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RESUMO

O intenso processo de crescimento populacional tem provocado grande pressdo sobre os
recursos hidricos devido a geracdo de quantidades cada vez maiores de residuos com elevado
potencial poluidor. A quitosana, polimero natural obtido a partir da desacetilagao da quitina
vem sendo bastante utilizada pela sua capacidade formadora de gel, ndo toxicidade e
estabilidade fisica no tratamento de efluentes tanto para a imobilizacdo de células com
capacidade biorremediadora quanto para adsor¢do de componentes presentes em aguas
residuais. O objetivo do presente estudo € avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de
quitosana em esferas de alginato/quitosana nas seguintes proporgdes: 4:1, 1:2 e 4:3 (m/m).
Para tanto, foram avaliados a morfologia das esferas e porosidade através de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), grau de intumescimento e perda de massa para esferas
imersas, separadamente, em dgua destilada e esgoto. As esferas contendo 3% de quitosana
apresentaram melhores resultados no que diz respeito a manutencdo do formato esférico e
menor didmetro, bem como a presenca de rugosidades o que aumenta consideravelmente a
area superficial de adsorcdo e/ou absorcdo, maior grau de intumescimento para os dois tipos
de imersdes, chegando a um valor maximo de 750% em 4gua destilada e 413% em esgoto.
Em relac@o a perda de massa, esferas a 3% de quitosana demonstraram menor degradacao no
tempo de 7 dias, sendo 46,49% para as imersas em dgua destilada e 51,70% em esgoto.

PALAVRAS-CHAYVE: Quitosana. Imobiliza¢do celular. Esferas. Biorremediacao.



ABSTRACT

The intense process of population growth has put great pressure on water resources due to the
generation of increasing amounts of waste with high polluting potential. Chitosan, a natural
polymer obtained from the deacetylation of chitin, has been widely used for its gel-forming
capacity, non-toxicity and physical stability in the treatment of effluents both for the
immobilization of cells with bioremediation capacity and for adsorption of components
present in waste water. The aim of the present study is to evaluate the influence of different
chitosan concentrations on alginate / chitosan beads in the following proportions: 4: 1, 1: 2
and 4: 3 (m / m). In order to do so, the morphology of the spheres and porosity by Scanning
Electron Microscopy (SEM), degree of swelling and loss of mass for spheres immersed
separately in distilled water and sewage were evaluated. The spheres containing 3% of
chitosan presented better results in terms of spherical shape maintenance and smaller
diameter, as well as the presence of roughness, which considerably increases the surface area
of adsorption and / or absorption, a higher degree of swelling for both types of immersion,
reaching a maximum value of 750% in distilled water and 413% in sewage. In relation to the
loss of mass, 3% chitosan spheres showed lower degradation in the time of 7 days, being
46.49% for those immersed in distilled water and 51.70% in sewage.

KEY WORDS: Chitosan. Cell immobilization. Spheres. Bioremediation.



LISTAS DE FIGURAS

Figura 1 - Evolucdo do nimero de pesquisas cientificas relacionadas a IC publicadas nos

UIEMOS 50 ANO0S......tiiiiiiieeiieet ettt ettt e bt e a e et e e st e e sbteeabeesbeesabeenbeeeabeenneas 17
Figura 2 - Microesferas de quitosana de tamanhos variados..........cccccceeeenieniiieniieenicniiecneee 22
Figura 3 - Estrutura quimica do al@inato. ...........coocuveeiiiiiiiiiieniieeiiieesee e 24
Figura 4 - Comparacdo das estruturas moleculares de quitosana, quitina e
CEIULOSE ...ttt ettt et at e e bt e s b et et e e sat e e bt e s bt e e bt e sabeesabeenbeenaeas 25

Figura 5 - Fotografia de esferas de alginato/quitosana econtendo diferentes concentragdes de
quitosana de alZiNAtO/QUITOSANA .......ccveeeruieeeriieeriieeeiiee ettt e eiteeeiteesbteesibeeesabeessabeessbeesneeesnnee 31
Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura das esferas de alginato/quitosana apds
secagem com diferentes concentragoes de qUItOSANA ........cccueeerueeerireeniiieenieeenieeereeeeieeeeieees 33
Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura da superficie das esferas com diferentes
cONCeNtracoes A€ QUILOSANA ......eeeruvirerrieeriiieerieeeteeesiteeeiteeetteesateesstreesaseeesaseeessseeesseesnneeesnnns 34
Figura 8 - Gréfico do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 1% de
quitosana imersas em agua destilada.. ........cooouiiiiiiiiiiiiii e 35
Figura 9 - Grafico da variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo
2% de quitosana imersas em 4gua destilada. ...........ooocveeiiiiiiiiiiniii 36
Figura 10 - Gréafico da variagdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas
contendo 3% de quitosana imersas em dgua destilada............ccoceeviiiiiiniiniiin 36
Figura 11 - Grafico da variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas
contendo 1% de quitosana imMEersas €M ESZOT0.......eeerureerireerirreerreeerireeaireeesreessreessreesseesnnnes 37
Figura 12 - Gréfico da variagdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas
contendo 2% de quitosana IMErsSas €M ESZOT0........cccueerureerierrerireereeereenirerreenneeeneeseeesneesnens 38
Figura 13 - Grafico da variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas
contendo 3% de quitosana IMErSas €M ESZOL0.......ccvuuerrierurerueenreerreeieeereereesreeneeseneenreesneens 38
Figura 14 - Microscopia eletronica de esferas contendo diferentes concentracdes de quitosana

intumescidas em 4gua destilada............ooceiiriiiiiiiiii e s 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Aplicagdes de microrganismos imobilizados e suportes utilizados em processos

DIOLECTIOIOZICOS. ..ttt ettt ettt e ettt st e e bt e e et e e bt e st e ebeeeabeeaeas 18
Tabela 2 - Utilizacao de células imobilizadas na biodegrada¢do de compostos toxicos.......... 19
Tabela 3 - Vantagens do uso de células imobilizadas sobre as células livres.........cc.cccocveeneenne 20

Tabela 4 - Diametro médio das esferas de alginato/quitosana com diferentes concentragdes de
QUIEOSAMA. 1.ttt eniteeeiteeeeitee ettt e eatteeeabteesatee e ateeesabeeeasteeeasaeesabteesabaeesaseeanaseeenabaesnsneesnnaeesnbaeennnes 32
Tabela 5 - Dados de biodegradacdo para as esferas com concentracdo de 1% em quitosana,
imersas em 4gua destilada € €SZOT0........evvruiiiiiiiiiiiiie ettt ettt et st 40
Tabela 6 - Tabela 5 - Dados de biodegradacdo para as esferas com concentracdo de 2% em

quitosana, imersas em agua destilada € €SZOL0........eeevuviiiiiiiiiiiiiiieeie e 40

Tabela 6 - Tabela 5 - Dados de biodegradacdo para as esferas com concentracdo de 3% em

quitosana, imersas em agua destilada € €SZOL0........ceovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 40



ABNT

CDSA

CONAMA

EXTRABES

mg

min

LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas

Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido
Conselho Nacional do Meio Ambiente

