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RESUMO 
 
Neste trabalho foi avaliada a capacidade sorbente da quitosana comercial em pó e 

biotecnologicamente processada em microesferas na descoloração de efluente industrial, 

sendo utilizados na concentração de 0,514g para cada 50mL do efluente. Os resultados 

obtidos demonstraram uma significativa redução da DQO (Demanda Química de Oxigênio) 

pela quitosana em microesferas (99%) do que em pó (96%), com 168horas de contato. 

Resultados semelhantes foram obtidos no processo de descoloração do efluente industrial, 

tendo sido evidenciada uma remoção da cor do efluente de 98% e 96%, respectivamente, 

para microesferas e quitosana em pó, no mesmo período de contato. Os resultados obtidos 

com a quitosana em pó serviram de base para os estudos desenvolvidos com a produção 

microbiológica de quitosana por Absidia corymbifera, considerando o baixo custo daquele 

processo. Os experimentos foram realizados utilizando um planejamento fatorial completo 

23, tendo como varáveis o resíduo industrial milhocina (obtido do beneficiamento do milho), 

glicerina (obtida do excedente da produção do biodiesel) e uréia, tendo como variáveis 

respostas a produção de biomassa e de quitosana. Os resultados obtidos indicaram uma 

produção máxima de biomassa de 21g/L e 88mg/g de quitosana.  O polímero microbiológico 

foi caracterizado através do espectro de absorção ao raio infravermelho e difração de raios-

X, indicando 90,3% de deacetilação e um índice de cristalinidade de 21%. A eficiência da 

quitosana em pó na adsorção foi avaliada utilizando um planejamento fatorial 2², tendo como 

variáveis a concentração de quitosana e agitação, sob a variável resposta descoloração. Os 

resultados obtidos demonstraram um processo de remoção de 100,0% da cor do efluente de 

indústria produtora de refrigerantes e sucos, com uma redução de DQO de 99,8% e 90,0% 

de SST (Sólidos Suspensos Totais). Desta forma, os resultados confirmam a eficiência da 

quitosana microbiológica no processo biotecnológico de descoloração de efluente, sugerindo 

ser um método alternativo para minimizar a poluição das águas receptoras e reuso da água. 

 

 

 

Palavras-chaves: Quitosana, Absidia corymbifera, efluente industrial, remoção da cor. 
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ABSTRACT 
 
 

This work was evaluated the ability of commercial chitosan as sorbent powder and 

biotechnologically processed microspheres in the decoloration of industrial wastewater, 

being used at a concentration of 0.514 g per 50 ml of effluent. The results showed a 

significant reduction of COD (Chemical Oxygen Demand) by chitosan microspheres (99%) 

than powder (96%), during 168 hours of contact. Similar results were obtained during the 

decolorization of the industrial effluent; it was revealed a color removal of wastewater to 98% 

and 96%, respectively, for microspheres and chitosan powder in the same period of contact. 

The results obtained with chitosan powder were used for the studies with the microbial 

production of chitosan by Absidia corymbifera, considering the low cost of that process. The 

experiments were carried out using a 23 full factorial design, with variables such as industrial 

waste corn steep liquor (obtained from milling of corn), glycerin (obtained from excess of 

production of biodiesel) and urea, with the variables response and biomass production of 

chitosan. The results indicated the maximum yield of biomass of 21g/L and 88mg/g of 

chitosan. The microbiological polymer was characterized by absorption spectra of the 

infrared ray and X-ray diffraction, indicating 90.3% of deacetylation and a crystallinity index of 

21%. The efficiency of chitosan powder in adsorption was evaluated using a 2² factorial 

design, with variables like the concentration of chitosan and agitation in the response 

variable discoloration. The results showed a removal process of 100.0% of the color of the 

effluent from industry of soft drinks and juices, and a COD reduction of 99.8% and 90.0% of 

TSS (total suspended solids). Thus, the results confirmed the effectiveness of microbiological 

chitosan powder in the biotechnological process of decolorization of effluent, suggesting that 

an alternative method to minimize pollution of receiving waters and water reuse.  

 

Key words: chitosan, Absidia corymbifera, industrial effluent, color removal. 
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1.1 INTRODUÇÃO  

O desenvolvimento de tecnologias para o tratamento adequado de efluentes 

proveniente de indústria de alimentos e bebidas, tem sido objeto de grande interesse nos 

últimos anos, devido ao aumento das exigências, e rigidez da legislação ambiental. Esses 

efluentes são ricos em matéria orgânica e inorgânica, mesmo em concentrações baixas, 

sendo capazes de gerar além da poluição visual, alterações nos ciclos biológicos dos 

recursos hídricos em que são lançados. É de vital importância a utilização de processos que 

permitam a remoção desses poluentes nesses diversos efluentes industriais descartados no 

meio ambiente (CHAVES et al., 2007; LEIFELD et al., 2009). 

 

A qualidade ambiental tem como objetivo, a satisfação da sociedade como um todo, 

ultrapassando assim a concepção tradicional da qualidade do produto ou serviço, tendo em 

vista que ela tem como meta, o desenvolvimento sustentável, sem desperdícios. Assim, 

observa-se que resíduos são gerados em uma velocidade maior que a capacidade de 

reciclagem pelo meio ambiente, levando a Revolução Industrial do Século XIX, a introduzir 

novos padrões na geração de resíduos. Neste sentido, surgem quantidades excessivas e 

maiores em relação à capacidade da natureza, não sendo possível ocorrer os diversos 

processos de reciclagem de materiais (BRAGA et al.,2002).   

 

Os efluentes gerados  precisam ser coletado, tratados e ter um destino adequado. 

De forma geral, não existe um sistema de tratamento padrão para ser utilizado. Vários 

fatores podem influenciar na escolha das opções tecnológicas, tais como, disponibilidade de 

área, qualidade desejada para o efluente tratado, legislação referente ao local, entre outros. 

O tratamento biológico de efluentes é fundamentado em um processo que ocorre na 

natureza, o qual recebe globalmente a denominação de autodepuração ou estabilização. 

Basicamente o princípio do tratamento, está dirigido para a atividade de bactérias e outros 

microrganismos que oxidam a matéria orgânica. Investimentos para o desenvolvimento de 

novas tecnologias no tratamento de efluentes, tal como o processo de adsorção por 

biopolímeros, pode significar um grande salto para o desenvolvimento em termos da 

dotação da infra-estrutura requerida para proteger melhor o meio ambiente, e assim, dar 

condições de melhoria para a qualidade de vida da população. O lançamento de efluentes 

‘‘in natura’’ nos recursos hídricos resulta além de vários problemas sócio-ambientais, em 

impactos significativos sobre a vida aquática e do meio ambiente como um todo (PIMENTA 

et al., 2002). 
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A maioria dos carboidratos na natureza ocorre sob a forma de polissacarídeos, e são 

polímeros de alta massa molecular. Os polissacarídeos, também denominados de glicanos, 

diferem entre si na identidade das unidades monossacarídicas encontradas em diversas 

cadeias carbônicas, tipos de ligação, no comprimento das cadeias e, ainda, no tamanho das 

ramificações (LEHNINGER 2002). A quitina é um homo polissacarídeo que apresenta o 

mesmo tipo de unidades monoméricas e, com exceção da celulose, é o polissacarídeo mais 

abundante e largamente distribuído na natureza, sendo um elemento estrutural encontrado 

especialmente nas carapaças de animais invertebrados e na constituição da parede celular 

de fungos (KENT, 1964; KAFETZOPOULOS, 1993; CAMPOS – TAKAKI, 2005). 

 

A quitosana é conhecida e obtida pela deacetilação da quitina (poli- (1-4)-2-

acetamida-2deoxi–β–D–glicano), podendo o grupo N-acetil sofrer vários graus de 

deacetilação, gerando assim, diversos derivados da quitosana. A molécula da quitosana 

(poli – beta – (1-4)-D-Glicosamina) tem um grupo amino e um grupo hidroxila, os quais 

podem ser modificados, alterando as propriedades físico-químicas. O processo da 

biotransformação da quitina em quitosana pode ocorrer por reações de deacetilação 

catalisadas pela enzima quitina deacetilase, sendo o processo inverso regulado 

metabolicamente, ou seja, a acetilação pela enzima quitinase, transformando a quitosana 

em quitina caracterizando, assim estes polissacarídeos como co-polímeros 

interdependentes (SANO et al., 1991; SHEPHERD et al., 1997; THARANATHAN, 2003; 

CAMPOS-TAKAKI, 2005). A quitosana é reconhecidamente uma biomolécula com grande 

aplicação biotecnológica em diversos setores industriais, destacando-se a área ambiental 

pelo fenômeno de adsorção de diversos contaminantes presentes em efluentes industriais. 

Além disso, apresenta eletrólitos catiônicos naturais que podem interagir com contaminantes 

orgânicos e inorgânicos de carga elétrica oposta, quando são utilizados em purificação de 

águas, atuando na redução significativa: da turbidez, cor, demandas química e biológica de 

oxigênio (AGULLÓ et al., 2004).          

