.
'.
B0 C50C i cvn e recwooain
| [
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO CEARA
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUACAO E INOVACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA E GESTAO AMBIENTAL

QUITOSANA COMO SUPORTE PARA IMOBILIZACAO DE ASPERGILLUS NIGER
AN 400 VISANDO BIODEGRADACAO DE AGUAS RESIDUARIAS
CONTAMINADAS COM METIL PARATION

FORTALEZA - CEARA
2015



DELLANY OLIVEIRA DE ARAUJO

QUITOSANA COMO SUPORTE PARA IMOBILIZACAO DE ASPERGILLUS NIGER
AN 400 VISANDO BIODEGRADAGCAO DE AGUAS RESIDUARIAS
CONTAMINADAS COM METIL PARATION

Orientador: Prof. Dr. Rinaldo dos Santos Araujo
Co-Orientadora: Dra. Tecia Vieira Carvalho

FORTALEZA - CEARA
2015



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Ingtituto Federal do Ceard- IFCE
Sistema de Bibliotecas - SIBI
Ficha catalogréfica elaborada pelo SIBI/IFCE, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A658q  Araljo, Dellany Oliveirade.
Quitosana como suporte paraimobilizacéo de Aspergillus Niger AN 400 visando biodegradacdo de dguas
residuarias contaminadas com metil paration / Dellany Oliveirade Aradjo. - 2015.
73f.:il. color.

Dissertacéo (Mestrado) - Instituto Federal do Ceard, Mestrado em Tecnologia e Gestdo Ambiental,
Campus Fortaleza, 2015.

Orientagdo: Prof. Dr. Rinaldo dos Santos Aratjjo.

Coorientagdo: Profa. Dra. Tecia Vieira Carvaho.

1. Gest&o ambiental. 2. Quitosana. 3. Aguas residuérias. 4. Biodegradago. |. Titulo.
CDD 628




DELLANY OLIVEIRA DE ARAUJO

QUITOSANA COMO SUPORTE PARA IMOBILIZACAO DE ASPERGILLUS NIGER
AN 400 VISANDO BIODEGRADACAO DE AGUAS RESIDUARIAS
CONTAMINADAS COM METIL PARATION

Dissertacdo submetida a Coordenacdo do
Curso de Pdés-Graduacdo em Tecnologia e
Gestdo Ambiental do Instituto Federal do
Ceara como requisito para obtencdo do titulo
de Mestre em Tecnologia e Gestdo Ambiental.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Rinaldo dos Santos Araujo - Presidente

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Ceara — IFCE

Profa. Dra. Rita Mickaela Barros de Andrade

Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceard — IFCE

Profa. Dra. Tecia Vieira Carvalho

Parque de Desenvolvimento Tecnolégico —- PADETEC



A Deus e a toda a espiritualidade
que sempre me guiam na batalha da vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por tudo! Por me ter feito chegar até aqui. Nunca desistir! Esse foi o
ensinamento divino que fez com que meu sonho se tornasse realidade.

Aos meus pais, Luciano e Margarida, por todo o investimento, carinho e
compreens&o. As minhas irmas, Dani, Ciana e Paulinha, pelo apoio e por sempre torcerem por
meu crescimento académico e profissional.

A Profa. Dra. Gléria Maria Marinho Silva por suas orientagdes e compreensdo nos
momentos dificeis que passei durante essa longa caminhada.

A Profa. Dra. Tecia Vieira Carvalho, por me fazer acreditar que “anjos” realmente
existem em nossas vidas, pelo exemplo de profissionalismo, dedicacdo e competéncia e por
sua orientacéo e disponibilidade para a realizagdo dessa pesquisa.

Ao Prof. Dr. Rinaldo Aratjo por ter me acolhido carinhosamente “do seu jeito",
desde os primeiros momentos no mestrado, por sua orientacdo e contribuicdes importantes
para a finalizag&o deste trabalho.

A Profa. Dra. Kelly de Araujo Rodrigues Pessoa por ter disponibilizado o
Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM) onde realizei parte dos estudos laboratoriais,
e em especial a Barbara Barbosa, a quem devo muito pelas contribui¢fes nesse trabalho.

A Antbnia Neves Pece pela contribuicdo impar nos desenvolvimentos
experimentais.

Aos colegas da turma de mestrado, em especial, a Luis Carlos, que se tornou um
grande amigo que quero ter pelo resto da vida.

Ao0s meus amigos e amigas pela compreensdo da minha auséncia e que mesmo
ndo participando entenderam a importancia desse processo para o meu crescimento. “Calma
gente, estou voltando!”.

Ao Prof. Dr. Afranio Aragao Craveiro por ter me acolhido no PADETEC, por ter
disponibilizado a Central Analitica para a realizagdo das analises cromatograficas.

A técnica Luzara de Matos Ribeiro, que foi fundamental nos desenvolvimentos
analiticos realizados no PADETEC.

Ao Laboratorio de Desenvolvimento de Produtos e Processos do PADETEC, na
pessoa da bolsista Natdlia Aquino, pela disponibilidade na realizacdo das analises

microbiologicas.



Ao Laboratoério de Analises de Tracos do Departamento de Quimica Analitica e
Fisico-Quimica da Universidade Federal do Ceard, na pessoa do Prof. Dr. Ronaldo Ferreira do
Nascimento, pela disponibilidade na realizacdo dos primeiros ensaios cromatograficos.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), na pessoa da
Profa. Dra. Celli Rodrigues Muniz, pela disponibilidade e atencdo na realizacdo das analises
de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

A Secretaria do Mestrado, Clédina Cavalcante, pela atencéo, carinho, paciéncia e
por todas as nossas longas conversas de descontracéo.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram de alguma forma para a
realizacdo dessa pesquisa.

Aqueles que acreditaram e aqueles que ndo acreditaram na conclusdo desse
trabalho, pois s6 me deram forcas para seguir em frente com fé e firmeza.

A CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior) pela
bolsa concedida.



RESUMO

A biodegradacdo é uma tecnologia que visa a prevencdo e a minimizacdo de impactos
antropicos negativos empregando agentes biologicos para a recuperacdo de habitats naturais
poluidos. Neste contexto a presente pesquisa teve como objetivo desenvolver produtos a base
de quitosana de camardo, um polimero natural e biodegradavel, contendo a espécie flngica
Aspergillus niger AN 400 imobilizada visando remediar 4guas contaminadas por pesticida
metil paration. Inicialmente foram preparadas esferas, filmes e membranas de quitosana
comercial (66% de grau de desacetilacdo) e avaliadas a resisténcia da espécie fungica a acao
antimicrobiana da quitosana e a capacidade de imobilizacdo de Aspergillus niger AN 400 pelo
suporte organico. Os filmes de quitosana (suporte selecionado) foram avaliados quanto a sua
solubilidade em tampdo fosfato (pH = 6,0) e quanto a atividade biodegradante ao metil
paration em meio aquoso sintético via reator bioldgico em batelada. O reator foi operado
durante 7 dias e os parametros de demanda quimica de oxigénio (DQO), concentracdo de
pesticida e pH foram monitorados. Os resultados mostraram que a imobilizagdo dos esporos
foi bastante viavel, principalmente nos filmes de quitosana, onde os fungos se desenvolveram
de forma semelhante & observada no meio de crescimento sem quitosana. Para a
biodegradacdo do pesticida, a eficiéncia total do sistema foi de 85,4% em 48 horas de
tratamento. Em termos de DQO, a melhor eficiéncia de remoc¢do da matéria organica (96,8%)
ocorreu no 2° dia de operacdo. O pH manteve-se acido, entre 2,9 e 3,2, durante quase todo
tratamento, confirmando a formacdo de compostos acidos durante o metabolismo fangico. Em
geral, estes resultados confirmam o potencial promissor do uso de fungos imobilizados em
quitosana no tratamento de &guas residuarias contaminadas com pesticidas.

Palavras-chave: Quitosana, Aspergillus niger, Imobilizacdo, Metil paration, Biodegradacéo.



ABSTRACT

Biodegradation is a technology aimed at the prevention and minimization of negative
anthropic impacts using biological agents for recovery of natural habitats polluted. In this
context, this study aims to develop products to shrimp chitosan-based, natural and
biodegradable polymer, containing the fungal species Aspergillus niger AN 400 immobilized
to biodegradation of contaminated water by methyl parathion pesticide. Initially beads, films
and membranes were prepared from commercial chitosan (66% deacetylation degree) and
evaluated the resistance to the fungal species to the antimicrobial activity of chitosan and
immobilization capacity of Aspergillus niger AN 400 support the organic. The chitosan films
(selected support) were evaluated for their solubility in phosphate buffer (pH = 6.0) and
biological activity of system was observed for the degradation of methyl parathion in
synthetic aqueous medium using a biological batch reactor. The reactor was operated for
seven days and the parameters of chemical oxygen demand (COD), pesticide concentration
and pH were monitored. The results showed that the immobilization of the spores was quite
feasible, mainly in the chitosan films, where fungi have developed similar to that observed in
the growth medium without chitosan. For the pesticide biodegradation in aqueous medium,
the global efficiency was 85.4% at 48 hours of treatment. In terms of COD, the best removal
efficiency of organic matter (96.8%) occurred at the 2rd day of operation. The acid pH
remained between 2.9 and 3.2 during most of the treatment, confirming the formation of
acidic compounds during fungal metabolism. In general, these results confirm the promising
potential use of fungi in immobilized chitosan in treating wastewater contaminated with
pesticides.

Keywords: Chitosan, Aspergillus niger, Immobilization, Methyl parathion, Biodegradation.
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1 INTRODUCAO

A carcinicultura (criacdo de camarbes em cativeiro) é uma das atividades da
aquicultura que mais cresce no Brasil, principalmente na Regido Nordeste. Atualmente, o
estado do Ceard ocupa lugar de destaque sendo o principal produtor do pais, seguido pelos
estados do Rio Grande do Norte e Bahia. O potencial da Regido Nordeste na exploracdo da
carcinicultura em comparacdo as outras regides se da em funcdo da alta rentabilidade
econdmica, elevada produtividade e facil adaptacdo aos mais diversos tipos de cultivo, além
de propiciar a geracdo de emprego e renda nessas regides que possuem altos indices de
desemprego e pobreza. Conforme Frota (2005), o camardo cultivado se consolida como lider
das exportacOes do setor pesqueiro nacional e evidencia que pode colaborar na expanséo dos
superdvits da balanca comercial, captando divisas essenciais para fortalecer a posicao
financeira do Brasil no ambito internacional.

Os residuos gerados por essa atividade sdo compostos basicamente pela carapaca
dos camarbes, que apresenta em sua composicdo a quitina um polimero que apds
desacetilacdo se transforma em quitosana que vem sendo empregada em usos diversos na area
alimenticia, médica, cosmética, agricultura, biotecnoldgica, dentre outras. A quitosana tem
caracteristicas como biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de ser um produto
natural, de baixo custo, atoxico, renovavel e farto. Atualmente vem sendo utilizada como
matéria prima no desenvolvimento de materiais suportes para imobilizacdo de células. Porém,
ainda sdo poucos os trabalhos que relatam o uso desse polimero em funcdo da reconhecida
atividade antimicrobiana da quitosana.

Residuos de pesticidas tém trazido grandes preocupacfes no que diz respeito a
contaminacdo de solos e recursos hidricos. O uso de agrotoxicos € bastante difundido na
agricultura, principalmente no Brasil que é considerado um dos paises de maior consumo
destes contaminantes. Dessa forma, a biodegradacdo apresenta-se como uma alternativa
ecologicamente viavel e eficaz no tratamento de ambientes contaminados por pesticidas.

Segundo Conceicdo et al. (2005), nas ultimas décadas, o uso de fungos
filamentosos vém crescendo nos processos de biodegradacdo em decorréncia do alto potencial
de degradacdo, de biossor¢do e por apresentarem mecanismos de resisténcia em condicoes

ambientais desfavoraveis.
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Diante do exposto, essa pesquisa se propde a desenvolver biomateriais provindos
de residuos da carcinicultura e utilizar a espécie fungica Aspergillus niger AN 400, que
imobilizada nesse suporte, venha a apresentar a capacidade de germinar e biodegradar o
pesticida metil paration.

A proposta apresentada neste trabalho é incomum quanto as técnicas utilizadas de
imobilizacdo com fungos aerdbios, ndo havendo nenhuma literatura especifica com essa

finalidade, o que torna a pesquisa inédita e propicia para futuros estudos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo estudar a aplicabilidade da utilizagdo de
quitosana como suporte para a imobilizacdo da espécie fungica Aspergillus niger AN 400 e

sua aplicabilidade na biodegradacéo de aguas contaminadas com pesticida metil paration.