Estacdo Experimental de Tratamentos Biologicos de Esgoto Sanitério
Gramas

Horas

Imobilizagao Celular

Quilograma

Litros

Massa

Miligrama

Minuto

Milimetro

Potencial Hidrogénidnico

Universidade Federal de Campina Grande



13

SUMARIO
1 INTRODUGAO.....cousrrrresressssssssessessessassssssessessassssssessessassasssssessssssssssssessassssssssessassssssens 14
2 OBJETIVOS 16
2.1 OBJETIVO GERAL.....ooooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .........ououooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16
3 FUNDAMENTACAO TEORICA 17
3.1 RESIDUOS SOLIDOS: UM PROBLEMA AMBIENTAL..........coovvieeeeeeeeeeeeeeseesenae 17
3.2 TRATAMENTO BIOLOGICO EM LAGOAS DE ESTABILIZACAO...........cccoooe....... 18
3.3 A BIOTECNOLOGIA E OS SISTEMAS IMOBILIZADOS..........coccoovviveireresresrneeenn. 19
3.4 IC: METODO DE APRISIONAMENTO EM GEL NA FORMA DE ESFERAS............ 22
3.5 A TECNOLOGIA DA IMOBILIZACAO DE MICRORGANIMOS EM MATRIZ DE
ALGINATO DE CALCIO ADICIONADA DE QUITOSANA ........ovioeeeeeeeeeeeeeeeeeesneen. 24
3.6 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO E POROSIDADE NA DIFUSAO DE
MICROESFERAS DE
ALGINATO/QUITOSANA ... 27
4 MATEROAL E METODOS 29
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 33
5.1 CARACTERIZACAO DAS ESFERAS ....oomoieeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 33

5.2 ANALISES DA MORFOLOGIA E POROSIDADE DAS MICROESFERAS DE
ALGINATO/QUITOSANA  UTILIZANDO MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA (MEV).....oouiiioioieeeeeeeeeeeeeee oo e 34
5.3 GRAU DE INTUMESCIMENTO .......cooviviiiieeeeeeeeeseeeesees oo 36
5.4 PERDA DE MASSA DAS ESFERAS ......c.oooiuieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
6 CONCLUSOES 43

REFERENCIAS 44




14

1 INTRODUCAO

Diante da crescente geracdo de residuos e consequente preocupacdo global sobre a
questdo, é notéria a demanda cientifica mundial de desenvolvimento de tecnologias
alternativas para o tratamento de efluentes visando o reuso de dguas residudrias. A
biotecnologia surge no ambito cientifico para auxiliar na busca por alternativas vidveis que
reduzam ao maximo o impacto ambiental gerado pelo homem no meio ambiente, utilizando-
se para tal dos microrganismos como ferramenta principal. Partindo desse principio, a técnica
de aprisionamento em gel vem ganhando espaco nos mais diversos segmentos industriais, mas
principalmente no que diz respeito a imobilizacdo de microrganismos em bioprocessos como
a fabricacdo de farmacos, producdo de enzimas, fermentacdo de mostos, reacdes de

biotransformacao e biodegradac¢do, dentre inimeros outros (COVIZZI, 2007).

O lixiviado, composto resultante da decomposicdo da matéria organica do lixo,
quando em contato com a dgua da chuva apresenta grande potencial poluidor de corpos
hidricos superficiais e subterraneos (KJIELDSEN; CHRISTOPHERSEN, 2001), o que se da
devido as suas elevadas concentragdes de compostos organicos, amodnia e sais inorganicos,
podendo incluir também metais pesados (GANIGUE et al., 2007), além de apresentar baixa
biodegradabilidade (LANGE, 2006). Tais condi¢bes tornam os métodos convencionais
adotados atualmente para tratar o lixiviado, principalmente lagoas de estabilizagdo,
ineficientes devido a incapacidade dos microrganismos atuarem de forma eficaz em ambientes
de elevada toxicidade. O mecanismo de imobilizagcdo celular apresenta inlimeras vantagens ao
ser utilizado na biorremediagdo desses residuos uma vez que conserva o metabolismo celular
devido a sua maior tolerancia as altas concentracdes de compostos toxicos, gerando um

aumento da produtividade dos processos bioldgicos envolvidos (GIESE, 2015).

O alginato, polimero ja bastante empregado na formacdo de esferas para tratamento de
efluentes apresenta algumas limitagdes dentre elas a baixa estabilidade destes géis na presenca
de certos componentes, os quais podem promover rupturas e a dissolucdo das esferas
formadas, a exemplo fosfato e citrato. Este problema pode ser contornado pelo tratamento
com quitosana, outro biopolimero, para aumentar a resisténcia dos biocatalizadores formados
(YOO et al. 1996 apud GIESE, 2015).

Uma infinidade de polimeros vem sendo estudada no intuito de aprimorar matrizes
utilizadas para compor esferas imobilizadas, dentre elas a quitosana. Polimero natural oriundo

do exoesqueleto de inseto e da carapaca de crusticeos, a quitosana apresenta inimeras
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caracteristicas necessarias para obtencdo de sucesso na IC dentre elas: capacidade de formar
gel; baixa toxicidade; alta estabilidade; porosidade uniforme. Além disso, através de sua
modificagao fisica e/ou quimica, ou ainda, sua associac@o a outros materiais, torna-se possivel

obter melhorias em suas propriedades (CUNHA, 2013).

A adicdo de quitosana as esferas de alginato tem como objetivo acrescentar
caracteristicas vantajosas da mesma na composi¢cdo das microesferas para aumento da
eficiéncia nos processos relacionados a biorremediacdo. O trabalho em questio teve como
finalidade avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de quitosana na porosidade,
intumescimento e degradacdo de esferas de alginato/quitosana para sua posterior utilizacdo

nas técnicas de IC objetivando o tratamento de efluentes.
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2 OBJETIVOS

2.1.  OBJETIVO GERAL
O trabalho em questdo tem por objetivo geral contribuir para os estudos relacionados
ao emprego da quitosana na obtencdo de esferas para imobiliza¢do celular com potencial

utilizacdo no tratamento de efluentes.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
v' Preparar microesferas de alginato/quitosana em diferentes concentra¢des de quitosana
através da técnica de aprisionamento em gel;
v' Caracterizar microesferas de alginato/quitosana contendo diferentes concentragdes de
quitosana quanto ao grau de intumescimento e biodegradacao;
v Avaliar a morfologia externa e porosidade utilizando-se a técnica de Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV);
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESIDUOS SOLIDOS: UM PROBLEMA AMBIENTAL

Segundo o Art. 3 da Lei n® 12.305, de 2 de agosto de 2010 (Politica Nacional de
Residuos Sélidos) residuos solidos se caracterizam como substincias resultante de atividades
humanas em sociedade cujas caracteristicas tornem invidvel o seu lancamento na rede publica
de esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solucdes técnica ou economicamente

invidveis em face da melhor tecnologia disponivel.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producao
média per capita de residuos sélidos urbanos para a populacdo brasileira € de 0,74kg.
(hab.dia)!.O Ministério do Meio Ambiente garante que implicacdes da gestdo inadequada dos
residuos sélidos no meio ambiente resultam na degradacdo do solo, comprometimento de

mananciais, polui¢ao do ar e na satide publica (BRASIL, 2000).