 

A ampliação dos estudos sobre a capacidade biossintética dos microrganismos, 

permitiu o desenvolvimento e expansão da biotecnologia na aplicação de processos e 

produtos. Neste sentido, vem sendo gerada perspectivas associadas aos produtos de alto 

valor agregado e de interesse industrial, despertando investigações que constituem novas 

bases da biotecnologia (ROBERT et al., 1991; CAMPOS – TAKAKI, 2005). 

Os fungos constituem um grupo de organismos, cuja importância para a humanidade 

tem sido reconhecida durante vários séculos. São microrganismos importantes como 

agentes primários decompositores no ciclo do carbono, nitrogênio e de outros nutrientes da 

biosfera, e na deterioração de materiais. No entanto, a habilidade decompositora e 
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biodegradadora dos fungos não se limitam a atividades deletérias, mas inclui também a 

produção de muitos produtos importantes na indústria de alimentos, fármacos, entre outros. 

Entretanto, para controlar as atividades dos fungos, torna-se necessário conhecer o 

metabolismo fisiológico e bioquímico, para expressar o potencial biotecnológico (GRIFFIN, 

1994: PELCZAR et al., 1996; CAMPOS-TAKAKI, 2005). 

 

Entre os Zygomycetes, a ordem Mucorales apresenta um maior número de 

representantes (299 espécies), sendo também conhecidos como fungos do açúcar, pela 

habilidade enzimática de catabolizar glicose e sacarose (HAWKSWORTH et al., 1995).  

 

No presente estudo, foi investigada a linhagem de Absidia corymbifera (Mucorales) 

no crescimento e na produção de quitosana, a partir do uso da glicerina excedente da 

produção do biodiesel, como fonte de carbono, como também milhocina, (resíduo do 

beneficiamento do milho), empregando um planejamento de 23 completo, com a finalidade 

de aplicar no processo de descoloração de efluente industrial de refrigerantes e sucos. 
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1.2 OBJETIVOS 
 
1.2.1 Objetivo Geral 
 
Investigar a produção de quitosana microbiológica por Absidia corymbifera em meio de 

baixo custo (glicerina e milhocina) e comparar com o potencial da quitosana de crustáceos, 

aplicação na descoloração de efluente industrial.  

 
1.2.2 Objetivos Específicos 
 
• Estabelecer o perfil de crescimento de A. corymbifera associado à produção de quitosana 

em meio de baixo custo;  

• Avaliar os efeitos e interações das concentrações de glicerina, milhocina e uréia na 

produção de biomassa e de quitosana;  

• Caracterizar através de métodos físico-químicos a quitosana microbiológica; 

• Comparar a capacidade sorbente da quitosana microbiológica com a de crustáceo no 

processo de descoloração de efluente industrial; 

• Avaliar os efeitos e interações da concentração de quitosana, do tempo de contato e da 

agitação sobre a remoção de cor de efluente industrial; 

• Caracterizar através de métodos físico-químicos o efluente industrial antes e após 

processo de descoloração; 

• Validar os processos de produção de biomassa e de quitosana, como também da ação 

sorbente na descoloração de efluente industrial.  
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1.3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

1.3.1 Fungos 
 
 A estrutura celular dos fungos é semelhante a dos outros eucariotos, sendo 

constituída por uma membrana, citoplasma com as organelas distribuídas aleatoriamente 

por todo interior celular e um compartimento especial, o núcleo, que armazena o material 

genético. As células podem ser encontradas na forma unicelular, como as leveduras, ou 

então forma filamentosa denominada hifas, septadas ou não, que forma o micélio, como no 

caso dos fungos filamentosos. Os fungos possuem parede celular, quimicamente diferente 

da parede encontrada em vegetais, ainda que exerçam os mesmos tipos de funções 

(MADIGAN et al., 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2005; FUKUDA et., 2009). 

 

 A parede celular fúngica pode ser caracterizada como uma estrutura relativamente 

rígida, porém dinâmica, que participa de vários processos biológicos essenciais à célula. Ela 

determina o formato da célula, fornece suporte osmótico, proteção física, além de estar 

relacionada a processos de sinalização celular, adesão e reprodução (PEREZ et al., 2004; 

MAGNELLI et al., 2005; NIMRICHTER et al., 2005), sendo por isso necessária para o 

crescimento e desenvolvimento dos fungos nos diversos ambientes onde são encontrados 

(DURAN et al., 2004). O crescimento micelial é dependente do processo de translocação, 

onde o material celular é direcionado para as regiões em desenvolvimento da célula 

(BOSWELL et al., 2003), permitindo a formação das estruturas celulares, como a parede, e 

com isso facilitando a ocupação dos ambientes pelos microrganismos. A parede celular 

compreende cerca de 20-30% do peso seco da célula fúngica (SMITH et al., 1999); sua 

composição química, estrutura e dimensão variam consideravelmente, dependendo do 

gênero, da espécie e das condições ambientais e/ou de cultivo laboratorial e essa formação 

é coordenada com o ciclo celular (KLIS et al., 2006). 

 

 A composição química da parede celular é bastante complexa, constituída 

principalmente por polissacarídeos, ligados ou não a proteínas ou lipídeos, polifosfatos e 

íons inorgânicos. Quitina, glucanas, galactomananas e proteínas são compostos mais 

freqüentes na parede celular, embora sua quantidade varie entre as diferentes espécies de 

fungos (ADAMS, 2004; FERRACINI-SANTOS and SATO, 2009). 

 

 Os fungos são, em grande maioria, aeróbios obrigatórios ou facultativos. São 

quimiotróficos e secretam enzimas que degradam uma ampla variedade de substratos 
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orgânicos em nutrientes solúveis, que são então absorvidos passivamente ou capturados na 

célula por transporte ativo (JAWETS et al., 2000). 

 
1.3.2 Zygomycetes 
 
 A maioria dos membros deste grupo de fungos são sapróbios por excelência em 

matéria orgânica em decomposição, e em fezes de herbívoros, sendo conhecidas espécies 

coprófilas obrigatórias e facultativas. Alguns poucos gêneros são reconhecidos como 

apresentando espécies parasitas de plantas superiores, outros podem atacar grãos, 

legumes e frutos estocados (ALEXOPOULOS et al., 1996; TRUFFEM, 2000). Os 

Zygomycetes são representados por seis ordens, dentre elas encontra-se a Mucorales 

(Figura 1) sendo também conhecidos como fungos do açúcar, uma vez que sua capacidade 

de degradação limita-se às moléculas de estruturas mais simples, como a glicose e 

sacarose. Os representantes dessa ordem são os primeiros fungos a colonizar um 

substrato, crescendo rapidamente, com micélio denso e conspícuo, chegando a atingir 2 – 3 

cm de altura (HESSELTINE e ELLIS, 1973).  

 

 
Figura 1 – Classificação taxonômica dos Zygomycetes (RIBES et al., 2000, modificado 

HOLLMAN et al., 2008). 
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1.3.2.1 Absidia corymbifera 

 

 Absidia sp. é um fungo filamentoso encontrado no solo em vegetações apodrecidas. 

Pertencem à classe Zygomycetes e estão distribuídos em todo o mundo e comumente 

encontrados em plantas e detritos do solo, podendo também ser isolados a partir de 

alimentos e do ar (KITABAYASHI et al., 1998). A A. corymbifera possue esporangiósporo, 

estruturas assexuada, que se originam no interior de cavidades especializadas chamadas 

esporângios. Uma vesícula, esporangióforo, proveniente da hifa, forma esporos no seu 

interior; ocorrendo rompimento da vesícula onde são liberados os esporangiósporos (Figura 

2). 

 

 
Figura 2 – Estruturas reprodutivas de Absidia corymbifera (HOLLMAN et al., 2008) 
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A principal característica do Absidia é um crescimento rápido. Os esporangióforos 

são geralmente eretos, simples ou pouco ramificados, muitas vezes ramificados e septados, 

normalmente ao longo dos estolões, mas não o contrário. Fisiologicamente, o gênero 

Absidia engloba espécies de mesófilos e termotolerantes, entre as quais estão àquelas 

espécies que possuem a capacidade de crescimento entre 20 - 42 º C. Algumas espécies 

mesófilas são consideradas importantes biotecnologicamente na biotransformação de 

esteróides (VON ARX, 1983; BENNY et al., 2001). 
 

1.3.2.2 Aplicação Biotecnológica de Absidia corymbifera 

 

 A capacidade das espécies e cepas fúngicas isoladas para eliminar alguns 

herbicidas e fungicidas encontrados em concentrações elevadas no solo, tem sido 

pesquisada. E determinou-se que fungos presentes no solo se adaptam a essas situações 

críticas ecológicas, dentre eles A. corymbifera, que são úteis no domínio da poluição 

química, quer como bioindicadores ou como agentes de desintoxicação e biorremediação 

(BORDJIBA et al., 2001). Até o presente momento não foram encontrados relatos, na 

literatura consultada, sobre a utilização de Absidia corymbifera para obtenção de quitosana. 

