a natureza do material utilizado, mas também as diferencas na preparacdo deste
material. O residuo de viola desengordurado, utilizado neste trabalho, possuia
menores granulometria e teor de umidade, fatores que podem estar relacionados

respectivamente ao tempo de reagdo e volume de &cido utilizado.

Utilizando-se os melhores resultados obtidos anteriormente (2h, 7% e 8:1), foi
realizado o processo de desmineraliza¢do do residuo, alcancando-se um rendimento
de 52,5% de viola desmineralizada, que foi caracterizada e utilizada para o
experimento de desproteinizagéo.

Os resultados da caracterizacdo encontram-se na tabela 14.

Tabela 14. Composi¢ao centesimal do residuo desmineralizado de Viola - Loricariichthys anus

Variavel %
Umidade 9,63+1,17
Cinzas 3,09+0,05
Proteina bruta 80,58+0,21
Quitina 1,17+0,04

Os resultados confirmam a eficiéncia na reducdo do teor de cinzas, mas
também uma reducédo drastica na quantidade de quitina, que pode inviabilizar sua

obtencéo.
Os resultados da etapa de desmineralizacdo sédo apresentados na tabela 15.

Comparando-se ao teor de quitina encontrado na viola desmineralizada,

observa-se que o tratamento 2 apresenta o resultado mais préximo. Valores mais
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altos indicam contaminacdo da quitina com outras substancias e mais baixos, a

destruicdo de parte da quitina durante o processo.

A pequena quantidade obtida torna este procedimento inviavel para produgéo

de quitina.

Considerando o teor de proteina encontrado no material desmineralizado e
gue boa parte da quitina foi eliminada no processo, o0 emprego como fonte proteica

para alimentacao animal poderia ser uma alternativa viavel.

Tabela 15. Percentual de produto obtido apés desproteinizacéo

Tratamento Concentracdo Tempo (h) Temperatura Residuo (%)
NaOH (%) (°C)
1 3 0,5 A 2,85
2 3 0,5 70 1,28
3 3 2,0 A 2,25
4 3 2,0 70 0,85
5 5 0,5 A 1,97
6 5 0,5 70 0,90
7 5 2,0 A 1,45
8 5 2,0 70 0,56

5.4 Conclusdes

N&o houve influéncia significativa do tempo de reacdo sobre o percentual de

reducao de cinzas.

O tratamento mais eficiente para reducdo do teor de cinzas corresponde a
concentracdo de 7% de &cido cloridrico em proporcéo de 8:1. O produto obtido neste
tratamento possui baixo teor de quitina e quantidade elevada de proteina. Para
avaliar a possibilidade de uso deste material como fonte proteica, sS40 necessarios
mais estudos, tais como avaliacdo do perfil de aminoacidos e testes nutricionais com

acréscimo em dietas de animais e avaliagdo dos resultados.



6 Capitulo 4 — Caracterizacdo da quitina por espectrometria na regidao do

infravermelho

6.1 Introducéao

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) envolve a interagdo de
moléculas com energia eletromagnética nesta faixa de comprimento de onda. A
radiacdo eletromagnética possui comportamento duplo, comportando-se como
particula ou onda dependendo das circunstancias. Como todas as ondas, a radiacéo
eletromagnética € caracterizada por um comprimento de onda (A), uma frequéncia ()
e uma amplitude (MCMURRY, 2005).

Quando um composto organico é exposto a um feixe de radiacao
eletromagnética, ele absorve energia de certos comprimentos de onda, mas passa
ou transmite energia de comprimentos de onda diferentes. O espectro de absor¢éo é
determinado irradiando-se a amostra com energia de comprimento de onda muito
diferente. Os resultados sdo dispostos sobre um grafico que mostra o comprimento

de onda versus a quantidade de radiacao transmitida.

Os comprimentos de onda dentro da regido do IV séo geralmente dados em
micrometros (1 ym = 10° m), e as frequéncias sdo dadas em nimeros de onda
preferencialmente em hertz.

Todas as moléculas tém certa quantidade de energia distribuida por toda a
sua estrutura, provocando o estiramento e contracdes das ligagdes, ou provocando
a movimentacdo dos atomos para trds e para frente. Alguns tipos de vibracéo
permitidos sdo: estiramentos simétricos e assimétricos e deformacfes angulares

dentro e fora do plano.