Com o objetivo de minimizar possiveis danos ao ambiente e a satide publica, esses
residuos destinam-se a aterros sanitdrios, locais construidos sob normas técnicas especificas,
onde sdo confinados com seguranca conforme a NBR 8419, norma da ABNT que fixa as
condi¢des minimas exigiveis para a apresentacdo de projetos de aterros sanitarios de residuos

sélidos urbanos.

Resultante da decomposicdo da massa organica do lixo, o chorume, quando em
contato com a dgua da chuva em aterros gera o lixiviado. Residuo com grande potencial
poluidor, coloca em risco de contaminagdo dguas superficiais e subterraneas, o que o torna
responsavel de um dos impactos mais significantes no que diz respeito a deposicdo de
residuos (KJELDSEN; CHRISTOPHERSEN, 2001). Em corpos hidricos, o acimulo de
nutrientes proveniente do lixiviado reduz a quantidade de oxigénio ali dissolvido, gerando um
fendmeno conhecido como eutrofizacdo, no qual a 4gua adquire uma cor turva ocasionando a

morte de diversas espécies animais e vegetais.

O lixiviado caracteriza-se por apresentar em sua composi¢do concentragdes elevadas
de compostos organicos, amdnia e sais inorganicos, podendo incluir também metais pesados
(GANIGUE et al., 2007). Apresenta baixa biodegradabilidade (LANGE, 2006), sendo o
tratamento bioldgico em lagoas de estabilizacdo majoritariamente utilizado devido as
condigdes climaticas favordveis e disponibilidade de érea territorial. Esse tipo de processo

pode ser considerado eficiente a primeiro instante, ou seja, no lixiviado de aterro novo, rico
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em acidos graxos volateis e elevado valor de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). No
entanto, com o passar do tempo, surgem indimeros problemas relacionados ao lixiviado das
celas mais antigas passa a apresentar reduzida disponibilidade de matéria orginica
biodegraddvel, altas concentra¢des de nitrogénio amoniacal, metais potencialmente téxicos e

substancias humicas (OZTURK et al., 2003).

Uma vez que torna-se invidvel economicamente a utilizagdo de um unico método que
reduza todos os parametros ambientais relevantes do lixiviado, tém sido propostos métodos
fisico-quimicos e bioldgicos integrados, de forma a reduzir custos e alavancar a eficiéncia do

processo como um todo.

3.2 TRATAMENTO BIOLOGICO DE LIXIVIADO EM LAGOAS DE ESTABILIZACAO

Para o sucesso do tratamento biologico de residuos é necessdria a presenca de uma
expressiva microbiota. Nas lagoas de estabilizacdo as bactérias heterotréficas sdo os
principais componentes responsaveis pela estabilizacdo da matéria organica. Os protozodrios
alimentam-se de bactérias, algas e outros microrganismos, sendo essenciais para manutencao
do equilibrio entre os diversos organismos presentes (MARTINS, 2010).Se presentes nas
lagoas de estabilizacdo, as algas as servem de indicadores da fertilidade das dguas, pela
capacidade de sintetizar matéria organica, rdpido desenvolvimento, multiplicacdo e

desaparecimento (SOLDATELLI e SCHWARZBOLD, 2010).

No entanto, existem duas problematicas principais relacionadas aos microrganismos
no tratamento bioldgico em lagoas de estabilizacdo: dificuldade no controle da populaciao de
microrganismos ali presentes e a necessidade de um tempo relativamente longo para que os

mesmos atinjam padrdes aceitaveis.

Além disso, a capacidade de degradar compostos téxicos desses microrganismos é
limitada (BUITRON, 1996). Se sujeitos a ambientes demasiadamente adversos com grandes
variacdes de pH, temperatura ou cargas toxicas, podem ter o metabolismo alterado
incapacitando-os assim, de realizar a decomposicdo almejada, ou ainda, em condi¢des
extremas, levd-los a morte. Além disso, dificuldade no controle da populacio de
microrganismos e a necessidade de um tempo relativamente longo para que os efluentes
atinjam o volume necessdrio para inicio dos processos de degradacdo (SERAFIM et al.,

2003).
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Tendo em vista que os processos convencionais de remoc¢do por desinfeccdo ou
diminui¢do da concentragcdo de patégenos sdo, em partes, ineficientes, devido a toxicidade dos
subprodutos gerados, alguns até mesmo, carcinogénicos, a exemplo dos organoclorados
(SUASSUNA, 2001), faz-se necessdria o incentivo a pesquisas que encontrem formas mais

eficientes no tratamento de residuos.

3.3  ABIOTECNOLOGIA E OS SISTEMAS IMOBILIZADOS

A utiliza¢do de microrganismos imobilizados no tratamento de residuos traz beneficios
a medida que possibilita o tratamento de esgotos em menor darea, diminuindo os custos de
construcdo da lagoa. A imobilizacdo de células objetiva conservar o metabolismo celular e/ou
enzimdtico com a inten¢cdo de aumentar a produtividade dos processos biolégicos envolvidos
e, consequentemente, diminuir os custos das operagdes em escala laboratorial e,
principalmente, industrial (GIESE, 2015). Dentro desse contexto, a biotecnologia surge como
ciéncia multidisciplinar que utiliza como ferramenta os microrganismos na obtencdo de
produtos, geracdo de servigos, ou ainda, na otimizacdo daqueles j4 existentes. Desde entdo, os
processos de imobilizacdo tém alcancado considerdveis avancos no que diz respeito a
descoberta de novos materiais para matrizes bem como ao aprimoramento das técnicas de
imobilizacdo em si. Tal afirmacdo pode ser elucidada conforme mostra a Figura 1.

Figura 1. Evolu¢dao do nimero de pesquisas cientificas relacionadas a IC publicadas nos
ultimos 50 anos.

350 5 m

300+ [

2004 ilm
150+

100+

Quiartidade de publicagies

50

TT??mnﬂmﬂﬂﬂﬂﬂHHHHHH

1954 1960 1970 1875

L N R | N B R B 1

"ig80 1985 = 1890 | 1895 2000 2005
Tempo (Anos)

FONTE: Web of Science Data Base “on-line”.
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Imobilizar células consiste em confinar fisicamente as mesmas em uma regiao
definida de espago, na qual serdo mantidas suas atividades cataliticas possibilitando a
reutilizagdo das mesmas, além da possibilidade de se trabalhar com elevada concentracao de
células, o que permite um aumento consideravelno rendimento de processos. (FREEMAN;

LILLY, 1998).

Uma das principais vantagens da IC (Imobilizagdo Celular) € o reciclo de células, ou
seja, seu reuso, principalmente se a matriz utilizada for um material inerte que apresente
resisténcia mecanica. Tal tecnologia pode ser empregada em diversos segmentos conforme

mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Aplicacdes de microrganismos imobilizados e suportes utilizados em processos

biotecnoldgicos.
Processo Microrganismo Suporte Utilizado Referéncia
Producdo de etanol S. cerevisiae bucha vegetal OGBONNA; MASHIMA,
TANAKA, 2001
Fermentacdo de S. cerevisiae Macga KOURKOUTAS et al.,
mostos de uvas 2004
Biotransformagio Rhodococcussp. Alginato GUO et al., 2006
Biodegradacao P. chrysosporium PUF*, ceramica, SHIM; KAWAMOTO,
2002
serragem
Producio de enzimas N. frowardii PUF ROGALSKT et al., 2006

*PUF: fibra de poliuretano. Fonte: COVIZZI, 2007 Modificado.