 
1.3.3 Quitina 
 
 Um dos constituintes da parede celular de fungos é a quitina, um homopolímero 

linear, longo, formado por resíduos de N-acetilglucosamina β-(1→4) ligados. Compreende 

cerca de 1 a 2% da parede celular de leveduras embora seja encontrada em maior 

proporção (10 a 20%) em fungos filamentosos. Pontes de hidrogênio dão origem a 

microfibrilas de quitina. Essas estruturas suportam grandes pressões e, portanto, tornam-se 

responsáveis pela integridade da parede celular. Quando a síntese da quitina é 

interrompida, a parede celular torna-se desorganizada e a célula fúngica sofre deformações 

e instabilidade osmótica (BOWMANN e FREE, 2006). 

 

 O grande interesse dos estudos voltados para o emprego da quitina e seus derivados 

é devido às suas propriedades de polieletrólitos, a presença de grupos funcionais reativos, 

alta capacidade de adsorção, biodegradabilidade, atividade antitumoral, atividade 

bacteriostática e antifúngica desses biopolímeros (SINOWIECKI e AL-KHATEEB, 2003). 

 

 Modificações químicas na molécula de quitina (figura 3) geralmente são dificultadas 

devido a esse polissacarídeo possuir uma estrutura altamente cristalina, com fortes 

interações entre hidrogênios intra e intermoleculares (SCHIGEMASA et al., 1999). Um 
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derivado possível que pode ser obtido a partir da deacetilação da quitina é um polímero 

hidrolisado muito estudado e conhecido, a quitosana (figura 5) (THANOO et al., 1991; LEE 

et al., 1996).  

 

 
 
              Figura 3 – Representação da estrutura química da quitina (ROSA 2008). 

 

 
1.3.3.1 Quitosana 
 

A quitosana é um componente natural presentes nas paredes celulares de fungos 

pertencentes à Zygomycetes podendo ser produzida pela extração, álcali-ácido solúvel, das 

paredes celulares do fungo (WHITE et al., 1979;TAN et al., 1996; AMORIN et al., 2006). 

Este método ainda não é utilizado em escala industrial, embora possa oferecer uma 

alternativa à desacetilação química, independente da produção da quitina de crustáceos. 

Além disso, a quitosana fúngica possue uma maior bioatividade do que a quitosana de 

outras fontes de quitina, tornando-se especialmente importante em aplicações médicas 

(JAWORSKA  et al.,2001). A formação da quitosana em paredes celulares de fungos é um 

resultado da ação complexa de duas enzimas: quitina deacetilase e quitina sintase. (DAVIS 

e BARTNICKI-GARCIA, 1984; BARTUNICKI-GARCIA, 1989). 

 

 O rendimento de quitosana a partir de biomassa de fungos depende de vários 

fatores, incluindo: a espécie do fungo, o método de cultivo, e os parâmetros de cultivo (pH, 

temperatura, tempo de cultivo). Um bom rendimento da quitosana pode ser obtido mediante 

ao aumento da produção de biomassa ou do conteúdo de quitosana de parede fúngica 

(JAWORSKA  et al.,2001). 
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Figura 4 – Representação da estrutura química da quitosana (ROSA 2008). 

 

 Umas das principais características desse polímero é a insolubilidade em água e 

determinados solventes orgânicos (ROSA, 2008). Possui também grupos amínicos livres, é 

solúvel em soluções ácidas, em pH inferior a 6,5, e insolúvel em pH superior a 6,5, ácido 

sulfúrico, solventes orgânicos e grupos amínicos protonados (-NH3+), apresenta baixa 

solubilidade em ácido fosfórico e possui capacidade de formar soluções viscosas com 

formação de geleificação com poliânions e de se solubilizar em misturas de água e álcool 

(MUZARELLI et al., 1986). 

 

 A quitosana apresenta, em maior proporção, na cadeia polimérica unidades de  

β−(1−>4)−2−amino-2-desoxi-D-glicose, e um menor número de unidades 

β−(1−>4)−2−acetamido-2-desoxi-D-glicose da quitina (figura 4). Possui semelhança com a 

celulose na sua estrutura química, mas exibe propriedades bastante diferentes, sendo 

quimicamente mais versátil devido à presença do grupo amino (BADE, 1997; 

LARANJEIRA and  FAVERE, 2009).  

 

         Os principais parâmetros que comumente são determinados e que representam as 

propriedades de polímeros, inclusive a quitosana, são o grau de deacetilação, massa molar 

viscosimétrica, polidispersão e cristalinidade. Para aplicações relacionadas ao consumo 

humano, como alimentos e aplicações médicas, o grau de pureza (teor de cinzas), a 

umidade e o conteúdo de metais pesados, endotoxinas e proteínas devem ser determinadas 

(ARANAZ et al., 2009). Estudos relatam que o grau de deacetilação é considerado uma das 
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mais importantes características químicas, e que pode influenciar no desempenho da 

quitosana em adsorção (LI et al., 1992; BAXTER et al., 1992; FERREIRA et al.,200).  

 
1.3.3.2 Aplicações Biotecnológicas da Quitosana 
 
 O grande potencial biotecnológico da quitosana é devido a possibilidade de se obtê-

la purificada em larga escala, junto a sua habilidade de ser usada em diversas formas, como 

pós, soluções, géis, filmes, fibras, pérolas e membranas, a quitosana tem sido utilizada em 

muitas aplicações comerciais (SANDFORD, 1988). Nessa última década, a quitosana tem 

sido o biopolímero reconhecido como um promissor biomaterial para aplicações biomédicas.  

A esse respeito, tem sido mostrada sua aplicabilidade como material de revestimentos de 

ferimentos, dispositivos homeostáticos, sistema de carreamento e liberação de genes/DNA e 

engenharia de tecidos. As propriedades físico-químicas da quitosana exploradas para 

propósitos biológicos são hidrofilicidade, carga elétrica positiva, capacidade de reticular e 

dessolvatar. Além disso, devem-se ressaltar suas conhecidas propriedades biotecnológicas 

tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade, capacidade de se aderir 

a superfícies mucosas e a possibilidade de se ligar a proteínas, enzimas, genes, ácidos 

nucléicos e lipídeos ácidos (VASCONCELOS, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2009).    

 

 Estudos envolvendo o uso de bioadsorventes em águas residuárias vêm sendo 

realizados para remoção de contaminantes em efluentes, dentre eles encontra-se 

biopolímeros com grupos positivamente carregados, como a quitosana, que vem ganhando 

espaço neste campo da pesquisa (CHATTERJEE et al., 2006). 

 

Quitosana têm sido utilizada para remover uma grande variedade de poluentes das 

águas e efluentes, onde tem sido extensivamente estudada em relação ao efeito da 

adsorção, sobre os metais, corantes e compostos orgânicos entre outros, (NO e MEYERS, 

2000; GUIBAL et al, 2006; CAMPANA-FILHO et al., 2009). O uso de materiais à base de 

quitosana para remover corantes aniônicos foi revisto por CRINI e BADOT no ano de 2006, 

onde menciona especificamente o efeito das características de quitosana sobre o processo 

de adsorção. 

 

1.4.1 Tratamento de Efluentes 
 
 Grandes volumes de efluentes são gerados por diversos processos industriais, os 

quais muitas vezes não recebem tratamento adequado, chegando a serem lançados em 

corpos hídricos como rios e riachos, agredindo o meio-ambiente e gerando desperdício de 
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água. Devido a esse fato, várias ações vêm sendo realizadas no sentido de tratar esses 

efluentes para que ocorra a diminuição de contaminantes presentes a concentrações 

aceitáveis (GOGATE et al., 2004).  

 

 Um dos fatores importantes para a diminuição da geração de efluentes no processo 

fabril,  é a reutilização e racionalização das águas utilizadas no processo produtivo. Visto 

que cada vez mais que se reutiliza e/ou racionaliza, uma quantidade menor de resíduos é 

gerada para ser tratado, contribuindo para uma produção limpa, com menores gastos de 

reagentes, energia e utilização de microrganismos em uma estação de tratamento de 

efluentes. 

 

 A redução da poluição dos processos industriais pode ser feita basicamente de duas 

formas: a primeira, com uso de “tecnologias limpas”, ou seja, prevenindo a poluição em cada 

etapa do processo; a segunda, com o tratamento no “final-do-cano”, isto é, tratando o 

efluente produzido. A segunda opção continua sendo a mais adotada principalmente em 

países em desenvolvimento como o Brasil. Mesmo assim, isto é uma evolução, mediante a 

deplorável situação de até pouco tempo atrás onde grandes volumes dos mais diversos 

tipos de efluentes eram lançados no meio-ambiente sem tratamento algum. As maiores 

evidências de restrições regulatórias no que concerne aos efluentes estão mudando essa 

situação aos poucos (ALI et al., 2001). Com isso diversos tipos de tratamentos são usados 

para remoção de contaminantes (WESENBERG et al., 2003; CRINI et. al., 2005). Bilotta e 

Brazier (2008), relataram que sólidos em suspensão podem causar grave degradação 

ecológica dos ecossistemas aquáticos e inaceitável deterioração da qualidade da água 

levando a sérios problemas ambientais. A maioria dos poluentes podem ser 

significativamente reduzidas pelos métodos físicos, químicos e biológicos, tais como 

coagulação/floculação, oxidação química ou eletroquímica, processos biológicos de 

adsorção e separação de membrana (CRINI, 2007). 

