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RESUMO

A celulose é o biopolimero mais abundante no planeta e possui uma vasta gama de
aplicacbes em diferentes setores da industria. As politicas de preservacdo ambiental,
por outro lado, impulsionam o desenvolvimento de pesquisas no sentido de substituir a
celulose vegetal (CV), devido ao fato de sua produgdo causar varios danos ao meio
ambiente. Nesse sentido, a celulose bacteriana (CB) surge como alternativa promissora
a CV, ela se diferencia da sua semelhante vegetal principalmente por apresentar fibras
de carater nanométrico contra o micrométrico da CV, o que lhe confere excelentes
propriedades mecéanicas como maior pureza, maior indice de cristalinidade, maior poder
de absorcdo de agua e maior resisténcia a tracdo. A utilizacdo da celulose microbiana
em diferentes setores economicamente importantes como o de produgido de papel,
industria téxtil, industrias alimenticias, biomedicina, na filtragcdo de metais pesados e
materiais particulados vem crescendo. Assim, o0 presente estudo descreve o
desenvolvimento de um filtro de celulose bacteriana (CB) para o tratamento de aguas
oleosas. As membranas de CB foram produzidas usando um meio alternativo contendo
2,5% milhocina. Amostras de membranas previamente purificadas foram caracterizadas
e testadas como filtros para a separagéo do 6leo da agua (concentragbes de 6leo de
10, 150 e 230 ppm). A vazao, o didmetro do filtro e a espessura da membrana apds 6 e
10 dias de cultivo foram avaliados em um sistema de filtragdo construido em poli (cloreto
de vinila) (PVC). As membranas CB apresentaram flexibilidade, estabilidade térmica e
resisténcia mecanica adequadas para sua aplicacdo como filtro. No entanto, a
membrana obtida apds 10 dias resistiu 100% mais forga aplicada do que a membrana
obtida apds 6 dias. As experiéncias revelaram 100% de remocao do 6leo de todas as
emulsdes. A taxa de fluxo de filtragdo aumentou proporcionalmente ao diametro do filtro
€ diminuiu da membrana de 6 dias para a membrana de 10 dias. Os resultados do
presente estudo sdo promissores € demonstram a eficiéncia, durabilidade e resisténcia
deste novo material biodegradavel para o tratamento de aguas oleosas geradas durante
atividades industriais.

Palavras-chave: Gluconacetobacter hansenii. Residuos Industriais. Membranas

Filtrantes.



ABSTRACT

Cellulose is the most abundant biopolymer on the planet and has a wide range of
applications in different industrial sectors. Environmental preservation policies, on the
other hand, promote the development of research to replace vegetable cellulose (VC),
due to the fact that its production causes several damages to the environment. In this
way, bacterial cellulose (BC) appears as a promising alternative to VC, since it differs
from its vegetal similar mainly because it presents fibers of a nanometric character
against the micrometric of the vegetable, which gives it excellent mechanical properties
like greater purity, higher index of crystallinity, higher water absorption power and higher
tensile strength. Several studies have been carried out in order to optimize the production
conditions of the polymer to supply the demand for VC in the near future. The use of BC
in different economically important sectors such as paper production, textile industry,
food industries, biomedicine, filtration of heavy metals and particulates have been
reported. Thus, the present study describes the development of a bacterial cellulose (BC)
filter for the treatment of oily waters. BC membranes were produced using an alternative
medium containing 2.5 % corn steep liquor. Samples of previously purified membranes
were characterized and tested as filters for the separation of oil from water (oil
concentrations of 10, 150 and 230 ppm). Flow rate, filter diameter and membrane
thickness after 6 and 10 days of cultivation were evaluated in a filtration system
constructed in poly (vinyl chloride) (PVC). The BC membranes presented adequate
flexibility, thermal stability and mechanical strength. However, the membrane obtained
after 10 days supported 100 % more force than the membrane obtained after 6 days.
The experiments revealed 100 % removal of the oil from all emulsions. The filtration flow
rate increased proportionally to the filter diameter and decreased from the 6-day
membrane to the 10-day membrane. The results of the present study are promising and
demonstrate the efficiency, durability and strength of this novel biodegradable material
for the treatment of oily waters generated during industrial activities.

Keywords: Gluconacetobacter hansenii. Industrial Waste. Filtration Membranes.
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1 INTRODUGAO

Para atingir as metas propostas de desenvolvimento sustentavel, se torna indispensavel o manejo
racional dos recursos naturais, o que exigira o emprego de novas tecnologias. Dentre as tecnologias
que apresentam potencial para contribuir para o desenvolvimento sustentavel, a Biotecnhologia tem
muito a oferecer, especialmente nos campos da larga escala para produg¢ado de alimentos, bebidas,
cosmeéticos, produtos farmacéuticos, materiais de construcéo, fins energéticos e tratamento de aguas
residuais domésticas. Nao ha duvidas de que a biotecnologia é a ciéncia que revolucionara a
producao e a oferta de biomateriais para os mercados (RIZWAN et al., 2018)

Dentre a possibilidade de fornecimento de novos materiais biotecnoldgicos, destaca-se a
obtencao de celulose. A celulose é um polimero natural produzido por plantas. Entretanto, o aumento
da demanda de derivados de CV, aumentou o consumo de madeira como matéria-prima, causando
desmatamento e questbes ambientais globais. Embora as plantas sejam as maiores fontes de
celulose, varios tipos de bactérias sdo capazes de produzir celulose como fonte alternativa. As
bactérias pertencentes a diferentes géneros, como Gluconacetobacter, Sarcina e Agrobacterium sao
capazes de produzir celulose bacteriana ou biocelulose (GOMES et al., 2013).

A CB apresenta elevada pureza, uma vez que nao esta associada com outros componentes
da CV, tais como a lignina e a hemicelulose e devido a sua rede nanofibrillar em 3D, mostra
capacidade de absorgéo de agua (a membrana inicial possui aproximadamente 99% de agua) e alta
resisténcia a tracdo (COSTA et al., 2017).

Essas propriedades singulares, em conjunto com outras caracteristicas, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, resultam no carater renovavel e em uma ampla gama de
aplicagdes na area biomédica e em varios outros dominios tecnoldgicos, tais como membranas para
dispositivos de audio, papel eletrbnico e como material de reforco em nanocompadsitos transparentes
ou translucidos (WU; LIU, 2012).

Por outro lado, novas perspectivas de aplicacdo surgem em fungdo das propriedades
nanométricas e hidrofilicas desse biopolimero, como sua possivel utilizagdo na separagdo de
residuos oleosos industriais. Pesquisas para desenvolver aerogéis de CB obtidos por hidrofobizagao
e adi¢ao de aditivos quimicos tém sido descritas na literatura para a separag¢ao de solventes e 6leos
derramados em ambiente marinho, embora essa tecnologia ainda necessite de um alto investimento
de capital, o que inviabiliza o processo a nivel industrial (CARPENTER et al., 2015). Entretanto, a
utilizagdo da membrana como um filtro para separagao de componentes de misturas agua e 6leo
gerados em ambientes industriais ainda nao foi descrita.

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi testar a viabilidade de aplicagdo de peliculas de
CB obtidas em meio alternativo como filtro eficiente para separacao de residuos oleosos em misturas

agua e oOleos gerados em ambientes industriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia da membrana de celulose bacteriana como filtro na separagédo de aguas

oleosas.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir membranas CB utilizando meio alternativo a base de milhocina.

e Caracterizar as membranas de CB quanto a permeabilidade a 6leo e flexibilidade.

e Determinar as propriedades mecéanicas das membranas.

o Caracterizar a estabilidade térmica das membranas.

o Caracterizar a morfologia e os arranjos formadores do polimero de CB.

o Caracterizar a cristalinidade das membranas de CB.

e Construir filtros em PVC de diferentes didmetros como suporte para as membranas de CB.

o Testar as membranas Umidas, de diferentes espessuras e didmetros, como material filtrante
de amostras de aguas oleosas sintéticas.

e Avaliar os parametros didmetro do tubo, vazao e pressao no sistema de filtragao a base das
membranas de CB.

¢ Avaliar a possibilidade de reutilizagdo das membranas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Celulose vegetal (CV)

A celulose € um dos polimeros naturais mais abundantes na Terra. Com uma producao
estimada de 10" toneladas por ano e de grande importancia econdmica, ela pode ser encontrada
em diferentes formas de vida como em plantas verdes, fungos e procariontes. A maioria desses
polimeros é produzida por plantas, sendo por isso denominada de CV (GOMES et al., 2013).

Esse biopolimero é o principal componente da parede celular de plantas, contendo impurezas
como lignina, pectina e hemicelulose. O aumento da demanda de derivados de CV no mundo
aumentou o consumo de madeira como matéria-prima, causando desmatamento e consequentes
problemas ambientais em nivel global. Industrialmente, a celulose é muito usada na produgéo de
papel, na industria madeireira, como emulsificador, agente dispersante, agente gelificante, entre
outras. Atualmente a madeira do eucalipto tem sido uma das principais fontes das industriais, sendo
composta por celulose (40 a 45%), lignina (25 a 30%), hemiceluloses (30%) e extrativos (até 4%).
Embora as plantas sejam as maiores fontes, varios tipos de bactérias sao capazes de produzir

celulose como fonte alternativa (Figura 1) (PARK et al., 2012).

Figura 1 - Celulose produzida por bactérias.

Fonte: Autoria propria (2019).

Classificada como um carboidrato, a celulose (CsH100s5)n € um polimero que contém carbono,
hidrogénio e oxigénio, sendo formada por cadeias lineares n&do ramificadas de moléculas B-D-glicose
unidas por ligagao do tipo 3-1,4-glicosidicas que interagem umas com as outras através de ligagdes
de hidrogénio intramolecular e intermolecular. A estrutura polimérica inicia sua formagao quando
duas moléculas de glicose se unem e formam a celobiose, considerada a unidade estrutural de
repeticdo da molécula de celulose. Suas microfibrilas, que sdo moléculas longas e rigidas, se formam

por ligagdes de hidrogénio, responsaveis pela rigidez da cadeia e pela formagéao de fibras retas e
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estaveis que elevam a resisténcia mecanica e fazem com que a celulose seja insoluvel em agua e
na maioria dos solventes organicos (BROWN et al, 1996; UL-ISLAM et al., 2012; SANTOS et al.,
2015).

A microfibrila celulésica resulta da intima associacdo de quatro fibrilas elementares
agrupadas por uma monocamada de hemicelulose, sendo posteriormente circundadas em uma
matriz de hemicelulose e lignina (associadas entre si por meio de interacdes fisicas e ligacdes
covalentes). A estrutura resultante desse arranjo quimico € denominada fibrila elementar, que
apresenta caracteristicas de insolubilidade em &gua e alto grau de cristalinidade (ANTONIO et al.,
2012).

A estrutura critalina da celulose explica a alta resisténcia axial e o0 médulo da celulose. Um
valor de 134 GPa (137 kgf / cm?) foi determinado para o modulo de elasticidade dos cristais, utilizando
difracdo XRD e fibras de celulose deformadas sob um estresse constante (SAKURADA et al. 1962).
Este mddulo esta no mesmo nivel que o de outras fibras de reforco, mas com uma densidade mais
baixa (MOON et al., 2011).

As fibras de madeira e lignoceluldsicas tém um maédulo de elasticidade muito menor em
comparagao com a celulose cristalina (cerca de 30 GPa no o caso das fibras de canhamo). Para
aproveitar ao maximo as propriedades mecanicas dos cristais de celulose, a estrutura complexa de
madeira ou fibras lignoceluldsicas deve ser quebrada para liberagao dos cristais. Embora a primeira
imagem de nanocristais de celulose em microscépio eletrdnico de transmissdo preparados por
hidrélise acida da celulose vegetal tenha sido publicada por Mukherjee e Woods (1953), foi mérito
de Favier et al. (1995) enfatizar a importancia dos nanocristais de celulose para reforgo de polimero.
Seus primeiros estudos abriram uma nova era, a nanocelulose e nanocompositos a base de celulose,
que ainda sdo amplamente estudados e comegaram a ser produzidos em plantas piloto e, alguns,
em grande escala. A nanocelulose é importante porque reune a mesma for¢ca material, flexibilidade,
biocompatibilidade, disponibilidade e baixo custo. As principais desvantagens da nanocelulose
quando utilizada para a preparagao de nanocompositos de polimeros, sao alta absor¢ao de umidade,
estabilidade térmica limitada e alta hidrofilicidade, sendo necessarias mais pesquisas para resolver
esses problemas. Inicialmente, a nanocelulose foi classificada em trés tipos (KLEMM et al., 2011):

e Celulose nanofibrilada fabricada por tratamento mecéanico como processo principal (LAVOINE

et al., 2012);

¢ Nanocristais de celulose / nanovigas preparadas por hidrolise acida (HABIBI et al., 2010;

HENRIQUE et al., 2015);

e Celulose bacteriana.

A Nanocelulose produzida a partir de solugdo ou derretimento por eletrospinamento,

utilizando forgas elétricas, foi adicionada nesta classificacao em revisdes recentes (THAKUR, 2015).

Dependendo da fonte, a celulose pode ser classificada em celulose sintetizada em plantas



17
Galdino, C. J. da S. J. Avaliagao do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ...
superiores, incluindo arvores, em plantas inferiores, como algas, por alguns animais (tunicados),

fungos, amebas ou por algumas bactérias (DUFRESNE, 2012).

3.2 Celulose bacteriana (CB)

A CB, também denominada de biocelulose, € o resultado da extrusdo do material por
bactérias aerdbicas e se apresenta como nanofibras (10-50 nm) orientadas uniaxialmente. Microfitas
com largura de 1 a 9 nm apresentam uma nanoestrutura singular, elevado grau de polimerizagao,
entre 2.000 a 6.000 e propriedades mecanicas indicadas ao desenvolvimento de biomateriais e como
reforgo para biocompésitos quando comparada com outros materiais (Tabela 1) (KLEMM et al. 2006).

As microfibrilas de CB foram primeiramente descritas por Muhlethaler, em 1949, sendo cerca
de 100 vezes menores do que as de CV (CHAWLA et al., 2009; GAYATHRY; GOPALASWAMY,
2014). A rede fibrosa desse biopolimero é feita a partir de trés nanofibras dimensionais bem
arrumadas que resultam na formagcdo de uma folha de hidrogel com elevada area superficial e
porosidade (ESA et al. 2014).

Tabela 1 - Propriedades mecanicas da CB em relagdo a outros materiais.

Médulo de Young Resisténcia a tracao Deformacao

Material
(GPa) (MPa) (%)
Celulose Bacteriana (CB) 15-35 200 - 300 1,5-2,0
Polipropileno (PP) 1-1,5 30 -40 100 — 600
Poli (tetraftalato de etileno)
3-4 50-70 50 — 300
(PET)
Celofane 2-3 20 -100 15-40

Fonte: Klemm et al. (2006).

As ligacbes de hidrogénio inter e intra-molecular mantém as cadeias de celulose juntas,
conferindo também as fibras de CB uma baixa solubilidade e alta retengcéo de agua, além de elevada
pureza, resisténcia mecanica, elasticidade, flexibilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
auséncia de toxicidade, além de nao ser alérgica (ESA et al. 2014), sendo pesquisada no meio
cientifico como uma promessa potencial para utilizagdo em varias areas do conhecimento (KLEMM
et al., 2006; PECORARO et al., 2008; DONINI et al., 2010; WANG et al., 2011).

A CV se difere de seu par biolégico principalmente devido ao seu carater de fibras
micrométricas, enquanto que a CB apresenta carater de fibras nanométricas e sao estruidas através
da parede celular da bactéria. Visualmente, a diferenca entre a CV e a CB refere-se tanto a aparéncia

quanto ao teor de agua. A CV tem um aspecto fibroso, enquanto que a CB se assemelha a um gel
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(Figura 2). No entanto, os grupos funcionais que caracterizam a CB s&o os mesmos que os da CV
(DONINI et al., 2010).

Figura 2 - (a) CV tem um aspecto fibroso e (b) CB assemelha-se a um gel.

Fonte: Donini et al., (2010).

Uma membrana de CB, com estrutura tridimensional e propriedades unicas é obtida quando
0 processo fermentativo é submerso estéatico (figura 3) (CHAWLA et al., 2009), produzindo um
biomaterial de alta cristalinidade (60-90%) quando comparado com a CV (~40 %) e especialmente
com a fibra do algodao (~70 %) (ROSS et al., 1991; BROWN et al., 1996; BARUD et al., 2007;
PIGOSSI et al., 2015).

Figura 3 - Fermentagdo submersa para obtencao de celulose bacteriana.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Brown, em 1996, observou que durante o processo de fermentacdo do vinagre, a bactéria
Gluconacetobacter xilinus, anteriormente Acetobacter xylinum e atualmente denominada de
Gluconacetobacter hansenii, € capaz de sintetizar CB na presenca de glicose e oxigénio formando

uma manta gelatinosa, a qual foi observada pela primeira vez na superficie de fermentagdo do
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vinagre. Apos analise microscépica, a presenca da referida bactéria foi constatada na manta
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954; DONINI et al., 2010; RANGASWAMY et. al. 2015).

Alguns géneros de bactérias como Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina, Agrobacterium e
Alcaligenes produzem um polimero linear de celulose fortemente associado através das ligacdes de
hidrogénio que séo responsaveis pela formacdo das fibras de celulose com a mesma estrutura
quimica da CV e com propriedades fisicas e mecanicas relevantes para a producao dos biomateriais
(DONINI et al., 2010).

Bactérias acéticas pertencentes a familia Acetobacteraceae do género Acetobacter produzem
CB especialmente quando sao usados manitol, etanol, n-butanol, glicerol e lactato como fontes de
carbono para o crescimento celular, tendo em vista que ndo hidrolisam o amido nem a lactose e sao
quimiorganotroficas, organismos que obtém energia a partir de compostos quimicos organicos (DE
LEY et al. 1984, HOLT et al., 1994, ASHTAVINAYAK et al., 2016).

A producéo de CB pelas bactérias do género Gluconacetobacter foi um estudo que aconteceu
visando avaliar a biossintese deste biopolimero e extrapola-las para o processo em plantas
industriais. Essas bactérias sdo gram-negativas e se apresentam em forma de bastdo, com alta
tolerancia a substancias acidas, crescem em valores de pH menores que 5,0, ndo sdo patogénicas
€ necessitam, em especial, de um suprimento continuo de oxigénio e carbono para que a produgao
de CB extracelular seja eficiente (IGUCHI et al., 2000; KLEMM et al, 2001; PECORARO et al., 2008;
BARUD, 2010; ESA et al. 2014).

Esse género produz uma biocelulose que apresenta propriedades unicas, incluindo elevada
resisténcia mecénica a tracao, possibilidade de insergdes de materiais para obtengdo de compdésitos,
elevada capacidade de retengao de agua, elevada cristalinidade e uma estrutura de rede ultrafina e
fibra altamente pura. Essas propriedades permitem muitas aplicacbes em diversos setores das
industrias (HUNGUND; GUPTA, 2010).

Para a bactéria, a celulose bacteriana funciona como mecanismo de flotagdo, permitindo ao
microrganismo permanecer em uma interface ar/liquido para obter oxigénio com maior facilidade
para seu crescimento. Atua como barreira fisica que protege a bactéria da radiagao ultravioleta,
aumenta a capacidade de colonizar substratos e seu carater higroscépio permite a retencdo de
umidade, prevenindo a desidratagédo do substrato (DONINI et al., 2010).

Atualmente, a G. xylinus é considerada como micro-organismo modelo na biossintese,
cristalizagéo e obtencdo de propriedades estruturais de biocelulose. A sintese de celulose por G.
xylinus constitui um complexo processo que envolve trés etapas principais:

(i) A primeira refere-se a polimerizagao dos residuos de glicose em cadeias 1-4-glucana.

(i) A segunda etapa corresponde a secregéo extracelular das cadeias lineares.

(iii) E a terceira corresponde a organizagao e cristalizacdo das cadeias de glucanas, por

meio de ligacdes de hidrogénio e forgas de Van der Walls dispostas hierarquicamente

em tiras.
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O resultado desse processo é a formacao de uma estrutura tridimensional resistente
denominada microfibrila (DONINI et al., 2010).

Os poros existentes na membrana desse microrganismo proporcionam a extrusdo da celulose
para formar uma fibrila elementar que apresenta um didmetro aproximado de 3,5 nm. Cerca de 46
fibrilas adjacentes juntam-se através de ligagdes de hidrogénio para formar uma fita, que tem uma
largura variando de 40 a 60 nm. As fitas rolam para cima para formar a fibra, que ficam emaranhadas
com as outras fibras dispersas no meio de cultura. As fibras entrelacadas formam uma pelicula
gelatinosa denominada Zooglea, que contém cerca de 98 % (m/m) de agua e apresenta-se sobre a
superficie do meio de cultura liquido. Sua espessura depende do tempo de cultura e, geralmente,
pode chegar a 1 ou 2 cm (PECORARO et al., 2008).

As caracteristicas estruturais da CB estao diretamente relacionadas a dois fatores: a origem
a estirpe, a qual determina a razao la/ I, que consistem em duas diferentes estruturas cristalinas,
uma monoclinica - celulose IB, e outra triclinica - celulose la, e a composi¢ao do meio de cultura, que
influencia o tamanho da cadeia. Tais caracteristicas determinam também o grau de cristalinidade e
consequentemente as propriedades fisico-quimicas da CB (LIMA et al., 2015).