Atualmente muitas técnicas estdo disponiveis para a imobilizagdo de enzimas ou
células em uma variedade de suportes naturais e sintéticos. A escolha do suporte, assim como
da técnica depende da natureza da enzima/célula, do substrato e de sua aplicacdo final.

(PAULA E SILVA, 2011).

Pode-se classificar as técnicas de IC em dois grupos principais: a) naturais,
relacionadas a formagdo de biofilmes e a adesdo/adsor¢do microbiana em suportes sintéticos
ou naturais, e b) artificiais, as quais compreendem a encapsulagdo em matrizes como alginato

de célcio ou uso de agentes ligantes. Nas IC naturais, as ligacdes ocorrem de forma
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espontanea por meio de interagdes eletrostdticas. J4 nas artificiais as células se ligam as

matrizes covalentemente através de um agente ligante (COVIZZI, 2007).

Diversos sdo os trabalhos comprovando a resisténcia de células imobilizadas a
compostos toxicos e ambientes hostis, fator que tem possibilitado o uso das mesmas na

biotransformacao dos mais variados compostos, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Utilizacdo de células imobilizadas na biodegradacdo de compostos toxicos.

Microrganismo Matriz de
Composto imobilizado imobilizacao Referéncia
P. chrysosporium espuma de
organoclorados poliuretano SHIM; KAWAMOTO,
2002
espuma de
o-ftalato Bacillus sp. poliuretano PATIL et al., 2006
Sulfato BRS carvdo vegetal ~ SILVAetal., 2006
hidrocarbonetos
policiclicos P. chrysosporium suporte s6lido ~ VIGGIANI et al., 2006
bactériashalotolerantes fibras de
Oleo pOliprOpﬂenO DIAZ et al., 2001.

FONTE: autor.

O uso de biomassa imobilizada no tratamento de efluentes t€m gerado diversos
estudos pela sua possibilidade de aplicacio na remocdo de DQO (demanda quimica de
oxigénio) em reatores anaerdbicos em batelada sequencial (GIESE, 2015). Nesse caso, de
acordo com Ratuszne (2001) a IC visa melhorar a retengao de sélidos e a eliminar a etapa de

sedimentacdo, diminuindo significantemente o tempo de operagdo (apud GIESE, 2015).

No tratamento de aguas residuais o método de IC mais adotado tem sido o
encapsulamento utilizando polimeros sintéticos, tendo em vista que 0s naturais apresentam
menor estabilidade quando inseridos em ambientes com elevado grau de contaminagdo. Os
polimeros sintéticos também apresentam maior resisténcia ao rompimento, porém, o0s
polimeros naturais afetam menos o metabolismo da célula imobilizada. (PAULA E SILVA,

2011).
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7

Durante a escolha da matriz ou suporte a ser utilizado € necessdrio levar em
consideracdo alguns pré-requisitos que os mesmos devem preencher: -caracteristicas
fundamentais a fim de tornar o processo o mais eficaz. Algumas delas s@o: Apresentar
porosidade uniforme a fim de permitir trocas gasosas, entrada de substrato e fluxo de
cofatores e produtos do metabolismo microbiano (NORTON et al, 1995). Ter boa
estabilidade mecanica, quimica, térmica e bioldgica (DfAZ et al., 2001). Ser estavel a
mudancgas drésticas de pressdo, temperatura e pH do meio (MOREIRA et al., 1998).
Proporcionar imobilizacdo fécil, acessivel e vidvel para uso em escala industrial (FENICE et

al., 2000).

3.4  IC: METODO DE APRISIONAMENTO EM GEL NA FORMA DE ESFERAS

O aprisionamento em gel é o método mais utilizado para imobilizacdo de células vivas
(PRADELLA, 2001). A imobilizacdo celular visa preservar a atividade metabdlica e/ou
catalitica das células vivas ou enzimas com a inten¢do de aumentar a produtividade dos
bioprocessos envolvidos e de diminuir os custos das operagcdes laboratoriais e,

principalmente, industriais.

Uma vez que a matriz de imobilizacdo resulta, geralmente, na maior protecdo das
células, encontram-se na Tabela 3 algumas vantagens do uso de células imobilizadas sobre as

células livres.

Tabela 3. Vantagens do uso de células imobilizadas sobre as células livres.

Vantagens

Capacidade de operacdo na presenga de uma maior densidade celular.
Aumento da estabilidade e do tempo de atividade do biocatalisador.
Maior afinidade pelo substrato.

Maior tolerancia as altas concentragdes de compostos téxicos

Fonte: (COVIZZI et al. 2007).

Aprisionamento ou microencapsulacdo, como também pode ser chamado, é um
método cldssico consiste no confinamento fisico de células em uma matriz polimérica
formadora de gel. Nessa técnica, as células microbianas sdo adicionadas a um material
polimérico que pode ser de origem sintética como a acrilamida, o poliuretanoou, o gel de
alcool polivinilico (PVA-gel), ou natural, como o dgar, o alginato e a quitosana (ver Figura 2).

De acordo com Wang et al. (2005) tais polimeros apresentam em sua composi¢do cargas
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negativas que quando gotejadas em solucdo catidnica, o que ocasiona a troca de fons por
cations divalentes, tais como Ca**, Cu?*, Zn>* ou Mn?*, formando ligacdes idnicas, o que gera

um gel de formato consistente e insoldvel, aprisionando assim, os microrganismos.

Figura 2: Confinamento de quitosana solivel em 4dgua em microesferas de quitosana de
tamanhos variados.

Fonte: DANG et al., 2017.

Visto que a matriz de aprisionamento geralmente resulta em limitacdes no que diz
respeito a transferéncia de massa, a imobilizacdo na forma de esferas é preferivel devido a
elevada area superficial (GROBOILLOT et al., 1994).0 tamanho da esfera depende de fatores
como a velocidade do fluxo, a densidade da matriz polimérica e a concentra¢do da solucao

catidnica na qual a solu¢do polimérica serd gotejada.

A matriz formada deve permitir ao micro-organismo a possibilidade de troca de gases
e de massa (nutrientes, metabdlitos etc.), com o meio, mesmo que limitada.Caso a difusao de
oxigénio ndo seja uniforme, as células da superficie do gel migram para o meio externo,
ocasionando o rompimento da matriz (OGBONNA, 2000 apud GIESE, 2015). Portanto, faz-
se necessdrio escolher previamente o tamanho da particula e a concentragdo celular a serem

utilizadas no processo.
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3.5 A TECNOLOGIA DA IMOBILIZACAO DE MICRORGANIMOS EM MATRIZ DE
ALGINATO DE CALCIO ADICIONADA DE QUITOSANA

Os progndsticos recentes quanto a utilizacdo dos recursos naturais demonstram uma
situacdo preocupante no que diz respeito a disponibilidade de dgua para as futuras geracdes,
pelo aumento do consumo aliado ao agravante da poluicdo doméstica e industrial. Assim, o
processo de descontaminacdo que emprega microrganismos livres, imobilizados ou ainda, os
produtos destes, é considerado uma tecnologia ecologicamente correta, e alternativa que pode

ser empregada na biorremediacdo (CARVALHO, 2006 apud BERGER, 2013).