 

 O tratamento de efluentes pode ser didaticamente dividido em métodos biológicos e 

físico-químicos.  Os métodos biológicos podem ser dos tipos aeróbios ou anaeróbios. Dentre 

os aeróbios, o de lodo ativado é o comumente utilizado para o tratamento de esgotos 

domésticos (HEBERER, 2002). Reatores com filtros anaeróbios em uma fase única foram 

utilizados no tratamento de efluentes de laticínios, principalmente aqueles com baixas 

concentrações de sólidos suspensos, obtendo-se taxas de remoção de DQO de 78% a 92% 

em escala laboratorial. No entanto, quando a concentração de sólidos suspensos é elevada, 

a eficiência do processo é comprometida. Pelo fato de serem pouco eficientes na remoção 
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de DQO solúvel, os processos físico-químicos costumam ser associados aos biológicos, os 

quais conseguem remover a maior parte da matéria orgânica (DEMIREL et. al., 2005).  

 

1.4.2 Adsorção   

 

 A reciclagem dos efluentes industriais depende ainda da remoção de cor, sólidos e 

desinfecção, a qual vem sendo efetuada de forma promissora por técnica de adsorção por 

biopolímeros (FARIA et al., 2004). A adsorção, além da eficiência, pode ser preferida por 

questões de custo, como é o caso do controle da poluição de efluentes industriais 

(HEBERER, 2002). 

 

Os processos de coagulação, floculação e adsorção em águas residuárias utilizando 

quitosana, dependem do grau de deacetilação para que torne-se eficiente na remoção de 

íons metálicos, e corantes aniônicos (NO e MEYERS, 2000; GUIBAL, 2004). A quitosana 

também tem sido usada como adsorvente, coagulante e bactericida no tratamento de 

efluentes de aqüicultura. Enquanto o maior o grau de deacetilação, maior a remoção de 

compostos orgânicos, nutrientes inorgânicos (nitratos, fosfatos) e patógenos (CHUNG, 

2008). Além disso, amostras de quitosana com baixa cristalinidade e alto grau de 

deacetilação, são geralmente preferidos para o processo de adsorção (ARANAZ et al., 

2009). 
 
  Entre os biopolímeros, a quitosana, obtida da desacetilação alcalina da quitina 

extraída a partir de fontes de crustáceos, parede celular fúngica e exoesqueleto de insetos, 

pode ser considerado como um dos mais promissores adsorventes para fins ambientais e 

purificação, e no tratamento de águas brutas e residuárias (KURITA, 2006; RENAULT et al. 

2009). A quitosana possue alta densidade de carga catiônica, longas cadeias de polímeros, 

ponte de agregados e precipitação. Como é uma biomacromolecula, tem a vantagem de ser 

biodegradável, não tóxica, não corrosiva, e segura de manusear. Não é um poluente 

comparado com floculantes químicos convencionais, evitando contaminações secundárias. 

Além disso, esse biopolímero apresenta alta capacidade de adsorção, comportamento que o 

torna muito eficiente nas interações com as partículas e substâncias dissolvidas. Assim, ele 

pode potencialmente ser aplicado em água e tratamento de residuais como um promissor 

bioadsorvente (KURITA, 2006). 
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ABSTRACT 
 

The objective of the present study was to evaluating the removal of color of the raw soft 

drinker effluent obtained from industry using chitosan powder and microspheres. The 

concentration of a chitosan solution was 0.514g for the formulation of chitosan microspheres 

or powder for applied to removal the color of soft drinker effluent during 168h.  The chitosan 

microspheres formation is helped by the addition of sodium sulphate solution 20% slowly, 

and followed agitation at 300rpm during 1h. The results showed reduction of the COD by 

chitosan powder and microsphere and increase the pH. The color remotion obtained was 96 

and 98% in 24 h of contact with chitosan. The chitosan microspheres showed 89.72% of 

efficiency and stability than powder chitosan.  
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Chitosan is a copolymer formed by β (1→4)-2- amino-2-deoxy-D-glycopyranose and β 

(1→4)-2-acetamide-2-deoxy-D-glycopyranose, and it has been found to be a promising 

polymeric material of great scientific interest due to its properties and wide range of 

application10,14. 

The use of biopolymers as adsorbent material it is an emerging technique and of great interest 

for industrial effluents containing toxic metals, organic solvents and dyes6,8 .  

Particularly, many studies have been carried out using chitosan in many different forms 

(powder, microspheres, and fibers) of adsorbents have been employed, including activated 

carbon, turf , silica, alumina, cellulose and, more recently, chitin and chitosan 1,3,8,10,12,14.  

The present study was carried out with the preparation of chitosan microspheres and tested in 

the decolorization of industrial effluent from soft drinks, considering the necessity for 

decolorization of the raw wastewater. On the other hand, the polymer chitosan it was obtained 

form chitin, the second compound found abundantly in the nature, after cellulose. 

Chitosan: obtained from crabs a shell was purchased from Sigma Co.  

The effluent  was obtained from soft drinks industry (Pernambuco), and showed the  

following characteristics: COD = 6700mg / L, pH = 4.67, Optical density at 420nm  

Preparation of chitosan microspheres: 

The microsphere was modified from the literature 3,4,5. Chitosan (2.5 g) was dissolved in 100 

mL of 2% (m/v) acetic acid under stirring for 18h at room temperature. A viscous solution 

was obtained and added 1mL of tween-80. Then added to sodium sulphate solution 20% 

slowly, followed agitation at 500 rpm during 1 hour, until the transmittance it is 0%. The 

microspheres of chitosan formed were separated by centrifugation at 4000g for 10 minutes 

and stored in refrigerator. 
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Color removal test: The effluent was submitted to chitosan microspheres and chitosan powder 

to removal of the color. a) Erlenmeyer’s flasks of 250mL of capacity containing 50mL of soft 

drinker effluent were added 0.514g of chitosan powder. b) Erlenmeyer’s flasks of 250mL of 

capacity containing 50mL of soft drinker effluent were added 0.514g of chitosan 

microspheres. All flasks were incubated in shaker at 200rpm, 25°C, during 168h. Aliquots of 

5mL were collected at T = 0, T = 24h, T = 48h, and T = 168h for optical densities measured at 

420nm spectrophotometer for evaluation of color removal.  

The results obtained with the treatment of raw industrial effluent from soft drinker with 

chitosan powder and microsphere is presented in the table 1.  

Table 1: Characterization of raw effluent from soft drinker industry without treatment, and 

treated with chitosan powder and microsphere 

Effluent  Characterization 

COD(mg/L) pH 

Time (h) Without 

treatment 

Chitosan 

powder 

Chitosan 

microspheres.

Without 

treatment 

Chitosan 

Powder 

Chitosan 

Microspheres

0 5.09 5.01 

24 5.80 5.40 

48 

<10 

5.57 5.28 

168 

6700 

246 

<10 4.67 

6.80 6.55 

COD =Chemical Oxygen Demand 
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The results indicated higher COD in the effluent without treatment and lower pH. However, 

the treatment with chitosan powder and microspheres reduced significantly the COD value. 

The chitosan microsphere showed lower COD value at 24h and the pH increase the value in 

the presence of chitosan.   

The treatment with chitosan powder and microsphere are showed in the table 2. The 

efficiency of color removal was expressed as a percentage in relation to                

discoloration of the effluent in comparison with the raw effluent.  

 

Table 2. Color removal from of raw effluent from soft drinker industry without treatment, and 

treated with chitosan powder and microsphere 

Removal of effluent Color (%) 

 Time (h) 

Effluent without 

treatment (OD420nm) Chitosan Powder Chitosan Microsphere 

0 0 0 

24 98 97 

48 98 98 

168 

0% (0.580) 

96 98 

 

The results indicated values of optical density corresponding to near total color removal in 

24h in both treatment (chitosan powder and microsphere). However, at 168h chitosan powder 

treatment showed desorption phenomena’s, and the percentage was 96%. But the results were 
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obtained in both treatments demonstrated higher decolorization, similar the 

literature6,7,8,9,11,12,13.  And, it was found that chitosan in microspheres, used in those 

experiments the chitosan powder, in quantity and efficiency, and was more 89.72% stable in 

the raw sewage experiments then microspheres. The results obtained is supported by the 

literature 1, 4,9,11. 
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RESUMO 

Estudos foram realizados com a produção de quitosana por Absidia corymbifera  empregando um 

planejamento fatorial de 23, tendo como variáveis independentes milhocina, glicerina e uréia, visando 

a formulação de um meio de baixo custo. Os experimentos realizados demonstraram uma ótima 

produção de biomassa por A. corymbifera, correspondendo a 21g/L, em 96h de cultivo. No mesmo 

período observou-se uma produção máxima de quitosana, no ponto central do planejamento fatorial, 

correspondendo a 88mg/g de biomassa. A quitosana obtida por tratamento álcali-ácido solúvel 

demonstrou 90,3% de deacetilação, com índice de cristalinidade de 21%. A aplicação da quitosana 

na descoloração do efluente industrial apresentou um alto poder de adsorção, apresentando 100,0% 

de descoloração do efluente, com uma redução de DQO (Demanda Química de Oxigênio) de 99,8% e 

90,0% de SST (Sólidos Suspensos Totais).  Os resultados obtidos indicaram a formulação de um 

meio de baixo custo para a produção de biomassa e de quitosana, levando em consideração ainda, o 

reaproveitamento de resíduos industriais, a alta eficiência da quitosana na redução da cor, na DQO e 

em SST, no tratamento de efluentes industriais.  