A estrutura nanométrica e porosa da membrana produzida pelos microrganismos € um
material que age como uma barreira fisica contra bactérias. Pode ser desidratada, mas, devido a
elevada capacidade absorvente, a CB se reidrata quando entra em contato com liquidos, com a
capacidade de absorver o mesmo volume de liquido original (CZAJA et al., 2007).

Estudos sobre a cinética de crescimento dos microrganismos auxiliam os estudos para
obtencdo da membrana de CB com a espessura desejada, utilizando por base o0s processos
fermentativos. Observando a possibilidade do aumento substancial da produtividade da CB, diversos
autores vém trabalhado no tema, utilizando diferentes formas de cultivo em biorreatores e cultivos
agitados, em contraste com o cultivo tradicional estatico, além de variagbes nas condi¢cdes de
suplementagao (DONINI et al., 2010).

3.3 Residuos industriais utilizados na produgao de CB

O meio padrao utilizado para a manutencéo e producao de CB, o meio Hestrin-Schramm
(HS), descrito em 1954, tem custo elevado e requer muitos recursos adicionais, incluindo a
suplementacgdo de glicose, extrato de levedura, peptona, dentre outros.

Pesquisas recentes tém se concentrado na tentativa para produzir a CB a um custo mais
reduzido usando diferentes estirpes de bactérias produtoras de celulose e fontes alternativas de
carbono e nitrogénio. Tais pesquisas que visam a descoberta de fontes de carbono alternativas e de
baixo custo que sirvam de substrato sdo de extrema importancia para a viabilidade da produgao
desse biopolimero em uma escala significativa que permita a substituicdo da celulose vegetal pelo

bacteriana, uma vez que o custo de produgao associado ao substrato em processos fermentativos
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referentes a produgédo de CB s&o responsaveis por até 65% do custo total de producao (JOZALA et
al., 2014; TSOUKO et al., 2015).

Residuos estao se tornando matérias-primas interessantes para o meio industrial, devido a
uma maior consciéncia ambiental das empresas e da populacio. Os residuos industriais vém sendo
utilizados para substituir os compostos sintéticos como uma alternativa relativamente barata para
reduzir ou substituir a fonte de carbono de maneira que o cultivo da celulose bacteriana alcance
aplicagBes industriais de grande escala (KONGRUANG, 2008; CAVKA et al., 2013; HUANG et al.,
2014; KIZILTAS, et al., 2015).

Muitos trabalhos tém sido realizados no sentido de testar novas fontes de carbono de baixo
custo para a producao de CB. O futuro potencial para esse biopolimero esta muito além das
aplicacdes existentes, especialmente para a produgao de grandes quantidades a partir de matérias-
primas de baixo custo, e pode incluir materiais téxteis especiais, materiais funcionais avangados e
embalagens (CAVKA et al., 2013).

A producao de celulose microbiana a partir de residuos agricolas e residuos industriais, que
incluem residuos de alimentos, palha de trigo (CHEN et al., 2007; 2010; HONG; QIU, 2008;
KONGRUANG, 2008), residuos de frutas (KONGRUANG, 2008), residuos de glicerol e residuos
téxteis a base de algodéo (HONG; QIU 2008) tem sido demonstrada. A vantagem em usar residuos
agricolas ou industriais ndo s6 fornece uma maneira barata de produzir a CB, mas também funciona
como uma proposta ambiental (LI et al., 2015). Além disso, a utilizagdo de tais materiais residuais
nao so6 melhora a sustentabilidade da produgao de celulose por microrganismos, mas também reduz
a poluicdo ambiental associada ao descarte de residuos industriais (LI et al., 2015).

Os residuos da agroindustria estdo sendo utilizados para substituir a agua e/ou compostos
que sao fontes de carbono e nitrogénio visando minimizar custo e agregar valor a producao de CB
(ANDRADE et al., 2010). Muitos substratos estdo sendo utilizados como meio de cultura para a
producao da celulose microbiana, desde que nesses meios ocorra a fermentacado de agucares e
carboidratos de plantas. Leite, soro de leite, agua de coco, residuos agricolas como leite, frutas em
decomposigao, sucos, cerveja, vinhos ndo pasteurizados ou esterilizados, chas verde ou preto,
liquido do sisal, dentre outros, tém sido citados (KLEMM et al., 2006; CZAJA et al., 2007; ALMEIDA
et al., 2010).

Os arranjos das nanofibrilas de CB produzidas em substratos cuja composigao apresente
residuos agroindustriais foram estudados por Carreira et al. (2011) e Fernandes e Martendal. (2016),
em experimentos realizados com extrato de casca de uva, cerveja, soro de queijo e azeite com ou
sem adicao de suplementos (carbono e/ou nitrogénio). Tyagi e Suresh (2016) e Cakar et al. (2014)
utilizaram melaco de cana de agucar. Wu et al. (2014) testaram o efluente de uma fabrica de doces.
O liquido de sisal (suco de sisal) e 0 suco de caju vém sendo utilizados nas pesquisas desenvolvidas
pela EMBRAPA Tropical — Fortaleza/Ceara, Brasil, para a producéo de CB como fonte alternativa de
carbono (ANDRADE et al., 2010).
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Compostos como manitol, sacarose e xarope foram testados por Mohammadkazemi et. al.
(2015). Gomes et al. (2013) usaram residuo da produgéo de azeite em substituicdo da agua no meio
de cultivo padréo HS. A agua residuaria lipidica proveniente do beneficiamento do milho foi utilizada
por Huang et al. (2014) como meio de cultivo. O extrato retirado de madeira Bordo Vermelho (Acer
Rubrum) foi testado por Kiziltas et al. (2015). Todos os residuos apresentaram éxito na produg¢ao de
CB quando incubados em condi¢des agitadas ou estaticas, sob pH controlado ente 4-7, temperatura

entre 26-30° C durante, no minimo, 7 dias.

3.4 Influéncia das condig¢oes de cultivo na produgao de CB

Além da composicdo do meio de cultivo, a influéncia de parametros como pH, temperatura e
aeracao, agitagao e tempo de cultivo exercem influéncia na producao da celulose microbiana (JUNG
et al., 2005; ZYWICKA et al., 2015).

A produgdo desse biopolimero pode ser obtida em laboratério utilizando cultivos em meios
solidos e liquidos. Cultivos em culturas estaticas, cultivos em culturas agitadas em agitador orbital
ou em biorreator sdo métodos utilizados em pesquisas de laboratério para a producdo de CB.
Diferentes formas de celulose sdo produzidas sob estas condicbes (SANI; DALMAN 2010;
MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI; 2011).

Em condi¢des estaticas é necessario regular a aeragédo do meio e a concentragéo da fonte
de carbono para que uma pelicula tridimensional, interconectada reticularmente, semelhante a um
couro branco (Figura 4), seja produzida e emerja para a interface ar-liquido quando acontece a
oxidagao incompleta de diversos agucares e alcoois do meio de cultura (KLEMM et al., 2006; WU et
al., 2014).

O aumento do tempo de crescimento ira aumentar a formagédo de CB juntamente com
hidrogénio e ligagdes de C-H (SHEYKHNAZARIA et al., 2011). A sintese da CB atinge o seu limite
quando o crescimento da pelicula em dire¢ao ao interior do meio aprisiona todas as bactérias, as
quais se tornam inativas devido ao fornecimento insuficiente de oxigénio (BORZANI; SOUZA, 1995).

Figura 4 - Celulose Bacteriana produzida em meio alternativo.

Fonte: Autoria prépria, (2019).



23
Galdino, C. J. da S. J. Avaliagao do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ...

Quando o experimento acontece sob agitagdo ou em condigdo agitada, sdo produzidas
particulas de celulose irregulares, semelhantes a esferas (TANSKUL et al., 2013). O processo semi-
continuo na condicao estatica € recomendado em escala industrial, uma vez que permite aumentar
a produtividade de CB em relag&o ao processo continuo (ESA et al. 2014). O biopolimero produzido
sob agitacdo apresenta baixa resisténcia mecéanica, na forma de “pellet” ou como um emaranhado
de fibras; no entanto, esse método objetiva aumentar a produgéo de CB para fins industriais (DONINI
et al., 2010).

Por outro lado, o crescimento das bactérias produtoras de celulose e os rendimentos do
polimero s&o reduzidos em meios estaticos, mesmo nos meios de cultura de composigdo mais
favoravel. O periodo de cultivo pode variar de 6 a 10 dias até 6 semanas, dependendo da cepa
utilizada (DUDMAN, 1960). Uma das possiveis causas para a baixa taxa de crescimento bacteriano
¢é a dificuldade na transferéncia de oxigénio e de nutrientes para o interior da pelicula. Segundo Li et
al. (2015), o rendimento tipico na producdo de CB em meios estaticos é de 5 g/L apds 27 dias de
cultivo.

O advento das pesquisas que estudam a produtividade de CB em meios agitados surgiu da
necessidade de diminuir este longo tempo necessario para a producdo em culturas estaticas.
Dudman et al., (1960) mostram que o tempo de 3 — 4 semanas normalmente necessario para a
producao em culturas estaticas é reduzido para 2 — 4 dias em culturas agitadas e a estrutura quimica
da celulose em ambos os casos é exatamente a mesma. Em 4 dias, foi observado um rendimento
de 2,5g/L. A taxa de crescimento bacteriano também foi significativamente maior, embora o
rendimento tenha sido menor do que o conseguido em condigdes estaticas. Isto é explicado devido
ao fato de a agitagao ter a desvantagem de promover a mutagao das cepas produtoras de celulose
em mutantes ndo produtores. Na tentativa de produzir CB de forma mais viavel economicamente,
novos biorreatores vém sendo utilizados de forma a aumentar a taxa de crescimento e produtividade
bacteriana ao mesmo tempo em que se tenta evitar ao maximo a mutagao das cepas produtoras e
principalmente reduzir o custo da produgéo.

O pH é6timo para a produgao da celulose bacteriana ira depender do microrganismo produtor.
De a acordo com a literatura, o melhor valor de pH esta situado entre 4 e 7. Alguns estudos variaram
o pH do meio de 4,5 a 7,5, e o valor que levou a maior produgao de CB foi 6,5 (SON; HEO, 2001).
Porém, industrialmente, além da atencao dada a produtividade, empresas que fabricam o polimero
para fins biomédicos utilizam valores de pH entre 4 e 4,5 a fim de evitar contaminagdo do meio
durante o cultivo (JONAS; FARAH, 1998).

E importante salientar que a adicdo de um tampZo para evitar a redugdo do pH durante o
processo fermentativo é necessaria para se alcancgar o maior rendimento possivel, devido a produgao
de metabdlitos de carater acido, como os acidos lactico e acético, que podem levar a oscilagbes
indesejaveis de pH(JONAS; FARAH, 1998).
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Son e Heo (2001) estudaram o efeito da temperatura na produtividade da bactéria
Acetobacter sp. A9 entre 20°C e 40°C. O melhor valor encontrado foi de 30°C. A temperatura afeta
nao so a produtividade, como também a morfologia e a estrutura cristalina do polimero. Hirai et al.
(1997) mostraram que a CB produzida pela bactéria A. xylinum ATCC 23769 em meio HS & 4°C era
formada por bandas de celulose I, ao passo que o polimero produzido em 28°C levou a uma
morfologia formada por tiras de celulose I.

O Oxigénio dissolvido no meio de cultura é essencial para o metabolismo celular e ndo é
importante apenas no rendimento, mas também na qualidade do polimero final (SHIRAI et al., 1994).
Por outro lado, elevadas taxas de oxigénio dissolvido podem aumentar a concentragdo de acido
gluconico, o que pode inviabilizar a célula e reduzir o rendimento de CB. Concentracdes reduzidas
de oxigénio, por outro lado, impedem o crescimento bacteriano e a produgéo do biopolimero.

De acordo com Hestrin e Schramm (1954), a produgéo de CB por G. xylinus utilizando 2% de
glicose, com pH entre 5,0 e 7,0 e temperatura entre 25°C a 37°C como condi¢des de cultivo, foram
consideradas 6timas para o cultivo estatico, uma vez que apds duas horas de cultivo ja foi observada
a producao de um gel viscoso na interface liquido/ar. Para a referida bactéria, fontes de carbono
como frutose, sacarose, glicerol, manitol, lactose, maltose, sorbitol e cultivo em agitador orbital ja
foram testados sem sucesso para a formacdo da membrana de CB.

De acordo com Donini et al. (2010), o melhor rendimento em CB relatado na literatura foi de

15,3 g/L apds 50 horas de cultivo estatico, como ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Bactérias, fontes de carbono, suplementos, tempo de cultivo e rendimentos em celulose

bacteriana.
Fonte de Rendimento
Bactéria Suplementacao Tempo (h)
Carbono (g/L)
G.xylinum BRC 5 Glicose Etanol + Oxigénio 50 15,30
G. hansenii Glicose Oxigénio 48 1,72
G. hansenii Glicose Etanol 72 2,50
Acetobacter sp. V6 Glicose Etanol 192 4,16
Acetobacter sp. A9 Glicose Etanol 192 15,20
G. xylinum BPR2001 Melaco - 72 7,82
G. xylinum BPR2001 Frutose Agar e Oxigénio 72 14,10
G. xylinum BPR2001 Frutose Agar 56 12,00
G. xylinum ssp. o
Frutose Oxigénio 52 10,40
Sucrofermentans BPR2001
G. xylinum ssp. ] L
Frutose Agar e Oxigénio 44 8,70

Sucrofermentans BPR2001
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G. xylinum E25 Glicose -—- 168 3,5

G. xylinum K3 Manitol Cha Verde 168 3,34
G. xylinum IFO 13773 Glicose Lignosulfato 168 10,10

G. xylinum NUST4.1 Glicose Alginato de Saodio 120 6,00
G.xylinum IFO 13773 Melaco --- 168 5,76
Gluconacetobacter sp RKY5 Glicerol - 144 5,63

Fonte: Chawla (2009).

3.5 Recuperacgao e purificagcao da CB

A CB apesar de nao possuir outros compostos em sua composi¢cdo como ocorre com a CV,
precisa passar por processos de recuperacao. Impurezas como células e componentes do meio de
cultivo devem ser retiradas para que a celulose pura seja obtida e o rendimento calculado (CHAWLA
et al., 2009).

Chawla et al (2009) descreveram os principais processos de purificagdo do polimero
bacteriano, tanto para aplicagdes gerais quanto para aplicagbes médicas, as quais exigem um
tratamento mais refinado. O principal processo de purificacdo de celulose bacteriana é o tratamento
com alcali (hidroxido de sdédio ou potassio), acidos organicos como acido acético ou lavagens
repetidas com agua de osmose reversa ou com agua quente. Estas metodologias podem ser usadas
separadamente ou em conjunto. Quando o polimero final se destina as aplicacdbes médicas,
tratamentos subsequentes devem ser realizados para que células bacterianas e toxinas sejam
retiradas da celulose. Uma das metodologias mais utilizadas consiste em processar delicadamente
a pelicula do polimero entre duas folhas de papel absorvente, o qual retira aproximadamente 80%
da fase liquida e entdo submergir o polimero em NaOH a 3% por 12 hs. O procedimento é repetido
por trés vezes e entdo a pelicula é incubada em solugdo de HCI, prensada e lavada com agua

destilada. Finalmente, a pelicula é esterilizada em autoclave ou por irradiagdo com Co®°.

3.6 Perspectivas da CB

O futuro potencial para a CB esta muito além das aplicagées hoje existentes, especialmente
se as pesquisas forem capazes de desenvolver processos para a produgao em grande escala a partir
de matérias-primas de baixo custo ou utilizando residuos agroindustriais (COSTA et al., 2017)

A substituicao da CV pela CB trara, no futuro préximo, avangos tecnoldgicos, ambientais,
econdmicos e sociais no sentido de permitir a aplicagdo de um novo insumo biotecnolégico, de
possibilitar a recuperacdo ambiental através do fim do desmatamento e do consequente

reflorestamento de espécies nativas, de movimentar o mercado através das inimeras aplicacbes
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industriais e de propiciar o bem-estar e a qualidade de vida a populagdo mundial (COSTA et al.,
2017)

Espera-se, de acordo com Donini et al., (2010), que um novo enfoque seja permitido para
esse produto oriundo da biotecnologia de microrganismos, igualmente ao que ocorreu na década de
70 com o apoio governamental ao Proalcool, através da utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae na
producao de etanol, permitindo a criacdo de uma area em pleno desenvolvimento nacional.

A sustentabilidade exige um bom equilibrio entre as questdes ambientais, econémicas e
sociais. Os biopolimeros podem ser considerados sustentaveis em termos de fornecimento de
materiais, agua e energia e geracao de residuos. Além disso, a viabilidade dos produtos, os recursos
humanos e o desenvolvimento tecnoldgico também devem ser ponderados sob um ponto de vista de
sustentabilidade. Os produtos biodegradaveis sdo geralmente mais caros do que os polimeros
fabricados a partir de produtos petroquimicos, mas esta circunstancia esta mudando gradualmente,
seja pela colheita de materiais, processamento e tecnologias de conversdo, bem como economias
de escala. Com as crescentes demandas de plastico no mundo, as preocupacdes dos consumidores
com o meio ambiente e 0 uso de produtos ecoldgicos cresceram. Além disso, foram implementadas
novas regulamentagdes, nomeadamente nos paises da Unido Européia, restringindo a utilizagao de
materiais tradicionais, o que levou a um grande desenvolvimento em materiais de embalagem
biodegradaveis (CRUZ-ROMERO; KERRY, 2008). Tais acontecimentos constituem as bases para o

desenvovlimento dos produtos biotecnoldgicos como a CB.

3.7 Aguas residuarias oleosas industriais

A continua expansao da industria de processamento e a extensa utilizagcao de produtos
relacionados ao petréleo na maioria dos ramos industriais (industrias de automével, fabricas de
avides, industrias quimicas, oficinas mecéanicas, etc.), ttm aumentado o risco de poluigdo por
hidrocarbonetos (ZOUBOULIS; AVRANAS, 2000), devido ao aumento da frequéncia com que
descartes de 6leo e derrames acidentais envolvendo transporte, estocagem, distribuicao do 6leo cru
e de seus derivados ocorre, acarretando sérios danos ambientais (DEMORE, 2001).

As aguas residuarias oleosas podem ocorrer nos estagios de producdo, transporte,
manutencéao das instalagcdes, bem como derramamento durante a utilizagao de derivados de petréleo
e seus derivados. O descarte ou até mesmo a reinjecdo da agua oleosa sé é permitido apds a
remocgao do 6leo e sdlidos em suspensao em niveis aceitaveis (RAMALHO, 1992).

A exploracdo do petréleo gera, inevitavelmente, grandes volumes de aguas residuais
oleosas. Ambas as operagdes a montante (extragdo, transporte e armazenamento) e a jusante
(refinagcdo) da industria de petréleo, podem gerar uma grande quantidade de residuos oleosos (HU;
LI; ZENG, 2013). O descarte ambientalmente aceitavel continua sendo um desafio, e o tratamento

de aguas residuais oleosas tornou-se uma necessidade urgente e emergente para a industria
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petrolifera. O estado de desenvolvimento de métodos de tratamento pode ser resumido em seis
aspectos, os quais contemplam os processos de flotacdo, coagulagdo, tratamento bioldgico,
tecnologia de separagao por membrana, tecnologia combinada e processo de oxidagdo avangada
(YU, HAN & HE, 2013).

O cisalhamento causado por bombas, valvulas, constricdes hidraulicas e outros
equipamentos, dispersa o 6leo e a agua, formando emulsdes, que podem apresentar-se altamente
estabilizadas pela presenca de sdlidos finamente divididos, substancias surfactantes naturais do
petréleo e outros reagentes adicionados durante o processo de producdo de dleos lubrificantes e
combustiveis (GONZALEZ et al., 1988).

Além de iniciativas para a reducédo do consumo de agua, dependendo da disponibilidade de
recursos hidricos, qualquer instalacido industrial fica presa as questdes ambientais e as recentes
condicionantes legais de gestdo de recursos associados a cobranga pelo uso da agua (CEIVAP,
2002; CNRH, 2005; TESSELE et al., 2009). Fica entao condicionada a reusar, na medida do possivel,
os seus proprios efluentes, apds tratamento adequado, uma vez que os referidos custos de
implantacao e de operacao sao inferiores aos associados a captacao e ao tratamento de aguas de
mananciais ou a compra de agua oferecida por empresas de saneamento tanto de sistemas potaveis
como de sistemas de agua de reuso.

Segundo Rajasulochana e Preethy (2016), os métodos de tratamento das aguas industriais
variam de acordo com alguns fatores, tais como volumes envolvidos, constituicdo da agua, limites
da legislacdo ambiental vigente, entre outros. Esses tratamentos tém como finalidade a redugéo da
concentracao de 6leo disperso na agua para que depois elas possam ser descartadas nos corpos
d’agua ou reutilizadas no processo.

As técnicas convencionais apresentam baixa eficiéncia de remocéao, sendo assim, o 6leo
remanescente pode provocar entupimento das tubulagdes em unidades de tratamento que precisam
de limpeza e as vezes substituicdo das canaliza¢des, ocasionando aumento de custo devido as
manutencgodes recorrentes. Nesse sentido, recentes materiais tém sido propostos como alternativas,

para tratar as aguas residuais complexas (EL-GAWAD, 2014).

