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KRAMER, Loise Rissini. Funcionalizagao de Nanocelulose Bacteriana (NCB)
com Cinza Leve de Carvao Mineral (CL). 2019. 67 p. Trabalho de Conclusédo de
Curso (Graduagao em Engenharia Quimica) — Universidade Federal da Integracéo
Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2019.

RESUMO

A nanocelulose produzida a partir de bactérias, conhecida como nanocelulose
bacteriana (NCB), ganhou um papel promissor como fonte alternativa em comparagao
as demais classes de celulose. Devido as propriedades excelentes como alta
capacidade de retencao de agua, alto grau de polimerizagao, nanoestrutura unica, alta
cristalinidade e alta resisténcia mecanica, esse material vem sendo amplamente
estudado. As descobertas mostram que a NCB e seus derivados surgiram como um
biomaterial avancado e proporcionam um futuro promissor em varios campos, como
biomédico e farmacéutico, cosméticos, alimentos, téxteis e eletronico. Em outra linha,
a cinza leve de carvao mineral (CL), residuo produzido em grandes volumes por
termelétricas, é fonte de oOxidos de silicio e aluminio, aplicada por exemplo na
construcdo civil e na sintese de zedlitas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
funcionalizar a NCB com CL (NCB-CL), mais especificamente, avaliar as técnicas de
funcionalizagéo in situ e ex situ, e caracterizar os materiais, a fim de investigar as
possiveis aplicacbes do compodsito. A NCB foi produzida em cultura estatica pela
bactéria Komagataeibacter xylinus a 30 °C, em meio Hestrin & Schramm (HS). A
metodologia avaliou a incorporagao através de duas abordagens, in situ e ex situ, e
0s seguintes parametros: meios de incorporagao (agua, acetato de polivinila, acidos
nitrico e sulfurico); temperatura; tempo de processo e concentragdo de CL. Foram
caracterizados por difracdo de raio X e microscopia eletrénica de varredura a NCB, a
CL e a NCB-CL produzida na melhor condi¢ao (ex situ, imersa em solugdo de 500 g
CL/L, sob agitagao em ultrassom a 60 °C, durante 1 hora). Além disso, a composi¢cao
e a granulometria da CL foi avaliada por espectroscopia por dispersdo de energia de
raio X e granulometria a laser, respectivamente. Os resultados mostraram que através
da funcionalizacao in situ houve uma limitagao para o desenvolvimento do compdsito.
Por outro lado, a abordagem ex situ permitiu a incorporagao da CL em biofilmes de
NCB e foi mais efetiva em temperaturas mais elevadas, com alta concentracéo de CL.
A CL possui majoritariamente mulita e quartzo, sendo as particulas em sua maioria
esféricas e 90% com didametros menores que 120,059 + 3,166 uym. A NCB foi
produzida com alta pureza e o método ex situ resultou na incorporacao de 6,0 g CL/g
NCBseca N0 caso dos biofilmes de 24 pogos e 6,9 g CL/g NCBseca para os de 96 pogos,
estando a CL incorporada entre as nanofibras de NCB. O comportamento observado
por meio dos parametros avaliados na producdo de NCB-CL s&o o primeiro passo
para o estudo desse compdsito.

Palavras-chave: Komagataeibacter xylinus. Nanocelulose bacteriana. Cinza leve.
Compésitos. Biomateriais.



KRAMER, Loise Rissini. Functionalization of Bacterial Nanocellulose (NCB) with
Coal Fly Ash (CL). 2019. 67 p. Trabalho de Conclus&o de Curso (Graduagdo em
Engenharia Quimica) — Universidade Federal da Integracao Latino-Americana, Foz
do Iguagu, 2019.

ABSTRACT

Nanocellulose produced from bacteria, known as bacterial nanocellulose (NCB), has
gained a promising role as an alternative source in comparison to the other classes of
cellulose. Due to excellent properties such as high water retention capacity, high
degree of polymerization, unique nanostructure, high crystallinity and high mechanical
strength, this material has been extensively studied. The findings show that NCB and
its derivatives have emerged as an advanced biomaterial and provide a promising
future in many fields, including biomedical and pharmaceutical, cosmetics, food,
textiles and electronics. In another line, coal fly ash (CL), a residue produced in large
volumes by thermoelectric plants, is a source of silicon and aluminum oxides applied,
for example, in civil construction and zeolite synthesis. In this way, the objective of this
work was to functionalize NCB with CL (NCB-CL), more specifically, to evaluate in situ
and ex situ functionalization techniques, and to characterize the materials, in order to
investigate the possible applications of the composite. The NCB was produced in static
culture by the bacterium Komagataeibacter xylinus at 30 °C in Hestrin & Schramm
(HS) medium. The methodology evaluated the incorporation through two approaches,
in situ and ex situ, and the following parameters: incorporation media (water, polyvinyl
acetate, nitric and sulfuric acids); temperature; process time and CL concentration. The
NCB, CL and NCB-CL produced in the best condition (ex situ, immersed in 500 g CL/L
solution, under ultrasonic stirring at 60 °C for 1 hour) were characterized by X-ray
diffraction and scanning electron microscopy. In addition, the composition and particle
size of CL were evaluated by X-ray energy dispersion spectroscopy and laser
granulometry, respectively. The results showed that through in situ functionalization
there was a limitation for the development of the composite. On the other hand, the ex
situ approach allowed the incorporation of CL in NCB biofilms and it was more effective
at higher temperatures, with high CL concentration. CL particles are mostly mullite and
quartz, and they are predominantly constituted by spherical particles, being 90% with
diameters smaller than 120,059 + 3,166 um. NCB was produced with high purity and
the ex situ method resulted in the incorporation of 6.0 g CL/g NCBuriea in the case of
the biofilm produced in 24 well plates and 6.9 g CL/g NCBudried for the 96 wells, with CL
being incorporated between the NCB nanofibers. The behavior observed through the
parameters evaluated in the production of NCB-CL are the first step to the study of this
composite.

Key words: Komagataeibacter xylinus. Bacterial nanocellulose. Fly Ash. Composite
materials. Biomaterials.
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RESUMEN

La nanocelulosa producida a partir de bacterias, conocida como nanocelulosa
bacteriana (NCB), gand un papel prometedor como fuente alternativa en comparacion
con las demas clases de celulosa. Debido a las propiedades excelentes como alta
capacidad de retencidn de agua, alto grado de polimerizacion, nanoestructura unica,
alta cristalinidad y alta resistencia mecanica, este material ha sido ampliamente
estudiado. Los descubrimientos muestran que la NCB y sus derivados surgieron como
un biomaterial avanzado y proporcionan un futuro prometedor en varios campos, como
biomédico y farmacéutico, cosméticos, alimentos, textiles y electronicos. En otra linea,
la ceniza volante de carbon mineral (CL), residuo producido en grandes volumenes
por termoeléctricas, es fuente de 6xidos de silicio y aluminio, aplicada por ejemplo en
la construccion civil y sintesis de zeolitas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
funcionalizar NCB con CL (NCB-CL), mas especificamente, evaluar las técnicas de
funcionalizacion in situ y ex situ, y caracterizar los materiales, a fin de investigar las
posibles aplicaciones del material compuesto. La NCB fue producida en cultivo
estatico por la bacteria Komagataeibacter xylinus a 30°C, en medio Hestrin &
Schramm (HS). La metodologia evalué la incorporacién a través de dos enfoques, in
situ y ex situ, y los siguientes parametros: medios de incorporacion (agua, acetato de
polivinilo, acidos nitrico y sulfurico); temperatura; tiempo de proceso y concentracion
de CL. Se caracterizé la NCB, la CL y la NCB-CL producida en la mejor condicion (ex
situ, inmersa en solucién de 500 g CL/L, bajo agitacion en ultrasonido a 60 °C, durante
1 hora) por los analisis de difraccion de rayos-X y microscopia electrénica de barrido.
Ademas, la composicion y granulometria de la CL fue caracterizada por
espectroscopia por dispersion de energia de rayos-X y granulometria a laser,
respectivamente. Los resultados mostraron que a través de la funcionalizacion in situ
hubo una limitaciéon para el desarrollo del material compuesto. Por otro lado, el
enfoque ex situ permitio la incorporacion de la CL en biopeliculas de NCB y fue mas
efectiva a temperaturas mas elevadas, con alta concentracion de CL. La CL posee
mayoritariamente mulita y cuarzo, particulas predominantemente esféricas, siendo
90% con diametros menores que 120,059 + 3,166 um. La NCB fue producida con alta
pureza y el método ex situ resultd en la incorporacién de 6,0 g CL/g NCBseca €n el caso
de las biopeliculas de 24 pocillos y 6,9 g CL/g NCBseca para los de 96 pocillos, estando
la CL incorporada entre las nanofibras de NCB. ElI comportamiento observado por
medio de los parametros evaluados en la produccion de NCB-CL son el primer paso
para el estudio de ese material compuesto.

Palabras clave: Komagataeibacter xylinus. Nanocelulosa bacteriana. Ceniza volante.
Materiales compuestos. Biomateriales.
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1 INTRODUCAO

A celulose ([CsH100s5]n) € 0 biopolimero mais abundante no planeta,
constituinte das paredes celulares de plantas e algas (Donini et al., 2010). Apesar de
ser extraida de fontes renovaveis, o uso da madeira como matéria-prima é causa de
desmatamentos ilegais e os processos para purificagdo da celulose sao altamente
poluentes (Esa, Tasirin e Rahman, 2014). Isso ocorre pois a celulose vegetal encontra-
se ramificada entre hemicelulose e lignina, impurezas que podem ser removidas pela
aplicacdo de um processo quimico, que resulta em efluentes com alta fragdo de
compostos organicos nao biodegradaveis (Esa, Tasirin e Rahman, 2014; Hermosilla
etal., 2014).

Nesse contexto, a nanocelulose bacteriana (NCB) desponta como
uma alternativa tecnoldgica promissora para substituicdo do processo tradicional de
obtencao desse biopolimero. Produzida por diferentes espécies de bactérias gram-
negativas, tais como representantes dos géneros Komagataeibacter, Azotobacter,
Rhizobium e Pseudomonas (Shoda e Sugano, 2005), a NCB possui a mesma
estrutura quimica da celulose vegetal e seu processo de purificagdo envolve apenas
a remogao das bactérias, ndo contendo qualquer outro composto indesejado. Além
disso, é constituida por fibras nanométricas que conferem a NCB propriedades
especificas, como alta resisténcia mecanica a tracio, possibilidade de formacio de
compdésitos, biocompatibilidade, biodegradabilidade, alta cristalinidade e pureza,
grande capacidade de retencdo de agua e flexibilidade de produgao (Donini et al.,
2010; Esa, Tasirin e Rahman, 2014; Foresti, Vazquez e Boury, 2016; Pinto, 2013;
Stumpf et al., 2016).

Devido a essas propriedades, a NCB possui uma ampla gama de
aplicagbes em areas distintas como embalagens (Martin et al., 2017; Nandi e Guha,
2018), industria de alimentos, farmacéutica e cosméticos (Bashari, Shirvan e Shakeri,
2018; Shi et al., 2014; Ullah, Santos e Khan, 2016), industria téxtil (Sarubbo, 2017),
engenharia de tecidos (Oliveira et al., 2012), biomedicina, tratamento de agua e
sensores (Bethke et al., 2018; Cherian et al., 2013; Khalid et al., 2017; Mohammedi,
2017; Pirich et al., 2017; Yang et al., 2018), catalise (Bethke et al., 2018; Foresti,
Vazquez e Boury, 2016), optoeletrénica (Abood, Salim e Saimon, 2018), entre outras
aplicagbées (Donini et al., 2010; Iris et al., 2013). Em outras palavras, a NCB é um

biomaterial promissor para funcionalizacdo por meio de sua modificacdo in situ
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(materiais sdo adicionados durante a sintese, ou seja, durante a produgdo de NCB
pelas bactérias) ou ex situ (NCB é impregnada com materiais em uma fase de poés
tratamento).

