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Producdo de Nanocelulose Bacteriana em camadas com oxido de
cobalto para uso em processos oxidativos avancados.

Production of Bacterial Nanocellulose layered with cobalt oxide for use in
advanced oxidative processes.

Felipe Padilhal, Jodo Pedro Maximino Gongora Godoi?, Anabel Alexandra Rodriguez
Andachi®, Guilherme Garcia Bessegato*, Samara Silva de Souza®.

RESUMO

A nanocelulose bacteriana (NCB) é um polimero natural com propriedades estruturais, fisicas e quimicas
Unicas e interessantes. Ela é produzida por meio da fermentacdo acética de bactérias do género
Komagataeibacter e, embora exiba excelentes caracteristicas fisico-quimicas, carece de propriedades
magnéticas. Neste estudo, exploramos a utilizacdo da NCB como suporte para a incorporacéo de oxido de
cobalto, com o propdsito de atuar como catalisador em processos oxidativos avangados para a remocao de
contaminantes emergentes. Os testes de degradacao de corante ndo produziram os resultados esperados.
No entanto, observou-se que o 6xido de cobalto néo inibiu o crescimento bacteriano, permitindo a formacao
da NCB durante o cultivo. Isso sugere que a NCB pode ser utilizada como plataforma para a incorporacéo de
outros materiais, embora desafios técnicos precisem ser superados para melhorar sua eficacia em processos
de degradagcdo. Embora o estudo tenha enfrentado desafios, ele oferece perspectivas interessantes para
futuras pesquisas na busca de solugbes eficazes para a remocao de contaminantes ambientais.
PALAVRAS-CHAVE: Degradagédo, Nanocelulose Bacteriana, 6xido de cobalto, processos oxidativos

ABSTRACT

Bacterial nanocellulose (NCB) is a natural polymer with unique and interesting structural, physical and
chemical properties. It is produced through the acetic fermentation of bacteria of the genus Komagataeibacter
and, although it exhibits excellent physicochemical characteristics, it lacks magnetic properties. In this study,
we explored the use of NCB as a support for the incorporation of cobalt oxide, with the purpose of acting as a
catalyst in advanced oxidative processes to remove emerging contaminants. Dye degradation tests did not
produce the expected results. However, it was observed that cobalt oxide did not inhibit bacterial growth,
allowing the formation of NCB during cultivation. This suggests that NCB can be used as a platform for the
incorporation of other materials, although technical challenges need to be overcome to improve its
effectiveness in degradation processes. Although the study faced challenges, it offers interesting perspectives
for future research in finding effective solutions for removing environmental contaminants.
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INTRODUCAO

A nanocelulose bacteriana (NCB) é um nanomaterial natural e renovavel, produzido
a partir do cultivo de bactérias gram-negativas, por exemplo, Komagataeibacter xylinus
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(CHANTHIWONG, 2020). Oriunda da fermentacao aceética, (descrita inicialmente em 1886
por Brown) resulta em uma pelicula criada na interface liquido/ar, com caracteristicas
semelhantes a uma celulose vegetal (HESTRIN & SCHRAMM, 1954). Tem recebido grande
interesse devido as suas caracteristicas estruturais Unicas e propriedades favoraveis, por
exemplo, alta resisténcia mecénica, alta porosidade, capacidade de retencdo de agua,
chegando a ter aproximadamente 98% de sua composicdo de agua, moldabilidade,
biodegradabilidade, abundéancia de Grupos OH na estrutura, permitindo modificacdes e
excelente afinidade biolégica (SRIPLAI; PINITSOONTORN, 2021). Para a producédo da
NCB o meio de cultivo tradicional e que demonstra um alto rendimento € o Hestrin &
Scharamm (HS) (HESTRIN & SCHRAMM, 1954).

