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RESUMO - O biopolimero quitosana pode ser obtido através da reacdo de desacetilacao
da quitina, polissacarideo encontrado no exoesqueleto de crustaceos. Neste trabalho, a
quitosana foi obtida a partir de carapacas de camardo de dgua doce cultivados na regido
oeste do Paranda, sendo submetida aos processos de secagem em estufa elétrica (EE) e
utilizando CO, supercritico (CS). As amostras foram caracterizadas por RMN *H, FTIR,
fisissorcdo de N, (B.E.T.) e MEV e aplicadas na remogdo de amonia em efluentes
sintéticos uma vez que este composto influencia fortemente na dindmica do oxigénio
dissolvido no meio aquético, afetando a fisiologia dos organismos. Os resultados
indicaram que a secagem em CS aumentou drasticamente a area superficial e 0 volume de
poros bem como a eficiéncia de remocdo de amdnia em efluentes sintéticos, sendo
possivel remover 68,8% e 98,2% de ions amonio utilizando as amostras secas por EE e
CS, respectivamente, apds 3 horas de agitacdo em pH 7,5 a temperatura ambiente, com
apenas 0,05% (m/m) de quitosana.

1. INTRODUCAO

A industria pesqueira tem entre seus rejeitos matérias primas de grande importancia, tais como
carapacas de caranguejos e de camardes, das quais pode-se extrair quitina, polissacarideo que pode
ser processado quimicamente resultando em quitosana, um biopolimero com diversas possibilidades
de aplicacdo devido, dentre outros fatores, as propriedades que lhe conferem os grupos amino (-NHy),
obtidos pela conversdo dos grupamentos acetamido (-NHCOCHs3) (Figura 1). Suas aplicagOes
industriais e tecnoldgicas vém sendo exploradas ha décadas podendo-se citar como exemplo a
producdo de cosméticos, drogas e medicamentos, aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis,
desenvolvimento de biomateriais e na industria téxtil, como alternativa no tratamento de efluentes
com a presenca de corantes.
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Figural: Estrutura do biopolimero quitosana onde predominam grupos amino (NH,) resultantes da
desacetilagdo de grupos acetamida (-NHCOCH;) da quitina.

A potencialidade deste tipo de residuo, que corresponde a 40% da producdo, deve-se a sua
composicdo: altos teores de quitina (15-20%), proteinas (25-40%), sais inorganicos (cinzas 40-55%) e
pigmentos carotenoides (cerca de 15%) (Tolaimate et al., 2003). No Brasil ha grande disponibilidade
deste tipo de residuo no litoral, e em menor ocorréncia, no interior: é o caso da regido oeste do Parana
devido a crescente producdo de camardo de agua doce em consorcio com o cultivo de tilapia em
tanques escavados; este fato, aliado aos aspectos promissores de aplicacdo de quitosana em diversas
areas, motivou-nos a produzir em nosso laboratorio este biopolimero, com elevado grau de
desacetilacdo (GD). Quanto mais elevado for o0 GD da quitosana maior serd a influéncia, do ponto de
vista quimico, sobre algumas de suas propriedades, como por exemplo, hidrofobia, capacidade de
sofrer reticulagcdo mediante agentes de entrecruzamento, solubilidade e viscosidade em solucdes. As
quitosanas comerciais possuem, geralmente, GD variando de 70 a 95%, com massa molecular na
faixa de 10 a 10° kDa e estrutura semicristalina.

No processamento de quitina para obtencdo de quitosana, a etapa de secagem deve ser
manipulada de modo a manter as caracteristicas originais do produto ou entdo visando modificacdes
de interesse, além de assegurar-lhe umidade adequada para fins de armazenamento e comercializacéo.
Dentre os métodos de secagem que podem ser aplicados a quitosana, pode-se destacar alguns:
secagem em estufa; por liofilizacdo por Spray drying e pelo método inserido neste trabalho, utilizando
CO, supercritico (SAS- Supercritical Antisolvent Precipitation) e estudos avaliando a influéncia da
técnica de secagem sobre as propriedades da quitosana tém sido relatados (Garcia-Bermenjo et al.
(2012).