Palavras chaves: Absidia corymbifera, Quitosana, Efluente Industrial, Adsorção. 
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1. Introdução 

Avanços recentes em tecnologias de fermentação sugerem que a biomassa 

de determinados fungos podem proporcionar uma fonte alternativa de quitosana. 

Contudo, a obtenção desse polissacarídeo depende de algumas condições, tais 

como a espécie de fungos, tempo de cultivo, pH, aeração e temperatura. Portanto, 

os fungos filamentosos da ordem Mucorales têm sido considerados uma atraente 

fonte de quitosana para aplicações industriais, considerando que o produto 

específico, quitina ou quitosana, podem ser produzido sob condições controladas e 

padronizadas (Pochanavanich and Suntornsuk, 2002; Synowiecki and Al-Khatteb, 

2003; Stamford et al., 2003; Attia et al.,2006;). Neste sentido, a classe Zygomycetes 

torna-se promissora considerando a quantidade de quitina e quitosana presentes em 

suas paredes celulares, quando comparadas à outras classes de fungos (Leng, 

1996; Tan et al., 1996; Campos- Takaki, 2005).  

A quitosana vem se destacando como um biopolímero com alta capacidade 

de adsorção, quando comparada ao carvão ativado, podendo ser utilizada nos mais 

diversos tipos de tratamentos. Assim, as investigações realizadas com adsorção por 

quitosana abordam aplicações gerais no tratamento de efluentes, tais como: 

remoção de microrganismos poluidores, redução de parâmetros como Demanda 

Química de Oxigênio (DQO), Sólidos Suspensos Dissolvidos (SSD), Sólidos 

SuspensosTotais (SST), remoção de nutriente (fósforo) e da cor (Cogate et al., 

2004; Franco et al., 2004; Chin et al., 2006). 

 O termo adsorção foi proposto por Bois-Reymond (1848) e introduzido na 

literatura por Kayser(1975), o qual também implementou alguns conceitos teóricos 

que se tornaram a base da teoria da adsorção monomolecular. As primeiras 

observações quantitativas de fenômenos associados foram reportadas por Scheele 

(1773, apud Fauque, 1995) e Fontana (1777, apud, Fauque, 1995), como a remoção 

de gases por carvão e argilas. Assim, aplicações modernas deste fenômeno foram 

possíveis por meio de observações feitas por Lowitz quando fez uso de carvão 

ativado, como adsorvente para a remoção de impurezas orgânicas em soluções de 

ácido tartárico (1785, apud, Dabrowski, 2001).  A adsorção apresenta vantagens 

quando comparada a outras formas de tratamento. Obtendo um efluente de alta 

qualidade, com um baixo custo e sem produzir substâncias tóxicas, ozônio e radicais 
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livres (existentes nos processos de fotodegradação com ultra violeta). Neste sentido, 

é possível evitar a formação de lodos ativados (típicos de tratamentos biológicos), e 

ainda, remover corantes de soluções diluídas (Bhattacharyya e Sarma, 2003; 

Charterjee et al., 2005, Campos- Takaki, 2005). Neste trabalho foi investigado o 

potencial biotecnológico de Absidia corymbifera na produção de biomassa e 

quitosana a partir de resíduos industriais (glicerina obtida do excedente da produção 

do biodiesel), milhocina (resíduo do beneficiamento do milho), como também uréia, 

como meio de meio de baixo custo. Os estudos foram realizados utilizando um 

planejamento fatorial completo de 23, avaliando as interações entre os componentes 

dos meios, tendo como variável resposta o aumento da produção de biomassa e de 

quitosana, visando aplicação no processo de descoloração de efluente industrial de 

refrigerantes e sucos. 

 

2. Métodos  

2.1. Microrganismo 

O microrganismo utilizado nesse trabalho foi a linhagem Absidia corymbifera 

(UCP 134), depositada no Banco de Culturas do Núcleo de Pesquisas em Ciências 

Ambientais – NPCIAMB, Universidade Católica de Pernambuco -UNICAP, sendo 

mantida no meio BDA, 5ºC.  

2.2. Condições de cultivo e produção de Biomassa 

A. corymbifera foi transferida para placas de Petri 9cm de diâmetro, contendo 

o meio BDA, Batata Dextrose Agar, (32g/L adicionados a 1000mL de destilada e pH 

5,8), incubadas à temperatura de 37ºC, por 12h, para obtenção de uma cultura 

jovem. Discos de micélios jovens foram cortados com auxílio de um furador de rolha 

(6mm de diâmetro), correspondendo a um pré inoculo de 3,2g, sendo transferidos 

com auxílio de alça de platina para frascos de Erlenmeyer de 250mL de capacidade, 

contendo 50mL de meio, com pH ajustado para 5,8  preparados  de acordo as 

especificações do planejamento fatorial 23, descrito na Tabela 1. Os  frascos foram  

incubados à temperatura de 37ºC, sob agitação orbital de 150rpm. Após 24h de 
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crescimento foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 1000 mL de 

capacidade contendo 550 mL  de meio com as mesmas composições especificadas 

na (Tabela 1). Os frascos foram mantidos sob agitação orbital de 150rpm, à 

temperatura de 37ºC, por um período de 96 horas. O pH e consumo da fonte de 

carbono foram determinados a partir do filtrado.  

2.3. Avaliação estatística dos efeitos e interações das concentrações de glicerina, 

milhocina e da e uréia sob a produção de quitosana 

Planejamento fatorial completo 23, composto por 8 ensaios e 4 repetições  no 

ponto central  foi realizado para analisar os efeitos principais e interações das 

variáveis independentes, concentração de uréia, glicerina  e  milhocina, sobre as 

variáveis respostas rendimento de biomassa e rendimento de quitosana. Os níveis e 

valores das variáveis independentes estudadas estão apresentados na Tabela 1. 

2.4. Determinação da Biomassa 

      Ao final da fermentação o micélio foi separado por filtração, sendo a massa 

celular lavada com água destilada estéril, gelada, e submetida à liofilização. Em 

seguida, foi mantida em dissecador até peso constante. A biomassa foi determinada 

por gravimetria e expressa em g/L.  

2.5. Determinação de densidade ótica do efluente bruto 

      A densidade ótica foi verificada usando espectrofotômetro Spectronic Genesyz 

no comprimento de onda de 570 nm.  

2.6. Determinação do pH 

O pH do  líquido metabólico livre de células foi   determinado por potenciometria.   

2.7. Determinação da glicose 

 O consumo de glicose foi determinado a partir do líquido metabólico livre de 

células, pelo método enzimático colorimétrico (Henry et al., 1974).  



 

 

49

2.8. Cinéticas de produção de biomassa, quitosana e consumo de glicose 

Frascos de Erlenmeyers  de  1000 mL contendo  600 mL de meio, com a mesma 

composição do ponto central do  planejamento fatorial 2³ (Tabela 1), com pH 5,8, 

foram mantidos sob agitação orbital de 150rpm, à temperatura de 37ºC, por um 

período de 96 horas. Determinações de glicose, biomassa e quitosana foram 

realizadas com 0, 6,12, 48 , 72, e 96 horas. A biomassa obtida foi submetida 

posteriormente a extração da quitosana. Os perfis cinéticos de glicose, biomassa e  

quitosana foram construídos usando médias de triplicatas obtidas com 0, 6,12, 48 , 

72, e 96 horas. 

2.9. Extração da Quitosana 

A Quitosana foi extraída da biomassa obtida de Absidia corymbifera, de acordo 

com a metodologia de  Jin Hu, et al.(1999). O processo envolve  a desproteinização 

por hidróxido de sódio 1M (p/v), seguido de centrifugação, hidrólise ácida, com ácido 

acético 2% (3v/p), centrifugação, para obtenção de quitina e quitosana e 3 lavagens 

sucessivas com água e soro fisiológico até neutralização. 

2.10. Caracterização da Quitosana 

A quitosana obtida após o processo de otimização, foi caracterizada através dos 

métodos Espectroscopia ao raio Infravermelho,  determinação do grau de 

deacetilação (GD%) e difração de Raios-X. 