2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar a quitosana comercial obtida a partir da carapaga de camarao.
o Avaliar a resisténcia do Aspergillus niger AN 400 a acao fungicida da quitosana.
o Produzir e caracterizar diferentes suportes (esferas, membranas e filmes) de quitosana

visando a imobilizacdo do Aspergillus niger AN 400.

o Selecionar o melhor suporte de quitosana a ser utilizado nos estudos de biodegradacao

de aguas contaminadas.

o Avaliar a eficiéncia do fungo imobilizado em suporte de quitosana em ensaios de
biodegradacdo de aguas residuarias sintéticas contendo o pesticida metil paration via reator
bioldgico em batelada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Esse trabalho tem como proposta a producdo de suportes derivados de residuos da
carcinicultura, cuja finalidade é imobilizar a espécie fungica Aspergillus niger AN 400
visando a biodegradacdo de aguas contaminadas com o pesticida metil paration. Nesse

sentido, a literatura apresentada permeia por entre esses diversos temas especificos.

3.1 Carcinicultura no Brasil

A aquicultura, no periodo de 1961 a 2009, ofereceu maior crescimento entre as
atividades de producdo animal, com 3,2% ao ano (FAO, 2012). Para tanto, a produgéo
aquicola foi superior a 63,6 milhGes de toneladas, o0 que representa 41,30% dos produtos de
origem aquatica no ano de 2011. A carcinicultura € uma das principais atividades de
aquicultura devido ao elevado valor econdmico do produto (FAO, 2012). Atualmente, a
producdo mundial de camar@es atinge cerca de 8 milhdes de toneladas e, deste total, 50% é
produzido em cativeiro. Esta proporcdo era inferior a 1% no inicio dos anos 80. Estes
nimeros mostram a importancia crescente da carcinicultura nos Gltimos anos, sobretudo nos
paises do sudeste asiatico, que detém 82% da producdo mundial.

O Brasil apresenta-se como o maior pais da América do Sul, contendo uma grande
area territorial, sendo privilegiado com uma extensa faixa litoranea de mais de 8 mil
quilémetros. Sua posicdo geografica favorece o armazenamento de 12% da &gua doce do
planeta. Este cenario da ao pais um grande potencial para atividades aquicolas, seja nas zonas
costeiras ou em viveiros de agua doce (MATTHIENSEN et al., 2014). Ressalta-se também,
que o cultivo de camardes é uma atividade importante ndo s6 para a socioeconomia rural e
litordnea, como também para varios municipios do nordeste do Brasil. Com o0 aumento
populacional, a crescente demanda por camardes € um étimo atrativo econémico no mercado
nos ultimos anos, e tem feito empresarios expandirem suas criagdes e novos investidores se
interessarem pela atividade (ABCC, 2012).

Mesmo sendo uma atividade recente no Brasil, a carcinicultura se concentra na
Regido Nordeste com mais de 99% da producao nacional. O cultivo do camardo permanece,
praticamente dentro das fronteiras dessa regido. Constata-se a importancia dessa atividade
como valiosa ferramenta para a geracdo de emprego e renda nas areas litordneas e

interioranas, principalmente nos casos onde sdo insuficientes as opc¢des de producéo agricola
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em escala comercial (ABCC, 2013). O potencial da regido Nordeste na exploracdo da
carcinicultura em comparagdo as outras regides se da pela vantagem das condic@es climaticas,
como por exemplo, temperatura média adequada aos mais diversos tipos de cultivos,
inexisténcia de invernos prolongados, altas taxas de luminosidade, além de apresentar areas
apropriadas disponiveis.

Nas zonas adjacentes aos manguezais da faixa que se estende do sul da Bahia ao
norte do Maranh&o, onde a producdo agricola é limitada ou inexistente devido as condi¢des de
solos arenosos e agua salobra, uma das raras alternativas econémicas que se apresenta € o
cultivo do camardo marinho em cativeiro, propiciando a geracdo de emprego e renda e
modificando o quadro de pobreza rural predominante nessas regides (ABCC, 2003). Contudo,
0 camardo cultivado se concretiza como lider das exportacdes do setor pesqueiro nacional e
evidencia que pode contribuir para ampliar os superavits da balanca comercial, captando
divisas efetivas para fortalecer a posicdo financeira do Brasil no ambito internacional
(FROTA, 2005).

A Tabela 1 mostra o perfil da carcinicultura por regides do pais, indicando que o

nordeste brasileiro concentra mais de 99% da producdo nacional.

Tabela 1 - A carcinicultura nas regides brasileiras.

Area de producéo

Regiao Fazendas erm 2011 Producéo

N° % ha % Ton %
Norte 3 0% 4 0,02% 56 0,01%
Nordeste 1428 92% 19.610  98,81% 69.088 99,3%
Sudeste 1 0,1% - - - -
Centro-Oeste - - - - - -
Sul 112 7% 233 1,17% 427 0,6%
Total 1544 100% 19.847 100% 69.571 100%

Fonte: ABCC (2013).

Os estados do Ceard e do Rio Grande do Norte ocupam posicdo de destaque ja
que sé@o os dois maiores produtores de camaréo cultivado no Brasil que, juntos correspondem
por mais de 70% da producdo nacional, seguidos pela Bahia, Pernambuco, Piaui, Sergipe,
Paraiba, Santa Catarina, Maranhdo, Alagoas, Rio Grande do Sul, Para e Parana (ABCC,
2013).
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Contudo, a experiéncia acumulada nos paises onde a carcinicultura vem
apresentando crescimento acelerado tem revelado trés aspectos que, por sua importancia,
merecem destaque: O aspecto econdmico (a exploracdo da atividade de cultivo de camarao
pode ser conduzida tanto por pequenos, como por médios e grandes produtores), O aspecto
social (o emprego de médo de obra ndo especializada, representada pelos préprios pescadores
artesanais, que apresentam alto indice de marginalizacdo) e o aspecto ecoldgico (relacionado
com a conservacdo do meio ambiente, uma vez que essa atividade prima e exige excepcionais
condicdes hidrobioldgicas). Assim, essa atividade termina sendo uma grande aliada no efetivo
controle das condicGes ambientais, especialmente quando se leva em consideracdo que o
verdadeiro conceito do desenvolvimento sustentavel, o qual passa prioritariamente por uma
administracdo responsavel dos recursos hidricos, que deve levar em consideracdo a funcgéo
produtiva desses ambientes, a geracdo de emprego e renda, e a conservacdo ambiental
(CAVALCANTI, 2012).

3.2 Residuos da carcinicultura: impactos e utilidades

Durante o processamento do camardo, por meio da fase de descasque, sao
originadas grandes quantidades de residuos, tendo em vista que cabeca e casca do animal
correspondem a aproximadamente 40% de seu peso total, sendo tal residuo composto por
cerca de 70 a 75% de 4gua (GILDBERG; STENBERG, 2001). Geralmente, a disposicdo final
deste residuo é irregular, sendo enterrado ou arremessado no mar ou em rios, ocasionando
problemas ambientais, principalmente nos paises com pouca ou nenhuma fiscalizagéo.

Os residuos da carcinicultura sdo compostos basicamente pelo revestimento dos
camardes que possuem altos teores de quitina (15-20%), proteinas (25-40%), sais inorganicos
(40-55%) e pigmentos carotendides (cerca de 15%), é relevante destacar que ao invés de
simplesmente descartar estes materiais como lixo, se pode buscar aproveitamento para tais
componentes, minimizando os impactos ambientais do acimulo de tais residuos. A utilidade
do camardo esta para além do aspecto econémico da industria de alimento, também encontra
utilidade nas industrias quimica, aeronautica, médica e farmacéutica; na culinaria, o camarao
fornece a cauda, representando 40% a 60% do total do corpo. A cabeca, casca e apéndices
(subprodutos), atualmente também encontram utilidades. Fabrica-se a farinha de camardo com
a cabeca, da quitina que forma a casca, se retira um material para a fabricacdo de colas
altamente resistentes, que sdo utilizadas pela industria aeronautica e material odontoldgico de
alta precisdo, além de outros produtos (KRAJEWSKA, 2004).
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3.3 Quitina e quitosana

A quitina (Figura 1A), denominagao usual para o polimero (1—4)2-acetamino-
deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina) € o precursor direto da quitosana, e foi descoberta em
cogumelos pelo professor francés Henri Braconnot, em 1811, recebendo a denominagéo
inicial de fungina. Odier, em 1823, denominou de quitina quando esta foi isolada de insetos.
Apenas em 1843, Payen descobriu que a quitina continha nitrogénio em sua composi¢do
(CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 2004). A quitina é considerada, depois da celulose, o
biopolimero mais abundante na natureza, estando presente como elemento estrutural em
animais invertebrados, em algas diatomaceas, na maioria dos artropodes e na parede celular
de fungos das classes Ascomycetos, Basidiomycetos, Deuteromycetos, e principalmente
Zygomycetes, ordem Mucorales (BERGER, 2013).

A quitosana (Figura 1B) foi descrita pela primeira vez pelo professor Rouget, em
1859, quando este pesquisador colocou em ebulicdo uma solucdo de hidroxido de potassio
com quitina (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 2004). A quitosana é um polissacarideo
biodegradavel, hidrofilico, atoxico e biocompativel que apresenta um interesse econémico
notavel devido a sua versatilidade funcional, com diversas aplicagdes em potencial. E um
biopolimero de baixo custo, abundantemente disponivel para a remocdo de poluentes que
podem ser obtidos a partir de recursos naturais (MUZZARELLI et al., 2012).

Figura 1 - Estruturas quimicas genéricas da quitina (A) e da quitosana (B).
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Fonte: Kumar (2000).
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O procedimento mais empregado na aquisi¢do de quitosana envolve a reagédo de
desacetilacdo da quitina com NaOH (40%) a 120 °C por quase 3 horas. Para a producdo de 1
kg de quitosana com grau de desacetilacdo de 70%, a partir da casca de camardo, sao
necessarios 6,3 kg de HCI, 1,8 kg de NaOH e cerca de 1.400L de agua. O rendimento da
quitina é de aproximadamente 10% em termos de residuo seco de cascas de crustaceos
(KUMAR, 2000; GILDBERG; STEMBERG, 2001). Vale ressaltar que antes da etapa de
desacetilacdo, a quitina passa por outros processos que envolvem desproteinizacdo em NaOH
diluido, descalcificacdo em HCI diluido e despigmentacdo em acetona (KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana é naturalmente encontrada na parede celular de fungos,
principalmente aqueles da classe Zygomycetes (BERGER, 2013) que podem apresentar até
50% deste polimero na sua estrutura (ZAMANI et al., 2010). Logesh et al. (2012) indicam o
fungo Aspergillus niger como um promissor micro-organismo produtor de quitosana. Os
autores observaram que Aspergillus niger cultivado em meio batata dextrose, sem e com
diferentes concentragdes de glicose de 2 a 12%, e em 12 dias exibiu maior producdo de
quitosana equivalente a 1,34 g/L. Entretanto, o maior rendimento desse biopolimero (1,93
g/L) foi obtido com esse fungo cultivado em meio BD acrescido de 10% glicose. Os autores
relataram ainda que a presenca de glicose no meio de cultivo influencia a producdo de
quitosana e que o crescimento desse fungo e a producgéo de quitosana foram favorecidos com
0 aumento da concentracao de glicose no meio. Além de sugerir que as condi¢des de cultivo
influenciam a producéo desse biopolimero.

Para estes materiais, 0 grau de acetilacdo indica a propor¢do de unidades de N-
acetil-D-glucosamina em consideracdo ao nimero total de unidades. Isto permite distinguir a
quitina da quitosana. Para a quitosana, o grau de acetilacdo é inferior a 50%. Este valor
também determina o limite de solubilidade do polimero em solucdes cidas diluidas (2 < pH <
6) (CHATELET et al., 2001 apud CARVALHO, 2006). Para que a quitina e a quitosana
sejam biodegradadas sem acumulacdo excessiva na natureza, outras trés enzimas (quitinase,
quitosanase e N-acetil-p-D-glicosaminidase) atuam juntas na reducdo dos polimeros as

unidades monomeéricas constituintes, o que caracteriza o ciclo da quitina (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo da quitina.

Quitina desacetilase

QUITINA > QUITOSANA
Quitinase Quitosanase
\ 4 \ 4
Quitina - oligossacarideos Quitosana - oligossacarideos
N-acetil-g-D-glicosaminidase
Y
N-acetil-D-glicosamina D-glicosamina

Fonte: Adaptado de Dallan (2005).

Entre as bactérias produtoras de quitosanase, destacam-se os géneros Bacillus e
Streptomyces, enquanto que entre os fungos o mais citado tem sido o género Aspergillus
(CHENG; LI, 2000).

