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RESUMO

As industrias té€xteis ocupam um papel de destaque na economia brasileira. Contudo, seu
crescente desenvolvimento resulta na geracao ainda maior de residuos. Essas industrias geram
efluentes com forte coloragdo, devido ao fato de que parte do corante nao se fixa completamente
a fibra. O efluente téxtil possui elevada carga de corantes e, quando liberado sem tratamento
em aguas naturais, impede que a luz solar penetre, impossibilitando a fotossintese,
comprometendo taxas de oxigénio dissolvido e causando danos na fauna e flora. A adsor¢ao ¢
uma tecnologia de tratamento para efluente téxtil que se destaca devido a sua alta eficiéncia e
versatilidade, desta forma, buscam-se adsorventes alternativos e viaveis para diminuir os custos
do processo. Este trabalho teve como objetivo estudar a formacao de celulose esférica a partir
da bactéria Komagataeibacter hansenii ¢ avaliar a capacidade de adsor¢do do corante Indigo
Carmim (IC) pelas esferas obtidas. A sintese de Celulose Bacteriana (CB) foi efetuada sob
diferentes condi¢des de concentracdao de indculo e da velocidade de agitagdo, seguindo um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), para identificar quais pardmetros tém
influéncia no didmetro e geometria das esferas. Os resultados mostraram que € possivel ajustar
os parametros para obter CB esférica com as dimensdes desejadas. No estudo de adsor¢do de
IC por CB foi avaliada, via DCCR, a influéncia da massa de CB esférica por volume de corante
e da velocidade de agitacdo no processo. A adsorcdo foi mensurada via espectroscopia
UV/visivel para monitoramento da remocdo de cor. Os resultados mostraram que ambos os
fatores influenciam positivamente a adsor¢@o do corante, dado que em maiores velocidades de
agitacdo e massa de adsorvente a porcentagem de remocao foi maior. A melhor condi¢ao obtida
nos ensaios foi de 43,64 % de remocao de corante quando se utilizou a velocidade de agitagao
de 128 rpm e 714 mg de massa de adsorvente em 10 mL de solucdo aquosa de IC na
concentracdo de 25 mg.L'. Assim, os resultados demonstraram que a CB ¢ um agente de

tratamento promissor para a remoc¢ao do corante IC em efluentes industriais.

Palavras-chave: Celulose Bacteriana. Adsorc¢io. Indigo Carmim. Planejamento Fatorial.



ABSTRACT

The textile industries stand out in the Brazilian economy and production, as well as being great
powers in pollution and environmental contamination. These industries generate effluent with
strong coloration, due to the fact that part of it does not completely attach to the fiber. Textile
effluent has a high dye load and, when released without treatment into water bodies, prevents
sunlight from penetrating, making photosynthesis impossible, compromising dissolved oxygen
rates and causing damage to fauna and flora. Adsorption is a treatment technology for textile
effluent that stands out due to its high efficiency and versatility, therefore, alternative and viable
adsorbents are sought to reduce process costs. This study evaluated the synthesize spherical
cellulose from the bacteria Komagataeibacter hansenii and to study its adsorption capacity for
the indigo carmine (IC) dye. The synthesis of bacterial cellulose (BC) was carried out under
different conditions of inoculum concentration and agitation speed following a Central
Composite Rotational Design (CCRD) to identify which of the parameters influence the
diameter and geometry of the spheres obtained. The results showed that it is possible to select
the values of the variables to obtain spherical BC in the desired diameter. In the study of IC
adsorption by BC, the influence of spherical BC mass and agitation speed on IC adsorption was
also evaluated via CCRD. Adsorption was measured via UV/visible spectroscopy to monitor
color removal. The results showed that both factors positively influence the adsorption of the
dye, in greater agitation and adsorbent mass the percentage of removal achieved was higher,
with removal of 43.64%, resulting in the best condition studied. Thus, the results obtained
demonstrated that BC is a promising treatment agent for the removal of IC dye in industrial

effluents.

Keywords: Bacterial Cellulose. Adsorption. Indigo carmine. Factorial design.
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1 INTRODUCAO, MOTIVACAO E OBJETIVOS

Devido a expansao da contaminagdo dos recursos hidricos, da qual o setor téxtil ¢
responsavel por uma significativa parcela, e a crescente preocupagdo da sociedade em conter
estas degradagdes, se justifica a necessidade de tecnologias eficientes para tornar a d4gua limpa
a partir de um precursor poluido (BABU et al., 2019; HU et al., 2019a). Corantes sao os
principais componentes encontrados em efluentes de industrias téxteis, principalmente corantes
sintéticos que, em sua maioria, ndo sdo biodegradaveis e persistem no meio ambiente. Como
consequéncia, os corantes tém um impacto significativo tanto na satide humana como no
ecossistema aquatico, mesmo quando utilizados em baixas concentragdes (GUARATINI;
ZANONI, 2000). Diante disso, a remocao e tratamento de corantes téxteis presentes em aguas
residudrias constitui-se em uma grande preocupacdo da industria téxtil, devido aos problemas
que acarretam e a legislagdo vigente (MANJOT, TOOR; BO, 2012; PASCHOAL;
TREMILIOSI-FILHO, 2005). Para Jegatheesan et al. (2016) a escolha de qual tratamento
selecionar depende de algumas condicdes, tais como: processo de produgdo, quais produtos
quimicos sdo utilizados, caracteristicas do efluente, padrao de descarte e opgdes de reutilizagao
das aguas residuais.

O Indigo Carmim (IC) é um dos corantes mais antigos e que ainda permanece
envolvido em diferentes fins industriais, especialmente no tingimento de roupas (jeans azul)
(OTHMAN; MOHAMED; IBRAHEM, 2007), pois ¢ facilmente solivel em dgua. Este corante
pertence a classe dos indigoides, altamente toxica, e seu toque leva a irritagdes da pele e dos
olhos e em alguns casos até¢ a lesdo permanente da cérnea (OLIVEIRA et al., 2020; SALGADO
et al., 2009). Devido a estas caracteristicas, o tratamento para remog¢ao de IC do ambiente
aquatico ¢ imprescindivel (KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018). Por consequéncia,
inimeros métodos para remocdao de corante sdo testados e aplicados, por exemplo,
coagulagdo/floculagdo (CHEN et al., 2020), separa¢io por membrana (JANUARIO et al.,
2020), eletrolise (WANG et al., 2013), ozonizagdo (KOCH; YEDILER, 2002), fotocatalise
(WAGHMODE et al., 2019). A adsorcdo ¢ especialmente considerada a mais atraente e
promissora dentre as técnicas para remover corantes de solugdes aquosas, porque, apresenta
algumas vantagens. Dentre estas, citam-se: facilidade de operagao, baixo custo, eficacia em
ampla faixa de pH, alto desempenho e possibilidade de reutilizagao do adsorvente (AHMAD et
al., 2021; AHMED; BRICK; MOHAMED, 2017; KAMAL et al., 2015; KEKES; TZIA, 2020;
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SZOKE et al., 2019). Os adsorventes considerados eficientes devem ter caracteristicas
fundamentais, tais como, elevada area superficial e porosidade, garantindo melhor capacidade
de adsorc¢ao e afinidade pelo adsorvato. Adicionalmente, o tempo necessario para que o sistema
alcance o equilibrio deve ser curto, propiciando a remog¢ao do corante mais rapidamente. E,
finalmente, o adsorvente deve ser eficaz em concentragdes variaveis de corante, em uma ampla
faixa de pH e temperatura (KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018).

A celulose ¢ o polimero natural mais abundante da Terra. A celulose bacteriana (CB)
¢ secretada extracelularmente por bactérias como as do género Komagataeibacter
(anteriormente Gluconacetobacter, Acetobacter) (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014;
MOHITE; PATIL, 2014b). A bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 23769 ¢ uma bactéria
Gram-negativa, ndo patogénica e estritamente aerobica. CB possui estrutura molecular idéntica
a celulose vegetal (CP), no entanto ¢ obtida pura quimicamente (livre de lignina, hemicelulose
e pectina) (JACEK et al., 2019; BARUD, 2010). A CB ¢ composta por unidades de D-glicose
conectadas por ligagdes B-1,4 glicosidicas e apresenta caracteristicas marcantes, como, a alta
cristalinidade, propriedades mecanicas, superficie altamente hidrofilica, biocompatibilidade e
propriedades ndo-tdxicas, além de ser altamente porosa, o que qualifica este material para fins
de adsor¢cao (GALDINO et al., 2020; LIU; CATCHMARK, 2019; MOHITE; PATIL, 2014a).

Para obtencdo da CB, existem duas formas de cultivo da cultura. O cultivo estatico,
onde a CB ¢ sintetizada na forma de membrana na interface entre o meio de cultura e o ar, € o
cultivo por agitacdo, no qual, a celulose ¢ sintetizada na forma de fibras esféricas em suspensao
e massas irregulares, pode ser controlada através das condigdes de cultura e da velocidade de
agitacdo (Bl et al., 2014; ZHU et al., 2011). Desse modo, estudos mais elaborados para sintese
da CB produzida por K. hansenii na forma esférica e seus parametros como: meio de cultura,
velocidade de agitacdo, volume do frasco, volume do meio inoculado e bactéria utilizada ainda
nao foram suficientemente compreendidos (MOHITE; PATIL, 2014a).

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi a produg¢dao de CB esférica, como
adsorvente, para adsor¢do de corante IC. Para isso, primeiramente foi elaborado um
planejamento fatorial completo, para produzir e caracterizar esferas de celulose bacteriana,
sintetizadas pela bactéria K. hansenii ATCC 23769, em meio agitado, sob diferentes condi¢des
operacionais, investigando a influéncia das variaveis: concentracao de indculo e velocidade de
agitacdo, na sintese das esferas de CB por K. hansenii. Seguidamente, as esferas selecionadas

foram utilizadas para remover o corante IC em diferentes condi¢des experimentais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar a formacdo de CB esférica em
diferentes condigdes de cultivo e avaliar a capacidade deste material em adsorver corante indigo
carmim de solucdes aquosas. Desta forma, foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

1.1.2  Objetivos Especificos

e Investigar os parametros para producdo de CB em cultura agitada, concentracdo de
in6culo e velocidade de agitagdo, a partir de um planejamento fatorial completo,

especificamente um delineamento composto central rotacional (DCCR);

e C(Caracterizar as propriedades fisicas e quimicas da CB esférica, visando selecionar a

mais adequada para sua utilizacdo como adsorvente do corante IC;

e Avaliar as melhores condigdes do processo de adsor¢do para a remogao de IC, quanto a
massa do adsorvente CB por volume de corante e velocidade de agitagdo, utilizando um

planejamento fatorial completo DCCR.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O objetivo deste topico foi apresentar conceitos fundamentais para o entendimento da

tematica desta pesquisa.

2.1 INDUSTRIA TEXTIL

O setor téxtil representa um dos setores mais produtivos da economia brasileira.
Segundo os dados da Associagdo Brasileira da Industria Téxtil e de Confecgdo (2021), a maior
cadeia téxtil do ocidente estd no Brasil e no ano de 2019 empregou 1,5 milhdes de pessoas
diretamente e 8 milhdes indiretamente, e, entre agosto de 2020 e agosto de 2021 registrou
102.658 empregos gerados. Atualmente, a China € o pais que mais se destaca nesta industria,
de maneira que o continente asiatico corresponde a 50% da produgdo de todo o mundo. No
entanto, o setor téxtil brasileiro ¢ altamente competitivo e assume a quinta posi¢do de maior
industria té€xtil mundial e a quarta de confeccaio (MACHADO; CANDEIA; FARIAS, 2019;
ABIT 2021).

A industria téxtil movimenta boa parte do cenario econdomico no Brasil, porém,
consome significativa parcela da d4gua doce e insumos no ramo industrial. Como consequéncia,
ha geragdo e liberacdo de grandes volumes de residuos sdlidos e efluentes que sdo
caracterizados por carregarem elementos das mais diversas composicdes, que vao desde fibras
naturais facilmente degradaveis até efluentes altamente tdxicos causadores de impactos
ambientais severos, principalmente devido a sua baixa degradabilidade e persisténcia no meio

ambiente (AL-DEGS et al., 2000; GHALY et al., 2014).

2.1.1 Processo de Producao Téxtil

A cadeia de producao téxtil abrange diversas etapas conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma da cadeia produtiva téxtil.
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Fonte: Adaptado de Freitas (2002).

Na fase do beneficiamento, uma das etapas finais de producdo, ocorre o tingimento do
produto. O processo de tingimento ¢ uma etapa importante na fabricacdo de téxteis. Nesta fase,
corantes ou pigmentos sdo adicionados as fibras téxteis e outros produtos quimicos podem ser
usados para melhorar o processo de absorcao entre a cor e as fibras. Todavia, todos os processos
de tintura inclui como ultimo processo lavagens em banhos correntes para retirada do excesso
de corante original e acabamento final na cor do produto, contudo, € nesta fase de produgdo que
ocorre o descarte excessivo de corantes (GUARATINI; ZANONI, 2000; YASEEN; SCHOLZ,
2019).

2.2 EFLUENTES TEXTEIS E O MEIO AMBIENTE

Os itens de consumo basicos amplamente utilizados pela industria téxtil sdo agua,
energia, vapor e produtos quimicos/corantes. Enquanto nos processos umidos ha grande uso de
agua, os processos secos exigem grande consumo de energia. Devido ao uso excessivo destas
fontes, nas dguas residuais da industria téxtil, ha a descarga de contaminantes organicos, como

os corantes e pigmentos (ADEL; AHMED; MOHAMED, 2021; OZTURK et al., 2015). Nas
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fases de beneficiamento téxtil, em que se descolora e/ou se tinge o tecido, além de ser utilizada
uma elevada quantidade de agua se faz necessaria uma significativa quantidade de produtos
quimicos, tais como corantes, metais pesados, acidos, soda caustica e carbonato de sédio
(SOBREIRA, 2019; TOUNSADI et al., 2020).

A contaminagdo da dgua, de fato, ¢ um fendmeno que chama a atengdo de cientistas e
pesquisadores; a agua ¢ afetada por diferentes atividades antrépicas e industriais. De acordo
com a Resolugado do CONAMA N° 237, de 19 de dezembro de 1997, as industrias téxtis, de
vestuario, tecidos e calgados sdo enquadradas como potenciais poluidoras. Este fato acontece,
pois, os efluentes descartados por esta classe industrial sdo de dificil degradagdo ao meio
ambiente, consequéncia ligada diretamente ao uso de corantes. Além dos corantes, os principais
poluentes incluem solidos suspensos elevados (SS), demanda bioquimica e quimica de oxigénio
(DBO e DQO), temperatura, cor, acidez, basicidade e outros contaminantes inorganicos (AL-
DEGS et al., 2000; BABU et al., 2019).