3.8 Emulsoes d6leo/agua

Uma emulsédo é um sistema de dois liquidos imisciveis onde uma fase dispersa sobre o
liquido (fase dispersa) é suspensa sob a forma de pequenas goticulas de um segundo liquido (fase
continua). Isto s6 é possivel na presenga de um agente emulsificante e de energia (mecénica ou
nao) suficiente para que ocorra a dispersao. Dependendo da disposi¢ao do liquido na fase continua,
as emulsées sao classificadas como agua-em-6leo (A/O) ou Oleo-em-agua (O/A) (figura 5)
(KELESOGLU; PETTERSEN; SJOBLOM, 2012).
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O tipo mais comum de emulsdo de petrdleo é o de A/O, devido a natureza hidrofébica dos
agentes estabilizantes presentes no petroleo. As emulsbes podem ser geradas em diversas
industrias como as de ago, aluminio, alimentos, téxteis, couro, produtos petroquimicos e industrias
de acabamento de metais, entre outras (BECKER, 1997; KELESOGLU; PETTERSEN; SJOBLOM,
2012).

Figura 5 - llustragao de emulsées do tipo O/A e A/O

Emulséo 6leo em agua (O/A) Emulsdo agua em éleo (A/O)
Fonte: Kelesoglu; Pettersen; Sjoblom (2012).

As emulsdes podem ser estabilizadas fisica ou quimicamente. As emulsdes estabilizadas
fisicamente sao aquelas formadas sem adigao de substancias surfactantes, ou seja, a estabilidade é
mantida por cargas elétricas inerentes ao sistema ou outras forgas diferentes a influéncia de agentes
estabilizantes (ZADYMOVA et al.,, 2016). Quando se mistura mecanicamente a agua e oleo é
possivel produzir uma suspenséao de goticulas de 6leo em agua, ou uma emulsao (WEN et al., 2016).

Estudos realizados por Silva et al. (2015) demonstraram a produgdo de uma emulséo
Oleo/agua sintética com concentragéo de 50 ppm utilizando um éleo lubrificante, por mecanismos de
agitacao, onde o efluente (agua industrial ou agua do mar) passa por uma bomba de recirculagao
em que o 6leo € misturado com mesmo fluido de entrada, e através de agitadores mecéanicos é
simulada a formagao de emulsao no processo.

Zhang et al. (2016) também gerou uma emulsao estavel por meio do cisalhamento do d6leo
através da cavitacao hidrodindmica, obtendo estabilidade fisica de 8 meses.

Karhu et al. (2012) constataram que uma emulsao 6leo/agua sintética € muito mais estavel
que uma emulsao nao sintética, ndo perdendo suas caracteristicas iniciais, e ainda diminui bastante
alguns interferentes, como por exemplo, aditivos utilizados no processo, facilitando o estudo de
remoc¢ao do 6leo da agua.

Emulsdes com concentracdo média de 300 ppm s&o mais representativas, dessa maneira,
pode-se avaliar melhor a possibilidade de remogéo do éleo por meio de tensoativos (KULIK et al.,
2007). Esta concentragéo é uma referéncia utilizada em trabalhos envolvendo flotagéo de petréleo
disperso em agua produzida (SANTANDER, RODRIGUES & RUBIO, 2011).
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Contudo, essa concentracdo normalmente é utilizada quando a flotacdo é precedida de
outras técnicas como a coagulacao/floculagdo. Segundo Shaw (1975), se uma emulsdo for
preparada por homogeneizagdo dos componentes liquidos a separagédo de fases geralmente sera
rapida. Durante o processo de producdo e processamento de petroleo as emulsbes podem ser
encontradas dentro de reservatorios, centro e topo dos pocos, nas instalagcbes de manipulagao de
petréleo umido, transporte pelas tubulagdes, estocagem e durante o processamento do petroleo
(KOKAL, 2005).

3.9 Tratamento de aguas oleosas e limites permitidos

O langamento de efluentes no meio ambiente é regulamentado pelos 6rgdos ambientais e
de saude publica, e independente do destino final ele deve passar por algum tipo de tratamento e se
adequar aos requisitos para disposicao final no ambiente a que se destina. Quanto a legislagao
ambiental, independente da forma como o dleo se apresenta, o descarte ou reinjecdo da solucao
oleosa s6 é permitido depois que o dleo e os sdlidos em suspensao sao removidos (BRASIL, 2011).

A resolucado CONAMA n° 430 de 13 de maio de 2011 “Dispde sobre as condigdes e padroes
de lancamento de efluentes e complementa e altera a Resolugao n° 357, de 17 de margo de 2005,
estabelece que o limite permitido para efluente oleoso é de 20 mg/L ou 20 ppm (BRASIL, 2011).

Referindo-se ao descarte de agua produzida (agua oleosa gerada na produgao/exploragao
de petrdleo) a Resolugédo n° 393 do CONAMA de 2007 estabelece que o descarte dessa agua deva
obedecer a concentragdo média aritmética simples mensal de 6leos e graxas de até 29 mg/L, com
valor maximo diario de 42 mg/L. Apesar desta resolugao especificar o descarte de agua produzida
apenas quanto ao TOG (Teor de Oleos e Graxas), esta mesma resolugéo, no artigo 10, sinaliza
outros parametros de controle no futuro, a partir do monitoramento semestral de fragées organicas
soluveis, HPA (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos), BTEX (benzenos, toluenos, etilbenzenos e
xilenos), HTP (hidrocarbonetos totais de petréleo) (BRASIL, 2007).

Algumas técnicas como a adsorc¢éo, decantacao, centrifugacgao, ultrafiltracao e flotacdo séo
exemplos de tratamentos fisicos ou quimicos utilizados para a separagdo de uma mistura de 6leo-
agua (PAINMANAKULA et. al., 2010). Segundo HU et al. (2002) os métodos tradicionais ndo sao
eficientes para separar o 6leo emulsionado, principalmente quando as gotas de dleo estao finamente
dispersas e em baixas concentragbes. Identificar a forma como o éleo se encontra na agua é
fundamental para determinar a técnica que sera utilizada para a sua remogéo, pois para cada forma
que o 6leo se encontra na agua existe uma técnica ideal para remogao eficiente do mesmo.

A presencga de 6leo em solugéo aquosa pode ser classificada de forma distinta, podendo
estar livre, disperso, emulsionado e solubilizado. O 6leo livre representa dispersdes grosseiras
constituidas por gotas com diametro superior a 150 um. Este tipo de dispersao é facilmente removido

por meio de processos convencionais de separagao gravitacional. O 6leo disperso, normalmente
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com didmetros de gota entre 50 e 150 um, também pode ser removido por processos gravitacionais,
utilizando agentes estabilizantes dependendo da distribuicdo dos didmetros das gotas. O dleo pode
também estar solubilizado na agua sendo extremamente dificil a sua remog¢ao, requerendo o uso de
processos quimicos especiais tais como, a extracdo com solventes, e/ou o emprego do tratamento
biolégico. No caso do 6leo emulsionado, o pequeno didmetro das gotas (abaixo de 50 um) e a
estabilizacdo da emulsdao tornam a separacdo ainda mais dificil, o que requer a utilizacdo de
processos mais sofisticados tais como, a adsor¢ao, a centrifugacdo ou a flotagdo, associados ao
emprego de técnicas auxiliares, como a adicdo de coagulantes e surfactantes (CHEN; HE, 2003;
ZADYMOVA et al., 2016).

3.10 Membranas filtrantes

Uma membrana € um material (ou estrutura), com tamanho de poros especificos,
tipicamente plana e fina, que separa dois ambientes que tem um volume finito. As membranas
controlam seletivamente o transporte de massa entre as fases ou ambientes, através da interacao
em superficie. Elas sdo fabricadas em uma diversidade de configuracbes como estrutura tubular,
fibra oca e espiral. Cada tipo de configuracdo possui grau variavel de separacdo. Além disso, a
hidrofilia da superficie e o tamanho dos poros sao caracteristicas importantes para sua
comercializacdo, pois ambas as caracteristicas desempenham um papel central no sua performance
(PADAKI, 2015).

Normalmente, os processos envolvendo separacdo por membranas sao classificados de
acordo o tamanho caracteristico dos poros e suas respectivas aplicagées em: microfiltracao (MF)
para remocgao de sélidos suspensos, protozoarios e bactérias; ultrafiltracdo (UF) para remocao de
virus e coloides, nanofiltracdo (NF) para remog¢ao de dureza, metais pesados e matéria organica
dissolvida; e por ultimo osmose reversa (OR) para dessalinizacao, reutilizagdo de agua e producao
de agua ultrapura (PENDERGAST; HOEK, 2011).

O excessivo requisito da producao de energia nos ultimos tempos, vem produzindo uma
maior quantidade de efluentes oleosos, que causam varios efeitos negativos no meio ambiente. No
Mercado existem varios métodos para a purificacdo de aguas residuais oleosas, incluindo métodos
quimicos (oxidagao eletroquimica, tratamento com ozdnio e com desemulsificantes) e fisicos (filtros
de areia, ciclones, adsor¢ao com carvao ativado e resinas) convencionais. Porém esses métodos
convencionais possuem suas proprias desvantagens, tais como: alto custo, usam compostos toxicos,
necessitam de grandes espacos para instalagéo e geram poluentes secundarios (PADAKI, 2015).

Tendo em vista essas desvantagens, a utilizacdo da membrana tornou-se uma tecnologia
de separagéo significativa. As aplicagdes dessa se espalharam e se tornaram uma tecnologia de
separagao essencial. Entre as vantagens podem-se citar os fatos de que essa funciona sem adigao

de produtos quimicos, com menor necessidade de energia, é facil de manusear e tem condugdes
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de processo bem organizadas. Separagao de membranas ja mostra mais eficiéncia em comparagao
com as técnicas convencionais e a eficiéncia depende inteiramente da propria membrana (PADAKI,
2015).

Entretanto, segundo Hassan (2017) uma enorme desvantagem da utilizacdo das
membranas e que a maioria das disponiveis comercialmente é produzida a partir de polimeros
sintéticos de origem fossil, e a producdo dessas geralmente requer grandes quantidades de
solventes e produtos quimicos, como solventes orgénicos e inorganicos como acidos (acido
fluoridrico e cloridrico), alcoois (etanol e isopropanol), N, N-dimetilformamida, dimetilsulfoxido, 1,3-
dimetil- 2-imidazolidinona, N, N-dimetilacetamida, 1-metil-2-pirrolidinona, entre outros. Devido a
esses fatos, um crescente interesse em produzir membranas baseadas em polimeros naturais,
especialmente aqueles baseados em nanocelulose, tais como nanofibras de celulose e celulose
bacteriana (CB) (figura 6).

Figura 6 - Membrana de celulose bacteriana com 10 dias de cultivo.

Fonte: Autoria prépria (21).

A CB quando produzida é dotada de uma estrutura de rede altamente porosa, que a
qualifica para uso em propésitos de filtracdo. Relativamente poucos estudos foram publicados sobre
a utilizacao de CB nao modificada e modificada como membranas para tratamento de agua. Porém,
com esses poucos estudos, € nitido o potencial que as membranas de CB tém para serem usadas
em remocoes eficientes de 6leo de ndo estabilizado e emulsdes o6leo-em-agua estabilizadas
(HASSAN, 2017).
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Resumo

O presente estudo descreve o desenvolvimento de um filtro a base de celulose bacteriana
(CB) para o tratamento de aguas oleosas. As membranas de CB foram produzidas em meio
alternativo contendo 2.5% milhocina. Amostras de membranas previamente purificadas
foram caracterizadas e testadas como filtros para a separacdo de oOleo da agua
(concentragdes de 6leo de 10, 150 e 230 ppm). A vazao, o didmetro do filtro e a espessura
da membrana apdés 6 e 10 dias de cultivo foram avaliados em um sistema de filtragdo
construido em poli (cloreto de vinila) (PVC). As membranas CB apresentaram flexibilidade,
estabilidade térmica e resisténcia mecanica convincentes para sua aplicagdo como filtro.
Entretanto, a membrana obtida apds 10 dias suportou 100% mais forga do que a membrana
obtida apds 6 dias. Os experimentos revelaram 100% de remogao do 6leo de todas as
emulsoes. A vazao da filtracdo aumentou proporcionalmente ao didmetro do filtro e diminuiu
da membrana de 6 dias para a membrana de 10 dias. Os resultados do presente estudo sao
promissores e demonstram a eficiéncia, durabilidade e resisténcia deste novo material
biodegradavel e atoxico para o tratamento de aguas oleosas geradas durante atividades
industriais.

Palavras-chave: Gluconacetobacter hansenii; Membranas; Celulose Bacteriana; Filtracao;

Emulsdes Oleosas; Aguas Oleosas.

1. Introducgao
Grandes quantidades de efluentes industriais emulsionados oriunda de atividades
petroquimicas, quimicas e minerais, bem como derramamentos de Oleo sdo gerados
diariamente em todo o0 mundo e o tratamento dessas aguas oleosas é um problema para

muitas industrias [1,2]. De fato, aguas residuais oleosas e emulsdes de 6leo em agua estao



42
Galdino, C. J. da S. J. Avaliagao do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ...

entre os principais poluentes langados no meio ambiente. Tais emulsdes consistem em uma
mistura complexa de agua, oleo e aditivos, como emulsificantes, inibidores de corroséo e
agentes antiespumantes.

O teor de 6leo das aguas oleosas podem geralmente variar de 1 até 50% [3]. Os 6leos
flutuantes ou suspensos podem ser facilmente separados da fase aquosa dessas aguas
residuais por processos fisicos simples. Entretanto, as emulsbes sdo quimicamente
estabilizadas e s6 podem ser separadas com um método apropriado [4].

As leis que regulam o descarte de aguas residuais oleosas estdo se tornando cada
vez mais rigorosas. A concentracdo maxima de 6leo permitida nos efluentes é estipulada
pela legislagao vigente em cada pais. Nos Estados Unidos, o descarte de efluentes oleosos
no setor de producédo de metais e maquinas deve obedecer a um limite mensal maximo de
17 mg/L [5], enquanto no Brasil a concentragcéo de 6leo nos efluentes ndao deve exceder 20
mg/L [6]. Por outro lado, a concentracdo de 6leo comumente encontrada em aguas oleosas
de efluentes (6leo emulsionado) da instalagdo comercial de usinas termelétricas, como
exemplo, € calculada como aproximadamente 10 ppm [7].

Os processos mais comumente usados para o tratamento de efluentes oleosos, que
compreendem um conjunto de etapas fisicas e quimicas, ndo sao eficazes na remocéao de
goticulas de 6leo ou na separagao de emulsdes. [4]. Tais dificuldades levaram ao
desenvolvimento de novos processos para o tratamento de aguas residuais oleosas [8]. Um
grande numero de publicagdes descreve o uso da filtragdo por membrana para essa
finalidade. Microfiltracao, ultrafiltracdo e nanofiltragao para o tratamento de aguas residuais
oleosas e emulsbes, bem como a purificagdo da agua sado usadas para garantir o
fornecimento de agua limpa. Entretanto, a maioria das membranas disponiveis
comercialmente sdo produzidas a partir de polimeros sintéticos de origem féssil, que

geralmente requerem grandes quantidades de solventes e produtos quimicos. Durante os
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estagios de construgcdo do filtro, a utilizacdo de solventes organicos e inorgénicos como
acidos (acido fluoridrico e cloridrico), alcoois (etanol e isopropanol), N,N-dimetilformamida,
dimetilsulféxido, 1,3-dimetil-2-imidazolidinona, N, N-dimetilacetamida, 1-metil-2-pirrolidinona
(NMP), entre outros, s&o utilizados [9, 10]. Assim, ha um interesse crescente em membranas
produzidas a base de polimeros naturais, como a celulose bacteriana (CB).

A CB é uma forma pura de celulose sintetizada por alguns microrganismos, como
Acetobacter xylinum e Gluconacetobacter hansenii[11,12]. E altamente porosa e possui uma
estrutura reticular com poros pequenos, o que qualifica esse material para fins de filtracéo.
A CB também é resistente, biocompativel, biodegradavel e renovavel [13]. No entanto, o uso
de CB como membrana de filtragao ainda nao foi amplamente investigado e poucos estudos
foram publicados sobre o uso de membranas BC modificadas ou ndao modificadas para o
tratamento de agua. [4,14]. Por exemplo, um aerogel CB com a superficie modificada por
trimetilsilano foi usado para remover o 6leo e alguns solventes organicos da agua [15]. Uma
membrana CB menor que 6 um na espessura foi coletada apds dois dias de fermentacéao e
foi testada para a filtracao de Chlorella sp. albumina sérica bovina [16]. As membranas de
CB estudadas mostraram-se capazes de remover aproximadamente 99% dos materiais-
alvo. Folhas de nanoparticulas preparadas a partir de CB foram testadas como membranas
de ultrafiltracdo para remogao de polietilenoglicol com eficiéncia de 75% [17]. Compdsitos
laminados feitos de CB e quitina desacetilada foram testados para a remocéao de polietileno
glicol, com taxas de remocao de 85 a 90%, em comparagao com a taxa de 30% usando a
membrana pura de CB [18].

Apesar do uso de membranas de CB modificadas como filtros para algumas
misturas oleosas, o uso da membrana pura como filtro para emulsdes geradas em ambientes
industriais ainda nao foi descrito. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi testar a

viabilidade das membranas de CB obtidas utilizando um meio alternativo como um filtro
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eficiente para a separacdo de Oleo de emulsbes modelo simulando as condig¢des

encontradas em processos industriais.

2. Materiais e Metédos

2.1 Materiais

Peptona, extrato de levedura, acido citrico mono-hidratado, Na2HPO4, glicose, agar e
hidréxido de sddio foram adquiridos da Merck Ltda., EUA. Ja o residuo industrial milhocina
foi adquirido de empresas locais no estado de Pernambuco, Brasil.
2.2. Microrganismo

Gluconacetobacter hansenii UCP1619 depositada no Banco de Culturas do Nucleo
de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da Universidade Catélica

de Pernambuco foi utilizada como produtora da celulose bacteriana.

2.3. Meio de crescimento e manuteng&o dos microrganismos

A metodologia utilizada para manter a viabilidade do micro-organismo e para cultiva-
lo em um meio padrdo pré-estabelecido se baseia em estudos realizados por Hestrin e
Schramm (HS) [19] adaptada por Hungund e Gupta [20] e Gomes et al. [11]. O meio HS
utilizado para o crescimento da bactéria € composto por 20,0 g/L de glicose, 5,0 g/L de
peptona, 5,0 g/L de extrato de levedura, 2,7 g/L de NazHPO4 e 1,15 g/L de acido citrico, em
pH 5,0. Para a manutencao da bactéria, ha um acréscimo de 15 g/L de agar ao meio HS

anteriormente citado. Ambos os meios séo esterilizados a 121° por 15 minutos.

2.4. Meio de producgéo da celulose
A celulose bacteriana foi produzida em meio HS modificado, com a seguinte

composicdo: 1,5% de glicose, 2,5% de milhocina, 0,27% de Na2HPO4, 0,15% de acido



45
Galdino, C. J. da S. J. Avaliagao do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ...

citrico, pH 5. A milhocina é composta por 21-45% proteina, 20—26% acido latico, 8% cinzas
(contendo Ca?*, Mg?*, K*), 3% agucar e tem baixo teor de gorduras (0.9-1.2%) [21]. O meio

HS modificado foi esterilizado a 121° por 15 minutos [12].

2.5. Condigbes de cultivo

O pré-inoculo foi preparado a partir do crescimento do microrganismo a 30 °C durante
48 h, em condi¢des estaticas, em 100 mL de meio liquido HS contido em frascos Erlenmeyer
de 500 mL. A suspensao celular preparada foi entdo inoculada a 3% em 100 ml do meio HS
modificado contidos em frascos Scohtt de 500 ml e, em seguida, incubada estaticamente a

30 °C, durante 6 e 10 dias. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.6. Lavagem e purificagdo da pelicula de CB

Ap0s o cultivo, o liquido metabdlico e as membranas de CB foram recolhidos e limpos
por imersdao em solucdo de NaOH a 4% durante 2h para eliminar as células retidas.
Posteriormente, a CB foi pesada e o rendimento calculado. As amostras foram mantidas em

um dessecador antes da pesagem [22].

2.7. Capacidade de Retencgao de agua (CRA)
Membranas umidas de CB obtidas apds 6 e 10 dias de cultivo foram pesadas e secas
na estufa a 60°C a fim de remover completamente a agua, até peso constante. Em seguida,

a CRA foi obtida usando a Eq. 1:

Média dos pesos umidos— Média dos pesos secos

CRA (%) = ( ) x 100% (1)

Média dos pesos umidos
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2.8. Medigbes do angulo de contato

As medigdes do angulo de contato foram realizadas a 24 ° C em um sistema de angulo
de contato baseado em video modelo ACO (angulo de contato éptico). As medi¢des do
angulo de contato foram obtidas através da analise do formato de uma gota de agua

destilada ap6s ser colocada sobre a membrana CB por 20 s.

2.9. Permeabilidade ao 6leo

Para esse experimento, 3 g de 6leo de soja foram colocados em um tubo de vidro
com diametro interno de 25 mm e didmetro externo de 27 mm. Uma membrana CB seca
medindo 50 x 50 mm foi usada para selar a extremidade aberta do tubo. O tubo foi invertido
e colocado em cima de um papel de filtro sobre uma Iamina de vidro para determinar se o
Oleo permeava a membrana ao longo do tempo. Foram realizadas observagées com cinco

amostras durante 3 dias de armazenamento [23,24].

2.10. Flexibilidade
Para testar a flexibilidade, a membrana foi dobrada 100 vezes ao longo da mesma
linha. A classificagdo da flexibilidade foi baseada no numero de dobras até a falha na

estrutura: pobre (< 20), razoavel (20 to 49), boa (50 to 99) e excelente (= 100) [24].