Dentre as diversas aplicagdes da quitosana destacam-se: o tratamento de rejeitos
industriais; a clarificacdo de sucos através da remocao de corantes; a composicao de produtos
para higiene pessoal e cosméticos em geral. Na agricultura, pode ser usada como protetora de
sementes, pois apresenta propriedade bactericida e fungicida, além de reter umidade e
nutrientes. Na indUstria papeleira, a quitosana forma filmes, aumenta a resisténcia e a
impermeabilidade do papel. E também usada na curticio e no acabamento da fabricacio de
artefatos de couro. Além disso, sua eficiéncia foi comprovada na confeccdo de biomateriais
do tipo: membranas renais, pele artificial, lentes de contato, entre outros. A quitosana €
aplicada na forma de bandagens que, além de protegerem contra bactérias, promovem uma
rapida cicatrizacdo e estancam sangramentos. Também auxilia na reducdo de peso em
tratamentos de obesidade, através da captura das gorduras contidas nos alimentos
(CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 2004).

E valido ressaltar, também, que a farta disponibilidade de quitosana e ou de seus
produtos, simula uma opcéo interessante para uso como suporte para imobilizacdo de micro-
organismos, devido as caracteristicas tipicas desse polimero: ser biodegradavel, possuir acao
lipofilica, formar gel e esferas e a capacidade passar por processos de reticulacdo (ATLAS,
1995 apud CARVALHO, 2006).
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Dentre as mais recentes linhas de pesquisa sobre quitosana apresenta-se o
desenvolvimento de suportes para imobilizacdo de células, farmacos e biomoléculas. Neste
contexto, o polimero € utilizado como matéria prima no desenvolvimento de membranas,
filtros e microesferas, os quais podem ser utilizados em diversos ramos da biotecnologia
(GUIBAL; VINCENT; SPINELLI, 2005).

A utilizacdo de micro-organismos na biodegradacao de produtos quimicos toxicos
abriu campo de aplicacdo para a quitina e a quitosana na area de purificacdo e tratamento de
agua. Esses biopolimeros sdo usados como matrizes para imobilizacdo bactérias envolvidas na
desintoxicacdo e biodegradacdo de varios micropoluentes organicos, como a exemplo dos
clorofendis (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 2004).

3.4 Atividade antimicrobiana da quitosana

A quitosana apresenta maior espectro de acdo antimicrobiano que a quitina. Essa
diferenca se deve ao maior numero de aminas livres presentes na quitosana que podem
interagir fortemente com sitios negativos da superficie celular, inibindo o crescimento
microbiano (GIL et al., 2004). Segundo Lim e Hudson (2003) os fatores que afetam
diretamente a atividade antimicrobiana da quitosana sé@o o grau de desacetilagdo, a massa
molecular, o pH e a temperatura, que atuam modificando a estrutura quimica do polimero e,
consequentemente, o potencial de ligagdo as membranas celulares.

A atividade antimicrobiana da quitosana provavelmente ocorre por sua atuacao
nas membranas celulares dos micro-organismos, conforme Liu et al. (2004) que estudaram o
efeito de solucBes de quitosana nas membranas celulares e concluiram que as solucdes de
quitosana aumentam a permeabilidade das membranas externa e interna, podendo rompé-las
e liberar os conteudos celulares.

No que diz respeito ao potencial antifingico da quitosana, varios estudos foram
realizados para o tratamento de fitopatologias causadas por fungos presentes no solo. Tais
estudos decorrem ao fato da quitosana inibir o crescimento da maioria dos micro-organismos
resistentes aos fungicidas (LIM; HUDSON, 2003). Conforme descrito por Rabea et al. (2003)
a quitosana na concentracdo de 1 mg.mL™ inibiu o crescimento de vérios fungos, com
excecao dos zigomicetos, pois este grupo apresenta o biopolimero como principal constituinte

da parede celular.
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3.5 Imobilizacéo celular

Imobilizacdo € o termo comum empregado para apresentar diversas formas de
fixacdo de células ou moleculas em suportes poliméricos. Conforme Bickerstaff (1997) os
principais tipos de imobilizagdo incluem: adsorcdo a superficies, ligacdo covalente a
carreadores, encapsulamento, aprisionamento em matrizes e ligacdo cruzada entre células
(Figura 3).

Figura 3 - Principais métodos de imobilizacéo de células microbianas.

P A~ ADSORGAO
LIGACAO

—’ * a COVALENTE

i " >» ENCAPSULAGAO

APRISIONAMENTO

;& LIGAGAO CRUZADA

Fonte: Adaptado de Bickerstaff (1997).

Diversos polimeros sdo utilizados como suporte para imobilizacdo celular.
Polissacarideos de algas como agar, agarose, alginatos e carragenanas sdo classificados como
polimeros naturais, enquanto poliacrilamida, poliestireno, poliuretano e alumina, como
polimeros sintéticos (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996). O uso dos polimeros naturais pode
ser realizado na forma de matrizes homogéneas ou condensados com outros reagentes, por
exemplo, com o glutaraldeido (agente reticulador). A preferéncia por esses polissacarideos
reside no fato deles serem abundantes na natureza, economicamente viaveis e apresentarem
baixa toxicidade, se comparados aos de origem sintética (DIAS; REZENDE; LINARDI,
2000; JIALONG et al., 2001; CRINI, 2005).
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O aprimoramento e o desenvolvimento de novas técnicas de imobiliza¢éo celular,
associadas ao uso de novos materiais como suporte, tém permitido que 0S processos de
degradacdo com ceélulas imobilizadas fossem realizados em condices adversas de pH, de
esterilidade e agitacdo (JUNTER; JOUENNE, 2004). No caso do uso de fungos filamentosos,
estes que possuem uma taxa de crescimento mais lenta quando comparada & maioria das
espécies de leveduras, a imobilizacéo celular é capaz de reduzir os custos de producdo (DIAS
etal., 2010).

Algumas pesquisas sobre quitosana dizem respeito ao desenvolvimento de
suportes para imobilizacdo de células, farmacos e biomoléculas. Dessa forma, o polimero é
utilizado como matéria-prima no desenvolvimento de membranas, filtros e esferas os quais
podem ser utilizados em diversos ramos da biotecnologia (GUIBAL et al., 2005). A despeito
das excepcionais propriedades da quitosana, poucos sao os trabalhos que relatam o uso desse
polimero para a imobilizacdo de células. Isso provém, possivelmente, da reconhecida
atividade antimicrobiana da quitosana, o que dificulta o aprisionamento de células viaveis
(LIU et al., 2004).

A quitosana pode ser utilizada como suporte de imobilizacdo na forma de esferas,
membranas e filmes. A imobilizacdo em esferas apresenta vantagens comparadas a células
somente adsorvidas em matrizes, como o fato de proteger os micro-organismos contra 0s
efeitos toxicos dos poluentes que possam estar no meio, facilitar a manipulacdo celular e
diminuir a competicdo com a microbiota local (KRAJEWSKA, 2004; CARVALHO, 2006).
Suas propriedades de floculacdo e coagulacdo fazem com que a quitosana seja bastante
utilizada na remocdo de sélidos suspensos, turbidez e até para a separacdo seletiva de
proteinas (GUO et al., 2005). Também pelo fato de ser economicamente viavel, se destaca
dentre outros absorventes tipicos, tais como o carvdo ativado, para a remocao de compostos
organicos e corantes de aguas residuarias, assim como a remocdo de poluentes de aguas
residuais da criacdo de peixes (CHEN et al., 2002; CHUNG et al., 2005).

Vale destacar que a quitosana € insolivel em agua, em solventes organicos e em
bases, sendo soltivel na maioria das solugdes de &cidos organicos com pH inferior a 6,0. O
acido acético e o &cido formico sdo os mais usados para dissolver o biopolimero. Em adigéo,
dispersdes de quitosana também podem ser preparadas por dissolu¢do em &cidos inorganicos
diluidos, tais como os acidos nitrico, cloridrico, perclorico e fosforico (DAMIAN et al.,
2005).
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Outra opgdo para imobilizagdo de micro-organismos é o desenvolvimento de
membranas e filmes, que sdo preparados secando uma solucdo de quitosana em &cido a
temperatura ambiente por 30-36 h e espalhando a solugdo na superficie de um recipiente de
vidro. Filmes de quitosana também sdo preparados por secagem no forno e por infravermelho.
Dependendo do método de secagem e dos incrementos adicionados aos filmes e membranas,
suas propriedades fisicas como tensdo de ruptura, alongamento e médulo de elasticidade, ou
modulo de Young séo alteradas (SRINIVASA et al., 2004).

Muitos dos metodos apresentados na literatura para obtencdo de derivados
estruturais da quitosana requerem a reticulacdo das cadeias poliméricas desse biopolimero,
estratégia que confere as quitosanas modificadas propriedades interessantes, tais como, maior
resisténcia a dissolu¢cdo em meio acido, menor hidrofilia, geracdo de estruturas poliméricas
densas ou porosas e reducdo da reatividade quimica do material preparado. Para essas novas
propriedades, aplicacbes mais especificas podem ser vinculadas a quitosana: fabricacdo de
resinas para extracdo em fase sdlida de ions metélicos, corantes e poluentes organicos,
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos e construcdo de
biossensores baseados na imobilizacdo de enzimas ou de células vivas em filmes de quitosana
reticulada (GONSALVES et al., 2011).

Segundo Baroni et al. (2008), a reticulacdo com glutaraldeido e epicloridrina é um
exemplo tipico de modificacdo estrutural mediada por produto quimico. Esta reacdo é
realizada para evitar a dissolucdo em solugcbes acidas ou para melhorar as propriedades de
adsorcao.

Estudos realizados por Carvalho (2006) desenvolveram produtos a base de
quitosana contendo bactérias imobilizadas para fins de biodegradacdo de ambientes
contaminados com petroleo e metais tragos. Gomes (2007) investigou a imobilizacdo de
esporos bacterianos da linhagem de Bacillus subtilis em esferas de quitosana para uso na

biodegradacao de hidrocarbonetos encontrando biorremediagdes superiores a 98%.

3.6 Biodegradacao

De acordo com Soares et al. (2011), a biodegradagédo consiste na utilizagdo de
processo ou atividade biolégica por meio de organismos vivos (micro-organismos e plantas),
que possuam a capacidade de modificar ou decompor determinados poluentes, transformando

assim, contaminantes em substancias inertes.



26

A Dbiodegradacdo tem como finalidade explorar os processos degradativos que
ocorrem naturalmente limpando assim, os locais poluidos. Na biodegradacdo in situ, o
tratamento é realizado no proprio local poluido e na biodegradacgéo ex situ, ocorre a retirada
do material contaminado para outra area a fim de trata-lo (MAIER, 2000). Apesar de
existirem vérias tecnologias que empregam processos fisicos e/ou quimicos para a
descontaminacdo de ambientes poluidos, o processo bioldgico de biodegradagdo é uma
alternativa ecologicamente mais apropriada e eficaz no tratamento de ambientes
contaminados com moléculas organicas de dificil degradacdo e metais toxicos (GAYLARD;
BELLINASO; MANFIO, 2005). A constituicdo de leis internacionais que regulam a demanda
do gerenciamento ambiental, aliada a pressdo por parte da opinido publica e de governos,
trouxe grande empenho dedicado ao desenvolvimento de tecnologias mais limpas para o
tratamento de residuos e a remediacao de ambientes contaminados (BRITO et al., 2004).

Conforme a Resolugdo 314, de 29/10/2002 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) se entende por remediador o produto, constituido ou ndo por micro-
organismos, destinados a recuperacdo de ambientes e ecossistemas contaminados, tratamento
de efluentes e residuos, desobstrucdo e limpeza de dutos e equipamentos, atuando como
agente do processo fisico, quimico, bioldgico ou combinados. A Resolucédo estabelece que 0s
remediadores sejam registrados no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), no
sentido de serem produzidos, importados, comercializados e utilizados, dispensando de
registro aqueles destinados a pesquisa e experimento necessitando da aprovacéao deste érgao.

O mais viavel processo metabdlico na biodegradacdo de moléculas xenobioticas
(moléculas estranhas ao ambiente natural) recalcitrantes (moléculas de dificil degradacéao) é o
realizado por micro-organismos, pois estes desempenham a tarefa de reciclar a maioria das
moléculas da biosfera e participam dos principais ciclos biogeoquimicos, representando,
portanto, o suporte de manutencdo da vida na Terra (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO,
2005).