O alginato apresenta propriedades singulares que permitem seu uso em diferentes
dreas do conhecimento (MULLER et al. 2011. Em funcdo de suas caracteristicas fisico-
quimicas que permitem sua geleificacdo, polimero tem sido amplamente utilizado para
confinamento de microrganismos na realizacdo de processos fermentativos, producido de

farmacos, tratamento de efluentes ou ainda, liberar farmacos de forma controlada.

A tecnologia de IC em alginato surgiu como uma importante ferramenta na
manutencdo da atividade biocatalizadora dos mesmos quando aplicados a biorreatores. E o
polimero mais empregado em tais situacdes em decorréncia das suas vantagens: baixo custo,

baixa toxicidade e ndo comprometimento da fisiologia das células imobilizadas.

Polissacarideo linear, o alginato apresenta em sua constitui¢io quimica subunidades
monomeéricas de dcido manurdnico ligado por ligagdes glicosidicas do tipo beta 14 e,
também, de dcido gulurdnico, unidas por ligagdes do tipo alfa 1,4, o que os enquadra como
um heteropolimero (Figura 2).A primeira forma de isolamento desses carboidratos se deu a
partir de algas marrons pertencentes aos géneros Laminaria e Macrocystis, sendo,
posteriormente também produzidos por bactérias dos géneros Pseudomonas e Azotobacter. A
proporcao de B-manurato e a- guluronato depende da origem do alginato (GUO et al., 2006

apud RODRIGUES, 2010).
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Figura 3. Composi¢do do alginato: (a) cadeia de residuos de dcidos manuronicos; (b) cadeia
de residuos de édcidos gulurdnicos; (c) cadeia de residuos de dcidos manurdnicos e acidos
gulurénicos alternados.

H o

.

FONTE: RODRIGUES, 2010.

Como j4 descrito anteriormente, a IC por aprisionamento se da pela mistura de células
microbianas com um composto polimérico de carga negativa. No caso do alginato, a formacado
de esferas se da inicio com a preparacdo do mesmo com concentragdo que pode variar de 2%
a 4% (m/v), preparado em agua destilada. Para obtencdo da solubilizacio do polimero €
necessaria sua agitacao por cerca de 6 horas em agitador magnético, ou 12 horas em agitador
orbital em temperatura ambiente. A solu¢do é entdo gotejada em uma solugdo idnica de
concentracdo adequada para obtencdo do gel que deve apresentar porosidade dependente das
condig¢des previamente estabelecidas.

Dentre algumas limitacdes descritas para o uso da matriz de gel de alginato, destaca-se
a baixa estabilidade destes géis na presenga de certos componentes, os quais podem promover
rupturas e a dissolucdo das esferas formadas, a exemplo fosfato e citrato. Este problema pode
ser contornado pelo tratamento com quitosana, outro biopolimero, para aumentar a resisténcia

dos biocatalizadores formados (YOO et al. 1996 apud GIESE, 2015).
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Dentro desse cendrio, a quitosana surge como um polimero com elevado potencial
biotecnoldgico aplicdvel as mais diversas dreas. Obtida a partir da desacetilacdo da quitina,
geralmente resultante da hidrdlise parcial dos grupos acetamida, a quitosana pode ser
encontrada naturalmente na parede celular de fungos, que apresentam até 50% deste polimero
na sua estrutura. Ja a quitina, considerada o segundo biopolimero mais abundante na natureza,
ficando atrds apenas da celulose, € encontrada atuando como elemento estrutural em
artrépodes, exoesqueleto de crustdceos, e algas diatomdceas, como também na formacdo da

parede celular de fungos (BERGER, 2013).

Isolada pela primeira vez em 1859 a partir do aquecimento da quitina em solucio
concentrada de hidréxido de potdssio (DAMIAN et al., 2005), a quitosana (poli[B-(1-4) -2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose]), possui estrutura quimica molecular similar a celulose,
diferindo apenas nos grupos funcionais, sendo os grupos hidroxila (OH) dispostos para a
celulose, e o grupamento amino (NH») para a quitosana (AZEVEDO et al., 2007), conforme
exemplificado na Figura 3. Solubiliza-se apenas na presenca de dcidos organicos com pH

inferior a 6, sendo o acido acético e o féormico os mais utilizados.

Figura 3. Comparacdo das estruturas moleculares de (1) — celulose, (2) — quitina e (3) —
quitosana.
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FONTE: (AZEVEDOet al., 2007).
Alguns fatores afetam a eficiéncia da desacetilacdio e consequentemente as

caracteristicas das quitosanas obtidas tais como: a) temperatura e tempo de reagdo; b)
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concentracdo da solugdo de dlcali e adi¢do de diluente (dlcoois de cadeia curta e cetonas sdo
empregadas); ¢) razdo quitina/dlcali; d) tamanho das particulas de quitina; e) atmosfera da
reacdo e presenca de agentes que evitem a despolimerizacdo (AZEVEDO et al., 2007).

O alginato apresenta-se como um polidnion e a quitosana ¢ um policdtion; quando
dissolvidos em condic¢des apropriadas, ocorre a interacdo eletrostdtica dos grupos carboxilicos
do alginato com os grupos amina da quitosana e o resultante entrelacamento dos dois,
formando assim, a membrana que envolve os microrganismos (CRUZ, 2004).

Um fator bastante atraente na quitosana € a possibilidade de modificacdo fisica e/ou
quimica, como também sua associacdo com os outros materiais buscando melhorias em suas
propriedades (CUNHA, 2013).

O incremento da quitosana as esferas de alginato tem como objetivo adicionar
caracteristicas vantajosas da mesma na composi¢ao das microesferas. Tais propriedades sdo:
a) sua porosidade uniforme, da superficie ao interior, garantindo dessa forma, uma grande
difusdo do substrato; b) disponibilidade de muitos grupos amina altamente reativos o que
permite imobilizar diversas biomoléculas através de ligacdes covalentes; c) alta estabilidade

em ambientes hostis, e hidrofilicidade dos produtos formados.

3.6 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO E POROSIDADE NA DIFUSAO DE
MICROESFERAS DE ALGINATO/QUITOSANA

Devido a crescente utilizacio da quitosana na formagdo de matrizes, diversos
parametros relacionados a presenga da mesma tém sido extensamente estudados sob vérias
condig¢des, como: a concentragdo € a massa molar da quitosana; o grau de desacetilagdo, o pH

e a temperatura no processo de geleificagdo. (CRUZ, 2004).

Apesar das inimeras pesquisas que vém sendo realizadas acerca das diferentes formas
de se imobilizar células, ainda n@o se chegou em um consenso de qual material ou
metodologia é ideal para cada tipo de IC. Dependendo da aplicacdo, algumas caracteristicas
devem ser mensuradas quanto a escolha do suporte e ao método de imobilizagdo, levando em
consideragdo os seguintes aspectos: fisicos: drea superficial disponivel, forma, porosidade,
volume de poro, densidade; quimicos: disponibilidade de grupos reativos e hidrofobicidade;
estabilidade: estabilidade mecanica e estocagem; resisténcia: pH, temperatura, solventes
organicos; econdmicos: disponibilidade e custo da matriz e dos reagentes, equipamentos,

impacto ambiental; reacionais: limitagdes difusionais, cinética da reacdo (MARTINS, 2007).
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Considerando o tratamento de dguas residudrias, no que diz respeito a morfologia do
suporte, a porosidade é uma fator determinante para a otimizag¢do da cinética do bioprocesso,
ja que ela permite, ou ndo, o acesso das células ao meio, e consequentemente, as moléculas a
serem removidas e/ou biorremediadas, a exemplo do fésforo, coliformes termotolerantes,
matéria organica entre outros. Isso leva a procura por matrizes com alta porosidade, o que
permite uma grande drea superficial interna, e poros com didmetro suficiente para que as
células realizem suas atividades bioquimicas de forma eficiente sem escapar para o meio

(VIEIRA, 2009).