A relevancia da produgao de compdsitos a partir da NCB se encontra
no fato de que o biopolimero puro possui algumas limitacbes que restringem suas
aplicagdes, como por exemplo a falta de propriedades antibacterianas e condutividade
elétrica. Nesse sentido, estudos vem sendo realizados para introduzir materiais de
reforco na rede de fibras da NCB que atuam fornecendo propriedades adicionais,
fortificando ou diminuindo as propriedades intrinsecas do material (Esa, Tasirin e
Rahman, 2014).

Pesquisas de incorporacado de nanoparticulas de 6xidos metalicos na
NCB ja atingiram diversos resultados, como adi¢géo de propriedades antimicrobianas,
optoeletrénicas e atividade catalitica, propriedades que permitem a utilizagdo desses
compositos em fotocatalise, papel eletrbnico, biomedicina e tratamento de efluentes
(Foresti, Vazquez e Boury, 2016; Khalid et al., 2017; Li et al., 2018).

Em outra linha, ha as cinzas leves de carvao mineral (CL) — um dos
principais residuos da combustdo do carvao mineral em usinas termelétricas — que
sao uma grande fonte de 6xidos metalicos, principalmente 6xidos de silicio e aluminio,
contendo tracos de 6xidos de ferro, calcio, manganés e potassio (Yao et al., 2015). A
CL tem sido considerada como um residuo com potencial de liberacdo de elementos
nocivos ao meio ambiente, pois seu descarte inadequado pode resultar em polui¢cao
da agua e do solo, e os processos de remediacdo dos ecossistemas sao complexos
(Yao et al., 2015).

Em 2010, estimava-se que a producdo mundial anual de CL chegava
a 480 milhdes de toneladas (Ahmaruzzaman, 2010), ressaltando a importancia de
investigar possibilidades de aproveitamento desse residuo, cuja a produgao tem
aumentado nos ultimos anos. Somente na China, em 2015, a produgao anual estava
estimada em alcancar 580 milhdées de toneladas (Yao et al., 2015). Ja no Brasil, a
producao € menor — projecao de 10 milhdes de toneladas para 2020 — e concentrada
principalmente na regido Sul do pais (Pedrolo, 2017). Algumas aplicagdes potenciais
da CL incluem usos nas industrias da construcao civil e ceramica, sintese de zedlitas,
catélise e suporte para catalise (Yao et al., 2015). Destaca-se assim a oportunidade
de investigacao desse residuo e sua incorporagao em uma matriz biopolimérica para

futuras aplicagdes.
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Devido a formagao multidisciplinar do engenheiro quimico, a produgao
de novos materiais unindo a nanotecnologia e biotecnologia esta diretamente ligada a
sua atuagao. Dentro desse contexto, o objetivo geral deste trabalho é funcionalizar a
nanocelulose bacteriana (NCB) com cinza leve de carvao mineral (CL). Em paralelo,
0s objetivos especificos incluem: sintetizar e caracterizar os biofilmes de NCB;
caracterizar a CL; avaliar as técnicas de funcionalizacdo em biofilmes de NCB;
incorporar CL na matriz de NCB por modificagdes in situ e ex situ e caracterizar a NCB
funcionalizada com CL (NCB-CL). A partir das caracteristicas e propriedades obtidas
serao investigadas as possiveis aplicagdes desse novo material.

Neste trabalho sera apresentado inicialmente um referencial tedrico
fundamentando aspectos importantes sobre a NCB e a CL, seguida da metodologia
de preparo e caracterizacdo, resultados e discussdo, finalizando com as

consideragdes finais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O referencial tedrico esta dividido em trés partes. A primeira apresenta
as principais caracteristicas da nanocelulose bacteriana (NCB), seu historico,
biossintese e condigdes de cultivo, finalizando com as propriedades e aplicagdes. Na
sequéncia sdo abordados aspectos importantes sobre a cinza leve (CL) e, por fim,

uma revisao sobre os estudos da literatura relacionados ao objetivo desse trabalho.

2.1 NANOCELULOSE BACTERIANA

2.1.1 Histoérico

A NCB foi descrita pela primeira vez em 1886 por Brown, que
observou a formacao de uma pelicula durante a fermentacéo do vinagre e se referiu
a ela como “planta de vinagre”. Por meio de estudos descobriu-se que a pelicula era
constituida por celulose e formada devido a fermentacdo acética realizada pela
bactéria que ele denominou Bacterium xylinum (Brown, 1886).

Em 1906, Browne confirmou os estudos de Brown, por meio do estudo
do material celuldsico produzido durante a fermentacdo do suco da cana-de-agucar
(Browne, 1906). Entretanto, somente em 1931 foi publicado o primeiro estudo
detalhado da formacdo da NCB em uma série de experimentos realizados com a
bactéria (Tarr e Hibbert, 1931). Alguns anos depois, em 1954, Hestrin e Schramm
desenvolveram um meio de cultura complexo, que até os dias atuais € amplamente
utilizado (Hestrin e Schramm, 1954).

Desde seu descobrimento, a bactéria tem recebido diversos nomes,
sendo eles: Bacterium xylinum (1886), Acetobacterium xylinum (1889), Bacterium
xylinodes (1906), Acetobacter xylinum (1925), Gluconacetobacter xylinus (2009) e
atualmente o género Gluconacetobacter foi dividido em dois e a bactéria passou a ser
parte do género recém criado Komagataeibacter, com o nome K. xylinus (Cacicedo et
al., 2016; Iris et al., 2013; Yamada et al., 2012).

A bactéria gram-negativa K. xylinus é estritamente aerdbia e vive
principalmente em frutas e vegetais em processo de decomposigéao (Cacicedo et al.,
2016). E amplamente reconhecida por sua habilidade de produzir NCB a niveis de

interesse comercial a partir de inUmeras fontes de carbono e nitrogénio (Iris et al.,
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2013). Entretanto, existem outros microrganismos que produzem a NCB, tais como as
espécies:  Agrobacterium  tumefaciens, Pseudomonas putida, Rhizobium
leguminosarum, Burkholderia chrysanthemi, Salmonella enterica, Komagataeibacter
hansenii e Escherichia coli (GULLO et al., 2018). Cabe destacar que o tipo de bactéria
produz a celulose em diferentes formas, como a exemplo dos géneros: Aerobacter,
Achromobacter e Alcaligenes (forma de fibrilas), Komagataeibacter (forma de fitas),
Agrobacterium e Rhizobium (forma de fibrilas curtas) e Sarcina (celulose amorfa)
(Mohammedi, 2017).

2.1.2 Biossintese da NCB

A bactéria aerobia gram-negativa K. xylinus, com comprimento na
faixa de 2 a 10 micrébmetros e largura entre 0,5 a 1 micrémetro, produz quantidades
significativas de NCB durante seu desenvolvimento, a partir de uma grande variedade
de fontes de carbono e nitrogénio (Mohammedi, 2017).

A NCB é um produto final do metabolismo do carbono e, dependendo
do estado fisioldgico da célula pode envolver o ciclo das pentoses, o ciclo de Krebs e
a gliconeogénese (o0 processo pelo qual precursores como o piruvato e glicerol séo
convertidos em glicose) (Mohammedi, 2017). Além disso, a reacao de biossintese da
NCB é um processo “trabalhoso” para as bactérias, ja que consome 10% de adenosina
trifosfato (ATP) gerados no catabolismo (Donini et al., 2010).

A necessidade da bactéria de trocar o estado plancténico (livre em
suspensao) pelo biofilme (sésseis) € uma resposta ao ambiente em que esta inserida,
uma vez que o biofilme pode fornecer protecdo a bactéria contra condicoes severas
atuando como um suporte, para evitar eliminacdo de células através de fluxo de
liguido, e como uma barreira fisica, protegendo de efeitos negativos de raios
ultravioleta devido a sua opacidade, de microrganismos competidores e, de
compostos antimicrobianos — pela limitagado da difusdo e pelo aumento da densidade
celular (Gullo et al., 2018; Iris et al., 2013). Ha evidéncias que a NCB é utilizada como
mecanismo de flotacdo para a bactéria, para que assim fique mais proxima da
interface entre o liquido e o ar, o que facilita a obtencao de oxigénio. Essa barreira
ainda atua retendo a umidade e prevenindo a desidratacdo do substrato em que a
bactéria vive (Donini et al., 2010; Iris et al., 2013; Mohammedi, 2017).
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Sua biossintese possui varias etapas que envolvem uma série de
enzimas individuais e complexos de proteinas cataliticas e reguladoras, porém as
estruturas supramoleculares ainda ndo sao precisas (Pinto, 2013). O processo pode
ocorrer a partir de fontes exdgenas e enddgenas que pode ser realizado diretamente
pela fosforilagdo de hexoses exégenas (sem depender de clivagens intermediarias do
esqueleto carbbnico) e indiretamente pela gliconeogénese e via das pentoses (Donini
et al., 2010; Mohammedi, 2017).

O processo indireto a partir de fontes endogenas inicia pela
gliconeogénese a partir do oxalacetato via piruvato, sendo o piruvato convertido em
fosfoenolpiruvato por duas enzimas (oxalacetato descarboxilase e piruvato fosfato
diquinase (Donini et al., 2010).

Em paralelo, o processo direto inicia com a glicose sendo
transportada para o meio intracelular e, na sequéncia, ha quatro enzimas principais
que atuam na conversao da glicose em NCB (Colvin e Leppard, 1977):

— glicoquinase: responsavel pela fosforilagdo do carbono 6 da
glicose;

— fosfoglicomutase: catalisa a isomerizagéo da glicose-6-fosfato em
glicose-1-fosfato;

— pirofosforilase, também denominada glicose-1-
fosfatouridilitransferase: sintetiza uridina difosfoglicose (UDPG
(termo em inglés para Uridine diphosphate glucose);

— celulose sintase: UDPG é transformada em uridina difosfato (UDP)
enquanto cadeias de (-1,4-glicano sao formadas e utilizadas para
sintetizar a NCB.

Na celulose sintase ocorrem trés etapas principais (Donini et al.,
2010). Inicialmente ocorre a polimerizagéo da glicose em cadeias de B-1,4-glucano;
secrecgao extracelular das cadeias lineares e a organizagao e cristalizagao das cadeias
de glucanos em tiras, por meio de ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals.
Na Figura 1, pode ser visualizado um modelo simplificado das rotas de producéao da
NCB, de acordo com Souza (2014).

Quando dissacarideos como sacarose e maltose séo utilizados como
fonte de carbono para a produgdo de NCB, a biossintese inicia com a hidrélise dos
dissacarideos em monossacarideos como glicose e frutose. Apesar do caminho de

producao de UDPG ser relativamente bem conhecido, os mecanismos moleculares
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da polimerizagao da glicose em cadeias longas e nao ramificadas de celulose ainda
necessitam ser elucidados (Lee et al., 2013).

Aformacao da NCB ocorre na interface ar-liquido, de cima para baixo,
devido a disponibilidade de solutos e difusao de oxigénio pela matriz. Cada microfibrila
produzida é extrusada em uma regido especifica no exterior do biofiime, sendo
formado por protofibrilas em torno de 2 a 4 nm de didmetro, que se combinam
espontaneamente na forma de fitas de aproximadamente 80 nm de diametro e por
fim, se agrupam em uma rede tridimensional, resultante da divisdo celular das
bactérias (Gama, Dourado e Bielecki, 2016; Gullo et al., 2018).

Figura 1 — Modelo simplificado da rota metabdlica para biossintese de celulose a partir de glicose,
manitol ou glicerol por K. hansenii.
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2.1.3 Condicdes de Cultivo

Dependendo das condi¢cdes de cultivo a NCB pode ser produzida em
diferentes tamanhos e formatos, como peliculas (membranas), esferas, agregados
fibrosos, tubos, massas irregulares e bioimpressdes tridimensionais. Podem ser
utilizados moldes de diferentes tamanhos e formatos para delinear a geometria

desejada para o biomaterial (Gama, Gatenholm e Klemm, 2013).