Muitos estudos abordam o desenvolvimento de nanomateriais a base de NCB
(CHANTHIWONG, 2020; FISCHER, 2018; FORESTI; VAZQUEZ; BOURY, 2017; SRIPLAI;
PINITSOONTORN, 2021). Embora as propriedades do NCB sejam interessantes, a NCB
pura possui certas restricdes, relacionadas a sua produgédo, como alto custo de producéo,
além da falta de certas caracteristicas, como magnéticas, condutoras, antioxidantes e
antimicrobianas. Isso acaba limitando suas aplicacdes em varios campos (SRIPLAI;
PINITSOONTORN, 2021). O desenvolvimento de nanocompésitos de NCB € um tépico
atraente, ao misturar multiplos constituintes ou explorar efeitos sinérgicos, podem ser
criados materiais com propriedades eletrénicas, magnéticas, Opticas, cataliticas e
bioatividades novas ou melhoradas (FORESTI; VAZQUEZ; BOURY, 2017).

Diante disso, a NCB é um excelente material de suporte para producdo de
nanocompositos. Uma abordagem possivel é seu uso para incorporacédo de nanoparticulas
de 6xidos metélicos que podem atuar como catalisadores de geragéo de espécies quimicas
reativas para degradacdo de contaminantes emergentes. A sintese de um material
composito baseado em NCB/6xido de cobalto poderia servir como um material para
ativacdo de persulfatos em processos oxidativos avangados.

Assim, o presente trabalho visa avaliar metodologias de preparacdo de NCB como
suporte para a incorporacdo de 6xido de cobalto, com a finalidade de aplica-la em
processos oxidativos avancados para tratamento de contaminantes emergentes.

MATERIAIS E METODOS
MEIO DE CULTURA E CEPA

A producao de NCB foi realizada através do meio de cultura HS, composto por 20,00
g/L de glicose, 5,00 g/L de peptona, 5,00 g/L de extrato de levedura, 2,70 g/L de fosfato
dissodico e 1,15 g/L de &cido citrico. Para efetuar o ajuste de pH em 6,00 foi utilizado
hidréxido de sédio (NaOH) ou &cido cloridrico (HCI). Por fim, o meio de cultura foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. A cepa de Komagataeibacter xylinus
(ATCC® 53524 ™) foi utilizada, a qual encontra-se preservada em glicerol (20%) a -80°C.
A preparacao dos inoculos foi realizada na propor¢do 10% (v/v) com meio HS e com os
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pré-indculos que se encontram incubados em B.O.D. Na producédo de NCB, utilizou-se a
técnica de modificagéo in situ, estatico e em placas de 24 pogos.

PRODUCAO DE MEMBRANAS DE NCB/OXIDO

Para produzir a NCB em camadas, testou-se a técnica de “sanduiche”, na qual a
producdo da NCB ocorre em intervalos pré-estabelecidos, com a sintese de camadas de
NCB. Dessa maneira é possivel formar camadas densas e porosas aos longo da estrutura.
No primeiro dia do processo aplicou-se 1 mL em cada poco da placa de 24 pocos, contendo
100 pL de pré-in6culo e 900 pL de meio (v/v), em seguida foi levado para a B.O.D por 3
dias a 28°C. Apés esse primeiro p4eriodo, foi adicionado mais uma camada em cada poco,
onde continha 10 uL de uma suspensao etandlica 5 g/L de 6xido de cobalto, 50 pL de pré-
in6culo e 440 pL de meio, totalizando assim 500 pL, em seguida foi levado para a B.O.D a
28°C por mais 3 dias. Na ultima camada, foi adicionado mais 500 pL de pré-indculo e meio
HS e entdo levado a B.O.D por mais 3 dias.

ApoOs este periodo, as membranas serdo removidas do meio de cultivo e serdo
purificadas com solucéo de hidréxido de sodio (0,1M) em estufa a 50°C durante 24 h. Em
seguida, serdo realizadas lavagens com agua destilada até o pH atingir a neutralidade, e
esterilizagdo em autoclave a 121°C por 20 min.