Devido as propriedades de quitosana que favorecem a adsorc¢do, testou-se neste trabalho o uso
deste material para a remogdo de ions amonio (NH4") em efluentes aquicolas. Sabe-se que dentre os
compostos nitrogenados dissolvidos na agua o ion NH," e a amonia (NH3) constituem a amdnia total
ou nitrogénio amoniacal total, também chamado simplesmente de amdnia (Arana, 2010) e no meio
aquatico, especialmente quando o pH é &cido ou neutro, a aménia formada é instavel, sendo
convertida por hidratacdo a ion amonio (NH;"). Em meio alcalino, a possibilidade de ocorréncia desse
processo € muito reduzida, podendo causar aumento da concentracdo da forma ndo ionizada (NHs),
que € a forma mais toxica para 0s organismos aquaticos. A amonia é ainda o principal produto de
excrecdo dos peixes além de ser gerada da decomposicdo da matéria organica (restos de racéo),
excesso de adubacdo orgéanica, morte do fitoplancton, dentre outras fontes (Lazzari & Baldisserotto,
2008).
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Na criacdo de peixes carnivoros, o aparecimento de altos niveis de amonia na agua de cultivo
pode ser agravado pelos elevados niveis de proteina das racdes. De acordo com Kubitza (2003),
valores de aménia ndo ionizada acima de 0,20 mg L™ ja sdo suficientes para induzir toxicidade
cronica e levar a diminuigdo do crescimento e da tolerancia dos peixes a doengas. Niveis de amonia
entre 0,70 e 2,40 mg L™ podem ser letais para os peixes, quando expostos por curto periodo.
Exposicdo continua ou frequente a concentracdes de aménia téxica acima de 0,02 mg L™ pode causar
intensa irritacdo e inflamacdo nas branquias. Dessa forma, deve-se manter baixa a concentracdo de
amonia em cultivo de peixes e evitar grandes alteracfes da qualidade da dgua de um sistema artificial
de criacéo.

A necessidade de desenvolvimento de materiais adsorventes, capazes de remover nitrogénio
amoniacal de tanques de cultivo de organismos aquaticos motivou-nos a avaliar a performance de
quitosana para esta aplicacdo, apds diferentes processos de secagem e sob diferentes simulagGes de
ambiente aquatico

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Producéo de Quitosana e métodos de secagem

A quitina foi extraida de exoesqueletos de camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii
através de desmineralizacdo e desproteinacdo (Tolaimate et al. 2003) e seguiu para reacdo de
desacetilacdo nas condicdes: propor¢do quitina/base 2,5% (m/V) sendo a base solucdo de NaOH 50%
(m/V), sob a refluxo por 10 horas a 100°C. O produto da reagdo foi lavado até pH neutro e seco a
60°C por 24 horas. Trés procedimentos de secagem de quitosana foram testados: dois para secagem
em estufa, para as amostras identificadas como Q1 e Q2 e secagem por CO, supercritico, para a
amostra Q3 (Tabela 1). Em cada caso o preparo da amostra consistiu na solubilizacdo quitosana em
HCI 0,1 M, na proporcdo de 0,4% (m/V), seqguido da precipitacdo por gotejamento em solucdo de
NaOH 2,0 M, sob agitacdo. O material precipitado foi filtrado e lavado com solucdes de concentracao
crescente de etanol absoluto (10, 30, 50, 70, 90 e 100%)

2.2 Caracterizacao fisico-quimica de quitina e quitosana

A eficiéncia das etapas de desmineralizacdo e desproteinacdo no isolamento de quitina foi
avaliada pelo teor de cinzas apds incineracdo em mufla a 600°C e o conteudo proteico foi medido por
método Kjeldahl e ensaio de Biureto, antes e apos os processos. O grau medio de acetilacdo (GA) das
quitosanas foi obtido por RMN H e caracterizacdo dos grupos funcionais por espectroscopia na
regido do infravermelho (FTIR) (Santos et al., 2003). Para verificacdo da morfologia e tamanho das
particulas utilizou-se microscopia eletronica de varredura (MEV) em um equipamento FEI — Quanta
400. A estrutura porosa e volume de poros obteve-se por Método de fisissor¢cdo de Nitrogénio —
B.E.T.).

2.3 Testes de Utilizacdo de Quitosana para Remocao de Amonia

Preparou-se solugdes correspondentes a efluentes sintéticos a partir NH4Cl, sendo o pH fixo em
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7,5. A concentragdo de ions NH," das aliquotas coletadas nos ensaios foram analisadas pelo método
do fenato.