18

A NCB pode ser obtida em condig¢des de cultura dindmica ou estatica.
No cultivo dindmico ha maior produtividade de NCB e pode ser realizado em recipiente
tipo shakers, biorreatores de tanque agitado, colunas de bolhas, biorreatores airlift e
variagdes. Entretanto, o cultivo dindmico resulta em material na forma de esferas ou
um emaranhado de fibras, resultando em menor resisténcia mecanica (Donini et al.,
2010; Gama, Gatenholm e Klemm, 2013). Além disso, estudos mostram que o tempo
de cultivo pode induzir mutagdes na bactéria ocasionando uma menor produgcao de
NCB (Shi et al., 2014).

Por outro lado, a cultura estatica € mais comum e resulta em um
biomaterial na forma de peliculas, que € mais estavel e com estruturas e propriedades
reprodutiveis para aplicagbes comerciais (Gama, Gatenholm e Klemm, 2013). Apesar
disso, ainda apresenta custos de producao elevados em larga escala (Shi et al., 2014)
limitando seu uso direto para fabricagao da NCB. Alguns reatores utilizados sao: disco
rotativo, bandejas, horizontal lift reactor (Iris et al., 2013).

Os principais parametros que influenciam nas condi¢cdes de cultivo
sdo oxigénio dissolvido, pH e temperatura (Lee et al., 2013), sendo que o tempo de
cultivo e meio de cultura utilizado também influenciam nas caracteristicas do biofilme.

O teor de oxigénio dissolvido afeta a morfologia da NCB e a taxa de
crescimento de K. xylinus. Watanabe e Yamanaka (1995), identificaram que a
densidade da rede de nanocelulose pode ser controlada por alteracbes na tensao de
oxigénio. Para teores maiores a rede € mais densa, devido as ramificacbes que
ocorrem no processo de divisao celular que se torna mais frequente. Entretanto, se a
tensao de oxigénio, definida como o volume (%) na fase gasosa a 1 atm for maior que
a tensdo de oxigénio na atmosfera, a produgdo de NCB é inibida (Watanabe e
Yamanaka, 1995).

O pH é outro fator de influéncia, devendo ser controlado e regulado
durante o cultivo, pois afeta a estrutura e a permeabilidade da membrana celular,
alterando a produtividade e a formacédo da rede de fibras de nanocelulose. O pH
considerado 6timo para a producdo de NCB varia de acordo com a fonte de carbono
utilizada, entretanto o pH ideal para producgao a partir de K. xylinus esta entre 4 € 6, e
a faixa de desenvolvimento entre pH 3,5 e 7,5 (Gama, Gatenholm e Klemm, 2013;
Mohammedi, 2017). Para a produgéo a partir de glicose, o pH étimo € 5,5 e, alterando
para manitol, o valor chega a 6,5 (Iris et al., 2013).

Destaca-se que no decorrer do metabolismo respiratorio da K. xylinus,
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ocorre a oxidacao do etanol a acido acético, e conversao de glicose e acido glucénico,
ocasionando uma diminuicdo no pH em processos batelada que pode alcangar pH
3,5, enquanto que para processos batelada alimentada o pH permanece praticamente
constante (Shezad et al., 2010).

Temperaturas ideais de producédo foram observadas entre 28 °C e
31 °C, com temperatura 6tima de 30 °C (Mohammedi, 2017). Em relagdo ao tempo de
cultivo, este influencia na espessura do biofilme, ja que continua sendo produzido
enquanto ha condigbes favoraveis ao desenvolvimento das bactérias.

O meio de cultura utilizado também é importante para a producgao de
NCB, pois a bactéria K. xylinus tem a capacidade de se desenvolver em uma
variedade de substratos carbdnicos (sacarose, glicose, frutose, lactose, manitol, entre
outros) com a inclusdo de uma fonte de nitrogénio (extrato de levedura, sais de
amoénio) (Iris et al., 2013). Os substratos utilizados podem alterar as propriedades do
biofiime de NCB, a exemplo de Souza et al. (2019), que desenvolveu um meio de
cultura minimo para cultivo de K. hansenii (espécie produtora de NCB do mesmo
género da K. xylinus), resultando em transparéncia, maior capacidade de retengéo de
agua, superficie altamente porosa e maior elasticidade do que os biofilmes usuais
produzidas em meio manitol, caracteristicas interessantes para aplicagdes nos
campos médico e industrial (Souza et al., 2019).

Além disso, K. xylinus possui resisténcia a mudangas abruptas de
umidade, pH, presenga de substancias tdéxicas e organismos patogénicos
(Mohammedi, 2017). Sendo assim, podem ser testados diversos aditivos no meio de
cultura com o objetivo de construir uma rede de fibras funcionalizada com novas
propriedades ou alterar propriedades ja existentes. O papel dos aditivos esta
relacionado com a habilidade de competirem por ligagdes de hidrogénio com as
cadeias de B-1,4-glucano, afetando o processo de montagem da rede tridimensional,
que também pode ser alterado por mudangas na viscosidade do meio (Gullo et al.,
2018). Na secgao 2.1.5 serdo apresentadas algumas aplicagbes da NCB e NCB
funcionalizada, comentando brevemente sobre as formas de modificacdo, que serao

melhor abordadas na seg¢ao 2.3.

2.1.4 Caracteristicas e Propriedades da NCB

A celulose € um homopolissacarideo linear cuja unidade estrutural,
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celobiose, é formada por duas moléculas de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas
B-1,4 (Figura 2). Na Figura 2 também podem ser observadas as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares (dominios amorfos responsaveis pela rigidez da cadeia) e
intermoleculares (dominios cristalinos, insolubilidade em agua) entre os grupos
hidroxila e oxigénios do anel (Donini et al., 2010; Gullo et al., 2018; Mohite e Patil,
2014; Sarubbo, 2017; Souza, 2014).

Figura 2 — Representacdo da celulose e sua unidade estrutural: celobiose. As linhas pontilhadas
representam ligagdes de hidrogénio.
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Além disso, 0 mecanismo de biossintese das cadeias pode levar a
producao de dois tipos de celulose: (i) celulose | (cristalina), cujas microfibrilas séo
orientadas paralelamente e (ii) celulose I, na qual as microfibrilas sdo orientadas de
forma antiparalela (Donini et al., 2010). Em relacao a celulose |, podem ocorrer duas
estruturas cristalinas diferentes, monoclinica (lg) ou triclinica (la) (Iris et al., 2013;
Sarubbo, 2017), cuja quantidade de cada tipo produzido pela bactéria pode ser
alterada pelas condigdes de cultivo (agitacdo, temperatura e aditivos) (Foresti,
Vazquez e Boury, 2016).

A NCB sintetizada pela bactéria em condi¢cdes de cultura estatica
forma uma membrana na interface entre o ar e o meio de cultivo, que é flutuante
devido a bolhas de gas carbdnico produzidas durante o metabolismo da bactéria, e
que foram aprisionadas na matriz de nanocelulose (Iris et al., 2013; Klemm et al.,
2001). Sua alta capacidade de retengado de agua € devida a sua superficie interna
coberta por grupos hidroxila que sao altamente hidrofilicos, entretanto apenas 1/10 da



21

agua armazenada se comporta como agua livre sobre a pressao atmosférica (Gelin et
al., 2007).

De maneira geral, a NCB apresenta como propriedades: a possibilidade de
incorporagcdo de materiais para produgdo de compositos, elasticidade, alta
cristalinidade (60-90%) (Gullo et al., 2017), alta pureza e propriedades mecanicas
superiores a da celulose vegetal (Sarubbo, 2017). Além disso, as microfibrilas de NCB
s&o aproximadamente 100 vezes menores que as da celulose vegetal (Klemm et al.,
2001).

2.1.5 Aplicagdes e Funcionalizacdo da NCB

A NCB tem sido extensivamente pesquisada para utilizacdo em
diversas areas (Figura 3), sendo que em alguns setores ja alcangou patamar
comercial, seja como a NCB pura ou modificada (compdsitos). Os compdsitos
consistem em dois materiais individuais, uma matriz e um material de refor¢o: a matriz
atua como suporte ao material de reforco que, por sua vez, confere propriedades
fisicas, quimicas e/ou biolégicas a matriz. Sdo produzidos a fim de superar as
limitacbes e ampliar as possibilidades de aplicacdo da NCB, que nao possui, por
exemplo, propriedades antibacterianas, antioxidantes, condutoras e magnéticas
(Shah et al., 2013). O tipo de aplicagédo do biofilme ou compédsito de NCB depende
das propriedades da superficie, portanto o preparo seguido de caracterizagdo é
essencial no estudo de biomateriais e suas aplicacbes (Gama, Dourado e Bielecki,
2016).

Existem varios métodos para fornecer a NCB funcionalizada com
varias propriedades fisicas, reoldgicas, mecanicas, térmicas, elétricas, Opticas e
biolégicas. ANCB pura ou em combinagao com diferentes componentes (por exemplo,
biopolimeros e nanoparticulas), pode ser usada para uma ampla gama de aplicagdes.
Por exemplo, na medicina, a partir impregnagdo de compostos com atividade
bactericidas, como éxidos de zinco e prata (Khalid et al., 2017; Li et al., 2018; Wu et
al., 2013); melhoramento das propriedades mecanicas, capacidade de retengédo de
agua e adigao de propriedades curativas para feridas e queimaduras (Diana e Zanoti,
2017); ou alteragao da forma para uso como implantes médicos e na engenharia de
tecidos (Cherian et al., 2013; Klemm et al., 2001; Mohammedi, 2017; Ullah, Santos e
Khan, 2016).



Figura 3 — Aplicagbes e produtos comerciais a base de NCB pura e/ou modificada.
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Fonte: Adaptado de BAPTISTA, 2013; IRIS et al., 2013; ESA et al., 2014; SHI et al., 2014; CACICEDO
et al., 2016; STUMPF et al., 2016; ULLAH et al., 2016; FORESTI et al., 2016; GAMA et al., 2016;
HOKKANEN et al., 2016; MARTIN et al., 2017; SARUBBO, 2017.
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Seu uso na medicina, industria farmacéutica e cosmética é
principalmente devido a alta pureza, biocompatibilidade, insolubilidade, resisténcia a
degradagao microbiana, propriedades mecanicas, estabilidade térmica (autoclavavel)
e boa capacidade de retengéo de agua. Além disso, por ter uma escala relativamente
variada de poros, a NCB pode ser utilizada como scaffolds (arcabougos na engenharia
de tecidos para cultivo de células) (Gama, Dourado e Bielecki, 2016). Também possui
ampla aplicacdo na industria de alimentos por ser dietética, auxiliando a produzir
alimentos com poucas calorias e colesterol, além de poder melhorar as propriedades
reoldgicas dos alimentos (Shi et al., 2014).

Os métodos de modificagdo da NCB podem ser obtidos com base no
tipo de técnica. Estudos comprovaram que varios compostos foram adicionados com
sucesso na NCB por modificagdes in situ (durante a sintese de NCB, que entdo se
torna parte da estrutura do polimero) (Stumpf et al., 2016). Por outro lado, o método
ex situ consiste na adicdo de outros compostos (tais como, moléculas pequenas,
nanoparticulas inorganicas ou polimeros nas superficies) uma vez que a NCB ja tenha
sido sintetizada e purificada.

As modificagdes ex situ podem ocorrer por métodos quimicos ou
fisicos. O grande numero de grupos funcionais hidroxila presentes na cadeia
polimérica da NCB permite uma extensa variedade de modificacbes quimicas por
meio de reacgbes de derivagdo, a exemplo de esterificagdo e eterificagdo (Foresti,
Vazquez e Boury, 2016). Por outro lado, as modifica¢des fisicas incluem processos
como recobrimentos (coating) e adsorcdo (Li et al., 2018; OREFICE, PEREIRA e
MANSUR, 2012; Shah et al., 2013; Stumpf et al., 2016). Foresti et al. (2016)
analisaram diferentes tipos de modificacbes que podem ser realizadas na NCB,
incluindo a integracdo de diferentes 6xidos metalicos. Nesse trabalho, os autores
observaram que o modo mais simples de integrar 6xidos metalicos na NCB é a mistura
sob vigorosa agitagéo, assim como a sintese dos 6xidos na presencga do biofilme (por
exemplo, sintese hidrotérmica ou solvotérmica). Apesar da utilizagdo da NCB na
medicina ter recebido muita aten¢ao na ultima década, Foresti et al. (2016) destacam
em seus estudos que o uso da NCB ‘“integrada” a diferentes 6xidos metalicos (ou
particulados) e sulfetos metalicos pode contribuir de maneira direta para inovagao e/ou
aplicagbes em diferentes areas do conhecimento. Como exemplo, podem ser citadas
aplicagcbes em materiais condutores, dispositivos eletrénicos e processos de

separacao (Shah et al., 2013).
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2.2 CINZA LEVE DE CARVAO MINERAL

A matriz energética brasileira € composta 43,2% por fontes renovaveis
e, dos 56,8% das fontes ndo renovaveis, 3,2 % correspondem ao carvao mineral. Em
paralelo, 2,6% da oferta interna de energia elétrica brasileira corresponde a queima
do carvao mineral. Por outro lado, a matriz energética mundial € composta por 26,5%
de carvao mineral (MME, 2018), e estima-se que em 2031 a quantidade de cinza
produzida alcance 2100 milhdes de toneladas (Hemalatha e Ramaswamy, 2017).