 

2.11. Espectroscopia ao Raio Infravermelho – IR 

As análises de infravermelho (FTIR) da quitosana foram realizadas no 

Espectrofotômetro Bomem – modelo B100 do Instituto de Química - UNICAMP, para 

identificar as bandas características  da amostra  a partir de pastilhas de KBr (0,5%).  

O teor de deacetilação foi determinado através das bandas de absorção em 1655 

e 3450 cm-1, às quais estão associadas às carbonilas dos grupos N-acetil 

remanescentes da quitina e hidroxila, respectivamente.  
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2.12. Grau Deacetilação (GD%) 

O grau de deacetilação da quitosana foi determinado usando espectroscopia ao 

raio infravermelho - IR, aplicando a faixa A1655/A3450 e calculado de acordo com a 

seguinte equação: 

 

GD% = 97,67 – [ 26,486 (A1655 / A3450) ] (1) [Lima et al., 2006] 

 
Onde A1655 = Absorbância a 1655 cm-¹ e Absorbância a 3450 cm-¹  

 

2.13. Difração de Raios-X 

As medidas de difração de raios-X foram realizadas em difratômetro de raios-X, 

modelo XRD 7000 do Instituto de Química – UNICAMP, onde uma alíquota da 

amostra foi transferida para a lâmina e levada ao suporte do difratômetro para 

realização da análise. 

 

2.14. Índice de Cristalinidade ICR(%) 

Para cálculo do índice cristalinidade foi utilizada a seguinte equação (2): 

ICR(%)= {[I(θc)- I(θa)]/ I(θc)}x100 (2)  [Kittur et al., 2005] 

 

Onde I(θc) é a intensidade relativa às regiões cristalinas (2θ=20º), e I(θa) 

corresponde às regiões amorfas (2θ =12°), para quitosana. 

 

2.15. Caracterização e descoloração do Efluente Industrial 

O efluente industrial bruto obtido de indústria de refrigerantes, foi caracterizado 

antes e após processo de descoloração, determinando-se os seguintes parâmetros:  

 

2.15.1 Demanda Química de Oxigênio – DQO 

 Antes e após adsorção com quitosana fúngica, foram pipetados 3 ml de 

efluente e transferidos à cubetas (kit Merck) para determinação de DQO. O sistema 
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então foi homogeinizado e levado ao termoreator a 148°C durante 02 horas. Após 

atingir temperatura ambiente realizou-se determinação da DQO, introduzindo a 

cubeta do KIT no aparelho Spectroquant Nova 60 Merck. 

 

2.15.2 Potencial de Hidrogênio Iônico – pH  

A determinação do pH das amostras do efluente antes e após descoloração, 

foram determinados por potenciometria, através do potenciômetro ORION model 

310, calibrado previamente com com soluções tampões pH 7,0 e 4,0. 

2.15.3 Sólidos Suspensos Totais – SST  

Filtros de 0,45µm, foram acoplados ao sistema de filtração, sendo submetidos a 

adição de água destilada e levados à mufla a 550ºC, durante 30 minutos. Em 

seguida, esfriado em dessecador até estabilização do peso (P1). Logo após 

membranas com  alíquotas do efluente antes e após descoloração, foram levados ao 

aparelho de filtração. Após, os papéis de filtro foram levados à estufa (103 – 105ºC), 

com auxílios de placas de Petri, durante 2 horas. As amostras foram esfriadas em 

dessecador até peso constante (P2). De acordo com Standard Methods for the 

Examination of Water and Wasterwater (1998) a seguinte fórmula foi utilizada para 

determinação dos sólidos suspensos totais: 

 

SST (mg/L) =       ( P2 – P1 ) / V. 1000 000  (3) 

                                     

Onde V é o volume da amostra em mL.  

 

2.15.4. Descoloração do Efluente 

Os ensaios para avaliar a remoção de cor foram realizados em frascos de 

Erlenmeyers de 250mL de capacidade, contendo 100mL do efluente bruto, nas 

condições de agitação, tempo de contato e concentração de (Tabelas 3 e 4). Para 

cada tempo de contato estabelecido no planejamento foram retiradas amostras de 

10 mL, submetidas à centrifugação de 5.000 g, por 20 minutos, e em seguida 

determinada a cor em espectrofotômetro a 550nm devido ao scanner do efluente 
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realizado previamente. A porcentagem de descoloração do efluente foi calculada 

através da seguinte formula, de acordo com De acordo com Standard Methods for 

the Examination of Water and Wasterwater (1998):  

 

 (4) 

                   

Onde:      A= absorbância do efluente bruto 

                B= absorbância após os diversos tratamentos 

 

3. Resultados e Discussão 

Os resultados de consumo de glicose, produção de biomassa, rendimento de 

quitosana e pH final dos meios de produção estão apresentados na Tabela 2, 

juntamente com a matriz descodificada do planejamento fatorial completo 23.   

3.1. Influência de glicerina, milhocina e uréia na produção de biomassa.  

No diagrama de Pareto estão descritos os efeitos padronizados ilustrados na 

Figura 1, pode-se observar que o aumento da concentração de uréia produziu um 

efeito negativo, estatisticamente significativo, sobre o aumento do rendimento da 

biomassa produzida, ou seja, o aumento da concentração de uréia desfavoreceu 

significativamente o aumento da biomassa. Os demais fatores investigados, i.e., a 

concentração de glicerina e a concentração de milhocina, não exerceram 

isoladamente efeitos significativos, do ponto de vista estatístico sobre o aumento do 

rendimento da biomassa. As interações entre a uréia e a glicerina, entre a uréia e a 

milhocina e entre e glicerina e a milhocina também não apresentaram efeitos 

estatisticamente significativos sobre o rendimento da biomassa. Contudo, Cardoso 

(2007) relata ocorrência de uma maior produção de biomassa (16,7g/L) do fungo 

Rhizopus arrhizus,  por fermentação submersa, apenas com milhocina a 8%, 

demonstrando que a milhocina pode funcionar como substrato  essencial para o 

aumento da produção de biomassa. 
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3.2. Influência de glicerina, milhocina e uréia na produção de quitosana.  

No diagrama de Pareto estão descritos os efeitos padronizados ilustrados na 

Figura 2, pode-se observar que o aumento da concentração de uréia produziu um 

efeito negativo estatisticamente significativo sobre o aumento do rendimento da 

quitosana produzida, ou seja, o aumento da concentração de uréia desfavoreceu 

com significância estatística o aumento do rendimento de quitosana. No entanto, o 

aumento da concentração de glicerina, o aumento da concentração de milhocina e 

as interações entre a glicerina e a milhocina, entre a uréia e a milhocina e entre uréia 

e a glicerina não apresentaram efeitos estatisticamente significativos sobre o 

rendimento da quitosana.  Também foi observado que o aumento da  concentração 

de uréia produziu um efeito negativo estatisticamente  significativo sobre o aumento 

do pH final  dos meios de produção (Figura 3).  Os demais fatores e interações não 

exerceram efeitos significativos, do ponto de vista estatístico, sobre o pH final dos 

meios de produção.  

  

3.2.3. Identificação do melhor meio de cultivo para produção de quitosana 

A análise dos resultados obtidos no planejamento (Tabela 2) permite observar 

que o maior consumo de glicose (99,9%), a maior produção de biomassa (21g/L) e o 

maior rendimento de quitosana (102 mg/g) foram obtidos no  ponto central  do 

planejamento, usando 0,25% (p/v) de uréia, 6% (v/v) de glicerina e 6% (v/v) de 

milhocina.  

O consumo médio de glicose, a produção média de biomassa, o rendimento 

médio de quitosana e o pH final dos meios de produção, nos ensaios realizados no 

ponto central do planejamento, foram respectivamente iguais a 99,8±0,09%; 

17,25±3, 83,75±16,17 mg/g e 7,13±0,25.  

Nos ensaios 4  e 6 do planejamento, onde a concentração de uréia foi usada 

em seu nível superior (0,5% p/v) com  a concentração de milhocina (4% v/v) ou a 

concentração de glicerina (5%v/v), em seu nível inferior,  os  pHs  finais dos meios 

de produção foram respectivamente iguais a 8,5 e 8 e o consumo de glicose, o 

rendimento de biomassa e o rendimento de quitosana iguais a zero. Estas 
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informações são apoiadas pelas investigações realizadas por Nwe (2004), cujos 

dados revelam que quanto maior a concentração de uréia, menor a produção de 

biomassa e que ainda, as concentrações de uréia acima de 15g/kg de substrato 

inibem o crescimento microbiano.  

Entretanto, no ensaio 8  do planejamento, onde a concentração de uréia foi 

usada em seu nível superior (0,5% p/v), mas   a concentração de glicerina (7%v/v)  e 

a  concentração de milhocina (8% v/v) foram usadas em seus níveis superiores; o 

pH final do meio foi igual a 7,5 e o consumo de glicose, o rendimento de biomassa e 

o rendimento de quitosana foram respectivamente iguais a 73,22%; 17g/L e 52mg/g. 