2.11. Microscopia Eletrénica de Varredura
Amostras de CB obtidas apdés 6 e 10 dias, previamente secas, foram metalizadas
(SANYU ELECTRON). A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) das superficies das

amostras foi realizada utilizando um instrumento JEOL, JSM-5600 operando a 27 KV.
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2.12. Porosidade

O caélculo da porosidade das membranas de CB de 6 dias e 10 dias foi realizado
segundo a Eq. 2 [25], onde Ww (g) e Wd (g) s@o o peso umido e o peso seco das membranas,
respectivamente, d é a densidade da agua (1 g/cm?3), D é a espessura (cm) e A é a area da

membrana (cm?).

Porosidade = —2="2_ % 100 % (2)

(d x Ax D)

2.13. Propriedades mecanicas

Resisténcia de tragdo a carga maxima (MPa), modulo de elasticidade de Young (E) e
deformagédo até a ruptura (¢) (mm%) foram determinados para a caracterizagdo das
propriedades mecanicas das membranas de CB obtidas apds 6 e 10 dias, seguindo os
metddos descritos por Rethwisch and William [26]. As amostras secas foram cortadas em
pedacos medindo 10 x 30 mm e 0,10 mm de espessura. A resisténcia a tracao foi
determinada usando uma maquina de teste universal (EMIC DL - 500MF, Brasil) a
temperatura ambiente com uma carga estatica de 0,5 N e uma velocidade de 5 m/min
(Metédo ASTM D882). O mddulo de elasticidade e a relagdo tensdo-deformagao foram

calculados com o auxilio do software Bluehill Lite™ .

2.14. Difratometria de raios-X

O indice de Cristalinidade (IC) da celulose é utilizado desde os anos 60, para explicar
mudangas na estrutura da celulose apds tratamentos bioldgicos e fisico-quimicos [27]. O
X'pert MPD difratémetro (Phillips) com CuKa radiagao foi usada para medir os padrdes de
difratometria de raios X das membranas de CB. A cristalinidade foi medida como x (%) =
(Imax - Imin) / Imax x 100%, em que Imax € a altura do pico em 2 8= 22.5° e Imin é o vale

entre os picos 20 = 22.5° e 0 = 16.3° [11].
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2.15. Analise termogravimétrica

O analisador Mettler Toledo foi utilizado para a analise termogravimétrica (TGA) de
amostras pesando aproximadamente 8 mg. Cada amostra foi digitalizada da temperatura
ambiente até 600 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio com uma taxa de fluxo de 20 mL/min
para evitar a degradagéo termo oxidativa das amostras (taxa de aquecimento: 10 °C/min)

[28].

2.16. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para obter membranas mais desidratadas, as amostras foram colocadas em um
dessecador com silica gel em temperatura ambiente por duas semanas. As amostras foram
digitalizadas com um espectrémetro Bruker FTIR (Equinox 55 Model, Bruker Co., Ettlingen,
Alemanhd). Grupos funcionais nas membranas de CB foram identificados no
espectrofotdbmetro entre 4000 e 400 cm™'. Todos os espectros foram registrados apds 32

digitalizagbes com uma resolugdo de 4 cm™' [29].

2.17. Construgéo dos sistemas de filtracdo

Filtros construidos em PVC com diametros internos de 25 mm, 50 mm e 100 mm
foram utilizados nos experimentos (Fig. 1A). Os filtros foram construidos com uma tela de
nylon como suporte para as membranas, evitando a deformacao e rasgo do biomaterial. As
membranas de CB previamente preparadas com o mesmo didmetro do filtro foram acopladas
ao sistema de filtragao (Figs. 1B,C), o qual foi preenchido com cada tipo de solugéo oleosa
a ser tratata. Durante o procedimento de filiragcdo, a pressdo manométrica do sistema foi

fixada em 1 atm e cada filtracdo teve uma duracido de 4 minutos.
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As membranas foram testadas 20 vezes nas mesmas condi¢coes de filtracdo para
avaliar a remocéao do 6leo, durante o periodo de quatro meses. Durante os experimentos, as
membranas foram lavadas com agua da torneira a temperatura ambiente e armazenadas
submersas em agua deionizada em recipientes fechados (1L) sob refrigeragao (8 °C) até o
uso.

Experiéncias adicionais foram realizados apos o calculo da vaz&o mais alta e mais
baixa para verificar a eficiéncia de filtragcdo da membrana CB de 6 dias (100 mm de didmetro)
e da membrana CB de 10 dias (25 mm de didmetro), durante 30 minutos, respectivamente,

nas mesmas condi¢gdes operacionais.

2.18. Preparo das emulsbes oleosas

As emulsdes de 6leo em agua foram preparadas com 6leo de motor usado em
motores "flex", capazes de funcionar com gasolina, GNV e alcool. O 6leo do motor era do
tipo SAE 20W-50 e continha uma protecgao sintética (PETROBRAS), composta por um déleo
lubrificante a base de parafina (mistura complexa de hidrocarbonetos) e aditivos que
melhoram o desempenho.

Emulsdes com concentracbes de 10 ppm, 150 ppm e 230 ppm de 6leo foram
preparadas, tendo em vista que 20 ppm € o valor maximo de 6leo permitido em efluentes
industriais pela legislacdo brasileira vigente [6]. As emulsdes foram preparadas e
homogeneizadas por 15 min em banho de gelo usando um processador ultrassénico
Hielscher (Hielscher UP400s, Teltow, Alemanha) e avaliadas nas formas estabilizadas com
um surfactante nao idnico apolar (monolaurato de polioxietileno sorbitano - Tween 20)

adicionado em uma concentracao de 0,5%.

2.19. Determinagé&o da concentragdo de oleo
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Para a determinacdo da concentracdo de 6leo antes e depois da filtragdo pela
membrana de CB, foi plotada uma curva de turbidez (NTU) versus concentracdo de 6leo
(ppm) com um auxilio do Turbidimetro ALFAKIT. Com a curva plotada e a partir da obtengéo
da equacéo da reta, foi possivel obter a contracao de 6leo antes e depois da filtracdo. Todos

os dados sao apresentados como média £ DP.

3. Resultados and Discussoes

3.1. Produgéo das membranas de CB

O rendimento médio da celulose produzida em termos de membranas hidratadas foi
475.2 £ 13.7 g/L de meio depois de 10 dias (Fig. 2A) e 195.0 £ 19.5 g/L de meio depois de
6 dias (Fig. 2B). Para membranas secas, o rendimento foi 2.69 + 0.12 g/L depois de 6 dias
e 6.82 + 0.32 g/L depois de 10 dias. Esses rendimentos sdo compativeis com aqueles
descritos e trabalhos anteriores envolvendo a produgao de CB [4,12]. Como esperado, a
etapa da purificacdo com NaOH favoreceu a uniformizacédo da cor e a remocao de possiveis
metabdlitos do meio de cultura aderidos a superficie das membranas, conforme ilustrado na
Fig. 2. Apds a etapa de purificagdo, as membranas foram lavadas com agua desionizada

varias vezes para remover completamente o alcalino, até a obtencdo de um pH neutro [19].

3.2 Capacidade de Retencéo de agua (CRA)

A CRA foi determinada apds as membranas CB de 6 e 10 dias serem completamente secas
até atingirem um peso constante. Os valores da CRA sdo exibidos na Tabela 1. Os
resultados confirmam que ambas as membranas de CB tém uma alta porcentagem de agua,
superior a 98%, conforme descrito por Costa et al. [12]. Apesar dos diferentes tempos de
fermentacao, o teor de agua permaneceu para ambas as membranas. Esse comportamento

também pode ser observado mesmo em diferentes meios alternativos de fermentacgéao [30].
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Esse conteudo de agua fornece caracteristicas hidrofilicas e oleofébicas as membranas,
conforme descrito pelo angulo de contato obtido (34.5+2.3°), fundamentais para a separagao
eficiente de emulsdes e misturas oleosas. O angulo da superficie formado, entre 0 ° e 90 °,
é considerado hidrofilico, aumentando assim o contato da gota de agua com sua superficie,
0 que, neste caso, € fundamental para a separacao eficiente de emulsdes e misturas
oleosas.

O angulo de contato com a agua é um parametro vital para refletir a molhabilidade das
membranas. A molhabilidade da superficie da membrana, por sua vez, é de grande
importancia, pois pode afetar diretamente o mecanismo de deslocamento de fluido através
do sistema de filtragem. Com o dngulo de contato obtido, a agua pode se espalhar e permear
na superficie da membrana, enquanto os 6leos presentes em emulsdes ndao podem se
espalhar e permear a superficie do filtro devido a sua caracteristica hidrofilica, sendo retida

na forma de goticulas.

3.3. Permeabilidade ao oéleo, flexibilidade e porosidade

As membranas CB foram testadas em relacéo a permeabilidade ao 6leo. Sem isso, o
Oleo exsudaria através das membranas ao longo do tempo, afetando a eficiéncia da filtragao.
Tubos contendo 6leo de soja foram cobertos com as membranas e colocados de cabeca
para baixo em papel de filtro a temperatura ambiente e umidade constante. Os resultados
nao revelaram vestigios de permeacao através das membranas.

As membranas de CB tém um grande numero de grupos hidroxila e grupos carboxila
hidrofilicos que impedem a absor¢ao de moléculas de 6leo na superficie da membrana. Hu
et al. [23] e Chen et al. [24] relatam resultados semelhantes para membranas feitas de amido
de batata oxidadas com glicerol como plastificante e sulfato de celulose (NaCS) plastificado

com glicerol incorporado com amido, respectivamente. As membranas de CB também
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exibiram excelente flexibilidade, permanecendo intactas (Fig. 3b), depois de dobradas muito
mais de 100 vezes, conforme ilustrado na Fig. 3a.

A porosidade das membranas de 6 e 10 dias foi de 76,12% e 62,10%, respectivamente.
A reducao na porosidade € explicada pelo aumento da concentragao de fibra de CB a medida
gue o tempo de fermentacdo aumenta. Da mesma forma, a mistura composta de nanofibrilas
celulose (NFC) e polissulfona (PSF) produzida por Ding et al. [25] apresentou uma
porosidade de 73.70%. Vale ressaltar que o aumento do valor da porosidade permite uma

maior permeabilidade a agua, melhorando a eficiéncia da separagéo do processo.

3.4. Caracterizagdo das membranas de CB por MEV

Fig. 4 exibe as imagens do MEV das membranas de CB secas e puras. A rede de
fibras das membranas foi ampliada 14 100 vezes (Fig. 4) depois de produzidas em um meio
alternativo, nas condi¢des ideais previamente selecionadas por Costa et al. [12]. As figuras
mostram a dispersao das fibras e a aderéncia interfacial. A estrutura da rede compacta da
CB consiste em um conjunto aleatério de fibrilas que formam uma rede tridimensional
porosa. Ambas as membranas exibiram uma estrutura reticulada composta por nanofibrilas
ultrafinas, com a membrana de 10 dias exibindo uma estrutura mais ligada e mais fechada
(Figs. 4A,B).

A largura das nanofibras mudou com o aumento do tempo de cultivo e a espessura
da membrana também aumentou devido a maior massa de CB formada. De acordo com
Hassan et al. [4], a estrutura do tecido CB é unica em termos de porosidade, compactacao

e impermeabilizagao.
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3.5. Ensaios Mecéanicos

Os resultados do ensaio de tensdo maxima (N), Deformacéo Especifica (%) e Modulo
de Elasticidade (Mpa) das membranas de CB sdo mostrados na Fig. 5. A resisténcia a tragcao
da membrana de CB obtida apos 10 dias foi aumentada em 100% em relagdo a membrana
de 6 dias. Entretanto, os valores de médulo de Elasticidade (Mpa) e a deformagéao especifica
(%) nao se diferenciaram muito entre as membranas.

Como pode ser evidenciado pelas imagens do MEV, a membrana de CB obtida apés
10 dias possui uma estrutura de fibra mais densa, resultando em uma resisténcia mecanica
melhorada, devido a boa adesao interfacial e a formagao de fortes interagdes entre as suas
fibras.

De acordo com Almeida et al. [31], Gao et al. [32] and Costa et al. [12], a 4gua e os
residuos agroindustriais presentes no meio de cultura atuam como plastificantes, alterando
o desempenho mecanico da membrana. A agua na CB hidratada diminui o numero de
ligacdes entre as moléculas de hidrogénio e reduz as forgas intermoleculares, fazendo assim
com que as membranas hidratadas exibam maior alongamento e menor resisténcia a tragao
do que a membranas secas.

Uma deformacéo plastica consideravel das membranas de CB foi observada antes da
ruptura na forma de uma fratura ductil irreversivel do biopolimero. A propagacédo de
rachaduras no biomaterial aconteceu lentamente durante os testes de tracdo. Em relacéo a
deformagdo, as peliculas hidratadas nao retornam ao estado natural (ndo deformado),
demonstrando que o biopolimero ndo tem elasticidade quando submetido a grandes
estresses, sendo a quantidade de agua mantida entre as fibras CB um fator determinante,

pois ela atua como plastificante e sua auséncia torna o biomaterial quebradigco e duro.

3.6. Difratometria de Raio-X (DRX)
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O indice de cristalinidade (IC) foi calculado com base na intensidade dos picos. O IC
obtido foi de 74.4% para a membrana de 6 dias e 78.8% para a membrana de 10 dias (Fig.
6). Estes resultados mostram que o aumento do tempo de cultivo aumentou a cristalinidade
da membrana de CB.

A cristalinidade tem uma relagao inversamente proporcional com a porosidade da
superficie da celulose, isto €, quanto maior o tamanho dos cristais € a proximidade entre
eles, menor o numero de poros € menor a hidrofilicidade do polimero. O fato de os poros
aumentarem de tamanho permite que uma quantidade maior de moléculas de agua penetre
e seja absorvida pela membrana, demonstrando um aumento no grau de hidrofilicidade [12].
No caso das membranas de CB, o aumento da cristalinidade indicou uma reducao na
porosidade, calculada e, consequentemente, menor penetragdo da agua, como também
demonstrado pelos resultados da filtracdo. Portanto, a membrana de 6 dias € mais favoravel
para uso como filtro, pois a maior porosidade aumenta a permeabilidade do material em

comparagao a membrana de 10 dias.

3.7. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica das membranas de CB, foram investigadas através da analise
termogravimétrica (TGA) para amostras obtidas apos 6 e 10 dias. Os resultados sao
mostrados na Fig. 7 e na tabela 2.

Os resultados mostram a ocorréncia de duas etapas da perda de massa em ambas
as amostras. O primeiro refere-se a evaporagao da agua remanescente na membrana e o
segundo diz respeito a pirdlise do polimero.

Durante a analise, as membranas produzidas no meio alternativo exibiram uma perda
inicial de massa até uma temperatura de 105 ° C devido a perda de agua. Ocorreu uma

segunda perda significativa em torno de 300 °C, que pode ser atribuida a decomposigéo das
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membranas. Essa perda de massa de biopolimero pode estar associada a degradagéo da
celulose, envolvendo despolimerizagdo e decomposi¢ao de unidades de glicose. Acima de
550 °C, as taxas de perda de massa eram baixas e as cinzas queimadas correspondiam a
aproximadamente 20% da massa das membranas de CB. De acordo com Costa et al. [12],
os residuos agroindustriais usados na producdo de membranas de CB conferem maior
estabilidade térmica ao biopolimero em comparagdo com as membranas produzidas no meio
HS padréo. Assim, o uso de um subproduto na produgdo de membranas de CB pode ajudar
a reduzir o custo de producao, conferir caracteristicas benéficas a membrana e minimizar o
impacto ambiental, agregando valor econdmico a membrana.

A temperatura maxima de deposicdo de um produto € um critério de estabilidade
térmica. A degradacao térmica é afetada por fatores estruturais variaveis, como massa
molecular, cristalinidade e disposi¢céao das fibras [33]. Como a decomposi¢ao maxima das
membranas ocorreu a 328 e 341 ° C, a CB exibe boa estabilidade térmica. Essa propriedade
pode ser considerada positiva em termos de aplicagbes industriais do biopolimero, que

permanecera intacto sob condigdes operacionais a altas temperaturas (250 °C).

3.8. Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (ATR/FTIR)

A Fig. 8 mostra regides relevantes dos espectros de FTIR. As bandas principais
observadas para a CB pura podem ser atribuidas a estiramento do grupo OH (3286 cm™),
estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico CH2 (2921cm™"), deformagdo C-OH e
CH (1399 cm™), sendo essas as principais atribuigbes que caracterizam uma celulose
bactériana pura, provando assim que os resultados obtidos a partir da espectroscopia para
a membrana produzida em meio alternativo apresentaram resultados caracteristicos, que

provam que as membranas utilizadas nos experimentos sdo compostas de CB pura.



56
Galdino, C. J. da S. J. Avaliagao do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ...

3.9. Eficiéncia de remogéao do oleo pelo sistema de filtragdo a base de membrana de CB
A Tabela 3 demonstra a eficiéncia de remocéo do 6leo pelos sistemas de filtragdo a base

de membranas de CB (obtidas apds 6 e 10 dias), os volumes filtrados pelos sistemas de
filtracdo durante 4 minutos a 1 atm e a quantidade de 6leo remanescente no filtrado apds a
filtragdo pelos sistemas.
A eficiéncia maxima (100%) foi alcangada com os diferentes sistemas de filtragcdo, pois todo
o Oleo foi removido das emulsdes. Além disso, as membranas de CB produzidas apds 6 dias
apresentaram uma taxa de fluxo de filtragdo mais alta, atingindo quase o dobro do volume
de emulsao filtrada com a mesma eficiéncia de remogao que as membranas obtidas apos
10 dias de cultivo. Isso é explicado pelo indice de cristalinidade (74,4% para as membranas
de 6 dias e 78,8% para as membranas de 10 dias). De acordo com Hassan et al. [4] e Costa
et al. [12], a cristalinidade € inversamente proporcional a porosidade da superficie da
celulose. Poros maiores permitem maior penetragcdo das moléculas de agua. Assim, o
aumento da cristalinidade do biopolimero indica uma redugcdo no tamanho dos poros e
consequentemente uma menor vazao. Esses achados favorecem o uso do CB de 6 dias
como membrana filtrante nas condigdes aqui estudadas. Uma explicagao plausivel para uma
taxa de filtragao mais lenta para a membrana de 10 dias seria a presenga de mais camadas
sem um arranjo de alinhamento adequado.

Os ensaios mecanicos (Fig. 5) mostram que a resisténcia a tragdo da membrana de
10 dias foi 100% maior que a da membrana de 6 dias. Isso indica que, apesar da menor
vazao, a membrana de 10 dias é mais indicada quando sdo usadas pressdes mais altas,
pois suporta o dobro da quantidade de forga que a membrana de 6 dias.

A taxa de remocao de 6leo nesses experimentos foi superior aos resultados descritos
por Silva et al. [34] e Chaprao et al. [35], que usaram um método classico de separacao

(flotacao de ar dissolvido) e obtiveram respectivamente taxas de remocé&o de oleo de 90 e
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92% de aguas oleosas. Hassan et al. [4] utilizou CB e uma membrana de nanofibra de
celulose reticulada (NFC) e encontrou taxas de remogao de 98,3% e 92,9% de dleo de
mamona de uma emulsao estabilizada, respectivamente.

Recentemente, outros tipos de membranas também foram testados com sucesso no
tratamento de emulsdes dleo-agua. Membranas de carbono de microfiltragdo (MFCMs) tém
sido usadas para o tratamento de aguas residuais oleosas emulsionadas. No entanto,
MFCMs mostra a restricao da deficiéncia de remocéo de dleo inferior em cerca de 70% na
auséncia de qualquer meio de reforco. Para melhorar a remocado de 6leo por essas
membranas, microesferas a base de poliacrilonitrila (PAN) foram incorporadas. Os
resultados demonstram que, com a adigao de microesferas, a remogao de 6leo pode atingir
93,6% [36]. Membranas de carbono de microfiltragdo hibrida de diatomita de alto
desempenho (MFCMs) também foram desenvolvidas para remocédo de 6leo de aguas
residuais oleosas. A rejeicdo maxima de 6leo alcangada foi de 98,2% para aguas residuais
oleosas de 200 mg / L [37]. Uma membrana hidrofébica de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
também foi modificada por meio de uma estratégia de co-deposicao facil para melhorar sua
hidrofilicidade e resisténcia a incrustacao de 6leo por reagao e co-deposigao de acido tanino
(TA) na superficie das membranas. A membrana otimizada foi dotada de super-
hidrofilicidade e superoleofobicidade subaquatica. Ele mostrou reutilizagdo e
sustentabilidade na separacao de varias emulsdes de 6leo em agua com 96% de eficiéncia
[38].

Outro aspecto importante € que as membranas de CB dos sistemas de filtragdo do
presente estudo foram limpas e reutilizadas 20 vezes. Durante esse processo: a forma, a
espessura e a porosidade das membranas mantiveram-se inalteradas, demonstrando a
consideravel resisténcia e durabilidade do biomaterial, que continuou retendo 100% do 6leo

nas condi¢des testadas nesta pesquisa. Novos testes realizados ao longo de 30 minutos
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(Tabela 4 e Figura 9) para entender o comportamento da filtragcdo durante um tempo mais
longo de separagao mostraram que, mesmo por durando um periodo mais longo, a vazao
através da membrana permaneceu constante e a filtracdo manteve 100% de sua eficiéncia
na remogéao de 6leo, com a membrana de 6 dias e 10 dias mostrando os valores de volume
de 1016.32 £ 4.23 mL e 64.32 £ 1.17 mL, respectivamente. Como pode ser visto na figura 9,
a membrana apresentou uma estabilizacdo do fluxo de permeagdo de agua durante o
intervalo final da filtracdo. Outro ponto importante diz respeito a biodegradabilidade da
membrana, ou seja, ndo existe mecanismo de poluigdo por essa membrana, uma vez que a
CB é biodegradavel. As membranas de CB sdo degradadas por microrganismos em

condigdes ambientes, conforme descrito na literatura [39,40].