A cinza produzida na queima do carvao mineral pode ser dividida em:
(i) cinza leve, coletada em ciclones, precipitadores eletrostaticos ou langada na
atmosfera e (ii) cinza pesada, depositada no fundo de fornalhas e gaseificadores.
Outro residuo desse processo é a escéria, que possui a granulometria mais grosseira
apresentando até mesmo blocos sinterizados (Carvalho, 2010).

As jazidas de carvao mineral mais significativas do Brasil se
encontram na regido Sul do pais, assim como a maioria das termelétricas. Das 13
termelétricas do Brasil, 8 sdo na regido Sul, sendo que 3 se encontram na cidade de
Capivari de Baixo, em Santa Catarina, compondo o Complexo Termelétrico Jorge
Lacerda (Matias, 2017), que a cada 100 toneladas de carvdo mineral consumidas,
produz 42 toneladas de cinza (70% CL e 30% cinza pesada) (Pozzobon, 1999). A alta
quantidade de cinzas se deve ao baixo poder calorifico do carvdo queimado no
complexo Jorge Lacerda, sendo classificado como CE 4500 (4500 cal/g) (Pozzobon,
1999).

A CL proveniente de Jorge Lacerda é recolhida em precipitadores
eletrostaticos e transportada pneumaticamente para silos de armazenagem, onde
permanece até ser retirada por caminhdes que transportam a CL até o comprador. A
CL nao comercializada é transportada até uma bacia de sedimentagao, apds adigao
de 10 a 20% de peso em umidade para facilitar manuseio e evitar o pd, onde
permanece até sua retirada para recuperagdo ambiental de areas degradadas pela
mineragao do carvao (POZZOBON, ROCHA e CHERIAF, 2000).

A combustdo do carvao ocorre em temperaturas entre 1200 °C e
1600 °C, sendo que a Figura 4 representa o0 mecanismo de formagao da CL. Dois
tipos de particulas sdo alimentadas nas usinas: (i) carvdo com alta quantidade de
matéria organica e cerca de 10% de minerais inerentes e (ii) particulas contendo mais

de 90% de matéria mineral.
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Figura 4 — Mecanismo simplificado de formagao da CL a partir da combustdo de carvao mineral.
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Fonte: Adaptado de TOMECZEK; PALUGNIOK, 2002.

O processo inicia com a carbonizagdo do carvdo, seguido da
combustédo (materiais com maior teor de matéria orgénica queimam a temperaturas
mais altas). Na sequéncia, as particulas minerais finas do carvao reduzem
gradualmente devido a temperatura elevada, sendo liberadas do interior do carvao.
Nesse ponto ocorre a fragmentagcdo dos minerais, que se decompde, e sado
convertidos em gases e eventualmente condensam formando particulas sdélidas de
cinzas, que variam no tamanho dependendo do tipo de condensagdo. E a outra
matéria mineral, que possuia pouca matéria organica, passa por inumeras
transformacdes complexas resultando em particulas predominantemente esféricas e
de maior granulometria (Tomeczek e Palugniok, 2002). Além disso, granulometrias
maiores do que as mencionadas na Figura 4 podem ser encontradas devido ao
agrupamento de particulas, germinacdo mutua de esferas, esferoides e particulas
irregulares de carvdo ndo queimado, que provavelmente nao alcangaram
temperaturas superiores a 550 °C (Blissett e Rowson, 2012).

ANBR 5736/1991 (ABNT, 1991) define a CL como residuos finamente
divididos provenientes da combustdo de carvao pulverizado ou granulado. Também
pode ser classificada de acordo com o tipo de carvao, separando-se em Classe C ou
Classe F. ACL Classe C é produzida pela queima de lignita ou carvao sub-betuminoso,
contendo entre 50 e 70 % (m/m) e altas quantidades de CaO (em torno de 30 a 40 %).
Por outro lado, a Classe F é produzida pela queima de antracito ou carvao betuminoso
e possui mais de 70 % (m/m) de SiOz, Al203 e Fe203 e baixas quantidades de CaO
(em torno de 1 a 12 %) (Ahmaruzzaman, 2010; ASTM, 2005), sendo que as cinzas
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produzidas no Complexo Termelétrico Jorge Lacerda pertencem a Classe F
(Pozzobon, 1999).

Além da composigéo do carvao de origem, as caracteristicas fisicas,
quimicas e composicao das cinzas dependem das condi¢des de combustao, do tipo e
eficiéncia do controle de emissao e os métodos de disposi¢ao utilizados, tendo sido
verificado em estudos de caracterizagdo quimica de diferentes amostras de CL,
grande variabilidade na distribuicdo dos elementos trago (Sabedot et al., 2011).
Contudo, a composigdo quimica da CL em geral contém uma gama de Oxidos
metalicos e carbono n&do queimado, usualmente encontrados na seguinte ordem
decrescente: SiO2 > Al203 > Fe203 > CaO > MgO > K20, além de tragos de varios
elementos como Cr, Pb, Ni, Ba, Sr, V e Zn (Yao et al., 2015) que podem alcangar
concentracéo total maior que 50 mg/kg (lzquierdo e Querol, 2012). Apesar de sua

composi¢cao complexa, a CL ja possui diversas aplicacoes (Figura 5).

Figura 5 — Aplicagbes da cinza leve de carvao mineral de acordo com suas caracteristicas.
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Fonte: Adaptado de AHMARUZZAMAN, 2010; YAO et al., 2015.

De acordo com Yao et al. (2015), a CL € um dos mais complexos e
abundantes materiais antropogénicos (foram identificados aproximadamente 316

minerais individuais e 188 grupos minerais em diferentes amostras de CL), e se ndo
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for devidamente disposta pode causar poluicdo do solo, da agua e romper ciclos
ecologicos. Apesar de estar sendo utilizada em diferentes setores (producédo de
concreto, construgédo de rodovias, melhoramento do solo, sintese de zedlitas), essas
aplicagbes ainda ndo sao suficientes para utilizar toda a CL gerada. Grande parte
ainda acaba sendo depositada em bacias de sedimentagdo, lagoas ou aterros
sanitarios — espacos limitados que com o tempo custardo cada vez mais — sendo
necessario desenvolver novas técnicas de reciclagem da CL. Para amplificar sua
utilizacao, se faz necessario conhecer as propriedades fisicas, quimicas e composicao

da CL, conforme sumarizado na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas da CL.

Caracteristicas Descrigdo Referéncias

Tamanho particulas finas, <20 ym (Fisher et al., 1978)
1-100 ym (Kutchko e Kim, 2006)
0,02-90 ym (Sarkar et al., 2005)
< 0,075 mm (Ahmaruzzaman, 2010)

Densidade 2,1-3 g/lcm? (Ahmaruzzaman, 2010)

Area superficial  0,3-0,5 m2/g (Fisher et al., 1978)
0,7-0,8 m3g (Pedersen et al., 2008)
até 1 m?/g (BET) (Golewski, 2017)
0,17-1 m?/g (Ahmaruzzaman, 2010)

pH Alcalina (Ahmaruzzaman, 2010)

Cor Cinza ao preto (depende % carvéo ndo (Ahmaruzzaman, 2010)
queimado)

Morfologia e Esferas sdlidas, cenosferas, fragmentos (Yao et al., 2015)
composi¢ao irregulares de carbono ndo queimado (Kutchko e
Aluminossilicatos e quartzo (amorfos e Kim, 2006)

cristais), esferas ricas em oxido de ferro e

aluminossilicatos

Particulas esféricas, fases amorfas . (Benezet,
Adamiec e Benhassaine,

(aluminossilicatos) e fases inertes cristalinas

(mulita, quartzo, magnetita) 2008)

Principalmente aluminossilicatos amorfos (CL
com CaO < 10%) (Blissett e Rowson, 2012)

Esferas sdlidas, cenosferas (até 1 um)
preenchidas com gases, multiesferas,
pleroesferas, esfera vesicular, ferroesferas,
particulas irregulares e amorfas

(Golewski, 2017)

Fonte: Da autora, 2018.
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A morfologia da CL é controlada primariamente pela temperatura de
combustdo e pela taxa de resfriamento (Kutchko e Kim, 2006). Apesar de serem
predominantemente esféricas, as particulas consistem majoritariamente por esferas
sélidas, cenosferas (esferas ocas) e fragmentos irregulares (carbono poroso néo
queimado) (Blissett e Rowson, 2012; Kutchko e Kim, 2006; Yao et al., 2015), assim
como minerais e agregados minerais a exemplo do quartzo (Kutchko e Kim, 2006). A
expansdo de volateis presos no interior da matéria pode resultar na expansao de
particulas formando cenosferas. Além disso, minerais com ponto de fusao superiores
aos empregados podem permanecer relativamente ndao modificados (Kutchko e Kim,
2006).

Alguns estudos tém sido realizados empregando técnicas de
separagao sequenciais para obter fracbes compostas por diferentes particulas
isoladas da CL, como as esferas magnéticas e as cenosferas (densidade menor que
1 g/cm?) (Blissett e Rowson, 2012). A relevancia desses estudos se encontra no fato
de que uso de CL em diversos campos — assim como em escala industrial — possui
inumeros desafios devido a relativa variabilidade de suas caracteristicas e
composicao, que dificultam a reprodutibilidade dos processos (Ahmaruzzaman, 2010).
Portanto, a obtencdo dos componentes em separado pode ser util em aplicagdes
particulares, ampliando a utilizacdo da CL e, em consequéncia, reduzindo os custos e
area de disposicao, assim como os impactos ambientais.

O pH da mistura entre CL e agua, depende principalmente da razéo
molar entre calcio e enxofre, embora outros cations alcalinos também possam
contribuir. Baseando-se nesse razado, a CL pode ser classificada em fortemente
alcalina (pH 11-13, Ca/S>>1), levemente alcalina (8-9) e acida (Ca/S<<1) (Izquierdo e
Querol, 2012; Yao et al., 2015).

Em relacdo a aplicagdo como adsorvente, ressalta-se que o carvao
nao queimado (2-12% m/m) exerce importante papel na capacidade de adsorgao, que
pode ser melhorada por ativagdo quimica e fisica (Ahmaruzzaman, 2010). Na
pesquisa realizada por Ahmaruzzaman (2010) estdo reunidas informacgbes sobre
capacidade de adsorcao de CL e de CL modificada provenientes de cerca de trinta
estudos, considerando compostos organicos, corantes e metais.

Por fim, para a utilizacdo de CL em meios aquosos deve-se levar em
conta a possibilidade de lixiviagao de alguns elementos e também a transformacéao de

compostos em outros, como a formacgao da etringita, que ocorre em solugdo aquosa
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na presencga de ions de calcio, aluminio, sulfato e pH>11 (Izquierdo e Querol, 2012).
Izquierdo e Querol (2012) compilaram tendéncias de liberagdo (mg/kg) de alguns
metais presentes na CL de acordo com o pH da solugdo aquosa, sendo eles: Al, As,
Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Si, V, W e Zn. Além disso, relataram a lixiviagao
de 9 elementos majoritarios (Al, Ca, Fe, Mg, K, Na, Si, S, Ti) e de 26 elementos que
podem estar presentes em concentragdes trago (Sb, As, Ba, Be, B, Cd, Cr, Ce, Co,
Cu, F, Pb, Mn, Hg, Mo, Ni, terras raras, Rb, Se, Tl, Th, W, Sn, U, V e Zn). Destaca-se
que a composicao do extrato aquoso dependera de inumeros fatores, como tempo de
contato, tamanho das particulas, concentragdo dos elementos, temperatura, pressao

e principalmente do pH (Ahmaruzzaman, 2010).