Estes resultados  mostram que a uréia exerce um efeito significativo sobre a 

produção de quitosana,  já   que  inibe o  consumo de glicose, a  produção de  

biomassa  e a produção de  quitosana, ao aumentar  o pH dos meios de produção 

para  8,0 ou mais, sem que o efeito das  interações entre as concentrações  de  

glicerina e  milhocina seja capaz de reduzi-lo.   

Nos ensaios 1, 3, 5 e 7 do planejamento que não usaram uréia,  o   consumo 

de glicose, a  produção de  biomassa e  a produção de  quitosana foram inferiores 

as obtidas  no ponto central do planejamento e o  pH dos meios de produção foram 

iguais ou inferiores a 7,0. Portanto, entre as condições estudadas no planejamento 

realizado a melhor condição para produção de biomassa e de quitosana foi a do 

ponto central. 

 

3.3. Perfis cinéticos de consumo de glicose e crescimento de A. corymbifera 

A biomassa de A. corymbifera UCP 134 obtida em meio de cultivo constituído 

de 6% de glicerina, 6% de milhocina e 0,25% de uréia (ponto central do 

planejamento fatorial 2³)) foi utilizada para construir o perfil de crescimento do fungo 

em estudo. Os perfis de consumo de glicose e crescimento de A. Corymbifera  no 

referido meio estão ilustrados  na Figura 4. Os resultados obtidos evidenciaram que 

na fase de adaptação celular, correspondente ao período  de  0 a 12 h,   houve um 

baixo consumo de glicose e que   na fase exponencial (24-72 h)  este consumo foi 

de aproximadamente  70%.   

A maior produção de biomassa , 21g/L, ocorreu com 96 h, no fim da fase 

estacionária, coincidindo com o esgotamento da fonte de carbono (glicose). Esses 
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dados são apoiados pelas informações de Stamford et al. (2007) que obteve 

rendimentos significativos de biomassa correspondendo a 24,3 g/L utilizando 

Cunninghamella elegans crescida no turbéculo Jacatupé.  

Cardoso et al.(2007) utilizando apenas 8% de milhocina como meio para 

crescimento de Rhizopus arrhizus obteve produção de 16,8 g/L de biomassa em 72 

horas de cultivo. Investigações realizadas por Andrade et al. (2000) e Carvalho 

(2000) usando C. elegans demonstraram altos rendimentos de biomassa (11,0 e 

13g/L, respectivamente), sendo esses resultados inferiores aos descritos neste 

trabalho. 

 

3.4. Produção e caracterização da Quitosana 

A cinética de produção da quitosana por A. corymbifera, em meio contendo 6%  

milhocina, 6% glicerina e 0,25% uréia, encontra-se  ilustrada na Figura 5. Os 

resultados obtidos mostram que a produção de quitosana, está diretamente 

associada ao crescimento celular. Durante as primeiras 24 h (fase de adaptação 

celular) praticamente não houve produção de quitosana. Entretanto, durante as 

fases de crescimento exponencial e estacionário houve um aumento crescente da 

produção de quitosana.  O maior rendimento de quitosana (88mg/g) foi obtido  no 

final do processo, com 96 horas de produção. Cardoso et al. (2009) cultivaram 

 Rhizopus arrhizus, em meio  contendo 8% de milhocina, durante 72 horas e 

 obtiveram rendimento de quitosana de 416 mg/g de biomassa.  Por outro lado, 

Stamford et al.(2007) obtiveram  rendimento de quitosana correspondente a 66 mg/g 

de biomassa; cultivando C. elegans (UCP 542), durante 96 horas,  em meio a base 

de Jacatupé (Pachyrhizus erosus L. Urban),  contendo 8.72 g/L de  proteínas totais, 

40.9 g/L de amido e 11.14 g/L de glicose, com  pH ajustado para 7,0. 

A cinética de produção da quitosana por A. corymbifera, em meio contendo 6%  

milhocina, 6% glicerina e 0,25% uréia, encontra-se  ilustrada na Figura 5. Os 

resultados obtidos mostram que a produção de quitosana, está diretamente 

associada ao crescimento celular. Durante as primeiras 24 h (fase de adaptação 

celular) praticamente não houve produção de quitosana. Entretanto, durante as 

fases de crescimento exponencial e estacionário houve um aumento crescente da 

produção de quitosana.  O maior rendimento de quitosana (88 mg/g) foi obtido  no 
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final do processo, com 96 horas de produção.  Cardoso et al. (2009) cultivaram 

 Rhizopus arrhizus, em meio  contendo 8% de milhocina, durante 72 horas e 

 obtiveram rendimento de quitosana de 416 mg/g de biomassa.  Por outro lado, 

Stamford et al.(2007) utilizando C. elegans (UCP 542) cultivadas em meio a base de 

Jacatupé (Pachyrhizus erosus L. Urban)- composição química básica [proteínas 

totais (8.72 g), Amido (40.9 g) e glicose (11.14 g) por litro de água destilada, pH 7.0], 

durante 96 horas,  obtiveram  rendimento de quitosana correspondente a 66 mg/g de 

biomassa.  

As análises de espectroscopia na região do infravermelho das amostras de 

quitosana produzidas por A. corymbifera no ponto central  do planejamento fatorial 

2³ (Tabela 1) e  de quitosana  comercial (Polymar), foram realizadas para 

determinação do grau de deacetilação, de acordo com Lima et al.(2006). Os graus 

de deacetilação (GD) de quitosana microbiológica e de crustáceos obtidos foram 

iguais a 90,3% e 78,59%, respectivamente.  O grau de deacetilação da quitosana 

microbiológica obtido através de espectros na região do infravermelho, excede 

11,71% comparando-se com a amostra comercial analisada (Figura 6 e 7). Pode-se 

observar que na região de impressão digital (1400 – 900 cm-1) do infravermelho são 

distinguíveis as bandas amina I (1620 – 1650 cm-1) e amina II (1570 – 1590 cm-1), as 

quais são bandas características da estrutura química de quitosana. Essas bandas 

são vistas tanto no espectro da quitosana utilizada nesse trabalho, como padrão 

(Polymar), na região do infravermelho, confirmando que a quitosana produzida por 

A. corymbifera assemelha-se ao padrão comercial.  

Os índices cristalinidade (ICR) obtidos através da difração de raio-X,  da amostra 

de quitosana na melhor condição do planejamento fatorial utilizado e a da quitosana 

comercial (Polymar), utilizada como padrão, foram calculados de acordo com Kittur 

et al.(2005), sendo obtidos respectivamente iguais a   21 e 56,64%. Os  

difratogramas de raio-X das  referidas amostras estão ilustrados nas Figuras 8 e 9, 

confirmando o alto grau de deacetilação da quitosana produzida por A. corymbífera 

de acordo com Vikhoreva et al.(1999). 

 

3.5. Descoloração do efluente indústria 
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Os efeitos da dosagem de quitosana e tempo de contato foram investigados 

para avaliar a capacidade de adsorção no processo de descoloração do efluente 

industrial bruto (Tabela 3). A Demanda Química de Oxigênio (DQO), Densidade 

Óptica (COR), Sólidos Suspensos Totais (SST), Potencial de Hidrogênio Iônico (pH), 

são parâmetros considerados importantes em tratamento de águas residuárias, por 

isso foram utilizados como indicadores para avaliar a capacidade de adsorção da 

quitosana.  

As características obtidas do efluente antes e após adsorção por quitosana 

foram descritas nas Tabelas 5 e 6. O melhor efeito da dosagem de quitosana para o 

processo de adsorção foi analisado com o efluente em pH 4,3 (Tabelas 5, 6 e 7), 

durante 30min de contato, correspondendo aos ensaios 1 e 2 (Tabela 4), onde foi 

verificado que para obtenção desse alto índice de remoção de poluentes não foi 

necessário nenhuma agitação (Figura 10) para ocorrer o processo de adsorção. A 

melhor eficiência obtida foi de 100% na remoção de parâmetros correspondentes a 

Densidade óptica (COR), 99,8% de DQO (demanda química de oxigênio), 90% de 

SST (sólidos suspensos totais).  

Os resultados obtidos demonstraram  valores semelhantes aos sugeridos por 

Xin et al.(2006), no que se refere ao índice de descoloração, onde o mesmo 

alcançou uma taxa de 99% em condições ótimas, utilizando uma combinação de 

coagulante com quitosana.  Marques Silva, A. et al. (2009) obteve resultados ótimos 

de 98% na remoção da cor de efluentes industrial de refrigerantes e sucos, 

utilizando quitosana comercial de crustáceos. 

Ying-Chien (2005) trabalhando com águas residuárias obteve remoção de 

Sólidos Suspensos Totais e DQO, correspondentes a 62,6% e 62,8%, 

respectivamente. Investigações recentes utilizando quitosana para remover 

poluentes em efluentes foram realizadas por Milhome et al.(2009), sendo obtida 65% 

na remoção da demanda química de oxigênio (DQO), sendo esses resultados 

inferiores aos obtidos nesse trabalho.  