Estima-se que de 5 até 20% do corante utilizado nos processos sejam perdidos no
efluente, devido a sua fixacdo incompleta. As 4guas residuais, contendo corantes, produzem
varios efeitos indesejaveis, pois mesmo em pequenas concentragdes provocam poluigdo visual
e alteracdoes nos ciclos biologicos do meio aquatico, principalmente nos processos de
fotossintese (FERNANDES et al., 2010; GUARATINI; ZANONI, 2000; KUNZ et al., 2002;
OZTURK et al., 2015; PASCHOAL; TREMILIOSI-FILHO, 2005, PERUZZO, 2003).

De acordo com Ghaly e colaboradores (2014), aproximadamente 200 litros de agua
sdao aplicados para produzir 1 kg de matéria téxtil, quantidade necessaria quando produtos
quimicos sdo aplicados nos tecidos e durante os processos em agua corrente. Além disso, a
remo¢ao dos corantes presentes em sistemas aquaticos € de extrema importancia, j& que muitos
destes corantes podem ser toxicos, mutagénicos ou cancerigenos, acarretando em grande
ameaca a saude e ao meio ambiente (GHALY et al., 2014; SILVA et al., 2019; TOUNSADI et
al., 2020). Para Freitas (2002) os efluentes gerados na cadeia de producao téxtil apresentam
diferentes teores de contaminantes e variam de acordo com tipo de preparacdo, dificultando
assim seu reuso. Durante anos a industria téxtil se enquadrou como principal fonte de poluigao
das aguas. Porém, com a vigéncia de legislagdes mais rigorosas € o aumento da preocupagao
popular com o meio ambiente, este cenario mudou, levando a um maior e melhor controle sobre

contaminantes e montantes liberados pelas industrias (BROADBENT, 2001). Diante do
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exposto, se justifica a preocupacdo relacionada a descarga de efluentes téxteis no meio

ambiente.

2.2.1 Corantes

Ao longo dos séculos, a arte, a expressdo corporal e a tintura de tecidos ocorreram
através do uso de corantes naturais de origem vegetal e animal. Porém, com o avanco das
tecnologias e estudos sua utilizagdo mudou em meados do século XIX, devido a descoberta e
introdugdo de corantes sintéticos (KEIJZER et al., 2012).

Os corantes e pigmentos podem ser utilizados para diferentes fins, sdo substancias
quimicas naturais ou sintéticas de origem organica ou inorganica. Pigmentos sdo insoliveis no
meio em que sdo aplicados e os corantes sdo soliveis. O que também difere corantes de
pigmentos ¢ o modo de aplicacdo no substrato, pois para os pigmentos se faz necessaria a
incorporagdo deste ao substrato a partir da adi¢do de um composto como, por exemplo, um
polimero em tintas ou plasticos. Para a aplicagdao de corantes em substratos, como tecidos, nao
ha a necessidade de adicdo de nenhum composto, apenas seu uso direto incorporado ao meio
liquido. Ressalta-se a facil solubilidade dos corantes. Por consequéncia, embora os corantes
sejam utilizados para diversos fins em outros setores industriais, ¢ no setor téxtil que ocorre o
uso em maior quantidade (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

A escala e o crescimento da industria de tingimento estdo amplamente ligados a
industria téxtil. Por volta de 7,5 milhdes de toneladas de corantes sdo produzidos todos os anos
no mundo e cerca de 280.000 toneladas de tintas téxteis sao descarregadas em corpos d'agua a

partir de efluentes téxteis (ASGHAR; RAMAN; DAUD, 2015).

2.2.1.1 Classificagdo dos corantes

Segundo Cardoso (2012), a classificacdo dos corantes téxteis pode ser dividida em dois
grandes grupos. Corantes naturais: que podem ser obtidos de diversas fontes vegetais (porém
apenas algumas produzem corantes comercialmente viaveis), € corantes sintéticos criados a
partir de produtos quimicos em laboratorio, que demonstram vdarias vantagens em relagdo aos
corantes naturais para fins de uso na industria alimenticia, de papel e téxtil (ARVAND et al.,

2017). Guaratini e Zanoni (2000) destacam a classificagdo dos corantes pelo modo ao qual eles
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se fixam a fibra, sendo dividida em corantes acidos, basicos, diretos, dispersivos, pré-
metalizados, sulfuricos, a cuba, azoicos e reativos. A forma ao qual se fixa a molécula do
corante a essas fibras geralmente acontece em solugdes aquosas e pode envolver basicamente
quatro tipos de interagdes: ligagdes idnicas, de hidrogénio, de Van der Waals e covalentes.
Para Zanoni e Yamanaka (2016) a forma mais adequada de classificar os corantes ¢
pela sua estrutura quimica ou grupo cromoégrafo. O grupo cromografo ¢ um grupo funcional
que possui absor¢do na regido visivel do espectro e, portanto, ¢ responsavel pela cor que €
observada. No Quadro 1 pode ser observada a classificagdo de acordo com a estrutura quimica

do corante.

Quadro 1 — Classifica¢do dos corantes de acordo com sua estrutura quimica.
Grupo Grupo
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Fonte: Adaptado de Erkurt (2010).
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2.2.1.2 Corantes indigoides

Os corantes indigoides sao os de maior uso na industria té€xtil, com aplica¢des também
na industria de papel e celulose e industria alimenticia. Estes possuem uma estrutura molecular
complexa, o que os torna mais estdveis quimicamente e mais resistente aos processos de
biodegradagao e de remog¢ao mais comumente utilizados para tratamento de efluentes. Corantes
indigoides sdo também conhecidos como corantes Vat, pela forma como se d& o processo de
tingimento, pois para sua fixacdo se faz necessaria uma rea¢do de reducdo, o tornando soluvel,
incorporando ditionito de so6dio, de maneira que, apds essa reacdo, a solucdo apresenta cor
amarela. Apds o tingimento e exposi¢do ao ar a forma leuco ¢ entdo oxidada, retornando a
estrutura Vat com cor azul inicial fixada a fibra. Por consequéncia, sdo estruturas mais
resistentes aos processos de biodegradacdo e de remocdo mais comumente utilizados para

tratamento de efluentes (CHAVES et al., 2008; ZANONI; YAMANAKA, 2016).

2.2.1.3 Indigo Carmim

O (IC) ¢ um corante sulfonado derivado do indigo, utilizado para inimeros fins nas
industrias alimenticia, farmacéutica (MITTAL; MITTAL; KURUP, 2007) e principalmente de
téxteis para jeans (ARENAS et al., 2017). IC é também conhecido como acido azul 74 e sal
Carmim soédico do acido 5,5'- indigodissulfonico. A molécula compreende dois grupos
sulfonato negativamente carregados associados a dois anéis de benzeno (HUY et al., 2020;

OLIVEIRA et al., 2020). Sua estrutura molecular ¢ mostrada na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura molecular do corante indigo carmim.

Fonte: Adaptado Keijzer et al. (2012).
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IC ¢ um corante sintético recalcitrante classico com formula molecular
CisHsOsN2SoNax e solubilidade de 10 gL', Amplamente empregado para
coloragdo/tingimento na industria té€xtil e em outras industrias, devido as suas caracteristicas,
principalmente pela boa fixa¢do. Este corante apresenta baixa biodegradabilidade e a sua
remogao dos efluentes exige tratamentos complexos. Torna-se um poluente grave em ambientes
aquaticos, pois impede a fotossintese de plantas e algas aquaticas (KEIJZER et al., 2012;
WAGH; SHRIVASTAVA, 2015). O corante IC pode causar aos seres humanos irritacao nos
olhos, coceira ou até mesmo danos permanentes a cornea. Devido a sua natureza cancerigena,
em contato direto, pode levar ao surgimento de tumores. Quando administrado por via
intravenosa, para determinar a poténcia do sistema coletor urinario, também foi relatado que
causa hipertensdo leve a grave, efeitos cardiovasculares e respiratorios em pacientes. Na
literatura também ha relatos de pessoas que demonstram sensibilidade ou alergia a alimentos
que contém corantes da classe azo (em tartrazina e amaranto) e classe indigéide (IC) (AHMAD
etal., 2021).

Por consequéncias dos seus danos a saide humana e aos ecossistemas, muitos estudos
foram realizados para remover IC de dguas residuais. Diante disto, se faz necessaria a remogao
desse corante efetivamente, sendo o tratamento fundamental para manter a satide humana e o
meio ambiente adequados (ABDELRAHMAN; HEGAZEY; EL-AZABAWY, 2019; BABU et
al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020; SILVA et al., 2019).

2.2.2 Tratamento de efluentes téxteis

A selecdo do processo de tratamento de efluentes ¢ uma tarefa complexa que envolve
a consideragdo de muitos fatores tais como: espaco disponivel para a construcdo de instalagdes
de tratamento, confiabilidade dos equipamentos do processo, restricdes de disposicao de
residuos, qualidade desejada da agua acabada e custos de capital e operacionais. O tratamento
de aguas para torné-las adequadas para uso posterior requer processos fisicos, quimicos e
biologicos (BHATNAGAR; SILLANPAA, 2010). Para Freire et al. (2000) na maior parte dos
tratamentos, inicialmente, ¢ utilizado um processo fisico-quimico (adsor¢do, coagulacao e/ou
precipitacdo) e posteriormente um tratamento bioldgico com lodo ativado. Muitas técnicas para
tratamento de aguas residuais sdo relatadas na literatura, sendo elas: adsor¢ao (MA et al., 2019),

filtracdo (YIN et al., 2020b), coagulacdao quimica (ARAGAW, 2020), sistema bioeletroquimico
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(CUI et al., 2020), etc. Estes processos sdo custosos € empregam muitas vezes reagentes nao
biodegradaveis, o que dificulta ainda mais o tratamento (HU et al., 2019a; LU et al., 2014;
ZHANG et al., 2019).

Atualmente, os adsorventes mais utilizados sdo aqueles a base de carvao ativado;
porém, sdo relativamente caros. Assim, diversas pesquisas sao voltadas para desenvolver novas
formas sustentaveis e eficientes para o processo de adsor¢ao (JIANG; HU, 2019; SALAMA;
ALJOHANI; SHOUEIR, 2018; SILVA et al., 2019). Guaratini e Zanoni (2000) destacam que:

O investimento na procura por metodologias para tratamentos de efluentes cada vez
mais eficazes na porta de saida da industria, quando a caracterizag@o e quantificacdo
do poluente ¢ facilitada, pode ser muito menor do que aquele gasto em tratamentos
terciarios para remogao destes produtos em baixo nivel de concentrag@o e na presenga
de intimeros outros interferentes. Para tal é necessario que a relagdo custo/beneficio
seja revista e o desenvolvimento de novas técnicas de tratamento de efluentes capazes
de efetiva remogdo desses corantes seja intensificado e tornado viavel

economicamente (GUARATINI; ZANONI, 2000, p. 78).

Para Almeida, Dilarri e Corso (2016), dentre os diversos tratamentos utilizados para
efluentes, ainda assim, nenhum se apresenta eficaz e de baixo custo, o que necessita a

associagdo de varias técnicas, a qual se justificam maiores estudos para esta viabilizagao.

2.3 ADSORCAO

De acordo com Ruthven (1984), o processo de adsorc¢ao ocorre através da transferéncia
de um componente de uma fase fluida para a superficie de um sélido adsorvente. Determinados
solidos tém a facilidade de concentrar na sua superficie algumas substancias dissolvidas
existentes em fluidos liquidos ou gasosos, possibilitando assim a separacdo. A transferéncia da
espécie da fase fluida para a superficie do sélido depende diretamente do equilibrio fluido-
solido e da taxa de massa transferida. Os elementos adsorvidos ficam concentrados na superficie
do adsorvente. Desta forma, quanto maior for a superficie por unidade de massa sélida, mais
promissor sera o processo (McCABE et al., 1993).

Os atomos da superficie do adsorvente t€ém uma posi¢ao incomum em relagdo aos
atomos do interior do solido, devido ao niimero de coordenacdo ser inferior ao de atomos

internos. Desse modo, 4tomos da superficie apresentam uma forga resultante para dentro que
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deve ser balanceada, ou seja, na dire¢do normal a superficie, o campo dos elementos da rede
ndo esta balanceado, assim as moléculas adsorvidas sobre uma superficie sdo mantidas por
forgas que provém desta superficie. A tendéncia a neutralizar este tipo de acao gera uma energia
superficial, a qual ¢ responsavel pelos fendmenos de adsor¢do, que podem ocorrer em uma
unica camada de moléculas ou em diversas camadas (CIOLA, 1981). Quanto maior for esta
superficie externa por unidade de massa so6lida, chamada area superficial, mais favoravel sera
o processo de adsorgao. Por conta disso, os adsorventes mais utilizados sao sélidos e apresentam
alta porosidade (ADEGOKE; BELLO, 2015; GUPTA; GUPTA; KHATRI, 2019; TAN et al.,
2015; ZHANG; LIU, 2013). O elemento que se acumula na interface do material ¢ denominado
de adsorvato; e a superficie solida na qual o adsorvato se acumula, de adsorvente. O processo
de adsorcao pode ocorrer de duas formas, dependendo da interagao entre as moléculas do meio
fluido e as do solido, sendo adsor¢do fisica (fisissor¢ao) e adsor¢ao quimica (quimissor¢ao)

conforme Figura 3 (RUTHVEN, 1984).

Figura 3 — Representacdo esquematica para a formacao de camadas de adsorvato na adsor¢do
por quimissor¢ao e/ou fisissor¢ao.
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Fonte: Guimaraes (2015).

Na adsorcdo fisica ndo ha a formacao de ligagdes quimicas, os efeitos atrativos que
ocorrem entre o substrato € o adsorvato sdo provenientes de interacdes do tipo Van der Waals.
O elemento adsorvido ndo penetra dentro da estrutura da particula do solido e ndo se dissolve

nele. Na adsor¢do quimica, a substincia adsorvida reage com a superficie do adsorvente
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ocorrendo a formagao de ligacdes quimicas entre o adsorvente e o adsorvato, que podem ser de
natureza idnica e/ou covalente. Na adsorcao fisica, assim como na adsor¢ao quimica, o processo
¢ exotérmico, sua entalpia pode ser medida por meio do monitoramento do aumento da
temperatura de uma amostra de capacidade calorifica conhecida. Valores tipicos para a entalpia
na adsorcdo fisica estdo na regido de 20 kJ.mol!. Essa pequena mudanca na entalpia é
insuficiente para levar a quebra de ligacdes quimicas; consequentemente, a molécula adsorvida
nao perde sua identidade, e, na dessor¢ao retorna a fase fluida na sua forma original. Portanto,
na fisissor¢do o processo € reversivel e o equilibrio ¢ atingido mais rapidamente do que na
quimissorc¢ao, ndo possuindo energia de ativacao (AIROLDI; FARIAS, 2000; FURLAN, 2008;
GUIMARAES, 2015).