2.3 FUNCIONALIZACAO DE NCB COM CL

Como ja descrito, as modificagdes da NCB podem ser quimicas ou
fisicas, realizadas in situ (durante a formagéo do biofilme) ou ex situ (com o biofiime
in natura). Na literatura pesquisada ndo foram encontradas modificagbes de NCB
utilizando CL, entretanto podem ser realizadas analogias com estudos realizados com
os constituintes da CL, por exemplo, o componente SiO:z (silica), e também com
estudos relacionando a CL com outros polimeros.

Yu-Fen et al. (2006) estudaram a CL para aplicagdo em
preenchimento de polimeros. Apds realizar métodos para purificagdo da CL
(separacado em diversas fragdes), foi aplicado o método do aquecimento isotérmico
para aumentar a area especifica da CL purificada, sendo que a purificacdo e o
aquecimento isotérmico apresentaram boa reprodutibilidade. Apds a incorporacao da
CL purificada em polipropileno e caracterizagdo do material, observou-se que a
performance mecéanica foi inferior a do propileno puro. Contudo, o compésito com a
CL purificada apresentou performance mecanica superior ao composito com a CL néao
tratada pelo método do aquecimento isotérmico (Yu-fen et al., 2006).

Maeda et al. (2006) produziu, por método ex situ, hidrogéis hibridos
de NCB e silica, a partir da conversao do precursor tetraetoxisilano, na presenga do
biofiime. O compdsito obtido apresentou modulo de Young, resisténcia a tragdo e
elongacéao superiores a NCB pura (Maeda et al., 2006). Barud et al. (2008) avaliaram
as propriedades térmicas e de luminescéncia de hibridos de silica e NCB, produzidos

de forma similar a anterior. Constatou-se que sao estaveis até 300°C e, pelo estudo
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preliminar de luminescéncia, que € um material cuja cor de emissao pode ser ajustada,
sendo promissor para aplicagdo em dispositivos 6pticos (Barud et al., 2008).

Jiang et al (2016) mostraram que a silica foi covalentemente ligada na
superficie de NCB, para formar uma camada de revestimento ultrafina e uso do
material como separador nanofibroso encapsulado com silica para baterias de ion-
litio. Pela caracterizagao do material observou-se que € um candidato promissor para
alta poténcia e performance de baterias de ion-litio (Jiang et al., 2016).

Pesquisadores também produziram aerogéis flexiveis de silica e NCB,
por metodologia ex situ, a partir de precursor da silica, Na2SiOs. O material apresentou
melhores propriedades mecanicas que o aerogel de NCB pura, menor densidade,
maior area de superficie e baixa condutividade térmica. Apds a “hidrofobizagao” o
material p&de ser utilizado para absorgéo de 6leos e ser reutilizado apés lavagem (Sai
et al., 2014). A NCB também foi estudada na produgao de compésitos de fibra e
cimento. Os autores constataram que a NCB criou uma forte interface com o cimento
e impediu a mineralizagado das fibras (Mohammadkazemi et al., 2015).

Membranas de celulose vegetal funcionalizadas por oxidagdo foram
montadas layer by layer juntamente com nanoparticulas de silica funcionalizadas com
epoxi, resultando em uma superficie superhidrofébica e autolimpante (Yu et al., 2017).

Com relagao as fragbes da CL, foi preparado um filme compdésito
contendo polivinil butiral, polianilina e cenosferas de CL funcionalizadas com cobalto
e niquel que foi considerado promissor para utilizagdo em blindagem contra
interferéncia eletromagnética (Bora et al., 2016). Outra fragdo da CL é composta por
particulas magnéticas, representada principalmente pela magnetita, que possui
aplicagbes potenciais em campos como: membrana magneticamente ativa em
biorreator de membrana e tratamento de residuos (Blaney, 2007).

Dessa forma, observa-se um leque variado de possibilidades para a
funcionalizacdo de NCB com CL, abrindo um novo campo de possiveis aplicagoes
cientificas e/ou tecnoldgicas. Porém, a formag¢ao do compdsito ndo é uma etapa trivial,
sendo que esse trabalho almeja — como ponto de partida — contribuir para “novas”

propostas desse compoésito (NCB-CL).
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3 METODOLOGIA

Nesta secdo estdo descritos os reagentes, equipamentos e
procedimentos necessarios em cada etapa. A pesquisa foi dividida em 4 etapas,

conforme apresentado no fluxograma abaixo (Figura 6).

Figura 6 — Resumo das etapas da metodologia.
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Fonte: Da autora, 2019.

3.1 MEIO DE CULTURA

A bactéria Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™) foi utilizada
para a producao de biofiimes de NCB. Para seu cultivo foi utilizado o meio Hestrin &
Schramm (HS), constituido por 20 g de glicose, 5,0 g de extrato de levedura, 5,0 g de
peptona, 2,7 g de fosfato dissédico (Na2HPO4) e 1,15 g de acido citrico por litro. O pH
do meio de cultura foi ajustado para 6 apds o seu preparo e, em seguida, esterilizou-
se 0 meio em autoclave durante 20 minutos a 121 °C. Posteriormente, toda a
manipulagédo do meio de cultivo foi realizada dentro da camara de fluxo laminar para

a manutencao da esterilidade.
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3.2 PRODUCAO DOS BIOFILMES DE NCB

Na Figura 7 pode ser visualizado um diagrama esquematico da

reativagdo da cepa bacteriana, produgdo do indculo, manutengao do estoque e
producao e purificagao dos biofilmes de NCB.

Figura 7 — Diagrama esquematico da producgéo dos biofiimes de NCB.
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Fonte: Da autora, 2018.

3.2.1 Reativacao da Cepa Bacteriana

Cepas da bactéria K. xylinus foram armazenadas em um estoque no
ultrafreezer a -80 °C para a manuten¢ao do estoque bacteriano. Para a reativagao,
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descongelou-se uma aliquota de 1 mL do estoque no interior da cabine de fluxo
laminar, e transferiu-se para um tubo de cultura contendo 4 mL do meio de HS. Apds
homogeneizacéo, o tubo de reativacéo foi colocado em incubadora a 30 °C e cultivado
em cultura estatica durante 7 dias, devendo apresentar a formagéao de biofilme ao final

desse periodo.

3.2.2 Preparagéao do Indculo e Manutengao do Estoque Bacteriano

O volume da reativacao foi ampliado em um erlenmeyer denominado
inéculo, sendo que apds a reativagao todos os inéculos preparados devem seguir a
proporgao de 10 % (v/v) do cultivo anterior. Ou seja, para produzir 30 mL de inéculo,
prepara-se uma solucao contendo 3 mL da reativacdo e 27 mL de HS e incuba-se a
30 °C durante 7 dias, em cultura estatica. O indculo foi utilizado para a realizagao dos
experimentos in situ, produgao de biofilmes e manutencao do estoque bacteriano.

Para a producéao dos estoques da cepa bacteriana retirou-se o volume
desejado do in6culo em um falcon de 50 mL, completando-se com meio HS até a
proporcao de 10 % (v/v). Apos 7 dias de incubacgéo a 30 °C, transferiu-se 800 pL do
estoque para eppendorfs contendo 200 pL de glicerol 20 % (v/v) estéril. Depois da

homogeneizacgao, as aliquotas produzidas sdo congeladas a -80 °C em ultrafreezer.

3.2.3 Producao e Purificagdo dos Biofilmes de NCB

Os biofilmes de NCB podem ser produzidos em diferentes tamanhos
e formatos. Para a produgdo da NCB preparou-se o meio de cultura contendo 10 %
(v/v) do in6culo, conforme descrito anteriormente. Utilizou-se placas de cultura de 6,
24 e 96 pocos, assim como recipientes esterilizaveis para producao de tiras, que foram
incubados a 30°C em cultura estatica durante 5 dias.

Apos o periodo de incubagdo os biofiimes foram removidos e
purificados em um béquer contendo uma solug¢ao 0,1 M de hidréxido de sédio. Para
remover as bactérias e residuos retidos na rede de fibras da nanocelulose os biofilmes
foram mantidos na solucao alcalina por 24 horas a 50°C. Apds esse periodo foram
lavados com agua destilada até o pH atingir a neutralidade e autoclavados por 20 min

a 121 °C. Na Figura 8, observa-se os resultados adequados de reativagao da cepa
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bacteriana, producdo do in6culo, manutencdo do estoque e producgéo e purificagao
dos biofilmes de NCB.

Figura 8 — Registros da reativacado, produgao do in6culo, do estoque bacteriano e biofilmes.
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2) Indculo 3) Solugéo estoque
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Fonte: Da autora, 2018.

3.3 METODOS DE INCORPORACAO

A cinza leve de carvao mineral (CL) utilizada foi doada pelo Complexo
Termelétrico Jorge Lacerda, em Capivari de Baixo/SC. Os topicos a seguir apresentam
as metodologias de avaliagdo inicial, incorporagao in situ e incorporagéo ex situ, sendo

qgue o desenvolvimento das metodologias foi derivado de artigos da literatura.

3.3.1 Avaliacgéao Inicial

Para realizacao de testes in situ e ex situ, investigou-se a capacidade
de algumas substancias suspenderem ou solubilizarem a CL.
i. adicado de 0,1 g de CL e 1 g de acetato de polivinila (PVA) em 40 mL
de agua, a 100 rpm, 90°C, durante 30 minutos (Revanasiddappa et
al., 2018; Wang et al., 2010);

ii. adicdo de 0,5 g de CL em substancias com diversos grupos
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funcionais, que apés 5 minutos foram aquecidas a 50°C em banho-
maria: acido sulfurico P.A, acido sulfurico 1 M, perdxido de hidrogénio
P.A., acido etilenodiamino tetra-acético 1 M, acido acético 1 M, cloreto
férrico 1 M, alcool etilico 70% (v/v), acido nitrico P.A., bicarbonato de
sodio 5% (m/v);

adicao de 0,5 g de CL em solugdes 2% (m/v) de &cido sulfurico e acido
nitrico, aquecidas a 200°C durante 20 minutos (Bai et al., 2011; Wei
et al., 2018).

3.3.2 Incorporagao In Situ

Para a incorporacdo in situ foram realizados os testes abaixo,

utilizando CL esterilizada em autoclave a 121 °C, durante 20 minutos.

Incubacao de 10 mL de solugao de meio HS (10% v/v de in6culo) com
0,5 g de CL, a 30°C durante 7 dias;

0,1 g de CL e 1 g de PVA foram suspensos em 40 mL de meio HS
utilizando um agitador magnético, a 100 rpm, 90 °C, durante 30
minutos. Uma placa de 24 pocos foi separada em trés secdes,
contendo cada uma 10 % v/v de in6culo e HS, HS+PVA, HS+PVA+CL,
respectivamente. A placa foi incubada a 30°C durante 7 dias (Wang et
al., 2010);

Producao de membranas em forma de silicone a 30 °C, durante 7 dias,
utilizando 30 mL de solugéo de HS (10% v/v de in6culo + 0,5 g de CL)
(Onodera et al., 2002).

3.3.3 Incorporagao Ex Situ

Para a incorporagdo ex situ foram realizados os testes a seguir,

utilizando a CL sem ter passado por nenhum procedimento prévio. Para os testes,

utilizou-se Lavadora Ultrassénica da Schuster, modelo L220, com frequéncia de 35

kHz.