Conclusoes

Os estudos da aplicacdo da membrana de CB como um filtro para aguas oleosas
continuarao identificando parametros fisicos e quimicos como referéncia para esse tipo de
efluente. Contudo, com a execucdo desses experimentos, identificou-se claramente o
potencial da membrana pura de CB obtida em meio alternativo como um filtro eficiente para
a separacao de misturas oleosas em ambientes industriais. A alta resisténcia a umidade da
CB, sua estrutura nanoporosa e a capacidade de remover contaminantes de tamanho micro
fazem dela uma étima candidata como membranas de filtragdo ambientalmente amigaveis.
Para uma pesquisa futura, o estudo tera seu foco na diferenca entre a filtragdo de uma
solucdo oleosa emulsionada estabilizada contra uma solugdo nao emulsionada. A
caracterizagao adicional das membranas CB apoiara o uso do biomaterial como um filtro

biotecnoldgico industrial.
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Tabela 1

Capacidade de retencdo de agua (CRA) das membranas de CB obtidas depois da

fermentacao
6 dias de cultivo 10 dias de cultivo
Membranas
Peso umido (g) Pesoseco(g) Peso umido (g) Peso seco (g)
de CB

19,41 0,27 47,51 0,68

CRA(%) 98,61+0,55 98,56+0,61
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Tabela 2

Dados de decomposicio térmica de amostras da CB obtidas da curva de TGA

Amostra

Estagio 1 (°C) Estagio 2 (°C)

Tonset Toffset Tmax Tonset Toffset Tmax

CB 6-dias

79 101 90 271 328 309

CB 10-dias

80 105 93 272 341 319

68
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Tabela 3
Remocéo de 6leo da emulsdo com concentragdes de 6leo de 10, 150 e 230 ppm através de sistemas de filtragem de 25, 50 e 100
mm de didmetro com membranas de CB (6 e 10 dias de cultivo) por quatro minutos a 1 atm (dados expressos em meédia e desvio

padrao)

Diametro do Filtro (mm)

25 50 100
Concentragao Conc. Eficiéncia Conc. Conc.
Membranas Oil Oil
do 6leo na Volume do déleo na Volume do 6leo Volume do dleo
de CB removal removal
emulsao (ppm) filtrado naagua remogao Filtrado na agua Filtrado (ml/4 na agua
efficiency efficiency
(ml/4 min) filtrada do 6leo (ml/4 min) filtrada min) filtrada
(%) (%)
(ppm) (%) (ppm) (ppm)
2 10 14,58 + 0,52 0,00 100% 46,68 + 2,29 0,00 100% 149,79 + 2,50 0,00 100%
o
g é 150 13,49+ 0,88 0,00 100% 37,38 £0,72 0,00 100% 145,00 + 1,47 0,00 100%
§ @ 230 13,36 + 1,16 0,00 100% 36,60 + 1,20 0,00 100% 147,14 + 1,62 0,00 100%
o
2 10 9,28 +0,33 0,00 100% 29,13 +2,04 0,00 100% 88,45 + 2,03 0,00 100%
=3 n
: g 150 9,12+0,14 0,00 100% 33,46 £ 2,09 0,00 100% 89,58 + 1,31 0,00 100%
o
= ©
g - 230 9,00 +£0,10 0,00 100% 31,92 £ 1,53 0,00 100% 90,50 + 0,46 0,00 100%
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Tabela 4
Remocao de 6leo da emulsdo com concentragdes de 6leo de 10 e 230 ppm através de
sistemas de filtracao de 25 e 100 mm de didmetro com membranas de CB (6 e 10 dias

de cultivo) por 30 minutos a 1 atm (dados expressos em média e desvio padrao)

Conc. de

Membranas Concentragcdao de Diametro Volume 5leo na Eficiéncia na
6leo na do filtro  Filtrado (mL/ | . remogao do
de CB ~ . agua filt. R o
emulsao(ppm) (mm) 30 min) (bpm) 6leo (%)
6-dias 10 100 1016,32 + 4,23 0,00 100

10-dias 230 25 64,32 + 1,17 0,00 100
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LEGENDA DA FIGURAS

Fig. 1. Didmetros internos (25, 50 e 100 mm) dos filtros de PVC (A); Membrana de CB
previamente preparada com o mesmo diametro do filtro acoplado ao sistema de filtragem
(B) e sistemas de filtragem em PVC (C).

Fig. 2. Membranas umidas de CB apés 6 (B) e 10 (A) dias de cultivo.

Fig. 3. A membrana de CB apds ser dobrada muito mais do que 100 vezes

Fig. 4. Micrografias eletrénicas de varredura de membranas secas de 6 dias (A) e de 10
dias (B).

Fig. 5. Resisténcia a tragdo (N), deformacgao especifica (%) e modulo de elasticidade
(MPa) das membranas de CB.

Fig. 6. Difratometria de raios-X das membranas de CB obtidas apdés 6 e 10 dias de

cultivo.

Fig.7. TGA das membranas de CB.

Fig. 8. Espectros da CB

Fig 9. Desempenho de separagao de 6leo em fluxo de permeacgao de agua versus tempo

de execucgao para o filtro de CB de 100 mm
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Fig. 1.
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Fig. 2.



Galdino, C. J. da S. J. Avaliagado do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ... 74

Fig. 3.
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CAPITULO Il
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nessa pesquisa permitem as seguintes conclusoes:

. A produgédo de CB utilizando meios alternativos € uma saida para a destinacao dos rejeitos
industrias.

. As membranas de CB produzidas em meio alternativo constituem um insumo de alto valor
agregado, ndo s6 do ponto de vista cientifico, como também do ponto de vista ambiental,

econdmico e social.

. As membranas de CB se mostraram extremamente flexiveis e impermeaveis a dleo.

. A membranas de CB sdo mecanicas favoraveis para uso como membrana filtrante.

. A membranas de CB sao termicamente estaveis para o uso como membranas filtrantes.
. As analises por microscopia eletrénica de varredura mostraram que a estrutura das fibras

de CB na membrana apresenta porosidade, compactagao, estanqueidade e resisténcia préprias
para esse material.

. As andlises da cristalinidade das membranas de CB mostraram que com o aumento dos
dias de cultivo, ouve um aumento da cristalinidade da CB.

. Os filtros construidos em PVC serviram como suporte para as membranas de CB durante
as filtragbes.

. As membranas Uumidas serviram como membranas filtrantes das amostras de aguas
oleosas sintéticas.

. Foi observado quanto maior o didmetro do tubo e menor a quantidade de dias de cultivo,
maior a vazao durante a filtragao no filtro base das membranas de CB.

. As membranas provaram ser reutilizaveis para varias filtragcoes.

. A CB se apresenta como uma matéria-prima sustentavel, pois, durante o processo de
producao, uso e descarte, o impacto ambiental € quase nulo.

. O uso de polimeros naturais e biodegradaveis, como a CB podem fornecer, no futuro
préximo, novos produtos biotecnoldgicos que atendam as necessidades do mercado mundial
que busca opg¢des seguras e compativeis com o0 meio ambiente.

. A utilizacdo de membranas de CB pode permitir uma redugao dos impactos ambientais

resultante do uso de membranas filtrantes.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Eeywonds The present study describes the development of 2 bacterial cellulose (BC) filter for the weatment of aily waters.
Glumnacdohocies hamenii BC membranes wem produced 1sing an sltemative medium containing 2.5 % corn steep liquor. Samples of
Membrnes previnsly purified membranes wemwe characterized and tested as filters for the separation of oil from water (ol
g?u:’j:““ﬂm‘“ concentrations of 10, 150 and 230 ppm). Flow rate, filter diameter and membrane thickness after § and 10 days
Endidig af cultivation were evalpated in a filration sysem constuctad in polyvinyl chlaride, The BC membhranes pre
il wiktiate sented satidfactory flexibility, thermal stability and mechanical strength. However, the membrane obtained after
B 141 days supported 100 % maore force than the membrane obtained after 6 days. The experiments revealed 100 %
removal of the oil from all emulsions. The Altration flow rate increased pmportionally to the filter diameter and
decreazed from the 6-day membrane to the 10-day membrane. The results of the present study are promising and
demonstrate the efficiency, durability and strength of this novel bisdegmdable, non-toxic material for the

treatment of oilly waters genemted during Industrial activites,
1. Intreduction [E]. On the other hand, the oil concentration commonly found in oily

Large amounts of emulsified industrial effluents from petrochem-
ical, chemical and mineral activities as well as oil spills are generated
on & daily basis throughout the world and the treatment of these ody
waters s a problem for many industries [1,2]. Indeed, oily wastewater
and oil-in-water emuldons are among the main pollutants disch arged
into the environment. Such emulsions consist of a complex mibture of
water, oil and additives, such as emulifiers, corrosion inhibitors and
anti-foaming agents,

The oil content of oily waters can be very low or very high, gen-
erally ranging from 1 to 50 % [3]. Free-Aloating or suspended ofls can be
easily separated from the aquecus phase of these wastewaters by simple
physical processes, However, emulsions are chemically stabilized amd
can anly be separated with @n appropriate method [4].

The Liws that regulate the disposal of oily wastewater are becoming
increasingly strict. The maximum concentration of ofl permitted noef-
fluents s stipulated by current legislation in each country, In the United
States, the disposal of oily effluents in the metal and machine produc-
ton sector must obey 8 maximum monthly mit of 17 mg/L [5], while
in Brawil the concemntration of oil in effluents should not excesd 20 mg/L

effluent waters (emulsified oil) from commercial installadon of thermal
power plants, as an example, is computed as about 10 ppm [7].

The most commonly used process for the treatment of oil y e fluents,
which comprises a set of physical and chemical steps, is not effective at
removing oil droplets or separating odl from emulsions [4]. Such diffi-
culties have led w the development of novel processes for the reatment
of oily wastewater [B]. A large number of publications describe the use
of membrane filtration for this purpose. Microfilration, ultrafiltrstion
wnd nanofiltration for the treatment of oily wastewater and emulsions
a5 well ag the purification of water are used to ensure the supply of
clean water, However, most commercially available membranes are
produced from synthetic polymers of a fossil orgin, which generally
renires large amounts of solvents and chemical products, During the
filter constructing stages, the utilization of organic and norganic sal-
vents as acikds (hydrofluorc and hydrochlorie acid), alcohols (ethanol
and iso-propanol), NN-dimethylformamide, dimeth ylsulfodde, 1,3-di-
meéthyl-2dmidazolidinone, N N-dimethylscetamide, 1-methyl2-pyrro-
lidinone (NMP), amonyg others, are used [9,10]. Thus, there is growing
interest in membranes produced based on natural polymers, such as
bacterial cellulose (BC).
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BC isa pure form of cellulose synthesized by some microorganisms,
such as Acetobacter xylinum and Gluconacetobacter hansen [11,12], It is
highly porous and has a reticular structiure with small pores, which
qualifies this matedal for the purposes of fltration. BC is also srong,
bincompatible, biodegradable and renewable [13], However, the use of
BC as a filtration membrane has not yet been widely invesdgated and
few studies have been published on the wse of modified or non-modified
BC membranes for the treatment of water [4,14], For mstance, a BC
serogel with the surface modified by trimethy] silane was used o re-
move oil and some organic solvents from water [15]. A BC membrane
less than 6 pm in thickness collected afier two days of incubation was
tested for the filtration of Chlorella sp. and bovine serum albumin [16].
The BC membranes studied proved capable of removing approxdmatel y
99 % of the target materials. Sheets of nanoparticles prepared from BC
were tested as ultrafiliration membranes for the removal of poly-
ethylene glycol with 76 % efficiency [17]. Laminated composites made
of BC and deacetylated chitin were tested for the emoval of poly-
ethylene glycol, with removal rates of 85-90%, compared to the 30 %
rate using the pure BC membrane [18].

Despite the wse of modified BC membranes as filers for some oy
mixtures, the use of the pure membrane a8 a filter for emulsions gen-
erated m industrial environments has not yet been  described
Therefore, the aim of the present study was to test the viability of BC
membranes obtained wsing an alternative medium as an efficient flter
for the separation of od from model emulsions simulating the condi-
tons found in industrial processes,

2. Materials and methods
21, Materials

Peptone, yeast extract, mono-hydrated cirdc acld, NasHPOa, glu-
cose, agar mnd sodium hydrocdde were scquired from Merck Lul, USA
Corn steep liquor was acquired from local companies in the state of
Permambuce, Brazil

2.2, Migoorganism

Gluconacetobacter hansengUCP1619 deposited in the Culture Bank of
the Center for Research in Environmental Sciences and Biotechnology
of the Universidade Catdlica de Pernambuco was used as the producer of
bacterial cellulose.

23, Growth medinm and maintenance of microorgarnism

The method used to maintain the viability of the microorganism and
cultivate it in a preesmblished standard medium was based on studies
conducted by Hestrin and Schramm (HS) [19] and adapted by Hungund
and Gupta [20] and Gomes et al. [11]. The HS medium for the growth
of the bacterium is composed of 20,0 g/L of glucose, 5.0 g/L of peptone,
5.0 g/L of yeast extract, 2.7 g/L of NasHPO, and 1,15 g/L of citric acid,
with pH 5.0, For the maintenance of the bacterium, 15 g/L of agar were
added to the HS medium, Both media were sterilized at 121°C for
15min,

2.4, Celluose producton medium

BC was produced in modified HS medium with the following com-
position: 1.5 % glucose, 2.5 % com stéep Hquor, 0,27 % Na HPO, and
0.15 % citric acid at pH 5. Com steep liquor is composed by 21-45 %
protein, 20-26 % lactic acid, 8 % ash (containing Ca® ¥, Mg?*, K*), 3%
sugar ard has low far content (0.9-1.2 %) [21]. The modified HS
medium was sterilized at 121°C for 15min [12].
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2.5. Cultvaton condiions

The pre-inoculum was prepared from the growth of the micro-
organism at 30 °C for 48h under static conditions in 100 mL of HS H-
quid medium contained in 500-mL Erflenmeyer flasks, The prepared cell
suspension was then inoculated at 3 % in 100mL of the modified HS
medium contained in 500-mL Schott flasks and incubated at 30°C for 6
and 10 days, The experiments were pedformed n triplicate.

2.6. Washing and purification of BC membrane

After cultivation, the broth and BC membr anes were withdrawn and
cleaned by immersion in a 4 % NaOH soluton for 2h w eliminate the
remaining cells. The BC was then weighed mnd the yield was calculated.
The samples were maintained in a desiccator prior o weighing [22].

2.7. Water refention capadty

Wet BC membranes obmined after 6 and 10 days of cultivation were
weighed and dried in an oven at 60 °C unil reaching a constant weight
for the complete removal of water, The water retenton capacity (WRC)
was then determined using Eq. 1:

Mean wet welght — Mean dry weight
Mean wet welght

WRC (%) = [ ] ® 100%

(1)

2 8. Contact angle measurements

Contact Angle measurements were performed at 24°C in a Video-
Based Contact Angle System model OCA (optical contact angle).
Contact Angle measurements were obtained by analyzing the shape of a
distilled water deop after it was placed over the BC membrane for 205,

2.9, Pemenhility to ol

For this experiment, 3g of soybean ol were placed in a glass tube
with an inner diameter of 26 mm and outer diameter of 27 mm. A dry
BC membrane measuring 50 = 50 mm was uwsed to seal the open end of
the tmbe. The mbe was upside down and put on the filter paper on the
glass slide, and then we viewed if oil could permeate through the BC
membrane as tme went, Observations were camied out with fve
samples at 3 days of sworage [23,24].

2.10. Flexibility

To test fexibility, the membrane was folded 100 times along the
same line. The classification of fexdbility was based on the mumber of
folds until filure: poor (< 20), fair (20-49), good (50-99) and ex-
cellent { = 100) [24].

211, Scanning electron microscopy

The previously dried BC samples obtained after 6 and 10 days were
metal sputtered (SANYU ELECTRON), Scanning electron microscopy
(SEM) was performed of the surfaces of the samples using the JEOL
equipment (JSM-5600) operating at 27 KV,

2.12. Porosity

The calculation of porosity of the 6-days and 10-days BC membranes
was carried out following Eq. 2 [25], where W, (g) and W, (g) are the
weight of wet and dry membranes, respectively, d is the density of
water (1g/em™), D is the thickness (em) and A is the area of the
membrane (em®),
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Pty = dxAxD (2)

2.13. Mechanical properties

Tensile strength at maximum load (MPa), Youngs elastic modulus
(E) and deformaton until breakage (¢) (mm%) were determined for the
characterization of the mechanical properties of the BC membranes
obtained after 6 and 10 days, following the methods described by
Rethwisch and William [26]. Dried samples were cut into pieces mea-
suring 10 » 30mm and (L10mm in thickness, Tensile strength was
determined using a universal testing machine (EMIC DL - 500MF,
Brazil} at room temperature with a static load of 0.5N and a velocity of
Sm/min (ASTM D882 method), The elastic modulus and tension-de-
formation ratio were caleulated with the aid of the Bluehill Lite™ pro-
BT &L,

2.14. X-ray diffractomery

The Crystallinity Index (CI) of cellulose has been used since 607%, to
explain changes in cellulose structure after biological and physico-
chemical reatments [27]. The Xpert MPD diffractometer (Phillips)
with Cuk, radiation was used to measure the X-ray diffractometry
patterns of the BC membranes, Crystallinity was measured as x (%) =
(max - Imin} / Imeax x 100 %, in which Imax is the peak height at 2
8 = 225" and Imin is the valley between pesks at 2 8 = 225" and
8 =163 [11].

215 Thermogravimetric analysis

A Metter Toledo analyzer was used for the thermogravimetric
mnalysis (TGA) of samples weighing approdmately Bmg, Each sample
was scanned from room temperature o 600 °C, under a nitrogen at-
maosphere with a flow rate of 20mL/min to avoid thermoxddative de-
gradation of the sample (heating rate: 10°C/ min) [28].

2.16. Attenuated total reflectance and Fourler-transform infrared (ATR/
FTIR) spectroscopy

To obtain more dehydrated membranes, samples were placed in a
desiccator with silica gel at room wemperature for two weels, The
samples were then digitieed with a Bruker FTIR spectrometer (Equinox
55 Model, Bruker Co., Ettlingen, Germany) and measured in a hor-
fzontal ATR device through a crystalline cell plate (45" ZnSe
80 * 10 mm; thickness: 4mm) (PIKE Technology Inc., Madison, WL
USA). Functional groups in the BC membranes were identified in a
spectrophotometer between 4000 and 400 cm 1Al SPEC T Werne e
corded after 32 scans with a resolution of 4 cm ~1 [26],

217, Construction of filraon sysbamns

Filters were constructed with polyvinyl chlorde (PVC) with internal
diameters of 25, 50 and 100 mm for use in the experiments (Fig, 1A)
The filters were constructed with a nylon screen as support for the
membrimes to avoid the deformation and tearing of the biomaterial
The BC membranes previously prepared with the same diameter as the
filter were coupled to the fltration system (Flg. 1 B, Ch, which was filled
with each type of oily solution to be treated. During the filtration
procedure, the pressure of the system was set at Tatm and each fil-
ration lasted 4min,

The membranes were tested 20 tmes under the same filtration
conditions to evaluate the oil removal, during the perod of four
months. During the experiments, the membranes were washed with tap
water at room tempera ture and stored submerged in dejiondzed water in
capped containers (1 L) under refrigeration (8 °C) untl use.
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Additonal experiments were carried out after calculation of the
higher and lower flow rates to verify the filtration efficiency of the de 6
day BC membrane (100 mm diameter) and of the 10-day BC membrane
(25mm diameter), during 30min, respectively, under the same op-
erational conditons,

218 Preporation of oilly emulsions

Oil-in-water emulsions were prepared with motor oil used in “flex”
engines, which areable to run on gasoline, VNG and aleohol. The motor
oil was type SAE 20W-50 and comtained a synthetic guand (PETROB-
RAS), comsisting of a paraffin-based lubricating oil [complex mixture of
hydrocarbons) and performan ce-enhancing additves,

Emulsions with concentrations of 10, 150 and 230 ppm of oil were
prepared, since 20 ppm &5 the maxdmum oil content permitted in in-
dustrial effluents according to current Brazilian legislation [6]. The
emulsions were prepared and homogenized for 15 min in an fce bath
uwsing a Hielscher ultrasonic processor (Hielscher UP400s, Teltow,
Germany) and evaluated in the stabilized forms with a nonpolar non-
fomic surfactant {polyoxyethylene sorbitan monolaurate — Tween 20)
added at a concentration of 0.5 %.

219 Daeminaton of ol concentration

A turbidity (NTU) versus oil concentration (ppm) curve was plotted
with the aid of the ALFAKIT turbidimeter for the determination of the
concentration of oil before and after Altraton through the BC mem-
brane.

2.20. Statistical analysis

The data from each test were analyzed statstically, Analysis of
varianee (ANOVA) was used o evaluate the significance of diferences
between factors and levels, Means were compared using Tukey's test to
identify what groups differed significandy from other groups
(p < 0.05), All data were expressed s mean and standard deviation
values.