A degradacdo do poluente é baseada em processos nos quais ocorrem reacoes
bioquimicas mediadas por micro-organismos. O oxigénio atua usualmente como aceptor final
de elétrons, portanto a oxidagdo de compostos organicos com a reducdo do oxigénio
molecular é denominada de respiracdo aerobia heterotréfica. Contudo, quando ha auséncia do
0Xigénio 0s micro-organismos podem usar compostos organicos ou ions inorganicos como
aceptores finais de elétrons, tais condi¢Ges sdo chamadas de anaerobias. A biodegradacao
anaerobia pode ocorrer por desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do sulfato ou em
condic¢des metanogénicas (CORDAZZO, 2000).



27

3.6.1 O uso de micro-organismos na biodegradacéo

O uso de fungos filamentosos e seus metabdlitos nos processos de biodegradacéao
vém crescendo, esse interesse acontece em decorréncia do alto potencial degradativo,
biossortivo (metais e corantes) e dos mecanismos de resisténcia em condigdes ambientais
adversas (CONCEICAO et al., 2005). Existe uma série de caracteristicas que tornam 0s
fungos importantes na aplicacdo em sistemas de biodegradacdo, com destaque para:
capacidade de crescer sob as condi¢bes de estresse ambiental que podem limitar o
crescimento bacteriano, 0 modo de crescimento, induzido quimiostaticamente em diregdo a
fonte de carbono organico, por meio do alongamento e ramificacdo das suas hifas, que
permitem a colonizacdo de grandes areas e por fim o sistema de biodegradacéo realizado por
enzimas extracelulares. Nesse contexto, o contato superficial com o contaminante é
otimizado, aumentando sua biodisponibilidade e, consequentemente, sua biodegradacao
(CHANDER; ARORA; BATH, 2004).

Para a escolha de um micro-organismo que podera se potencialmente utilizado na
remediacdo de uma area contaminada, necessita-se identificar sua capacidade em degradar o
contaminante alvo e o tempo necessario para que isso ocorra (GEERDINK et al., 1996). A
capacidade dos micro-organismos em degradar compostos organicos trouxe reconhecimento
da comunidade cientifica, e dessa forma, esses organismos vém sendo utilizados ao longo do
tempo em processos de tratamento bioldgico de efluentes liquidos e de residuos sélidos. Por
conta dessa capacidade, tém sido desenvolvidos processos biotecnoldgicos, dentre os quais se
destacam a degradacdo de poluentes, lixiviacdo de minerais, desobstrucdo de pogos de
petroleo e recuperacdo de locais contaminados: o solo, aguas superficiais e subterraneas.
Esses micro-organismos podem ser encontrados no préprio ambiente impactado, sendo, na
maioria das vezes 0s responsaveis pelo desaparecimento dos contaminantes (OLIVEIRA,
2005).

Diversos fungos e bactérias vém sendo usados na remocao de metais pesados de
efluentes industriais e do ambiente. E sabido que um grande ndimero de compostos ligantes de
metais € produzido por estes micro-organismos, tais como o0s acidos organicos simples,
alcodis e macromoléculas, polissacarideos, acidos humico e fulvico (SAYER; GADD, 2001).
Além disso, esses micro-organismos podem adsorver estes metais a componentes presentes na
superficie da parede celular (processo denominado biossorcao), bioacumula-los em organelas
ou liga-los a proteinas de seu interior celular (MELO; AZEVEDO, 2008).
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Também tém sido utilizados muitos micro-organismos na degradacdo de gasolina,
6leo Diesel e residuo de petréleo oriundo de derramamentos nos oceanos ou no solo. Dentre
os hidrocarbonetos que compdem estes residuos, 0os mais tdxicos e preocupantes sdo 0S
chamados BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e os trés isdbmeros de posi¢do do xileno)
(TEIXEIRA, 2007).

Em pesquisa realizada por Teixeira (2007) sobre a degradacdo de gasolina
comercial por bactérias das espécies Pseudomonas putida e Pseudomonas aeruginosa foram
relatados resultados significativos de degradacéo.

Neste contexto diversos géneros de bactérias tém sido apontados como potenciais
degradadoras de ambientes contaminados por petréleo, destacando-se: Acidovorans,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia,
Burkholderia, Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium,
Gordonia, Microbacterium, Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas,
Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus,
Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomycese Vibrio (JACQUES et al., 2007; SEO et al.
apud TONINI; REZENDE; GRATIVO, 2010).

Contudo, € importante ressaltar que muitos micro-organismos tém sido usados na
degradacdo destes compostos em solos ou em efluentes. Assim pode-se citar diversas
bactérias, como espécies de Nocardia, Pseudomonas e agrobactérias (YANZE-KONTCHOU;
GSCHWIND, 1994); e dentre os fungos filamentosos, o Aspergillus fumigatus e o Rhizopus
stolonifer (BEHKI et al., 1993).

3.7 Fungos: a espécie Aspergillus niger

Os fungos sdo considerados organismos eucaridticos e heterotréficos, na sua
maioria aerdbios, produzem longos filamentos chamados hifas cujo conjunto forma uma
massa denominada micélio. Sao elementos significantes da microflora do solo, vivem também
nos vegetais e na agua. Espalham-se vastamente pela natureza, consequéncia da producdo de
elementos de disseminacdo — os propagulos, sendo o ar atmosférico uma das vias de
disseminacdo (SAMPAIO, 2005). Sdo organismos saprofitos e obtém o seu alimento a partir
da degradacdo da materia organica morta. A maioria é de vida livre e podem ser classificados
em grupos, tais como fungos filamentosos e leveduras (MORE et al., 2010).

Durante muitos anos, os fungos foram considerados vegetais, no entanto, a partir

do ano de 1969 passaram a ser classificados como um novo reino — Reino Fungi. Essa
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classificacdo se deu por apresentarem caracteristicas particulares, tais como: ndo sintetizar
clorofila, ndo possuir celulose na sua parede celular (exceto alguns fungos aquaticos), ndo
armazenar amido como substancia de reserva, conter substancias quitinosas nas paredes e
capacidade de depositar glicogénio, dessa forma eles foram classificados como sendo
diferentes das plantas. Os fungos, especialmente o Aspergillus niger apresentam todas estas
caracteristicas basicas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Os fungos sdo considerados 0s agentes mais importantes de degradacdo na Terra
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Também sdo biodegradadores eficientes de polimeros de
plantas naturais, como lignina e celulose, porém degradam outros tipos de moléculas
orgénicas, tais como: ceras, borrachas, fenol, benzeno, tolueno, xileno e xenobidticos
incisivos em ecossistemas florestais, onde eles sdo os principais decompositores da matéria
organica que impregna as células, as fibras e os vasos do vegetal, tornando-os assim,
impermeaveis e inextensiveis (SAMPAIO, 2005).

Conforme Esposito e Azevedo (2010) o metabolismo dos fungos é idéntico ao das
plantas, porém os fungos ndo sdo fotossintéticos e podem metabolizar uma grande variedade
de fontes de carbono, incluindo aglcares e 0Oleos. Independente de seu modo de nutricdo, 0s
fungos devem absorver os nutrientes necessarios para seu crescimento em um substrato
disponivel, tais nutrientes devem possuir um tamanho adequado para que possam assim
cruzar as camadas celulares até alcancar o citoplasma onde serdo metabolizados.

O emprego de fungos filamentosos no tratamento de aguas residuéarias é devido ao
seu grande potencial de biodegradacdo, sendo, de acordo com Lemos et al. (2008), pontos
importantes: o crescimento micelial, que oferece vantagem na colonizacdo de substratos
insolGveis, ocorrendo a excrecdo de enzimas extracelulares que degradam o substrato; maior
tolerancia a concentracfes altas de produtos toxicos, sendo também capazes de crescer sob
condicdes adversas (pH baixo, escassez de nutrientes, ambientes com umidade relativa baixa).

Segundo Griffin (1994), determinados elementos presentes no meio séo
indispensaveis para o crescimento dos fungos, tais como: micronutrientes, em concentragdes
iguais ou inferiores a 10° mol/L e macronutrientes em concentracdes de 10°mol/L. Nas

Tabelas 2 e 3 séo apresentados os elementos minerais essenciais aos fungos.
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Tabela 2 - Macronutrientes minerais essenciais aos fungos.

Elemento Fonte Concentracéo (M) Funcéo
Enxofre K2SO4 10™ Constituinte de aminoécidos
(metionina; cisteinas; cistina).
Fosforo KH,PO, 10°® Composic¢éo de acidos nucleicos;

transferéncia de energia;
metabolismo intermediario.

Nitrogénio  NaNOj; NH,CI 10°® Constituinte de aminoéacidos;
nucleotideos e vitaminas.
Magnésio MgCl,; MgSQ, 10°® Ativacdo enzimatica;
metabolismo de ATP.
Potassio KCI; K;HPO, 10°® Atividade enzimatica;

metabolismo de carboidratos;
balanco idnico.
Calcio CaCl, 10*e 10° Ativador enzimatico; estrutura de
membranas ndo universalmente
requerida.

Fonte: Griffin (1994).

Tabela 3 - Micronutrientes minerais essenciais aos fungos.

Elemento Fonte Concentracéo (M) Funcao
Ferro FeCl;. FeSO, 10°° Constituinte de citocromo.
Cobre CuSOy 10°a 107 Atividades enziméticas;
biossintese de pigmentos.
Manganés MnCl, 10”7 Ativador de enzimas; atragdo na

sintese de acidos nucleicos.

Zinco ZnCl, 10°® Ativacao enzimatica;
metabolismo intermediario dos
acidos nucleicos.

Molibidénio Na;MoO, 10° Ativacdo enzimatica;
metabolismo de nitratos.

Fonte: Griffin (1994).

A espécie fungica estudada neste trabalho foi o Aspergillus niger, por possuir
eficiéncia comprovada na degradacdo de compostos recalcitrantes e remocdo de DQO
(MIRANDA et al., 1996; VASSILEV et al., 1997; GARCIA et al., 2003 apud FELIX et al.,
2006).

O Aspergillus foi catalogado em 1729, pelo padre italiano e bidlogo Pietro
Antonio Micheli que ao observar o fungo no microscopio, associou-o a forma de um

aspergillum (borrifador de agua santa) e nomeou a espécie de acordo com o0 objeto. As
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espécies de Aspergillus sdo aerdbias e encontradas em ambientes ricos em oxigénio, onde
geralmente crescem na superficie em que vivem, contaminando restos de comidas (como pées
e batatas) e também em muitas plantas e arvores.

O Aspergillus niger ¢ uma das espécies fungicas mais comuns do género
Aspergillus. Ela provoca doenga chamada mofo preto em algumas frutas e vegetais, como
uvas, cebolas e amendoim, e € um contaminante comum de alimentos. Ele é ausente no solo e
frequentemente notificado em ambientes internos, onde suas coldnias pretas podem ser
confundidas com os de Stachybotrys (espécies também chamadas de “bolor negro”)
(MILLER, 2001 apud SOUZA NETO, 2012).

O Aspergillus niger apresenta a seguinte classificagdo: Divisdo — Eumycota;
Classe — Ascomicetos, sendo considerado como fungo de decomposicdo branda ou mole,
pode ainda degradar a lignina e polissacarideos, mas com velocidades muito baixas. Esta entre
0S micro-organismos mais importantes na industria da biotecnologia, principalmente em
aplicacOes agroalimentares. A espécie é conhecida por secretar uma variedade de enzimas
hidroliticas com capacidade de degradar acucares. A enzima produzida depende do tipo de
substrato da fermentacdo (TSANG et al., 2009).

De acordo com Eggen e Majcherczyk (1998), os fungos filamentosos séo 0s mais
eficientes na producéo de enzimas extracelulares oxidativas (proteases, celulases, ligninases,
lactases, dentre outras). O Aspergillus niger tem eficiéncia comprovada na degradacdo de
compostos recalcitrantes em efluentes da industria farmacéutica, industria de azeite de oliva,
industria de castanha de caju, cervejarias, refinarias de petréleo e em agua para remocgao do
pesticida agricola paration (FELIX et al., 2006; FREITAS NETO et al., 2007; HERNANDEZ
etal., 2006; MIRANDA et al., 1996; SANTOS et al., 2006; VASSILEV et al., 1997).