Submeteu-se as amostras de quitosana submetidas a diferentes processos de secagem (Q1 e Q2
em estufa) e Q3 (por CO, supercritico) aos ensaios para avaliacdo da capacidade de adsorcao de ions
amonio variando-se 0s parametros experimentais: Efeito da concentracdo do adsorvente: Ensaios com
5,2 mg.L™ de fons NH," para trés concentracdes de cada uma das amostras de quitosana (Q1, Q2,
Q3): 0,05; 0,1 e 0,2% (m/m). As suspensdes foram agitadas por trés horas em camara incubadora com
agitacdo tipo shaker (100 rpm) e a seguir centrifugadas a 2500 rpm por 2 minutos para anélise da
concentragio de fons NH,". Foram realizadas quatro repeticdes de cada condicdo e eficiéncia de
remocao de amdnia (%) foi determinada conforme Equacéo 1, utilizando os valores médios. Efeito da
concentracdo de ions NH4": concentragdo de Q1, Q2 e Q3 igual a 0,05% (m/m) e concentragdo de
fons NH,": 0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10; 20; 50 e 100 mg L™, mantidas as condicdes anteriores. A
eficiéncia de remocédo de amdnia (%) foi determinada conforme Equacéo 1.

(¢, ;) (1)
'

ER(%) = x100

0

Onde ER (%) corresponde ao teor de ions amoénio removidos e Co e C; correspondem as
concentracdo inicial e final de ions aménio no efluente sintético.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Caracterizacdo de quitina e quitosana.

Os principais parametros a serem avaliados com relacdo a obtencdo de quitina dizem respeito a
eficiéncia das etapas de desmineralizacdo (DM) e desproteinacdo (DP) ap06s os tratamentos acido e
alcalino e ao rendimento em quitina. Avaliou-se neste trabalho 0 %DM e %DP e obteve-se eficiéncia
de 99.8% e 99.9%, respectivamente. O rendimento em massa (%m.m™) de quitina foi de 20%, que
estd compreendido na faixa de valores para teor de quitina em carapaca de camarao relatados na
literatura (Tolaimate et al., 2003). A escolha dos métodos de DM e DP (concentracdo das solucdes,
tempo e temperatura) levou em conta que se deve buscar manter a estrutura nativa do biopolimero,
minimizando degradagéo ou desacetilacdo parcial.

Ao produzir quitosana através de reacdo de desacetilacdo da quitina parametros chave para sua
identificacdo sdo o Grau de Desacetilacdo (GD) e a identificacdo dos grupos funcionais. Com relagao
a GD, o metodo de desacetilacdo escolhido neste trabalho levou em conta resultados relatados na
literatura para desacetilacdo de quitinas isoladas de camardo com GD superior a 70% (Tolaimate et
al., 2003) considerando-se que diferentes fontes de quitina podem requerer diferentes tempos de
reacdo de desacetilacdo para chegar ao mesmo GD. Apos a purificacdo da quitosana obtida neste
processo realizou-se a caracterizagdo por RMN'H e obteve-se os dados apresentados na Tabela 1.
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Tabelal — CondicGes de secagem e caracteristicas fisico quimicas apos 0 processo

Amostra Secagem Porosidade Desacetilacao
Temperatura Pressdo Area Volume  Tamanho
Tempo (h) o) (bar) Superfi(lzial de Por?s de Poros GD (%)
(m2.g™) (cm’.g?) A)
Q1 24 60 1,013 1,07 0,0055 98,2 95,8
Q2 1%:0,17; 2% 24* 60 1,013 16,7 0,0469 56,2 97,2
Q3 2 32 74,0 202,1 1,489 14,7 95,5

* secagem em duas etapas

A identificacdo dos grupos funcionais referentes a quitina e quitosana foi obtida por Analise
espectroscopica vibracional (FTIR) onde bandas caracteristicas de grupos acetamido e amina foram
observados (gréaficos ndo exibidos) e conferem com bandas relatadas na literatura (Santos et al.,
2003): banda de estiramento axial de OH entre 3440 a 3480 cm™, a qual aparece sobreposta & banda
de estiramento N-H; deformacéo axial de C=O de amida | (entre 1661 a 1671 cm™); deformacdo
angular de N-H (entre 1583 a 1594 cm™); deformagcdo angular simétrica de CH5 (entre 1380 a 1383
cm™); deformacdo axial de -CN de amida (por volta de 1425 cm™) e deformacdo axial de -CN de
grupamentos amino (entre 1308 a 1380 cm™), além de bandas de estruturas polissacaridicas na regido
de 890 — 1156 cm™ Os picos correspondentes aos tipos de ligacdo nas amostras de quitosana que
passaram por processos de secagem diferentes demonstraram que ndo ha variacdes significativas
oriundas do processo se secagem.