3. Results and discussion
3.1. Production of BC membranes

The mean yield of the cellulose produced in terms of hydrsted
membranes was 4752 = 13,7 g/L of medium after 10 days (Fig, 2A)
and 195.0 + 195g/L of mediom after 6 days (Fig. 2B). For the dry
membranes, the yield was 269 = 012g/ after 6 days and
6.82 = 0.32g/ after 10 days. These yields are similar to those de-
scribed in previous studies involving the production of BC [4,12]. As
expected, the purfication step with NaOH favored the uniform ization
of the color and the removal of possible metabolites from the culture
medium adhered o the surface of the membranes, as illustrated in
Fig. 2, Afwer the purification step, the membranes were washed with
deionized water several imes to completely remove the alkali, until
netitral pH was obtained [19].

3.2 Water retention capacity

The WRL was determined after the 6-day and 10-day BC membranes
were completely dried unt] reaching a constant weight The WRC va-
lues are displayed in Table 1, The results confirm that both BC mem-
branes have a high percentage of water surpassing 98 %, as described
by Costa et al [12]. Despite the different fermentation dme, the water
content remained preserved for both membranes, This behavior can be
also observed even n different allematve fermentation media [30]

This water content gives the membranes hydrophilic and oleo-
phobic characteristics, as described by the contact angle obtained
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Fig. 1. Inner diameters (25, 50 and 100 mm) of PVC filters (A); BC membrane previously prepared with same diameter as filter coupled to filtration system (B) and

filtration systems in PVC (C).

(34.5 = 2.3°). The formed surface angle, between 0° and 90° is con-
sidered hydrophilic, thus increasing the contact of the water droplet
with its surface, which in this case, is fundamental to the efficient se-
paration of emulsions and oily mixtures,

Water contact angle is a vital parameter to reflect the wettability of
membranes. The wettability of the membrane surface, in tum, is of
great importance as it can directly affect the fluid displacement me-
chanism through the filtration system. With the contact angle obtained,
water can spread and permeate on the membrane surface, while the oil
present in emulsions cannot spread and permeate the filter surface due
to its hydrophilic characteristic, thus being retained in droplet form.

3.3. Pemeability to oil, flexibility and porosity

The BC membranes were tested with regards to permeability to oil
Without such, the oil would exude through the membranes over time,
thereby affecting the filtration efficiency. Tubes containing soybean oil
were covered with the membranes and placed topside down on filter
paper at room temperature at constant humidity. The results revealed
no trace of permeation through the membranes.

BC membranes have a large number of hydrophilic hydroxyl groups
and carboxyl groups that impede the absorption of oil molecules to the
surface of the membrane. Hu et al. [23] and Chen et al. [24] report
similar results for membranes made of potato starch oxidized with
glycerol as a plasticizer and cellulose sulfate (NaCS) plasticized with
glycerol incorporated with starch, respectively. The BC membranes also
exhibited excellent flexibility, remaining intact (Fig. 3B), after being
folded much more than 100 times, as illustrated in Fig. 3A.

The porosity of the 6-day and 10-day membranes was 76.12 % and
62.10 %, respectively. The reduction in porosity is explained by the

A

Table 1
Water retention capacity (WRC) of BC membranes obtained after cultivation.

BC memlyanes 6 days of cutivation 10 days of cultivation

Wet weight Dry weight Wet weight Dry weight

®) ®) (® ®

19.406 0269 47509 0.682
WRC (%) 9861 + 055 9856 + 061

increased fiber concentration of BC as the fermentation time increases.
Similarly, the blend compased of nanofibrils cellulose (NFC) and
polysulfone (PSF) produced by Ding et al. [25] showed a porosity of
73.70 %. It is worth mentioning that the increased porosity value en-
ables a higher water permeability, thus improving the separation effi-
ciency of the process.

3.4. Characterization of BC membranes by SEM

Fig. 4 displays the SEM images of the dried pure BC membranes. The
fiber network of the membranes was magnified 14100 times (Fig. 4)
after being produced in an alternative medium under the optimal
conditions previously selected by Costa et al. [12]. The figures show the
dispersion of the fibers and interfacial adherence. The structure of the
compact BC network consists of a random assembly of fibrils that form a
porous, three-dimensional network. Both membranes exhibited a re-
ticulated structure consisting of ultrafine nanofibrils, with the 10-day
membrane exhibiting a more linked and more closed structure (Fig. 4A,
B).

The width of the nanofibers changed with the increase in cultivation

Fig. 2. Wet BC membmnes after 6 (B) and 10 (A) days of cultivation.
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Fig. 3. The BC membmne after being folded much more than 100 times.

time and the thickness of the membrane also increased due to the
greater mass of BC formed. According to Hassan et al. [4], the structure
of BC tissue is unique in terms of porosity, compaction and water-
dghmess.

3.5. Mechanical assays

The results of the tensile strength (N), specific deformation (%) and
modulus of elasticity (MPa) tests are shown in Fig. 5. Tensile strength
was more than 100 % greater in the 10-day BC membrane compared to
the 6-day membrane. However, no significant differences were found
between membranes regarding the modulus of elasticity or specific
deformation.

As shown in the SEM images, the 10-day membrane has a denser
fiber structure, resulting in improved mechanical strength due to good
interfacial adhesion and the formation of strong interactions among the
fibers.

According to Almeida et al. [31], Gao et al. [32] and Costa et al.
[12], the water and agroindustrial waste products in the culture
medium serve as plasticizers, altering the mechanical performance of
membranes. The water in hydrated BC diminishes the number of bonds
between hydrogen molecules and reduces intermolecular forces. Thus,
hydrated membranes exhibit greater stretching and less tensile strength
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Fig. 5. Tensile strength (N), specific deformation (%) and modulus of elasticity
(Mpa) of BC membranes.

than dry membranes,
Considerable plastic deformation of the BC membranes was

View feict 129 Oee 32
SEM MAG. 141 b  Dalsowdy) 0110

View fleid 19
SEM MAG: $4.1 ks Date(mvdny s 8771714

Fig. 4. Scanning electron micrographs of dried 6-day (A) and dried 10-day (B) membranes.
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Fig. 6 X-ray diffractometry of BC membranes obtained after 6 and 10 days of culdvation.

observed prior to breakage in the form of an irreversible ductile facture
of the biopolymer. The propagation of cracks occurred slowly during
the tensile tests, The hydrated membranes did not retirn to the natral
(non-deformed state), demonstrating that the hydrogel does not have
elagticity when submitted to considerable stress, The water retained
among the BC flvrs was a determinant factor in this, as water acts as a
plasticizer and its absence makes the biomaterial brittle and hard,

3.6, X-ray diffroctomery

The CI was calculated based on the intensity of the peaks. The CI
wis 74.4 % for the 6-day membranes and 788 % for the 10-day
membranes (Fie 6), These results show that the increase in cultivation
tme incressed the crystall mity of the BC membrane.

Crystallinity has an inversely proportional relationship with the
porosity of the cellulose surface, Le, the larger the size of the crysmls
and the prodmity between them, the smaller the number of pores and
the lower the hydrophilicity of the polymer. The fact thar the pores
increase in size allows a greater amount of water molecules to penetrate
and be absorbed by the membrane, demonstrating an increase in the
degree of hydrophilicity [12]. In the case of the BC membranes, the
ncrease in crystallinity indicated a reduction in porosity, as calculated
and, consequently, less penetration of water, as also demonstrated by
the fltration results, Therefore, the 6-day membrane is more favorable
as a filter, gince the greater porosity increases the permeability of the
material in comparison to the 10-day membrane,

3.7. Thermogrovimetric analysis

The thermal stability of the BC membrane was inwestigated through
thermogravimetric analysis (TGA) of the samples obtained after 6 and
10 days. The outcomes are displayed in Fig. 7 and Toble 2.

The results show the occurvence of two steps of the loss of mass in
both samples. The first refers to the evaporation of the water remaining
in the membrane and the second regards the pyrolysis of the polymer,

During the analysis, the membranes produced in the altemative
medium exhibited an initial loss of mass up to a temperature of 80°C
due to the Joss of water, A second significant loss occurred around
300°C, which may be attributed to the decomposition of the mem-
branes. This loss of biopolymer mass may be associated with the de-
gradation of cellulose, involving the depolymerization, dehydration and
decomposition of ghucose units, Above 550°C mass loss rates were low,
and the burnt ashes corresponded to approxdmately 20 % of the mass of
the BC membranes. According to Costa et al, [12], agroindustrial waste
products used in the production of BC membranes confer greater
thermal stability 1o the biopolymer compared to membranes produced
in standard HS medium, Thus, the use of a byproduct in the production

Weight (%)

— Mays
2| — —BC 10-days

100 200 300 400 500 @00
Termperature ("C)
Fig. 7. TCA of BC (hacterial celluless) membrane.
Table 2
Thermal decom podtion data of BC samples obtained from TGA curves.
Samiple Stage 1 {C) Stage 2 )
Termem Tettmm Toam Temem Tettme T
BC 6dawa Kl 1 o0 271 ¥} ko]
BC 10-days ] 16 93 P aaqn 319

of BC membranes could help reduce the production cost, confer bene-
ficial charse teristics to the membrane and minimize the environmental
impact, thereby aggregating economic value to the membrane,

The maximum deposition temperatire of a product s a criteron of
thermal stability. Thermal degradation is affected by variable structural
factors, such as molecular mass, crystallinity and the arangement of
the fbers [33]. As the maxdmum decomposiion of the membranes
cocurmed at 328 and 344 °C, the BC exhibits good thenmal stability, This
property can be considered positive in terms of the industrial applica-
tions of the biopolymer, which will remain intact under operatonal
conditions at high temperatures (250°C),

3.8, Atenuated totol reflectonce and Fourier-transform infrured (ATR/
FTIR) spectroscopy

Fig. 8 shows relevant regions of the FTIR spectra for 6- and 10-days
BC membranes. The main bands of the pure BC can be attributed o the
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Fig. B. BC spectra.

stretching of the OH group (3286 cm "), CH stretching of alkanes and
ssymmetric CH, stretching (2921 em '), C—0H and CH deformation
{1399 cm ™ '), These are the main atiributes that characterize a pure
bacterial cellulose, proving that the membranes produced in the alter-
native medium in the present study are composed of pure BC

3.9, il removal efficiency of filration systens with BC membranes

Table 3 shows the oil removal efficiency of the Altration systems
with the BC membranes obtained after 6 and wen days of cultivation.
The table displays the volumes filtered by the systems for 4 min at 1 atm
amdd the quantity of oil remaining in the flvered water,

Maximum efficiency (100 %) was achieved with the different fil-
tration systems, as all oil was removed from the emulsions through a
mechanical separation mechanism, since the membrane has nanometric
dimensions, Moreover, the BC membranes produced after 6 days had a
higher filtration flow rate, reaching nearly twice the volume of filtered
emtilsion with the same removal efficlency as the membrimes obtained
after 10 days of cultivation. This is explained by the crystallinity index
{74.4 % for the 6<day membranes and 78.8 % for the 10-day mem-
branes). According to Hassan et al. [4] and Costa et al. [12], crystal-
linity Is inversely proportional to the porosity of the cellulose surface,
Larger pores enable the greawr penetration of water molecules, Thus,
the increase in the crystallinity of the biopolymer indicates a reduction
in pore size and consequently a lower flow rate. These Andings favor

Table 3
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the use of the 6-day BC as a Altering membrane under the conditions
studdied herein. A plausible explanation for a slower filtration rate for
the 10-day membrane would be the presence of more layers without
proper alignment armrangement

The mechanical assays (Fig. 5) show that the tensile strength of the
10-day membrane was 100 % greater than that of the 6-day membrane,
This indicates that, despite the lower flow rate, the 10-day membrane is
maore indicated when higher pressures are used, as it supports twice the
amount of force as the 6-day membrane,

The oil removal rate in these experments was higher than results
described by Silva et al. [34] and Chaprio et al [35], who used a classic
separation method (dissolved air flotation) and respectively schieved
90 % and 92 % ol removal rates from oily waters, Hassan et al. [4] used
BC and crosslinked cellulose nanofiber membranes and found removal
rates of 98.3 % and 92.9 % of castor oil from a stabilized emulsion,
respectively,

Recently, other types of membranes have also been successfully
vested in the treamment of oil-water emulsions, Microfiliration carbon
membranes (MFCMs} have been used for the reatment of emulsified
aily wastewater, However, MPCMs shows the restriction from the de-
fictency of inferior oll removal about 70 % in the absence of any means
of reinforcement. To improve oil removal by these membranes, poly-
acrylonitrile  (PAN)-based microspheres have been incorporated
Results demonstrate that with the addition of microspheres the oil re-
moval can reaches 93,6 % [36], High pefformance diatomite hybrid
microfil tration carbon membranes (MFPCMs) were also developed for oil
removal from oily wastewater. The maxdmum ol rejection achieved
was 98.2 % for 200mg/L oily wastewater [37]. A hydrophobic poly-
vinylidene fluccide (PVDF) membrane was also modified through a
facile co-deposition strategy to improve its hydrophilicity and re-
sistance to oil-fouling by reaction and co-deposition of tannin acid (TA)
on the surface of membranes, The optimized membrane wis endowed
with superhydrophilicity and underwater superoleophobicity. [t
showed reusability and sustainability in separating various oil-in-water
emulsions with 96 % effidlency [28].

Another important aspect is that the BC membranes in the fltration
systems in the present study were deaned and reused 20 times. During
this process, the membranes shape, thickness and porasity maintained
unaltered, thus demonstrating the considerable strength and durability
of the bMomaterial, which continued to retain 100 % of the oilunder the
conditions tested in this research. New tests performed over 30 min
(Table 4 and Fig. 9) to understand the filration behavior over a longer
separation time showed that even with a longer period the flow rate
through the membrane remained constant and Altration matntained
100 % of its efficdency for oil removal, with the 6-days and 10-days
membranes showing volume wvalwes of 101632 + 423ml and
64.3 = L17mL, respectively. As can be seen in Fig 9, the membrane

Removal of oil from emulsion with oil concentrations of 10, 150 and 230 ppm through flration systems 25, 50 and 1400 mm in diameter with BC membranes (6 and
10 days of cultivation) for four minutes at | atm (data expresed as mean and standard deviation].

B Comcentration of Filter diameter {mm)
bz s adl in emulion
(ppm)
n S0 jLEi]
Filtered volume  Come. of gl Qil emoval  Fllersd valone  Cone. ofnil 06l emoval  Filersd wolume  Cone. of ol O memoval
(il 4 min) in filered  efficiency {mL/4 min]} in filtered  elficiency (ml/ 4 mind infilbersd  efficency
water (%) waler %) water 1)
{ppam) {ppan) (ppem)

Oititar et 10 1458 + 052 00 100 % A 68 + 229 {1 11] 100 % 14979 + 250 DO 1D %
aheré 150 1349 = 0.EE LT 100 % T8+ 072 o0 100 % 14500 = 147 00 104 %
days T3 1336 + 1.16 L] 100 % .60 = 130 o0 T % 147.14 = 162 00 100 %

Oibtained 10 928 + 0.33 L1 100 % 2.13 + 204 [ X1} 100 % BBA3 + 203 04 100 %
afer 10 150 912 £ 0.14 [ T1] 100 % I46 £ 209 o0 T B BSSE = 131 0o 100 %%
das 30 900 + 010 {111} 100 % .92 + 153 [1E1] 100 % 5050 + 046 [1E1] 100 %
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Hemoval of oil from emulsion with oil concentmations of 10 and 230 ppmﬂlr\nuy! filtrationsysems 25 and 100mm in diamater with BC membranes (6 and 10 days of

cultivation) for 30 min at | atm (data expressed as mean and gandard deviation ),

BC Membranes  Concentration of od in emilion

Flier dismeter (mm)  Filtered volime (mL / 30 min)  Cone. of 6dl in Gltersd water

il removal efficiency (%)

{ppm} {ppm )
& days 10 10 101632 + 4.28 o0 100
10-duye 230 5 843 + 117 0.0 100
120 Acknowledgments

Permesgtion Flux (Lh.m®)

0o 0,1 02 0.3 04 5
Time {h)

Fig. 9. Oil separation performance in water permeation flux versus runtime for
the 100mm BC's filter.

showed a water permeation flux stabilization during the final Altration
intervals, Another important point concerns the biodegradability of the
membrane, that is, there is no pollution mechanism by this membrane
since BC is biodegradable, BC pellicles are degraded by microorganisms
at room conditions, as described in the literature [29 407,

4, Conclusions

Studies involving the use of BC membranes as filters for oily waters
will continue identifying physical and chemical reference values for this
type of effluent. However, the present experiments clearly show the
potential of pure BC membranes obtained using an altermative mediom
a8 efficient filters for the separaton of oily mixures in indusirial set-
tings, The high wet strength of BC, its nanoporous structure and ability
o remove micro-sized contaminants make it a pood candidate for en-
vironmental-friendly flration membranes. Future studies should focus
on the difference between the fltration of a smbilized oily emulsion and
a non-emulsified solution. The additional characterizatdon of BC
membranes will support the use of this biomaterial a8 an indusirial
biotechnological filter.

5. Author contribution statement

All authors contributed in this work. Jaudio José S, Galdino Jr.,
Alexandre D. Maia, Hugo M. Meira, Thais C Souza, Julia D. P, Amorim
and Fabiola C. G. Almeida carded out the experiments, Andeéa F. S
Costa conducted formal manalysis. Leonie A Sarubbo designed the pro-
ject and analyzed the data Andréa F. 5 Costa and Leonie A Sarubbo
wrote the manuscript, Leonie A, Sarubbo performed manuscript editng
and final improvement.

Declarations of Compoeting Interest

None,

This study received funding from the Brazilian fostering agencies
Fundagdo de Amparo é Ciénda do Estado de Pernambuco (FACEPE [State
of Pernambuco Science Assistance Foundation]), Coordenagdo de
Apafacoammto de Pesspal de Nivel Superior (CAPES [Coordination for
the Advancement of Higher Education Personnel] — Code 001), Conseho
Nacional de Deservolvimento Qientifico e Tecnoldgico ((NPy [Nadonal
Council for Scientific and Technological Development]) and the
Research and Development Program of the Agéncia Nocional de Energia
Elfprica (ANEEL [National Electrical Energy Agency]), The authors are
grateful to the laboratores of Unbersidode Caflica de Pemambuco
[Catholic University of Pemambuco], Univesidode Federal de
Pernambuco [Federal University of Pemambuco] and Insttuto Avancado
de Tecnologia ¢ hovagdo [Advanced Institute of Technology and
Innovation], Brazil

References

[11 Q. Wen, DI Fang, L Yu, J. X, Zeolitecmted meash film for sficient oil-vater
separation, Chem. Sei 4 {2013) 591-595, httpe//dod arg A0 1039 2SCI1 770

[2] 5. Tan, ¥. Wang, Synthesis of hiemmhically porous glica fim with contmllabls
surface wetlability, Tnt. Nano Lett. 4 {2014) 1-6, litpe //dol ong, 101 6Ty s 00683
140102y,

[3] F.CP. Rocha & Silva, NMP. Bocha e Silva, JM. Luma, R0, Bufing, VoA Santos,
LA Sanibbo, Dissolved air lotation combined 1o bosudfactans: a clean and «ff
cient alfernative to trsal ndustrial oily water, Rev. Envimon. Sci Bistechnal. 17
{2018) 591602, Inipe: //delorg L1007 51115701 B-S477-y.

[4] E Haman, M. Hasman, B Abouseid, L Berglond, K Cleman, Use of bacweral cal
lulsse and cromlinked ¢ ellilse namofibers membrmes for memoval of od from od-
in-water emmilsons, Polymen 9 (2017) 388, hitpa/dol org 10 3380/
parl v 0 TER,

[5] H. Zhy, Z, Gua, Undberstanding the separmation of adl/water mixtuns from im
micitle 1o emilson on super-wettable surfaces, I Bionic Eng. 13 (2016) 1-29,
hnpssSdod 0rg 10,101 651 67 2-652%( 14 )601 56-61

[5] Brasil, Didrio Oficial Repiblica Federativa o Brasidl, Resduegio ODMAMA 430,
= hirpedSwewwlmma gov brport conamny legialee . clirPood]epi = 846 =
anoesoel W1 MR (IH11L

[7] F.CP. Bocha & Silva, NMP. Rocha e Silva, AE Mowra, A Galdine, LML Luma,
R0 Pafing, VA Samtos, LA Samubba, Effect of biosurfactant additiom in a pilot
seale Disolved Air Flotation system, Sep. Sa. Technol 50{2015) 618-625, hitps://
dheri g /10 TOBD, D1 965 201 4957315,

[B8] L. Yaun, 5. Hog, ML L ¥.5 LI, Application of the A3 PYDF iahodoimpesd te
tubular wltm filtrenion (UF) mem beme for odly wastews ter treatment and its ant
Fouling revesrch, Sep. Pudf. Technnl. 66 (204040 347-352

8] Le= EF, Amet T.C, DL Matta, A review of reverss camisis membrane moterials b

desilina tion-developmean 1o date and fnere patertial, . Membr, Sci. 370 (2011)

1-22 b/ Aol org 1001016/ mensel 201 0. 12 036,

¥. Okita, 5. Fujisawa, T_ Sail, A lsgai, TEMPO-axidived collulose namofibrils

dispersed in organic solvents, Bimaernamole citles 122 {2011) 518522, hittpes/

dodorg /101021 Bm 101 255x

[11] F.P. Gomes, NH.CS. Silva, E Trovati, LS Serafim, MLF. Duarte, ALD. Sivestre,
. Paseoal Meto, L5 R Freire, Production of bacterial celhilote by Gheonoesob o
soechad wsing dry olive mill msdue, Biomas Bioensergy 55 {2013) 205-211,
btk 10,1 D167, il oe DT 302004,

[12] AES Costa, F.OG. Almeida, GM. Vinhas, LA, Saruble, Production of bacterial
cellilse by Glconacsmbacter haneeai ading com seep liquor a5 nutdent soumes,
Fronl. Micmbiol 8 {2017) 1-12, litpe ol org/1 03380 Fmich M1 7 O302T.