3.8 A contaminacdo ambiental por pesticidas

Na Legislacdo Brasileira (Lei n° 7802, de 11 de julho de 1989, regulamentada
pelo Decreto n° 4074, de 04 de janeiro de 2002, publicado no DOU, de 08 de janeiro de
2002), os pesticidas sdo denominados de “agrotdxicos” e classificados como inseticidas,
fungicidas e herbicidas, dentre outros. A denominagéo pesticida ¢ dada a substancia ou a
mistura de substancias destinadas a prevenir a agdo ou destruir insetos, acaros, roedores, ervas
daninhas, bactérias e outras formas de vida, sejam elas animal ou vegetal, prejudiciais a
lavoura (SANTISTEBAN, 1999).
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O uso de agrotdxicos é tido como pratica comum para o controle de diversas
pragas e tem como finalidade aumentar a producdo e melhorar a qualidade dos produtos. Vale
ressaltar que grande parte desses objetivos foi alcancada ao longo dos anos, mas a utilizacéo
pouco criteriosa desses compostos vem causando a contaminacdo de organismos alvos e nao
alvos e, consequentemente, do meio ambiente (COUTINHO et al., 2005).

Os agrotoxicos, quando em contato com o solo, a agua e o ar podem persistir
nesses ambientes e assim, se acumularem no solo e na biota. Seus residuos podem ser
carregados para as aguas superficiais por escoamento e para as aguas subterraneas por
lixiviacdo (DORES; FREIRE, 2001). Dessa forma, essas substancias podem intoxicar varios
organismos e causar danos a salde humana através da ingestdo de agua e alimentos
contaminados (DOMINGUES et al., 2004).

Dentre todos os acontecimentos de impactos sobre organismos especificos, 0s
seres humanos sdo 0s mais afetados, pois aléem da contaminacdo das aguas e do solo, existe 0
impacto direto na biodiversidade que interfere na qualidade de vida humana. Também existem
residuos presentes nos alimentos e na agua potavel, fatores que podem tornar-se
carcinogénicos (RIBAS; MATSUMARA, 2009). Os pesticidas podem ser considerados como
um dos contaminantes mais perigosos ao meio ambiente, ndo apenas por sua toxicidade, mas
também podem se bioacumular, além de participar de processos quimicos, fisicos e biol6gicos
(KOUZAYHA et al., 2012).

A segunda principal causa de intoxica¢do no Brasil é originada de agrotdxicos,
sendo a primeira causa por medicamentos. Contudo, a morte dos intoxicados ocorre em sua
maioria entre 0s que tiveram contato com agrotdxicos (ANVISA, 2009). No Brasil, foram
primeiramente utilizados em programas de saude publica, no combate a vetores e no controle
de parasitas, e depois, a partir da década de 70, na agricultura, tendo incentivo do Plano
Nacional de Desenvolvimento (PND). Desde entdo, os pesticidas tém sido largamente
utilizados na agricultura, e o Brasil € um dos maiores consumidores desses produtos (DAMS,
2006).

Entre 2001 e 2008, a venda de venenos agricolas no Brasil saltou de US$ 2
bilhdes para mais de US$ 7 bilhdes, correspondendo a 986,5 mil toneladas de agrotdxicos
aplicados, levando o pais a atingir a posicdo de maior consumidor mundial de agrotoxicos.
Em 2009, o consumo foi ampliado ainda mais, ultrapassando a faixa de 1 milhdo de toneladas
(LONDRES, 2011). Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
e do Observatério da Industria de Agrotoxicos da Universidade Federal do Parand (UFPR),

entre 2000 e 2010 o mercado brasileiro de agrotoxicos cresceu 190% enquanto o mercado
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mundial cresceu 93% (CARNEIRO et al.,, 2012). Em 2011, existiam cerca de 370
ingredientes ativos registrados no Brasil para uso agricola, pertencentes a mais de 200 grupos
quimicos diferentes, dando origem a 1.458 produtos formulados para venda no mercado
(LONDRES, 2011). Em 2012, esse nimero aumentou, correspondendo a aproximadamente
434 ingredientes ativos e 2.400 formulagbes de agrotoxicos registrados no MS, MAPA e
MMA, os quais sdo permitidos no Brasil de acordo com os critérios de uso e indicagdo
(CARNEIRO et al., 2012). O Brasil tem se tornado ainda refugio de agroquimicos proibidos
em outras partes do mundo. Dos 50 pesticidas mais utilizados nas lavouras do pais, 22 sao
proibidos na Unido Europeia (CARNEIRO et al., 2012).

E importante lembrar que sem as devidas precaucdes e cuidados em relacdo a
manipulacdo, producdo, estocagem e destino final dos pesticidas, ndo s6 0 meio ambiente
corre risco, mas também a salde das pessoas que, de alguma forma, entram em contato com
esses produtos (DAMS, 2006). A utilizacdo desses agentes quimicos acarreta a contaminacgao
de grdos, frutas, legumes, hortalicas e verduras, trazendo maleficios ao meio ambiente,
produtores rurais e aos consumidores (CISCATO, 2008). Além disso, a presenca desses
produtos nos mananciais dificulta o tratamento da &gua, necessitando de tecnologias
diferentes daquelas até entdo empregadas (FERNANDES NETO; SARCINELLI, 2009).

A Tabela 4 apresenta os principais efeitos da intoxicagcdo aguda e crénica causada

pela exposicao aos principais pesticidas.
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Tabela 4 - Efeitos a saude causados pela exposicdo a pesticidas.

Classificacao Grupo Quimico IntoxicacdoAguda Intoxicacdo Cronica
Inseticidas Organofosforados  Fraqueza; célica Efeitos neurologicos
e carbamatos abdominal; retardados; alteracdes
vOmito; espasmos cromossomiais; dermatites
musculares; de contato; carcinogénicos.
convulséo.

Organoclorados Nausea; vomito; Arritmias cardiacas; lesdes
contragoes renais; neuropatias periféricas;
musculares carcinogénicos; mutagénicos;

involuntérias. teratogénese.
Fungicidas Ditiocarbamatos  Tonteira; vomito; Alergias respiratorias;
tremores dermatites; Doenca de
musculares; dor de Parkinson; canceres.
cabeca.
Fentalamidas Dificuldade Teratogénese; canceres;

Dinitrofenois e respiratoria; cloroacnes.

Pentaclorofenol hipertemia;
convulcéo.

Herbicidas Fenoxiacéticos Perda de apetite; Inducdo da producéo de
enjoo; vomito; enzimas hepaticas; canceres;
fasciculacédo teratogénese.
muscular.

Fonte: WHO (1990); OPS/WHO (1996) apud PERES (1999).

E importante observar que os efeitos agudos sdo aqueles que resultam da
exposicao a concentracdes de um ou mais agentes toxicos capazes de causar dano efetivo
aparente num periodo de 24 horas e, os efeitos cronicos sdo aqueles que resultam da
exposicdo continuada a doses relativamente baixas de um ou mais produtos (RIBAS;
MATSUMARA, 2009).

Ao usar produtos sintéticos, como é o caso dos pesticidas, o homem tem
contaminado ecossistemas em consequéncia da facil dispersao desses produtos e de sua longa
permanéncia no meio ambiente (MOREIRA et al., 2002). Outra forma é a contaminacéo
indireta que pode ocorrer em decorréncia de chuvas fortes e erosdo nos solos tratados
ocasionando a movimentacdo dos pesticidas para outras areas (YANG et al., 2006). Também
podem ser volatilizados e dispersos pelo vento ou lixiviados e assim, serem transportados
através da atmosfera e do solo (GONZALEZ et al., 2005).
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3.9 O pesticida metil paration

O metil paration (CgH1oNOsPS), também conhecido como paration-metilico ou
parathion é um inseticida e acaricida organofosforado com rapido efeito sendo recomendado
no combate a uma série de pragas sugadoras (pulgdo, tripes, percevejos, acaro vermelho
dentre outras) e mastigadoras (lagartas, besouros, brocas, vaquinhas, mosca das frutas, bicudo
do algodio, etc). E quimicamente chamado de tiofosfato de dimetil paranitrofenila. Possui
coloracdo amarelada, é solivel em solventes organicos e inflamavel (LARINI, 1999). O metil
paration (O,O-dimetil-O-(p-nitro-fenilfosforotioato) (Figura 4) é um dos pesticidas
organofosforados mais usados em todo o mundo, especialmente no cultivo de frutas e

hortalicas.

Figura 4 - Estrutura quimica do metil paration.

NO
1]
HsCO~P~q

H,CO
Fonte: Dorea e Lopes (2004).

O metil paration é altamente tdxico principalmente para os organismos nédo-alvo.
Seu uso é restrito ou proibido em varios paises, inclusive existem propostas de bani-lo
totalmente (FEE; GARD; YANG, 2005). As concentra¢des usuais sdo solucgdes de 0,05% a
0,1%. (MOORCRAFT et al., 1991). Apresenta classificacdo toxicoldgica | e ingestdo diaria
aceitavel (IDA) de 0,003 mg/kg de peso corporeo (MENEGHINI, 2006; LUVIZOTTO-
SANTOS, 2009). A degradacdo do paration conduz a outros subprodutos sollveis em agua
(METCALF, 1991). A Tabela 5 mostra algumas propriedades fisico-quimicas do metil
paration.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas do metil paration.

Propriedade Valor
Peso molecular 263,23 g/mol
Solubilidade em agua a 25 °C 50 mg/L
Ponto de fusdo 37-38 °C
Densidade a 20 °C 1,358 g/L

Fonte: Maynard (1996).
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O metil paration é uma substancia termicamente instavel e decompde-se
rapidamente em ambiente com valores de pH maiores de 8,0. EmpH de 1 a5 e a 20 °C, seu
tempo de meia-vida é de 175 dias (HERTEL, 1993). Quando grandes concentraces de metil
paration atingem o solo, a degradacéo pode ocorrer por muitos anos (WAUCHOPE, 1992).
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico do Ceara
(PADETEC), nas dependéncias do Laboratério de Biotecnologia Ambiental (LBA),
localizado no campus da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os experimentos foram
realizados em cinco etapas: caracterizagdo da quitosana comercial, teste de resisténcia do
Aspergillus niger AN 400 a acao fungicida da quitosana, producdo dos suportes, com e sem a
espeécie fungica imobilizada, selecdo e caracterizacdo do suporte a ser utilizado nos ensaios de

biodegradacéo e ensaios de biodegradacdo de metil paration.

4.1 ldentificacdo da quitosana comercial

A quitosana comercial utilizada (Figura 5) na pesquisa foi fornecida pela Empresa
Polymar sediada em Fortaleza-Ceard. Na Tabela 6 sdo apresentadas algumas especificacdes
comerciais da quitosana comercial utilizada relatadas por Gomes (2007).

Figura 5 - Quitosana comercial em po utilizada na pesquisa.

Fonte: Autor (2015).

Tabela 6 - Especificacbes comerciais da quitosana comercial.

Nome quimico Poli-2-deoxi-2-amino-glucose

Natureza quimica Polimero linear combinado por ligagdes f—(1-4)—glicosidica
Formula quimica (CeH1104N),,

Massa molecular Monémero (161 Da); Polimero (60.000 — 300.000 Da)

Método de fabricacdo  Desacetilacdo da quitina

Fonte: Adaptado de GOMES (2007).
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4.2 Caracterizacao fisico-quimica da quitosana comercial

Nesta parte do trabalho estdo descritas as principais metodologias de

caracterizacdo da quitosana comercial em po.

4.2.1 Perda por dessecacao

Na determinacdo da umidade foram pesados 500 mg de quitosana em uma capsula
previamente seca e tarada. Em seguida, a amostra foi seca em estufa por 3 a 4 horas, a 105 °C
+ 4 °C. Ap0s retirada da estufa, a mesma foi resfriada em um dessecador por 1 hora e pesada.
O célculo da umidade foi realizado a partir Equacdo 1 (USP 23, 1995).

% = (P-Q)/P x 100 1)

Onde: P = peso inicial da quitosana (g) e Q = peso da quitosana seca (Q).
4.2.2 Determinacéo do pH

Para determinar o pH da quitosana, 1 g da mesma foi misturado com 100 mL de
dgua destilada em Erlenmeyer de 250 mL. A solucdo foi homogeneizada por
aproximadamente 15 minutos e o pH medido em um potenciémetro Misura Line Modelo ML
1010) calibrado com tamp6es pH = 4,0 e pH = 7,0 (USP 23,1995).
4.2.3 Residuo de ignicdo (Cinzas)

Para a determinacdo do teor de cinzas foi pesado 1 g de quitosana pulverizada em
cadinho seco e tarado e, logo apos, a amostra foi incinerada em mufla a 600 °C durante 3
horas. Ap0s esse processo, a mesma foi resfriada em um dessecador durante 1 hora e,
posteriormente, pesada. O célculo do valor do teor de cinzas foi realizado de acordo com a

Equacdo 2 (USP 23, 1995).