A energia absorvida por uma molécula corresponde a frequéncia de vibracao
de um grupo molecular especifico. A interpretacdo desses movimentos permite a
identificacdo dos tipos de ligacédo e grupos funcionais presentes na molécula.

Espectros de infravermelho ndo séo caracteristicos de uma molécula como

um todo, mas indicam a presenca de certos grupos de atomos que dao origem a
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bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia, independentemente da
estrutura da molécula. A presenca dessas bandas caracteristicas de grupos permite
a obtencao, através do exame do espectro e consulta a tabelas, de informacdes
estruturais Gteis (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

A radiacdo infravermelha na faixa aproximada de 10000 cm™ a 100 cm™
converte-se, quando absorvida por uma molécula organica, em energia de vibragédo
molecular. O processo é quantizado, porém o espectro vibracional aparece como
uma série de bandas em vez de linhas, porque cada mudanca de um nivel de
energia vibracional corresponde a uma série de mudancas de niveis de energia
rotacional (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

As intensidades das bandas podem ser expressas como transmitancia (T) ou
absorbancia (A), ou ainda por termos semiquantitativos (F = forte, m = médio, f =

fraco).

Espectros moleculares no ultravioleta e no visivel sdo mais convenientemente
obtidos a partir de solu¢des diluidas do analito, porém, esta estratégia ndo é
frequentemente aplicavel na espectroscopia IV porque bons solventes ndo séo
transparentes em toda a regido de interesse. Também é muito dificil encontrar um
solvente que ndo apresente picos que se sobreponham as bandas de absorcéo do
analito. Como consequéncia, o0 manuseio da amostra é frequentemente a parte mais
dificii e demorada em uma analise espectrométrica no IV (HOLLER; SKOOG;
DOUGLAS, 2009).

Os espectros sdo geralmente obtidos com a dispersdo do sélido em um
liqguido ou em uma matriz sélida e a amostra sdlida deve ser triturada até que seu
tamanho seja menor que o comprimento de onda da radiacdo para evitar os efeitos

da radiacao espalhada.

A identificacdo de um composto organico a partir de um espectro deste tipo
consiste na determinacdo de grupos funcionais mais provaveis de estarem
presentes observando-se a regido de frequéncia dos grupos, que compreende a

radiacéo de aproximadamente 3600 cm™ a cerca de 1250 cm™,
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6.2 Metodologia

As analises de Espectroscopia na regido do Infravermelho (IV) foram
realizadas em pastilha de Brometo de Potassio (KBr) em equipamento IRPrestige-

21(Shimadzu) disponivel na Central Analitica — Prédio 31.

6.3 Resultados e discusséo

A figura 2 mostra os espectros de infravermelho de amostra desengordurada
(preto) e de amostras desengorduradas e desmineralizadas a 5% (verde) e a 7%
(vermelho). Neste material obtido de residuos de viola espera-se isolar quitina a

partir do processo de desproteinizacao.

(%)

1553,15

TG 1660,97
’ 2961,01
2923,40
2855,70
T i T i T i T i T i T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

(cm™)

Figura 2. Espectro na regido do infravermelho (IV) do material desengordurado (preto),
desengordurado e desmineralizado a 5% (verde) e desengordurado e desmineralizado a 7%
(vermelho). Transmitancia (%) versus NUmero de onda (cm"l). Estrutura molecular da quitina é
evidenciada para facilitar a identificacdo das bandas caracteristicas.
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As amostras desmineralizadas a 5% e 7% nao mostram diferencas nas
bandas do espectro de IV em relacdo ao numero de onda, isto indica que o material
produzido nos dois processos de desmineralizagdo € muito semelhante em relacéo

ao conteudo organico.

Ao comparar a amostra desmineralizada a 7% (vermelho) e a amostra nao
desmineralizada (preto) observam-se diferencas no padréo de bandas. As principais
diferencas sdo observadas nas bandas largas em 3286,97 cm™ e 1660,97 cm™.

A banda larga em 3286,97 cm™ indica [v N-H] de amina priméria alifatica de
alguma impureza da amostra, uma vez que a amostra apenas foi desengordurada e
ainda contém compostos como proteinas. JA a amostra desmineralizada a 7%
apresenta a banda larga em 3431,13 cm™ que corresponde a [v O-H] em ligacdo de

hidrogénio sobrepondo [v N-H].