De acordo com Ruthven (1984), as principais caracteristicas da adsor¢do fisica e

quimica sao mostradas no Quadro 2.

Quadro 2 — Diferencas entre adsor¢ao fisica e quimica.
Adsorcao Fisica Adsorc¢ao Quimica

Baixo calor de adsor¢ao Alto calor de adsor¢ao

Formacao de monocamada ou multicamada.
Nao hé dissociagdo das espécies adsorvidas,

somente significante a baixas temperaturas.

Somente formac¢ao de monocamada. Pode

envolver  dissociagdo  das  espécies

adsorvidas. Possivel em uma larga escala de

temperatura.

Répida, ndo ativada, reversivel. Nao ha
transferéncia de elétrons embora possa haver

polarizagdo do adsorvato.

Ativada, pode ser lenta e irreversivel. Ocorre
a transferéncia ou o compartilhamento de
elétrons, formando uma ligacdo entre o

adsorvato e o adsorvente.

Fonte: Adaptado de Ruthven (1984).

A adsor¢dao ¢ um método simples, facil e econdomico para a remogao eficiente de
elementos presentes em aguas residuais. Uma outra grande vantagem da adsorcao ¢ que ela

pode realizar a separagcdo no nivel microscopico, o que ndo € possivel com outras técnicas
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convencionais. A adsor¢do em superficie solida esta aumentando o interesse no tratamento de
aguas residuais e ¢ considerada um método eficiente, considerando seu baixo custo de
investimento, operacdo simples e a capacidade de atingir diferentes poluentes
(ABDELRAHMAN; HEGAZEY; EL-AZABAWY, 2019; KAMAL et al., 2015; LIU et al.,
2019; SIYAL et al., 2019).

Ahmaruzzaman (2008) salienta que o uso de biomassa para tratamento de aguas
residuais estd em crescente desenvolvimento devido a sua disponibilidade a baixo preco. A
biomassa microbiana ¢ produzida em diferentes cultivos para sintetizar produtos valiosos, como
antibidticos e enzimas. Nesses processos, ¢ gerada uma grande quantidade de subprodutos, que
podem ser utilizados na bioadsor¢do de poluentes. A biomassa tem um alto potencial como

adsorvente devido as suas caracteristicas fisico-quimicas.

2.4 ADSORVENTES

Adsorventes sdo elementos com capacidade de retengdo de diferentes adsorvatos. O
carvao ativado € o adsorvente atualmente mais empregado na induistria téxtil. Porém, seu uso
apresenta uma grande desvantagem pois sua preparagdo permanece cara € sua regeneracao ¢
dificultosa, especialmente no caso do carvao ativado em p6 (AICHOUR et al., 2019).

Diferentes adsorventes sdo utilizados para remog¢ao de corantes. No Quadro 3 alguns
podem ser destacados por apresentarem alta capacidade de adsor¢do, como nano cristais de
celulose modificados com queratina (SONG et al., 2017), e compositos de celulose bacteriana

e Ca-montmorillonita (HU et al., 2019b).
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Quadro 3 — Adsorventes utilizados no processo de adsor¢do de corantes.

Referéncia Corante adsorvido Adsorvente (LT de_:l ORI
(mg.g™)
Aguas residuais Compdsitos de celulose
(HU et al., contendo corantes: azul .
2019b) de metileno (MB) bacteriana e Ca- TC: 230,5
.. montmorillonita (Ca-MMT) MB: 338.8
tetraciclina (TC).
(DENIZ; L
KARAMAN, Corante Amarelo dcido - Folhas de pinheiro 40
220
2011)
CB - Magnética
(HUAEI(;IS;)et al, Laranja de metila (MO) nanoestruturada amino- 83,26
funcionalizada (AMBCAC)
(SONG et al., | Corante reativo preto (5) | Nano cristais de celulose — Vermelho (80): 1.070 Corante
2017) e vermelho (80) modificados com queratina reativo preto (5): 1.201
(HAMEED:; DIN; . Carvao ativado a base de
AHMAD, 2007) Azul de metileno bambu 54,2

Fonte: Autora (2021).

A adsorcdo depende de diferentes fatores, destes, destacam-se: a natureza do
adsorvente, o adsorvato e as condigdes operacionais. As caracteristicas do adsorvente também
devem ser analisadas, como a area superficial, porosidade, densidade, grupos funcionais
presentes na superficie e a hidrofobicidade do material. Em contrapartida as propriedades do
adsorvato dependem da polaridade, tamanho molecular, solubilidade e acidez ou alcalinidade.
As condigdes de operacdo incluem principalmente temperatura, valor de pH e propriedades do
adsorvente (CUNHA et al., 2009).

Hines e Maddox (1985) afirmam que os adsorventes que apresentam porosidades
maiores quando comparados a outros sdo interessantes para aplicagdes industriais, pois, em
apenas uma unidade de area superficial, uma grande quantidade de adsorvato pode ser retirada
do meio fluido; logo, com grandes superficies interfaciais mais facilmente o processo ocorrera.
Surge entdo como uma alternativa o uso de outros tipos de adsorventes, tais como 0s

biopolimeros, entre eles a celulose, a qual pode ser de origem vegetal (CP) ou bacteriana (CB).
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Varios adsorventes com alta capacidade de adsor¢ao, como nanoparticulas de alumina,
materiais mesoporosos de silica e adsorventes de celulose, tém sido investigados nos ultimos
anos. Os adsorventes a base de celulose tém atraido cada vez mais atengdo porque sao
biodegradaveis, renovaveis, baratos, biocompativeis, ecologicamente corretos e altamente
estaveis na presenca da maioria dos solventes organicos (LIU et al., 2020). Tonetto (2018) ao
utilizar CB para adsor¢ao de IC observou boa afinidade por este corante, apesar da dose de CB
utilizada ter sido de apenas 0,00082 g.mL™! para concentra¢des iniciais de IC de 25 mg.L!,
apresentou uma porcentagem de remogio de 27,4 % e capacidade de adsorgdo é 7,71 mg.g™l.
Estudos isotérmicos, cinéticos e termodinamicos foram efetuados nesse trabalho.

Para Zhu e colaboradores (2011) ha uma significativa vantagem em usar a CB em
forma esférica pois sua area de superficie especifica aumenta com a diminui¢ao do didmetro
esférico, de modo que pode ser usada como um transportador para adsorver ou reticular varios

tipos de substancias.

2.5 CELULOSE BACTERIANA

Celulose (CsH1005)n ¢ um polissacarideo linear, principal constituinte da parede
celular das plantas e o material biodegradavel mais abundante na natureza. A celulose pode ser
sintetizada extracelularmente por varios organismos, tais como como algas (Vallonia) e
bactérias (Acetobacter, ~Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Pseudomonas,
Rhizobium, Sarcina, Alcaligenes, Zoogloea) (FINK; SELLBORN; KRETTEK, 2012; KLEMM
etal., 2001 ; KLEMM et al., 2005) Brown (1886a) relatou a producao de celulose por bactérias
durante a fermenta¢do de vinagre, onde foi verificada a formagao de uma superficie gelatinosa,
sendo essa bactéria denominada Acetobacter xylinum.

Tem sido reportada a producdo de CB pela bactéria Komagataeibacter hansenii,
anteriormente denominada Acetobacter xylinum (GALDINO et al., 2020; JACEK et al., 2019;
LIU; CATCHMARK, 2019). K. hansenii ¢ uma bactéria gram-negativa, nao patogénica,
exclusivamente aerdbica, que secreta celulose em fitas compostas de microfibrilas organizadas
formando membranas, podendo ser encontradas em frutas, vegetais, vinagre ¢ em bebidas

alcoodlicas (KLEMM et al., 2005). Estas bactérias sdo capazes de formar uma membrana de
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celulose na interface entre o ar e o liquido, quando o cultivo ocorre em meio estatico, e de
formar esferas, quando em meio agitado (MOHITE; PATIL, 2014b).

Embora a CB seja idéntica em composi¢do quimica a celulose vegetal, quando
comparadas a CB apresenta propriedades que a diferenciam, por exemplo, cristalinidade (60-
80%), porosidade, capacidade de reten¢do de agua, resisténcia a tracao, biocompatibilidade e
degradabilidade bioldgica, além de possuir maior pureza quimica, por estar livre de lignina e
hemicelulose, propriedades as quais justificam o interesse para distintos processos (DAYAL;
CATCHMARK, 2016). A CB mostra-se como uma alternativa viavel para o tratamento de
aguas residuais devido as suas caracteristicas: resisténcia a tracao e alta capacidade de adsorcao,
J& que apresenta baixa densidade e uma grande superficie reativa de grupos laterais -OH que
facilitam a adsor¢ao de espécies quimicas, além de area superficial elevada, porosidade e
biodegradabilidade (CASABURI et al., 2018; CHEN et al., 2019; SONG et al., 2017). CB pode
ser produzida em cultura estatica ou agitada, sendo que a cultura agitada proporciona uma
melhor produgdo de CB por melhoria nas condi¢des culturais. Muitos pesquisadores sugeriram
a cultura agitada como a mais econdmica para a producdo de CB em massa, sendo por isso
necessario estudar as propriedades das condi¢des de agitacdo da CB (MENG et al., 2019;
MOHITE; PATIL, 2014b).

2.5.1 Estrutura da Celulose Bacteriana

A estrutura molecular da CB pode ser verificada na Figura 4, apresenta ligacdes de
hidrogénio intramolecular e intermolecular com féormula molecular (C¢H1005)n, que consiste
em moléculas de glicose unidas por liga¢des glicosidicas B-(1-4) com cerca de 98% de fibras

celulésicas (AHMED; GULTEKINOGLU; EDIRISINGHE, 2020; ROY, 2009).
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Figura 4 — Ligacdes de hidrogénio em cadeias de celulose: a) Ligacdo de hidrogénio
intramolecular em cadeias de celulose b) Ligacdo de hidrogénio intermolecular em cadeias de
celulose

Fonte: Adaptado de Roy (2009).

A rede fibrosa da CB ¢ composta por nanofibras tridimensionais bem-organizadas,
resultando na formacao de folha de hidrogel com alta area superficial e porosidade. No processo
de sintese da CB, as primeiras cadeias se agregam para formar longas subfibrilas, ¢ estas sao
posteriormente cristalizadas em microfibrilas e depois formam feixes de microfibrilas, as quais
sdo ultrafinas (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014). As fungdes biologicas e as numerosas
aplicagdes da celulose estdo baseadas na morfologia das fibras, estas sdo hierarquicamente
formadas por fibrilas elementares, microfibrilas e feixes de microfibras ou microfitas. A
estrutura lateral dessas unidades apresenta medidas entre 1,5 e 3,5 nm (fibras elementares),
entre 10 e 30 nm (microfibrilas) e da ordem de 100 nm (fibras). A Figura 5 apresenta imagens
obtidas por MEV das estruturas fibrilares de diferentes fontes de celulose. As imagens
demonstram diferentes magnificagdes devido a diferenca no tamanho e na espessura das fibras
de celulose nas diversas fontes. A Figura 5 (d) mostra que o didmetro das fibras da celulose

bacteriana ¢ cem vezes menor quando comparada a celulose de plantas (BARUD, 2010).
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Figura 5 — Microscopia Eletronica de Varredura de diferentes fontes de celulose: a) fibra de
coco, ampliacao 230x%; b) fibra de sisal, ampliagdao 250x; ¢) celulose extraida de plantas,
ampliacdo 1000%; d) celulose bacteriana, ampliacdo 10000x%.

3 ""“wl‘:‘Q“""" o188 10-85-200

Fonte: Barud (2010).

A CB apresenta elevado grau de polimerizagdo, geralmente em torno de 2000 a 6000.
As ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares (Figura 4) mantém as cadeias de CB unidas,
conferindo a ela suas caracteristicas unicas (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; ION;
PARVULESCU, 2015; LIMA et al., 2015). Ja em relacdo a sua morfologia, o didmetro das
fibras da celulose bacteriana ¢ de 1/100 quando comparada a celulose vegetal. CB também
apresenta resisténcia a tragdo ¢ modulo de Young elevado (15-30 GPa) mais rigido que a
celulose vegetal (5,5 — 12,6 GPa), possui maior capacidade de retencao de agua, chegando até
100 vezes seu proprio peso. Bactérias produtoras de celulose convertem a glicose a celulose
como parte do seu metabolismo. A glicose ¢ tanto a fonte de energia para o metabolismo da
bactéria, quanto a molécula precursora da sintese da CB (ANTONIO et al., 2012; CAZON;
VELAZQUEZ; VAZQUEZ, 2020; BARUD, 2006).



34

2.5.2 Producio de CB

Atualmente, ¢ possivel produzir materiais de CB em varios formatos, moldando-os em
recipientes tridimensionais durante as vitroculturas (SUN et al., 2020). A produgdo de CB pode
ser realizada em condigdes estatica e agitada. No cultivo estatico, ha baixa disponibilidade de
oxigénio dissolvido (OD), sendo obtida uma pelicula gelatinosa de CB flutuando no topo do
meio de cultura, na interface ar-liquido, que possui uma superficie mais densa no lado exposto
ao ar. A pelicula CB densa e flutuante impede a transferéncia de oxigénio para o meio de cultura
(TIAN et al., 2018). Conforme o Quadro 4 o tamanho das particulas CB esférica pode variar

com distintos parametros de produgao.



Quadro 4 — Produgao de CB esférica.
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Referéncia Microreanismo Fonte de | Inéculo | Velocidade Tempo Tamanho
g carbono (%) (rpm) P particulas
(CZAJA,;
ROMANOVICZ; A xvlinum 0,1 90-250 7 dias 5 mm
BROWN, 2004) X
(KAMAL etal., . .
2019) G. xylinum Glicose
(MENG et al., . 125, 150, .
2019) A. xylinum Frutose 200 5 dias (2-10) mm
G. entanii.
(Bl etal., 2014) Komagataeibacter | D-glicose 130 7 dias (5-10) mm
nataicola
0, 100, 130,
(ZHU et al., 2011) G. xylinum 5 160, 190 ¢ 3 dias (3-5) mm
220
(PUTRA et al., . . .
2008) A. xylinum Glicose 7 dias <8 mm
(MOHITE,; .. . .
PATIL, 2014a) G. hansenii Glicose 120 5 dias (3-5) mm
(HU; Inoculos
CATCHMARK; G. xylinum Glicose (1-16) 125 e 150 2 dias (5-22) mm
VOGLER, 2013)
(SINGHSA;
NARAIN; . Glicose .
MANUSPIYA., K. xylinus Frutose 5 7 dias (5-20) mm
2018)
(TONETTO, K. hansenii Manitol | 2 115 5dias | G419
2021) mm

Fonte: Autora (2021).