A propriedade que um fluido apresenta de resistir a deformagdo por tensdes
cisalhantes é denominada viscosidade. E possivel conferir as solu¢des poliméricas aumento de
viscosidade com a adi¢cdo de pequenas concentragdes de quitosana, em meio 4cido, devido a

sua alta massa molecular e estrutura linear (BEZERRA, 2011).

Conforme j4 explicitado anteriormente, na interacao alginato/quitosana hd a juncao de
um polimero catidnico, o alginato, com um polimero catidnico, a quitosana. Juntos em
solucdo aquosa eles formam o PEC, Complexo Polieletrolitico. No caso do alginato de célcio
e da quitosana esses compostos se ligam através de interagdo idnica, o que confere mais
estabilidade e resisténcia aos dois polimeros diminuindo os poros das microesferas. (SOUSA,

2016).

Com o auxilio de um microscépio eletrénico de varredura, ja foi possivel observar a
morfologia dos tipos de poros encontrados na estrutura da quitosana (AZEVEDO et al.,
2007), no entanto, ha uma caréncia de trabalhos cientificos que relacionem concentracdes de
quitosana com a porosidade das microesferas.

Torna-se necessario encontrar uma concentracdo de quitosana ideal, que auxilie na
estabilidade e resisténcia das microesferas sem interferir na porosidade das mesmas,
contribuindo para o acontecimento das reagdes bioquimicas e consequentemente, otimizagao

do tratamento dos residuos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES GERAIS

Este trabalho foi desenvolvido nas dependéncias fisicas da Estacdo Experimental de
Tratamentos Bioldgicos de Esgotos Sanitirios (EXTRABES), pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba, situada no bairro do Tambor, na cidade de Campina Grande — PB,

Regido Nordeste do Brasil (7°13°11’sul, 35°52°31” oeste e 550 m acima do nivel do mar).

4.2 MATERIAL

v’ Agitador magnético TECNAL-TE-085
v" Autoclave do modelo Phoenix

v' Balanga de precisdo FA2104N

v Bomba peristéltica da marca Milan

4.3 ETAPAS DO TRABALHO

v Preparacio da solucio de alginato de sédio

O preparo das solugdes de alginato foi baseado no método de PASPARAKIS e
BOUROPOULOS (2006). Eles definiram a concentracdo da solu¢do de alginato de s6dio em
4% m/v. E como o alginato € solivel em dgua, esta foi escolhida como solvente. Dessa forma,
pesou-se 4 g de alginato marca Aldrich e solubilizou-se 0 mesmo em 100 mL de 4dgua
destilada. Para total solubilizacdo das amostras as mesmas foram levadas para autoclave, onde

permaneceram durante 15 minutos a 121°C.
v Preparacio da solucio de quitosana

Esse método € uma modificacio do preparo feito por BRANT (2008). Para a
solubilizacdo da quitosana utilizou-se o 4cido acético diluido a 2% (v/v) em é4gua destilada,
em triplicata. A cada béquer contendo uma solucdo de acido acético foram adicionados 1%,
2% e 3% (m/v), respectivamente. Essas solu¢des foram levadas para agitador magnético por 2

h a 40°C sob agitacao de.

v Preparacio da solucido de Cloreto de Calcio
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Segundo Berger e colaboradores (2014b apud RODRIGUES, 2008). O fon Ca?* ¢ indicado
para formacdo de sistemas estabilizados contendo alginato dando as esferas forma bem
definida e seguran¢a no manuseio. Foram preparadas trés solu¢des a 4% (m/v) de CaCl; e

levadas para a autoclave onde permaneceram durante 15 minutos a 121°C.
v Preparacio das esferas de (AG/QT)

A cada Erlenmeyer contendo solucdo de alginato preparada anteriormente foi
adicionada uma solu¢do de quitosana com concentracdo conhecida, também previamente
preparada. A literatura ressalta a importancia do controle da vazdo, bem como da adi¢do da
solucdo de quitosana na solu¢do de alginato durante a formacdo dos complexos i0Onicos
(WANG ET AL., 2001). Portanto, a quitosana foi incorporada manualmente aos poucos ao
alginato, sob constante agitacdo, e em seguidas, homogeneizados a 500 rpm durante 30
minutos em agitador magnético. Para formacdo das esferas foi utilizada bomba peristaltica
com vazao de 15 mL/min. Uma extremidade da mangueira foi imersa na solucdo (AG/QT)
enquanto a outra permaneceu preso a um suporte para gotejamento na solucdo de CaClz a 0,4

M, sob agitacdo magnética.
v" Medic¢ao do didmetro das esferas

ApOs serem submetidas a secagem, foram separados trés tubos de Falcon, contendo 30
esferas cada, com as mesmas formadas a partir das concentragdes distintas de quitosana, 1%,

2% e 3%, respectivamente. Mediu-se o didmetro das esferas com auxilio de um paquimetro.
v Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A Microscopia Eletronica de varredura foi realizada no intuito de avaliar a morfologia
externa e porosidade das microesferas a base de alginato/quitosana. Dois grupos de esferas
contendo diferentes concentragdes de quitosana foram levados para observacdo em
microscopio eletrOnico de varredura. Grupo 1: esferas de alginato/quitosana contendo 1%, 2%
e 3% de quitosana, imersas em dgua destilada. Grupo 2: esferas de alginato/quitosana
contendo 1%, 2% e 3% de quitosana, secas conforme ja descrito anteriormente. As amostras
foram analisadas em colaboracdo com a Embrapa Agroinddstria Tropical localizada em
Fortaleza — CE, segundo a metodologia descrita a seguir: As amostras foram montadas em
stubs com o auxilio de fita adesiva condutora, e recobertas com ouro em metalizadora
Emitech. Por fim, foram levadas ao MEV TESCAN, modelo VEGA 3 SBU, sob uma

voltagem de aceleracdo de 15 Kv, para visualizacdo e obtencdo das imagens.
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v’ Caracterizacio das esferas de alginato/quitosana

As esferas contendo diferentes concentracdes de quitosana, 1%, 2% e 3%
respectivamente, foram caracterizadas através dos seguintes ensaios: A) Intumescimento; e
B) Degradacao.

O grau de intumescimento (GI) foi determinado com o objetivo de verificar o
comportamento das amostras em meio liquido semelhante ao do efluente. Dessa forma, as
esferas foram secas em estufa a 40 °C por 24 horas e pesadas em balanga analitica.
Posteriormente, foram imersas em solucao tampao fosfato (PBS) e armazenadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C, sendo retiradas, reduzindo o excesso de solu¢do com o auxilio de
papel filtro, e pesadas em balanca analitica nos tempos de 30 minutos, 2, 4, 6 e 24 horas.
Por fim, o GI foi calculado de acordo com a Equacgdo 1 para cada amostra no tempo t.