As bandas [v C-Haitaico] aparecem em 2961,01 e 2923,40 cm™ como
estiramentos assimétricos e em 2855,70 cm™? como estiramento simétrico tanto na

amostra desmineralizada quanto ndo desmineralizada.

Outra diferenca consideravel esta na regido de 1660,97 cm™, onde se observa
uma Unica banda larga na amostra ndo desmineralizada, referente a sobreposicéo
de bandas de grupos organicos, o que pode indicar que estes grupos ndo estao
livres, isto é, devem estar ligados a ions metalicos. Ap0s 0 processo de
desmineralizacédo, observa-se alteracdo nesta banda, com o aparecimento de duas
bandas distintas. A banda larga em 1652,19 cm™ indica [v C=0] de amida |
sobreposta & [6 N-H] de amida Il, j4 a banda em 1523,07 cm™ indica [v C-N-H] de
amida Il (RINAUDO, 2006).

Para uma amostra de a-quitina espera-se que as trés bandas de amida I, Il e
Il sejam distintas (SAGHEER, et al., 2009), o que indica que nas amostras
desmineralizadas neste trabalho, devido a presenca de somente duas bandas de
amida, ha a extracdo de p-quitina (SAGHEER et al, 2009; RINAUDO, 2006). A
diferenca entre os tipos de quitina esta associada a origem da matéria prima e a
rigidez do material quitinoso (RINAUDO, 2006).
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A ampliacdo da figura 2 na regido entre 1500 a 900 cm™ é evidenciada na
figura 3. Nesta regido é possivel observar a semelhanca no padréo de bandas entre
as trés amostras. Na amostra ndo desmineralizada (preto) observa-se a banda em
1457,63 cm™ referente a [Sassimetico C-Haifaico) © €m 1403,09 e 1383,10 cm™
[Ssimetrico C-Haiifatico). J& em 1240,58 e 1040,61 cm™ observa-se [Vassimético C-O-C] e
[Vsimetrico C-O-C], respectivamente. As mesmas considera¢cfes sdo validas para as

amostras desmineralizadas.

1455 45 1034,07

94,01 1234,03
1240,58

(%)

1403,09
1457 63 138310

1040,61 L —In

\ ‘ \ \
1500 1200 900
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Figura 3. Ampliacdo do espectro de IV na regido entre 1500 e 900 cm™. Material desengordurado
(preto), desengordurado e desmineralizado a 5% (verde) e desengordurado e desmineralizado a 7%
(vermelho). Transmitancia (%) versus NUmero de onda (cm™). Estrutura molecular da quitina é
evidenciada para facilitar a identificacdo das bandas caracteristicas.

Todas as bandas discutidas acima sdo bandas caracteristicas de materiais
guitinosos e estdo amplamente divulgadas na literatura. (RINAUDO, 2006;
SILVERSTEIN et. al., 2007; SAGHEER et. al., 2009).
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6.4 Conclusoes

A analise dos espectros de infravermelho revelam a presenca de B-quitina nas
amostras analisadas. Em ambas as concentrac¢des utilizadas de &cido cloridrico na
etapa de desmineralizacdo, ndo houve alteracdo estrutural na quitina, e pode-se

considerar os dois tratamentos semelhantes quanto a qualidade do produto obtido.



7 Consideracdes finais

O residuo da filetagem de viola, submetido aos tratamentos apresentados
neste trabalho, mostrou-se impréprio para obtencdo de quitina, devido ao baixo
rendimento. No entanto, considerando-se as possibilidades de uso para quitina na
forma impura com a presenca de alguma quantidade de minerais, pode-se estudar
uma alternativa de tratamento de desmineralizacdo que néo seja tdo eficiente, mas

preserve a estrutura da quitina intacta.

O rendimento em Oleo € alto. Para seu aproveitamento sd0 necessarios mais
estudos visando a quantificacdo dos acidos graxos presentes, avalicdo dos métodos
mais adequados de extracdo e possibilidades de uso, que incluem alimentagao

animal e humana, usos industriais e producéo de biodiesel.

O residuo desmineralizado apresenta alto teor de proteina bruta. Para sua
utilizacdo deve ser melhor estudado, avaliando-se o teor de aminoéacidos, a
digestibilidade e a substituicdo de outras fontes proteicas em dietas.
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