Czaja, Romanovicz e Brown (2004) verificaram que a fita de celulose era produzida

apenas na superficie de celuloses do tipo esfera, e o crescimento das esferas era determinado
pela forca de cisalhamento continua durante o processo de agitacdo, no qual se entrelacavam
uma na outra. Singhsa, Narain e Manuspiya (2018) relataram que com a agita¢do a porosidade

foi maior comparada a producdo de forma estatica. Putra et al. (2008) relataram uma técnica
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simples para obter o gel de CB tubular. Estes autores, a partir de variacdo de parametros de
cultivo, conseguiram a sintese com o comprimento, didmetro e espessura desejados.

Pesquisadores sugerem que a forga de cisalhamento durante a agitagdao € o principal
fator para forgar as fitas de celulose a se entrelagarem e formarem as esferas de celulose. Alguns
estudos mostraram que certos parametros de cultura, como velocidade de agitagdo, tempo e
volume do frasco durante a cultura agitada, t€m uma influéncia consideravel no formato das
particulas de celulose bacteriana (MENG et al., 2019).

A composi¢do, morfologia, producdo e propriedades da CB sdo influenciadas pelo
meio de cultura bacteriano, pelas condi¢des operacionais de cultura (pH, temperatura,
disponibilidade de oxigénio, tempo de incubagdo), pelo tratamento pds-sintese e pela espécie
utilizada (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019). Para Brandes (2017), a CB produzida em meio
agitado forma esferas com menor resisténcia mecanica do que a CB produzida em meio estatico.
Porém, algumas propriedades da CB pura sdo melhoradas. Ao longo da produgado ou cultivo,
ocorre a reducdo de pH, sendo este um resultado do metabolismo respiratério das bactérias do
género Komagataeibacter. Embora o pH o6timo para a producdo de CB dependa da cepa
utilizada, maiores rendimentos sdo observados quando o pH varia entre 4,0 e 6,0, uma vez que
valores abaixo desse intervalo dificultam o crescimento da bactéria e levam a uma reducao na

produtividade de CB (SILVA, 2019).

2.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Com os inumeros avangos recentes da ciéncia e quimica analitica, o uso de ferramentas
para auxiliar a obten¢@o de dados a partir de experimentos se tornou mais comum. Para Neto,
Scarminio e Bruns (2001) a utilizacdo do planejamento fatorial e a superficie de resposta
exploram as condigdes experimentais do sistema para realizar o minimo de experimentos
possiveis, portanto, mostra as suas contribui¢cdes de forma mutua. Quando o planejamento de
experimentos ndo ¢ utilizado de forma apropriada, o seu resultado muitas vezes ¢ uma montanha
de niimeros estéreis, da qual ndo seria possivel tirar conclusdes. Os experimentos sao usados,
basicamente, para melhorar as caracteristicas de qualidade dos produtos ou do processo de
fabricagdo, reduzindo o nimero de testes, quantidade de reagentes e otimizando o uso de
recursos, tais como: materiais, tempo da equipe e disponibilidade de equipamentos

(MONTGOMERY, 1991).
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Neto, Scarminio e Bruns (2001) relatam que com o uso do planejamento experimental
se faz possivel alterar todos os parametros da reagdo e ao mesmo tempo obter uma resposta a
partir de um grafico, desta forma, € possivel verificar a influéncia dos parametros, se funcionam
sozinhos ou interferem entre si. Os graficos também podem ser alterados e mostrar se um
parametro em si afeta na variavel de resposta.

Para Button (2001) o uso do planejamento de experimentos também abrange outros
objetivos, tais como: identificar as varidveis (fatores de controle) do processo que mais
influenciam na resposta; atribuir valores as variaveis influentes do processo para diminuir a
variagdo da resposta a qual se deseja obter e, por fim, atribuir valores as variaveis influentes do
processo de modo que o efeito das variaveis ndo controlaveis seja reduzido.

Também para Button (2001), o uso do planejamento fatorial ¢ indicado como primeiro
passo para o procedimento experimental quando for necessario definir os fatores mais
importantes e estudar a influéncia na resposta. O primeiro passo para o desenvolvimento do
planejamento fatorial é escolher quais parametros serdo analisados e depois quantas vezes cada
parametro serd variado. Um dos modelos mais comuns ¢ o planejamento fatorial com dois
niveis, ou seja, com dois parimetros, representado por: 2¥, onde k representa o niimero de vezes
que os dois parametros serdao variados (NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2001). Vieira e
Hoffmann (1989) recomendam a realizacdo de um delineamento composto central (DCC) em
triplicata no ponto central, a fim de que se produzam dados informativos em toda a regido de
interesse. Ademais, recomenda-se que os experimentos sejam aleatOrios para evitar erros
sistematicos (VIEIRA e HOFFMANN, 1989).

Para planejar experimentos, na maioria dos casos, sao codificados dois niveis, onde se
utiliza o simbolo (+) para indicar o valor maximo da variavel e o simbolo (-) para indicar o
valor minimo. Esta codificagdo de fator pode modelar o plano na forma de uma matriz. Em
contraste, os simbolos (+) e (-) nessas tabelas sdo organizados e particularmente uteis quando

se estuda dois fatores juntos (MOREIRA, 2009).

2.7 LEGISLACAO PERTINENTE A EFLUENTES TEXTEIS

A Lei 6.938, que dispde sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 1981),

conceitua a polui¢do como:
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A degradagdo da qualidade ambiental resultante de atividades que direta
ou indiretamente:
a) Prejudiquem a satde, a seguranca e o bem-estar da populacao;
b) Criem condi¢des adversas as atividades sociais e econdmicas;
c) Afetem desfavoravelmente a biota;
d) Afetem as condigdes estéticas ou sanitarias do meio ambiente;
e) Lancem matérias ou energia em desacordo com os padrdes
ambientais estabelecidos.

Em janeiro de 1997, entrou em vigor a Lei n® 9.433/1997, regulamentada pelo decreto
n° 50.877, da Constituicdio Federal (CF) juntamente com o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) n° 357 de 25 de abril de 2005 também conhecida como Lei das Aguas,
a qual aborda que a agua passa a ser considerada um bem de dominio publico e um recurso
natural limitado, dotado de um valor econémico. Segundo a mesma resolugdo do CONAMA,
que dispde sobre a classificagdo dos corpos de 4gua, ha diretrizes para enquadramento e
estabelece os padrdes para lancamento de efluentes. O parametro cor ndo ¢ estabelecido, porém
a Resolugdo estabelece que nao poderdo ocorrer alteragdes visiveis no corpo da dgua. Os
padroes de lancamento de efluentes podem ser verificados na Resolugdo do CONAMA n° 430
de 13/05/2011.

Desta forma, os efluentes téxteis s6 podem ser descartados nos corpos hidricos quando
devidamente tratados conforme a lei 9.433/1997, regulamentada pelo Decreto n° 50.877, da
constituicdo Federal Brasileira, e CONAMA n° 357, de 25 de abril de 2005 e CONAMA n° 430
de 13/05/2011.
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3LAYOUT DA PESQUISA

Para cumprir os objetivos propostos, o presente trabalho foi conduzido nos
Laboratdrios: Processos Bioquimicos e Biotecnologicos Inovadores na Producdao de Energia
(PROBIOTEC) e Laboratério de Efluentes e Toxicologia (LABEFLUTOX), ambos
pertencentes ao Centro de Tecnologia e Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) Campus Ararangua. A Figura 6 ilustra de forma esquemadtica as etapas
desenvolvidas neste estudo e os artigos elaborados a partir da sua realiza¢do, que incluem a

metodologia e a discussdo dos resultados.

% Artigo 1 - Optimization of processing parameters for the synthesis of spherical bacterial

cellulose.

% Artigo 2 - Remocdo de indigo carmim por adsor¢do utilizando celulose bacteriana
esférica.
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Figura 6 — Fluxograma metodoldgico geral do estudo da adsor¢ao do corante IC por esferas de

CB.
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4 ARTIGO 1' - OPTIMIZATION OF PROCESSING PARAMETERS FOR THE

SYNTHESIS OF SPHERICAL BACTERIAL CELLULOSE
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Background: Due to its properties, such as high superficial area, high porosity, tensile strength

and elevated adsorption capacity, the bacterial cellulose (BC) can be applied in different fields.

The present study aims to evaluate the effects of parameters such as agitation speed and

inoculum concentration in the production of spherical BC from Komagataeibacter hansenii.

Methods: The bacteria were cultivated in culture medium containing mannitol as a carbon

source, at 30 °C of temperature and agitation conditions. The influence of the agitation speed

and the inoculum concentration on the diameter of the cellulosic spheres were evaluated

considering a central composite rotatable design (CCRD).

! Este artigo foi submetido a revista: Biotechnology & Bioengineering Journal.

Fator de impacto 2021: 4,002
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Results: The only statistically significant factor (p < 0.05) was found to be the agitation speed
for a 95% confidence level, with a negative linear effect. CCRD study showed that the sphere
diameter decreases when the agitation speed increases at any inoculum concentration. However,
to a given agitation, the sphere size initially decreases and then increases with the increase of
the inoculum concentration. Increases in the agitation speed also led to an increase in the sphere
number at a constant inoculum concentration.

Significance and Impact of the Study: The results contribute to explain the controverted results
about the influence of these two parameters found in the literature. From the optimization of
the processing parameters via CCRD study, the selection of the most adequate parameter values

to obtain spherical BC of the desired diameter can be achieved.

Key words: Spherical bacterial cellulose, Komagataeibacter hansenii, Agitated culture,

Processing parameters optimization, Agitation speed, Inoculum concentration.

RESUMO

Devido as suas propriedades, como alta area superficial, alta porosidade, resisténcia a tragdo e
elevada capacidade de adsorcdo, a celulose bacteriana (CB) pode ser aplicada em diversos
campos. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos de pardmetros como velocidade
de agitacdo e concentracdo de inoculo na produg¢do de celulose bacteriana esférica por
Komagataeibacter hansenii.

Métodos: As bactérias foram cultivadas utilizando manitol como fonte de carbono, a 30 °C de
temperatura. A influéncia da velocidade de agitagdo e da concentrag¢do de in6culo no didmetro
das esferas celulosicas foi avaliada considerando um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR).

Resultados: O unico fator estatisticamente significativo (p <0,05) encontrado foi a velocidade
de agitacdo para nivel de confianca de 95%, com efeito linear negativo. O estudo do DCCR
mostrou que o didmetro da esfera diminui quando a velocidade de agitagdo aumenta em
qualquer concentragdo de in6culo. Porém, a uma dada agitagdo, o tamanho da esfera diminui

inicialmente e depois aumenta com o aumento da concentracdo de indculo. Aumentos na
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velocidade de agitacdo também levaram a um aumento no nimero de esferas em volume
constante de indculo.

Significancia e Impacto do Estudo: Os resultados contribuem para explicar os resultados
controversos sobre a influéncia desses dois pardmetros encontrados na literatura. A partir da
otimizagdo dos parametros de processamento via estudo do CCRD, pode-se obter a sele¢ao dos

valores dos parametros mais adequados para se obter esferas do didmetro desejado.

Palavras-chave: Celulose bacteriana esférica, Komagataeibacter hansenii, Cultura agitada,
Otimizacdo dos parametros de processamento, Velocidade de agitacdo, Concentragdo de

indculo.

STATEMENT OF NOVELTY

The novelty of this study lies in the analysis through statistical methodology of the influence of
the agitation speed and inoculum concentration on the size and particle number of spherical
bacterial cellulose (BC) obtained from Komagataeibacter hansenii using mannitol as a carbon
source. The use of the CCRD methodology allowed to define the optimal processing parameter

values to obtain spherical BC of the most adequate diameter for the desired application.

Transcrigdo adaptada do artigo:

4.1 INTRODUCTION

Cellulose is the most abundant natural polymer on Earth. The most commercially
explored cellulose source is wood. Nonetheless, cellulose can be extracellularly synthesized by
various organisms, such as algae (Vallonia) and bacteria (Acetobacter, Achromobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Alcaligenes, Zoogloea)
(FINK; SELLBORN; KRETTEK, 2012; HUANG et al., 2014; KLEMM et al., 2001; KLEMM
et al., 2011). The bacterial cellulose (BC) is extracellularly secreted by bacteria like the ones
from the Komagataeibacter (ESA; TASIRIN; RAHMAN, 2014; MOHITE; PATIL, 2014b).

The first report of cellulose production by bacteria occurred through vinegar fermentation
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(BROWN, 1886a). BC is a biopolymer composed of -1, 4-linked d-glucopyranose with around
98% of cellulosic fibers and that can be synthesized from a variety of carbon sources
(BRANDES et al., 2018; BROWN, 1886b; KUO et al., 2019; SHI et al., 2014). The use of BC
has the advantage, over plant cellulose, that it is not necessary to separate it from lignin.

All the bacteria that produce cellulose are able to convert glucose to cellulose, as part
of their metabolism. In this case, glucose acts not only as energy source, but also as the
precursor of the biopolymer biosynthesis. The BC production can be conducted by chemically
defined culture media. The culture media and cultivation condition are the most important
parameters during BC production to ensure plenty of abundance production of this material
(CAZON; VELAZQUEZ; VAZQUEZ, 2020; DAYAL; CATCHMARK, 2016; SPEROTTO et
al., 2021; KLEMM et al., 2011). The cellulose produced by K. hansenii has exceptionally high
purity and, due to its crystalline structure and microfibrillar average width, make it different
from plant cellulose. Furthermore, it presents better mechanical properties (FU; ZHANG;
YANG, 2013; ROSS; MAYER; BENZIMAN, 1991). These characteristics and properties made
its application potential quite wide. Research has shown many applications of BC, for instance:
in food industry (SHI et al., 2014), biomedicine (PICHETH et al., 2017), medicine (CZAJA et
al., 20006), skin tissue repair (FU; ZHANG; YANG, 2013), adsorption (CHEN et al., 2009) and
water decontamination (ALVES et al., 2020).