Quitosana tem sido utilizada em experiências para tratamento de águas 

residuais de destilarias, com diferentes quantidades de tempo e contato, 

demonstrando que 10g/L desse biopolímero, e um tempo de contato de 30 minutos 



 

 

58

podem estar adequados para purificação das águas residuais, tendo como um dos 

índices de eficiência a demanda química de oxigênio (Lalov et al., 2002).    

 

4. Conclusões 

A. corymbifera é capaz de crescer e produzir quitosana nos substratos glicerina 

(resíduo industrial do excedente da produção do biodiesel),associada a milhocina e 

uréia,  possibilitando a formulação de um meio de baixo custo. A quitosana 

produzida por A. corymbifera apresenta um alto grau de deacetilação e baixo índice 

de cristalinidade, confirmando assim a alta porcentagem de deacetilação, com picos 

de absorção ao raio infravermelho próximos ao padrão comercial, alta eficiência na 

descoloração, demonstrando potencial biotecnológico para a remoção de poluentes 

de efluentes industriais.  
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 Tabela 1 – Valores das variáveis independentes, níveis -1 e +1 e do ponto central 

 
 
 

Nível 
Variável Independente 

-1 0 +1 

Uréia (%p/v) 0,00 0,25 0,50 

Glicerina (%v/v) 5,00 6,00 7,00 

Milhocina (%v/v) 4,00 6,00 8,00 

 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2 – Matriz do planejamento 23 descodificada e resultados da fermentação de  Absidia 

corymbifera: consumo de glicose, produção de biomassa, rendimento de quitosana e pH 

 

Nível 
Uréia 

(%p/v) 

Glicerina 

(%v/v) 

Milhocina 

(%v/v) 

Consumo 

Glicose 

(%) 

Produção de 

Biomassa 

(g/L) 

Rendimento 

Quitosana 

(mg/g) 

pH 

Final 

1 0,00 5,00 4,00 93,14 15,00 61,00 6,50 

2 0,50 5,00 4,00  0,00   0,00   0,00 8,00 

3 0,00 7,00 4,00 96,20 17,00 48,00 7,00 

4 0,50 7,00 4,00   0,00  0,00    0,00 8,50 

5 0,00 5,00 8,00 99,04 21,00 23,00 6,50 

6 0,50 5,00 8,00 0,00   0,00    0,00 8,00 

7 0,00 7,00 8,00 95,12 19,00 69,00 7,00 

8 0,50 7,00 8,00 73,22 17,00 52,00 7,50 

9 0,25 6,00 6,00 99,69 18,00        85,00 7,50 

10 0,25 6,00 6,00 99,86 17,00 88,00 7,00 

11 0,25 6,00 6,00 99,90 13,00 82,00 7,00 

12 0,25 6,00 6,00 99,79 21,00 85,00 7,00 
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Tabela 3. Níveis e valores das variáveis independentes do 1º planejamento fatorial 2² 
 
 
 

Variável  Nível  

Independente -1 0 +1 

Concentração da quitosana (g/L) 5 7,5 10 

Agitação (rpm) 0 75 150 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabela 4. Matriz codificada de planejamento fatorial completo 2². Fatores: concentração da quitosana 
produzida  por Absidia corymbifera  e agitação. Variável resposta: remoção da cor do efluente (%)   
 

 
Ensaio Concentração da quitosana (g/L) Agitação (rpm) 

1 -1 -1 
2 +1 -1 
3 -1 +1 
4 +1 +1 
5 0 0 
6 0 0 
7 0 0 
8 0 0 
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Tabela 5 – Demanda Química de Oxigênio e Sólidos Suspensos Totais do efluente industrial antes e 

após descoloração - Tempo de contato da Quitosana 30min 

 

Ensaios 
Dosagem 
Quitosana 
(g/L) 

DQO (mg/L) 
Antes 
adsorção 

DQO (mg/L) 
Após 
adsorção  

Sólidos Suspensos 
Totais (mg/L) - 
Antes adsorção  

Sólidos Suspensos 
Totais (mg/L) - 
Após adsorção  

1 10 
2 5 5800 <10 100 <10 

 

 

Tabela 6 – Densidade óptica e pH do efluente industrial antes e após descoloração 

 

Densidade óptica e pH - Tempo de contato da Quitosana 30min 

Ensaios Dosagem de 
Quitosana (g/L) 

pH 
inicial 

pH 
final 

Densidade Óptica Antes 
Adsorção (nm) 

Densidade Óptica Após 
Adsorção 550(nm) 

1 5 5,20 0,000 
2 10 5,95 0,000 
3 10 6,35 0,002 
4 10 6,47 0,002 
5 7,5 5,95 0,004 
6 7,5 5,90 0,002 
7 7,5 6,00 0,001 
8 7,5 

4,30 

5,87 

0,104 

0,002 
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  Tabela 7 – Eficiência da descoloração do efluente industrial através da quitosana 

      isolada de  Absidia corymbifera 

Ensaios Quitosana (g/L) Agitação (rpm) Descoloração(%) 

1 5 0 100 
2 10 0 100 
3 5 150 98,07 
4 10 150 98,07 
5 7,5 75 96,15 
6 7,5 75 98,07 
7 7,5 75 99,03 
8 7,5 75 98,07 
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0,9630581

1,391084

1,81911

1,81911

2,675161

-5,88536

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

1 e 3

2 e 3

1 e 2

(2)Glicerina

(3)Milhocina

(1)Uréia

 

 
Figura 1 – Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 23 tendo como variáveis independentes as 
concentrações de (1) uréia, (2) glicerina e (3) milhocina e como variável resposta produção da 
biomassa  por Absidia corymbifera: 
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0,4153398

0,7650997

1,508339

1,858099

2,426459

-3,25714

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

1 e 2

(3)Milhocina

1 e 3

(2)Glicerina

2 e 3

(1)Uréia

 
 
 
 
 
Figura 2 – Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 23 tendo como variáveis independentes as 
concentrações de (1) uréia, (2) glicerina e (3) milhocina e como variável resposta o rendimento de 
quitosana produzida por Absidia corymbifera 
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1,414214

-1,41421

-1,41421

-1,41421

-1,41421

7,071068

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

(2)Glicerina

(3)Milhocina

1by2

1by3

2by3

(1)Uréia

 
 

 

Figura 3 – Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 23 tendo como variáveis independentes as 
concentrações de (1) uréia, (2) glicerina e (3) milhocina e como variável resposta o pH final do meio 
de produção 
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Figura 4 – Perfil de produção de biomassa por Absidia corymbifera em meio de cultivo contendo 6%  
Milhocina, 6% Glicerina e 0,25% Uréia, durante 96 horas de fermentação 
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Figura 5 – Perfil de produção de quitosana por Absidia corymbifera em meio de cultivo contendo 6%  
Milhocina, 6% Glicerina e 0,25% Uréia, durante 96 horas de fermentação 
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Figura 6- Espectro na região do infravermelho de quitosana da melhor condição de produção (ponto 
central)    
 

 

 

 

 

 



 

 

73

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7- Espectro na região do infravermelho de quitosana comercial (padrão POLYMAR)    
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Figura 8- Difratograma de Raio- x da Quitosana produzida por  Absidia corymbifera a partir da 
condição selecionada 
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Figura 9- Difratograma de Raio- x da amostra de Quitosana comercial (padrão POLYMAR)    
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18,70488

18,70488

-20,3026

p=,05

Efeito Estimado(Valor Absoluto)

(1)Quitosana

1 e 2

(2)Agitação

 

 
 
Figura 10 – Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2² tendo como variáveis independentes 
(1) a concentração de  quitosana isolada de Absidia corymbifera (2) agitação e como variável 
resposta a eficiência da descoloração do efluente industrial  
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Conclusões Gerais 

Os estudos realizados permitiram concluir: 

Primeiro Artigo 

Quitosana comercial, em forma de flocos e em microesferas (processada 

biotecnologicamente), apresenta alto poder de adsorção para o tratamento na 

descoloração de efluente industrial. Ressaltando que no processo de adsorção, a 

quitosana em microesferas apresenta maior estabilidade que a quitosana em forma 

de flocos. 

Segundo Artigo 

A. corymbifera é capaz de produzir quitosana quando cultivada em meio de baixo 

custo, utilizando como substrato glicerina (resíduo industrial do excedente da 

produção do biodiesel), associada à milhocina (resíduo do beneficiamento o refino 

do milho) e uréia; 

A quitosana produzida por A. corymbifera apresenta um alto grau de deacetilação e 

baixo índice de cristalinidade; 

Quitosana de A. corymbifera apresenta excelente potencial para a remoção de 

poluentes em efluentes industriais, comprovado em testes de descoloração, obtido 

através processo de adsorção e pela diferença da densidade óptica do efluente 

industrial. A quitosana possui ainda capacidade de remover sólidos suspensos totais 

e a demanda química de oxigênio do efluente industrial de refrigerantes e sucos. 
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