(%) Cinzas= (Peso inicial — Peso final) x 100% (2)
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4.2.4 Grau de desacetilacao

Para a determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana cerca de 0,5a 1 g de
quitosana foram diluidas em 30 a 60 mL de HCI 0,1 M a temperatura ambiente. Nessa solu¢édo
foram acrescentadas gotas de solugéo aquosa de alaranjado de metila 0,1%. Em seguida, o
meio foi titulado em potenciémetro, com hidroxido de sodio 0,1 M, até atingir coloracéo
vermelha (pH = 3,1) ou amarela (pH = 4,4). O célculo foi realizado a partir da Equacéo 3
(DOMARD; RINAUDO, 1993).

% GD = ((C1V1— C,V5) X 161 X 100)/G 3)

Onde: GD = grau médio de desacetilacdo em %, C;= concentracdo do HCI (mol/L), Vi =
Volume de HCI (mL), C, = concentra¢do do NaOH (mol/L), V, = volume de NaOH (mL), G =
peso da amostra de quitosana (mg) e "161" é a massa de uma unidade monomérica da

quitosana.

4.2.5 Teor de material insoltvel

O teor de material insolivel associado a quitosana foi determinado
gravimetricamente, usando 10 g de quitosana diluidas em 50 mL de &cido acético 1%. A essa
solucdo foram adicionados 200 mL de agua destilada. A solu¢do ficou sob agitacdo mecanica
por 1 hora e, posteriormente, todo contetdo foi filtrado em funil de placa sinterizada. O funil
foi lavado com 200 mL de acetona PA e o conjunto apés lavagem foi seco em estufa a 105 °C
e finalmente pesado (USP 23, 1995). O teor de matéria de inséluvel (g) foi calculado a partir
da diferenca entre os pesos inicial e final do funil contendo a quitosana seca antes e ap6s a

solubilizag&o/lavagem.
4.3 Producéo dos suportes de quitosana
Os suportes de quitosana usados na imobilizacdo do Aspergillus niger AN 400

foram produzidos na forma de esferas, membranas e filmes. Estas formas de obtencdo da

quitosana estdo descritas a seguir.
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4.3.1 Preparacéo da solugéo de quitosana

Inicialmente, 15 g de quitosana foram dissolvidas em 500 mL de &cido acético a 2%.

A solucdo foi mantida sob agitacdo mecénica (Figura 6) por 12 a 24 horas até a dissolucdo

total do polimero.

Fonte: Autor (2015).

4.3.2 Producéo de esferas de quitosana

O gel de quitosana a 3% foi gotejado sobre uma solugéo de hidroxido de sodio 8%
(p/v), com o auxilio de sistema de gotejamento (Figura 7), liberando gotas padronizadas de 1
a 2 mm de didmetro. Apos o total gotejamento, as esferas (beads) formadas permaneceram na
solugdo alcalina, sob agitacdo magnética por 40 minutos a fim de aumentar sua consisténcia e,

ao final, foram lavadas com agua destilada até pH neutro e, finalmente, secas a 30°C.

Figura 7 - Sistema de gotejamento para producdo de esferas de quitosana.

Fonte: Autor (2015).
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O sistema experimental de gotejamento para producdo das esferas foi construido
conforme descrito em Dias et al. (2008). Neste sistema a solucdo de quitosana era conduzida
lentamente ao gotejador atraves de um tubo de latex por uma bomba peristaltica (Master Flex
L/S), com controle sensivel de fluxo. Ar era fornecido continuamente através de rotametro (~
7 L/min). O gotejador possuia em sua extremidade uma agulha hipodérmica comercial de 0,2
mm. O banho coagulante (NaOH 8%) era constituido por uma cuba de vidro sob agitacéo

magnética constante através de um agitador magnético NT 103.

4.3.3 Imobilizag&o do Aspergillus niger AN 400 em esferas de quitosana

Na imobilizacdo, 100 mL do gel de quitosana a 3% foram inoculados com
Aspergillus niger AN 400 para uma concentracdo final de 2 x 10° esporos/mL. A suspensdo
de esporos em quitosana ficou incubada a 28 °C por uma hora sob agitacdo. Apds este periodo
a mesma foi dispensada gota a gota atraves da agulha hipodérmica para a solucdo de NaOH
8% visando a formacao das esferas ou beads de quitosana. Apos esse procedimento as esferas
permaneceram na solucédo alcalina e posteriormente foram lavadas com agua destilada até pH

neutro. Todo o procedimento foi realizado em camara asseptica de fluxo laminar.

4.3.4 Produgéo de membranas e filmes de quitosana

Para preparacdo das membranas de quitosana, o gel de quitosana 3% foi disposto
em placas de Petri. O volume da solucdo foi rigorosamente controlado para obtencdo de
membranas de espessura padronizada. O gel de quitosana 3% foi seco em estufa a 50 °C por
um periodo aproximado de 1 a 2 dias. Apds completamente secas, as membranas foram
desprendidas das placas pela adicdo de uma solucdo de NaOH 10% para neutralizar o acido
acetico. Em seguida, as membranas foram lavadas com agua destilada até pH neutro e secas
em estufa a 30°C. As membranas secas foram prensadas a fim de evitar enrugamentos.

Para obtencdo dos filmes de quitosana, as membranas apos neutralizacdo (pH =
7,0) foram imersas em uma solucdo de glicerol 20% (agente plastificante) por 30 minutos.

Apds esse tratamento, os filmes foram secos a 30 °C e prensados.
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4.3.5 Imobilizag&o do Aspergillus niger AN 400 em membranas e filmes de quitosana

Para a obtencdo de membranas e filmes com o fungo Aspergillus niger AN 400
imobilizado foram inoculados a 100 mL do gel de quitosana na concentracdo de 2 x 10°
esporos/mL), sequido de incubacdo a 28 °C por 1 h sob agitacdo. Em seguida os materiais
foram tratados com a solucdo alcalina, densificados no licor, lavados com agua até pH =7,0 e
secos a 30 °C.

4.4 A linhagem Aspergillus niger AN400

A linhagem Aspergillus niger AN 400 foi desenvolvida no Departamento de
Genoma de Fungos da Universidade de Wageningen, na Holanda. Os fungos encontravam-se
na forma de esporos (3,8 x 10° esporos/mL), contidos em tubo de ensaio (10 mL) e
conservados a £ 4 °C, sendo submetidos a descongelamento até alcancar a temperatura
ambiente para cultivo (RODRIGUES et al., 2011).

Os esporos da espécie fungica Aspergillus niger AN 400 foram cedidos pelo
Laboratorio de Tecnologia Ambiental (LATAM) do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara (IFCE).

4.5 Resisténcia a agdo fungicida da quitosana

Para avaliar a agé@o fungicida da quitosana sobre os esporos de Aspergillus niger
AN 400 foram preparadas: i) 3 placas de Petri contendo 10 mL do meio de cultura Agar
solidificado e 200 pL de gel de quitosana a 3% (controle), ii) 3 placas de Petri contendo 10
mL do meio de cultura e 200 pL da suspensao original de esporos (controle negativo) e iii) 3
placas de Petri contendo 10 mL do meio de cultura e 200 pL de uma solucdo preparada
usando 1 mL de gel de quitosana a 3% adicionado de 100 pL da suspensdo de esporos
(controle positivo) (GOMES, 2007).

Todo material utilizado no experimento, inclusive o0 meio de cultura &gar batata,
foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C, durante 20 minutos. O plagueamento foi
realizado em capela de fluxo laminar vertical da Pachane® com auxilio da chama de um bico
de Bunsen, de modo a minimizar a contaminagdo das placas e para que 0s meios ndo
solidificassem. As placas foram incubadas em estufa microbiologica a 28 °C, durante 6 dias e
observadas a fim de verificar o crescimento da espécie flngica. Todos os ensaios foram
realizados a pH = 6,0; onde a solubilidade da quitosana € minima e a a¢do dos grupos
aminicos da estrutura € reduzida, o que estabiliza (e minimiza) a atividade antimicrobiana dos

mesmaos.
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4.6 Ensaios de crescimento do Aspergillus niger para selecdo do suporte de quitosana

Experimentalmente foi realizado ensaio de crescimento do fungo imobilizado nas
esferas, filmes e membranas de quitosana a fim de avaliar o desempenho dos mesmos e, a
partir dai, selecionar o suporte mais adequado a ser utilizado no ensaio de biodegradacé&o.
Para tanto, foram montados trés reatores de 500 mL (Figura 8): um Erlenmeyer contendo
esferas de quitosana com o fungo imobilizado, outro contendo filmes de quitosana com o
fungo imobilizado e outro contendo membranas de quitosana com o fungo imobilizado, os
quais operaram durante 10 dias. Os reatores foram alimentados, a cada trés dias, com meio
nutricional (RODRIGUES, 2006) e aerados através de mini-compressores de ar (50 L/h).

Figura 8 - Ensaios de crescimento do Aspergillus niger AN 400 nos diferentes suportes de

quitosana preparados.

) FiLMe MEMBRANA

Fonte: Autor (2015).

4.7 Teste de solubilidade do suporte de quitosana selecionado

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de crescimento o suporte selecionado
como de maior eficiéncia para o desenvolvimento flngico foi colocado em Becker contendo
20 mL de uma solugdo tampdo de acetato de sodio 0,5 M (pH = 6) e ficou sob agitacdo
durante 24 horas. Apés esse tempo, o suporte foi lavado com agua destilada até a neutralidade
e seco a 105 °C durante 3,5 horas. Ao final, foi colocado para resfriar no dessecador por uma
hora e novamente pesado. O ensaio foi realizado em duplicata e as massas do suporte antes e

ap6s o tratamento foram comparadas (GARCIA et al., 2004).
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4.8 Microscopia eletronica de varredura do suporte de quitosana selecionado

A morfologia e microestrutura do suporte selecionado foram identificadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Para tanto, as amostras foram montadas em stubs
com o0 uso de fita adesiva dupla face condutora, recobertas com platina em metalizadora
Emitech® e observadas em Microscépio Eletrdnico de Varredura Zeiss DSM 940A sob

voltagem de aceleracdo de 15 kV.

4.9 Biodegradacao do pesticida metil paration

4.9.1 Montagem dos reatores em bateladas

Experimentalmente foram montados dois reatores em bateladas: um reator com
biomassa fungica de Aspergillus niger AN 400 imobilizada em suporte de quitosana (RBF) e
outro reator controle com suporte de quitosana sem o fungo (RC). Os reatores possuiam
volume total de 5 L e volume util de 4,5 L e foram vedados com tampa plastica. A aeracdo
dos reatores foi fornecida por mini-compressores com capacidade de 50 L/h e poténcia de 5
W. A composicdo do meio mineral que alimentou o reator em batelada (RBF) para o
crescimento da biomassa fungica esta descrita na Tabela 7.

Tabela 7 - Composi¢cdo do meio mineral que alimentou os reatores biologicos na etapa de

crescimento da biomassa fungica.

Composicéo Concentracéo (g/L)
(NH4)2SO4 0,50
NaNO3 0,25
KH,PO, 0,20
MgSQO, 0,25
CaCl,.2H,0 0,01
CuS0,4.7H,0 0,08
H,Mo0, 0,05
MnSQ,4.5H,0 0,05
Fe2(S04)3 0,05
ZnS0O, 0,04

Fonte: Rodrigues (2006).
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O meio nutricional foi autoclavado a 121°C, sob presséo de 1,5 Kgf.cm? durante
20 minutos. Ao reator bioldgico (RBF) foi adicionado 5 g/L glicose (cossubstrato). O
crescimento do fungo foi observado durante 15 dias, e a cada trés dias o meio mineral foi
trocado. Apds o processo de crescimento do fungo, 0 meio aquoso sintéetico foi preparado com
agua de torneira, acrescida de 1 mL/L da solugdo Vishniac (Tabela 8) e o pesticida metil
paration a 30 mg/L. Para os estudos de biodegradagdo foram introduzidos no reator bioldgico
cinco filmes de quitosana com Aspergillus niger AN 400 imobilizado, totalizando 18 g do

suporte. No reator controle (RC) a massa total dos filmes de quitosana foi de 17,2 g.

Tabela 8 - Composic¢do quimica da solucdo de Vishniac empregada como fonte mineral nos

reatores bioldgicos em batelada.

Composicéo Concentragéo (g/L)
EDTA sal dissodico 10,0
ZnS0,4.7H,0 4,00
MnCl,.4H,0 1,00
CoCl,.6H,0 0,32
(NH4)sM070,4.4H,0 0,22
CaCl,.2H,0 1,47
FeS0O,.7H,0 1,00

Fonte: Sampaio (2005).