The BC has multiple hydroxyl groups (HUANG et al., 2014) which allow a great
number of interactions such as the hydrogen bonds. This result in a semi-crystalline polymer
containing highly structured crystalline regions, which form materials with great tensile
strength, apart from presenting peculiar characteristics, like elevated porosity, purity, high
degree of polymerization, and high-water content (90-99%) (ZHONG et al., 2013). BC is a
very important material as it does not contain residual hemicellulose or lignin. In addition, the
unique properties of BC include high elasticity, mechanical strength, specific surface area and
porosity. Owing to the presence of many OH group in its surface, the BC can be chemically
modified easily. In addition, BC has an organized ultrafine structure. These characteristics have
become BC a great alternative for wastewater treatment via adsorption and removal of
contaminants such as metal ions, dyes and others (ANDRIANI; APRIYANA; KARINA, 2020;
DU et al., 2020; ISIK; SARDON; MECERREYES, 2014; KLEMM et al., 2001; MENG et al.,
2019; NAGARAJ; SADASIVUNI; RAJAN, 2017; ALVES et al., 2020; TYAGI
THANGADURAI; SURESH, 2020).
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The morphology of the BC and its characteristics are severely affected by the different
cultivation methods. In the static condition, a film made of BC in a gelatinous form is produced
in the interface between the culture medium and the air. In the agitated culture, on the other
hand, the BC is synthesized in the form of suspended spheres and irregular masses, and various
shapes and sizes (spherical, ellipsoidal, star-shaped or fibrous) are produced (BI et al., 2014;
SINGHSA; NARAIN; MANUSPIYA, 2018).

BC production yield is also dependent on culture method. Czaja, Romanovicz and
Brown (2004) have reported that after seven days of cultivation of an Acefobacter xylinum strain
in the same culture medium, the static culture and the agitated culture produced almost the same
amount of cellulose (2.5 to 3.0 g.L'! cellulose). However, after the sixteenth day, while there
was no significant increase in the cellulose synthesis under agitated culture, under static
cultivation the CB amount reached 10 g.L' (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004). The
agitated culture of Komagataeibacter strains causes many problems, such as disturbance in CB
structure, which can be the result of motion forces that occur during the agitation. The
biosynthesis originates cellulose crystallites with small dimensions and interferes both in the
formation and the crystallization of the microfibrils (BRANDES et al., 2018). Researchers
suggest that the shear force during the agitation is the main factor to force the cellulose strips
to intertwine and form the cellulose spheres (MENG et al., 2019). The choice of the cultivation
method for cellulose production depends on its final applications. Although static cultivation is
the simplest and preferred for BC production, agitated culture is more suitable for a massive
BC production since agitated cultivation is easily amplified to a large scale of production
(ANDRIANI; APRIYANA; KARINA, 2020; CHEN et al., 2018) . In agitated culture, other
condition and supplies can afford for BC yield, size and shape such as agitator configuration,
oxygen supply, rotating speed, duration of culture time, continuous shear force and additive
types in the culture medium (WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019). The delivery of oxygen is
directly associated with the production of BC (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004;
MENG et al., 2019; MOHITE; PATIL, 2014b; WANG; TAVAKOLI; TANG, 2019). Previous
works have also discussed the effect of the inoculum concentration and speed of agitation on
the size and shape of the BC produced (HU; CATCHMARK, 2010; ZHU et al., 2011).
However, there are different behaviors for different strains under static and agitated cultures.

Therefore, this research aimed to evaluate the effects of the agitation speed and inoculum
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concentration parameters on the size and particle number of spherical BC produced by K.

hansenii through a CCRD.

4.2 EXPERIMENTAL

4.2.1 Microorganisms and Inoculum Preparation

The inoculum was prepared by statically culturing K. hansenii (strain ATCC 23769)
in 30 mL of aqueous medium previously sterilized in autoclave at 121 °C for 20 min, with the
following composition: yeast extract (5.0 g-L), bacteriological peptone (3.0 g-L!), and
mannitol (25 g-L!) as a carbon source (BRANDES et al., 2018). For microorganism activation,

the culture medium was inoculated with a stock bacterium suspension 5% (v/v) and, incubated

at 30 °C for 3 days.

4.2.2 Culture Conditions and Central Composite Rotatable Design (CCRD)

To evaluate the effects of inoculum concentration and agitation speed, it was applied
a factorial design using a CCRD. The levels of each variable, inoculum concentration and

agitation speed, are presented in Table 1.
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Table 1 — CCRD data matrix.

Levels
Variable
(-1.414) (-1) ) (+1) (+1.414)
Inoculum
concentration® (% v/v) 0.59 1.0 2.0 3.0 3.41
Agitation speed (rpm) 94 100 115 130 136
Factors
Assay Agitation speed (rpm) concerftli'(:lctlil(:zl?" % VIv)
1 100 1.0
2 100 3.0
3 130 1.0
4 130 3.0
5 94 2.0
6 136 2.0
7 115 0.59
8 115 3.41
9 115 2.0
10 115 2.0

In all assays, 250 mL Erlenmeyer’s flasks containing 100 mL of medium (as
previously described) were used. The flasks were inoculated with a K. hansenii suspension to
achieve the concentration defined in Table 1. Regarding the agitation speed, the flasks were
incubated under different agitation speeds in an orbital shaking bath at 30 °C for 5 days
according to defined CCDR.



48

4.2.3 Purification of produced BC spheres

After the incubation period, the synthesized BC spheres were collected, rinsed with
distilled water to remove the residual medium, and purified in a 0.1 M NaOH solution, being
heated to 90 °C for 30 min to remove non-cellulose materials such as protein and nucleic acids
derived from bacterial cells and the culture broth from the pellicle BC. Subsequently, the
samples were washed out with distilled water until reaching a neutral pH; then, the number of
BC spheres formed in each sample was counted and each BC sample was separately stored in
20% ethanol under refrigeration for future analysis.

Fi

ure 7 — BC spheres before and after purification.

4.2.4 Amount and diameter of the spherical particles

The spherical BC contained in each assay was deposited in glass Petri dishes, trying to
minimize their overlapping. A black background was placed to facilitate further analysis of the
image. A graphic scale, such as a ruler, was used for further evaluation of the acquired image.
The image of the spheres was obtained through a mobile device, iPhone 6, with a resolution
equivalent to 8 megapixels. For an analysis of the grain size, the Imagel software was used,
which is one of the most used open source image packages for multidimensional image
processing and work on multiple platforms (NIKOUSEFAT; HASHEMNIA; KARAMYAN,
2018).
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After analyzing the images obtained from the factorial design, it was verified according
to the bibliography (ZHU et al., 2011) that for adsorption processes diameters between 3 and 5
mm present better results. Thus, spheres with this diameter were considered, as shown in Figure

8, for the IC dye adsorption experiments.

4.2.5 BC characterization

Fourier transform infrared (FT-IR) spectra of the BC spheres were recorded on an IR
Spectrometer (AGILENT TECHNOLOGIES model Cary 600) using the total attenuated
reflection method in the range 4000 - 400 cm ™.

Spheres of BC were layered onto glass slides and dried in an oven at 50 °C for 24 h to
assure flat and smooth films, in order to determine the percentages of BC and water contained
in the spheres.

The porosity of spheres BC was measured by immersing the sample in ethanol for 24

hours. The dimensions of samples were measured from photographs with the help of ImageJ

software. The samples were weighed and soaked in ethanol at room temperature. After
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immersion for 24 h, the samples were wiped by a filter paper and weighed (YIN et al., 2020a).

Finally, the porosity of the sample BC was determined using the following equation:

P (%)= (Wp# X 100 (1)

Where: Wy is the initial dry weight of each sample, W is the weight of each sample
after immersion, p represents the density of ethanol (0.7893 g=cm™) and V is the volume of

each sample.

4.2.6 Factorial design and Statistical analysis

The influence of the amount of inoculum and stirring speed on the formation of
spherical BC were studied. In order to optimize the number of laboratory assays, an
experimental factorial design was used. Concentration of inoculum and agitation speed were
used as independent variables; as the response variable, the mean of the diameters of the spheres
produced in each assay was selected. The Statistics 7 statistical program was used to prepare
the planning. The axial points were calculated using Equation (2), where a is the axial distance

from the central point and k is the number of factors evaluated (k = 2).

a= (29" @)

A CCRD with two factors and two levels (axial points and the central point essay in
duplicate) was performed to determine the positive critical values of these parameters. Central
(0), factorial (+1, —1) and axial (+1.414, —1.414) points were considered, totaling 10 assays
according to Table 1. Factor values at the central point (2 mL inoculum/100 mL medium and

115 rpm) were determined on the basis of preliminary tests and bibliographic data (BRANDES
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et al., 2018; CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 2004; HUANG et al., 2014). The response
variable (diameters of the produced BC spheres) was obtained using the Imagel software from
photographs. The experimental results were statistically analyzed by the p-value and Pareto
diagram, with values of p < 0.05 being statistically significant at the 95% confidence level.
Contour curve and response surface graphic were made to visualize the results from the statistic

study and assist to locating the adequate values of the factors for obtaining a given sphere

diameter.
4.3 RESULTS AND DISCUSSION

4.3.1 Spherical BC Production and Size

BC spheres drying showed a 98.76% water and 1.24% of BC contents, in accordance
with the data reported by Zhong et al. (2013).

Figure 9 — FTIR
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FTIR analyses showed the BC characteristic bands: the band at 3350 cm™ was assigned
to the BC characteristic O-H stretching vibration of the hydroxyl groups (SANTOS et al., 2015);
the broad band at 3650-3000 cm™! corresponded to the O-H stretching vibrations of the hydroxyl
groups associated to hydrogen bonding in the cellulose network (CIELECKA et al., 2021; OH
etal., 2005). The band at 2868 cm ™' was attributed to the C—H stretching vibration of cellulose
(SANTOS et al., 2015); and the 1068 cm™' band corresponded to the C—O-H stretching
vibrations of the sugar ring (GUZEL; AKPINAR, 2019). Bands referring to protein structures
or possible contaminants were not found, being indicative of purity in the sample.

Based on the calculation of the porosity percentage the result 73.13% evidenced the
high porosity of bacterial cellulose. This result is in agreement with that reported Pasaribu et
al. (2020) which reported a percentage of BC sample porosity of 75.5 + 0.06%. Illa, Sharma
and Khandelwal (2019) studied the porosity of the BC from K. hansenii obtained results of
9.8% and 85.4 %. According to Zhijiang, Chengwei and Guang (2012) the observed porosity
of the pure BC scaffold was about 85%. These results show that BC have a large number of
pores resulted in higher porosity for the BC spheres.

Spherical BC with different shapes and sizes were accumulated in the flasks. They
were white and semitransparent after purification with NaOH solution. For each assay with the
concentration inoculum and the corresponding agitation speed defined by the factorial planning
(Table 1), a histogram of sphere number frequency was plotted over the diameters verified by
the particle analysis using the ImageJ software. Optical images show BC bodies in spherical,
starry, and fibrous ellipsoid forms with sizes depending on the amount of inoculum and speed
of rotation. The results can be seen in Figure 10 and the data matrix from histogram analysis is
shown in Table 2. The BC spheres formed had very varied diameters ranging from 0.07 to 27.96
mm (Table 2).

When assays with the same inoculum concentration are compared (assays 1 and 3,
Figs. 10a and 10c; assays 2 and 4, Figs. 10b and 10d; and assays 5, 6, 9 and 10, Figs. 10e, 10f,
101 and 10j), a decrease in the sphere average diameter and an increase in the sphere number
are observed in all cases with the increase of the agitation speed.

These results are in agreement with those reported by Meng et al. (2019) and Hu et al.
(2010), who observed that the BC spheres presented more varied shapes and smaller diameters
with the increase of the agitation. It can also be verified that at 100 rpm there was agglomeration

of particles without a characteristic shape. This result is similar to that reported by Zhu et al.
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(2011). According to Czaja, Romanovicz and Brown (2004), the increase in agitation speed
increases the oxygen concentration in the medium, favoring gas exchange and the BC
production. However, according to Yang et al. (1998), agitations higher than 200 rpm are also
associated with the appearance of mutant cells that do not produce cellulose, which results in a
lower yield of this polymer. In this study, the maximum agitation was 136 rpm. In the present
paper, it was also possible to verify that at higher agitation speeds of the medium, the quantity
of spheres produced was greater.

In contrast, in the assays with the same agitation speed, the tendencies with the
increase of the inoculum concentration are not so clear. With the lowest agitation speed (100
rpm, assays 1 and 2, Figs. 10a and 10b) the average diameter increases, and the sphere number
decreases slightly with the increase of the inoculum concentration, in accordance with the
results obtained by Hu, Catchmark and Vogler (2013). However, with higher agitations (115
and 130 rpm), in general, the sphere number increases, and their average size decreases when
the inoculum concentration is increased (130 rpm, assays 2 and 3, Figs. 10c and 10d; 115 rpm,
assays 7 - 10, Figs. 10g, 10h, 101 and 10j). The initial inoculum concentration of K. hansenii
could impact the initial formation of the spherical cellulose structure, influencing the growth
dynamics metabolically or through a change in the viscosity of the culture that can alter the
shear forces that act on the surface of the BC in formation (WANG; TAVAKOLI; TANG,
2019). This behavior is well observed in the assays 7-10, all of them at 115 rpm, but this is not
a constant, it also depends on the agitation speed.

The assays 4 and 6, with the higher agitations (130 and 136 rpm, respectively) and
inoculum concentration > 2 % were those with a more homogeneous diameter of the spheres
formed, as showed by the lesser standard deviation (Table 2), leading to the lesser sizes and
greater sphere number. These results contrast with those from Brandes et al. (2018), which
under 125 rpm agitation and a smaller inoculum concentration observed greater homogeneity
in the formation of BC spheres.

These facts suggest a bigger influence of the agitation speed than of the inoculum
concentration on the formation of the BC spheres. In general, the bigger average sizes of the
BC spheres are obtained with the lower agitation speeds (Tables 1 and 2, assays 1, 2, 5 and 7).
In order to obtain spheres with smaller diameters, outlined spherical characteristics and best
performance, cultures with an agitation speed of 115 rpm along with an inoculum amount of 2

mL/100 mL of medium must be considered (Fig. 10j).
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Figure 10 — Photographs and histograms of the spherical BC samples produced under agitated
culture in different inoculum and agitation speed conditions.
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Table 2 — Data matrix histogram analysis.