Mt— Mi
Mi

Gl =

x 100 Eq. (1)
Onde,

Mt = Peso da amostra no tempo t

Mi = Peso inicial da amostra

Os ensaios de degradacdo foram executados com o objetivo de avaliar a perda de
massa das esferas em relacdo ao tempo, simulando as condi¢des nas quais as mesmas Serao

empregadas.

As amostras foram secas em estufa a 40 °C por duas horas, pesadas em balanca
analitica e divididas em dois grupos: no primeiro, as membranas foram imersas em agua
destilada no segundo, as esferas foram imersas em esgoto obtido na propria EXTRABES.
Ambos os grupos foram incubados em estufa microbioldgica a uma temperatura de 37 °C por
7 dias. Ao fim da incubacdo, lavou-se varias vezes as membranas com dgua destilada, secou-
as por 24 horas em estufa a 40 °C e pesou em balanga analitica. Para obtencao dos resultados,

utilizou-se a Equagdo 2.

Mi—-M
B = =—=x 100 Eq. (2)



Onde,
M=Peso final

Mi=Peso inicial
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse item do trabalho serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer
deste trabalho, enfocando a influéncia das diferentes concentragdes de quitosana na
morfologia das esferas de alginato/quitosana, sua caracterizagdo e comparacao com relacio as

esferas formadas somente por alginato.

5.1 CARACTERIZACAO DAS ESFERAS

Os géis contendo concentragdes superiores a 3% de quitosana apresentaram maior
resisténcia a passagem pela bomba, mostrando que o aumento da viscosidade da solugdo
dificulta a extrusdo, podendo ocasionar o entupimento da mesma, fator determinante para se
trabalhar apenas em concentragdes inferiores ou iguais a tal porcentagem.

As esferas formadas apresentaram diversidade de tamanho, coloracdo bege e formato
tendendo a esférico, demonstrado na Figura 5. Conforme a Tabela 4, o didmetro médio das
esferas foi influenciado pelo aumento da concentracdo de quitosana, mostrando que as duas
varidveis sdo inversamente proporcionais, conforme uma cresce, a outra decresce
diferentemente do exposto por Tange e colaboradores (2015) que demonstrou que quanto

maior a concentragdo total de polimero, maior o didmetro de microesferas produzidas.

Figura 5. Fotografia de esferas de alginato/quitosana apds secagem, produzidas a uma vazao
de 15 mL/mincom quitosana nas seguin_tes chcentragc“)es: (a) 1%; (b) 2% e (¢) 3%.

’-—'_""‘-‘—-.\\

Fonte: autor.
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Tabela 4. Diametro médio das esferas de alginato/quitosana com diferentes concentragdes de
quitosana.

Concentracoes Diametro Médio Esferas Desvio Padrao
1% 3,91 +0,86
2% 3,52 +0,7
3% 3,48 +0,45

Fonte: autor.

5.2 ANALISES DA MORFOLOGIA E POROSIDADE DAS MICROESFERAS DE
ALGINATO/QUITOSANA  UTILIZANDO MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura fornece informacdes sobre as caracteristicas
morfoldgicas das microesferas como a presenca de fissuras e poros, permitindo uma andlise

rapida e direta da eficiéncia da técnica de aprisionamento em gel.

As diferentes concentracOes de quitosana ocasionaram mudangas significativas na
morfologia da superficie das esferas conforme exposto na Figura 6. As esferas (b) e (c),
escolhidas aleatoriamente, apresentaram irregularidades quanto ao formato esférico se
comparadas a esfera (a). Provavelmente, a maior concentracdo de quitosana observada em (c)
favoreceu a manuten¢do da forma esférica, fato que se deve a forca de interacao i0Onica entre
os polimeros, o que confere mais estabilidade e resisténcia as esferas pois resulta na
diminui¢cdo dos poros das mesmas (SOUSA, 2016). Além disso, a esfera (c) ndo apresentou
deformacdes, o que é considerado o ideal para o tratamento de efluentes, j4 que o formato
esférico € uma estratégia para incrementar a capacidade de adsor¢do da quitosana, uma vez
que microesferas possuem uma area superficial cerca de 100 vezes maior do que a quitosana

em flocos, o que € evidenciado por Azevedo e colaboradores (2007).

Figura 6. Microscopia eletronica de varredura das esferas de alginato/quitosana apds secagem
com diferentes concentracdes de quitosana: (a) 1% de quitosana; (b) 2% de quitosana e (c) 3%

de quitosana. Aumento 155 x. Escala 500 um.
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©

Fonte: Embrapa Agroindustria Tropical.

Quanto a porosidade da superficie das esferas, elucidada na Figura 7, uma menor
concentracdo de quitosana mostrada em (a) resultou na obtencdo de um material mais
compacto € menos poroso, o que é uma caracteristica indesejavel segundo Cunha (2013), ja
que pode comprometer a interacdo da matriz com o adsorbato, nesse caso das células com o
efluente liquido. Em (c) € possivel observar uma estrutura bastante rugosa, o que de acordo
com Silva (2015) indica uma estrutura mais resistente que serve de protecdo para a parte
interna da esfera. Além disso, as rugosidades encontradas podem determinar um significativo
aumento da drea superficial para processos tanto de adsor¢cdo quanto de absorcdo, € tal que
alguns polimeros que apresentam superficie lisa recebem tratamentos quimicos na industria
para se tornarem rugosos (CARNEIRO, 2001). Os fatos levantados corroboram a idéia de que
o aumento da concentracdo de quitosana também € determinante ndo sé na porosidade das
esferas, bem como na formacdo de estruturas rugosas que aumentam drea superficial das

mesmas.

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura da superficie das esferas com diferentes
concentracdes de quitosana com aumento de 6.67 kx e escala 10 um: a) esfera contendo 1%

de quitosana; b) 2% de quitosana e c¢) 3%.
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Fonte: Embrapa Agroindustria Tropical.

5.3 GRAU DE INTUMESCIMENTO

As figuras 8, 9 e 10 apresentam os graficos de intumescimento em fun¢do do tempo
para as esferas de alginato/quitosana em dagua destilada a 25°C contendo as trés diferentes
concentracdes de quitosana. As esferas de alginato/quitosana na propor¢ao 4:1 (m/m)
exibiram um intumescimento maximo de 80,57% no tempo de 4 horas, enquanto as esferas na
proporcdo 2:1 (m/m) obtiveram valor méximo de intumescimento de aproximadamente 680%
no tempo de 2horas, € na propor¢ao 4:3 (m/m) o intumescimento maximo chegou a 750% no
tempo de 24 horas. Segundo Vieira e colaboradores (2014), confirmou-se que a varidvel com
maior efeito sobre o grau de intumescimento em esferas de alginato € a concentracdo do
polimero. No trabalho em questdao ndo ha variacdo da concentracdo de alginato, apenas de
quitosana, de forma que todas as esferas foram submetidas as mesmas condi¢cdes de
preparacdo, secagem e imersdo. Dessa forma, pode-se afirmar que o aumento da porcentagem
de quitosana nas esferas de alginato estd diretamente ligado a capacidade de absorcdo de dgua
das mesmas, pois quanto maior a concentragdo de quitosana, maior concentracdo de grupos
amina ainda nao reticulados, ou seja, livres, formando uma estrutura menos rigida e, por

conseguinte, com maior poder absortivo.
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Figura 8. Variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 1% de
quitosana imersas em dgua destilada.
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Fonte: autor.