A Figura 9a mostra o reator em batelada contendo a biomassa fungica imobilizada
sobre suporte de quitosana (RBF). O reator controle (Fig 9b) foi montado nas mesmas
condigOes do reator RBF, notadamente com filmes sem a presenga do Aspergillus niger AN
400 imobilizado. Os ensaios de biodegradacdo foram realizados em duplicata e os resultados

experimentais correspondem a média aritmética das determinac6es observadas.
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Figura 9 - Imagem do reator em batelada com biomassa fangica imobilizada sobre suporte de
quitosana (a) e do reator controle (b) usados nos estudos de biodegradacdo do pesticida metil

paration.

ReAjoprp 2

(sapco)
b) RC
Fonte: Autor (2015).

4.9.2 Operacao dos reatores em bateladas

Os reatores foram operados durante7 dias com retirada de aliquotas (V = 100 mL)
nos tempos reacionais de: 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h. Para avaliacdo da biodegradacao
foram realizadas andlises de: demanda quimica de oxigénio (DQO), pH e concentracdo do
pesticida.

As andlises de demanda quimica de oxigénio (DQQO) foram executadas conforme
descrito em APHA (2005). As andlises de nitrato e nitrito conforme APHA (2005) foram
realizadas apenas no final do processo a fim de avaliar as caracteristicas finais do efluente
apos tratamento biolégico. As medidas de pH foram realizadas utilizando-se pHmetro Misura
Line Modelo ML 1010 e as medidas espectrofotométricas quando requeridas foram
realizadas em espectrofotdbmetro Biospectro SP-220.

Para a determinacdo da concentracdo de pesticida foi utilizado um cromatdgrafo a
liguido SHIMADZU Modelo SPD20A/SPD 20AV. Para a anélise cromatografica as amostras
foram previamente filtradas em filtros Millipore com 0,45 um de porosidade antes da injecéo.
As medidas foram realizadas em quadruplicata para conferir maior precisdo aos valores das

medidas.
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Os pardmetros cromatograficos utilizados na determinagdo do pesticida

encontram-se relacionados na Tabela 9 e a curva de calibragdo obtida encontra-se no anexo |

deste trabalho.

Tabela 9 - CondicGes analiticas do sistema HPLC usado na determinag&o do pesticida metil

paration.

Parametros cromatograficos

Descricdo/Valores

Fase movel
Vazéo
Volume de inje¢éo
Detector
Absorbancia

Tempo de corrida

85% de acetonitrila + 15% agua
1,0 mL/min
20 pL
uv
270 nm

10 min

Parametros da coluna analitica

Descrigéo/Valores

Tipo (coluna de fase reversa)
Comprimento da coluna

/Espessura do filme

Column Shim Pack C18 - CLC ODS

25 cm; 4,6 pm

Fonte: Autor (2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo da quitosana como meio de suporte para a imobilizacdo de células
fangicas, na qual essa pesquisa se propde, é uma tecnologia inédita que gera possibilidades
para aplicacdo na biodegradagdo de agentes contaminantes. Nesse sentido, os resultados
apresentados nesse trabalho oferecem um direcionamento prévio para o desenvolvimento de

novas pesquisas com o tema relacionado.
5.1 Caracterizagdo da quitosana comercial

As caracteristicas fisico-quimicas tais como: perda por dessecacao, determinacao
do pH, residuo de ignicdo, grau de desacetilacdo e teor de material insollvel da quitosana

comercial estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Caracteristicas fisico-quimicas da quitosana comercial usada neste trabalho.

Parametro Valor

Perdas por dessecacao 11,5%
pH (1%) 8,1

Cinzas 1,7%

Grau de desacetilagéo 66,6%
Teor de material insolavel 14%

Fonte: Autor (2015).

Conforme Santos et al. (2011), o grau de desacetilacdo é uma das caracteristicas
mais importantes da quitosana e pode variar entre 50 e 95%, dependendo da metodologia
utilizada. A desacetilacdo consiste na retirada do grupo acetil da molécula da quitina que sera
substituido pelo grupo funcional amina, dando origem a molécula da quitosana. O grau de
desacetilacdo calculado foi de 66,6%, o qual se encontra dentro da faixa relatada por estes
autores. Em geral, as caracteristicas fisico-quimicas apresentaram-se compativeis com 0s

padrdes da quitosana comercial.

5.2 Resisténcia a acao fungicida do Aspergillus niger AN 400 a quitosana
Nesta etapa foram realizados testes comparativos para verificar a resisténcia da

linhagem Aspergillus niger AN 400 ao potencial antimicrobiano (fungicida) da quitosana.
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Para tanto, utilizou-se trés placas contendo meio de cultura e gel de quitosana, trés placas
contendo meio de cultura, gel de quitosana e esporos de Aspergillus niger AN4 00 e trés
placas contendo meio de cultura e esporos de Aspergillus niger AN 400.

As Figuras 10, 11 e 12 mostram os resultados dos ensaios microbioldgicos para

avaliacéo do efeito fungicida da quitosana ao Aspergillus niger AN 400.

Figura 10 - Placas utilizadas como "controle” (meio de cultura e gel de quitosana) nos ensaios

de avaliacdo do efeito fungicida da quitosana ao Aspergillus niger AN 400.

. .
[
'

Fonte: Autor (2015).

Figura 11 - Placas utilizadas como indicador negativo da acdo fungicida da quitosana ao

Aspergillus niger AN 400. Composicdo: meio de cultura e esporos.

ée

Figura 12 - Placas utilizadas como indicador positivo da acdo fungicida da quitosana ao

Fonte: Autor (2015).

Aspergillus niger AN 400. Composigdo: meio de cultura, gel de quitosana e esporos fungicos.

®®

Fonte: Autor (2015).
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Apos 6 dias de incubacdo do Aspergillus niger AN 400 nas placas usadas como
indicador positivo e negativo foi observado crescimento (aspecto visual) semelhante do
fungo, enquanto nem uma atividade microbiana foi observada nas placas utilizadas como
controle. Estes resultados mostraram a partir da metodologia utilizada que a espécie flngica
Aspergillus niger AN 400 foi resistente ao efeito antimicrobiano da quitosana, o que faz com
que essa espécie seja apropriada para a imobilizacdo em suportes desse polimero.

Gomes (2007) avaliou a resisténcia de esporos e células vegetativas de Bacillus
sp. LAMIOO07 a acdo antimicrobiana da quitosana, observando que 0s esporos resistiram a
quitosana até 24 h de contato enquanto as células vegetativas foram inibidas logo ap6s 1 h de
contato.

Na quitosana, assim como em qualquer suporte polimérico, a imobilizacdo de
micro-organismos requer um procedimento rigoroso que avalie os efeitos do polimero nas
células aprisionadas, especialmente, no caso da quitosana, pois essa substancia possui uma
forte atividade antimicrobiana (CHUNG et al., 2004; GIL et al., 2004). Para um micro-
organismo ser imobilizado em quitosana é necessario que ele resista a acdo toxica desse
polissacarideo. O segundo critério € que a espécie a ser imobilizada ndo produza enzimas
quitinoliticas, como é o caso da quitosanase, capazes de impedir o desenvolvimento da matriz

ou levar a sua desintegracdo, o que inviabiliza a sua utilizagdo como suporte (GOMES, 2006).

5.3 Producéo dos suportes de quitosana e selecdo do sistema de imobilizagédo
Os ensaios realizados na produgdo dos suportes podem ser considerados bastante
satisfatorios. As esferas mostraram-se consistentes e uniformes (Figura 13), provavelmente

devido ao eficiente controle do sistema de gotejamento.

Figura 13 - Imagem das esferas de quitosana obtidas na pesquisa.

Fonte: Autor (2015).
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Segundo Carvalho (2006), a velocidade de agitacdo, o volume da solugédo
coagulante e a altura apropriada entre o gotejador e o coagulante (NaOH) colaboram para que
as gotas de quitosana coagulem isoladamente, evitando assim que as esferas sejam
aglomeradas. Para este autor, as solucfes de quitosana e do coagulante devem apresentar
densidades aproximadamente iguais, assim as gotas de quitosana ndo encontram resisténcia
satisfatoria para se deformarem coagulando rapidamente, mantendo a forma esférica.

Apesar da producdo de membranas e filmes de quitosana ser um método simples,
a técnica requer alguns cuidados para alcancar um produto de qualidade. Uma das
dificuldades para a obtencdo da qualidade dos suportes deve-se as impurezas presentes na
solucdo. A retencdo de agua sobre a placa suporte durante o procedimento de deposi¢do pode
conduzir a uma secagem irregular, gerando “bolhas” e, em alguns casos, destacamentos
espontaneos em certas localizacbes podendo levar a ruptura do material (ASSIS; SILVA,
2003).

As membranas de quitosana se apresentaram estaveis e com poucas falhas
aparentes. Ao mergulha-las em glicerol 20%, com a finalidade de dar-lhes plasticidades e
evitar o desenvolvimento de enrugamentos e rachaduras foram originados os filmes. Em
tempo, é necessario evitar excesso de absorcdo de glicerol, pois sua alta propriedade
plastificante pode propiciar a impermeabilidade do suporte (ASSIS; SILVA, 2003). A Figura
14 mostra as membranas e filmes de quitosana produzidos nessa pesquisa.

Figura 14 - Imagens da membrana (a) e filme de quitosana (b) obtidos na pesquisa.

Fonte: Autor (2015).
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O aumento da flexibilidade das membranas poliméricas estd diretamente ligado a
adicdo de agentes plastificantes nas suas estruturas, induzindo a uma diminuigédo das forgas
intermoleculares ao longo da rede tridimensional. Estes plastificantes possuem a capacidade
de reduzir a resisténcia e aumentam a porcentagem de deformacdo devido a um aumento na
absorcdo de agua pelos filmes, conseguindo uma maior mobilidade na cadeia da quitosana
(MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010; AZEVEDO et al., 2006).

5.4 Selecdo do suporte de quitosana para o ensaio de biodegradacéao

A Figura 15 mostra os perfis de crescimento do Aspergillus niger AN 400 nos

diferentes suportes de quitosana preparados.

Figura 15 - Ensaios de crescimento do Aspergillus niger AN 400 nos suportes de quitosana.

el O R

f}'Me B

Fonte: Autor (2015).

O acompanhamento reacional durante 10 dias dos trés reatores contendo o0s
suportes de quitosana (esferas, filmes e membranas) contendo a espécie flngica imobilizada
mostrou que houve crescimento dos fungos com maior intensidade no reator contendo os
filmes de quitosana (Figura 15). Em termos, o filme de quitosana é o suporte que apresenta
menor resisténcia e adsor¢do na superficie devido a acao do agente plastificante, nesse sentido
durante o contato do suporte com 0 meio aquoso pode ocorrer maior movimentacdo dos
micro-organismos no seu interior, e deste para 0 meio externo.
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Nos reatores contendo esferas e membranas com fungo imobilizado, o
crescimento ocorreu de forma lenta, observando-se que € necessario um periodo maior de
tempo para o desenvolvimento fungico. Dessa forma, o suporte selecionado para o ensaio de
biodegradacdo foi o filme de quitosana, cuja habilidade do crescimento do fungo foi

satisfatoria em relacdo ao prazo determinado pelo ensaio.

5.5 Caracterizacgao do filme de quitosana

5.5.1 Teste de solubilidade

Segundo Damian et al. (2005), a quitosana é insoltvel em &agua, em solventes
organicos e em bases, sendo soltvel na maioria das solu¢bes de acidos organicos com pH
inferior a 6,0, pois é composta de grupos aminos protonaveis e torna-se soliivel em meios
polares a baixos pHs.

Ao fim do ensaio de avaliacdo da solubilidade foi observada uma perda de massa
de até 7,2%. Destaca-se que o teste de solubilidade aplicado no suporte de quitosana
selecionado determinou a resisténcia do mesmo ao meio ao qual ird atuar. Em geral, o
resultado encontrado foi considerado relativamente baixo, justificando a possibilidade de sua
aplicagéo.

Com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas e variar a taxa de
dissolucdo em meio acido desse polissacarideo, pode-se utilizar agentes reticulantes
(glutaraldeido, formaldeido, &cido sulfarico, acidos carboxilicos, genipina, tripolifosfato de
sodio, alginato, etc). Estas espécies quimicas permitem a formacdo de liga¢fes cruzadas com
a cadeia polimérica principal, favorecendo a obtencdo de redes, além de bloguear 0s grupos
amino com um agente bifuncional (COSTA; MANSUR, 2008).

5.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As analises por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) mostraram que o
filme de quitosana usado como suporte revelou uma superficie homogénea de baixo relevo
(Figura 16a). Na Figura 16b podem ser observadas células de Aspergillus niger AN 400

aderidas a superficie do suporte, o que confirma a imobilizacéo a este suporte.
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Figura 16 - Aspecto superficial do filme de quitosana sem células imobilizadas (a) e do filme

de quitosana com Aspergillus niger AN 400 imobilizado (b).