Assay Agitation Inoculum Number Maximum Minimum Standard Average

speed concentration of diameter diameter deviation diameter
(rpm) (% vIv) spheres (mm) (mm) (mm) (mm)
1 100 1.0 35 22.10 1.67 +5.03 6.98
2 100 3.0 32 23.06 1.71 +4.55 10.09
3 130 1.0 145 24.19 0.14 +3.58 1.79
4 130 3.0 216 4.65 0.07 +0.58 0.47
5 94 2.0 14 13.1 3.8 +2.52 7.24
6 136 2.0 357 4.06 0.07 +0.39 0.28
7 115 0.59 3 17.43 10.54 +3.85 12.98
8 115 3.41 135 17.44 1.12 +2.02 3.60
9 115 2.0 180 27.96 1.12 +3.01 4.15
10 115 2.0 169 14.66 1.01 +2.32 3.87

4.3.2 Statistical analysis

Due to the existent controversies in the literature above mentioned about the influence
of agitation speed and inoculum concentration on the size of the BC spheres, the authors carried
out a statistical study which is adequate to determine the influence of these two factors, also
aiming to provide a guide for obtaining BC spheres of the desired size using the adequate values
of these factors. Factorial design is a technique widely used to determine the best parameters
values, even by extrapolation, when the process has two or more factors, because this allows

the examination of a combination of all variables at all levels, with the smallest number of runs
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possible. The results were analyzed using Statistical Software 7 (Statsoft, Inc.) to conduct an
analysis of variance (ANOVA), Pareto diagram and response surface (3D and 2D) CCRD
graphs.

The analysis of variance (ANOVA) is an interesting statistical tool because it indicates
which variables are significant for the studied process. The estimated effects of the two
considered factors on the BC spheres average diameter were based on the p-value from
ANOVA. The only statistically significant factor (p = 0.040623 < 0.05) was found to be the
agitation speed for a 95% confidence level, with a negative linear effect (-2.98287), as can be
seen in the Pareto diagram (Fig. 11a). A negative effect indicates that an increase in the factor
level causes a decrease in the response value, i.e., an increase in the agitation speed causes a
decrease in the diameter of the BC spheres. The inoculum concentration and the interrelations
between the two factors have not a statistically significative effect on the spheres size. Hu and
Catchmark (2010) obtained similar results from the univariate method. For the agitation speed
factor, Featcutated = 8.897507 from ANOV A was higher than Frabulated = 6.16 for a 95% confidence
level to Box et al. (1978) indicating that the model is significative resulting in a good

reproduction of the experimental data without necessity of adjustments.
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Figure 11 — a) Pareto diagram, b) Contour curve graph, and ¢) Response surface graph from
ANOVA and CCRD studies on the optimization of processing parameters for the obtention of

spherical bacterial cellulose.
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The resultant CCRD graphs are shown in Figures 11b (contour curve) and 1lc

(response surface). These graphs help to understand the dependence on the investigated process

of the responses as function of the factor value tendencies. The color scale represents the BC

sphere diameters with a separation range of 1 mm. From the graphs, it is clearly observed that,

at any inoculum concentration, the sphere diameter decreases when the agitation speed

increases. However, to a given agitation, the sphere size initially decreases and then increases

with the increase of the inoculum concentration. It is also possible to obtain the same diameter

with the same agitation and several different inoculum concentrations. These results agree with

the p-values and Pareto diagram above discussed, confirming the agitation speed as the only

statistically significative factor influencing the average diameter of the spherical BC, and

explain the controverted results about the influence of these two parameters found in the
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literature (WANG; TAVAKOLI;, TANG, 2019). Following the colored curves, it is possible
select the factor values which will lead to the obtention of BC spheres with the desired diameter
and with higher frequency. For example, following the orange curve, to obtain predominantly
spheres of 8 mm diameter, the more adequate conditions could be 90 - 100 rpm and 1.7 - 2.0 %

inoculum concentration.

4.4 CONCLUSION

The present study aimed to determine through statistical methodology the influence of
the agitation speed and inoculum concentration on the size and particle number of spherical BC
from K. hansenii. The central composite rotatable design CCRD and Pareto diagram showed
that the agitation speed is the only significative factor influencing the spherical BC diameter,
being that the sphere diameter decreases when the agitation speed increases at any inoculum
concentration. Increases in the agitation speed also led to an increase in the sphere number at
constant inoculum concentration. In contrast, to a given agitation, when the inoculum
concentration is increased, the sphere size initially decreases and then increases again, being
possible to obtain spheres with the same diameter at different inoculum concentrations. This
different dependence of the two studied factors can contribute to understand the sometime
contradictory results known in the literature. From the optimization of the processing
parameters via CCRD study, the selection of the most adequate parameter values to obtain
spherical BC of the desired diameter can be achieved, making possible to optimize its

production in any of the many processes in which can be used.
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5 ARTIGO 2 - REMOCAO DE INDIGO CARMIM POR ADSORCAO UTILIZANDO
CELULOSE BACTERIANA ESFERICA

RESUMO

A busca por adsorventes alternativos para o tratamento de efluentes industriais visa
minimizar os problemas ambientais gerados por contaminantes téxteis em aguas naturais. A
adsor¢do ¢ uma técnica para remoc¢do destes contaminantes comumente utilizada. Uma nova
abordagem para a remog¢ao do corante indigo carmim (IC), muito utilizado na fabricagdo de
jeans, foi realizada a partir da produg¢do de celulose bacteriana (CB) em cultura agitada
produzida por Komagataeibacter hansenii. A influéncia dos parametros da remocao que afetam
a adsor¢do do corante, incluindo dosagem de adsorvente e agitagdo, foi investigada a partir da
elaboracdo de um delineamento composto central rotacional (DCCR) a fim de otimizar os
valores dos parametros em estudo. Os ensaios de adsor¢ao foram conduzidos em temperatura
de 30 °C por 30 min, empregando 10 mL da solucdo de corante na concentragdo de 25 mg.L™!
e verificando a influéncia da quantidade de massa do adsorvente e velocidade de agitagao do
processo a partir do DCCR. A variavel de resposta monitorada foi a porcentagem de remocgao
do corante IC pela CB. Os resultados obtidos mostraram que houve influéncia significativa
(p<0,05) nas faixas de valores testados da massa de CB e agitagdo, com remocao de 43,64 %
para uma massa de adsorvente de 714 mg por 10 mL da solucao de IC, e uma velocidade de
agitacdo de 128 rpm. O estudo dos graficos de contorno e de superficie de resposta revelou o
potencial da aplicacdo da CB com menos adsorvente utilizando velocidades de agitacao > 130
rpm, o que permitiria otimizar o processo de tratamento diminuindo a quantidade de adsorvente
necessaria. Esses resultados sugerem que as esferas de CB produzidas a partir de K. hansenii
podem ser consideradas um novo adsorvente potencial para a remediagdo de adguas residuais

contendo o corante IC.

Palavras-chave: Adsorcio, indigo Carmim, Celulose Bacteriana esférica, DCCR.
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5.1 INTRODUCAO

O acesso a agua potavel ¢ um direito da humanidade e a polui¢ao ambiental causada
por aguas contendo corantes ¢ cada vez mais comum. Inumeros corantes organicos sintéticos
sdo utilizados por industrias, principalmente as téxteis, dos quais aproximadamente 15% sao
perdidos durante as operagdes industriais. O Indigo Carmim (IC) é um corante amplamente
utilizado na industria téxtil (HUY et al., 2020; KEKES; TZIA, 2020). O IC ¢ também conhecido
como acido azul 74 e sal de s6dio do acido 5,5 -indigodissulfonico, composto por dois grupos
sulfonato carregados negativamente ligados aos anéis de benzeno de dois heterociclos indol
substituidos (Tabela 3). Este ¢ um corante organico recalcitrante classico, com alta solubilidade
(10 g.L'Y) e, por apresentar alta solubilidade, ¢ largamente utilizado nas industrias (BABU et
al., 2019). A aplicacdo de IC de forma extensiva leva a contaminagdo ambiental, em particular,
polui¢do da dgua, além de poder causar danos a satide humana pois € considerado um indigoide
altamente toxico, dado que o seu toque causa irritagdes na pele e nos olhos, podendo levar a
lesdes permanentes na coérnea (OTHMAN; MOHAMED; IBRAHEM, 2007; LEKSHMI;
YESODHARAN; YESODHARAN, 2017).

Com base nisso, a remog¢ao de IC dos efluentes antes de serem langados em corpos
d'agua naturais € indispensavel. Inimeras técnicas promissoras sao relatadas para a remediagao
de efluentes contendo corantes (KATHERESAN; KANSEDO; LAU, 2018). Destas se
destacam os métodos fisicos (HOLKAR et al., 2016), quimicos (YAGUB et al., 2014) e
biologicos (ADEGOKE; BELLO, 2015), entre os quais a tecnologia de adsor¢do vem atraindo
cada vez mais atencdo nos ultimos anos (XU et al., 2012).

Processos adsortivos sdo apontados como uma alternativa viavel para o tratamento de
efluentes téxteis, devido a sua eficiéncia, simplicidade de projeto, baixo custo e viabilidade em
concentragdes baixas (ALARDHI; ALBAYATI; ALRUBAYE, 2020; ROCHA et al., 2012;
TAN et al., 2015). O processo de adsorcao consiste na transferéncia de matéria entre duas fases,
normalmente de uma fase liquida ou gasosa a uma fase solida. A substancia dissolvida na fase
liquida que serd transferida para a superficie do sélido ¢ chamada de adsorvato. O sélido que
fixard o adsorvato ¢ chamado adsorvente (KUNZ et al., 2002). Varios materiais adsorventes
estao sendo utilizados para a remocao de contaminantes de efluentes, principalmente materiais
sustentaveis e naturalmente produzidos por organismos vivos (MOHITE; PATIL, 2014a), tais

como a Celulose Bacteriana (CB). A CB pode ser sintetizada por diferentes bactérias, um
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destaque para as bactérias que pertencem aos géneros Komagataeibacter, Rhizobium,
Agrobacterium e Sarcina (ANDRIANI; APRIYANA; KARINA, 2020; RANI; APPAIAH,
2011). Desta forma, novas perspectivas para aplicagao da CB surgem a partir de seus aspectos
unicos, devido a suas ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares que mantém as cadeias de
celulose unidas. Sua nanoestrutura ¢ caracterizada por elevada pureza, uma vez que ndo esta
associada a lignina e hemicelulose, componentes da celulose vegetal. CB também apresenta
cristalinidade entre 60 a 90%, alta porosidade e possui uma estrutura reticular com pequenos
poros, o que a qualifica para fins de filtracdo e capacidade de absorver e reter agua (mais de
90% de sua massa), apresentando elevada resisténcia mecanica ¢ estrutura em rede
tridimensional (3D) (CZAIJA et al., 2006; GALDINO et al., 2020; KLEMM et al., 2001)
Existem duas formas de sintetizar a CB: em meio estatico e agitado. Em meio agitado
ocorre a formacao de esferas, as quais apresentam vantagens como: morfologia esférica bem
controlada, maior area de superficie e maior porosidade que a CB em forma de filme cultivada
em meio estatico. Para Meng et al. (2019) a CB em esferas ¢ um novo biomaterial com potencial
para ser usado em tratamento de dguas residudrias. Para Zhu e colaboradores (2011) a CB na
forma esférica pode adsorver diferentes tipos de substancias e sua capacidade de adsor¢do
aumenta com a diminui¢do do seu diametro esférico, pois ha maior area superficial para o
processo. Portanto, este trabalho teve como objetivo empregar um material alternativo e

atraente em comparacdo aos adsorventes convencionais para adsorver corantes como o IC.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Preparacao das esferas celulose bacteriana

A bactéria Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769) utilizada foi obtida da cultura
estoque do laboratério PROBIOTEC — UFSC Ararangua. O inoculo para sintese de CB foi
preparado com 5% (v/v) de inéculo obtido em meio estatico de cultura contendo 3 g-L! de
peptona, 5 g-L! de extrato de levedura e 25 gL' de manitol. As esferas de CB foram
produzidas em Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura, autoclavado a 121
°C por 20 min, com a composi¢io a seguir: 3 g-L! de peptona, 5 g-L! de extrato de levedura e
25 g-L"! de manitol. Para crescimento das esferas de CB foi determinada uma concentragdo de

in6culo de 2% em 100 mL de meio de cultura, para obtencdo de esferas com didmetros entre 3
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e 5 mm, adequadas para processos de adsor¢do. Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitacao
de 115 rpm durante 5 dias a temperatura de 30 °C. Apds o periodo de crescimento, as esferas
foram retiradas do meio de cultivo e imersas em solu¢ao de NaOH (0,1 M), aquecidas a 90 °C
durante 30 minutos, para eliminacdo de residuos celulares e contaminantes do meio de cultura,

e lavadas com agua destilada até se atingir pH neutro.

5.2.2 Preparacio do adsorvato

O corante Indigo Carmim (C.I—73015) foi obtido comercialmente da empresa NEON
Comercial. Trata-se de um corante muito utilizado na industria té€xtil que produz uma solugao

azul quando dissolvido em dgua. Na Tabela 3 sdo salientadas algumas caracteristicas deste

corante.
Tabela 3 — Caracteristicas do indigo carmim.
Formula Ci6HsN2Na2OsS2
Massa molar 466,35 g.mol!

Estrutura o H

MNals5 g I'N

L,

H O

Solubilidade em agua: (25 °C) 10 g.L!

A max 610 nm

Fonte: Adaptado de Khadhri et al. (2019).

Uma solugio do corante IC na concentracdo 25,0 mg.L™! foi preparada para os ensaios
de adsor¢do. As concentracdes das solucdes nos experimentos foram aferidas por meio de
espectrometria de UV-Vis (A 610 nm), utilizando um espectrofotometro modelo GTA-96 da

marca Global Trade Technology.
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5.2.3 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Para realizacdo dos ensaios de adsor¢ao, um planejamento experimental foi elaborado
para avaliar a influéncia das variaveis: massa do adsorvente: (476; 714 ¢ 952 mg) em 10 mL de
uma solug¢do de IC (25 mg.L!) e velocidade de agitacdo: 80, 100 e 120 rpm.

Sobre o processo de adsor¢do, a fim de determinar as melhores condigdes de trabalho,
foi adotado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) completo do tipo 2% com
ponto central em duplicata, dois niveis (-1 e +1) e pontos axiais (+1,414, —1,414) gerando um

total de dez experimentos, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Planejamento fatorial para os ensaios de adsorcao.