Figura 9. Variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 2% de
quitosana imersas em dgua destilada.
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Fonte: autor.

Figura 10. Variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 3% de
quitosana imersas em dgua destilada.
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Fonte: autor.

As figuras 11, 12 e 13 demonstram houve um significativo decréscimo na capacidade
de intumescimento das esferas imersas em esgoto, em relacdo as submersas em &4gua
destilada, possivelmente devido a quantidade de sélidos suspensos presentes na amostra
utilizada que acabaram por bloquear alguns dos poros responsaveis pela passagem do efluente
para dentro da esfera, ou ainda, pela adsor¢do de particulas na superficie da membrana e/ou
no interior de seus poros devido a interagdes entre os solutos presentes na solugdo a ser
tratada e o material da esfera, dificultando assim, o seu intumescimento (VIANA, 2004).

As esferas de alginato/quitosana na propor¢do 4:1 apresentaram um intumescimento
maximo de 341% no tempo de 24 horas enquanto as na propor¢do 2:1 de 435% em 4 horas, e
as na propor¢ao 4:3, 413% em 24 horas. Mesmo sob as condi¢des geradas pelo efluente, as
esferas contendo a maiores concentracdes de quitosana apresentaram um maior grau de
intumescimento, indicando mais uma vez que a concentracdo do polimero e o intumescimento
sdo varidveis diretamente proporcionais até certo ponto. Levando em consideragdo apenas
esse parametro de forma isolada, no caso de ensaios realizados com efluentes, as esferas
contendo 2% de quitosana apresentaram um comportamento melhor no que diz respeito ao
intumescimento por atingirem uma absor¢do maior em um menor periodo de tempo em

relacdo as esferas contendo 3% de quitosana.
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Figura 11. Variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 1% de
quitosana imersas em esgoto.
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Figura 12. Variagdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 2% de
quitosana imersas em esgoto.

800 4
750 T —=— A1

: | a a3

600 4 ‘ —v— A4
550 | —<4— A5
500 | —>— A
450
400
350
300 4
250
200
150
100

50 4

Gl (%)

T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Tempo (hs)

Fonte: autor.



40

Figura 13. Variacdo do grau de intumescimento com o tempo para esferas contendo 3% de

quitosana imersas em esgoto.
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20
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A Figura 14 mostra esferas intumescidas em dgua destilada contendo respectivamente

1%, 2% e 3% de quitosana E possivel observar o formato irregular da esfera formada a partir

da menor porcentagem de quitosana (1%) além da sua superficie densa, sem a presenca de

poros, enquanto as esferas com as maiores concentragﬁes Se apresentam com formato bem

mais regular tendendo a esfericidade com superficies altamente rugosas, demonstrando que a

concentracdo de quitosana estd relacionada a manuten¢do da forma esférica também durante o

processo de intumescimento.

Figura 14. Microscopia eletronica de esferas contendo 1%, 2% e 3%, respectivamente,

intumescidas e

m agua des

&~ — .

ilada.

Fonte: autor.
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5.4 PERDA DE MASSA DAS ESFERAS

Os testes de degradacdo analisaram a influéncia da concentracdo de quitosana na perda
de massa das esferas no imersas em dgua destilada e esgoto, no decorrer de 7 dias. Conforme
os dados obtidos e trazidos na Tabela 5, as esferas a 1% quitosana tiveram um elevado
percentual de biodegradacdo média: 50,1% para as imersas em dgua destilada 63,9% para as
imersas em esgoto J4 as esferas contendo uma concentracdo de 2% de quitosana apresentaram
uma biodegradacio média relativamente menor se comparadas com a amostra relatada
anteriormente: 49,55% para as imersas em dgua destilada; 59,53% para as esferas em esgoto
(Tabela 6). As esferas a 3% quitosana apresentaram os seguintes resultados: 46,49% para as
esferas em dgua destilada 51,70% em esgoto (Tabela 7). Os ensaios mostraram que para as
maiores concentragdes de quitosana, hd uma menor perda de massa das esferas, tanto para o
esgoto quanto para a dgua destilada, para um mesmo periodo de tempo, o que correlaciona
diretamente duas novas varidveis: concentracio de quitosana e biodegradacdo. No entanto, as
esferas imersas em esgoto sofreram maior biodegradabilidade, fato que provavelmente se
deve a presenca de alguns minerais quelatos como cdlcio, ferro, zinco € magnésio que se
ligam a grupos amino por ligacdes covalentes (OLIVEIRA, 2008). A quitosana, por
apresentar muitos grupos amino se ligou a esses minerais o que corroborou para a sua

desintegracdo e eventual perda de massa.

Tabela 5. Tabela contendo os dados de biodegradacdo para as esferas com concentracdo de

1% em quitosana, imersas em dgua destilada e esgoto, em porcentagem, respectivamente.

Amostras Bu20 (%) Bescoro (%)

El 28,57 50
E2 50 66,67
E3 64 66,67
E4 40 69,23
E5 60 58,33
Eé6 58,06 72,41

Média (MQC1) 50,10 63,89

Desvio Padrao 13,56 8,25

Fonte: autor.
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Tabela 6. Tabela contendo os dados de biodegradacdo para as esferas com concentracao de

2% em quitosana, imersas em dgua destilada e esgoto, em porcentagem, respectivamente.

Amostras Bu20 (%) Bescoro (%)
E1l 68,93 89,01
E2 78,31 80,10
E3 38,24 57,14
E4 42,50 72,22
ES 38,78 25,37
Eé6 30,56 33,33
Média (MQC1) 49,55 59,53
Desvio Padrao 19,27 25,73

Fonte: autor.

Tabela 7. Tabela contendo os dados de biodegradacdo para as esferas com concentragdo de

3% em quitosana, imersas em dgua destilada e esgoto, em porcentagem, respectivamente.

Amostras BH20 (%) Bescoro (%)
E1 34,62 14,29
E2 49,06 15,09
E3 15 50,70
E4 80,45 47,83
ES 41,67 94,85
E6 58,14 87,50
Média (MQC1) 46,49 51,70
Desvio Padrao 22,14 34,34

Fonte: autor.
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6 CONCLUSOES

v

Maiores concentragdes de quitosana influenciaram no tamanho das esferas, sendo que
para maiores niveis de quitosana o tamanho das esferas foi menor, aumentando a area
superficial;

Maiores concentragdes de quitosana resultaram em superficies mais porosas;

Maiores concentracdes de quitosana foram responsdveis pelo aparecimento de
enrugamentos nas esferas o que configura uma maior drea de adsorcao e/ou absor¢ao;
Maiores concentracdes de quitosana foram responsdveis pelo maior grau de
intumescimento, mostrando que as duas varidveis estdo diretamente interligadas;

A perda de massa foi menor para esferas contendo maiores concentragdes de quitosana
mostrando que essas esferas degradam menos na presenca de maiores niveis do

polimero.
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