Pobe Det 1 um
40 SE 10000x

Fonte: Autor (2015).
5.6 Ensaios de remocao do pesticida metil paration com o suporte selecionado

A Figura 17 apresenta imagens ilustrativas do reator bioldgico em batelada (RBF)

em operacgdo a temperatura ambiente.

Figura 17 - Imagens do reator em batelada com biomassa fungica imobilizada de Aspergillus
niger AN 400 (RBF) em operacdo em diferentes tempos reacionais. a) 0 h, b) 24 h, c) 48 h, d)
72 h,e) 96 h, f) 168 h.

d)
Fonte: Autor (2015).
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Na Tabela 11 estdo mostrados os percentuais de remogdo do metil paration nos
reatores RBF (reator bioldgico) e RC (reator controle) ao longo das bateladas de tratamento.

Tabela 11 — Biodegradacdo de metil paration durante o tratamento biologico com Aspergillus

niger AN 400 imobilizado em suporte de quitosana. Massa de filme = 18,1 + 0,9 g.

% Remocao de metil paration/(concentracéo residual, mg/L)

Reator
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 168 h
RBF 0,0% 63,1% 75,9% 79,1% 83,1% 85,4%
(30,0mg/L) (11,21mg/L) (7,23 mg/L) (6,27 mg/L) (5,07 mg/L) (4,38 mg/L)
RC 0,0% 7,1% 7,4% 11,5% 15,3% 18,4%

(30,0 mg/L) (279 mg/L) (27,8mg/L) (26,6 mg/L) (25,4 mg/L) (24,5 mg/L)

Fonte: Autor (2015).

Com relacdo a concentracdo do pesticida metil paration, observou-se que
remocdes ocorreram nos dois reatores, RBF e RC, com eficiéncia total de biodegradacdo dos
sistemas de 85,4% e 18,4% no tempo reacional de 168 h, respectivamente, usando unicamente
0 pesticida comercial como fonte de alimentacédo e sem uso de cossubstrato.

A pesquisa realizada por Souza Neto (2012) demonstrou a viabilidade da
degradacdo de aguas residudrias sintéticas contendo os pesticidas atrazina, metil paration,
paraquat e deltrametrina usando reatores em batelada com indculo de Aspergillus niger AN
400 imobilizado em espuma de poliuretano. Os reatores operaram em 4 ciclos com duragéo de
7 dias e com a matriz aquosa acrescida de 0,5 g/L de glicose como cossubstrato. As remogdes
de matéria organica foram de 71%, 78%, 72% e 78% para 0s ciclos operacionais 1, 2, 3 e 4,
respectivamente.

Embora de acordo com Singh (2006), a presenca de cossubstrato contribua para a
melhor utilizacdo do poluente pelos fungos, pois o poluente, ao se envolver em reacdes
secundarias com os produtos formados durante a oxidacdo enzimética do substrato de facil
assimilacdo, fica mais disponivel a assimilacdo, os resultados obtidos neste estudo sdo ainda
mais promissores (85,4% de biodegradagdo), haja vista a auséncia de glicose no reator
bioldgico.

Ghosh e Philip (2004), estudando a degradacdo da atrazina em condicgdes
anaerdbias verificaram que a presenca de cossubstrato (glicose) resultou em melhor
mineralizacdo do herbicida do que no reator que foi empregado de atrazina como Unica fonte

de carbono. O reator que recebeu 150 mg/L de glicose e concentragédo de atrazina de 15 mg/L
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alcancou 43% a 45% de remocgdo em cinco dias. Entretanto, a remocdo de atrazina no reator
que utilizou somente o agrotdxico como fonte de carbono foi de 50% e 60%, em 35 e 100
dias, respectivamente, e no reator que usou atrazina como fonte de carbono e nitrogénio, a
remocao foi de 30% a 45%, em 150 dias.

No reator controle as remocGes podem ser consideradas baixas (< 5 mg/L) e
provavelmente estdo associadas a adsorcdo do pesticida ao filme de quitosana ou alguma
atividade bioldgica de outros micro-organismos presentes no ambiente de trabalho.

A Tabela 12 apresenta as remocdes da matéria organica nos reatores em estudo.

Tabela 12 - Valores de matéria organica durante o tratamento biol6gico com Aspergillus niger

AN 400 imobilizado em suporte de quitosana. Massa de filme = 18,1 £ 0,9 g.

% Remocao de DQO/(DQO residual, mg O,/L)

Reator
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 168 h
RBF 0,0% 62,1% 96,9% 64,5% 50,7% 32,2%
(308,5 mg (117,1 mg (9,63 mg (109,4 mg (152,2 mg (209,2 mg
0O,/L) 0O,/L) 0O,/L) 0O,/L) O,/L) O,/L)
RC (0,0 mg (188,9 mg (201,1 mg (203,1 mg (207,2 mg (229,9 mg
0,/L) 0,/L) 0,/L) 0,/L) 0,/L) 0,/L)

Fonte: Autor (2015).

Em termos de DQO, no reator RBF a maior eficiéncia de remocao foi observada
no 2° dia de operacdo, com percentual de 96,9%. J& no reator controle (RC) observa-se um
aumento gradativo da DQO.

Na Tabela 12 observa-se ainda que o reator RBF apresenta significativa remocéo
de matéria organica até 48 horas de operacédo, periodo a partir do qual a atividade bioldgica
diminui, o que pode ser atribuido, provavelmente, a0 aumento da matéria organica no meio
reacional devido a dissolucdo da quitosana em pH &cido (aproximadamente 3,0). A dissolucdo
da quitosana no reator foi verificada a partir dos valores crescentes da DQO no reator controle
(RC). Neste contexto deve ser considerado também o aumento da matéria organica decorrente
da formacdo de compostos acidos, os quais sdo responsaveis pela diminuicdo do pH do
sistema (WANDERLEY, 2007; ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Estudos realizados por Silva et.al. (2012) detectaram que o fungo Aspergillus
niger AN 400 imobilizado em espuma de poliuretano foi eficiente na remogdo de matéria
organica de efluente sintético de laticinio alcangando uma remocdo maxima de 71% da DQO.
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As variagdes de PH nos reatores bioldgico e controle estdo apresentadas na Tabela
13 a sequir.

Tabela 13 — Variacdes de pH obtidos durante os ensaios de biodegradacdo nos reatores em

batelada contendo biomassa fungica imobilizada (RBF) e controle (RC).

Valores de pH

Reator
0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 168 h
RBF 5,8 29 2,7 3,2 3,6 6,5
RC 5,8 6,3 6,4 6,7 7,0 7,3

Fonte: Autor (2015).

Na Tabela 13 observam-se variaces acentuadas do pH durante as primeiras 48 h
da batelada no reator contendo biomassa fungica imobilizada em filme de quitosana (RBF),
correspondente a variac@es de até 3,1 unidades de pH, o que pode ser atribuido a degradacéo
do metil paration no meio reacional com a formacao de compostos acidos como o 4-nitrofenol
e o dimetil-(1-hidroxibutil) fosfonato e ao consumo preferencial de nitrogénio amoniacal
quando NH;" e NO;™ encontram-se presentes no meio (ESPOSITO, AZEVEDO, 2004). No
reator controle (RC), o pH oscilou no intervalo de 5,8 a 7,3, provavelmente devido a
dissolucdo de quitosana no meio, o que tende a elevar o valor do pH.

Estudos realizados por Assis et al. (2002) utilizando Geotrichum candidum para o
tratamento do efluente da indlstria do azeite de oliva, observaram diminuicdo do pH, que
também foi atribuida a geracdo de acidos organicos. Rodrigues et. al. (2007), a0 empregarem
agua residuaria sintética com fenol em reatores em batelada inoculados com Aspergillus
niger, observaram reducdo inicial nos valores de pH, principalmente naqueles que continham
glicose como cossubstrato, nos quais a diminuicdo dos valores de pH foi mais rapida em
relacdo aos demais reatores, representando a atividade microbiana mais intensa.

A faixa acida de pH é importante para o bom crescimento de fungos do género
Aspergillus em processos aerobios, e segundo Wheller (1991) os valores devem se situar entre
3,3 e 7,5 (6timo em pH = 5,0). Porém, é preciso observar que o meio acido inviabiliza a
integridade do suporte de quitosana, o qual se dissolve em pH inferior a 6,0. Ao final da
operacdo do reator RBF, os filmes de quitosana apresentaram perdas de massa de 25% e 5%,

respectivamente no reator bioldgico contendo quitosana e fungo imobilizado e reator controle.
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Quanto aos teores de ions nitrogenados no reator bioldgico ao fim do processo
reacional foram encontrados teores de nitrato (NOgs) e nitrito (NO;) de 4,33 mg/L e 2,29
mg/L, respectivamente, 0s quais sdo compativeis com as concentracdes maximas esperadas de
NOs (7,06 mg/L) e NO; (5,24 mg/L) a serem obtidas na degradacdo do pesticida a uma
concentragéo inicial de 30 mg/L.
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6 CONCLUSOES

A quitosana comercial com grau de desacetilacdo de 66,6% mostrou-se como um
adequado biomaterial para a imobilizacdo da Aspergillus niger AN 400, principalmente na
forma de filmes (suporte selecionado), onde o crescimento microbiano ocorreu com maior
intensidade.

Os ensaios microbioldgicos de avaliagdo da acdo fungicida da quitosana ao
Aspergillus niger AN 400 mostraram, nas condicdes estudadas, uma consideravel resisténcia
aos possiveis efeitos toxicos do suporte de imobilizacdo (filmes de quitosana), justificando a
aplicabilidade ou uso dos mesmos.

Os filmes de quitosana preparados apresentaram superficie regular ou homogénea
com baixo relevo, maledveis ou flexiveis quanto a sua trabalhabilidade, o que favoreceu a
adesdo e a sua manipulacdo e recuperabilidade dentro do tratamento operacional. A
solubilidade em meio levemente &cido (pH = 6,0) mostrou-se baixa (< 8%), o que favorece a
aplicabilidade, porém em meio acido (pH < 4) as perdas de massa foram proximas a 25%.

Os ensaios em reator em batelada contendo o fungo Aspergillus niger AN 400
imobilizado evidenciaram que os filmes de quitosana possuem potencial para uso em
biodegradagdo com pesticidas. Para o metil paration foram encontradas remocGes de até
85,4% em 48 horas de tratamento, a temperatura ambiente, pH préximo a 3,0 e na auséncia de
fonte complementares de glicose.

As variacdes de DQO nas primeiras 48 horas de tratamento bioldgico com
Aspergillus niger AN 400 imobilizado em filmes de quitosana variaram entre 62 e 97%, as
quais sdo promissoras para este tipo de aplicacao tecnoldgica.

Os niveis de NOs (4,33 mg/L) e NO; (2,29 mg/L) sdo compativeis com as
méaximas concentracdes tedricas obtidas para a conversdo do pesticida e corroboram com as
eficiéncias de biodegradacao do tratamento realizado.

Os suportes de quitosana desenvolvidos sdo “ecologicamente corretos” e
inovadores na imobilizacdo de fungos, tem potencial de utilizacdo em tratamentos bioldgicos
de poluentes ambientais de interesse e justificam um contexto de sustentabilidade pelo

reaproveitamento de subprodutos da carcinicultura local.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros relatam-se:

o Realizar estudo comparativo das biodegradacdes de metil paration com células livres e
imobilizadas de Aspergillus niger AN 400 avaliando os diferentes pardmetros
reacionais.

o Investigar a formacdo de co-produtos na biodegradacdo do metil paration com
Aspergillus niger AN 400 visando identificar a rota bioldgica utilizada e a toxicidade
do efluente final produzido.

o Tratar os suportes de quitosana com agentes reticulantes e em diferentes proporgdes,
tendo em vista avaliar a resisténcia do Aspergillus niger AN 400 ao efeito tdxico
dessas substancias.

o Aprimorar o processo de imobilizacdo dos fungos em esferas de quitosana visando
operacdes de tratamento em reatores de leito fixo ou fluidizado, avaliando ainda as
propriedades mecanicas dos materiais preparados.

o Avaliar a eficiéncia de biodegradacdo em efluentes reais contendo diferentes
pesticidas usando reatores bioldgicos com biomassa imobilizada de Aspergillus niger
AN 400.
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Anexo | — Curva de calibracdo para o metil paration.
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Equation y=a+bx
Weight No Weighting
Residual Sum of 8,0921E7
_ Squares
50000 Adj. R-Square 0,99788
Value Standard Error
Area Intercept -4084,71306 3066,03883
Area Slope 7078,15127 145,8641
0 T T T T
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Fonte: Autor (2015).
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