Niveis
Variavel
(-1.414) -1 (1)) (+1) (+1.414)
Massa de
CB (mg) 353,23 476 714 952 1050,53
Agitacdo (rpm) 72 80 100 120 128
Fatores Resposta
Ensaio Massa de CB Massa de CB seca Agitacao Remocao de cor
hidratada (g) (mg) (rpm) (%)
! 10 476 80 11,23
2 476
10 120 30,81
3 20 932 80 27,80
4 20 932 120 35,16
5 353,23
7,93 ’ 100 19,01
6 22,07 1050,53 100 36,31
7 15 714 72 16,07
8 15 714 128 43,64
? 15 714 100 28,10
10 15 714 100 27,52

Fonte: Autora (2021).
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Os ensaios foram realizados em ordem aleatoria. Para determinagdo da massa de
esferas da CB seca em mg, foram realizados ensaios para secagem conforme a metodologia
utilizada por Pasaribu et al. (2020) na qual foram obtidas esferas secas com teor de agua de
95,24 %.

A resposta utilizada para determinar a eficiéncia dos ensaios foi o percentual de
adsor¢ao de corante pelas esferas de CB. Este percentual foi calculado a partir dos valores das
absorbancias nas solugdes iniciais e finais, obtidos experimentalmente e utilizando-se a lei de
Lambert-Beer ¢ a Equacdo (3). Os resultados foram analisados pelo uso do software

STATISTICA 7.0 (Stat Soft Inc®, USA) com nivel de significancia de 95%.

5.2.4 Ensaio de adsorcio

Os ensaios de adsor¢do foram conduzidos em tubos de ensaio de 50 mL contendo 10
mL da solugdo de IC na concentragdo de 25 mg.L™! e nas condic¢des estabelecidas na Tabela 4.
Os frascos foram mantidos em uma incubadora com agitacao por 30 min a 30 °C. Apods
este periodo, a suspensdo foi separada por uma peneira com filtragem dupla. O filtrado foi
analisado quanto a concentragdo residual de indigo carmim por um espectrofotometro UV-vis
(A 610 nm). A partir dos dados de concentragdo obtidos, o percentual de remog¢do do corante

foi calculado de acordo com a Equagdo 3 e a capacidade de adsor¢do de acordo com a Equagao

4.

R = [C i) x100% (3)
Q= (Co-cpV 4)

onde Co e Cr sdo as concentragdes iniciais e finais do corante (mg.L™!), m é a massa

do adsorvente (g) e V ¢ o volume da solucdo do corante (L).
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5.2.5 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os ensaios de FTIR foram realizados antes e apds a adsorc¢ao de IC por CB. Para isto,
foi utilizado um equipamento da marca Shimadzu, modelo IR spirit, situado no Laboratdrio de
Materiais Avangados (LMA) da UFSC campus Ararangud. As amostras foram analisadas
utilizando um moédulo ATR, fazendo 32 varreduras de 400 a 4000 cm™ apresentando resolugio

de 4 cm’!, para a identificagdio de grupos funcionais dominantes nas superficies do adsorvente.
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 FTIR espectroscopia

A fim de identificar os grupos funcionais caracteristicos responsaveis do processo de

adsorc¢do e o adsorvato retido no adsorvente, a analise por FTIR foi realizada antes e apos o

processo de adsorc¢ao do IC por CB. A Figura 12 mostra os espectros de FTIR obtidos do ensaio.
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Figura 12 — Espectros de FTIR: a) Esfera de CB antes da adsorcdo b) Esfera de CB

apos adsorcdo e c¢) Indigo carmim puro.
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Transmiténcia (%)
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Fonte: Autora (2021).

O espectro de CB antes da adsor¢do Figura 12 (a) mostra picos caracteristicos da
estrutura da CB pura, em 3343 cm’! (banda larga) correspondendo ao alongamento O-H.
Segundo Fatombi et al. (2019) a banda em torno de 1420 cm ~! é a vibracio de flexdo de CH,
sendo associada a estrutura cristalina da celulose. Também pode ser observada nos espectros
de FTIR as bandas tipicas de CB referentes a vibragio de flexdo (-CH) em 1370 cm ™! e grupos
metileno (-CH2-) em 2800-2900 cm™' (GUZEL; AKPINAR, 2019). As bandas do espectro do
IC Figura 12 (c) coincidem com as referenciadas na literatura, € possivel observar uma liga¢ao
aromatica (C=C) em 1469 cm™ (KEKES; TZIA, 2020).

Observa-se na Figura 12 (a) e Figura 12 (b) que em ambos os espectros, antes € apds
adsorcdo, foi possivel verificar uma grande banda acima de 3300 cm™! caracteristica da CB,
associada a vibragdes O-H (OLIVEIRA et al., 2020). Os picos proximos de 1450 cm™ no
espectro de pos-adsorgdo refere-se as vibragdes de flexdo C-H de grupos CH3 e vibragdes de
alongamento S = O de sulfonatos, respectivamente (BABU et al., 2019). Os picos que

apareceram entre 1316 cm e 996 cm ™!

sdo atribuidos a ligagdes de alongamento alongamento
S — O, confirmando a presenca dos grupos sulfonato (FATOMBI et al., 2019; BABU et al.,
2019).

O espectro pds-adsor¢ao apresenta, por tanto, as bandas carateristicas de CB e do IC.

Porém, ndo sdo observados deslocamentos significativos destas bandas com respeito as dos
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espectros FTIR da CB e do IC isolados. Este fato pode ser indicativo da ndo formagdo de novas
ligagdes covalentes adsorvente/adsorvato durante o processo de adsor¢do, o que sugere um
mecanismo de fisiossor¢do, em concordancia com os resultados do estudo de isotermas de
adsorcao efetuado em trabalho anterior, no qual os dados experimentais ajustaram-se ao modelo

de Freundlich (TONETTO, 2018).

5.3.2 Capacidade de adsor¢ao da CB esférica

As concentragdes iniciais e finais, bem como como as percentagens de remocao de cor

e capacidade de adsor¢do de cada ensaio sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentragoes iniciais e finais das solugdes de IC (10 mL) e % remogao de
cor ¢ capacidade de adsor¢do dos ensaios DCCR efetuados.

. Massa CB Massa CB seca Veloc.ldatie 1 1 Capac1da(~ie
Ensaio . de agitacdo Co (mg.L") Cf (mg.L") de adsorc¢ao
hidratada (g) (mg) 1
(rpm) (mg.g™)
1 10 476 80 25 23,25 0,06
2 10 476 120 25 18,12 0,169
3 20 952 80 25 18,91 0,07
4 20 952 120 25 16,98 0,096
5 7,93 353,23 100 25 21,21 0,14
6 22,07 1050,53 100 25 16,68 0,09
7 15 714 72 25 21,98 0,058
8 15 714 128 25 14,76 0,16
9 15 714 100 25 18,83 0,103
10 15 714 100 25 18,98 0,10

Fonte: Autora (2021).
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A capacidade de adsorcdo foi calculada para cada experimento, sendo que, nestes
ensaios a saturacao ndo foi atingida. Obteve-se valor maximo para capacidade de adsor¢ao de
0,169 mg.g”! no ensaio 2, desta forma, o nio alcance da saturagdo pode explicar os valores
baixos. Desta forma, para alcangar niveis mais altos de capacidade de adsor¢do da CB, alguns
parametros, tais como, estudo do pH e velocidade de agitagdo mais elevadas podem ser
analisados. Alguns estudos demonstram a capacidade de adsor¢do da CB funcionalizada, com
modificagdo quimica ou funcionalizacdo da superficie da CB com outros componentes ¢
materiais (YANG et al., 2018). CB foi funcionalizada com estruturas de imidazolato zeolitico
(ZIFs) para adsorver o corante IC e a capacidade méxima de adsor¢do dos filmes compostos
ZCMBC para IC atingiu 264,6 mg.g ! (MAI et al., 2021).

Yi e colaboradores (2021) estudaram a capacidade de adsor¢do de nanoesferas de CB
funcionalizadas com fibras de aramida para remover o corante azul de metileno (MB) no qual
a eficiéncia de remog¢do do corante (MB) via nanocompositos ANFs/BC foi de 98,8%, e
capacidade de adsor¢io de 54,27 mg.g ~!, j4 com a CB pura atingiu valor de remogio de 27,9%,

valor inferior ao alcangado neste trabalho de 43,64 %.

5.3.3 Efeito da massa de adsorvente e da velocidade de agitaciao

A quantidade de adsorvente utilizada ¢ um pardmetro importante para determinar a
capacidade de remocdo. Geralmente, a porcentagem de remog¢do do corante aumenta com o
aumento da massa de adsorvente. O efeito da massa do adsorvente d4 uma ideia da capacidade
de adsorc¢dao de um corante ser adsorvido com a menor quantidade de adsorvente, de modo, a
avaliar a capacidade de adsorvente, principalmente os alternativos, do ponto de vista economico
(YAGUB et al., 2014). McCabe et al. (1993) relatam que ao utilizar adsorventes com menores
diametros de particula conferem maior area superficial para o material, o que ocasiona melhores
taxas de remocao do corante, e a0 aumentar a massa de adsorvente este valor também aumenta.

O efeito da massa do adsorvente foi investigado variando a quantidade de massa de
CB (353,23 - 1050,53 mg) conforme mostrado Tabela 4. Foi observado que, mantendo a
agitacdo constante, a remog¢ao do corante IC aumentou em todos os casos com o aumento da
massa de adsorvente. Porém, ao analisar a mesma massa de CB e agitacdes diferentes (ensaios
1 -2 e 3 -4) pode-se inferir que com o aumento da velocidade de agitacdo a remocao de IC

também aumentou.
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Nos ensaios 4 e 8, ao analisar velocidades proximas de 120 e 128 rpm, porém em
massa de CB diferentes (952 - 714 mg), pode se observar que o efeito do incremento da
velocidade de agitagao foi mais significativo que o aumento da massa das esferas de CB. Desta
forma, nestes ensaios, com o aumento da massa do adsorvente, ndo ha melhora da adsorcao de
IC. Este fato pode estar relacionado a saturagdo ou sobreposi¢do dos locais ativos para ocorrer
o processo. Parece, por tanto, que a velocidade de agitagdo tem uma influéncia maior que a
massa de adsorvente na remocgao de IC.

Esse resultado também esta de acordo com o obtido por Babu et al. (2019) que ao
aumentarem a quantidade de adsorvente de lama vermelha ativada atribuiu superficie adicional
disponivel para os componentes do corante IC, resultando assim em eficiéncias de remocao
melhoradas, porém, a partir de certas dosagens maiores ndo projetaram qualquer melhoria
adicional na adsorc¢do do corante IC, o que pode ser devido a sobreposi¢ao ou agregacdo de
locais de adsorg¢ao ativos.

O efeito da massa de CB foi avaliado para celulose bacteriana-polianilina para tratar
agua residual, e foi observado que aumentando a dosagem de (1,25 - 7,50 mg/mL) também
houve acréscimo na remogao, fato que, pode ser explicado em termos de area de superficie
aumentada e locais reativos para adsorver as moléculas com a maior quantidade de adsorvente.
Porém, a dosagem otima foi de 2,5 mg/mL, pois a partir desse valor ndo houve incremento na
remog¢ao (JAHAN et al., 2020).

Bhowmik, Chakrabory e Das (2021) estudaram a adsorc¢ao de IC por carvao ativado e
verificaram que ao adicionar mais adsorvente, deveria aumentar também o niimero de sitios
ativos e poros para ocorrer o processo. No entanto, observaram que o excesso de adsorvente
leva a mais interagdes interparticulas como conglomeragao levando a uma eventual reducao da
superficie disponivel para adsorcdo e, portanto, levando a saturagcdo dos locais de adsor¢ao
disponiveis.

Fatombi et al. (2019), que analisaram a capacidade de polissacarideos extraidos de
sementes de mamao de adsorver o corante IC, observaram também que o aumento na dosagem
do adsorvente ocasionou uma diminui¢do significativa na capacidade de adsorcdo, fato que,
pode ser relacionado a uma divisdo do gradiente de concentracao entre as moléculas do corante
e a superficie do adsorvente ocorrido com o aumento da quantidade de adsorvente.

Ensaios com adsorvato/adsorvente ao serem induzidos a agita¢do, tendem a facilitar o

processo, pois, com a movimentagdo do conjunto adsorvente/adsorvato ocorre uma reducao da
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resisténcia da camada periférica ao redor da particula do adsorvente (MCKAY; OYRWSURN,
1980). Para Shams et al. (2016) a velocidade de agitacdo ¢ um fator com influéncia diretamente
no processo de adsor¢do, em razao de que a agitacdo aumenta o grau de mistura adsorvente/
adsorvato, aumentando também a transferéncia de massa. Muitos trabalhos ndo verificam a
influéncia deste parametro e o fixam no estudo, porém sua andlise ¢ indispensavel.

Neste estudo, a velocidade de agitagdo foi variada de 72 a 128 rpm para estudar seu
efeito na capacidade de adsorc¢ao do corante no adsorvente. Os ensaios com melhores remogdes
foram encontrados a velocidades mais altas, quando comparadas a mesma massa de adsorvente
conforme mostrado na Tabela 4.

Nos ensaios 1 e 2 ao utilizar a mesma massa de adsorvente (476 mg), aumentando a
velocidade de 80 rpm para 120 rpm, a porcentagem de remog¢ao passou de 11,23 para 30,81
(%). Nos ensaios 7 e 8 utilizando 714 mg de esferas e aumentando a velocidade de 72 rpm para
128 rpm foi obtido remogdes de 16,07 e 43,64 %, sendo este ultimo o melhor resultado de
porcentagem de remocao.

Os ensaios mostram que a adsorc¢ao foi altamente influenciada pela velocidade de
agitacdo. Este resultado também foi obtido por Kusmierek e Swiatkowski (2015) que estudaram
a influéncia de diferentes técnicas de agitacao na adsor¢do do 4-clorofenol em carvao ativado,
material altamente poroso assim como a CB, e verificaram que a taxa de adsor¢do aumenta
significativamente com a velocidade de agitacdo. Conforme a agitagdo aumentou, de 100 para
500 rpm, a taxa de difusdo das moléculas do adsorvente, para a camada limite de liquido, em
torno do adsorvente também aumentou por causa da maior turbuléncia e diminui¢dao da
espessura do liquido camada limite.