Adigao de 4 biofilmes de NCB (24 pogos) em meio aquoso contendo
30 g/L, sob agitagdo em agitador magnético a 100 rpm, durante 24

horas, utilizando temperatura ambiente e 50°C (Foresti, Vazquez e
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Boury, 2016; Khalid et al., 2017);

Adigao de 4 biofilmes de NCB (24 pogos, espessura de 0,886 + 0,072
mm) em meio aquoso contendo 3 g/L, 30 g/L e 100 g/L em ultrassom,
a 50°C, durante 1 hora, sendo retirado 1 biofilme a cada 15 minutos;
Adi¢ao de biofilmes de NCB (20 de 24 pocos e 47 de 96 pocos,
possuindo espessura de 2,605 £ 0,031 mm) em solugao de 100 g/L
de cinza, utilizando os seguintes meios: acido sulfurico 1 M, PVA 50
g/L, acido nitrico 1 M e agua destilada. O teste foi realizado no interior
de uma estufa, em ultrassom a 60 °C, durante 3 horas
(Ahmaruzzaman, 2010; Sai et al., 2014; Wang et al., 2010);

Adigao de biofilmes de NCB (13 de 24 pogos e 36 de 96 pogos, com
espessura de 1,439 + 0,017 mm) em solugdo de 500 g/L de cinza,
utilizando os seguintes meios: acido sulfurico 2 M (teste A), acido
sulfurico 6 M (teste B) e agua (teste C). O experimento foi realizado
no interior de uma estufa, em ultrassom a 60 °C durante 1 hora.

A concepgéo das metodologias ex situ foi baseada na literatura e na

realizadas em sequéncia, adaptando as

metodologias posteriores aos resultados obtidos nas anteriores, conforme pode ser

observado na Figura 9.

Etapa 1

30g/L
100 rpm
24 h

Bl Tambiente e 50°C

Figura 9 — Diagrama esquematico da incorporacao ex situ.

Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
50 °C
(ultrassom) 100 g/L 500 g/L
|| 1 h, com 60 °C 60 °C
retirada de (ultrassom) (ultrassom)
amostras a 3h 1h
cada 15 min
H,SO, 1M
P\Z/A 540 /L H,50,2 M
3,30e100gL | g . H,S0,6M
HNO, 1 M
H,O
H,O

Fonte: Da autora, 2019.
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3.4 CARACTERIZAGCAO DOS MATERIAIS

Foram realizadas analises quimicas, morfolégicas e estruturais a fim
de identificar a composigao da CL e o tamanho das particulas. As seguintes analises
foram realizadas: difracdo de raio X, microscopia eletrbnica de varredura,
espectroscopia por dispersao de energia de raio X e granulometria por difracéo a laser.
Em paralelo, os biofiimes NCB e NCB-CL foram secos pelo processo de liofilizagcao
(Liofilizador Labconco), realizado na UTFPR (Campus Medianeira), durante 24 horas
e caracterizados por difragao de raio X e microscopia eletronica de varredura. Além
disso, mediu-se a massa dos biofilmes umidos e secos em balanga analitica e

determinou-se a espessura da NCB utilizando um paquimetro digital.

3.4.1 Difragao de Raio X (DRX)

Os dados foram coletados no difratdmetro PANalitycal (Empyrean), de
5° a 80° (26), varredura continua, radiagéo de cobre, fendas de divergéncia com 0,50

mm e de recepgao com 0,30 mm, poténcia no tubo dada por 40 kV x 30 mA.

3.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Disperséo de
Energia de Raio X (EDS)

As micrografias da NCB e NCB-CL foram obtidas em Microscopio
Eletronico de Varredura Zeiss EVO-MA10, operado a 20 kV no Laboratério de
Microscopia Eletrénica da Unila. Por outro lado, as micrografias da CL foram obtidas
em Microscopio Eletrénico de Varredura Tescan VEGAS3, operado a 5 kV, acoplado a
um equipamento EDS Oxford Instruments, no Laboratério Multiusuario de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Previamente as anadlises, todas as

amostras foram recobertas com uma camada de ouro.

3.4.3 Granulometria por Difragdo a Laser

A analise granulométrica foi realizada na amostra de CL pela técnica
de difracao a laser no analisador de tamanho de particulas 1190 Cilas, com um range
de 0,04 ym a 2500 pm.
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4 RESULTADOS

Nesta secao estdo apresentados os resultados obtidos na producéao

de biofilmes, nos métodos de incorporacao e pela caracterizagdo dos materiais.
4.1 PRODUCAO DE BIOFILMES DE NCB

Apés o protocolo de reativacao da bactéria e producdo dos inéculos
estarem de acordo, os biofilmes de nanocelulose foram sintetizados com sucesso no
meio HS em cultura estatica. Os biofilmes foram produzidos em tamanho uniforme
para serem utilizados posteriormente em modificagbes ex situ com a CL. Foram
utilizadas placas de cultura com 6, 24 e 96 pogos (contendo 3 mL, 1 mL e 0,2 mL de
inéculo por pogo, respectivamente) e recipientes esterilizaveis no formato de tiras (6
mL por pogo) que foram incubados a 30°C por 5 dias. Além disso, foi possivel obter
estruturas no formato de “pacotes”, ou seja, como um involucro. Apds a produgdo dos
biofilmes, uma parte foi separada como controle e liofilizada, enquanto a outra foi

armazenada para utilizac&o nos testes ex situ, de acordo com a Figura 10.

Figura 10 — Biofilmes produzidos de 6, 24 e 96 pocos, além de biofilmes no formato de tiras e
pacotes.

NCB umida

AN

}: tira

NCB liofilizada

Fonte: Da autora, 2019.
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4.2 METODOS DE INCORPORAGCAO

As principais variaveis que devem ser controladas nos processos de
modificagdo da NCB s&o pH, agitacéo, temperatura, tempo e concentragdo do material
a ser incorporado. Além disso, faz-se necessario investigar a melhor técnica (in situ e
ex situ) e solvente para incorporar as cinzas na matriz de nanocelulose.

Para o método in situ que se refere a alteracées que podem ocorrer
nas propriedades da NCB durante o seu cultivo, foi investigada uma solugéo de cinzas
a ser adicionada ao meio de cultura. Ja para as modificagdes realizadas na NCB apos
sua producao e purificagdo (ex situ) foram avaliados os métodos/processos que

permitiriam uma melhor incorporagao.

4.2 .1 Avaliacao Inicial

Para os testes in situ e ex situ analisou-se qual seria 0 meio mais
adequado para que a CL pudesse ser solubilizada ou suspensa, integrando-se
posteriormente a NCB. Por essa razao, o primeiro teste realizado foi o conjunto CL e
PVA — composto previamente utilizado na literatura para produzir compdsitos
condutores a base de polianilina/PVA/CL (Revanasiddappa et al., 2018) e compdsitos
de NCB/PVA (Wang et al., 2010). Pela Figura 11 observa-se a formagdo de uma
suspensao de CL em PVA (aspecto cinza da mistura), que foi utilizada tanto para

experimentos in situ como ex situ.

Figura 11 — Suspenséo de 0,1 g de CL e 1 g de PVA em 40 mL de agua, a 100 rpm, 90°C durante 30
minutos.

Fonte: Da autora, 2018.
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Ja o segundo teste, realizado a 50 °C, indicou por uma observagao
visual que o acido sulfurico e o nitrico sdo os mais provaveis de suspender e/ou
solubilizar a CL. Nesse caso, com aquecimento a 200 °C por 20 minutos de solucdes
de CL com 4&acido nitrico e sulfurico (2% (m/v)) observou-se, em uma analise
qualitativa, que houve baixa solubilizagdo da CL no meio. Entretanto, obteve-se uma
suspensao de particulas de CL promissora para uso nos testes de incorporagao ex
situ. Ha de ressaltar que a CL pode ser decomposta por acido sulfurico concentrado
em uma faixa de 150 a 300 °C, sendo a mulita e alumina presentes no material

convertidas a sulfato de aluminio (Bai et al., 2011; Wei et al., 2018).
4.2.2 Incorporagéo In Situ

Para verificar a viabilidade dos testes in situ, ou seja, para determinar
se a bactéria K. xylinus tem seu desenvolvimento completamente inibido pela CL,
iniciou-se o experimento de incorporacao in situ com um teste qualitativo de cinza em
meio HS. Apesar da CL decantar no meio de cultura, a K. xylinus é tolerante a
presenca de CL, uma vez que foi possivel perceber a formagao de um biofilme de
NCB (Figura 12). Portanto, tem-se o indicativo da possibilidade de realizar a produgao

in situ em condi¢des similares.

Figura 12 — Resultado da incubagao de 10 mL de HS (10% v/v de inéculo) com 0,5 g de CL, a 30°C
apos 7 dias.

Fonte: Da autora, 2018.
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Assim, tal condicao foi usada em placa de cultura de 24 pogos para a
producao da NCB-CL, conforme indicado na metodologia. Esta etapa baseou-se no
trabalho de Castro et al. (2014), o qual mesclou NCB e PVA por metodologia in situ
com a bactéria Gluconacetobacter medellinensis, obtendo um material compdsito
biocompativel com melhor performance térmica e mecanica. Além disso, os autores
mostraram que o PVA e a NCB estavam distribuidos de forma homogénea no
composito (CASTRO et al., 2014; CASTRO et al.,2015). No presente experimento
houve produgéo de biofilme nos pogos contendo apenas o meio de cultura, ou seja,
os pogos contendo PVA nao produziram biofilme. Nesse caso, o PVA provavelmente
inibiu o desenvolvimento da bactéria devido a concentragédo (0,025 g/mL) utilizada,
devendo a mesma ser ajustada para a bactéria K. xylinus.

Antes de realizar o ajuste, realizou-se a produgdo em uma placa de
silicone, na qual a bactéria foi capaz de produzir o biofiime em toda a superficie do
material, pois silicone € uma membrana permeavel ao oxigénio que pode ser utilizada
como substituto da interface ar-liquido (Onodera et al., 2002). Em outras palavras, a
quantidade de oxigénio necessaria para o metabolismo da bactéria passa através da
placa de silicone, promovendo o aumento na produgdo da NCB (Figura 10,
denominado de “pacote”). Portanto, como a bactéria produz o biofilme apenas na
interface ar-liquido, ndo era possivel realizar a funcionalizagdo in situ devido a
decantacido da CL no meio HS. Dessa forma, o teste de producdo com a placa de
silicone foi realizado para observar se havia incorporagao de CL no biofilme produzido
na base inferior da placa de silicone. Apos 7 dias de incubacgao, houve producao de
biofilme em todos os pocgos da placa de silicone, mas com baixa incorporagao, uma
vez que a CL foi inserida somente no interior do pacote. Com isso, concluiu-se que
apesar da CL ndo comprometer o metabolismo da K. xylinus nas quantidades
analisadas, existe uma incompatibilidade entre os materiais durante a produc¢ado do
biofilme, sendo a CL “rejeitada” pelas bactérias.

Por essa razao, decidiu-se ndo seguir com os testes de incorporagao
in situ utilizando o PVA como dispersante da CL no meio. Apesar disso, € um resultado
interessante do ponto de vista das metodologias de encapsulamento, visto que os
procedimentos envolvendo o tema e a NCB sdao em sua maioria voltados ao cultivo
agitado. Nessa etapa, foi possivel realizar o encapsulamento de um material na matriz
de NCB em um cultivo estatico. E importante destacar que ha uma grande

necessidade de mais estudos sobre modificacdes in situ da NCB, uma vez que nesse
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método muitos fatores estdo envolvidos devido a interferéncia no metabolismo da

bactéria e consequentemente na formagao das nanofibras.
4.2.3 Incorporagéo Ex Situ

Primeiramente avaliou-se qualitativamente a influéncia da
temperatura na incorporagdo de CL em NCB, adicionando-se biofiimes em uma
solugdo de CL (30 g/L) sob agitacdo durante 24 horas, sendo um teste com
aquecimento a 50 °C e o outro sem aquecimento. Na Figura 13, observa-se que 0 uso
da maior temperatura resultou em maior incorporacdo da CL. Entretanto, a
incorporagao ocorreu apenas no lado mais poroso do biofilme. Dessa forma, os
experimentos seguintes foram realizados com biofilmes de espessura menor, para

garantir uma melhor incorporagao da CL.