Com relacdo as caracteristicas superficiais das particulas de quitosana, é possivel verificar nas
micrografias da Figura 2 que a secagem com CO, supercritico - SAS diminuiu significativamente o
tamanho das particulas e suas caracteristicas superficiais (Fig. 3c). As particulas da amostra Q3
possuem formas mais homogéneas e superficies menos rugosas que as particulas de Q1 e Q2.
Comparando as particulas das amostras Q1 (Fig. 3a) e Q2 (Fig. 3b), nota-se que a rapida secagem de
um filme de baixa espessura em Q2 resultou em particulas de tamanhos regulares, com superficies
mais rugosas e maior area superficial (Tabela 1).

(a) (b) (c)
Figura 2: Micrografias das amostras (a) Q1, (b) Q2 e (c) Q3. Aumento de 500 x.
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Os processos de secagem utilizados nas amostras de quitosana interferem diretamente na area
superficial e porosidade do material (tamanho e volume de poros). Com base nas informagdes
extraidas das isotermas de adsorcdo/dessorcdo (ndo apresentadas) e nos dados da Tabela 1, as
amostras de Q1 e Q2 possuem baixa porosidade e area superficial. Entretanto, para Q2, além da
diminuicdo aparente do tamanho das particulas, quando comparada com Q1 (Figs. 3a e 3b), o
aumento da area superficial se justifica também pelo incremento da rugosidade da superficie, causada
pela rapida eliminacdo do solvente. Mesmo com volume de poros 8,5 vezes maior do que Q1, os
poros da amostra Q2 possuem tamanhos reduzidos o que provavelmente esta associado as tor¢des
sofridas pelas cadeias poliméricas durante a secagem, ndo somente na superficie, mas também no
interior das particulas.

A precipitacdo de particulas de quitosana por SAS causou um grande aumento no valor da area
superficial na amostra Q3 (202,1 m®.g™) devido & obtencio de particulas muito finas, com elevado
volume de poros (32 vezes maior que Q2), o que tende a favorecer a exposicdo dos grupos amina.
Aliado a estas caracteristicas, 0 tamanho médio em torno de 15 A favorece o acesso de moléculas de
tamanho cinético equivalente a faixa dos micro/mesoporos aos grupos amina. Tais caracteristicas sao
capazes de potencializar a aplicacdo do material como adsorvente, o que sera demonstrado a seguir
através dos resultados de uso de Q1, Q2 e Q3 como adsorvente de amdnia em efluentes aquicolas.

3.2 Utilizacdo de quitosanas com processo de secagem variado na adsor¢do de aménia em
efluentes sintéticos

Para a simulagdo de efluentes aquicolas foram preparadas solu¢des, identificadas como efluentes
sintéticos, cujas concentracdes de amonia (na forma de ions NH,") abrangeram os teores minimos nos
quais espécies de ambiente aquéatico sofreriam alteracbes e danos fisioldgicos, mas também
extrapolaram consideravelmente os valores previstos para este tipo de ambiente. Sabe-se que algumas
espécies como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) toleram limites maximos de am6nia em torno
de 0,3 mg L™ enquanto outras como a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e catfish (Ictalurus
puntactus) toleram niveis de 2,6 e 3,1 mg L™, respectivamente.

A remocéo de fons amdnio (NH,") de efluentes é uma estratégia importante no controle do teor
de aménia (NHs) destes locais, pois embora a membrana de peixes ndo seja permeavel a NH4" e sim a
NHs;, sabe-se que aumentos no pH do efluente provocam a conversdo de ions amobnio em amdnia,
resultando em toxicidade aos organismos.

Neste contexto, apds obter amostras de quitosana cujas caracteristicas fisico-quimicas oriundas
do processamento de secagem indicaram potencializa¢do de seu uso como adsorvente, testou-se 0 uso
de tais amostras na remocdo de ions amoénio em efluentes sintéticos. No estudo inicial para uma
concentracdo inicial fixa de ions amonio, variou-se a concentracdo do adsorvente a fim de determinar
qual a menor concentracdo possivel para uma alta eficiéncia de remocdo (Figura 3).