Ao remover IC de solugdo aquosa também por carvao ativado mas funcionalizado com
casca do amendoim, Zhang, Zhou e Ou (2016) obtiveram melhores porcentagens de remocdes
com a velocidade de 110 rpm. Resultado semelhante ao obtido por Khadhri et al. (2019) que
utilizaram 40 mg de carvao ativado derivado do peciolo da tamareira como adsorvente para
remover IC da solugao (10 mL) e obteve seu melhor resultado ao submeter o ensaio na
velocidade de 120 rpm. Diante o exposto, ¢ possivel inferir que a velocidade ¢ uma varidvel

que exerce influéncia relevante sobre a capacidade de adsor¢ao do corante IC.
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5.3.4 Analise de significincia estatistica das variaveis independentes

O planejamento fatorial ¢ empregado para reduzir o nimero total de experimentos e
para alcancar a melhor otimizacdo geral do sistema. As superficies de respostas e as curvas de
contorno permitem visualizar de maneira mais geral a influéncia das varidveis do processo na
porcentagem de remocao. Os resultados obtidos nos experimentos de adsor¢ao de acordo com
amatriz do modelo CCRD foram utilizados para analise, conforme Tabela 4. Os valores obtidos
para o coeficiente regressdo R? (0,9629) e R? ajustado (0,9165) foram bem proximos de 1,0, o
que indica que houve alta correlagdo e um ajuste aceitdvel entre as respostas observadas e as
previstas pelo modelo. Desta forma, pode-se dizer que o modelo utilizado foi confidvel para
obter a varidvel de resposta. O alto valor de R? ajustado também confirma a significancia do
modelo. O resultado do ANOVA para o modelo experimental estd apresentado no Apéndice A.

O valor de F tabelado para os ensaios foi de 7,71. Os valores de F para massa de CB
na forma linear e também agitacdo foram de 31,72 e 66,94 respectivamente. Desta forma, ao
obter F calculado > F tabelado o teste ¢ significativo ao nivel de significancia a= 5%
considerado.

Foi realizada a regressao multipla obtendo uma estimativa dos efeitos de cada variavel
avaliada no processo de adsorcao do IC e suas interagdes. No DCCR realizado, adotou-se um

nivel de significancia de 95% (valor-p < 0,05). Na Tabela 6 estdo apresentados os coeficientes

de regressao e o valor-p para as varidveis consideradas significativas.
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Tabela 6 — Coeficiente de regressao e niveis de significancia para 0 DCCR considerando a
adsorcdo do corante IC por esferas de CB.

Variaveis Coeficiente de Regressao  Nivel de Significancia (p-

valor)

Termo independente -71,157 0,000171

CB seca (mg) (L) 0,1004 0,005377
CB seca (mg) (Q) -0,00001 0,7089
Agitacdo (rpm) (L) 0,6832 0,00129
Agitacdo (rpm) (Q) 0,0009 0,7974
CB seca (mg) x Agitacao -0,0006 0,1025

(rpm)
R?=0,96292

Fonte: Autora (2021).

ApOs obter a regressao multipla realizou-se o teste da anélise de varidncia (ANOVA)
do modelo previsto para a remogao do corante (%), a partir do grafico de Pareto. Com o grafico
de Pareto ¢ possivel verificar qual a correlagio do grau de significancia das varidveis
independentes do modelo com a dependente. O intervalo de confianca ¢ de 95%, o qual ¢
representado pela linha vermelha, onde p = 0,05. A linha vertical vermelha indica o efeito de
cada variavel estudada em que (L) ¢ o efeito linear das variaveis, (Q) o efeito quadratico das

variaveis e da interagdo linear entre as variaveis independentes.
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Figura 13 — Grafico de Pareto obtido a partir do DCCR para o percentual de remogao do
Corante IC por CB onde L- Termos Lineares; Q - Termos Quadraticos.

(2)Agitacdo (rpm)(L) t -3,046
(1)CB seca (mg)/10 mL IC(L) | 5,485971
CB seca’ 10 mL IC x Agitacdo -2 10914
CB seca (mg)/10 mL IC(Q) | -, 40092
Agitacdo (rpm)(Q) 1 2742639
p:,OIE

Fonte: Autora (2021).

Ao analisar o grafico de Pareto (Figura 13) € possivel observar que os fatores
significativos exercem influéncia sobre a variavel resposta. Percebe-se que a variavel com mais
significancia € a agita¢do seguida pela massa de adsorvente por volume de corante ambas em
termos lineares. Observa-se ainda que a influéncia apresentada pelas varidveis citadas ¢
positiva, desta forma, a medida que estes fatores aumentam ocorre também um aumento na
variavel de resposta (porcentagem de remog¢ao).

A interagdo das varidveis velocidade de agitacdo e massa de adsorvente, assim como
a varidvel velocidade de agitagdo e massa de adsorvente em termos quadraticos, nao
apresentaram significancia neste intervalo de confianga de 95%. Sendo assim, infere-se que o
a velocidade de agitagdo € o fator com mais influéncia no processo adsortivo do corante IC.

Com a analise do grafico de Pareto foi possivel descrever a capacidade de adsor¢ao do
IC por CB em fung¢do dos parametros que sdo considerados significativos pelo Statistica 7.0 a
partir do teste ANOVA. O modelo obtido pelo software foi:

Equagdao Remocao (%):
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R (%) =-71,157 + 0,1004X; - 0,00001(X1)* +0,6832 X1+0,0009(X2)* -0,0006 X1X>

Onde X;= massa CB seca (mg)
X,= agitagdo (rpm)

O diagrama de dispersao ¢ uma ferramenta que proporciona a verificacao de problemas
e também proporciona um aumento na eficiéncia do DCCR aplicado. Na Figura 14 pode ser
observada a dispersdo entre os valores observados e os valores previstos para a variavel de

resposta, remocao de corante IC por CB.

Figura 14 — Analise de correlacdo entre os valores previstos e observados para adsorcao de IC

por CB.
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Fonte: Autora (2021).

A Figura 14 apresenta os valores observados no eixo horizontal e os valores previstos
no eixo vertical utilizados para determinar se um modelo ¢ ou nao satisfatorio para a adsorcao.
O resultado mostra que o valores previstos da resposta (% remog¢ao) estdo em concordancia
com valores observados sobre o intervalo selecionado de varidveis independentes. O valor

obtido do ajuste para R? foi de 0,9618. Observa-se que a maioria dos pontos de resposta estao
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localizados bem proximos da linha vermelha, o que indica uma concordancia entre os valores
previstos e observados e indica que o planejamento fatorial foi empregado com sucesso.

A superficie de resposta Figura 15 (a) e o grafico de contorno Figura 15 (b) foram
utilizados para estudar as interagdes entre as variaveis estudadas. A resposta da agitacdo e da
massa de CB na eficiéncia de remocgao ¢ mostrada na Figura 15. A cor vermelha indica uma
maior porcentagem de remog¢ao. O desbotamento da cor vermelha em amarelo e verde indica

uma porcentagem menor de remogao.

Figura 15 — (a) Superficie de resposta e (b) grafico de contorno para a percentagem de
remocao do Corante IC pelo processo de adsorcao por esferas de CB.
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Fonte: Autora (2021).

Os resultados obtidos para a percentagem de remog¢ao nos ensaios, através da aplicagado
do DCCR, demonstram que os melhores percentuais de remogao foram alcancados em maiores
massa de adsorvente e maiores agitagdes, conforme pode ser observado na Figura 15. No ensaio
8 houve a maior eficiéncia na remog¢ao da concentragdo do corante (43,64 %) em que se
empregou uma massa de adsorvente igual a 714 mg por 10 mL de IC sob agitagao de 128 rpm.

A eficiéncia de remog¢do aumentou com o aumento da agitacdo e com o aumento da
massa de adsorvente. Os gréaficos indicam esse aumento da fungao de resposta com a elevagao
dessas variaveis. O aumento da remog¢ao em massas maiores pode ser devido ao fato de que a
acessibilidade dos sitios ativos aumenta com o aumento da massa de adsorvente, mas além de
um determinado limite, ocorre a saturagdo de tais sitios ativos. Estes resultados sdo compativeis
com os da adsor¢do de materiais porosos (cinzas de termoelétrica e soja sem 6leo) utilizados

para remover IC. Ao analisar o efeito da dosagem desses adsorventes Mittal, Mittal e Kurup
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(2007) observaram um aumento substancial na remog¢ao do corante IC quando a dosagem foi
aumentada de 0,05 para 0,35 g por 4 g/L no caso da cinza e 0,01 para 0,15 g no adsorvente soja
por 2 g.L'! de IC, porém em valores superiores a estes, 0 aumento na capacidade de adsor¢do
ndo foi tdo significativo. Song et al. (2017) testaram queratina refor¢ada com nano cristais de
celulose para remover corantes de solucdes aquosas e observaram que a eficiéncia de remogao
aumentou dramaticamente com o aumento da massa do adsorvente, o que foi atribuido ao fato
de que mais locais de adsor¢ao estavam disponiveis no adsorvente de celulose. Porém, a partir
de determinado valor houve uma diminuic¢do da porcentagem de remogao.

Como observado na Figura 15, as remogdes mais altas sdo obtidas com agitagdes
maiores de 130 rpm para qualquer massa de adsorvente, confirmando a maior influéncia da
agitacdo que da massa de CB sobre a remocao de IC anteriormente discutida. Este fato indica a
possibilidade de obter melhores percentagens de remocdo que os aqui obtidos utilizando
agitacdes maiores que 130 rpm e massa de adsorvente menores que 714 mg, o que permitiria

otimizar o processo de tratamento ao diminuir a quantidade de adsorvente necessaria.

5.4 CONCLUSAO

A utilizacdo de esferas de celulose bacteriana como adsorvente para remocdo de
corante téxtil IC de solugdes aquosas, foi testada com sucesso neste trabalho. Quantidade de
adsorvente e agitagdo sdo varidveis importantes que afetam diretamente na condi¢do do
processo de adsorc¢do, logo, estes parametros foram analisados a partir da utilizagdo de um
planejamento experimental (DCCR). Como resposta foi verificada a porcentagem de remocao.
A metodologia do DCCR no intervalo de confianga de 95% demonstrou que em agitacdes
superiores a 100 rpm o processo de adsor¢do comeca a ser favorecido com as maiores massas
de adsorvente testado. A maior porcentagem de remogao alcancada foi obtida no ensaio 8 com
remogao da concentragdo do corante (43,64 %) no qual foi empregada uma massa de adsorvente
igual a 714 mg de esferas de CB sob agitacao de 128 rpm. O estudo dos graficos de contorno e
de superficie de resposta revelou o potencial da aplicagdo da CB em massas menores utilizando
velocidades de agitacdo > 130 rpm, o que permitiria otimizar o processo de tratamento
diminuindo a quantidade de adsorvente necessaria. O uso de um DCCR para planejar

experimentos provou ser uma ferramenta de planejamento experimental simples e pratica que

pode avaliar a influéncia de varidveis independentes (quantidade de adsorvente e agitagdo) e



79

suas interagdes na adsor¢ao de corantes em aguas residuarias. Além de que, forneceu os

modelos matematicos que podem ser usados para prever a remocao de corantes de aguas

residuais téxteis dentro da faixa de valores de variaveis independentes estudados.

6 CONCLUSAO E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Neste trabalho, foi possivel demonstrar o potencial da aplicacdo de esferas de CB como

adsorvente do corante téxtil IC. A partir dos resultados alcangados na produgao das esferas de

CB ¢ posterior uso para adsor¢do do corante IC, podem-se fazer as seguintes consideragdes:

Concentracdo de inoculo e velocidade de agitacdo sdo dois fatores importantes que
devem ser considerados na producdo de CB esférica visando controlar o diametro

adequado das esferas para a aplica¢do desejada.

O estudo da influéncia destes dois fatores via DCCR mostrou que a velocidade de
agitacdo ¢ o fator estatisticamente significativo que controla o diametro das esferas
produzidas, mostrando que o diametro diminui quando a velocidade de agitacdo
aumenta a qualquer porcentagem de indculo. Também, para concentragdo de indculo
constante, o nimero de esferas produzidas aumenta com o aumento da velocidade de

agitacao.

As esferas de CB do tamanho desejado para o processo de adsor¢do foram produzidas
a partir da analise das varidveis que influenciam a produgdo de CB em cultura agitada,
0 que demonstrou com sucesso como controlar a producio das esferas e obter maior
rendimento. Desta maneira, estes parametros devem ser levados em consideragdo na

defini¢do das condigdes operacionais 6timas do processo.

Ensaios para avaliar a capacidade de adsor¢ao das esferas de CB para remover o corante
IC foram realizados empregando um DCCR, que se mostrou uma ferramenta util na

andlise estatistica das varidveis do processo (velocidade de agitagdo e massa de
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adsorvente), possibilitando a avaliagdo do efeito e significancia destes parametros.

Além disso, foi gerado um modelo matematico preditivo para a remogao da cor.

e A melhor porcentagem de remocao (43,64 %) foi alcancada ao utilizar uma massa de

adsorvente igual a 714 mg de esferas de CB por 10 mL de IC sob agitagao de 128 rpm.

e Os graficos de superficie e de contorno mostraram o potencial da CB esférica como
agente de remog¢ao do IC em agitagdes > 130 rpm e massa de adsorvente menores que
714 mg/10 mL, o que permitiria melhorar a remocao de IC e otimizar o processo de

tratamento ao reduzir a quantidade de adsorvente utilizada.

e O adsorvente foi caracterizado pré e pos-adsor¢io do corante IC utilizando a técnica de
FTIR. O espectro pos-adsor¢ao apresenta as bandas carateristicas da CB e do IC sem

deslocamentos significativos, sugerindo um mecanismo de adsorc¢ao via fisiossor¢ao.

e Os resultados obtidos apontam o processo de adsor¢cdo de corantes nas esferas de CB
como promissor no tratamento de efluentes da industria téxtil, evidenciando que a
aplicacdo desse adsorvente contribui para a demanda do mercado pela busca de novos

adsorventes.

A partir dos resultados obtidos por esta pesquisa ficam algumas recomendagdes para

trabalhos futuros, as quais estao listadas a seguir:

a) Analisar a influéncia de outras variaveis da sintese de CB, como por exemplo, pH,
fonte de carbono, etc.;

b) Efetuar experimentos de adsor¢do em regime de fluxo continuo, visando a aplicag@o
do processo em maior escala e em efluente téxtil real;

c) Realizar a funcionalizacdo da CB esférica;

d) Analisar a adsor¢do de IC e outros corantes poluentes das dguas residuarias;

e) Avaliar a possibilidade de reuso destes efluentes tratados.
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APENDICE A - Resultados da analise ANOVA do modelo experimental para a
remocio de IC por esferas de CB.

SS df MS F p

CB seca 257,4849 1 257,4849 31,7247 0,0048
(mg) (L)

CB seca 2,2520 1 2,2520 0,2772 0,6262
(mg) (Q)

Agitagio 543,3434 1 543,3434 66,9453 0,0012
(rpm) (L)

Agitagio 0,7155 1 0,7155 0,08816 0,7813
(rpm) (Q)

1Lby2L 37,3321 1 37,3321 4,5996 0,0985

Erro 32,4649 4 8,1162
Total SS 875,5935 9

SS — Soma dos quadrados; df- Graus de liberdade; MS — Quadrados médios; F — teste de Fisher.
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