Figura 13 — Influéncia da temperatura na incorporagéo utilizando solugéo de CL 30 mg/mL. A
esquerda, teste a 50 °C; a direita, teste a temperatura ambiente.
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Fonte: Da autora, 2018.

Para a etapa seguinte utilizou-se um ultrassom a 50 °C durante 60
minutos. O pH da mistura foi sempre préximo aos 9, medido com fita de pH e os
resultados estdo apresentados na Figura 14 (lado inferior dos biofilmes, ou seja, lado
mais poroso). Nessa etapa, buscou-se observar qualitativamente a influéncia da
concentracdo e do tempo no processo de incorporagao, a fim de determinar os
parametros que poderiam proporcionar melhores resultados para a incorporacao da
CL.
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Figura 14 — Influéncia do tempo e concentragéo na incorporagdo da CL em NCB, em ultrassom a
50 °C (lado poroso).

controle

100 g/L

15 min 30 min 45 min 60 min

Fonte: Da autora, 2018.

Pela Figura 14, observa-se que as amostras de 100 g/L sao
visualmente semelhantes do lado poroso, isto €, independem do tempo de
incorporagao. Porém, analisando o lado menos poroso (superficie superior), observa-
se que apenas aos 60 min alcangou-se resultado visual igual ao lado poroso (Figura

15), o que indica que um maior tempo de contato resulta em maior incorporagéao.

Figura 15 — Superficie superior de NCB-CL (menos porosa) produzida em ultrassom, a 50 °C, com
solucédo de 100 g/L de CL.

30 min 45 min

Fonte: Da autora, 2018.
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Apos analisar os efeitos de concentragdo da solugédo, tempo e
temperatura alterou-se também o solvente. Os solventes usados foram: acido sulfurico
(1 mol/L), PVA (50 g/L) e acido nitrico (1 mol/L). O acido sulfurico foi utilizado por Sai
et al. (2014) para produzir um compadsito de silica e NCB, imergindo os biofiimes
durante 8 horas a temperatura ambiente. Além disso, é relatado que o tratamento da
CL com acido sulfurico ou nitrico resultam em um aumento na area superficial
especifica da CL e em sua capacidade de adsor¢do (Ahmaruzzaman, 2010), o que
seria um resultado interessante visto que tanto NCB quando a CL s&o utilizadas em
processos de separagao, a exemplo de adsorgao de corantes (Ahmaruzzaman, 2010;
Svorcik et al., 2019). E o PVA foi utilizado pela sua capacidade de atuar suspendendo
a CL em solugédo, ou seja, aumentando seu contato com a NCB, e de poder ser
incorporado de forma ex situ nessa matriz (Wang et al., 2010).

A Figura 16 mostra que o melhor solvente testado € com acido
sulfurico, seguido pela agua, para a incorporagao da CL na NCB considerando a
mesma espessura do biofilme. Por outro lado, a espessura do biofilme limita

consideravelmente a incorporagao da CL (vide Figura 15, para o caso da agua).

Figura 16 — Biofilmes de NCB (controle) e NCB-CL produzidos ex situ em ultrassom, a 60 °C, 100
g/L, variando-se os solventes do processo.

Controle  HNO, PVA Agua H,SO,

Superficie porosa

Superficie densa

Fonte: Da autora, 2019.

Para o ultimo experimento ex situ utilizou-se biofilmes de espessura
mais fina (de 2,60 para 1,44 mm). Porém, como a espessura foi maior que a do teste
da Figura 14 (0,89 mm),aumentou-se a concentragao de CL para 500 g/L. Utilizou-se

como solventes agua destilada e acido sulfurico em duas concentragdes: 2 e 6 mol/L.
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Além disso, para definir a concentragao de acido sulfurico, testou-se a resisténcia do
biofiilme por meio de sucessivas diluicbes do acido, sendo que 9 mol/L &,
aproximadamente a concentracdo maxima suportada pela NCB a temperatura
ambiente. Na Figura 17 podem ser visualizados os resultados obtidos. Apds, os
biofilmes umidos foram secos pelo processo de liofilizagdo durante 24 horas para

serem caracterizados (Figura 18).

Figura 17 — Biofilmes de NCB (controle) e NCB-CL produzidos ex situ com 500 g/L de CL em
ultrassom a 60 °C durante 1 hora.

Controle H,SO,2M H,SO,6M Agua

Figura 18 — Biofilmes liofilizados de NCB (controle) e NCB-CL produzida ex situ com 500 g/L de CL
em ultrassom a 60 °C durante 1 hora.

Lado poroso

Lado denso
Fonte: Da autora, 2019.
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Fonte: Da autora, 2019.
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Durante o processo de liofilizacdo, a matriz de NCB das duas
amostras produzidas em meio acido (Figura 17) foram totalmente consumidas por
acido residual, portanto somente pdde ser caracterizada a NCB-CL produzida em meio
aquoso. Provavelmente, o processo de liofilizagdo aumenta a concentragdo do acido
— em funcéo da sublimagao da agua — fazendo com que a NCB se dissolva durante o
processo. Além disso, analisando-se os biofilmes liofilizados (Figura 18), pode-se
notar que a incorporagdo nao foi homogénea na matriz de NCB, conforme era

esperado ao observar os biofilmes umidos da Figura 16.

4.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

4.3.1 Massa dos Biofilmes

A Tabela 2 apresenta os resultados do processo de incorporagéo da
CL na matriz de NCB.

Tabela 2 — Massa dos biofilmes (g) de NCB e NCB-CL umidos e secos, produzidos nas placas de 24 e
96 pocos.

NCB NCB-CL
N° amostra UMIDA SECA UMIDA SECA
24 96 24 96 24 96 24 96
1 0,2881 0,0388 0,0040 0,0008 0,3398 0,0431 0,0247 0,0060
2 0,2528 0,0426 0,0037 0,0009 0,4301 0,0302 0,0298 0,0097
3 0,3350 0,0436 0,0040 0,0008 0,2958 0,0290 0,0281  0,0062
4 0,3097 0,0522 0,0043 0,0009 0,2431 0,0420 0,0271 0,0065
5 0,2455 0,0375 0,0039 0,0009 0,2328 0,0383 0,0297 0,0070
Média 0,2862 0,0429 0,0040 0,0009 0,3083 0,0365 0,0279 0,0071

Desvio Padrao 0,0378 0,0058 0,0002 0,0001 0,0805 0,0066 0,0021 0,0015
Fonte: Da autora, 2019.

Observa-se grande variabilidade dos valores de massa para o caso
da via umida, representado pelo alto desvio padrao e discrepancias entre os valores
com e sem CL. Isso ocorre devido a “flutuagdo” da quantidade de agua entre as
amostras no processo de pesagem. Portanto, apenas os resultados de massa seca

foram considerados relevantes e sintetizados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Massa dos biofilmes NCB e NCB-CL secos e incorporagao de CL na matriz (g CL/g NCB).

Resultados 24 pogos 96 pogos
NCB (mg) 40+0,2 0,9+0,1
NCB-CL (mg) 279+ 21 71+15
Incorporagéo (g CL/g NCBseca) 6,0 6,9

Fonte: Da autora, 2019.

Esses resultados demonstram que a incorporacdo de CL é bastante
elevada para os tamanhos de biofiime analisados, o que pode contribuir para o

reaproveitamento de CL e aplicagdes futuras do compdsito final.
4.3.2 Granulometria por Difragao a Laser

A analise granulométrica da CL, realizada em triplicata (denominadas
amostras A, B e C), permite a obtengado de informacdes a respeito do tamanho das

particulas e sua distribuicao granulométrica, conforme apresentada na Figura 19.

Figura 19 — Distribuicdo granulométrica acumulada das particulas de CL, representadas pelas
amostras A, B e C (triplicata).
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Fonte: Da autora, 2019.
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Na CL utilizada, proveniente da Termelétrica Jorge Lacerda, 90% das
particulas tém diametro menor que 120,059 + 3,166 um, 50% das particulas tém
diametro menor que 41,564 + 0,804 um e 10% das particulas possuem diametro
menor que 4,449 + 0,043 um.

De acordo com a literatura, o diametro das particulas de cinza pode
variar de 0,02 a 90 pm, sendo as particulas de maior granulometria
predominantemente esféricas e, particulas que excedem o tamanho sao
provavelmente devido a agrupamento de particulas, germinagdo mutua de esferas,
esferoides e particulas irregulares de carvao nao queimado (Blissett e Rowson, 2012;

Tomeczek e Palugniok, 2002).
4.3.3 Espectrometria por Dispersao de Energia de Raio X (EDS)
A composicdo quimica da CL utilizada foi determinada por EDS,

analisando trés regides diferentes, conforme demonstrado na Figura 20. Os resultados

podem ser visualizados na Figura 21 e foram sumarizados na Tabela 4.

Figura 20 — Imagem de elétrons para EDS, com os espectros 17, 18 e 19 em destaque.
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Fonte: Da autora, 2019.



Figura 21 — EDS dos espectros 17 (a), 18 (b) e 19 (c).
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Tabela 4 — Composigao quimica da CL (% m/m).

Elemento Roétulo Padrao Espectro 17 Espectro 18 Espectro 19
C C Vit 0,00 9,31 22,45
O SiO2 61,61 52,35 44,92
Na Albita 0,43 0,00 0,17

Mg MgO 0,54 0,46 0,90
Al Al203 10,50 7,93 5,14
Si SiO2 21,26 12,97 11,40
S FeS: 0,36 0,21 0,44
K KBr 1,88 1,35 1,46
Ca Wollastonita 2,30 1,87 11,46
Ti Ti 0,35 0,65 0,40
Fe Fe 0,77 12,90 1,28
Total 100,00 100,00 100,00

Fonte: Da autora, 2019.

Os resultados confirmam que a CL utilizada é de Classe F, conforme
apresentado na Secéao 2.2, pois possui mais de 70% (m/m) de SiO2 e Al203 e baixas
quantidades de CaO (entre 1 a 12%) (ASTM, 2005).

4.3.4 Difracéo de Raio X (DRX)

Aanalise do difratograma da CL (Figura 22) revelou que a cinza possui
como fases majoritarias as seguintes estruturas cristalinas: mulita (AleSi2O13, ICSD: n°
23726) e quartzo (SiO2, ICSD: n° 16331).

Sabedot et al. (2011), analisaram a composicado de cinzas leves de
carvao mineral por DRX, identificando as fases mulita e quartzo em cinzas leves do
tipo F. Da mesma forma, Kutchko e Kim (2006) identificaram e quantificaram as
porcoes cristalinas de diferentes amostras de cinza leve, obtendo majoritariamente
quartzo, mulita, hematita (Fe203), magnetita (Fe3O4) e silimanita (Al2SiOs). Benezet et
al. (2008) identificaram as fases mulita, quartzo e magnetita em CL. Além disso,
segundo Ahmaruzzaman (2010), as fases minerais predominantes de CL com baixo
teor de calcio sao quartzo e mulita. Portanto, o resultado do DRX esta de acordo com
os trabalhos reportados na literatura para CL do tipo F.

Em relacdo a NCB, ha a presenca de trés picos principais
centralizados em 14,4°, 16,9° e 22,7°, que sao o perfil tipico da celulose |, que possui
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duas fases distintas de organizagao, conhecidas como lq (triclinica) e Ig (monoclinica)

(Iris et al., 2013; Sarubbo, 2017; Souza, 2017).

Figura 22 — Difratograma de raio X da NCB, CL e das superficies inferior (mais porosa) e superior
(menos porosa) da NCB-CL, com identificag&o para os picos de quartzo (°), mulita (*), celulose (%) e
n&o identificado (*).
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Fonte: Da autora, 2019.

Além disso, ao comparar o difratograma dos lados superior e inferior
do biofilme NCB-CL, observa-se que o lado inferior (mais poroso) possui
caracteristicas mais semelhantes ao difratograma da CL, enquanto que o lado
superior (menos poroso) ja apresenta mais picos referentes a NCB. Isso indica que
houve maior incorporacao de CL na superficie inferior do biofilme do que na superficie
superior, evidenciando que o0 processo de incorporagdo possui margem para

otimizagao.
4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As particulas de CL sdo predominantemente esféricas e apresentam

diversos tamanhos (Figuras 23A e 23B), cujos valores corroboram os resultados da
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granulometria a laser. A amostra também contém particulas aglomeradas e agulhas

nanomeétricas (Figuras 23C e 23D).