[13] D W X. L C. Shen, J. Lu, L. Chen, G. Xia, Decmemsed ethy] carlumate generation
during Chinese des wine Eonentition by Esruption of CARD boan industrial yeast
strain, Int. £ Food Microbiol 180 (2014) 19-23, hitpe /dol org/ 18R 10167,

j foetiderid oo 201 4 04 00T

[14] AW. Carpenter, 5-F. Lannoy, MR Wissner, Cellulose tanamaterials in water
treatment technokigies, Enviran 5o, Technol. 49 (2015) 3277-5287, haps:r) doi
oy 101021 /e Sea5 11,

[15] H. Sai, R. Fu, L Xing L Xiang Z. LL F. U, T. Thing, Stcfce modification of bac
terial cellukise serogels’ web-lke sheleton for ol veater separation, ACS Appl,
Mater. Interf, 7 (2015 73737735,

[ 10



Galdino, C. J. da S. J. Avaliacao do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ...

A5, Gakiino, &t al

&l

7

18]

=]

[24]

F. Wandchapichant, & Kaewmpparat, K. Buaking, W. Puthai, Characterization of

cellulose membranes prduced by Acstoboacssr oyllimem, Songklanakarin J. Scl.

Technal 24 [200F) ES5-862

AL Maumer, EY. Les, P Lahtinen, M. Halalaht, T. Tammelin, K. [, A Bizmanck,

Nanopmpers for onganic 3olvent nanofiltmation, Chem. Commim, (Camb.) 50(2014)

5780781, hitpe /dod orgy 10 1039 CADCDO46T AL

M. Takai, F. Nonomurs, T. Inukai, M. Fujivara, & Hayashi, Filtmtion and per

meatioh chameterdstios of bacteral celllone composite. Sen'l Gakkaishi 47 (1991)

1189-129.

5. Hestrin, M. Schramm, Synthesis of cellulose by Acstobacer xylinum. Preparation

of freeze dried cells capable of polymeriing glicoss to cellubse, Biochem. I 58

(1954) 345-352, hitpe //ilod omg /10,1 042/ BSEOTAS .

B3, Hungund, &G Gupta, bnproved production of bacterial celluloss fram
pemimmonis GH-2, L. Mic. Biochem Technol 2(20010) 127-133,

hatper /febod 0rg 104 172 D46 S046.1 (D0TT .

DK Santos, HM. Meira, R.D. Rufing, JM. Luna, LA Sarubba, Biosurdactant

pracluctiom fraom Cevdida Spoalveim in oreactor andevalustion of its toxicity for

application 25 a biremediation agent, Proces Biochem. 54 (2017)20-27, hitpe 7

dioi g/ 10,1016, prochio 200 6.1 2020,

Z Li, L Wang, J. Hua, 5. Jia, 1. Zhang, H Liv, Production of nano bacterial cellulos

from waste waer of candied jujube processing industry using Acembacrer sy linum,

Carbohydr. Polym. 120 {(2015) 115-119, hitpse//doi o 101016/ Fear bpol 2014,

11.061.

G. M, J. Chen, L Gao, Prepamtion md charscteristies of oxidized potato stamch

films, Carbohydr. Palym. 76 (2009) 291298, litps-// e org /10,101 6,] fondehen .

2011100940,

G. Chen, E. Zhamg, J. Zhao, H. Chen, lnproved proces for the production of cel

lulose sulfate using sulfurie acid /e thanol saution, Carbohydr. Polym. 85 (2013)

332-337, htye /idoi g 101016/, carbpol 201303 003

. Ding, X. Liw, ¥. Liw, L. Zhang, Enhancing the compatibility, hydrophilicity and

mechmical roperntiss of polysulfme wlimfilration membrnes with lgmocsldoss

nanofibrile, Polymers 8 (10) (2016) 349, hitpe /ol org 10 5990/ ol ywm BI00349.

0.G. Rethwisch Jr., DUC William, Ciéncis e Engenharia de Matedaic Uma

Introdlisgfio @ LTC Rio de Janeing, Braeil 2016

5. Park, L0, Baker, ME Himmel, P& Parills, DE. Johmon Cellilose erystallinity

incder mensmrement techniques and their immpot on interpreting celhilase perdfor

mance, Biotechnal. Bichrel I (2010) 10 [Cnline] Available hirpes swv,

bt chnal ogy for blodueb_oom, sontent,/ 3 1710,

E.E Kiziltss, A Firiltag, DY Ganlner, Synthesi of bacteral celulose using haot

witer extracted wood sugan, Carbohydr Palym. 124 (2015) 131138, lorm ) dol.

org/ 101016/ jwpe 201 E.01 013,

N. Limpan, T. Prodpran, 5. Benjakul, 5. Pmsmpmn, Infhences of degrees of hy.

dralysis md molecular weiglt of palv(vind aleohol) (PVAJ on properties of Fh

[ 35]

[3:]

[z

1%

(3]

[ 35

[ 36

137

[38]

38

(401

92

Procesy BIGCRemssry X000 {0000} 00r-a0y

myeibrillar protein/PVA Hend filme, Food Hydmooll 29 (2012 Z26-233, latpass)/
ol 0rg 10100 65T Fonrdhyd 2012 0007

J P Aamorim, CJ5 1 Galding, AFS. Conta, JFH. Mo, LA Samubag, Poteitial
evahaton of bacterial cellulose for cometic application, Brailian Journal of
Development 5 {2019) 18457- 18462, hitpe //doi omg /10,341 17/ bidv 1 0-096,
LE. Almeida, A R Marting, EM. Femandes, MB Oliveira, VM. Comelo,

L. Pashkuleva, o al, New biotesdiles for tisses engimeering: development, char-
acterization and in vitro celular viahility, Acta Biomater. 9 {2013) E167-8181,
lebtpas fidani orp 101016/ acthia 21T 05019,

X. Gaa, Z Shi, P. Ku'smienceyk, © Liw, G. Yang, I Sevectianov, Tim e dependent
rhendagical behaviow of bacteral celluloe hydrogel, Mater, Sci Eng 58 (2016)
153-158, hpe=//dad ong 101016,/ e 01508019,

A Vangues, ML Foresti, P Cermutti, M. Galvagne, Bacterial celuloe from simple
and low cost production media by Gluconacembacter sypline, 1 Pabyin Envima 21
{2013) 545-554, horpa /Adodong 1 001007 AL052400 2-0541 -3

F.CP.R Silva, NPPR. Silva, LA Silva, PP.F. Brasileiro, LM Luna, BD. Rufing,
VA Santos, LA Sarubbo, 0 removal sfficiency forecast of a Digsobeed Air
Flotation (DAF) reduced scale prototype using the dimensonless monber of
Damkishler, J. Water Prooss Eng. 23 { 2018) 45-49, hirps=/ doi o/ 10.1016/5.
Jwpe 201801015,

W1, Chapris, R.CF. Soares da Silva, RD. Rufine, JM. Luna, V.A. Santo,

LA Saruibln, Fermulation and application of a bionmfactzmt from Bacillin amethy.
lotreplicns w8 collector in the Aatation of oily water in industdal endmnment, L
Biotechnol 285 (2D18) 15-23, hitpe:// dod org /10,100 &5 fhioter 20780800 6.

X Homg, B. Thang, X Thang, ¥. Wu, T. Wang, J. Qiu, Tailering the strictire and
property of micofilmation crbon membranes by polyacry londtrile bated o
apheres for ol water emmibsion ion, L. Water Process Eng. 32 (2009) 100973,
» hitpre/ ol o g/ 10101 6/ Jwpe 2019100973

X Thang, B Thang, Y. Wu, T. Wang, J_ (i, Preparation snd charactertoa fion of a
diztomite hybrid microfilration carbon membras for olly wastewater treatment,
1. Taiwan st, Chem_ Eng. B3 (2018) 3548, httpe //dol org 101016/ jtloe 211 B
04085,

¥. Sun, Y. Fong, K. Yang, M. Zhang, & Fang, L. Fhang, X. Xiao, Surface hydmphilic
muodification of PVDF membrmes besed on tammin and switerionie substance to-
weanld effective ol inowater emilsion separation, Sep. Por. Technol . 234 (2000)
116015, , Iittpas//dal o /1010164 seppur 2015116015,

MW, Ullah, M. Ublslam, & Khan, Y. Kim, LK. Park, Innovative procuction of hio-
cellulise tising a cell dree system derived fram a single cell line, Carbohydr, Palym,
132 [2015) I86-294, hitps/ /dolarg 10,1016, J.carbpal 2506, 0.

WL Islam, MUW. Dllak, 5. Khem, N. Shab, JE. Park, Strategies br cmt effective and
enhmmosd production of bacterial cellilote, Int. J. Biol Macromel 102 (20173
1166-1173, httpe //dol org 101016 | [ iemac 2001 7.04.1 100



Galdino, C. J. da S. J. Avaliacado do potencial da celulose bacteriana no tratamentode ... 93

313
CE DI
t CHEMICAL ENGINEERING TRANSACTIONS

VOL. 74, 2019 The Italian Association
af Chemical Enginesring
oniing 3t www.cegoumal. it

Guest Editors: Sauro Pieruccd, Tt Jaromir Klemes, Laura Piazza

Copyright & 2019, AIDIC Servizi S.r.l.

ISBN 978-88-95608-71-6; ISSN 2283-9216 DOI: 10.3303/CET1574053

Evaluation of the Potential of Bacterial Cellulose in the
Treatment of Oily Waters

Claudio J. S. Galdino Jr*® , Hugo M. Meira®®, Thais C. Souza *°, Julia D. P.
Amorim®, Fabiola C. G. Almeida®, Andréa F.S. Costa®, Leonie A. Sarubbo™®

a Catholic University of Pemambuco. Principe Street, 526, Boa Vista, Zip Code: 50050-000, Recife, Pernambuco, Brazil

b Advanced Institute of Technology and Innovation (IATI), Joaguim de Brite Street, 218, Boa Vista, Recife - PE, Brazil

o Center of Exact Sciences and Mature, University Federal of Pemambuco (UFPE), Prof. Moraes Rego Av., 1235 - Cidade
Universitaria, Recife - PE, Zip Code 50870-201

d Agreste Region Academic Centre, Federal University of Pemambuca, Campina Grande Avenue, s/n, Nova Caruaru, Zip
Code: 50670-80, Caruaru. Pemmambuco, Brazil

leonie@unicap.br

Cellulose is the most abundant biopalymer on the planet and has a wide range of applications in different
industrial sectors. Environmenial preservaiion policies, on the other hand, promoie the development of
research to replace vegetable cellulose (VC), due to the fact that its production causes several damages to
the environment. In this way, bacterial cellulose (BC) appears as a promising altemative to VIC, since it diffiers
from its vegetal similar mainly because it presents fibers of a nanometric character against the micrometric of
the vegetable, which gives it excellent mechanical properties like greater purity, higher index of crystallinity,
higher water absorption power and higher tensile strength. Thus, the present study was carmed out for the
development of a filter base on the use of BC membrane for the freatment of oily waters. BC membranes were
inifially produced in an altermative medium based on com steep liquor (industrial waste) due to the fact that the
standard production medium (HS) represents a high cost for the production of BC on an industrial scale, since
is formulated with synthetic compounds. Then, wet BC membrane samples were punfied and tested as filiers
for the separation of oily waters with oll concentrations of 10 ppm, 150 ppm and 230 ppm. The experiments
were performed in friplicate and showed 100% removal of the ol present in all samples. Vanables such as
flow rate, filter diameter (25 mm, 50 mm, 110 mm) and production tme of the membranes (6 and 10 days)
were evaluated in a filiration system constructed in PVYC. By showing that the filiration rate increases
proportionally to the filter diameter, it decreases from the 6-day membrane to the 10-day membrane. The
mean water mass present in both & and 10-day BC membranes excesded 98%. The wet BC membranes
presented satisfactory results in the mechanical assays, however the 10-day membrane supported 100%
mare in strength (M) than the G-day film. The results obtained in this study showed the potential of this new
nontoxic and efficient hiodegradable matenal in the separation of water/oil mixtures generated in industrial
environments.

Keywords: Bacterial Cellulose, Gluconacefobacter hansemi, Industrial Waste; Filtraiing Membranes; Filiration;
Oily Water.

1. Introduction

To achieve the goals of sustainable development, it becomes essential to the rational utilization of natural
resources management, which will require the use of new technologies. Among the technologies which have
the potential to contribute to sustainable development, biotechnology has a lot to offer, especially in the fields
of large-scale production of phamaceuticals, food, energy and domestic waste water treatment plants. There
is no doubt that biotechnology is the science that will revolufionize the production and supply of biomaterials
(Rizwan et al., 2018). Among the possibility of delivering new hiotechnological materials, is worth mentioning
the cellulose production. Cellulose is a natural polymer produced by plants. It is widely used in biorefinery to
produce second-generation biofuels (Giuliano et al., 2015). However, the increasing demand of VC, increased
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deforestation and global environmental issues. Although the plants are the largest sources of cellulose,
several types of bacteria, that use carbon and nitrogen sources available in the culture medium, are capable
of producing celilose. Baclena belonging fo different genres, such as Sarcing, Agrobactenum and
Gluconacefobacter, are capable of producing BC or hiocellulose (Costa et al, 2018). it shows high punty,
since it is not associated with other components such as hemicellulose and lignin as the VC, and due to your
nanofibrllar 3D network, shows water absomtion capacity (the initial membrane has approximately 99%
water) and high tensile strength (Costa et al., 2017). These unigue properties, in conjunciion with other
features, such as hiocompatibility and biodegradability, resuliing in a renewable character and in a wide range
of applications in the biomedical area and several other technological areas (Vasconcellos et al, 2018). On
the other hand, new perspectives of application appear due to nano-sized and hydrophilic properties of this
hiopobymer, as your possible use in separation of oily residues. Research to develop asrogels of BC obtained
by addition of chemical additives for hydrophobization have been described in the literature for the separation
of solvents and oils spilled on marne environment, afthough this technology still reguires a high capital
imvestment, which makes impracticable the process in industrial level (Carpenter et al, 2015). However, the
use of the membrane as a filter of water and oil mixiures generated in industrial environments has not yet
heen described. In this sense, the objective of this work was to test the feasibility of application of BC films
obtained in an altemative medium as an efficient filter for the separation of oily residues in water and oil
mixturas generated in industrial environments.

2. Materials and Methods

2.1 Materials
Peptone, Glucose, ciric acid monchydrate, yeast exiract, sodium hydroxide and agar were purchased from

Merck Ltd., United States. Com steep liguor (CSL), was obtained from local companies in the state of
Pemambuco, Brazil

2.2 Microorganism and Culture Conditions

A strain of Gluconacstobacter hanseni UCP1619, obiained from the culture collection of Nucleus of Resource
in Environmental Sciences from the Catholic University of Pemambuco, Brazil, was used for the BC
production, The strain was maintained in the HS medium descrbed by Hestrin and Schramm (1954) and
modified by Hungund and Gupta (2010). The liquid medium contained 2.0% glucose (wiv), 0.5% yeast extract
(wiv}, 0.5% peptone, 0.27% MNa:HPOQ: (wiv), and 0.15% citnic acid (viv). BC was produced in the modified HS
medium, which has the following composition: 1.5% glucose, 2.5% CST, 0.27% Na sHPO,, 0.15% citric acid,
pH 5 (Costa et al, 2017).

2.3 Synthesis of Bacterial Cellulose

For the synthesis of BC was divided into four steps: activation, pre-inoculum, inoculum and cultivation in the
modified medium. First, for the activation phase the strain was inoculated into HS-agar medium and incubated
at 30°C for 48 h uniil growth. Then, the grown cells were transfermed from the activation to the pre-inoculum in
static conditions for at 30°C for 48 hin liquid HS medium, then, 3% of the pre-inoculum was fransferred {o the
iroculum in the modified HS medium, under the same conditions, and further expenments were done after 6
and 10 days.

2.4 Percentage of Water Retention (PWRE)

Three 6-day wet membranes, which was observed to be the minimum amount of days to obtain a uniform and
filter-resistant membrane, and three 10-day wet membranes, which is the amount of days suggested by
Hestrin and Schramm (1854), of BC were weighed and dried in the oven in order to completely remave the
water to constant weight Then the PWR was obtained using Eqg. (1):

PWR I:%] = I:Me:su ofthe wet weights — Mean of the dry welghm } % 100% “ :I

Mean uf the wet welghs

2.5, Construction of Filtration Systems and Preparation of Oil and Water Emulsions

In the experiments, filiers were made of PVC with intemal diameters of 25 mm, 50 mm and 100 mm. The
filters were constructed with a steel screen as support for the membranes, avoiding the deformation and
tearing of the biomaterial. The BC membranes previously prepared with the same filter diameter were coupled
to the fittration system, which was filled with each type of oily solution to be treated. During the filtration
procedure, the system pressure was set at 1 atm (gauge pressure). Since 20 ppm is the maximum limit
allowed for i value in industnal effiuents, according to the Brazilian legisiation (Brazil, 2011), emulsions with
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10 ppm, 150 ppm and 230 ppm of oil were used in the expernments to test the membrane. These emulsions
were evaluated in the forms stabilized with non-ionic non-polar surfactant.

2.6. Analytical Determinations

For the study of oil concentrations before and after filtration by the BC membrane, a curve of turbidity (NTU)
vs. oil concentration (ppm) was plotted with the aid of the ALFAKIT Turbidimeter and Excel 2016. With the
curve and the eguation, it was possible to ohiain the oil contraction before and after the filtration from the
turbidity reading.

2.7. Scanning Electron Microscopy (SEM)

For SEM, pure BC samples of 6 and 10 days previously dred the dried was mounted on a copper stub using
double adhesive carbon conductive tape and coated with gold for 30 s (SANYU ELECTROM). The SEM
phatographs were obtained using a scanning electron microscope (JEOL, JSM-5600 operating at 27 KV.)

2.8. Tensile Strength Testing of BC

To characterize the mechanical properties of BC (6 and 10 days), tensile strength (M), tensile strength at peak
load (MPa) and elongation at break (%) were determined basaed on Rethwisch and William (2016). Samples
were cuf into rectangular strips (2 x 7 cm). The tensile test was performed at room femperature at a speed of 5
m/min and a static load of 0.5 N using a universal testing machine (EMIC DL-500MF, Brazil) following ASTM
Method D382,

2.9, 0il permeability and Membrane Flexibility

3 g of soyhean oil were placed in a glass tube (intermal diameter: 25 mm and outside diameter: 27 mm), and
then a piece of BC (10 and 6 days) of 50x50 mm size was pressed firmly into the open end to seal the tube.
The tube was inverted by placing a filter paper on the glass slide, and then observed whether the soybean oil
pemeated the membrane over time. Ohservations were made on at least five samples after 3 days of storage
(Hu et al., 2009, Chen et al., 2013). For the membrane flexibility, the BC film was folded 100 times in the same
stroke to test its flexibility. The film is evaluated as good if there is no visually chserved slit. Folding times were
recorded until ruptures appeared in the film. The flexibility of the film was correlated as poor (times <20), mean
(20 = times <50), good (50 = times =100) and excellent {imes = 100) (Chen ef al., 2013).

2.10. ¥ray Diffraction (XRD) Analyses

Yray diffraction pattems of the BC were measured with a Phillips X'pert MPD diffractometer using Cu Ko
radiation. The crystallinity index (Cl) was measured as x (%) = (Imax - Imin) { Imax x 100%, where Imax is the
height of the peak at 26 = 22.5 and Imin the minimum betwesn the peak at 8 = 22.5 and or peak at 28 = 16.3
(Gomes et al, 2013).

3. Results and discussion

3.1, Production of BC Membranes

The average yield of BC hydrated membranes produced during 10 and 6 days was 475 and 194 g/l of
medium, respectively, whereas in terms of dry membranes, yields of 6.82 and 2.69 g/l were obtained after 10
and 6 days, respectively. The NaOH purification step favored color uniformity, removal of the metabolites and
possible residues from the culture medium that were adhered to the surface of the membranes.

3.2. Percentage of Water Retention (PWR)

The wet BC membranes were weighed and dried in the oven in order to completely remove the water to
constant weight, the mass values were obtained and then the PWR was calculated as described in Table 1.

Tahie 1 — Wet, dry weights and wafer retention percentage of BC membranas obtained affer 6 and 10 days

BC obtained after 6 days BC obtained after 10 days
Wet weight (@) Dryweight (g)  Wet weight (g) Diry weight (g)
Mean 19.406 0.269 47.509 0.682
PWR (%) 98.61 (%) 98.56 (%)

The results confirm that the BC membranes present a high-water activity, as described by Costa et al. (2017),
reaching over 98%, being this property one of the fundamental characteristics for its efficiency in the
separation of oily emulsions, giving it a hydrophilic and oleophobic characteristic.
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3.3. Qil Permeability and Flexibility

BC membranes have been fested for il permeability, otherwise the oil will exude through the membranes
over fime when they are used for filtration of oily mixtures, thus affecting filiration efficiency. The tubes
containing soybean oil were covered with the films and placed inversely on the filter paper at room
temperature and humidity. The results showed that the soybean oil showed no trace of permeation through
the films. In fact, BC membranes have many hydrophilic hydroxyl groups and carboxyl groups, which prevent
the adsomption of o molecules on the surface of the membrane. Similar results were observed by Hu et al.
(2009} and by Chen et al, (2013) for glycerol-oxidized potato starch-hased films as plasticizer and cellulose
sulphate (NaCsS) plasticized with glycercl incorporated with starch, respectively. BC membranes also exhibited
excellent flexibility as they remained intact for folding for much more than 100 times.