Observa-se pelos resultados da Figura 3 (a) que quando o processo de secagem da quitosana é

via CO; supercritico, a eficiéncia da remocdo de amonia é praticamente 100% e cerca de 30%
superior a remocao obtida quando o processo de secagem é feito em estufa. Nota-se ainda que,
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embora a simples alteracdo do método de secagem em estufa (secagem em duas etapas) provoque
aumento da area superficial (cerca de 16X) e do volume de poros (cerca de 9X) tais caracteristicas
ndo influenciam na performance da amostra em adsor¢do dos ions amonio. Observa-se ainda para a
amostra Q3, a remoc¢do de amonio em funcdo da concentracdo de adsorvente praticamente ndo varia,
0 que favorece o aumento de escala, e que para as amostras Q1 e Q2 o aumento de 4 vezes na
concentracdo de quitosana provoca pequeno aumento na eficiéncia de remogéo (4%).
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Figura 3: (a) Influéncia da concentracdo do adsorvente na remocdo de amonia para Cypg+= 0,52
mg.L™?, pH=7,5 e temperatura ambiente; (b) Influéncia da concentracéo inicial de NH;" sobre a
eficiéncia do adsorvente

A partir das observacdes da Influéncia da concentragdo do adsorvente na remocgdo de NH,"
buscou-se avaliar o efeito da concentracdo inicial de ions amoénio sobre a eficiéncia de remocéo para a
amostra que apresentou melhor resultado no ensaio anterior (Q3) e na menor concentragéo utilizada
(0,05% m.m™), que apresentou 0 mesmo efeito que para uma concentracdo quatro vezes maior. Os
efluentes sintéticos preparados apresentaram concentragdes de ions amonio que simulam o efluente
real (de zero a cerca de 20 mg.L™) bem como valores elevados (Figura 3 b). Pela anélise dos
resultados é possivel perceber que para as amostras Q1 e Q2 o aumento da concentracdo de ions
amonio até cerca de 10 mg.L™ favorece a adsorcdo que pode chegar a um méximo de 84% de
eficiéncia (Q2). Para concentragdes superiores a eficiéncia de remocdo cai para valores entre 70%
(Ql) e 77% (Q2). Ja para a amostra Q3 nota-se 0 aumento da eficiéncia com o aumento da
concentracdo de fons até 1 mg.L™ e para valores superiores a eficiéncia de remogéo sofre queda até
cerca de 74% para a maior concentracdo testada neste trabalho. Nota-se ainda que para concentrag6es
de fons aménio acima de 50 mg.L™* ocorre a saturacio dos adsorventes utilizados.

4.CONCLUSOES

A secagem por CO, supercritico provocou alteragdes marcantes nas caracteristicas das
particulas de quitosana: expressivo aumento do volume de poros e da area superficial, sem nenhum
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tipo de modificacdo estrutural. Tais caracteristicas potencializaram a utilizacdo da quitosana como
adsorvente, o que foi demonstrado na eficiéncia de remogdo de ions amoénio em efluente sintético,
sendo capaz de remover 98,2% dos ions utilizando a amostra seca por CO, supercritico, ap6s 3 horas
de agitacdo em pH 7,5 a temperatura ambiente, com apenas 0,05% (m/m) de s6lido adsorvente.

5. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Prof. Dr. Lucio Cardozo Filho (UEM/DEQ) pelo apoio na secagem
das amostras por CO, supercritico.

6. REFERENCIAS

ARANA, L.V. Qualidade da 4gua em aquicultura — principios e praticas. 3? edicdo. Florianopolis:
Editora UFSC, 2010.

GARCIA-BERMEJO, A. B.; CARDELLE-COBAS, A.; RUIZ-MATUTE, A. |.; MONTANES,
F.; OLANO, A.; CORZO, N. Effect of drying methods on the reactivity of chitosan towards
Maillard reaction. Food Hydrocolloids, v. 29, p. 27-34, 2012.

KUBITZA, F. Qualidade da agua na producdo de peixes. 32 ed. Jundiai: CIP — USP, 2003.

LAZZARI, R. & BALDISSEROTTO, B. Nitrogen and phosphorus waste in fish farming.
Boletim do Instituto de Pesca, v.34, (4), p.591-600, 2008.

SANTOS, J. E.; SOARES, J. P.; DOCKAL, E. R.; CAMPANA-FILHO, S. Caracterizacdo de
quitosanas comerciais de diferentes origens. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v. 13, p. 242-249,
2003.

TOLAIMATE, A.; DESBRIERESB, J.; RHAZIA, M.; ALAGUIC, A.. Contribution to the

preparation of chitins and chitosans with controlled physico-chemical properties. Polymer, v. 44,
p. 7939-7952,2003.

Area tematica: Engenharia Ambiental e Tecnologias Limpas 8