Figura 23 — Micrografias da CL com ampliagdo de 100 (A), 1.000 (B), 2.000 (C) e 5.000x (D).
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Fonte: Da autora, 2019.

Em relagdo ao biofilme de NCB, a superficie inferior (Figura 24A)
apresentou uma maior porosidade e uma densidade menor de fibras, enquanto que a
superficie superior — produzida na interface entre o ar e o meio de cultura — exibiu uma
superficie rugosa e pouco porosa, ambas caracterizadas por um arranjo entrelagado
de nanofibras (Figura 24B), o que esta de acordo com resultados reportados na
literatura (Berti et al., 2013; Souza, 2017).
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Figura 24 — Micrografias dos biofilmes de NCB. (A) Lado inferior (superficie porosa) e (B) lado
superior (menos poroso) com ampliagao de 10.000x.

? 4 \! '

Fonte: Da autora, 2019.

A superficie mais densa da NCB pode ser observada em detalhes na
Figura 25. A Figura 25D mostra que as fibras possuem dimensdes nanométricas.
Verificou-se ainda nas Figuras 25C e D a presenga da bactéria K. xylinus inativa,

provavelmente devido a uma falha no processo de lavagem do biofilme.
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Figura 25 — Micrografias da superficie superior de NCB, com ampliagédo de 100 (A), 2.000 (B), 20.000
(C) e 100.000 vezes (D).

Fonte: Da autora, 2019.

A Figura 26 apresenta as imagens de micrografia referentes a
incorporagdo de CL em NCB nas superficies inferior (mais porosa) e superior.
Comparando os dois lados nota-se que a porosidade é sempre maior no lado inferior
do que no lado superior tanto para a NCB controle como para as membranas
modificadas. Como esperado, a superficie porosa apresentou densidade maior de
particulas de CL incorporadas (Figura 26A).

Particulas maiores de CL foram incorporadas na superficie inferior
devido a sua maior porosidade (Figura 26B), porém nem todas aparentam estar
entrelagadas na rede de fibras da NCB, indicando uma interagao fisica mais fraca com
o biofilme (Figura 26C). Por outro lado, as particulas de CL incorporadas no lado
superior sdo de menor granulometria, estando inseridas dentro da matriz de NCB
(Figura 26D). Além disso, ndo foi observada incorporagéo das particulas em formato

de agulhas, apenas de particulas esféricas e aglomeradas.
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Figura 26 — Micrografia da NCB-CL com ampliagéo de 100 (A), 2.000 (B), 10.000 (C) e 20.000 (D)
vezes.
Superficie inferior

Fonte: Da autora, 2019.
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4.4 APLICACOES E TRABALHOS FUTUROS

A pesquisa para o desenvolvimento do material compdsito e sua
caracterizagao prévia sao essenciais para investigar sua aplicagéo e prosseguir com
melhoramentos no processo de sintese do compdésito e variantes. Foresti et al. (2016)
concluiram que o modo mais simples de integrar 6xidos metalicos na NCB € a mistura
sob vigorosa agitagdo, que foi o método mais eficaz dentre os estudados para
incorporagdo de CL na matriz de NCB. Isso foi comprovado pelas imagens de
micrografia do compdsito nas quais observou-se a incorporacéo da CL entre as fibras
de NCB.

Cabe ressaltar que a pesquisa de incorporagao de CL em matrizes de
nanocelulose bacteriana € inédita e ndo foram encontrados métodos especificos que
auxiliassem na obtencdo do compdsito. Alguns dos maiores obstaculos na produgao
da NCB-CL sédo o tamanho e a natureza da CL, pois as particulas grandes nao
penetram nos poros e, além disso, a NCB ja possui um arranjo estrutural ndo uniforme,
0 que acaba por ndo permitir uma distribuicdo homogénea da CL da matriz.

Tem-se como hipétese que o compdsito NCB-CL pode apresentar alta
resisténcia a degradagao microbiana e estabilidade térmica, principalmente devido as
propriedades individuais dos materiais utilizados (Gama, Dourado e Bielecki, 2016).
Contudo, para trabalhos futuros, as analises de area superficial, volume dos poros e
termogravimetria s&o indicadas para confirmar as hipdteses. A area superficial e
volume dos poros é muito relevante, pois apesar da incorporagao de particulas reduzir
o volume total dos poros, aumenta a area superficial da NCB (Sai et al., 2014). Dessa
forma, o compdésito produzido deve ser estudado a fim de confirmar sua aplicagédo em
processos de separagdo, como adsorcao e filtracdo. Tanto a CL quando a NCB tém
sido exaustivamente estudadas para uso direto como adsorvente (Ahmaruzzaman,
2010; Svorcik et al., 2019), sendo portanto uma das principais hipéteses de aplicagao
do material, tanto é que Blissett e Rowson (2012) destacaram que o uso direto da CL
normalmente ocorre apenas na agricultura, como adsorvente e, em alguns casos,
como catalisador. Portanto, além de realizar a andlise de area superficial e volume
dos poros, sugere-se o teste de adsorcdo de azul de metileno — extensivamente
revisado na literatura (Ahmaruzzaman, 2010; Batmaz et al., 2014; Mahfoudhi e Boufi,
2017) — e teste de filtragdo de ar e liquidos. Além disso, é crescente o estudo da CL

como suporte em catalise, a fim de reduzir o consumo de materiais que possuem
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reservas limitadas e alto custo de produgdo. Como o compdsito produzido possui 0s
mesmos componentes da CL e propriedades desejaveis para um suporte, como ser
inerte e possuir estabilidade térmica (Blissett e Rowson, 2012), seria de interesse o
seu estudo como suporte para reagdes heterogéneas.

E importante destacar, que como a CL é um residuo produzido em
grandes volumes, buscou-se utilizar o material em sua totalidade sem a necessidade
de pré-tratamentos. Contudo, apds o estudo de utilizagdo da CL e NCB e os resultados
obtidos neste trabalho, constata-se que a complexidade da CL é fator limitante para
as possibilidades de aplicagdo na forma como o compdsito foi concebido. Sua
variabilidade em composicao e morfologia dificultam o uso direto do material. Portanto,
fica clara a relevancia de padronizar as particulas inseridas na matriz de NCB, o que
possibilitaria a obtencédo de resultados mais relevantes e objetivos para a aplicagao
do compésito produzido. Por essa razao, para trabalhos futuros indica-se replicar as
metodologias assertivas deste trabalho com as fragdes separadas da CL, buscando
da mesma maneira ser capaz de encontrar novas utilidades e reaproveitar o material
em sua totalidade, de preferéncia sem pré-tratamentos.

Além disso, de acordo com Blissett e Rowson (2012), as aplicagoes
indiretas da CL geralmente combinam uma série de métodos quimicos, térmicos ou
mecanicos. Portanto, € importante saber identificar quais processos podem resultar
em multiplos produtos, maximizar o uso da CL e minimizar impactos. Por exemplo, a
CL pode ser separada por processos mecanicos (que envolvem menos gasto de
energia e impactos) em cenosferas (sink-float), carbono enriquecido (froth flotation,
separacao eletrostatica), esferas magnéticas (separador magnético), residuos finos e
residuos grosseiros melhorados (classificador de tamanhos), sendo as cenosferas e
esferas magnéticas as fragdes de maior valor agregado, possuindo maior espago no
mercado (Blissett e Rowson, 2012). Das fragbes restantes, a incorporagéo de carbono
enriquecido na NCB seria a melhor opgdo como estudo de um novo material
compdésito para uso em processos de adsor¢ao (Ahmaruzzaman, 2010; Wang et al.,
2005). Os residuos finos, poderiam ser utilizados para uniformizar e aumentar a
incorporagao de CL desse trabalho. Nesse sentido, poderia ser utilizado um biofiime
de menor espessura, assim como sua produgao em meio de cultura otimizado — como
o desenvolvido por Souza (2017), que resultou em superficie porosa em ambos os
lados, o que tornaria a incorporacdo mais homogénea no material — obtendo um

composito com hipotese de aplicacdo em processos de separagao como filtragao e
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adsorgdo em meios gasosos e aquosos. Além disso, em caso de otimizagao da
metodologia de incorporagao, este trabalho pode atuar como fator de escolha dos
intervalos de tempo, temperatura e concentracdo, analisando como respostas a
quantidade de CL incorporada e os resultados de area superficial e volume dos poros.

As esferas magnéticas, por outro lado, possuem utilizagdo como
material de preenchimento de polimeros utilizados em aplicagbes médicas (Blissett e
Rowson, 2012), sendo possivel incorporar esse material na NCB, com foco neste tipo
de aplicagdo. Outras aplicacbes seriam processos de adsorgcdo, separacdes
magnéticas e em membranas magneticamente ativas de biorreatores (Blaney, 2007;
Jodeh et al., 2018).

Além disso, como a CL analisada é de Classe F, tem-se a
possibilidade de realizar a recuperacdo da silica e da alumina (Bai et al., 2011), e
aplicar a silica na produgdao de compdsito com NCB visando a aplicagdo em
dispositivos Opticos (Barud et al., 2008), em separadores nanofibrosos para baterias
ion-litio (Jiang et al., 2016), em absorgdo de oleos (Sai et al., 2014), superficies
hidrofébicas (Yu et al., 2017), entre outros.

De forma geral, a partir da incorporagao de particulas do tipo esferas,
cenosferas e carbono ndo queimado da CL, tem-se como principal hipbtese a
aplicacao do compdésito em processos de adsorgcdo, a exemplo de: purificacdo de
gases de combustdo, remogao de metais toxicos e corantes em efluentes, remogao

de compostos fendlicos e pesticidas (Ahmaruzzaman, 2010).



59

5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram avaliados diferentes métodos para permitir a
incorporagao de cinza leve de carvao mineral (CL) em nanocelulose bacteriana (NCB),
em termos do meio de incorporagao, temperatura, tempo e concentragédo de CL. A
funcionalizagdo apresentou melhores resultados sob temperaturas mais elevadas,
utilizando maiores concentragdes de CL, com espessura de biofilme menores que o
maior valor testado (2,605 + 0,031 mm).

A CL utilizada no processo é de classe F, possuindo composigao
majoritaria de SiO2 e Al20O3 (EDS) e fases majoritarias de mulita e quartzo (DRX). A
maioria das particulas da CL apresentaram diametro inferior a 120,059 + 3,166 um,
sendo que 50% delas possuem didmetro menor que 41,564 + 0,804 um.

Por meio da funcionalizagado in situ ou ex situ foram avaliadas as
possibilidades de obtencdo do compdsito. Concluiu-se que a incorporagao in situ da
CL néo era provavel, devido a observacao da “rejeicao” da CL pelas bactérias. Além
disso, como resultado dos testes in situ, produziu-se NCB em formato de pacotes
(invélucro), utilizando-se placas de silicone. No caso da incorporacao ex situ produziu-
se um novo material compésito a partir da funcionalizacdo de NCB com CL, pela
imersao de biofilmes em solugdo aquosa de CL (500 g/L) sob agitagdo em ultrassom
a 60°C, durante 1 hora. O método desenvolvido resultou na incorporagéo de 6,0 g
CL/g NCBseca Nno caso dos biofilmes de 24 pocos e 6,9 g CL/g NCBseca para os de 96
pocos. As micrografias e difratograma de raio X confirmaram a incorporagcédo da CL em
NCB, assim como a diferenga de incorporacéo entre as superficies superior e inferior
dos biofilmes de nanocelulose.

O comportamento observado através das técnicas e parametros
avaliados na incorporagao de cinza leve em biofilmes de nanocelulose bacteriana foi
o primeiro passo no estudo de obtencédo de compdsitos a partir desses dois materiais.
Ficou evidente o potencial do compédsito NCB-CL, devido as propriedades intrinsecas
de cada um, e a importancia de futuros estudos para otimizar o método de preparacao
do compdsito objeto de estudo nesse trabalho.
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