3.4. Characterization of BC Membranes by SEM

Figure 1 shows images of the pure dry BC membranes. Figure 1a shows a BC membrane screen of 6 days, in
which a network of nancfibres of cellulose arranged in a random way' is observed. The visualization of the fiber
network increased 14,000 and 17,000 times and exhibited the images of the surface of BC of 6 days (Figure
1a) and 10 days (Figure 1h), showing fiber dispersion and interfacial adhesion. Both films exhibiied a cross-
linked structure consisting of ultrafine nanofibrils and a difference in structure is observed, the 10-day
membrane (Figure 1B) having a more linked and closed structure as shown in SEM images below.

It was found that the width of the BC nanofibers changed as the harvest ime increased, and the film thickness
obtained also increased due to the larger mass of BC being formed. According to Hassan et al. (2017), the
fabric structure of BC is unique in terms of porosity, compaction, waterfightness and wet strength. |t is
important to note that due to these characteristics, the filtration of the oily solutions was possible, and it is also
possible to understand the difference of the flow rates obtained betwesn the membranes obizined after 6 days
(higher flow) from the one obiained after 10 days.

Figure 1. Dry film scanning electron micrograph of BC obtained after (4) 6 days and (B)10 days.
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Figure 2, Tensiie Strenagth (N), Specific Deformation (%) and Modwlus of Elasticity (MFa) of samples of BC
obtained affer 6 and 10 days.

3.5. Tensile Strength Testing of BC

The results of the maximum tensile strength, specific deformation and moduius of elasticity of BC membranes
are shown in Figure 2. The maximum tensile strength (N} of the 10-day BC membrane was increased by
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100% in relation to the 6-days membrane. However, the values of modulus of elasticity (MPa) and specific
deformation (%) did not differ much, as can be seen in Figure 2. As can be evidenced by SEM images, shown
earlier (Figure 1), the 10-day BC membrane has a denser fiber structure, resuiting in improved mechanical
sfrength due io good interfacial adhesion and the formation of strong interactions between its fibers, which
Jjustifies the tensile strength result obsenved in the graph to be twice the value presented for the G-days
membrane.

3.6, X-ray Diffraction (XRD) Analyses

The crystallinity index {Cl) was calculated basad on the peak intensity, as shown in Figure 3. The Cl obtained
for the 6-days BC was 71% and while that of 10-days BC was 84 4%. It shows that the increase in the days of
culture increased the Cl of the BC membrane. Cl has a ratic inversely proportional to the porosity of the
celiulose surface. The presence of larger pores allows a greater penetration of the water molecules, which are
absorbed by the membrane, thus increasing the degree of hydrophilicity (citing cellulose work as a fiter). In
the case of BC membranes, the increase in Cl indicates the reduction of pores, and conseguently a lower
water fiow, thus favoring the use of the 6-days BC as a filter membrane, because greater porosity increases
the permeability of the material, that is, we have a membrane that presents greater number of pores in relation
to the 10-days BC.

BC & Days

N -

]

4

2

= BC 10 Days

L b g g
oo ng 4an esn g wan
a6 [Degreas)

Figure 3. XRD of samples of BC obfained affer 6 and 10 days.

4. Filtration System

Table 2 shows the mean volumes filtered in milliliters (mL) and the amount of cil present in the filirate (ppm).
For each filtration the time of 4 minutes was set and the system pressure was 1 atm.

Table 2 — Mean of the filtered volume (mL), mean of the amount of oil present filtered (ppm) and standard
dewiation of the mean filfered volume of the G-day and {0-day BC filtrations

Mean (mL)/ Filtered Std. Mean (mL)/ Filtered 5td. Mean (mL)/ Filtered Std.
Mean (ppm)  Deviation Mean (ppm) Deviation Mean (ppm) Deviation

25 mm 50 mm 100 mm
10ppm  1458/0.0 052  4668/00 229 149.75/00 250
6-dayBC  150ppm  1349/00 088  3738/00 072 145.00/ 0.0 147
230ppm  13.36/00 1.16 36.60 /0.0 1.20 147147100 162
10ppm  928/00 033  2913/00 204 88.45/00 2,03
10-days BC 150ppm  9,12/00 0,14 3346/00 2,09 89.58/00 1,31
230ppm 9,00/ 0.0 0,10 11,92/0,0 1,53 90,50 / 0.0 0,46

With the results of the filtration it is observed that the 6-days BC membrane of present a greater filtration flow,

being 1.7 times higher, with the same efficiency of the 10-days BC membrane, aliowing a total removal of the
oil present and proving to be efficient in oil remaoval.

5. Conclusions

The experiments performed showed that the removal of the oll present in all samples was of 100%. It is also
possible to note that the filtration rate increases proportionally to the filter diameter and it decreases from the
G-day membrane to the 10-day membrane, because the Cl obtained for the 6-days BC was 71% and while
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that of 10-days BC was B4 4%, these results show that Cl has a ratio inversely proporiional to the porosity of
the cellulose surface, and the presence of larger pores allows a greater penetration of the water molecules,
favoring the use of the 6-days BC as a filter membrane. The percentage of water retention present in both BC
membranes exceeded 98%, showing the enomous presence of water in their compaesitions, making it difficult
to pass the oil and facilitafing its use as a filter. Thus, the BC membrane is an efficient hydrophilic barmier to
prevent the passage of nonpolar components like oils and fats.

The studies on the application and efficiency of the BC membrane as a filker for oily waters will confinue fo
identify physical chemical parameters as reference for this type of effiuent. For a future research the study will
focus on the difference between a filtration of a stabilized emulsified cily solution against a non-emulsified.
Further characterization of the BC membranes will support the use of the biomaterial as a biotechnological
filter. However, with the execution of these experiments the potential in the application of BC membrane
obtained in altemative medium as an efficient filter for separation of water and oil mixiures was demonstrated.

Acknowledgments

This study was funded by the Research and Development Program from Mational Agency of Electrical Energy
{ANEEL), the Foundation for the Support of Science and Technology of the State of Pemambuco (FACEPE),
the National Council for Scientific and Technological Development (CNPq), the Coordination for the
Improvement of Higher Level Education Personnel (CAPES) and the Advanced Institute of Technology and
Innovation (IATI).

References

Brazii, 2011, Diarioc Oficial Replblica Federativa do Brasil, Resolucdo CONAMA 430,
<httpcifiwaww2 mma.gov hport/conamaliegiabre.ofm?codlegi=646= accessed 20.12.2018.

Carpenter, AW, Lannoy S-F_, Wiesner, M.R., 2015, Cellulose nanomatenals in water treatment technologies.
Environmental Science & Technology, 4%, 5277-37. doi: 10.1021/es506351r

Costa, A. F. S, Nascimento, V. R., Amorim, J. D. P., Gomes, E. A. 5., Araujo, L. M., Sarubbo, L. A, 2018,
Residue from the production of sugar cane: an alternative nutrient used in bioceliulose production by
Gluconacetobacter hanseni. Chemical engineering transactions, 64, 7-12. doi: 10.3303/CET 1864002

Costa, A. F. S, Rocha, M. A V., Sambbo, L A, 2017, Bacterial cellulose: an ecofiendly bictextie.
Intemational Joumal of Textile and Fashion Technology, 7, 11-26. doi: 10.3389mich 2017 02027

Chen, G, Fhang, B., Zhao, J_, Chen, H_, 2013, Improved process for the production of cellulose sulfate using
sulfuric acidiethanol solution, Carbohydrate Polymers, 85, 332-337_ doi: 101016/ carbpol 2013.03 003

Gomes, F. P, Siva, N. H. C. 5., Trovatti, E., Serafim, L. 5., Duarte, M. F_, Silvesire, A. J. D_, Pascoal Neto,
C., Freire, C. 5. R., 2013, Production of bacterial celiulose by Gluconacetobacter sacchan using dry olive
mill residue, Biomass and Bioenergy, 55, 205 - 211. doi: 10.1016/ . biombioe.2013.02.004

Giuliano A., Poletto M., Baretta D., 2015, Process design of a multi-product lignocelivlosic biorefinery,
Computer Aided Chemical Engineering, 37, 1313-1318. doi: 10.1016/B973-0-444-63577-8 50064-4

Hesfrin, 5., Schramm, M., 1954, Synthesis of cellulose by Acefobacter xyfinum. Preparation of freeze-dried
cells capable of polymenzing gluccse to cellulose, Biochemistry Joumal, 58, 345-352. doi
10.1042/bj0580345

Hu, G., Chen, J., Gao, J., 2009, Preparation and charactenstics of oxidized potato starch fims. Carbohydrate
Polymers, 76, 291-298. doi: 101016/ .foodchem.2011.10.090

Hungund, B. S, Gupta, 5. G, 2010, Improved production of bacterial cellulose from Gluconacetobacter
persimmonis GH-2. Joumnal of Microhial and Biochemical Technology, 2, 127-133. doi: 10.4172/1943-
5848 1000037

Wu, JM, Liu, RH., 2012, Thin siillage supplementation greatly enhances bacterial celiulose production by
Gluconacefobacter xylinus, Carbohydrate Polymers, 50, 116-121. doi:10. 1016/ carbpol 2012 .05.003

Hassan, E., Hassan, M., Abou-zeid, R., Berglund, L., Oksman, K., 2017, Use of Bacierial Cellulose and
Crosslinked  Cellulose  Manofibers  Membranes for Removal of Qi from  OiHin-Water
Emulsions, Polymers, 9, 388-351. doi;10.3390/pohym9050388

Rethwisch, D. G. Jr, and William, D. C., 2016. Ciéncia e Engenharia de Materiais: Uma Introducdo, Vol 8,
LTC, Rio de Janeiro, Brazil.

Rizwan, M., Mujtaba, G., Memon, S. A, Les, K., Rashid, M., 2018, Exploring the potential of microalgae for
new bictechnology applications and beyond: A review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, 92,
394404 doi10.1016/.rser.2018.04.034

Vasconcellos V.M., Farinas C. 3., 2018, The effect of the drying process on the properiies of bactenal
cellulose films from Gluconacetibacter hanseni, Chemical Engineening Transactions, 64, 145-150. doi:
10.3303/CET1864025



Galdino, C. J. da S. J. Avaliagado do potencial da celulose bacteriana no tratamento de ... 99

A
o 1l

A

WFERRIEE || add
it

§ e A ENCONTRO BRASILEIRD
ENBEQ 2018 EEreis
M CHOENHARES DUMICA
i» Setwnirn de AT IT w3 de Nwtwrnis de SO0

il daaws i ST L
o Pinis - ZF i Pl - 5P

5'.'.‘-‘-“.€N-Ir'~f-!-1 CLIMICE

AVALIACAO DO POTENCIAL DA CELULOSE
BACTERIANA NO TRATAMENTO DE AGUAS OLEOSAS

GALDINO. C.J1.5.7.* MEIRA HM. . AMORIM. J. D. P.13, SOUZA. T.C.'%,
COSTA A F S 2eSARUBBO, L A 13

! Universidade Catdlica de Pernambuco. Centro de Ciéncias e Tecnologia, Recife-PE. Brasil
? Universidade Federal de Pernambuco, Campus Agreste. Caruaru-PE, Brasil
* Instituto Avancado de Tecnologia e Inovacio (IATI), Recife-PE. Brasil
E-mail para contato: claudiocig@email com

RESUMO — A celulose é o biopolimero mais abundante no planeta e possui wma vasta
gama de aplicagdes em diferentes setares da indisiria. As politicas de preservagéo
ambienial impulsionam o desenvolvimenio de pesquisas no sentido de substituir a
celulose vegetal (CV) por wma alternativa a este polimero que atenda ao critério de
sustentabilidade. Nesse sentido, a celulose produzida por microrganismos surge como
alternativa promissora & CV. A celulase bacteriana(CB) se diferencia de sua semelhante
vegetal principalmente por apresentar fibras de cardfer nanométrico confra o
micrometrice do vegetal, o que lhe confere excelentes propriedades mecdnicas, maior
cristalinidade, maior poder de absorgdo de dgna e maior resisténcia a tragdo. A
utilizagdo da celulose microbiana em diferentes setfores economicamente importantes
como o de producio de papel, de tecido, na indiisiria alimenticia, indiistria farmacéutica
e na biomedicina demonstram sua versatilidade na mercado mundial Membranas de CB
tambem tém sido testadas na sintese de compositos com aplicagdo na drea ambiental
para a filtragdo de metais pesados e materiais particulades. Assim, nesse trabalhe foi
desenvolvido wm filtro & base de CB e aplicado ao tratamento de dguas oleosas. As
membranas de CB foram inicialmente produzidas em meio alternaiive a base de residuos
indusiriais, purificadas e neutralizadas. Em seguida foram testadas coma filtros de dguas
oleosas, caracterizadas pelas suas conceniragdes de oleo antes e apos a filiragdo. 4o
Jfinal do trabalho ficou claro que esse novo material biodegradavel e atoxico é eficiente
para a separacdo de misturas dgua/dleo geradas em ambientes industriais, uma vez que
foi possivel reduzir uma concentragio inicial de dleo de 300 ppm para 0 ppm.

Palavras-chave: Celulose bacteriana; Ghiconacetobacter hansenii: residuos industriais;
membranas filirantes; filtragdo; dguas oleosas.

1. INTRODUCAO

Para atingir as metas de desenvolvimento sustentavel € indispensavel o manejo racional
dos recursos naturais. o que exigira o emprego de novas tecnologias. Dentre as tecnologias que
apresentam potencial para contribuir para o desenvolvimento sustentavel, a biotecnologia tem
muito a oferecer, especialmente nos campos da geracio de energia e prevencio da poluicio
ambiental. Ndo ha duvidas de que a biotecnologia € a ciéncia que revolucionara a producio e a
oferta de biomateriais para os mercados (SCHENBERG. 2010).

Dentre a possibilidade de fornecimento de novos materiats biotecnoldgicos. destaca-se a
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obtencdo de celulose. A celulose & um polimero natural produzido por plantas. Entretanto, o
aumento da demanda de denvados de CV. aumentou o consume de madeira como matéria-
prima, causando desmatamento e questdes ambientais globais. Embora as plantas sejam as
maiores fontes de celulose. varios tipos de bacténas sdo capazes de produzir celulose come
fonte alternativa. As bactémas pertencentes a diferentes géneros, como Gluconaceiobacter,

Sarcina e Agrobacteriim sio capazes de produzir celulose bacteriana ou biocelulose (GOMES
etal 2013).

A CB apresenta elevada pureza, uma vez que nio esta associada com outros componentes
da CV. tais como a lignina e a hemicelulose e devido a sua rede nanofibrillar em 3D, mostra
capacidade de absorgio de agua (a membrana imicial possui aproximadamente 99% de dgua) e
alta resisténceia a tragio (COSTA etal . 2017). Essas propriedades singulares, em conjunto com
outras caracteristicas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade. resultam no carater
renovavel e em uma ampla gama de aplicagdes na area biomédica e em virios outros dominios
tecnologicos. tais como membranas para dispositivos de audio. papel eletronice e como matenial
de reforco em nanccompdsitos transparentes/translicidos (WU LIU. 2012). Por outro lado.
novas perspectivas de aplicacio surgem em funcio das propnedades nanométricas e lndrofilicas
desse biopolimero. como sua possivel utilizacdo na separacio de residuos oleosos industniais.
Pesquisas para desenvolver aerogéis de CB obtidos por hidrofobizacio e adicio de aditivos
quimicos tém sido descritas na literatura para a separacio de solventes e dleos derramados em
ambiente marnho. embora essa tecnologia amda necessite de um alto mvestimento de capital.
o que wmviabiliza o processo a nivel industrial (CARPENTER et al.. 2015). Entretanto. a
utilizacio da membrana como um filtro de misturas dgua e oleo geradas em ambientes
industriais ainda nio foi descrita.

Nesse sentido. o objetivo desse trabalho foi1 testar a viabilidade de aplicagio de peliculas
de CB obtidas em meio alternativo como filtro eficiente para separacio de residuos oleosos em
misturas agua e oleo geradas em ambientes industriais.

2.AIETODOLOGIA

Microrganismo: A bacténia Gluconacetobacter hansenii UCP1619. depositada no
Banco de Culturas da Universidade Catolica de Pernambuco, fo1 utilizada como produtora da
celulose bacteriana.

Meios de crescimento, de manutencio e de producio da CB: O meio Hestrin e
Schramm (HS) (1954). utilizado para o crescimento da bacténa € composto por 20.0 g/l de
glicose, 5.0 g/L de peptona. 5.0 g/'L de exirato de levedura, 2.7 g/L de Na:HPOse 1.15 g/L de
dcido citrico em pH 5.0 A celulose bacteriana fo1 produzida no meioc HS modificado. O meio
modificado tem a seguinte composiciio: 1.5% de glicose. 2.3% de milhocina. 0.27% de
Na:HPO4, 0.15% de acido citrico, pH 5.

Condicoes de cultivo, lavagem, purificacio e pesagem da pelicula de CB: O pre-
inoculo foi preparado a partir do crescimento do micro-organismo a 30 °C durante 48 b, em
condi¢des estiticas, em meio liquido HS. O indculo foi preparado através da transferéncia de
3% do pré-mnoculo em meio HS em frascos Scohtt de 500 mL contendo 100 mL do meio de
producio e, em seguida. mcubado estaticamente a 30 °C durante 10 dias. Apos o cultive, o
caldo da fermentacio e as peliculas de CB foram recolhidos e hmpos por imersio em solugio
de WaOH a 4% durante 2h para eliminar as células retidas (LI etal . 2015).
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Filtragio dos efluentes oleosos em sistema de filtracio de CB: Um filtro construide
em PVC com diimetro interno de 50 mm, for utihzado nos expenmentos. Deniro do filtro for
colocada a uma solugio oleosa conhecida (300 ppm) e foi realizada a filtragdo a 2 atm (Pressdo
Absoluta) obtida por um compressor.

Determinacdes analiticas: Para o estudo das concentragdes de oleo antes e depois da
filtracdo pela membrana de CB, fo1 plotada uma curva de turbadez (NTU) versus concentragio
de oleo (ppm) com um auxilio do Turbidimetro ALFAKIT e do Excel 2016. Todos os pontos
foram feitos em triplicata. Com a curva plotada e obtida a equacio da reta, fo1 possivel obtera
contragio de 6leo antes e depois da filtracio a partir da leitura da turbidez.

3. RESULTADOS

Nesse estudo a CB produzida a partir de um meio de cultivo altemativo em condigdes
estaticas reduziu o custo de produgio em 78% em relacdo ao meio padrio HS (COSTA et al,
2017) e apresentou uma viabilidade para ser utilizada como membrana filtrante para solugdes
agua-oleo. O processo de fermentacio da CB apresentou um rendimento de 38.6% e as
membranas de CB hidratadas pesaram aproximadamente 37 g contendo cerca de 98% de agua.
Apos retirtadas do meio de cultura a etapa de purificagio com NaOH favoreceu a uniformizagio
da cor, remocio dos metabolitos e possivels residuos do meio de cultura que estavam adendos
na superficie das membranas. Para ser utilizada como membranas filtrante, sucessivas lavagens
em dgua corrente foram feitas, até a nentralizacio (pH 7.0).

Uma curva de concentracio do éleo fo1 obtida para auxiliar a quantificacio do éleo
removido no processo de filtragio. A Figura 1 ilustra a curva obtida da turbidez (WTU) em
fun¢do da concentragio de éleo (ppm). Terminada a construcio do grifico e obtida a equacio
da reta, uma mistura composta de 200 mL de agua destilada e 300 ppm de oleo fo1 colocada no
filtro onde a membrana CB (hidratada) fo1 vtilizada como filiro. A filtragdo ocorren por 30
minutos sob a pressdo de 2 atm (P. Absoluta) . até a obtencdo de £100 mL de liqudo filtrado.

Turbidez (NTU) x Concentragao (ppm)

__ 1000,000

=

2 500,000

] y=1,6511x + 44554

2 0000 RE= 05971

F 0 100 200 300 400 500 600

Concentracao [ppm)

Figura 1: Grafico com equagio da reta: Turbidez (NTU) x Concentracio de oleo (ppm).

A Tabela 1 apresenta a eficincia das membranas de CB para o parametro turbidez, que,
confirma a concentragio de 455 91 ppm 6leo retido nas membranas de CB hidratadas A Figura
2 confirma a remogio completa da turbidez entre as amostras da solugio agua-oleo e do material
filtrado.
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Tabela 1: Turbidez da solucio cleosa filtrada e do velume restante no filtro (concentrado)

p— Turbidez (NTU)

Filtrado | Concentrado
T 0 756,64
2 o 758,00
3 0 757,00
Média 0 757,21

Figura 2: Comparacio final entre o matenal filtrado (0 ppm) e solugio agua-oleo imicial
concentrada de dleo (300 ppm).
4. CONCLTUSAO

Os estudos na aplicacio e eficiéneia da membrana de CB como um filtro para dguas
oleosas continuario identificando parimetros fisicos e quimicos como referéncia para esse tipo
de efluente. A caracterizacio das membranas CB fundamentari a utilizacio do biomaterial
como filtro biotecnologico. Contudo. com a execucdo desses expenimentos foi identificado o
potencial na aplicacio da membrana de CB obtidas em meso alternative como um filtro eficiente
para separacio de misturas agua e oleo. pois. em uma tnica filtracio separou 100% da mistura
oleo-dgua. Esse resultade se deve ao fato da membrana de CB ser uma barreira hidrofilica
eficiente para impedir a passagem dos componentes apolares como os 6leos.
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