TESTES PRELIMINARES COM NCB/OXIDO PARA DEGRADACAO DE CORANTE

Apods a sintese, a membrana nanocompaosita foi colocada em um béquer de 50 mL
contendo 25 mL do corante azul de metileno a uma concentracdo de 16,6 mg/L e 0,1 mL
de uma solugéo estoque de peroximonosulfato (PMS), um agente precursor de espécies
oxidantes, para resultar em uma concentracdo proxima a 0,7 mM de PMS. Foram coletadas
aliguotas em tempos determinados, no intervalo de 30 minutos, para a quantificacdo em
espectrofotometria UV/Vis e constatacdo da ocorréncia ou ndo de degradacéo do corante
da amostra.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A técnica em camadas se mostrou capaz de sintetizar a NCB em “sanduiche”, sendo
possivel visualizar a estrutura porosa e densa entre as camadas. Cada novo biofilme
formado na interface ar/liquido tem uma estrutura densa em contato com o ar e porosa em
contato com o0 meio liquido. A Figura 1 mostra uma imagem da NCB pura produzida e
purificada em camadas apés o periodo total de incubacéo.
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Figura 1 — Membrana de NCB pura de 3 camadas

Fonte: Autoria propria

Pelo método in situ, no qual o 6xido de cobalto foi incorporado na segunda camada,
foi possivel verificar que o O0xido nao foi citotoxico para a bactéria, pois ndo impediu a
formacdo da membrana (Figura 2). Muitos estudos que tratam da incorporagdo da NCB
com o6xidos metalicos utilizando a técnica ex situ (pés purificacdo das membranas)
(CHANTHIWONG, 2020). Contudo, ao final da producdo as membranas com Oxido de
cobalto ndo conseguiram manter uma estrutura rigida e firme, o que levou a uma separacao
entre as camadas (Figura 3).

Figura 2 —Nanocompoésito de NCB/6xido de cobalto (coluna 1) e NCB pura (coluna 2) durante a
sintese em camadas em duplicata

Fonte: Autoria propria

Figura 3— Nanocompdsitos de NCB/6xido de cobalto apds o cultivo de trés camadas, onde a camada

do meio apresenta oxido tratado apontado pela flecha central
# = SNl e

Fonte: Autoria préopria
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Os testes de degradacéo com peroximonosulfato (PMS) mostrou que ndo houve uma
degradacao efetiva do corante. Uma hipdtese € que o processo de purificacdo apds a
producdo das camadas nao permitiu que os oxidos de cobalto se mantivessem penetrados
na nanoestrutura da NCB. O fator mais vantajoso na utilizacdo do processo de sintese in
situ é que a forma e a estrutura originais da NCB permanecem praticamente inalteradas.
Além disso, uma grande variedade de materiais pode ser incorporada a NCB, desde que
gue possam ser dissolvidos na forma aquosa i6nica e penetrar na estrutura de rede da
NCB.

Para trabalhos futuros se propde uma modificacdo da NCB pela oxidacdo mediada
pelo radical 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO). Segundo estudos ele funcionaliza
com grupos carboxilico e a troca idnica com H+ do acido deve facilitar a ancoragem com
cétions (FORESTI; VAZQUEZ; BOURY, 2017).

CONCLUSOES

A técnica de sintese em camadas de NCB se mostrou uma excelente estratégia
apara ancoragem de outros materiais e no desenvolvimento de nanocompdésitos. Foi
possivel realizar todas as etapas de propagacao, repigue, preparo do meio de cultura,
producdo de membranas, funcionalizacdo e testes iniciais. Embora o nanocompdsito
baseado em NCB/6xido de cobalto ndo se mostrou capaz para ativacdo de persulfatos
para remogdo do contaminante, espera-se que novas estratégias possam ser adotadas
para alcancar o objetivo proposto.
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